RESUMEN

Se ha abordado el estudio detallado de la localizacion de distintas formas de alcohol
deshidrogenasa (ADH) en tejidos de rata y, en particular, en el sistema vascular, tracto
gastrointestinal, sistema nervioso central y tejidos oculares. Se han estudiado
esencialmente ADH1 y ADH4, que son los enzimas mas relevantes en la oxidacién de
etanol a acetaldehido, y en la oxidacion de retinol a retinal en la via de sintesis del
acido retinoico.

ADH4 se detectdé como la forma principal en los vasos sanguineos de la rata,
mientras que en los vasos humanos ADH1B era el enzima predominante. Tanto ADH1
como ADH4, se han detectado a lo largo de todo el tracto gastrointestinal,
principalmente en la mucosa, variando su cantidad relativa y su ubicacién celular en
funcioén del area estudiada. ADH4 es mas abundante en las partes mas externas del
tracto (boca, eséfago, colon y recto), mientras que ADH1 es la forma mayoritaria en el
intestino. En el cerebro, mediante hibridacion in situ, ambas formas de ADH se han
localizado en el cerebelo, formacion hipocampal y dreas muy concretas de la corteza
cerebral, mostrando colocalizacion en algunos tipos celulares y una expresion
especifica en otros. La inmunodeteccion de ADH4 en homogeneizados de diferentes
regiones cerebrales ha confirmado la presencia de la proteina en areas concretas del
SNC donde también se ha localizado su mMRNA. Ambas clases han sido también
detectadas en el sistema ventricular y vascular asociado al SNC. En los tejidos
oculares, la proteina ADH4 se ha localizado en la coroides, cuerpo ciliar, nervio 6ptico
y en capas concretas de la cérnea y retina.

Finalmente, se ha comparado el patrén de expresion ADH en tejido hepatico con el
de una linea celular de hepatocarcinoma. La linea de hepatocarcinoma de rata
H4IIEC3 mostré la expresion de ADH1 y ADHS3, presentes en higado normal, v,
ademas, ADH4, ausente en higado. Se investigo el efecto del acido retinoico sobre la
expresion de cada una de las tres formas de ADH. Se ha observado un aumento de
los niveles de mMRNA de ADH1 y un descenso de los de ADH4, mientras que los
niveles de mRNA de ADH3 se mantuvieron constantes.

La distribucion de ADH1 y ADH4, junto con sus propiedades cinéticas y su
regulacioén, permiten inferir algunas de sus funciones fisioldgicas en el metabolismo
del etanol y de los retinoides, la reduccién de aldehidos citotéxicos derivados de la
peroxidacion lipidica, el catabolismo de las catecolaminas, etc. Asimismo, el
metabolismo endégeno de etanol, proporciona una base molecular para comprender
las alteraciones causadas por el abuso del alcohol en determinados 6rganos y tejidos.
En este sentido, proponemos la hipétesis de que algunos de los efectos téxicos del
etanol podrian explicarse por la interferencia, a nivel de la ADH, con la via de sintesis
del &cido retinoico.
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INTRODUCCION

1 LA ALCOHOL DESHIDROGENASA

La alcohol deshidrogenasa (ADH, EC 1.1.1.1) cataliza la oxidacion reversible de una
amplia variedad de alcoholes primarios, secundarios y ciclicos de origen endégeno o
xenobiédticos, a sus correspondientes aldehidos y cetonas. La reaccidén de oxidacion
tiene lugar con la reduccién concomitante del coenzima, que generalmente es el NAD*
(Jornvall y H66g, 1995; Edenberg y Bosron, 1997).

La ADH es un sistema enzimatico de localizacién mayoritariamente citoplasmatica
ampliamente distribuido en numerosos phyla que incluyen organismos pertenecientes
a todos los reinos en los que se clasifican los seres vivos (Jornvall y col., 1993). En
vertebrados, todos los miembros de la familia ADH son metaloenzimas, que contienen
zinc, y forman parte de la superfamilia de las deshidrogenasas/reductasas de cadena
media (MDR). Son dimeros compuestos por subunidades de unos 374 residuos
aminoacidicos y de unos 40 kDa de masa molecular. Cada subunidad consta de dos
dominios, un dominio catalitico y un dominio de unién al coenzima, separados ambos
por una hendidura hidrofébica que forma el bolsillo de unién al sustrato (Edenberg y
Bosron, 1997).

Diferentes formas de ADH, caracterizadas como isoenzimas, fueron inicialmente
identificadas en humano (Smith y col.,, 1971). La familia de las ADH ha ido
aumentando con el descubrimiento de nuevas formas enzimaticas, lo que ha dado
lugar al término clase (Vallee y Bazzone, 1983). La agrupacion de las distintas ADH
en clases se basa en su especificidad de sustrato y propiedades cinéticas,
sensibilidad al inhibidor pirazol y sus derivados, movilidad en la electroforesis en gel
de almiddn (técnica que se utiliza de forma clasica para la deteccion e identificacion
de diferentes formas enzimaticas con actividad ADH), patrén de expresion, identidad
de secuencia y analisis de arboles filogenéticos (Duester y col., 1999; Edenberg,
2000; Jornvall y Ho6g, 1995; Vallee y Bazzone, 1983).

Las ADHs estan codificadas por hasta siete genes diferentes en humanos, cuyos
productos génicos han sido agrupados en cinco clases que comparten alrededor de
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un 60-70% de identidad aminoacidica (JOornvall y H66g, 1995). En los vertebrados, el
sistema ADH constituye un sistema complejo con diferentes formas vy
una amplia multiplicidad dividido en ocho clases (ADH1-ADH8) que a la vez incluyen
isoenzimas y formas alélicas. Hasta el momento, en ninguna especie se han
identificado las ocho clases de ADH. Por ejemplo, en humano, tan sélo han sido
descritas las clases |, II, lll, IV 'y V o en rata las clases |, II, lll, IV y VI (Duester y col.,
1999). En esta Tesis se ha utilizado la nomenclatura recientemente propuesta (Tabla
1) aunque todavia esta sujeta a debate.

Tabla 1. Nomenclatura propuesta para las ADH de algunos vertebrados

Especie Clase

I ! i v Vv Vi Vi Vi

Humano ADH1A (a) ADH2(r) ADH3(y;) ADH4(s) ADH5 - - -

ADH1B (B)
ADH1C (y)
Rata  ADH1 ADH2  ADH3  ADH4 - ADH6 - -
Raton  ADH1 ADH2  ADH3  ADH4A  ADH5 - - -
ADH4B A
ADH5
B
Caballo ADH1E - ADH3 - - - - -
ADH1S
Pollo  ADH1 - ADH3 - - - ADH7 -
Rana  ADH1 - ADH3 - - - - ADH8

Entre paréntesis se indica la nomenclatura clasica, con letras griegas, de las subunidades
enzimaticas de las ADH humanas (Dolney y col., 2001; Duester y col., 1999; Peralba y col.,
1999; Szalai y col., 2002).

1.1 ADH clase | (ADH1)

En electroforesis en gel de almidén, a pH 7,6, ADH1 aparece como un grupo de varias
bandas con movilidad catédica tanto en rata como humano (Fig. 1). ADH1 es la forma
enzimatica cuantitativamente mas importante y de distribucion mayoritariamente
hepatica en todos los mamiferos, aunque también presente en otros muchos tejidos
(Tabla 2). En los roedores, presenta una sola forma enzimatica, mientras que en
humanos, la duplicacién génica ha dado lugar a la aparicién de isoenzimas (Fig. 1).
Tres genes (ADH1A, ADH1B y ADH1C) codifican las subunidades ADH1A, ADH1B y
ADH1C (anteriormente, denominadas o, B y vy, Tabla 1) que muestran una elevada
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identidad de secuencia (93-94%), lo que hace posible la formacién de homodimeros y
heterodimeros, todos ellos con caracteristicas cinéticas diferenciadas. Ademas, los
genes ADH1B y ADH1C presentan polimorfismo. Los alelos ADH1B1, ADH1B2 y
ADH1B3 codifican las subunidades B+, B2 ¥ B3, y los alelos ADH1C1 y ADH1C2 las
subunidades y4 y y», respectivamente (Duester y col., 1986; 1999).

ADH1 se caracteriza por presentar una amplia especificidad de sustrato y fuerte
inhibicion competitiva con pirazol y sus derivados (Fries y col., 1979; Tolf y col., 1982).
De todas las clases de ADH, ADH1 es la que presenta mayor afinidad por el etanol,
siendo el principal enzima responsable de la eliminacion del etanol ingerido. ADH1
generalmente muestra valores de K, para el etanol de 1,4 mM en rata y de 0,05-4
mM en los isoenzimas humanos (a excepcion de la variante alélica ADH1B3, con una
Kmn = 36 mM) (Bosron y Li, 1987; Edenberg y Bosron, 1997; Julia y col., 1987b; von
Wartburg y col., 1964; Wagner y col., 1983). Estudios en ratones knock-out han
demostrado la participacion in vivo de ADH1 en el metabolismo del etanol (Deltour y
col., 1999b).

