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La valoracion de ADH como
indice de afectacion alcohdlica:
| Estudio experimental

M. REPETTO™, P. SANZ™", P. VILLAR®"*

RESUMEN

Al sar la ADH la enzima principalmeante responsatle dal matabolsmo etandlics, se ha intantado
establacer una sorfelacidn entre su actividad v of consumo de alcohol,

S8 ha puasto a punto la determinacidn da la actividad de la ADH tanto en higado codmo eh suer
de rata, ufilizando como sustrato alcohol atllico en excaso ¥y MAD como colactor v someliendo Suemo
y mxtracios a un calentamiento previo con el fin de mejorar el rendimiente de la reacoldn enzimatioa

El método s& ha apllcado para 1a valorseidn da la ADH an ratas aleohdlicas y se ha wisto un
aumanto de dicha actividad tanta &n higado como an suend, Asimismo se ha establecido la corrala-
cldn entre la ingesta de alcohal ¥ la ADH sérica an conejos. 56 ha comparado con atros pardmelros
biaquirnigoa ufilizedos en olinica para al diagndstico de alcoholisma crdnico (30T, GPT, GGT). Se
propone fambién &l uso dal coclente ADHIGGET propuesto por nosotros compardndalo con ol coclan-
te GETIGOT,
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SUMMARY

Alcohobldehydrogenase is the maln anzymatic agtivity Involved in alcohol matabaoliam. We have
thus intendad 1o corralate this activily with alcohol intake.

The cetarmination of ADH in rat sarum or rat liver homogenate has been carfed sul using &n ex
cess of alhanal as substrate and MAD as coan zyma. Serum or liver homogenales are praviously hea:
ted {o increase the rate of enzyme activity.

This method has been applied to determina ADH in alesholle rats where this activity has appes-
red increasad bolh in Sarum and livar. We have also established a corralation betwean alcohol inlaka
and esarum ADH in rabbits. ADH activity s compared with GOT, GPT and GGT. We suggest the use
ol ADHIGGT baetter than GGTIGOT,
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Introduccién

Cabla pensar que la actividad de la enzi-
ma alcoholdeshidrogenasa (ADH) fuese un
parametro de especial interés en la clinica
del alcoholismo, ya que, a pesar de que su es-
pecificidad para al atanol no es absoluta, es
la enzima principalmente implicada en &l me-
tabollsmo etandlico.

Esla enzima, que se halla abundantiamen-
te repartida en el organismo, funciona espe-
cialmente en higado, ¥ su nivel sérico, en
condiciones basales, es muy bajo; podria es-
perarse que &l consumo repetido de alcohol
indujese un aumenio de asta actividad anzi-
matica, no solamente en higado, sino tam-
bién en suero. Este incremento puede tener
dos origenes, una induccién enzimatica di-
recta o un vertido a la sangre por lesidn del
hepatocito.

En los dltimos afios se han publicado va-
rios trabajos (di Simone y cols., 1973; Gro-
masheoskaya y cols., 1976 y Wolf, 1979 tra-
tando de considerar la ADH como parametro
de funcion hapdtica, y dos estudios (Abe,
1961, en ratas, y Bogusz, en humanos, 1969)
que la relacionan con el alcoholismo. Sin em-
bargo, las dificuliades analiticas parecen im-
padir la ganeralizacidén de la prueba.

Por estas razones, nosotros hemos abor-
dado un programa de frabajo consistente en:
1) Puesta a punto de la técnica analitica para
determinacion de ADH en diferentes tejidos
animales; 2) determinacién de la correspon-
dencia entre los valores de ADH en higado y
suero de animales tratados; 3) estudio de la
corralacidn entre los valores de ADH vy la in-
gesia de alcohol; 4) comparacion de los nive-
las de ADH con los de GGT y el cociante
GGT/GOT, parametros blogquimicos conside-
rados en la clinica del alcoholismo.

Material y metodos
a) Método analitico

Para la valoracidn de ADH en higado se
ha seguido el método de Theorell y Bonnis-
chen (18931) basado en la determinacidn as-
pectrofotométrica de 340 nm. del NAD reduci-
do en tres minutos, a pH 9'6, en presencia de
exceso de etanol.

