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Modificaciones calcio dependiente de radicales
libres en sinaptosomas de corteza frontal de ratén
por la ingesta cronica de alcohol

Maria Dolores Mayas', Maria Jesis Ramirez-Expdsito?, Manuela Cobo?,
Bernardo Camacho?, Maria Jesus Garcia®, Pilar Carrerad,
José Manuel Martinez-Martos?

RESUMEN

El presente trabajo analiza los efectos del consumo
cronico de etanol sobre diferentes parametros que
inducen estrés oxidativo y sobre el comportamiento
bioenergético de los sinaptosomas; ya que es bien
conocido que el consumo excesivo o crénico de
alcohol se asocia a diferentes procesos degenerativos
e inflamatorios en el sistema nervioso central (SNC),
ademas de producir un efecto depresor sobre diferentes
centros nerviosos inhibidores. Esto puede ser debido
al aumento de fluidez en las membranas y/o a cambios
en la funcién de las proteinas que se insertan en ellas.
Material y métodos: se determinan la formacion de
radicales libres, el nivel de peroxidacion lipidica y el
grado de oxidacion de proteinas como indices del estrés
oxidativo, y la actividad mitocondrial como indice del com-
portamiento bioenergético en sinaptosomas de corteza
frontal de ratones controles y ratones que tomaron
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etanol, en situaciones basales y despolarizantes (K*
25 mM), en presencia o ausencia de calcio en el medio.
Resultados: se observé un incremento en la formacion
de radicales libres tras la ingesta de etanol en presencia de
calcio en el medio, que no se relacion6 con incre-
mentos en los niveles de peroxidacion lipidica ni con
oxidacion protéica. Tampoco se encontro relacion entre
la actividad mitocondrial y la formacion de radicales li-
bres, como habia sido observado en estudios previos,
realizados in vitro. Conclusion. el presente estudio
demuestra que la ingesta in vivo de alcohol provoca
alteracion en los que el Ca parece ser un factor deter-
minante.

Palabras clave: sinaptosomas, peroxidacion lipidica,
oxidacion protéica, radicales libres.

CALCIUM-DEPENDENT MODULATION OF FREE
RADICALS VALUES IN MICE IS FRONTAL
CORTEX SYNAPTOSOMES BY CHONICAL

ALCOHOL INTAKE

ABSTRACT

The aim of this work is to study the effects of chronic
ethanol intake on several parameters which promote
oxidative stress and modify bioenergetic behaviour. It
is well known that both acute and chronic ethanol intake
induce a variety of neurological damages on the central
nervous system and produce a depressor effect on
several inhibitory nervous centers. This can be due to
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the high membrane fluidity or changes in the function
of membrane-bound proteins. Material and methods:
free radical generation, lipid peroxidation and oxidation
of sinaptosomal proteins, as an index of oxidative stress,
and the mitocondrial activity, as an index of bioenergetic
behaviour, were determined in frontal cortex synapto-
somes of control and ethanol-fed mice, under K* basal
and despolariced conditions, in the presence or
absence of calcium. Results: an increase in free radicals
generation is observed after ethanol intake in presence
of calcium; and this is not associated to an increase in
lipid peroxidation or protein oxidation levels. There is
no relation between free radicals generation and
mitochondrial activity. Previous in vitro assays carried
out in our laboratory showed a relation between free
radical generation and mitochondrial activity.
Conclusions: this work shows that ethanol intake
produces toxicity sisgn that are related to the alteration
of several oxidative stress parameters, and these
oxidative stress values seem to be modified by a calcium-
dependent mechanism, where high calcium levels could
be the significant responsible.