Ademas, ADH1 es activa con alcoholes alifaticos primarios y secundarios, alcoholes
ciclicos y aromaticos (von Wartburg y col., 1964; Pietruszko y col., 1973; Pietruszko,
1979). Se ha demostrado su actividad con varios compuestos de origen endégeno
como los acidos grasos w-hidroxilados (Wagner y col., 1983; Bjorkhem y col., 1973),
compuestos del metabolismo de la noradrenalina (Mardh y col., 1985), dopamina
(Mardh y Vallee, 1986), serotonina (Consalvi y col., 1986), retinoides (Boleda y col.,
1993; Yang y col., 1994), acidos biliares (Marschall y col., 2000; Okuda y Okuda,
1983) y esteroides (McEvily y col., 1988) (Tabla 3).

1.2 ADH clase Il (ADH2)

Esta clase puede ser dividida en dos subgrupos, un grupo que consiste en el enzima
humano, junto con la forma de conejo, y otro que incluye las formas de roedor
(Svensson y col., 1999a). Esta clase tiene una distribucion muy restringida, ya que
hasta el momento, la proteina humana y de roedores tan sélo se han encontrado en
higado. La forma humana fue la primera descrita como una variante de elevada K,
para el etanol e insensible a la inhibicién por pirazol (Bosron y col., 1983), mientras
que la forma de roedor tiene una baja capacidad para la oxidacion de este sustrato
(Svensson y col., 1999a). ADH2 muestra actividad con diversos alcoholes y aldehidos,
alifaticos y aromaticos, aunque con una especificidad mas restringida que ADH1
(Ditlow y col., 1984). ADH2 presenta actividad con intermediarios del metabolismo de
la serotonina y de la noradrenalina (Consalvi y col., 1986; Mardh y col., 1986), asi
como con retinoides (Han y col., 1998; Popescu y Napoli, 2000; Yang y col., 1994).
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1.3 ADH clase Ill (ADH3)

El enzima presenta 1-3 bandas de movilidad electroforética anddica (Fig. 1; Julia y
col., 1986; Parés y col., 1985). ADH3 se caracteriza y distingue del resto de las ADHs
por ser practicamente insensible a la inhibicidn por 4-metilpirazol y por la imposibilidad
de saturarse con alcoholes o aldehidos primarios de cadena corta (de 2 a 4 carbonos)
(Julid y col., 1987a; 1987b; Vallee y Bazzone, 1983). De hecho, ADH3 cataliza la
oxidacién del compuesto S-hidroximetilglutatién, generado espontaneamente por la
reaccion del formaldehido con el glutation reducido, para dar lugar a S-formilglutation
(Koivusalo y Uotila, 1991), por lo que se conoce como formaldehido deshidrogenasa
dependiente de glutation (FALDH). Estudios genéticos con ratones knock-out han
demostrado su participacion in vivo en el metabolismo del formaldehido (Deltour y col.,
1999b). Ademas de esta actividad, ADH3 cataliza eficientemente la oxidacion de
alcoholes primarios de cadena larga como el octanol y especialmente los acidos
grasos o-hidroxilados (Julia y col., 1987a, 1987b). Ademas, ADH3 es capaz de
catalizar la reduccion del 6xido nitrico, previa combinacion con el glutatién para dar S-
nitrosoglutation (Gow y col., 1997), en una reaccion dependiente de NADH/NADPH
(Jensen y col., 1998), lo que sugiere un papel en la proteccién frente al estrés
nitrosativo (Liu y col., 2001).

+
Humano Rata
ADH3 | & = = & = ]ADH“
- ADH3
———
ADH4 | + » ’ -
- | T ‘ ADH1
ADH1 | # o & g
Y171
1 2 3 4 5 _ 6 7 8

Figura 1. Electroforesis en gel de almidon y tinciéon por actividad con muestras de tejidos
humanos y de rata. 1-5, muestras de biopsia gastrica humana; 6, higado; 7; cerebro y 8,
estdmago de rata. Las flechas indican el lugar de aplicacién de las muestras.
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ADH3 es un enzima ubicuo, presente en todos los animales y plantas y en
numerosos microorganismos (Fernandez, 1997). Es la ADH mayoritaria y mas
ampliamente distribuida en el cerebro adulto de rata y humano (Beissweger y col.,
1985, Giri y col., 1989; Mori y col., 2001). Su localizacién no sélo es citoplasmatica
como el resto de ADHs (Parés y col.,, 1984; Uotila y Koivusalo, 1989), sino que
también se ha detectado en el nicleo de hepatocitos y astrocitos de rata (Iborra y col.,
1992). Se cree que una de las funciones de este enzima podria ser la proteccion de
las estructuras celulares, inclusive la cromatina, frente al formaldehido que se produce
de manera enddgena en varios procesos metabdlicos.

Recientemente, ensayos in vitro y estudios genéticos han demostrado Ila
contribucion de ADH3, como retinol deshidrogenasa, en la sintesis de AR (Molotkov y
col., 2002b).

Tabla 2. Patron de expresion de las diferentes clases de ADH en mamifero

Clase Patrén de expresion

Principalmente en higado y también en intestino, rifién, pulmén, glandula

ADH1 adrenal, epididimo, testiculos, Utero y ovarios. Ciertas células de la corteza
cerebral, cerebelo e hipotalamo. Expresién en algunos tejidos durante el
desarrollo embrionario

ADH2 Higado, intestino delgado y piel
ADH3 Patrén ubicuo, abundante en higado. Es la ADH mayoritaria en cerebro
ADH4 Piel, ojo, glandula adrenal y en la mucosa de los tractos gastrointestinal,

respiratorio y genitourinario. No se expresa en higado. Expresion en varios
tejidos durante el desarrollo embrionario incluido el cerebro.

ADH5 Tejidos fetales.

ADH6 Elevada expresion en higado y en menor cantidad en rifion y pulmén.

Ang y col., 1996a; 1996b; 1997; Beissweger y col., 1985; Bilanchone y col., 1986; Boleda y col.,
1989; Cederbaum y col., 1975; Chen y Yoshida, 1991; Cheung y col., 1999; Deltour y col., 1997;
Estonius y col., 1993; 1996; Giri y col., 1989; Haselbeck y col., 1997a; 1997b; 1997c; 1998;
Hedberg y col., 2000; H66g y Brandt, 1995; Julia y col., 1987b; Kerr y col., 1989; Moreno y
Parés, 1991; 1994; Mori y col., 2001; Parés y Farrés, 1995; 2001; Pestalozzi y col., 1983;
Stromberg y H66g, 2000; Svensson y col., 1999b; Yasumani y col., 1991; Yin y col., 1990, 1993;
1997; Zgombic-Knight y col., 1995a; Zheng y col., 1993.
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1.4 ADH clase IV (ADH4)

Este enzima, en la rata, presenta una marcada movilidad anddica y se muestra como
una unica banda en electroforesis en gel de almidén, mientras que presenta una
movilidad catédica en humano (Fig. 1; Julia y col., 1987b; Moreno y Parés, 1991).

ADH4 fue aislada, purificada y caracterizada por primera vez en nuestro grupo de
investigacion a partir de tejido ocular de rata (Juliad y col., 1983; Parés y col., 1985).
ADH4 es comunmente conocida como la ADH gastrica ya que posteriormente se
purifico a partir de estémago (Moreno y Parés, 1991; Yin y col., 1990). Es una forma
ausente en higado y principalmente distribuida en mucosas y en epitelios externos
(Tabla 2). Se ha demostrado, también, su expresion durante el desarrollo embrionario
de ratén, en la etapa de gastrulacién (Tabla 2).

Tabla 3. Constantes cinéticas de ADH1 y ADH4 de rata frente a sustratos fisiolégicos

ADH1 ADH4

SUSTRATO

Km Keat/Kim Kmn Keat/Km

mM mM™. min” mM mM™. min”
Etanol 1,4 28 2400 1,08
Acetaldehido 0,17 1000 ns 50
Hexanol 0,12 570 2 550
2-hexenol 0,018 4000 0,26 44000
Hexanal 0,05 21200 24 32600
2-Hexenal 0,14 3100 1.1 41800
4-Hidroxinonenal 0,15 500 1,3 2150
Todo-trans-Retinol 0,047 250 0,008 580
9-cis-Retinol nd nd 0,025 3080
13-cis-Retinol nd nd na na
Todo-trans-Retinal 0,01 500 0,008 1750
9-cis-Retinal 0,013 1070 0,012 2580
13-cis-Retinal n.d. n.d. n.a. n.a.

