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“El camino al éxito siempre esta en construccion”.
Andnimo.

“Hay que decir que nunca he tenido las facilidades
mentales que otros encuentran sin fatiga en torno a la
ciencia™. Andénimo.

“La medicina al servicio del hombre no del dinero”

Anonimo.
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RESUMEN

se ha dcmoslrﬂdo que. los: hibitos como el - tabaquismo 'y et

En invcstigncloncs i‘cciculc
ulcnholiwm son ructorq.s de ru.s;,o pﬂru el dcsnrrollo del cincer en 1a mucosa de la cavidad .

bucul. Sln ll)nr[.,() actualmente no s¢ conoce con exactitud ¢l mccunlsmo por cl cual estos

l'.lclorcs parti ipml en of desarrolto de leu pnlologiu. Lspcciﬂcﬂmcntc en los nlcohéllcos. se¢

eree qlu. cl xlc lnldchidu. por ser el rcml(udo del mcluhollsmn del ctanol, prolmblcm

ite sea el

cnusmllt dlru:to del desarrollo de cincer en Ia umcosn de lu cuvldud l)ucul. l’ur(icnzlo dc esta

premisa, - probuablemente la enzima ADH, LS[)cCircﬂlllL'lll(! l lsoforlml purllup:~

directamente, conociendo que el alcohot . deshidrog,
metabolizar el etanol en la cavidad - bucal. Por lo mn(o

directamente en el desarrollo de las alterucionu de csms ‘cé

s damiol

Hegar a desarrollar cincer. En estudios ef

recientemente que existe un incremento en. cl cousumo dL' ulcohol. impor II| o cI ;,tncro.

ni raza. En In actuatidad Ia poblacién juvulll consumc mu cnmidnd ¥ con mis frecuenchl el

pc.rcutcn sus(uncinlmcntc

ateohol, lo cual significa que nos cnfrcnmmos unu prohlunns |uc
en la salud, asi como en aspectos sociales 'y cconomicos. de cunlquur fornm csmmos inmersos
en el problema del alcoholismo. Por lo unlcrlor. ¢l presente trabajo dc invcstix.,uclén se realizé
para estudiar los clectos del consumo crénico de etanol sobre I ¢énzima .»\l)ll cluse I, en
ratas naicho de la cepa Wistar con un peso promedio de 250g + 20gr, las cu.llcs se dividieron
en dos grupos, al primer grupo sc les administrd ctanol al 36% durante 84 dias (lzysqmumls) Y
a las ratas de este grhpu se les sucrificaron cada 7 dins con previa anestesia con pentobarbital.
El segundo grupo. fue el grupo comrnl. a ambos grupos se les extrajo mucosa huéul para
aunalizar In cantidad de la ADI clnsc 11 por In técnica de Western blot; para xmnllsls

histolégicos por nucrosmpin dc luz y para determinar In actividad cnllmxiticn cspccnrcu de la

ADH clase 111, Los . rcsullndos ul)lcnldos muestran que la actividad de In enzima: nlcollol

dcslndru;_cmls.l cluu lII |)I‘L J lu un uumcnto a partir de Ia semanan 3 llmslrundo un plco en la

semana 10, este incrcuwnln no ic modil‘cu, de igunl manera se ve reflejido en Western blot. In

ADI clase 11 muslrundo s pun!o picu en Ia semana 8, mientras que en la histologin se

nl)scr\'xul cnml)ios nmrfnlogicos a parctir: de-tn semany 4 hasta la semana 12, mostrando

clevados grudm d llpcrqucrnluﬁie, qucrumhinlinu ¥ ulecracion. Es asi como se

concluye qm cl consumo cr(mlcu d(, cmnol modifica la cantidad y actividad de la enzima ADH

cluse 111, prcs nlundo L\'lduncs cunll)lm mctuh()licos y morfolégicos en la mucosa bucal
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A continuacién se describe ot mclﬁbullsmn del etanol, conocer conio se metaboliza ¢l

ctanol, ¢s Impor ante para ﬁdcutll’car los probables mecanismos de daiio de esta droga

h.lcm los leldOS de In mucos'l de In cavid.\d bucul.

'l‘ANOL. : B
Norm‘llmcnte cI uanol s¢ cncucntm por. dcstiluuon de dlsolucioucs diluidas, el de uso

lOy 0‘4 ‘d alcoho

El ulu)holnsmo ser . produt:ldo por. lu combm.xcxdu dc di\'crsos factores

mlo;.,icos, psm)lo;.,lws ¥ iluldo caracteristico principalniente por In- decndcncia

emocional y a Ia vez or;,nluco. £l aleohol ocasiona un daio cercbral progresivo y
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a los adultos