La mezcla de reacclon contlene:

2'3 ml. de tampén glicina-NaQH, 0'1 M,
pH 96

0"1 ml. de solucion de NAD (10 mg/mi)

0"1 ml. de etancl 96%

0’5 ml. de extracto hepéatico

El extracto hepdtico se prepara mediante
homogenelzacién con CiNa 0°85% en dos ve-
ces el volumen. Se deja en maceracién hasta
el dia siguiente y se centrifuga 15' a 5.000
rpm.

Al aplicar este método a la determinacidn
de ADH en suero se encontraron valores muy
bajos, por lo que, siguiendo a Carter e Isvel-
bacher (1977), se Incrementd la actividad en-
zZimatica mediante un calentamiento de la
mezcla de reacclén a 50° C durante 5 minu-
tos, antes de afadir el etanol.

La actividad enzimatica se expresa en
mumoles de NAD reducido por mg. de protei-
nas de la muestra por minuto.

El contenido proteico de la muestra se va-
lord con el método de Lowry (1951).

b) ADH en higado y suero de rata alcohdlica

Se ha trabajado con ratas Wistar descen-
dientas de parejas alcohdlicas y que desde al
desteta han recibido como Unica bebida una
solucion alcoholica al 5%, ad libftum, al igual
gue la comida,

Los animales adultos se sacrificaron por
decapitacidn previa extraccidn de sangre.

Se determina ADH en higado y suero se-
gun se especifica en el apartado a) y ademas
sa valora en suero GGT (Szasz, 1974), GPT y
GOT (Reitman y Frankel, 1957).

c) Correlacion de ADH en suero y la ingesta
de aleohol

Este estudio se ha realizado con distintos
grupos de conejo neozelandés; antes de co-
menzar la administracién de alcohol a los
animales se efectuaron periddicas detarmi-
naciones hasta comprobar estabilizacién de
los parametros séricos con la edad.

El alcohol se administrd en el agua de be-
bida al 15%, ad libitum. Al final de la experi-
mentacién se sacrificaron los animales, sa
procedio a su autopsia y se determind ADH
en higado, corazdn, rifidn v suero.

Resultados
1) ADH en higado y suero de rata alcohdlica
Ltilizando al método analilice datallado

en el apartado a) de Material y Métodos sa va-
loré la ADH de extractos hepaticos y suero de
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TABLA |
Pardmetros bioquimicos en svero y extracto de higado de rala
Tralam lerda Higado Suam
ADH A aaT o  aeT
Blanco 105407 112002 F24£080 B30+ 11'02 a2 E'32
&leahal 27110085 o4 £0'03 B'30+9'40 G704 +11'25 28'07 £ T4
TABLA I
ADH an distintos drganos de conejo alocoholico en eatado cimofico
Tratamierda B & D
HIGAIDD D-i:rP‘A.EIIIH RAIAOM BUERD
Mormal 2760 1 1821 0'260
Alcahal | 12'88 5'46 473 0'Ded
] 18'47 4'02 410 o
I 17'D6 4'80 517 0'Des
ratas alcohdlicas. Los resultados obtenidos
aparecen en la tabla |, junto a los de GGT,
GOT séricas. Puede apreciarse un aumento W
de la ADH tanto en higado como en suero. i aul ST
T

2) Correlacion de ADH de suero @ ingesta
alcohdlica

La figura 1 muestra la evoluclén de la
ADH y GGT séricas a lo largo de un periodo
da dos afos en los que se sometieron los co-
najos a una diata de alcohol en el agua de be-
bida; esta administracion se interrumpid tres
veces para comprobar el efecto.

Puede observarse que tanto la ADH como
la GGT fluctdan de acuerdo con la ingesta de
alcohol.

Esta misma correlacidén puede verse en la
figura 2, donde se repitid el experimento con
dos lotes mas de conejos de distinta proce-
dencia y durante periodos de experimenta-
cién mas cortos.

Puede verse, ademas, en esta figura un
desfase entre la aparicidn en suero de valo-
res elevados de ADH y GGET, apareciendo los
primeros més precozmente.

En la figura 3 encontramos los valores
correspondientes a las transaminasas oxala-
cética y pindvica séricas dal mismo lote de
conejos de la figura 1. Se aprecian fluctuacio-
nes acusadas que no siempre se relacionan
con la ingesta de alcohol.