Todas las determinaciones se realizaron a pH 7,5 y 25°C. Boleda y col., 1993; Crosas y col.,
2000; Farrés y col. 1994; Julia y col.,1987b. Abreviaturas: na, actividad no detectada; ns, el
sustrato no satura el enzima; nd, actividad no determinada.
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ADH4 es la forma que presenta una actividad mas elevada en términos de k., frente
a alcoholes primarios alifaticos, incluido el etanol (Boleda y col., 1989; Crosas y col,
2000; Jornvall y col., 2000). Presenta actividad con sustratos de relevancia fisiologica
como los w-hidroxiacidos grasos, los aldehidos derivados de la peroxidacion lipidica y
los retinoides (Tabla 3; Boleda y col., 1993; Julia y col., 1986). De todas las ADHs,
ADH4 es la que presenta la mayor actividad para los retinoides (Boleda y col., 1993;
Crosas y col., 2000; Jornvall y col., 2000; Yang y col., 1994). ADH4 de raton, rata y
humano catalizan eficientemente la oxidacién del retinol, tanto el isémero todo-trans
como el 9-cis, pero no el 13-cis (Allali-Hassani y col., 1998; Boleda y col., 1993;
Crosas y col., 2000; Han y col., 1998; Kedishvili y col., 1998; Yang y col., 1994), con
una mayor eficiencia con el isémero 9-cis-retinol (Allali-Hassani y col., 1998; Crosas y
col., 2000), en contraste con la ADH1 que prefiere el todo-trans-retinol (Yang y col.,
1994).

1.5 ADH5 y ADH6

Estas formas enzimaticas han sido poco investigadas hasta el momento y poco se
sabe acerca de su especificidad de sustrato (H66g y Brandt, 1995; Yasumani y col.,
1991). La ADH5 no se ha detectado a nivel proteico. Su mRNA se ha detectado en
estdbmago, higado y tejidos fetales humanos (Tabla 2; Yasumani y col., 1991). No hay
evidencias hasta el momento de la presencia del enzima activo en estos tejidos, pero
se ha conseguido la expresion in vitro de su cDNA. El enzima muestra una K, para el
etanol superior a la de la ADH4, y actividad con propanol y alcohol benzilico (Chen y
Yoshida, 1991). ADH6 ha sido tan solo detectada en roedores, el mMRNA en rata y
como proteina recombinante activa en Peromyscus (Tabla 2; H66g y Brandt, 1995;
Zheng y col., 1993).

2 FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LA ADH

Una gran variedad de alcoholes, aldehidos y cetonas, generados de forma endégena
0 que llegan de manera exdgena a los seres vivos, son sustratos de las ADHs, por lo
que éstas estan involucradas en un elevado numero de vias metabdlicas y procesos
de interés biomédico (Tabla 3): eliminacion del etanol y otros alcoholes alifaticos,
homeostasis y el metabolismo de los retinoides, eliminacion de productos de la
peroxidacién lipidica, metabolismo de la serotonina y catecolaminas, oxidaciéon de los
acidos grasos w-hidroxilados, metabolismo hormonal, eliminaciéon de formaldehido y
oxido nitrico, etc. A continuacién, se exponen algunas vias metabdlicas en las que
participan especialmente las formas enzimaticas ADH con actividad etanol
deshidrogenasa, tales como ADH1, ADH2 y ADH4 (Tabla 3 y 4).
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2.1 Metabolismo del etanol y acetaldehido

2.1.1 Propiedades del alcohol y fuentes de produccion

El término alcohol es utilizado frecuentemente como sinénimo de etanol o alcohol
etilico, de forma que para referirse a otros alcoholes se utiliza el nombre sistematico.
El etanol es un alcohol primario de bajo peso molecular, de caracter polar, soluble en
agua y solventes organicos, pero practicamente insoluble en grasas y aceites
(Windholz, 1976). La concepcion erronea de que es “soluble en lipidos” posiblemente
se debe a que al ser una molécula de pequefio tamafo, es capaz de atravesar
libremente las membranas celulares de la misma forma que lo hacen las sustancias
liposolubles.

Tabla 4. Sustratos fisiolégicos y vias metabdlicas en las que estan implicadas las ADH

Sustrato ADH Via metabdlica o proceso
Etanol y alcoholes ADH1, ADH2 y ADH4  Metabolismo del etanol
alifaticos Alcoholismo

Desintoxicacion

Retinoides ADH1, ADH2, ADH3y Homeostasis y metabolismo de los
ADH4 retinoides
Regulacién génica
Mantenimiento y proliferacion celular

Ciclo visual
4-Hidroxinonenal ADH1 y ADH4 Peroxidacion lipidica
Hexanal Estrés oxidativo
Aminas bidégenas ADH1 y ADH2 Metabolismo de serotonina y catecolaminas
o-Hidroxiacidos ADH1, ADH3 y ADH4  Oxidacién de acidos grasos
Esteroides ADH1 Metabolismo hormonal, del colesterol y
esteroles

Epimerizacion de acidos biliares

S-Hidroximetilglutation ADH3 Eliminacion de formaldehido y 6xido nitrico
S-nitrosoglutation Proteccion de estructuras celulares

En los mamiferos, el etanol es un metabolito presente normalmente en el organismo
a una concentracion que varia entre 0,1 y 1 mM, siendo la mayor parte del etanol de
origen microbiano, debido a la flora presente en el tracto gastrointestinal (Baraona y
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col., 1986; Fisher, 1988; McManus y col., 1966). De hecho, se ha detectado etanol en
el intestino de ratas no expuestas a alcohol (Krebs y Perkins, 1970). Otra parte del
etanol enddgeno es debida a la produccion en otros tejidos, principalmente en higado
(Krebs y Perkins, 1970; McManus y col., 1966). En el organismo, tienen lugar varias
reacciones de degradacion que generan acetaldehido (Krebs y Perkins, 1970), el cual
puede ser reducido a etanol, por la alcohol deshidrogenasa.

El etanol también puede ser aportado por la dieta o el consumo directo. Existen
numerosos trabajos que demuestran que los animales en condiciones normales de
vida, pueden estar expuestos a grandes cantidades de alcohol. Ejemplos de ello lo
constituyen los elefantes africanos y los jabalis cuando ingieren la fruta podrida del
arbol marula, y el Iémur, Lemur catta, cuando come las vainas en fermentacion del
tamarindo (Jolly, 1966). El etanol también se ha encontrado como producto
mayoritario de la fermentacion en el ciego intestinal de las perdices nivales (Lagopus
lagopus), llegando a alcanzar concentraciones de 130 mM. Los camachuelos
(Pyrrhula pirrhula) y los picogordos (Coccothraustes coccothraustes) pueden llegar a
intoxicarse si comen en los cactos un néctar que fermenta rapidamente. Finalmente,
también animales domeésticos pueden intoxicarse al ingerir las manzanas caidas
(Krebs y Perkins, 1970).

En el hombre, sin embargo, la principal fuente de etanol es su consumo directo a
través de las bebidas alcohdlicas. El alcohol es producido principalmente por la
fermentacién de azucares o carbohidratos, procedentes de materias vegetales que
incluyen los cereales (cerveza, sake, shochu), fruta (vino, sidra), savia (vino de palma,
pulque) y miel (vino de miel) (Kato, 1995).

2.1.2 Absorcion y distribucion del etanol

Tras la ingestion de etanol, su absorcion empieza inmediatamente a través de la
mucosa bucal y como vapor en los alvéolos pulmonares (Batt, 1989). Sin embargo, la
cantidad de etanol que es absorbido a través de estos dos sistemas es practicamente
despreciable, y se considera que todo el alcohol ingerido va al estdtmago y es
absorbido por simple difusion a través del epitelio gastrico y de la primera porcion del
intestino delgado de manera similar a como ocurre con el agua (Batt, 1989; Watson,
1989). Con el estbmago vacio, el etanol ingerido pasa rapidamente a través de éste y
es absorbido principalmente en el intestino delgado (duodeno y yeyuno), de manera
que a los 5 min ya se detecta su presencia en sangre y la maxima concentracion
plasmatica se alcanza alrededor de los 30 min (Watson, 1989). La comida sélida y las
soluciones hiperténicas retrasan el vaciado gastrico, de forma que cuando el etanol es
consumido durante las comidas o con el estdmago todavia lleno, una parte del etanol
es absorbida en el estémago (Cortot y col., 1986; Oneta y col. 1998). La absorcién del
alcohol, iniciada inmediatamente después de la ingestién, continda mientras exista un
gradiente de concentracion de etanol entre el tracto gastrointestinal y la sangre de la
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red de capilares. La velocidad de absorcién depende de factores genéticos, la
concentracion de alcohol y el tipo de bebida alcohdlica, el consumo de drogas, la
presencia de comida en el estdbmago y la velocidad de vaciado gastrico, entre otros
(Agarwal y Goedde, 1992; Cortot y col., 1986; Oneta y col., 1998). Una vez absorbido,
el etanol entra en la vena porta, atraviesa el higado del que sale a través de la vena
hepatica hacia el corazén, el cual lo envia a los pulmones y, tras su retorno, alcanza la
circulacion periférica. Una vez el etanol en sangre, éste se distribuye por todos los
tejidos y fluidos del organismo, atravesando libremente todas las membranas y
barreras biologicas. El etanol se distribuye en el organismo proporcionalmente al
contenido de agua presente en cada tejido (Batt, 1989). El establecimiento del
equilibrio ocurre mas rapidamente en los érganos y tejidos mejor vascularizados que
tienen un elevado flujo de sangre, tales como el cerebro, higado, pulmones y rifiones.