I'iuulmcnu In mucn . Sq.,un l.l OMS (2001) Ll alcoholismo afccl.l m

in Y princiy d Ia tercera década de la vid.l

La asociacion y efine. ‘al: alcoholismo’ _como . una enfermedad

prugrcsl\'d
deterioro’

sociales. l’ur

El ¢tanol por
polar ya que
celular, y -as

funcién, de

mcml)r.m.m cclulur que ulbr«.u lns capas x.,r.lnulurcs 6 mtcrmcdias Yy actiian como

barreras permeables hacia el '.q_,uu y algunos componentes de la cavidad bucal. Se
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conoce quc el etanol ejerce un efecto sobre los fosfolipidos de las  membranas
celulares. ls por cso que la mucosa bucal cxpucsla Qa ((')xlcos como ¢l alcohol,
rcmucvm'l‘ucilmcntc esos lipidos 'y asi. de csta mmwr.n c‘lusun una  mayor

pcrme.:bihdad. Este proccso nos uyudu a4 cxphc.nr p r qm. lns pcrsonas que consumen

cr(mic.lmcn(c (.l ulcohol, pruscnl.m modlﬂca anes de la mucosn de la c.lwdud bucal y

2001).

Es importante (Iesmc.lr el evidente mecamsmo asi como mml)lcn los sistemas por

medio de los cu.:lu se mcmbolim ¢l ctanol, 'y dc esta ‘manera poder conocer.
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profundizar y_'an'nylizn‘r, la evidente lesién que ocasiona este : toxico en diferentes

6rganos del ser humano y en especial en Ia mucosa de la cavidad bueal.

du y u)ls. ‘)89, l\cnncdy ¥y Tipton 1990). Son moléculns diméncns

e zinc (l)aﬁ y cols. 1984; Cortot y cols._l98(: Zakim y Boyer 1990)

0:, ‘cuales .1_\'udnn a- estabilizar 12 ‘estructura. de Ia enzima -

tmn\fcrldo det suslrulo (ctnnol) nl cofactor
ucluldcludo (rcncciqn o l),— (Licber 1984c).

‘nd‘o,prcdmninamc‘mcntc cn las mitocondrias y

g cbls, 1995), produciendo acctato, por medio de

CH3-CH3-OH + NAD® > CH;-CHO + NADH+H" (1) Reaccion.
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. ALDH
- —_— N . .
CH3;-CHO + NAD* - ; " CH3-COO™+ NADI+H (2) Reaccién,

Cuan(lmuvmncnlc h.lhlundo, |d mayor p.lrtc del uanol es metabolizado por estas dos
enzimas (Al)ll y ALDIl) y una lr.uccu(m pcqucﬁa se metaboliza por los otros sistecmas.
El equihbrio deé la réaccién dc Ia ADll cs(.l dcsplazada hacia Ia formacién de ctanol;
Sin cmbarg.,n, 1a rupndn ¢ wrcvcrslblc rcaccwn c.uulu.ndu por la ALDH facihm el
metabolismo (lcl etanol (Liclur l974 Tomlmcr l‘)73 I’clcr 1982) o

En los hum.mos. el 'Ilcl)ll()l dcshid 0{,0".!5:] y el aldchido dcshidrog,cnnsa son I.ls dos

enzimas que c.nmlilnn [ER oxidacion de etnnol hacm ncc lldt.llldﬂ

nc, l983' Yoslud.l y cols. 19‘)1) (l
llcn AI)II clase 1 (a,B.‘y) 4mM

cols. 1 ‘)‘)2)

(ALDHI 10;11\], f\LDIIZ 3;11\1 ALDHS SO;IM) (Greenfield ¥ l’ "'trusn\o, 1977 ‘Kurys
y cols, 1989). Aproumud 'mull cl 50% '(Ic l‘
actividad de In ALDH2 milocondrinl dc b.ljo I\M (llnrudn yocols. 1980: Yin y cols.

oru.m.llcﬁ tienen deficiencia en Ia

1988), v esta alteracion cs ntrlbulble a In sustitucion de un simple aminodcido (dcido

glutimico por lisina) en la posicién 14 del carboxilo terminal (Yoshida y cols. 1984;
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Hempel y cols. 1984). Maltiples formas de ALDH3 se encuentran en la mucosa del
est()m:igo. Se ha propuesto ¢l modelo de 2 genes para la ALDH3, que codifican para
las cn‘g!c‘nas 'polipcpu’dicas Ay B (Yiny cols. 1988).

I_.;:pS iébcnzimas de la ADH y de la ALDH tienen una distribucién en tejidos especificos
(Smi‘(h,' 1986; Yin y Li, 1989; Yoshida y cols. 1991), todas las isoenzimas de Ia JADH
clase I y clase 1l se expresan en el higado. La ADH-8 se expresa en el pulmén y ADH-y
se ‘ckprcsn -en- el tracto gastrointestinal; la ADH clase Il tiene una distribucion
universal; Ia ADH clase 1V se encuentra presente en el estémago. Las isoformas de Ia
4ayldelifdo deshidrogenasa, ALDH1 y ALDH2 se expresan en higado, pulmén y tracto
gastrointestinal, Multiples formas de 1a ALDH3 se han dctectado en estémago y
pulmén pero no en higado. La carencia de la actividad de 1a ALDH2 en los orientales
causa reaccion de sensibilidad al alcohol (Harada y cols. 1980; Agarwal y Goedde,
1989).

