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EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA DISTRIBUCION DE Mn®4 EN
HIGADO Y OTROS ORGANOS DE CONEJO

Salvador Gonzalez* y Ernesto Bonilla**
RESUMEN

Se estudib el efecto del gtilismo agudo y cronico so-
bre la distribucion de Mn®? en higada' y otros drganos
de conejos.

El etilismo agudo disminuye Ia fijacion de Mn54 en
higado y bazo (epm/y de tejido hiimedo) y aumenta la
concentracion hepatica de triglicéridos.

El etilismo cronico disminuye Ia fijacion de Mn94 en
higado, rifion, hazo, intestino, corazon y sistema nervio-
so central. En higadoe, al comparar las muestras con sus
respectivas controles, a concentracion de triglicéridos
no varia v las proteinas disminuyen, por lo que se ohtie-
nen_valores no significativos al expresar la fijacion de
Mn54 en funcion del contenido proteico. Se demostrd
una relacion directa, tanto en las muestras como en los
controles, entre la concentracion de proteinas y el Mn54
fijado en higado, Es posible que la administracién cré-
nica de etanol, al disminuir los sitios de fijacion {protei-
nas), condicione una rapida saturacion con el mangane-
so frio proveniente de la dieta y, por consiguiente, una
menor fijacion del Mn54 a los tejidos.
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INTROGDUCCION

Se han demostrado variaciones significativas en la concentracién de
manganeso en el parénquirma hepatico después de la ingestidn cronica de
etanol o de dietas deficientes en colina (2, 3, 12, 20). La ingestidn cranica
de etanol incrementa los niveles de manganeso en higado (a, 20), posible-
mente debido a una mayor absorcidn del metal (20). La colina ha sido im-
plicada en el transporte intestinal de manganeso (12) y su deficienciaen la
dieta disminuye la concentracion de manganeso en higade, por inhibicién
del transporte intestinal del metal (3, 12). Se ha sugerido que el descenso
en la concentracion del manganeso hepatico pudiera ser un factor causal
en {a patogenia del higado graso producide por dietas deficientes en coli-
na 12). Como se vé, estos dos factores, implicados en la patogenia del hi-
gado graso (etilismo y deficiencia en colina), tienen efectos opuestos sobre
la concentracion del manganeso en higado (2, 3, 12, 20).

En el presente trabajo se estudid el efecto de la administracion aguda y
cronica de etanol sobre la distribucidn e incorporacion de Mn5% en higado
y diferentes drganos, con el propdsito de obtener una mayor informacion
concerniente a las interrelaciones alcohol-manganeso en ambas condicio-
nes experimentales.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 24 conejos, los cuales fueron divididos en dos series expe-
rimentales Etilismo Agudo y Etilismo Cronico.

El isdtopo se administrd por via parenteral con el ohjeto de demaostrar,
libre de influencia transmural, el efecto del etanol sobre la fijacién de
Mn54 en higado y diferentes drganos. ~

Etilismo Agudo. Catorce conejos jOvenes, de ambos sexos y peso prome-
dio de 2.214 + 360 g fueron divididos en 2 grupos de 7 animales {muestra
y control). Ambos grupos recibieron una dieta consistente en Conejarina
(Protinal, Maracaibo, Venezuela) suplementada con vegetales frescos. Al
grupo muestra se dej6 en ayunas por 12 horas y se le produjo etilismo agu-
do mediante la administracion endovenosa, a través de la vena marginal de
la oreja, de alcohol etilico absoluto (2 g/kg peso) diluido en igual volumen
de solucion salina fisiolGgica. La solucion alcohdlica se inyectd mediante
infusiébn continua de 5 minutos de duracion. La dosis fue suficiente para
provocar pérdida de la motilidad voluntaria durante 15 minutos, con re-
cuperacion parcial de la misma al cabo de una hora. Al grupo conirol {en
ayunas) se le administrd solucidn salina fisioldgica equivalente, en volu-
men, al utilizado de solucion alcohélica diluida. En cada sesidn de trabajo
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los conejos fueron procesados en parejas: una muestra y un control. Exac-