El etanol no se acumula en ningun dérgano especifico ni tampoco interacciona
preferentemente con ningin componente celular, de forma que es eliminado casi
totalmente a través del metabolismo oxidativo, principalmente en higado. El resto,
unicamente alrededor del 10% del etanol absorbido, es eliminado a través de los
rinones, por la orina, de los pulmones, por la respiracion, y de la piel, por el sudor; y
por el metabolismo extrahepatico del etanol, en el cual destacan el estdmago,
intestino, pulmén y rifidn.

2.1.3 Eliminacion del etanol. Implicacion de la ADH en el metabolismo
del etanol

2.1.3.1  Metabolismo hepatico

El higado es el principal érgano implicado en la eliminacién del alcohol y muchas otras
sustancias toxicas. El etanol es eliminado a través de dos procesos oxidativos
mediante los cuales se convierte primero en acetaldehido y posteriormente en
acetato. El acetato pasa al torrente sanguineo y a los tejidos, donde se incorpora en
parte al ciclo de Krebs en forma de acetil coenzima A y es metabolizado a diéxido de
carbono y agua (Fig. 2; Lieber, 1994).

En la célula hepdtica, la oxidacién de etanol a acetaldehido puede darse a través de
tres sistemas enzimaticos con origenes, estructuras y mecanismos de reaccidn
diferentes: el sistema microsomal de oxidacion de etanol (MEOS) en el reticulo
endoplasmatico liso, la catalasa localizada en los peroxisomas (Lieber, 1997) y la ADH
localizada en el citosol (Fig. 2). Se considera que la mayor parte de la eliminacién del
etanol, aproximadamente el 90%, tiene lugar por la via enzimatica de la ADH, aunque
existe cierta controversia en cuanto a la importancia de la contribucidén de los otros
dos sistemas enzimaticos (Handler y col., 1986; Kato y col., 1987; Norsten y col.
1989).
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ADH1 es la principal responsable de la eliminacion de etanol en higado con una
capacidad de oxidacién de 2 mmol etanol/min (Li, 1983). Se ha sugerido la posible
contribucion de ADH2 del higado humano, pero sus constantes cinéticas con el etanol
(Bosron y col., 1983) hacen pensar que sea limitada. Sin embargo, en casos de
intoxicacion alcohdlica grave, en los que pueden alcanzarse concentraciones de
etanol en sangre del orden de 50-100 mM, podria llegar a ser significativa (Li y col.
1977).

2.1.3.2 Metabolismo extrahepatico del etanol

La eliminacidon extrahepatica del etanol (aproximadamente el 10%) se realiza
principalmente a través de la oxidacion catalizada por la ADH, representada por las
formas ADH1 y ADH4, que se distribuyen en numerosos organos extrahepaticos
(Tabla 2, Boleda y col., 1989; Parés y Farrés, 1995; Parés y col., 2001). Aunque es
cuantitativamente poco importante, implica un nivel activo de oxidacién de etanol en
distintas células y tejidos del organismo. La contribucién de este metabolismo se ha
calculado en unos 0,4 mmol etanol/min, aumentando con la concentracion sanguinea
de alcohol (Li, 1983). La distribucién de las diferentes clases de ADH, a nivel de
proteina y mRNA, asi como sus actividades, se ha ido caracterizando en roedores y
en humanos (Tabla 2). Hasta el momento, los tejidos mas implicados son sobre todo
piel, pulmén, estdbmago, intestino y rifidén, en los cuales se han detectado las formas
ADH1 y/o ADH4.

2.1.3.3 Metabolismo de etanol de primer paso

Numerosos estudios, realizados tanto en humano como en rata, han mostrado que la
concentracion de etanol en sangre puede ser apreciablemente menor cuando una
misma dosis es administrada por via oral en lugar de por via intravenosa, indicando
por tanto cierto metabolismo del etanol ingerido, antes de alcanzar la circulacion
periférica. Como ya se ha descrito anteriormente, el tracto gastrointestinal, el higado y
los pulmones serian capaces de metabolizar parte de este etanol antes de su llegada
a la circulacién general, lo que se conoce con el nombre de metabolismo de primer
paso del etanol o first pass metabolism (FPM). Sin embargo, existe gran controversia
en torno a la relevancia del FPM y al érgano donde tiene lugar predominantemente.
Mientras que los trabajos de Lieber y colaboradores apuntan a una preponderancia
del estémago como lugar del FPM del etanol (Caballeria y col., 1987; 1989; Lim y col.,
1993), otros autores lo sittan como un fenédmeno predominantemente hepatico (Han y
col.,, 1998; Levitt y col., 1994; Levitt, 1997). Multitud de factores, ademas, pueden
influir sobre el FPM del etanol, como son el alcoholismo crénico, el ayuno o la
ingestion conjunta de alimentos y etanol, la velocidad de vaciado gastrico, la edad, el
sexo, y la morfologia gastrica que puede verse modificada por estados patoldgicos
como la gastritis, la infeccion por Helicobacter pylori o la desnutricion (Furne y Leuvitt,
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1999; Jones y col., 1997; Lieber y col., 1995; Oneta y col., 1998; Pozzato y col., 1995;
Seitz y col., 1993; Simanowski y col., 1998).

La contribucion de la ADH en el FPM ha sido ampliamente estudiada (Han y col.,
1998; Parés y Farrés, 1995; Parés y col., 2001; Yin y col.,1990). Basandose en la
elevada eficiencia frente al etanol de la ADH4 humana (K, = 37 mM y keg = 1500 min
' Farrés y col.,, 1994) y a su elevada expresion en el tracto digestivo superior y
estébmago (Tabla 2) se ha postulado que podria ser la responsable del metabolismo
de primer paso en estos tejidos (Lim y col., 1993; Moreno y Parés, 1991; Seitz y col.
1993). Por el contrario, ADH1 seria la que contribuiria al FPM y ADH2 en humanos, si
el fendmeno se sitta preferentemente en higado (Han y col., 1998; Levitt, 1997; Levitt
y col., 1994).

Etanol

NADPH NAD* NAD* H,0,
Alcohol
MEOS deshidrogenasa Catalasa
NADH+ H* NADH+ H* H20
NADP*

—— > Acetaldehido

NAD*
Aldehido

\deshidrogenasa
v >~ NADH+ H*

Acetato

Acetil-CoA
sintetasa

v
Acetil-CoA

Ciclo de
Krebs

\4

Energia + CO, + H,0

Figura 2. Sistemas enzimaticos de oxidacién del etanol

2.1.4 Metabolismo del acetaldehido
2.1.4.1 Toxicidad del acetaldehido

El acetaldehido es de 10 a 30 veces mas téxico que el etanol, es mutagénico y
teratogénico. La toxicidad del acetaldehido se debe, en parte, a su capacidad de
formar aductos con diversas moléculas, principalmente con proteinas (Gross y col.,
1994; Rintala y col., 2000; Tuma y col., 1996; Worrall y col., 1998), resultando en la
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produccion de anticuerpos, inactivacion de diversas moléculas con actividad bioldgica
e inhibicdn de la reparacion del DNA. Ademas, puede afectar a la sintesis y secrecién
de proteinas (Lieber, 1995), desencadenar la formacién de cataratas en el cristalino
(Jedziniak y Rokita, 1983), promover la peroxidacion lipidica a través de su union al
glutation reducido (Salaspuro, 1985) e inducir alteraciones morfoldgicas y funcionales
en las mitocondrias, reduciendo su capacidad respiratoria (Lieber, 1995). Por otra
parte, el acetaldehido provoca la liberacion de catecolaminas en las células
cromafines de la médula adrenal y en las terminaciones sinapticas (Akabane, 1970),
asi como la liberacién de histamina, bradiquinina y prostaglandinas en diferentes tipos
celulares (Lieber, 1997, 2000). De forma que, cuando los niveles de acetaldehido se
ven especialmente incrementados, aumenta la presencia de estas aminas vasoactivas
en el plasma, desencadenando una sintomatologia de origen alérgico, conocida con el
nombre genérico de rojez facial o “flushing”, y caracterizada por un aumento de la
temperatura dérmica, vasodilatacion periférica y eritema cutaneo, aceleracion del
ritmo cardiaco, mareos, cefaleas, nauseas, vomitos ocasionales, hipotension y
broncoconstriccion (Whitfield y Martin, 1993; Wolf, 1972; Zeiner y col., 1979).