TABLA | Clasc de isoenzimas y distribucion de la alcohol deshidrogenasa.

Reon e B0k En:scres RUMANO! :
Clase | Isoenzimas Knmetanol |Sensibilidad 4-| Distribuciéon
MP
1 o 4 mM Ki menos 2uM | Higado
B Higado,
¥ pulmén
Higado,Tubo
Digestivo
11 Fid 34 mM Ki =2Mm Higado, TB
m % 3M Insensible Universal
(Cavidad
bucal)
1V (o) 18 mM Ki=320 pM Estémago
Vv 28 mM Estémago
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TABLA Il Isoenzimas y distribucion del aldehido deshidrogenasa
cn los seres humanos.

Isoenzima | Ky acetaldehido | Distribucién

ALDH1 30uM Higado, pulmén , Tubo
Digestivo

ALDH2 InM Higado, pulmén, Tubo
Digestivo

ALDH3 83 mM Estémago, pulmén

ALDH4 5mM Higado, rifién

ALDHS S0uM Cerebro, estémago

2.- Sistema microsomal de oxidaciéon de etanol.

El sistema microsomal de oxidaciéon de ctanot (MEOS por sus siglas en ingles:
Microsomal Ethanol Oxidizing System) (Lieber y De Carli 1968; Rubin y cols. 1968;
Zakim y Boyer, i990), es el respousable principal del metabolismo de los fiarmacos y

otras sustancias xcnobloticas (Winter 1993), como cl acetominotén, la acetona, el

fenol, cnlre:o o (Mo' gan ¥y cols. 1982 y 1983; Ingelman y Johansson 1984; Koop y
s 1985; Koop y Tierney 1990), incluyendo a los barbitaricos,

ncia que ticnen los alcohdlicos a este tipo de drogas. Cabe

ha ingerido una gran cantidad de etanol, el MEOS metaboliza

prefcrehtélﬁe eilet 17 “por lo que los barbitiricos dejan de metabolizarse,
ocasionando rcsnstcncin a esta droga.

Este slstcmu se Iocaliza en las cisternas del reticulo endopliasmico liso del hepatocito.
Se ha dcscrlto In presencia del MEOS en las microsomas de células de diferentes
tejidos (Gonznlez 1992) y se conoce que involucra la participaciéon de varias enzimas,
las cuales c.ltnlizan Ia oxidaci6n de etanol a acetaldehido.

El MEOS s¢ ha purlﬁcado y se encontraron tres componentes diferentes, la citocromo
C reductasa ‘(citocromo P-450 reductasa), el citocromo P-450 y un fosfolipido
(lecitina). El MEOS es un sistema que se induce por ¢l alcoholismo crénico, en donde
participan varias isoenzimas del citocromo P-450 en Ia oxidacién del ctanol, siendo el
citocromo I’-JSb 2E1 el encargado del metabolismo del ctanol (Koop y Casazza 1985;

Koop 1989), cl cual es capaz de catalizar la oxidacién del etanol hacia acetaldehido,
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; ,culnll/n Ll 42‘/. (lcl me(ubollsmo del ct.lnol

ulllll.‘mdo como coenzima NADPII Yy de oxigeno molcculur (rcuccién 3) (Kennedy y

Tipton l982' Litl)cr l9)l) l’uslcriormcntc, cl ncclnldchido asi formado es convertido

c¢n acetato por_la ALDI_I u

: ndo como cocnzima NAD*,

3 Rcucciéli.

: : = Mros (l’-4502 e
cu,-cu,-ou +N,\m'u +u +0; —_—

" CI13=CHO + NADP" 21,0

AD‘l hep tica y en

‘Norm.llmcnlc g cl cmnol sc. mcmbollza prefcr ntemcnu. p
: menor cuntid.ld por cl MEOS dcbido u unu baju ‘afinidad por el cmnol de’ csu. ullimo

a Al)ll cn con

Vyu (|m. posu. u m
una l\,\. =2 mM 0 9 mg.,/ 100 ml. l‘slo sc tmdnL

; mm'oru dL uunol .m;,rt. para s.lturnrs

3.-Sistema de 1a catalasa: .
'isomas (Licbu‘ 1984) y unlim pcré\ido de

Los tejidos contiene ¢ ll.w cn Io per

hidrogeno pars lcm.l cslé en rcl.lclmi LS(I‘CLII“ con cl smlem.n

de glutatiéon o rulucido Yy ul igual quc cl ‘sistema MEOS es inducndo por cl
aleoholismo cr ; ] 'l y Il.mdlcr 1989 Liclur 1991) EI ctunol pucdc servir
como donador de hidré o en I.n res ICCI()II.