Por dltimo, en la figura 4 aparece la com-
paracion entra el indice GGTIGOT, de amplio
uso en clinica del alcoholismo, y ADHIGGT,
que nosolros proponamos.
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El indice GGT/GOT no s& comasponde con
los periodos de ingesta o privacion de alco-
hol, y parece que aumenta, con fluctuaciones
a lo largo del tiempo.

El indice ADHIGGT evoluciona dependian-
dode laingasta de alcohol, si bien su valor se
mantiena mas bajo al final del periodo de ex-
perimentacidn.

La autopsia puso de manifiesto cirrosis
hepatica y afectacién renal que se correspon-
den con valores bajos de ADH en higado, co-
razon, rifidn y, en consecuencia, tambi&n en
suaro (tabla .
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Discusién

De los resultados obtenidos en la experi-
mentacién con rata alcohdlica podemos de-
ducir que la ADH aumenta considerableamen-
te (unas 3 veces en higado y 5 en suero).
Aparece una Induccién en higado que se co-
rresponde con el contenido en suero, por lo
que pensamos que sea posible utilizar la me-
dida de ADH en el seguimiento del alcoholis-
mo cronico.
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Fig. 4

Por otra parte, en conejos sometidos a be-
bida con alcohol, vemos que la ADH sa corre-
laciona mejor que otros pardmetros (GGT,
GOT, GPT) con la ingesta.

También se corresponde més directamen-
te con la toma de alcohol el coclente que nos-
olros proponemos ADH/GGT que el GGT/IGOT.
Sin embarge, como hemos sefalado al co-
mentar las figuras 1 y 4, tanto la ADH como
el cociente ADHIGGT fueron mas bajos al
final de la experimentacién que al principio.
Mosotros interpretamos este hecho como
consecuencia de un mayor dafio orgénico.
Debido al deterioro de los parénguimas sus
niveles enzimaticos son menores y s menor,
en consecuencia, el vertido de enzimas a la
sangre. Esto se confirmd en la autopsia de
los animales que presentaban avanzada ci-
rrosis hepatica.

Por todo lo expuesto pensamos que pue-
de ser de gran interés el Incluir la determina-
cion de la enzima ADH v el cociente ADH/
GGT en la bloguimica sérica del alcoholismo.

BIBLIOGRAFLA

ABE, M. (1881} «Dehydrogenase activity in alcohal habi-
tuated ratss, Tokoky Med, J., 84 PET-279,

BOGUSZ, M.; GALLUS, H., y CHLIPALSEI, J. (1963 «Se.
rurm eénzymes and livar teats In chronic alcohaolisme,
Pol. Tyg. Lek., 24 (34), 1306-8,

CARTER, E. A., & ISVELBACHER, K. J. (1977 sEffect of
temperaiure on the assay of hapatic ADH», Proc. Soc.
Exp. Bipl. Med,, 155 (3), 2005,




DROGALCOHOL, vol. X, num. 2, afo 1985 4

DI SIMOME, & RIEGLER, G.; ORIANI, G. A, y COLTORI
{1973) «L'alcool deidrogenas! slarica nelle spatopa-
tigs, |f Fegato, 18, 3,

GROMASHEDSKAYA, L L TATYANKD, M. V., v KOTLO-
WA, V. G, (1976): «Bloacd serum ADH In the diagnosis
of acute and chronic liver diseasss, Sov. Med, §
2030

LOWRY, O, H.: ADSEBROUGH, M. J.; FARR, A. L., ¥y AAN-
DALL, A J. (1851 J. 8ial, Chem., 183, 265 En: Bloche-
migtry Leboratory Technigue, John Wiley and Sons,
Maw York (1966).

REITMAN, 5, v FRAMEKEL, 5 (1357: Am. J. Ciia, Piah,,
248, bE,

SZASE EM., G. (1974 Z. Kiin, Chem, Kiin. Biochem., 12,
228,

THEORELL, H,, y BONMISCHEMN, A. K. (1951): Acla Chem,
Seand., 5 1.105, En; «Methods in Enzymologys, vol, |,
Colowlck-Kaplan, Acad. Prees.

WOLF, C. (1879 «Interdés de la determinaciin de enzi-
mas plasmiticas en el curso de las hepalopatiass, La
Vie Médicale, 16 (104), B4-88,




	73
	74
	75
	76
	77