2.1.4.2 Eliminacioén del acetaldehido

La oxidacién del acetaldehido a acetato, segundo paso en la eliminacién del etanol,
se produce practicamente en su totalidad en el higado a través de tres sistemas
enzimaticos: aldehido deshidrogenasa (ALDH), que requiere NAD® como aceptor de
electrones (Arnon y col., 1995; Ehrig y col.,1990), aldehido oxidasa, dependiente de
oxigeno (Mira y col.,, 1995) y el sistema recientemente descrito como sistema
microsomal de oxidacion de acetaldehido (MAOS), que requiere la participacion de
citocromos P-450 y cataliza la oxidacion acoplada a la oxidacion del NADPH, analoga
a la descrita para el MEOS (Kunitoh y col., 1996; Terelius y col., 1991). De estos tres
sistemas, el mas importante es la ALDH, el cual es responsable no sélo del
metabolismo del acetaldehido sino también de otros grupos aldehido, como los
presentes en las monoaminas biogénicas, diaminas y poliaminas, en la oxidacion del
retinal y de aldehidos generados en los procesos de peroxidacion lipidica (Ambroziak
y Pietruszko, 1991). Existen multiples formas moleculares de la ALDH en el higado
humano y de rata, pero sélo ALDH1 y ALDH2 parecen estar involucradas en la
oxidacion del acetaldehido. ALDH1 presenta una alta K, (30 uM), con una expresion
constitutiva y abundante en la fraccién citosolica de la célula. ALDH2 o ALDH de baja
Kmn (3 uM), localizada en la fraccion mitocondrial, es la principal responsable de la
oxidacion del acetaldehido en el higado. Existen otras varias ALDHSs citosdlicas, con
una K, para el acetaldehido muy superior y, en consecuencia, con menor importancia
en el metabolismo de este compuesto (Perozich y col., 1999).
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2.2 Metabolismo y mecanismo de accién de los retinoides

2.2.1 Propiedades de los retinoides

El término retinoide hace referencia a cada una de las formas naturales o sintéticas de
la vitamina A o retinol y a todos sus derivados, con o sin actividad biolégica. Los
retinoides estan compuestos por tres dominios estructurales: un anillo de B-ionona,
una cadena carbonada poliinsaturada y un grupo polar. Tanto el anillo como la cadena
carbonada son de naturaleza marcadamente apolar, lo que hace que los retinoides
sean moléculas hidrofébicas. En cuanto al grupo polar, puede presentar tres estados
de oxidacion: alcohol, aldehido y acido carboxilico. Ademas, los dobles enlaces de la
cadena carbonada pueden presentar diversos estados de isomerizacion, siendo los
mas frecuentes: todo-frans, 9-cis, 11-cis y 13-cis (Fig. 3).

todo-trans

9-cis 11-cis 13-cis

R: -CH,OH retinol
-CHO retinal
-COOH Aacido retinoico

Figura 3. Estructura quimica de diferentes retinoides. Se indican las diferentes partes de la
molécula y la numeracién de los atomos de carbono.
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2.2.2 Absorcion y biosintesis

La vitamina A se obtiene a partir de fuentes animales, en forma de ésteres de retinol,
retinol y una pequefia cantidad de acido retinoico (AR), y por la ingestiéon de frutas y
verduras en forma de carotenoides.

Los ésteres de retinol son hidrolizados en el lumen del intestino delgado, a retinol, el
cual junto con el retinol proveniente de la dieta es captado por las células de la
mucosa intestinal, los enterocitos. Al ser insoluble, el retinol requiere su emulsién con
sales biliares y acidos grasos libres para poder ser captado por las células.
Finalmente, la pequefia cantidad de AR obtenida directamente de la dieta es
absorbida por las células de la mucosa y llevado a la circulacién portal, donde unido a
la albumina sera repartido al resto del organismo.

Los carotenoides, entre los que destaca el B-caroteno como mas activo, se
absorben intactos en el lumen intestinal por difusiéon pasiva, y en los enterocitos son
convertidos en retinol por un mecanismo bioquimico no del todo caracterizado. Para
ello, el B-caroteno, a través de la reaccién catalizada por la 15,15’-dioxigenasa
citosdlica, es escindido dando lugar a dos moléculas de retinal. Del retinal generado,
un pequefo porcentaje, puede ser oxidado a AR y pasar a la circulaciéon unido a
albumina. El resto es convertido a retinol por una reductasa microsomal del enterocito.

En el interior del enterocito, el retinol unido a la proteina unidora de retinol celular
tipo Il (CRBP-II), es esterificado con acidos grasos de cadena larga por accion del
enzima lecitina-retinol aciltransferasa (LRAT). En la misma mucosa intestinal, los
ésteres de retinol son empaquetados en los quilomicrones, que son secretados al
sistema linfatico, y después pasan a la circulacion general para ser captados por las
células parenquiméaticas del higado a través de receptores especificos. Es durante
esta captacién cuando los ésteres de retinol son hidrolizados a retinol en la membrana
plasmatica de estas células hepaticas. El retinol generado, insoluble en el entorno
celular acuoso, se une a una proteina celular unidora de retinol (CRBP), y este
complejo es transferido a las células estrelladas del higado, donde el retinol se
almacena en forma de ésteres de retinol.

Cuando el retinol es requerido por células y tejidos, se moviliza a partir de estos
ésteres de retinol, cuya hidrdlisis es catalizada por el enzima hidrolasa de ésteres de
retinol (REH) de las células hepaticas, y es secretado a la circulacion general unido a
una proteina plasmatica transportadora de retinol (RBP), que a la vez se compleja con
otra proteina, la transtiretina (TTR), para reducir la filtracion glomerular del retinol.

La mayor parte del retinol (mas del 90%) que entra en las células se recicla hacia el
plasma, mientras que una pequefa parte se esterifica para su almacenaje, se activa a
acido retinoico o bien es catabolizada (Blomhoff, 1994).
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2.2.3 Sintesis de acido retinoico

La formacién de AR, a partir de retinol, implica dos etapas de oxidacién. Una primera
oxidacién de retinol a retinal que es reversible y el paso limitante de la via; y una
segunda oxidacién de retinal a 4cido retinoico, que es una reaccion irreversible (Fig.
4).

2.2.3.1 Oxidacion del retinol

Los enzimas que catalizan la oxidacion fisioldgica del retinol no han sido del todo
establecidos. Basicamente, se han propuesto dos familias de enzimas para la catalisis
de esta reaccion: las alcohol deshidrogenasas citosolicas de cadena media (MDR-
ADH) (Boleda y col., 1993; Duester 1996; Napoli, 1996; Yang y col., 1994) y las
alcohol deshidrogenasas de cadena corta citosdlicas o microsomales (SDR-ADH)
(Duester 1996; Napoli, 1996).

Varias formas enzimaticas de la ADH de rata y humana oxidan diferentes isémeros
de retinol a retinal in vitro: ADH1, ADH2 y ADH4 (Duester, 1996; Napoli, 1996),
aunque recientemente también se ha involucrado a ADH3 (Molotkov y col., 2002b).
Estudios genéticos con ratones knock-out han demostrado la participacion in vivo de
ADH1, ADH3 y ADH4 en el metabolismo del retinol (Deltour y col., 1999a; 1999b;
Molotkov y col., 2002a, 2002b). A ADH1 se le ha atribuido una importante funcion
protectora frente a la toxicidad del retinol (Molotkov y col., 2002a), mientras que ADH4
intervendria en la produccién in vivo de este morfégeno durante la embriogénesis
(Deltour y col., 1999a; 1999b; Molotkov y col., 2002a), dada la colocalizacién de su
expresion con el patron de produccion del AR durante el desarrollo embrionario, y el
descenso de la supervivencia fetal, durante la deficiencia en vitamina A, en los ratones
knock-out (Ang y col., 1996a; 1996b; Deltour y col., 1999a; 1999b; Haselbeck y col.,
1997b; 1998). ADH2 cataliza de forma eficiente la oxidacion del retinol (Han y col.,
1998; Yang y col., 1994), pero representa tan sélo el 2% de la actividad retinol
deshidrogenasa citosélica en el higado, mientras que ADH1 contribuye en mas de un
80% (Popescu y Napoli, 2000). Ademas, la distribucion tisular tan reducida de ADH2 y
las importantes diferencias cinéticas entre mamiferos, sugiere que no debe tener una
funcién conservada evolutivamente como retinol deshidrogenasa.

Recientemente, en nuestro grupo se ha demostrado que la aldo-ceto reductasa de
Gallus domesticus, presenta actividad retinol deshidrogenasa con propiedades
similares a ADH4 de mamifero y ADH8 de anfibio (Crosas y col., 2001).