Esta reaccion’e d(,p(.n(llulu dc Iu (Iisponll)illdnd dc pcroudo de hidrégcno por lo que

un incremeénto de; e . dccrcmcuto en. In cumlusn |)ua.dc activar o inhibir esta

vcloud.nd dc produccxon dc ll;Oz cs un-factor limitante

reaccion, Pre amente,
(Peter I982), debido a €
higado y este slslemu apenas reprcsuna el 2% de Ia O\id.lci(m de etanol in vivo (Licher

1994).

lx X! roducc n dcl pcrox ocs tan solo de 3.0 a 3.6 jumol/h/g
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El etanol se oxida hacia acetaldchido por el sistema de Ia catalasa, que utiliza como

coenzima ll;Oz (rc necion 4), El acetaldehido sigue el mismo camino para convertirse a

Vo por medio de¢ Ia ALDH,

Reaecldn @)

Catalasa e TR
. . CH;-CHO +2H,0

CH;-CH-Ol1 + 11°0*

a’ catalasa)

‘etanol (ADH; MlOS,y
en illi.l ALDH; usi

Los . {res snlcm.ls prmup.llcs dL (nldacu‘m

sun;,r(.
Tipton l‘)‘)(). Lubcr l)9|)

Asmus‘mo,cl aumcmo en:

mu.lbollc: 5 llc

libres,

CANC[‘R

del organo y uriginu me

El cancer enla uwid.ld bucnl

cincer, su mcldcnd.l es nll.n (.ntrc. lus

diagnostico de 45 aiios, cs (Ieur en pcrson'ls productl .ls. y:.se L‘&pLClll.l que esta
incidencia a decrecido con rc.\pc.cto a Ia edad significa que Ia poblacién con una edad

promedio de 35 aftos ya presentan inicios de cincer bueal, (L.A. Moreno y cols, 2000).
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Estos cstudios son compaginados con anilisis histopatolégicos y de esta manera podcr
ilegar a’ un correcto dmx_,nos(ico. La pobl.\cion que presenta esta moplasm es en su
n: dc_ 2:1. Los sitios de alto rlcsx,o incluycn Ia

Ill‘ly()l'lsl .varones. C()llrll a rclau

supt.rﬁcic vutlrolulcrul dL In Iclu., Ia’ p.lr(e anterior (lcl plSO (lc bocu, ulcia. a.

mucosa bucal, cl lnl)lo y el p.llndnr bl.mdo.

El cnuu:r l)ucnl

cal'.ll)ollsmo (Icl clnuol pnr I‘

Jumerosos cstudlos cpi(lcmiol()g 0S prcscnlan cvul

de etanol y los cn,.,arro son fuctorcs dc riesgo para lu np.

Koivisto, 1999) y sc ha poslulado Ia posllnlld.ld dc quc los membolltos derivados dc ta

oxidacion dl.l ctunol como cl nucmusmo de uc n (]Ll cl.mol parn el desarrollo del

cancer bucul (Boscll Fx'y col. 1988), pcro Imsl.l I.l l'cchu no se-han prcscnlﬂnd(r

evidencias terminalés de esta postulacion,.,

En Espaiia, lll(ll.l China, Inglaterra’'y al uorlc (Ic lmlm. ec cncucntr'l muchn cvndcncm

acerca de cincer bucal por ¢l consumo Ll‘Dlli

quc se dedica a atender los
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PLANTEAI\’IICNTO DEL PROBLEMA

El ulcohohsmo es un problulm dc snlud cn’nucslro pais y en el mundo entero,
causante " de g,r.m czmudnd de problcmas médlcos y no mulicos. l)entro dc los

prol)lcnm: de snlud, se. ha pucslo grm ntcncién a las alteraciones hepﬂnc 1S, ncrvmsus.

digestivas,  ete., .J)(.I’O L’.\is_tcn pocos trab.njos de mvcslig,ucum basic.n sobre‘ la
participacién de 'céta droga’e la putog_.,cni'l d«.l cancer bucal, y los cxistentes son su

muyorlu reporlcs dc casos clmicos 0 dc cstudios cpi(lcmiolég,lcos. A pcsar d(. que

uulslon.lr .ll(crucm e dcsarrollo dc una

neoplasin como cl cxmcer. ) . )




JEnpcacion

Es conocido quc cl comumo crénico de elnnol cs un fxu:tor d(. rlcsgo impormn(c paru Ia
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HIPOTESIS
Hipdétesis de trabajo:

e Dado qu(, cl e(unol es unu de Ius |)r|l|cip.l|cs Iactoru (lc riLs;,o pnru l‘l :lparlcién

de umccr bucul In |I(crnci6n qu csm molecul.l pro(luct. sobrc Ia cm'ldad bucal

Hipotesis nulas =7 v

e Que Ia alcohol deshidrogenasa clase 11 no esté involucrada en el efecto de

daiio del etanol sobre Ia cavidad bucal:
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OBJETIVOS

Generales

I. "sludlnr lo% efectos del ctanol sobre 1a estructura y la funciéon de la mucosa
de la cavidad bucul en ratas wistar, después del consumo cronico de etanol.

2. Estudiar si existe uml relacwn entre el principal sistema de oxidacién del

etanol la a cohol,dcsl ulroz,cn.lsn clase 1l con cl daiio a In mucesa de la

cavidad bucal; en ratas de la cepa wistar,

Especificos

Cuantificar In canndad

mucosa de la cavidad hucnl de:ratas tratadas con: consumo’ crél 0. de ctanol,

por técnica de \Vcstcrn blo
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DISENO.Y DURACION

ln\'estlgaciun.