tamente 15 minutos después de la inyeccion de la solucion, a cada animal
le fue administrada, por via endovenosa, una dosis estandar de 5 uCi de
Mn54 diluido en 0,5 ml de solucién salina fisiologica, sequida de 2 ml de la
0ltima solucién. Los animales se sacrificaron por decapitacion, 60 minutos
después, previa obtencion de una muestra de sangre por puncion card faca.
Como anticoagulante se utilizd EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetate) a
razon de 1 mg/ml sangre. Inmediatamente se extrajeron, lavaron en solu-
cidn salina fisiologica fria, congelaron a -20°C y posteriormente se pesaron,
cada uno de los siguientes drganos: corazon, higado, bazo, rifién, segmento
distal del miembro posterior derecho (tejido periférico), sistema nervioso
central (SNC) (excepto médula) y un segmento de intestino delgado (20
cm a partir del piloro) cuyo lumen fue lavado con 40 ml de solucion sali-
na fisioldgica {lavado intestinal).

Etitismo Cronico. Diez conejos jovenes, de ambos sexos y peso promedio
de 2.310 + 200 g fueron divididos en 2 grupos de 5: muestra y contral.

Al grupo muestra se le administrg, ad libitum, en lugar del agua de bebi-
da, alcohol etilico disuelto en agua (3 g/100 ml), durante 3 semanas, al ca-
bo de las cuales |a dosis de alcohol se duplicd a 6 g/100 ml. Esta Gltima do-
sis se mantuvo por 4 semanas mas. El grupo control ingiri6 solamente agua
corriente. Cumplido el lapso sefalado, a cada animal se le administrd, por
via endovenosa, 5 uCi de Mn54 disuelto en 0,5 ml de solucidn salina fisio-
légica y luego se procedi6 de igual forma a la descrita en la serie correspon-
diente a Etilismo Agudo.

En ambas series se utilizd Cl,Mn®4 libre de transportador (Amers-
ham/Searle) y la radioactividad de los 6rganos fue medida en contador de
cuerpo entero tipo Armac (Packard Instrument Co., La Grange, lllinois).

Se prepararon homogeneizados de higado en 10 volimenes de sacaro-
sa 0,25 M pH 7,4y, en alicuotas del mismo, se determinaron: a) proteinas
totales por el método de Lowry y col. (14);b) triglicéridus por el método
de Fletcher (11) modificado mediante el uso de un blanco para cada mues-
tra {sin previa hidrdlisis con KOH); c) alcohol etilico (etanol) por el méto-
do de Bonnichsen-Theorell ¢s).

En el plasma se midid igualmente la concentracién de etanol por el mé-
todo de Bonnichsen-Theorell (¢) y la radioactividad se determind en un
contador de pozo (Packard Instrument Co., La Grange, Illinois).

Tados los reactivos utilizados fueron de un alto grado de pureza (para

analisis) y no ameritaron purificacidn ulterior.
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Para comprobar la-significacion estadistica de los resultados obtenidos
en fos controles y en los animales ohjeto de estudio, se determinaron los
valores de t (prueba t de Student) para cada drgano ). Se calculé el coefi-
ciente de correlacidn y la linea de regresion para demostrar la relacidn exis-
tente entre la concentracion de protefna y de Mn5% en el higado de los co-
nejos sometidos a etilismo cronice a).

RESULTADQS

Etilismo Agudo: En la tabla I se presenta la distribucién de Mnd4 en di- .
ferentes drganos. El orden de fijacion del usotopo a los Grganos vy tejides de
los animales contral fue el siguiente: higado > rifion > bazo > intesting >
corazon > tejidos perifericos > SNC > plasma. En los conejos sometidos a
etilismo agudo se observd un cambio en esta relacion a nivel del bazo, in-
testino y corazon {corazdn > intestino > baze), Al comparar las muestras
con sus respectivos controles se aprecia una disminucidn estadisticamente
significativa, en la fijacion del istopo en el higado (p < 0,02) y el bazo
{p < 0,001) de los animales inyectados con etanal,No se chservaron varia-
ciones significativas en los otros drganos estudiados,

TABLAL

ETILISMO AGUDO. DISTRIBUCION DE Mo EN DIFERENTES ORGANOCS ¥ TEJIDOS™

Sitema
Lavado Tejidos  Nervioso
Higade Rifon Baze Tjesting Intestinal®*  Corazon Perifericos  Cenirs) Plasma

Comrol 35002  4.060 21541 v 2408 12043 £ 652 BA68+554 13552429 697321030 eiZ+ 125 314129 225119
Muestza  23.546 2 2.819 19.849 £ 1.701 59612954 TH75 £ 815 1E7L 2898 8875+ 2)28 6042135 400192 240146

P <002 H.5 <OL0L N8 N. & NS H.8 N. & N.§

*  cpmigde tejilo himedo, Los valores representan las medias ¢ error estancar.