Las retinol deshidrogenasas de la superfamilia SDR-ADH son también capaces de
oxidar retinol o de reducir retinal, utilizando NAD*(H) o NADP*(H) como coenzima. Se
han descrito, basicamente, en higado y en ojo de mamiferos, con una localizacion
subcelular que puede ser citoplasmatica o microsomal. Entre ellas cabe citar la retinol
deshidrogenasa de higado de roedor (RoDH, Chai y col., 1995; 1996; 1997; Gough y
col., 1998), la 11-cis-retinol deshidrogenasa (11cisRDH), de retina (retSDR1), y la
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retinol deshidrogenasa de fotorreceptor (prRDH). Presentan actividad cuando utilizan
el retinol-CRBP, a diferencia de las MDR-ADH, que no son activas con el complejo
sino solo con el retinol libre (Napoli, 1999), lo que ha puesto en duda la participacion
fisiolégica de éstas en el metabolismo de los retinoides, en favor de las SDR (Napoli,
1999). Sin embargo, los trabajos con ratones deficientes en CRBP han demostrado
que la sintesis de AR a partir de retinol se puede dar de manera normal en ausencia
de CRBP (Quadro y col., 1999).

2.2.3.2 Oxidacion del retinal

Existen dos mecanismos para la oxidacion irreversible de los isomeros de retinal a los
correspondientes de AR, uno que implica a algunas formas de la familia de las ALDH
y otro al citocromo P-450.

En la familia de las ALDH, se han caracterizado al menos tres formas citosodlicas
capaces de catalizar la oxidacién de retinal in vitro, en una reaccion dependiente de
NAD": RALDH1 (denominada ALDH1 en humano, AHD2 en ratén y RALDH o RalDHI
en rata), RALDH2 (originariamente denominada enzima V2 de la retina de embrién de
raton o RalDHII de testiculo de rata y RALDH2 en humano) y RALDH3 (inicialmente
conocida como ALDH6, Duester, 2001; Labrecque y col., 1995). RALDH1 y RALDH2
producen AR tanto a partir de retinal libre como unido a la CRBP, presentando la
segunda una actividad catalitica 15 veces superior a la de RALDH1 (Duester, 2000;
Napoli, 1999). RALDH1 y RALDH2 se distribuyen en tejidos dependientes de AR para
el normal desarrollo embrionario y el mantenimiento y buen funcionamiento en la vida
adulta (Tabla 5).

Tabla 5. Miembros de la familia ALDH con actividad retinal deshidrogenasa en mamifero

Enzima Patron de expresion

Desarrollo embrionario: ojo, timo y mesonefros.

RALDH1
Adulto: ojo, pulmdn, higado, intestino, es6fago, estomago, rifidn, cerebro,
dermis, glandula adrenal y tejidos reproductores.
Desarrollo embrionario: vesiculas opticas, somitas, corazén, médula espinal y
mesonefros.

RALDH2

Adulto: bulbo olfatorio y meninges y 6rganos reproductores, con elevada
expresion en testiculos y utero.

RALDH3 Desarrollo embrionario: tejidos oculares y cerebrales, con una expresion
preferente en epitelios y tejidos neurosensitivos (p.e. vesiculas dpticas, vesicula
Gtica, placas olfatorias, retina y el epitelio pigmentado dorsal).

Adulto: Estomago, piel, riidn, glandulas salivares, epitelio de la glandula
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mamaria.

Ang y Duester, 1997; Cheung y col., 1999; Duester, 2001; Grin y col., 2000; Haselbeck y col.,
1999; Hsu y col., 1994; Li y col., 2000; McCaffery y col., 1994; 1999; Mic y col., 2000; Napoli,
1999; Niederreither y col., 1997; Parés y Farrés, 1995; Parés y col., 2001; Zhao y col., 1996.

Algunos miembros de la familia de los citocromos P-450, P-4501A1 y 1A2, son
capaces de oxidar el retinal a AR, siendo 1A1 la forma mas activa (Roberts y col.,
1992; Raner y col., 1996). Sin embargo, lo hacen con unos valores de K, (p.e., 12 mM
con retinal) de escasa significacion fisiolégica (Roberts y col., 1992; Raner y col.,
1996; Tomita y col., 1996).

2.3 Mecanismos de accion de los retinoides

La accion de los retinoides esta mediada por receptores nucleares pertenecientes a la
familia de receptores de hormonas esteroides, tiroideas y de la vitamina D, que actian
como factores de transcripcion (Napoli, 1996; Ross y col., 2000). Se han descrito dos
tipos de receptores nucleares de retinoides, RAR y RXR, con sus respectivos
subtipos a, B y y, codificados por genes independientes con una distribucién tisular
especifica. Los RAR pueden unir tanto todo-trans como el isbmero 9-cis de acido
retinoico, asi como el 4-oxoretinol, pero no tienen afinidad por el isémero 13-cis,
mientras que los receptores RXR tan sélo tienen afinidad por el 9-cis-AR
(Mangelsdorf, 1994).
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Figura 4. Via de sintesis de AR. El retinol es transportado en el plasma unido a la RBP y es
captado por las células diana uniéndose a la CRBP, la cual favorece su entrada. El retinol puede
ser convertido a ésteres de retinol para ser almacenado, o convertido a AR. La sintesis de AR
implica la oxidaciéon de retinol a retinal por enzimas de la familia ADH y SDR, seguida de la
oxidacion del retinal por formas especificas de la ALDH y del citocromo P-450. El AR se une a
receptores nucleares especificos, los cuales median la regulacién de la transcripcion de los
genes diana. El catabolismo del AR es mediado por enzimas del citocromo P450, RAI-1 y RAI-2,
que convierten el AR en metabolitos mas polares e inactivos como son el 4-oxo, 4-OH y el 18-
OH todo-trans-AR (Ray y col., 1997, White y col., 1997; 2000) .

Los receptores de AR actuan sobre la transcripcion génica, uniéndose en forma de
dimeros a secuencias especificas, presentes en la regidon promotora de genes diana,
denominadas elementos de respuesta a retinoides (RARE) (Fig. 4; Mangelsdorf,
1994). Los receptores RXR son capaces de formar homodimeros (RXR-RXR) y
también heterodimeros con otros receptores de acido retinoico (RXR-RAR), de
hormona tiroidea (RXR-TR), de vitamina D (RXR-DR) y con el receptor activado de los
proliferadores de peroxisomas (RXR-PPAR) (Chu y col., 1995a; 1995b). En contraste,
los RAR sélo forman heterodimeros con los RXR (Napoli, 1996). Los receptores RAR
y RXR presentan una distribucion tisular especifica y diferenciada durante el
desarrollo embrionario y en el adulto, lo que sugiere que cada uno de ellos tiene una
funcién especifica en la regulacion de la transcripcion de genes especificos, hipotesis
reforzada por los estudios con animales “knock-out ” (Chambon, 1993; Grondona y
col., 1996; Krezel y col., 1998; Lampron y col., 1995; Lohnes y col., 1993; Lufkin y col.,
1993).
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Los retinoides pueden tanto estimular como reprimir la transcripcidn génica,
dependiendo de la cantidad y tipo de receptores presentes, asi como de la
concentracion de sus ligandos (Napoli, 1996). Son esenciales para el desarrollo de los
vertebrados y el mantenimiento de los tejidos en la vida adulta. En general, regulan
una variedad de procesos fisiologicos fundamentales que incluyen la vision, la
reproduccion, el desarrollo 6seo, y el patron de formacién durante la embriogénesis
(Gudas y col., 1994; Love y Gudas, 1994; Ross y col.,, 2000). Ademas, algunos
retinoides son capaces de modular el crecimiento celular, la diferenciacion y la
apoptosis, suprimiendo la carcinogénesis en una amplia variedad de tipos tisulares
(Figura 5).

Sistema nervioso

Epitelios — T I Sistema inmunitario
Diferenciacion

/ T T Piel

Proliferacion

Huesos

Apoptosis €— RETINOIDES ————® Vision

v

Espermatogénesis «——— Reproducciéon — Embriogénesis

~ o~

Concepcién Placenta

Figura 5. Funciones de los retinoides

En general, en la hipovitaminosis o deficiencia en vitamina A, los niveles en
sangre disminuyen hasta valores inferiores a 15 ug por 100 ml (los valores normales
son de 20-50 ug por 100 ml de sangre). Las causas mas frecuentes son la
desnutricion en los pueblos subdesarrollados, y el alcoholismo en los desarrollados.
Es comun, también, en areas como el sudeste de Asia (Ahmed, 1999), donde el
arroz refinado, falto de vitamina A, es la mayor fuente de alimento. El primer sintoma
de deficiencia en vitamina A es generalmente la ceguera nocturna, seguida de
formacién y aparicion de manchas de aspecto espumoso (manchas de Bitot) en la
esclerdtica del ojo, endurecimiento y aparicibn de cicatrices en la cérnea, y
finalmente la xeroftalmia, que puede llevar a una ceguera permanente (Smith y
Steinemann, 2000). También se ha descrito la pérdida de las células caliciformes en
la conjuntiva y un descenso en las microvellosidades en la conjuntiva y cérnea y
alteraciones en las células del epitelio pigmentado y degeneracion y desaparicion de
las células fotorreceptoras (Amemiya, 2000). La piel y la mucosa de los pulmones,
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intestino y tracto urinario pueden verse endurecidas. En la piel, provoca inflamacion
(dermatitis) y un aumento en la susceptibilidad a infecciones. La deficiencia en
vitamina A materna resulta en un incremento en la mortalidad fetal asi como una
variedad de malformaciones congénitas siendo los tejidos mas afectados el corazoén,
0jo y sistemas respiratorio, urogenital y circulatorio. Estas anormalidades pueden
ser revertidas por suplementos de vitamina A (Ross y col., 2000).