Durante a.l terccr mLs

Western blot.

Duriante ¢l cuarto m(.s, se r

en Ac |pulc0

presentaron .llx..unos (IL m Fes lmdos en cl Congrcw (|L O(Iomolog.,

que se efectud en el mes de OLllll)rL dc 2002 nsl como l.llllblcll fucron prcsenl.xdos en

'lél()ll en la l~I~S Ilmcula en el ‘mes* (IL I)ictcml)re de 2002 v

¢l coloquio de investi

también se espera In cstructumm } p.ll'd dc un lrllculo en una t'cvlstu arbitrada.
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MATERIAL Y METODOS

Material biolégico.

Se emplearon ratas de la cepa Wistar (250 + 20 gr. de peso), alimentadas con
croquetas (Purina Rat, St Luis MO). Y agua ad limitum, obtenidas del bioterio de la
FES lztacala, UNAM.

A R R B AR TR W)

| ® Acrﬁ‘xrunidu. T
»lzAzul de.coomassie s, 7
i| « Albumina bovina

Research Organics.

SR S

Sigma.
Sigma.

Sigma._

|e_pBS ] _ Mallinckrodt.
HESead o T e S g T
e Trizma base . _Sig

eI Ween 20 hr Ter A P % Y Mall

- . Metanol

3 Mercapiohetanol firs S Ao Sig

Procedimiento general.

Se realizo un estudio longitudinal, prospectivo, experimental y comparativo en
ratas macho de la cepa Wistar obtenidas del bioterio de la FES-lztacala (UNAM) con
un peso promedio de 250 + 20 gr. las cuales fueron alimentados con una dieta

balanceada para roedores. Las ratas se dividieron en dos grupos a) al primer grupo se
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le administrd en forma.crénica etanol. ul 36%, b ”) ‘cl scgun'do'grupu fue el grupo
»rcaluo por 84 dias

control “sin In dminlstr'lci(m de ct'mol. El u\perumcnto §

nacion prcvin

continuos. Cu(la 7 d s se sxici"iﬁcziroh‘slr‘- as ‘de cuda grupo por dccn

en I.| F l;S Iltm.ul.l.
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METQDoLociA

Ohtcucion de las células dc Ia cxwldnd bucul
'ron por cxtlrpﬂuon cn forma ya establecida

La mucos.: dc I cavldad bucal se obtuv
en qununos modul‘cudu (Ewnrd Cohcn I9)7) Las ‘muestras de In mucosa bucal

'l‘rls-Sncaros'l E C"l A (Tris 0 0l M Sacaros'l

fucron ll()lll()[,(:llilad.ﬂ en un buffel
0.255 - M3 EGIA 0.3mM con

en la

pectrofotomdétricamente,

1001 plus. La actividad de oxidacién
," M g,licin.n/l\'.\Oll, con un pH 4),

nm, en un cspcctrofo!omuro Milton RO)
de nlcolml se midio cn buffcr que contc
con 3 M de ctanol puro y 2.4 mM l\AD A(Rom(. ¥ cols. 1992), La actividad es
reportada en nanomolas por minuto por mllig.,r.mlo de proteina.

b) La actividad de Ia ADH se determind cspcctrofutomclru.nmunle en lu fraccion
citosolica a 340 nM, ¢n un espectrofotémetro Mnllon Roy spcclromc IOOI plus.
La .lctlvid.ld de oxidacion de ctanol de Ia cnnm.l se dem enun buﬂ‘er de

glicina (0.1 M/NaOH, pH 9.6), con 2.4 mM dc NAl)+ y l.l rc'lcci(m sein y

etanol - (10 - mM) (Roine y - cols* 19)" o Las ) e rcporto “en

10 COII

nanomoles/min/mg proteina
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I)ctcnuinuclén idt.: In prcscuclu de la ADH clase HI por Western blot.

Una vez obtcmdm las mucstrus d(. la mucosa de la cavidad bucal fueron lavadas dos
yeces con I'BS frio (pll 7. 4) con ccn(rll‘ugacmncs a 360 rcvolucioncs pnr mmulo (rpm)
por.10 fu

ncL:

paru mmunoblot. £l inmunoblm sc

s-metanol- ;,Iicinn, 50/25/12 |)/p) en:

] morfolo;.icus son los reportados por Niemela 1995 y
Mor.llcs Goululw. y cols. 19‘)‘) i1 mdicc mitético fue evaluado en microscopio aptico

(Olympus, CH-30), y sc¢ reporto segiin ¢l numero de células en mitosis, acantosis
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(perdida de udhcsion Inlrncelular, que producc Ia scpurncu‘m de las células epiteliales

y uumun.mdo I.l nimero: dc cclulus con anormuhdad). inﬂamucwu crénica (es la

|)rcscnuu dc nfoc os), ulccr.lclon( c.s ln tra ucmn dc Ia qucr.uohialmn y una

hunorr.l;,i:l), h )crqucmm s( [ el 'lumenlo d(_ qucrnun.l). qucralohlulma (es ln

os por «.l pro;.,rnm'\ E\cc pur.l Microsol‘t (vcrsion .0), v se

Aspectos de l)l()«.gurnd.ld. i

El presente |)rotocolo dc im' 'aciun se rcql 20 (Ic '\cucr(lo con los crllcrlos. normas,