Key words: synaptosomes, lipid peroxidation, protein
oxidation, free radicals.

| alcohol etilico o etanol (EtOH) es la sustan-

cia psicoactiva mas utilizada en el mundo des-

pués de la cafeina. Su consumo excesivo o
créonico esta asociado a numerosos procesos
degenerativos e inflamatorios en el SNC, ademas de
provocar un efecto depresor sobre diversos centros
nerviosos inhibidores'®. Esto ha dado lugar a la bus-
queda de métodos para tratar la dependencia al
alcohol. Muchos estudios se centran en los efectos
del alcohol para modificar la fluidez de las membranas
y alterar la funcién de las proteinas que se insertan en
ellas™ y otros en el papel de las rutas neuroquimicas
y los neurotransmisores implicados en esta adiccién®'216,
Sin embargo, no se conoce bien como actia el alcohol
a nivel del SNC, ni la naturaleza exacta del alcoholis-
mo como proceso patoldgico.

Los sinaptosomas se han utilizado para com-
prender los mecanismos neuroquimicos que subyacen
a las funciones cerebrales, incluyendo la liberacion y
recaptacion de neurotransmisores'’?, la homeostasis
del calcio libre intracelular®22, los estudios de segundos
mensajeros o proteinas® y el metabolismo energéti-
co?*25, Estos estudios incluyen las variaciones del
estado funcional de esta fraccion subcelular depen-
diendo de su despolarizacién con K* o su activacién
con diferentes sustancias®. Ademas, muchos estudios

246

describen el estado metabdlico de las mitocondrias
sinaptosomales de roedores como un factor clave en
disfunciones cerebrales diferentes tales como forma-
cion de especies reactivas de oxigeno peroxidacion
de lipidos de membrana®, envejecimiento®, neuro-
toxicidad inducida por drogas®, intoxicacion cronica®
e isquemia®'. Parametros tales como: la formacién de
radicales libres de sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARS, del inglés: thio barbituric acid
reactive substances), el indice de los niveles de
peroxidacion lipidica, el contenido en grupos car-
bonilo de las proteinas y el indice de la oxidacion
proteica informan sobre los niveles de estrés oxi-
dativo®2. El indice del estado funcional y de
comportamiento energético de sinaptosomas de cor-
teza cerebral de roedores, asi como la de proliferacion
celular y la citotoxicidad, se miden utilizando la sal
bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT)2s.

El presente trabajo evalla en la formacion de
radicales libres, de TBARS, el contenido de grupos
carbonilo de las proteinas y la actividad mitocondrial,
sinaptosomas de corteza frontal de ratén , en condi-
ciones basales y despolarizantes, en presencia o
ausencia de calcio.

MATERIAL Y METODOS

En los experimentos realizados en este estudio
se han utilizado 78 ratones macho de la variedad Balb/
C, con un peso medio de 28.9+6.1 g. Los animales
fueron proporcionados por el estabulario de los Ser-
vicios Técnicos de la Universidad de Jaén y estuvieron
acondicionados con un fotoperiodo dia/noche de 12
horas, y condiciones constantes de temperatura (20-
25°C). Se dividieron de forma aleatoria en dos grupos.
Un grupo recibié una soluciéon de EtOH al 15% duran-
te 30 dias y el otro grupo fue considerado como
control. Los animales dispusieron de comida y bebi-
da ad libitum. Los protocolos se llevaron a cabo de
acuerdo con la normativa 86/609/CEE de la Comuni-
dad Europea.

Obtencién de la fraccién de sinaptosomas

La fracciéon de sinaptosomas se obtuvo
siguiendo protocolos previamente descritos?s.
Brevemente, tras la muerte del animal por decapita-
cién, se extrajo el cerebro y se seccioné la parte
correspondiente a la corteza cerebral. El tejido obte-
nido, que se mantuvo a 42C durante todo el proceso,
se homogeneizo en sacarosa 0.32 M, utilizando un
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homogeneizador de émbolo de teflén. El homo-
geneizador obtenido se centrifugo a 2.000 g y se
recogio el sobrenadante, que se volvio a centrifugar a
30.000 g. Se elimind el sobrenadante y el precipitado
se resuspendio en sacarosa 0.32 M. Este volumen se
anadi6 sobre un gradiente de densidad previamente
preparado y se centrifugo a 30.000 g. Tras centrifugar,
se elimino el sobrenadante y se recogio el precipita-
do que aparecié en el centro del gradiente de
densidad. El precipitado obtenido, correspondiente a
la fraccion sinaptosomal, se resuspende en medio de
incubacién en presencia o ausencia de calcio o (EGTA
2 mM), ajustando el volumen para obtener una con-
centracion final de proteina de 0.5 mg/ml. Posteriormente,
los sinaptosomas se incubardn en condiciones basales o
despolarizantes con KCI 25 mM en un bafo a 37°C
durante 15 min. Después de este tiempo, se centrifugo
a 30.000 g y se resuspendio en el medio de incuba-
cion correspondiente para los distintos ensayos. La
fraccién sinaptosomal obtenida se verific6 mediante
técnicas habituales de microscopia electrénica.