La hipervitaminosis o exceso en vitamina A también produce toxicidad, que puede
ser aguda o bien crénica si es debida a una toma durante un periodo de tiempo
largo. Los sintomas (somnolencia, irritabilidad, cefaleas y vomitos, entre otros)
pueden aparecer de forma ocasional en pacientes que toman isotretionina o acido
13-cis-retinoico (Accutane®, Roaccutan®) para la prevencion y cura de
enfermedades de la piel, como el acné. La toxicidad crénica, sobretodo en los nifios,
puede desarrollarse a las pocas semanas de iniciado el tratamiento, presentando
como primeros sintomas cabello aspero y ralo, pérdida parcial de las cejas, labios
cortados y piel seca y enrojecida y descamacion cutanea. Aparecen posteriormente
cefaleas severas, incremento de la presiéon cerebral y flojedad. Son comunes,
sobretodo en los nifios, engrosamiento 6seo y dolor articular. El higado, el bazo y
los rifiones pueden verse agrandados. Se ha descrito, ademas, que la
administracién de acido 13-cis-retinoico para el tratamiento del acné, parece tener
efectos en el 0jo, algunos de los cuales no revierten incluso después de acabar el
tratamiento, tales como el ojo seco y la disminucién de la adaptacién de la vision a
la oscuridad (Lerman, 1992). Debe mencionarse que la hipervitaminosis en modelos
animales de rata, ha demostrado afectar al epitelio pigmentado y los niveles de
alcohol deshidrogenasa (Amemiya, 2000). Cabe destacar, finalmente, la teratogenia
y los defectos en el nacimiento, detectados por una ingesta en exceso de vitamina
A, por tratamiento con acido 13-cis-retinoico o por dietas enriquecidas en vitamina A
durante el embarazo, tal y como muestran numerosos estudios epidemiolégicos
(Ross y col., 2000). Los tejidos mas susceptibles al exceso de vitamina A durante el
desarrollo son el corazén, craneo, esqueleto, extremidades, ojos y las estructuras
craniofaciales (Ross y col., 2000).

2.4 Eliminacioén de productos de la peroxidacién lipidica por la ADH

La peroxidaciéon lipidica es un fenémeno por el cual son oxidados los lipidos
poliinasurados. Las membranas que delimitan las células y organulos subcelulares
contienen grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados, potencialmente
peroxidables y susceptibles de sufrir deterioro. La peroxidacion genera una gran
cantidad de compuestos que incluyen alcanales, 2-alquenales y 4-hidroxinonenales,
muchos de los cuales exhiben citotoxicidad, actividad inhibidora del crecimiento y
genotoxicidad (Comporti, 1998). Se conocen varios mecanismos de desintoxicacién
para estos aldehidos, como la conjugacién con el glutation (espontanea o catalizada
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por la glutatién transferasa), la oxidaciéon por la aldehido deshidrogenasa y la
reduccién por la alcohol deshidrogenasa y la aldehido reductasa. La contribucion
relativa de cada via es todavia objeto de una activa investigacién (Canuto y col., 1994;
Comporti, 1998).

Los formas enzimaticas ADH1, ADH2 y ADH4 presentan capacidad para reducir
compuestos generados durante la peroxidacién lipidica, tales como el 4-
hidroxinonenal, hexanal y 2-hexenal, a sus correspondientes alcoholes. Las
constantes cinéticas apoyan el papel de ADH1 en la reduccion de estos aldehidos, de
forma similar en rata (Boleda y col., 1993) y en humano (Sellin y col., 1991). ADH4
presenta una elevada actividad aunque con unos valores de K., superiores a las
concentraciones fisiolégicas de estos aldehidos, que se mueven en un rango
micromolar (Allali-Hassani y col., 1998; Boleda y col., 1993). Sin embargo, la
concentracion intracelular puede llegar a ser mucho mayor en determinados estados
patoldgicos.

La contribucién de la ADH en la desintoxicacion de estos aldehidos dependera en
ultimo término de la cantidad y la clase de ADH presente en el tejido, y de la presencia
de otros sistemas involucrados en esta funcion. Un gran numero de trabajos han
demostrado que, en el higado y en hepatocitos en cultivo, la glutatiéon transferasa y la
ADH son los sistemas predominantes (Canuto y col., 1994; Lindahl, 1992). En otros
organos ricos en ADH1 y/o ADH4, como ojo, pulmdn, estdbmago, o piel, existe cierta
informacion sobre los niveles de peroxidacion lipidica y los sistemas de defensa
implicados (Babizhayer y Costa, 1994; Mufti y col., 1993; Salas y col., 1999; Verdejo y
col., 1999; Veriac y col. 1993). La mayoria de estos 6rganos presentan ALDH3 (Algar
y col., 1989; Hsu y Yoshida, 1993; Lindahl y Peterson, 1991; King y col. 1999), que es
la ALDH que juega un papel complementario en la eliminacién oxidativa de los
aldehidos citotoxicos.

2.5 Metabolismo de las monoaminas

El catabolismo de las catecolaminas, dopamina y noradrenalina, y de la serotonina (o
5-HT) es catalizado en su primera etapa por la monoamina oxidasa, para formar
aldehidos intermediarios, 5-hidroxiindol-3-acetaldehido (5-HIAL),
3,4-dihidroximandaldehido y el 3,4-dihidroxifenilacetaldehido. Normalmente, éstos y
otros aldehidos son principalmente oxidados a sus correspondientes acidos
carboxilicos y excretados por la orina. La reduccion de estos aldehidos es otra via
aunque minoritaria, que resulta en la formacion de metabolitos tales como el
3,4-dihidroxifeniletanol, 5-hidroxitriptofol (5-HTOL) y el 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol.
ADH1 cataliza la oxidorreduccion in vitro de los metabolitos derivados de la dopamina
y la oxidacion del 5-HOTL (Consalvi y col., 1986; Mardh y col., 1985; 1986).
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3 PATOLOGIA ALCOHOLICA

El alcoholismo, con el consecuente consumo excesivo y cronico del alcohol, se asocia
a una amplia variedad de procesos inflamatorios y/o degenerativos que afectan a una
amplia variedad de 6rganos y sistemas del organismo, entre los que destacan el
sistema digestivo que incluye el higado, el tracto gastrointestinal y el pancreas, el
sistema vascular y el sistema nervioso central y periférico.

3.1 Lesiones hepaticas

El higado es el 6rgano que mas padece la toxicidad por consumo de alcohol, debido a
su activo metabolismo con la consecuente generacion de acetaldehido, potencial
reductor (NADH) y radicales libres. Los pacientes alcohdlicos o modelos animales de
alcoholismo presentan un amplio espectro de lesiones hepaticas, algunas de ellas
conocidas desde hace mucho tiempo, como son la esteatosis, la hepatitis alcohdlica y
la cirrosis. Otras son menos frecuentes y reconocidas desde hace menos tiempo,
como la esteatosis microvesicular, la esclerosis perivenular y la hepatitis crénica
alcohdlica (Lieber, 1994; 1997; Stauber y col., 1995).

El metabolismo del etanol genera un incremento de la concentracién de NADH en el
citplasma celular (Lieber, 1994; 1997). Junto con la disociacion del complejo ADH-
NADH, la regeneracion del NAD" a partir del NADH parece ser el paso limitante del
metabolismo el etanol (Bosron y col., 1983; Cronholm, 1985). En el citosol hepatico, la
relacion de [NAD']/[NADH] se ve disminuida del orden de 10 veces debido al
metabolismo de dosis agudas de etanol. El cambio del potencial redox podria explicar
las perturbaciones causadas por el etanol en el metabolismo hepatico de ciertos
esteroides, aminas bidgenas y retinoides (Lieber, 1994).

3.2 Alteraciones en el sistema vascular

El consumo de alcohol en exceso, sobretodo crénico, afecta al sistema vascular con
la aparicion de desordenes tales como el aumento de la presion sanguinea,
hematomas debidos a la rotura de vasos sanguineos, ciertas alteraciones del ritmo
cardiaco, enfermedad coronaria y el infarto (Stoschitzky, 2000).