¥y reglas que Ll umutc dc. lnoc. |c'| y sc;,uimicnto Im detérminado en la FES-Iztacala.
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Expectativas
Con este Lstudio probablemente se c.ncucnlrt, uno dc los’ mu:.milimos dc accion del

ctanol que afcu'l ala mucosa dc |.l cuvndnd l)uc.xl quc cstcn mvolucrundo al snstcmu

de la en ll quc su«dcsrcguluclon ocasnonc

B

Zima - alcohal * deshidr chis

alteracion de la normxllldud d(. esta mucos y ocnmouc ala Iarg,u un proceso mulq_,no,

coma el cincer bucul.

Materiales,
e ' Bioterio de Ia FES mnculn'*
. Luborulorlo de quunmcn Mt’.dlcn. a car;,n ‘del Dr.’ .losc Anlonio l\‘lnrnlcs, en

ln FES |1tucnla, UNAM.

Recursos l‘mmuu‘o

- l)ona(wos d(. Ios proycctos a cargo del Dr. Josc Antonio Mornlcs Gonzillez, en

Ia F LS I/lxlcul'l (UN;\M)
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RESULTADOS

Los resultados’ oblcmdm en - csn prolocolo dc mvcsugac'on con rcspccto a la

llll) (l(. ctunol l|0 se- encuentran

imagen 6 con scmanus 10 (|(. tral.umunto cronico de ctanol se aprecia la inflamacion

¢n una toma mads cercana. Y la toma de la imagen 7 en [a semana 12 de tratamiento
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cronico de etanol se observa desde oti'o punto de vista la acantosis avanzada, la gran
acumulacién de inflamacién y 1a ulccrncién. Asi como también cn las imigenes 8 y 9
se pucde observar considcrablemcnte la inflamacién, sin embargo, 1a imagen 8 cs Ia
semana 10 y Ia im.lgcn 9es n Ins 12 semanas en donde se ve mas la inflamacién. En Ia
imagen 10 corresponde al (r.namicnlo crénico de etanol, se identifica la zona donde ya

esta lavilcera y Ia zona donde gl tejldo esta aparentemente sano.

Tabla 111: Estudio microscépico en ratas con tratamiento crénico de ectanol por

semanas.

i UG Tt

Regeneracion

-

A WA N

L -2 - BN |
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Tabla 1V: Estudio microscépico en ratas sin tratamiento de etanol.

inflamatoria Acantosis

te

Regeneracion

O ® i ot &L N e

o
1]
L]
1]

,‘].‘ ’ :
.12 g . B S .

_Tabla V: Estudio microscopico en ratas con tratamiento crénico de ctanol,

Semanas de Hiperqueratosis

tratamicnto

-

LT -BEES B - N Y N T

-
N e O
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‘Tabla VI: Estudio microscépico en ratas sin tratamiento de etanol "
Semanas de Queratchialina Fibrosis lllperqlurnﬁlds o
tratamiento

e BRI B M W N e
1
1

9yt R - - -
12 - - -

Emagen 1. Muestras control de mucosa de la cavidad bucal, mucosa sana (flecha blanca),
Miisculo (Necha azul), con un aumento de $5X.
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Imagen 2. Muestras de mucosa con tratamiento cronico de etanol a la 4 semana,
Presentando Inflamacion ++ (flecha rosa), iniclo de ulceracion (flecha azul), Inicio de queratohialina

(Flecha verde) acantosis (flechy roja), con un sumento de 45X,

Imagen 3. Muestras de mucosa bucal con tratamiento cronico de etanol a la
6 semanas. En donde se muestra, 1a inflamacion ++ (flecha rosa), queratohialina (ffecha verde),
Hiperqueratosis (lechs blanca), misculo con inflamacién (flecha azul) y acantosis (flecha roja).

Con un aumento de 4SX.

~ TRSIS CON
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Imagen 4. Muestra de 1a mucosa de 1a cavidad bucal, en un tratamiento crénico de etanod
A 1a 8 semana, observandose acantosis (ltecha rojo), inflamacion (Mecha rosa), queratosis(flecha verde),

Queratohialina (flecha café) y misculo (flecha azul), con un sumento de 45X,

Imagen 5. Muestra de mucosa de la cavidad bucal con tratamiento crénico de etanol
A la 10 semana en donde se observa inflamacién+++ (flecha rosa), acantosis (flecha roja),
Queratohialina (flecha café), hiperqueratina (flecha amarillo) y musculo (flecha azul).