Determinacion de la actividad mitocondrial

La determinacion de la actividad mitocondrial
en sinaptosomas se llevd a cabo utilizando la sal
tetrazolica MTT?5. Este compuesto es hidrolizado por
la enzima mitocondrial succinato-dehidrogenasa, ori-
ginando un compuesto azul oscuro que puede ser
cuantificado espectrofotométricamente, y que es un
indice del comportamiento bioenergético de la frac-
cion sinaptosomal utilizada. Tras la incubacion de los
sinaptosomas, estos se resuspendierén en medio de
incubacion con MTT 1 mM, en presencia o ausencia
de calcio. De cada muestra se tomé un volumen de
20ul, por triplicado, y tras incubar durante 30 min a
37°C, se paro la reaccion ahadiendo 100 ul de
isopropanol acido. Se agito la mezcla enérgicamente
y por ultimo se midié a un lado la longitud de onda
de 550 nm con referencia a una longitud de onda de
620 nm.

Determinacion de la formacién de radicales libres

La determinacion de la formacién de radicales
libres se llevd a cabo mediante una quimioluminis-
cencia. El cual se utilizan los potenciadores de
quimioluminiscencia fueron 5-amino-2,3-dihidro-1,
4-oftalazinediona marca (Luminol) o nitrato de bis-N-
metilacridina marca (Lucigenina) a concentracién
0.2 mM en medio de incubacién en presencia o ausen-
cia de calcio®. Los blancos de la prueba se realizarén
con medio de incubacion. Los resultados obtenidos se

expresaron en cuentas por minuto (CPM) y en porcen-
taje con respecto al control.

Determinacion del grado de peroxidacion lipidica

La determinacion del grado de peroxidacion
lipidica se llevo a cabo analizando el contenido en
TBARS®:. Brevemente, a un volumen de sinaptosomas
se le anadié el mismo volumen de éacido tricloroa-
cético (TCA) al 20%. Tras centrifugar, se recogio el
sobrenadante y se le afnadié el mismo volumen de aci-
do tiobarbitdrico (4,6-dihidro-xipirimidina-2-tiol) (TBA)
al 0.67%. La mezcla se hirvié durante 15 min y se dejé
enfriar a temperatura ambiente. Se midié y se leyé SUDO
a 532 nm de longitud de onda. Como blanco se utili-
z6 un volumen a partes iguales de TCA+TBA. Los
resultados obtenidos se expresarén en unidades de
densidad optica y en porcentaje con respecto al con-
trol.

Determinacion del grado de oxidacion de proteinas

La determinacion del grado de oxidacién de
proteinas se llevo a cabo analizando el contenido
en grupos carbonilos y dieno-conjugados aparecidos en
las muestras®. Brevemente, a un volumen de la sus-
pensién de sinaptosomas se le afnadio igual volumen
de TCA al 20%. Se centrifugd y se eliminé el sobrena-
dante. El precipitado obtenido se resuspendié en
2,4-dinitrofenilhidrazina acida 10 mM. A continuacién
se anadioé TCA al 20%. Seguidamente se centrifugd
y se desecho el sobrenadante. El precipitado obte-
nido se resuspendié en NaOH 1 My se incubi6 a 37°C
durante 15 min. Tras este tiempo, se centrifugd y se
midié el sobrenadante a una longitud de onda de
360 nm. Los resultados obtenidos se expresaron en
unidades de densidad 6ptica y en porcentaje con res-
pecto al control.