3.3 Manifestaciones gastrointestinales del alcoholismo

El alcohol se absorbe en el estémago y, sobretodo en la primera porcién del intestino
delgado, por lo que la concentracion alcanzada en las primeras porciones del tracto
gastrointestinal es muy alta. En consecuencia, aunque el alcohol esta asociado a
alteraciones en todo el aparato digestivo, el desarrollo de lesiones a este nivel se ven
favorecidas. Tanto el consumo crénico como la ingestion aguda de etanol causa una
amplia variedad de sintomas gastrointestinales (Tabla 6).
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Tabla 6. Efectos del alcohol sobre el tracto digestivo

Boca Reduccion de la secrecion salivar y aumento de su viscosidad
Sialoadenosis

Esoéfago Alteraciones motoras y deterioro de la mucosa
Disminucion de la presion de los esfinteres esofagicos
Esofagitis por reflujo
Epitelio de Barret
Ulceracién y hemorragias
Sindrome de Mallory-Weiss
Cancer de esoéfago

Estomago Cambios en la secrecién acida
Aparicién de gastritis y Ulcera péptica
Deterioro y lesiones en la mucosa gastrica
Retraso del vaciado gastrico

Intestino delgado Alteraciones morfolégicas de la mucosa duodenal y yeyunal
Disminucion de la actividad de los enzimas de la mucosa
Alteracion de los mecanismos de transporte
Malabsorcion
Diarrea

Intestino grueso Aumento del peristaltismo
Alteraciones morfoldgicas de la mucosa
Cancer de colon y recto
Hemorroides y varices coldnicas

Baraona y col., 1975; Bujanda, 2000; Fanceschi y La Vecchia, 1994; Garro y Lieber, 1990;
Kaufman y Kaye, 1978; 1979; Kelly y col., 1995; Kune y Vitteta; 1992; Lieber, 1995; 2000;
Longnecker, 1995; Mazzanti y Jenkins, 1987; Rothman, 1980; Rubin y col., 1972; Seitz y col.,
2001; Simanowski y col., 1994; 1995; Thomas, 1995; Tillotson y col., 1981.

La naturaleza y la magnitud de los cambios inducidos por el etanol dependeran del
segmento del tubo, la dosis y la duracién de la exposicién al etanol, y en algunos
casos del tipo de bebida alcohdlica o la presencia de comida (Lieber, 1982). El abuso
del alcohol se ha descrito como un factor de riesgo de cancer en el sistema digestivo,
con una asociacion particularmente elevada en los canceres relacionados con la parte
superior: cavidad oral, orofaringe, laringe y eséfago, asi como con la regién colorectal,
tanto en humano como en modelos animales (Tabla 6; Garro y Lieber, 1990;
Longnecker, 1995; Rothman, 1980; Seitz y col., 1990; 2001).
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3.4 Efectos del consumo de alcohol en el SNC

Los desdrdenes neurolégicos son complicaciones comunes del abuso alcohdlico
agudo o croénico. A pesar de la elevada frecuencia con que los alcohdlicos crénicos
presentan alteraciones neuroldgicas, no se conoce del todo bien su etiologia. Hasta
hace poco, se consideraba que los efectos psiquicos y somaticos del alcohol eran el
resultado de las propiedades fluidificantes no especificas de esta droga sobre las
membranas celulares. Sin embargo, en los Ultimos 20 afos se han identificado
interacciones especificas y saturables entre el etanol y algunos sistemas
neurotransmisores, como dopamina, serotonina, GABA, glutamato y opiaceos
endogenos, asi como sistemas de segundos mensajeros (Eckardt y col., 1998). Los
efectos farmacoldgicos del alcohol parecen ser la suma de su interaccién con estos
multiples sistemas. La contribucién diferente de cada sistema de neurotransmision, asi
como su diferente respuesta segun la concentraciéon o dosis de etanol, podrian
constituir las bases neuroquimicas de los efectos conductuales del etanol. Asi pues,
los efectos estimuladores o euforizantes, sedantes o narcoticos, ansioliticos y de
refuerzo del etanol tienen lugar dentro de un rango relativamente estrecho de
diferentes dosis de etanol, por lo que, a una cierta concentracion, un sistema receptor
especifico puede ser mas importante que otro en la contribucidn a un efecto
conductual particular (Eckardt y col., 1998).

El consumo cronico de alcohol afecta a regiones muy especificas del SNC, tales
como el cerebelo y determinadas regiones de la corteza cerebral (Bengochea y
Gonzalo, 1990; Franke y col., 1997; Hunt y Nixon, 1993; Pentney, 1993; Walker y col.,
1993). Estos cambios en las diferentes regiones cerebrales de los alcohdlicos [p.e.,
reduccién del volumen de la sustancia blanca cerebelosa, descenso en la densidad
celular de las neuronas de Purkinje, atrofia de la capa molecular, etc (Karhunen y col.,
1994; Pentney, 1993)] se pueden correlacionar con una sintomatologia clinica
especifica recogida en la Tabla 7.

3.5 Efectos del alcohol sobre la vision

Desde hace mucho tiempo se conoce que tanto la intoxicacién alcohdlica aguda como
cronica alteran la funcion visual. La neuropatia éptica retroglobular es una de las
patologias mas frecuentes en el curso de la intoxicacion alcohdlica créonica que a
pesar de suprimir el consumo puede conducir a atrofia 6ptica y ceguera irreversible
(Pinazo-Duran y col., 1999; Shimozono y col., 1998). Por otra parte, se ha demostrado
que la intoxicacion alcohdlica crénica durante el embarazo, provoca alteraciones
ultraestructurales sobre la retina y nervio 6ptico que afectan a neuronas y sus axones,
astrocitos, oligodendrocitos y mielina (Pinazo-Duran y col., 1993).

Tabla 7. Enfermedades neurolégicas mas comunes asociadas al alcoholismo
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INTOXICACION ALCOHOLICA Desinhibicion

AGUDA Amnesias o lagunas alcohdlicas
Pérdida del equilibrio y coordinacion motora
Traumatismos y hematomas subdurales
Infecciones
Crisis de hipoglucemia

INTOXICACION ALCOHOLICA
CRONICA

Sindrome de abstinencia enélica Temblor
Alucinaciones
Convulsiones
Delirium tremens

Relacionadas con la toxicidad del Encefalopatia y demencia
etanol Degeneracion o atrofia cerebelosa alcohdlica
Enfermedad de Marchiafava-Bignani
Polineuropatia alcohdlica
Disautonomia alcohdlica
Desoérdenes motores y del suefio
Disminucion de la memoria y capacidad de aprendizaje

Asociadas a la malnutricion Enfermedad de Wernicke-Korsakoff
Pelagra
Neuropatia por beriberi

Otras alteraciones Ambliopia alcohol-tabaco
Milelinosis pontina central
Enfermedades vasculares cerebrales
Hematomas cerebrales
Hemorragias intracerebrales y subaracnoidales

Bengochea y Gonzalo, 1990; Eckart y col., 1998; Franke y col., 1997; Hunt y Nixon, 1993; 1996;
Pentney, 1993; Rintala y col., 2000; Thomas y col., 1998; Walker y col., 1993.

4 INTERACCION ENTRE ETANOL Y RETINOIDES

El etanol es un inhibidor competitivo de la oxidacion del retinol catalizada por ADH1 de
rata y humana (Ki = 0,037-3,8 mM, en funcién de la isoforma) y por ADH4 de rata (Ki =
0,6 M) y humana (Ki = 6-11 mM) (Allali-Hassani y col., 1998; Han y col., 1998; Julia y
col., 1987b; Kedishvili y col., 1998; Martras, 1998). Concentraciones de etanol de 5-50
mM, alcanzables en el consumo social de etanol, son suficientes para inhibir la
oxidacién del retinol por los enzimas humanos (Han y col., 1998; Kedishvili y col.,
1998). Asi pues, el etanol podria actuar indirectamente a través de la inhibicién de la
formacién del AR, generando el dafo de los tejidos diana que lo requieren. Esta
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hipotesis esta apoyada por estudios mutacionales de los genes RAR (Ross y col.,
2000) que, en animales modelo, han revelado un fenotipo que incluye severas
anormalidades craneofaciales similares a las que se observan en el sindrome
alcohdlico fetal (FAS; Blakley y Scott, 1984; Streissguth y Martin, 1983) y, por tanto,
evidencian la necesidad del AR para el correcto desarrollo craneofacial (Lohnes y col.,
1995), especialmente vulnerable a la accién del etanol. Esta hipétesis propone que el
etanol causa los defectos craneofaciales del FAS por la inhibicién de la sintesis de
retinoide, crucial para el desarrollo embrionario, catalizada en su primera etapa por la
ADH (Fig. 4; Deltour y col., 1996; Duester, 1991; 1998; Zachman y Grummer, 1998).
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