Con un aumeato de 45X.
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Imugen 6. Muestra de mucosa bucal en un tratamiento crénico de etanol
A l1a 10 semana en donde se muestra, inflamaciéon +++ (flecha rosa) y misculo

{flecha azul) con un aumento de 45X,

Imagenes 7. Mucstra de mucosa bucal en un tratamiento crénico de etanol
12 semanas en donde se observa inflamacién ++++ (flecha verde), musculo (flecha azul obscuro)

Quecratina (flecha azul claro) y acantosis +++ (flecha roja), con un sumento de 65X.




31

Imagen 8. Muestras de mucosa bucal con tratamicnto crénico de ctanol 12 semanas
En donde se observa, inflamacion +++ (flecha rosa), hemorragin+++ (flecha negro) y tlcera+++

(flecha azul) con un aumento de 65X,

Imagen 9. Muestra de mcosa de la cavidad bucal a2 las12 Qnﬁna én dmrdlr.‘ ae‘o;uervn

Inflamacién ++++ (flecha rosa) y hemorragia +++ (flecha negra). con un aumento de 65X.
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Imagen 10. Muestra de 2a mucosa de la cavidad bucal con tratamicato erdnico
De etanol de 12 semanas, en donde se observa  mucosa normal (flecha blanca),

Inflamacién+ (flecha rosa) y tlcera (flecha azul), con un aumento de 65X.

Actividad enzimitica de ADH clase III.

En la Figura 1, se observa que en la 1 y 2 semana se mantuvo la actividad en 10
nmol/min/mg pero en Ia 3 semana tendié a aumentar a 20 nmolV/min/mg y fue
progresivo ya quc de Ia 4 a la 10 semana existié un incremento considerable de S0
nmol/min/mg, sin embargo se mantuvo estable hasta la 12 semana con $5
nmol/min/mg como se muestra en la Figura.l. Sin embargo, de la 1 a la 3 semana se
encontré en 10 nmoVmin/mg y a partir de la 4 a la 12 semana se mantuvo estable en

un promedio de 20 y 25 nmol/min/mg con las ratas sin tratamiento de etanol como lo

representa Ia Figura 2. Estos datos se pued jemplificar de una mejor manera en la
Figura 3. En donde alcanza su punto pico a [2 11 semana con 55 nmol/min/mg con el

tratamiento crénico de etanol, a diferencia de las ratas sin tratamiento alcanzo su

punto pico en ia 4 con 20 les/min/mg. De la figura 1 a la 3 se puede
observar como fue el incremento de actividad enzimitica durante un tratamiento

crénico de etanol.
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Semanas de tratamiento conico de etanol.

Figura 1, Actividad de la enzima atcohol Deshidrogenasa clase (11, con un tratamiento crénico
De etanaol, en donde cada barra significa In actividad de Ia ADH clase 1 (del dia 7 hasta ¢l dia 84)
durante un tratamiento crénico de etanol, Todos los valores son expresados como promedio mas
menos error estindar, tomando en cucnta uua * p < 0.001, como estadisticamente significativo, con

respecto al grupo control.
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Figura 2.Actividad especifica de Ia enzima alcohol deshidrogenasa clase I11 ¢n cada
una de Ias barras son consecutivos los dias, sin tratamiento crénico de etanol. Todos

los valores son expr 10s como pr fio mdis menos ervor estdndar, tomando en cuenta

una *p < 0.001 como estadisti rnte sig vo,

a3

~TESIS COV
FALLA_DE ORIGEN




34

90
80

+ *
+ *
70 - ) +
60 - +
50 -
40
+
30 -
20 - [I
10 4
O,EI__El,_[I,_TTT¢T,,___
7 14 28 35 42 49 56 63 70 77 84

Dias de tratamiento crénico con y sin etanol

0 Control & Etanol

Figura 3, Actividud de ADH clase 111 durante un teatamiento crénico de etanol (barra obscura).
en comparacion con las que no se les administro ctanol (barra blanca). Todos Jos valores son
N

expr como promedio mds menos error estdndar, tomando en cuenta una * p <0.001
como estadisticamente significativo, Con respecto al grupo control,

Actividad de ADH
{nmol/min/mg)

Cantidad de proteina de ADI clase 111 por Western blot

Grafica 4. Con respecto a los resultados obtenidos por Ia téenica de Western blot de la
enzima ADH clase 111 se encontré un incremento en las proteinas con tendencia a
aumentar, presentando un punto pico en Ia 8 semana y estos niveles fueron
decreciendo hasta concluir Jas 12 semanas del tratiumiento de administracion crénico
del ctanol. E$ decir existe una relacion entre ADH clase 111 y la proteina total de ADH
clase Il en los modelos experimentales en el tratamicnto crémnico de etanol, sin
embargo no sucede ese incremento en las mismas semanas de la cantidad de proteina
de ADH clase 11 y de actividad de ADH clase 111 cn las muestras. Aqui se muestra en
Ia grafica 4 y también en la fotografia 1. En donde se muestra el grado de intensidad

de la proteina por Western blot.
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Peso molecular  Estandar

Semanas de tratamlento crénico de etancl por Western blot

1 2 3 - s L3 ?

Comeol

s B

H
o
|+

Unidades arbitradas.
N
(6]

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Semanas de tratamiento crénico de etanol.