Anédlisis estadistico

Para analizar el efecto producido por el alcohol
sobre los niveles basales o estimulados con K+ 25 mM
en las diferentes variables estudiadas. Se utilizé el
analisis multiple de la varianza (MANOVA), seguido del
test de rango multiple de Newman-Keuls. Los valores
de P<0.05 se considerarén estadisticamente significa-
tivos.

RESULTADOS
Niveles de EtOH en suero
Los niveles de EtOH en plasma fueron de 120.26

+ 24.42 mg/dI.
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Efecto del EtOH sobre el comportamiento bioenergético
mitocondrial.

La actividad mitocondrial de sinaptosomas
de corteza cerebral de ratén en el medio de incubacion
con calcio no mostré6 modificaciones significativas
en condiciones basales en los grupos central y trata-
do con EtOH (figura 1A). Sin embargo, en ausencia de
calcio se produjé una disminucion significativa
(P<0.05) en un 16.55% (figura 1B). Tras la estimulacion
con K* 25 mM se observé un incremento significativo
(P<0.01) de la actividad mitocondrial en presencia de
calcio en un 16.28% (figura 1A). En ausencia de calcio
no se produjerén modificaciones significativas. En con-
diciones despolarizantes la ingesta crénica de EtOH
produjé una disminucion significativa (P<0.01) en un
25.81% en presencia de calcio en el medio, y de la
misma forma en un 34.81% en ausencia de calcio (fi-
gura 1B). En situaciones de ingesta crénica de etanol,
la despolarizaciéon actlia produciendo una disminucién
significativa (P<0.05) del 11.10% en presencia de cal-
cio (figura 1A). Por el contrario, en ausencia de calcio,
no se aprecian modificaciones significativas (figura
1B).

Actividad mitocondrial

a3 kL P
[P
'k Tk
an
u
!_ [ 4 1
. '
i . o
; L I . ] T
. I . . I l
3 - . - .
Hu e k10w Hamn 5 1=

Medio con calcio Medio sin calcio

Figura 1. Efecto de la ingesta cronica de EtOH sobre la actividad
mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de raton, en condi-
ciones basales y despolarizantes, en presencia (A) o ausencia (B) de
calcio. Los resultados se expresan en unidades de densidad dptica (Me-
dida = SEM; *P<0.05; **P<0.01; n = 11).

Efecto del EtOH sobre los niveles de radicales libres

Efecto del EtOH sobre los niveles de peroxidacion lipidica

El analisis de la ingesta crénica de EtOH sobre
los niveles de TBARS, como indice de peroxidacion
lipidica, de sinaptosomas de corteza cerebral de raton
en presencia de calcio en el medio de incubacién no
muestra modificaciones significativas tanto en condi-
ciones basales como en condiciones despolarizantes
(figura 4A). Sin embargo, en ausencia de calcio en el
medio de incubacién la ingesta crénica de etanol pro-
duce un incremento significativo (P<0.01) de los
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Figura 2. Efecto de la ingesta cronica de EtOH sobre la produccion de
radicales libres en sinaptosomas de corteza frontal de ratén, en con-
diciones basales y despolarizantes, en presencia (A) o ausencia (B) de
calcio en el medio de incubacion utilizando luminol como potenciador
de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se expresan en
cuentas por minuto (CPM) y en porcentaje con respecto al control
(Media=SEM; **P<0.01; n=11).
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Figura 3. Efecto de la ingesta cronica de EtOH sobre la produccion de
radicales libres en sinaptosomas de corteza frontal de ratén, en condi-
ciones basales y despolarizantes, en presen-cia (A) o ausencia (B) de
calcio en el medio de incubacion utilizando lucigenina como
potenciador de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se ex-
presan en cuentas por minuto (CPM) y en porcentaje con respecto al
control (Media=SEM; **P<0.01; n=11).
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Figura 4. Efecto de la ingesta cronica de EtOH sobre los niveles de
peroxidacion lipidica TBARS en sinaptosomas de corteza frontal de
raton, en condiciones basales y despolarizantes, en presencia (A) o
ausencia (B) de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se
expresan en unidades de densidad Optica y en porcentaje con respecto
al control (MediatSEM; **P<0.01; n=11).
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niveles de TBARS del 71.24%. De la misma forma, la
estimulacion con K+ 25 mM también produce un incre-
mento significativo (P<0.01) del 102.07% sobre los
niveles basales. En situacion de ingesta cronica de
etanol y tras la despolarizacion, en ausencia de calcio
en el medio de incubacion, se observa un descenso
significativo (P<0.01) del 46.95% de los niveles de
TBARS. De la misma forma, en condiciones despolari-
zantes la ingesta cronica de etanol disminuye los
niveles de peroxidacion lipidica en un 53.04% (P<0.01)
(figura 3B).

Efecto del EtOH sobre los niveles de oxidacion de
proteinas

El andlisis de la ingesta cronica de EtOH sobre
los niveles de oxidacion de proteinas de sinaptosomas
de corteza cerebral de ratén en condiciones basales
y en presencia de calcio en el medio de incubacion
muestra una disminucién significativa (P<0.01) del
36.21%. Sin embargo, tras la despolarizaciéon no se
observan modificaciones significativas tanto en situa-
ciones control como en situaciones de ingesta cronica
de EtOH. En condiciones despolarizantes la ingesta
cronica de EtOH produjo una disminucion significati-
va (P<0.01) de los niveles de oxidacion de proteinas
en un 43.74% (figura 5A). Por otro lado, en ausencia
de calcio en el medio de incubacién no se observan
modificaciones significativas en ninguna de las situacio-
nes experimentales (figura 5B).
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Figura 5. Efecto de la ingesta créonica de EtOH sobre la proteica de
sinaptosomas de corteza frontal de raton, en condiciones basales y
despolarizantes, en presencia (A) o ausencia (B) de calcio en el medio
de incubacion. Los resultados se expresan en unidades de densidad
optica y en porcentaje con respecto al control (Media = SEM;
**P<0.01; n=11).

DISCUSION

El presente estudio demuestra como la ingesta
in vivo de alcohol provoca algunos signos de toxicidad
que quedan evidenciados por la alteracion de diversos
parametros que son indicadores de los niveles de
estrés oxidativo.

Aunqgue esté bien descrito que el consumo cro-
nico de etanol durante largos periodos de tiempo
puede dafnar directamente el sistema nervioso®* bien
por él mismo, por medio de su metabolito oxidativo
acetaldehido®3¢ o bien a través de sus metabolitos no
oxidativos tales como los etilésteres de acidos
grasos® o el fosfatidiletanol**“°, resultados previos de
nuestro laboratorio han demostrado escasos signos
de toxicidad tras la administracién de etanol in vitro
824142 Sin embargo, en el presente trabajo aparecen
signos algo mas relevantes de toxicidad tras la ingesta
de etanol in vivo.

Asi, tras la ingesta de alcohol in vivo, y utilizan-
do lucigenina como potenciador de la senal de
quimioluminiscencia, no se detectan variaciones en la
formacién de radicales libres (en especial el anién
superéxido; O,) en condiciones basales e indepen-
dientemente de la presencia o no de calcio en el
medio. Pero si que aparece un incremento en la forma-
cidon de radicales libres tras la ingesta in vivo de
alcohol en condiciones despolarizantes y en presencia
de calcio en el medio de incubacién, pero no en ausen-
cia de él. Cuando se utiliza luminol como potenciador
de la sefal de quimioluminiscencia, la ingesta de alco-
hol in vivo provoca un incremento en la produccion de
radicales libres (debidos preferentemente a los single-
tes de oxigeno; '0,) tanto en condiciones basales
como en condiciones despolarizantes, si bien esto
sOlo tiene lugar en presencia de calcio en el medio de
incubacion.