Figura 1: Andlisis de Western blot de kn ADH clase 11 en ratas con tratamiento conico de etanol (de Ia

barra 2 a la barra 9) y sin tratamiento erénico de ctanoel (solo la barra 1), este tratamicnto crénico de

ctanol fue durante 84 dias (12 semuanas). En el panet A, :m'illsls rcprcscnlall\o por Western blot cn la

proteina ADH clase IT1 y en el panel B es 1a i6n repr iva por analisi
desintometreico.Utilizando la prucha de ¢ de student.en donde todos los valores son expresados como
promedio mis menos error estindar, tomando en cuenta una *p < 0.001 como estadisticamente
significativo. Las graficas fucron analizadas con ¢l programa Alpha imager de Multilmage Light
Cabinet,
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Esténdar

Paso molecular
Semanas de tratamiento crénico de etanol por Western Blot

83
62

Unidades Arbitrarias

10 11 12
Semanas de tratamiento crénico de etanol.

a
o

Figura 2: Andlisis de Western blot de 1a ADH clase [11 en ratas con tratamiento cénico de ctanol (de la
barra 2 a la barra 5) y sin tratamicnto crénico de ctanol (solo Ia barra 1), este tratamicnto ¢rénico de
ctanol fue durante 84 dias (12 semanas). En ¢l panel C, andlisis representativo por Western blot en la
proteina ADH clase [y en el panel D es 1a cuantificacion representativa por andlisis
desintometrico.Utilizando 1a prueba de ¢ de student.en donde todos los valores son expresados como
promedio mAs menos error estidndar, tomando en cuenta una *p < 0.001 como estadisticamente
significativo. Las graficas fucron analizadas con ¢l programa Alpha imager de Multilmage Light
Cabinet.
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DISCUSION

Se tienen u'ldcncius quc cl alcohol danu al orgauimm cn general, y especialmente al
1999),

higado (Mornlcs-Gonmlu y cols! po ‘ser este el érgano que metaboliza en su

s quc esta molécula, probablemente sea

lo

en un tratamicento crénico como

: bilcul

an Ios cstudlos d C

menciona

blot, asi también como ln célul.ls dL este tcjldo se ulcucntr.n una nlteruc on como lo

'I‘fclm y cols. 1998), mcncionnndo quc. (odm Ios

II‘IllC()

Waestern blot se cncucnlr.l un mcrcmcnto dc cs

en’ |'l '1cnnlosis sc prcscnt.l cnmblo sig.,nil‘cnln'o a partir

de Ian 9 scmun.:, ] 'mdo obsu'\amos Ia regeneracion no existen

modificaciones en ning,uno de los dos |.,rupos, LSIO se pucdc observar cen la tabla 1-2,

con respecto a la tabla 3 y4 se puulcu rcﬂc.j.lr cambios morfologicos importantes en
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cuanto a la fibrosis que se hace mids notoria a partir de la 6 semana hasta la semana
12, Con’ rcspccto u 1a hip(.rqucruloms no existen camblos .sl;.,ml’cuuvos, pero sin

cmbar;o cxislc una u.ndcnciu Q. aumul(ar lmsta las IZ umanus, en las ratas sin

nol |m [ sturon cumbios si;.,uil‘c.un'os, como se pucde

lrut.unu,nlo cronlco ‘de”

mos(r r

corlo que cl quc s¢ lcs dio'n nucslros modclos cxpcrimcntnlcs.

En los mccmusmm obscrvﬂdos dl.‘l metabolismo del alcohol,

en ¢l esofago, In cabcla yel cucllo. con un.l admml tmclon eruca dL nlcnhol como es

reportado por lhroki Txmalu ¥ cols, 1999

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




39

CONCLUSIONES

La alcohol dLshulro;,ums.x cl.m. lll sc. mcrcmtnlo en cxmlidad actividad 'y cambios

nmrfologmus a nivcl cclul.nr dum tc un Lunsumo LroniLo dc clanol.

prob.lblcmcnlc seun un fau()r de’ri

esclarecer este lcnomcno p tolo

1a ingesta de ctanol pucdc .m un a los Hfectos, lu\m.os durnnl un consumo 4

ctanol, ya que los indi ad()l‘t;

sean

indicadores en::

suposicio
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RECURSOS DISPONIBLES

lHumanos

e Dr.José Antonio Morales Gonzilez. Doctor en Cicncias Biologicas, UNAM
e . 'Dr, José Gutiérrez Salinas, Doctor en Bioquimica, UNAM
e Aileen Bueno Cni'droso. Tesista

Materiales - ;
. Blotcrlo de In I‘LS llecaIu ' :
L L.uborntorio dc Bloquumcn Me(hcn, a cargo del Dr. Jusv. Antonio Morales, ¢n
la FES llluc'lln. UNAM. : :

Recursos linancieros.

L l)unutlvos de los proycc(os a CJI‘L,O dLl Dr. Jusc Antomo Morulcs Gonzalez, en
IaFF LS I/(ncaln (UNAM)
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