A diferencia de lo que sucedia en los experi-
mentos realizados in vitro 32442 donde se observaba
un incremento de la formacion de radicales libres a
causa del incremento de la actividad mitocondrial en
condiciones basales, mientras que en condiciones
despolarizantes el incremento de actividad mitocon-
drial no se correspondia con el incremento de los
radicales libres debido a que los mecanismos antio-
xidantes que actian normalmente fueran capaces de
anular el leve efecto que parece ser inducido por el
alcohol en esas condiciones experimentales, la ingesta
de alcohol in vivo no modifica la actividad mitocon-
drial en condiciones basales en presencia de calcio, e
incluso la disminuye en ausencia de calcio, mientras
que en condiciones despolarizantes la ingesta de al-
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cohol in vivo, tanto cuando el medio contiene calcio
como cuando no, la actividad mitocondrial disminuye.
Es probable, por tanto, que los radicales libres detec-
tados tras la ingesta de alcohol in vivo sean
consecuencia directa de la accién del alcohol e inde-
pendientes de la actividad mitocondrial. De hecho,
otros autores también han descrito que la ingesta cro-
nica de alcohol potencia la formacién de radicales
libres a nivel cerebral®.

Por otro lado, tras la ingesta de alcohol in vivo
tampoco se detecta peroxidacion lipidica en los
sinaptosomas ni en condiciones basales ni en condi-
ciones despolarizantes cuando el medio contiene
calcio. Sin embargo, el contenido en grupos carbonilo
de las proteinas, y en contra de lo que cabria esperar,
disminuye de forma acusada. Es muy probable que
esta disminucion en el contenido de grupos carbonilo
de las proteinas tras la ingesta in vivo de alcohol sea
consecuencia de posteriores modificaciones en estas
moléculas no relacionadas con fendmenos neu-
rotoxicos. De hecho, se han descrito alteraciones
estructurales de las proteinas que alteran su conteni-
do en grupos carbonilo por procesos de glicosilacién
tanto enzimatica como no enzimatica*. El papel del
alcohol en estos procesos necesita de una investiga-
cién mas profunda. Sin embargo, es muy interesante
destacar como tras la ingesta de alcohol in vivo si
se detectan niveles elevados de peroxidacion lipidica
en condiciones basales cuando el medio no contiene
calcio, fendmeno también descrito por Montoliu, et
al*®, y esto puede ser debido a otros radicales libres
distintos de las especies reactivas al oxigeno o del i6n
hidroxilo (OH"), que no parecen ser detectados por los
potenciadotes de la senal quimioluminiscente luminol
y lucigenina*, utilizados en el presente estudio. No
obstante, este incremento en los niveles de pero-
xidacion lipidica tampoco modifica el contenido en
grupos carbonilo de las proteinas. Y por el contrario,
en condiciones despolarizantes y en ausencia de cal-
cio en el medio, los niveles de peroxidacion lipidica
encontrados tras la ingesta de alcohol in vivo son muy
bajos. Normalmente, las células estan equipadas con
mecanismos de defensa antioxidativos de muy diver-
so tipo, que van desde moléculas de bajo peso
molecular como el glutatién, los tocoferoles o la vi-
tamina E, hasta sistemas enzimaticos mas complejos
como el de la SOD o el de la catalasa. EI manteni-
miento de un adecuado equilibrio entre elementos
prooxidantes y antioxidantes se puede ver alterado de
muy diversas formas como consecuencia de la accion
del alcohol“.

Nuestros resultados, en cualquier caso, apuntan
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hacia un papel destacado de los niveles de calcio
en estos indicios de toxicidad imputables al alcohol.
En este sentido, también se ha descrito que el etanol
es un inhibidor potente de la funcion del receptor
NMDA en una variedad de preparaciones neuronales
de cerebro y neuronas en cultivo. El etanol inhibe las
corrientes cationicas via receptor NMDA* y de una
forma menos extendida via receptor AMPA®®, pro-
duciendo depresién del incremento del calcio
intracelular®, lo cual puede ser responsable de los pe-
quefnos signos de toxicidad encontrados tras el
tratamiento con etanol.
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