"

cpm/¥olumen de lxvado.

4 NG sgnificativo.

En la tabla Il se presentan los niveles de proteinas totales y triglicé-
ridos en higado. Las proteinas totales no experimentan variacion mien-
tras que los tnghcendcs aumentan (p <0,001) en todos los casos de eti-
lismo agudo.

En la tabla IV puede observarse que fos niveles de fijacion del isétopo
en higado permanecen invariables cuando se expresan en funcion del con-
tenido proteico {cpm/g de proteinas).

Le concentracién de etanol en las muestras resultd altamente significa-
tiva {p <0,001} al compararlas con sus respectivos controles, en Jos cua-
les no fue detectable. No hubo diferencias significativa {(t=1,46, p <0,2)
entre 1a concentracion de etanol en plasma (1,34 0,15 mg/g) e higado
(1,64 + 0,25 mg/g).
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TABLAYN

ETILISMO CRONICO. DISTRIBUCION DE Mna®4 EN DIFERENTES ORGANGS ¥ TENDOS™

Sistera
Lavadeo Tejwdos Herdioso
Higado Ruton Bazs Intesting intestingl ™™ Corazén Periférices CTentral Plasma
Comrol  29.030+ 2574 18747 + 575 10175 82 8354 - 661 428+ 212 5416221 363446 3624 127113
Muestra 18,083 ¢ 1618 14767 1824 7066 102 5618524 1087 (329 42512208 446444 24023 123427
<.0,001 <01 - 0,01 0,001 N.g. *** <0001 H.§. <001 N8

®

* cpmig de tejido humedo. Los valotes representan ias mediay ' errcr estandar

O epmuvolumen de lavada

*EA NS

ignificative

TABLA I

ETILISMO AGUDO Y CRONICO. PROTEINAS Y TRIGLICERIDOS EN HIGADO*

ETILISMO AGUDO ETILISMO CRONICO
Triglicéridos Proteinas Triglicéridos Proteinas
Control 5,53+ 0,48 20585+1145 552+1,55 236,20 £ 24,15
Muestra 1350+ 198 180,14 1313 567+1,02 160,00 + 7,60
P <0,001 N.§. ** N. 8. <0,002

x
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Los valores estan expresados en mg/g de tejido hiimedo y representan las medias +

el error estandar,
No siguificativo

Etilismo cronico: En la tabla |1 se presenta la distribucién de Mn54 en
diferentes drganos y tejidos. Se conserva el mismo orden decreciente de
fijacion sefialado en etilismo agudo, tanto en las muestras como en los
controles. Se aprecia disminucién en la fijacion del isétopo en la mayoria
de los 6rganos (higado, rifién, bazo, intestine, corazon y SNC). En plasma,
tejidos periféricos y lavado intestinal, fos niveles de fijacion permanecen
invariables,

En la tabla H1l puede observarse que, en oposicion al etilismo agudo, los
niveles de triglicéridos en tejido hepdtice no varian, mientras que el conte-
nido de proteinas disminuye hasta niveles estadisticamente significativos
(p < 0,002).



TABLA WV

ETILISMO AGUDO Y CRONICO. DISTRIBUCION DE Mn®% EN HiGADO*

. ETILISMO AGUDO ETILISMO CRONICO

cpmiq Tejido epm/g Proteina cpm/g Tejido epm/{g Proteina

Control 35002 + 4.060 164.327 + 15879 29.039 > 2.574 123544+ 1924
Muestra  23.546 2 2819 129,157+ 8.865 18.083 £ 1.618 112565 # 5654

P <002 N3.*™ < 0,001 N.S.

* Los valores representan las medias + el error estandar

** No significativos

Al igual que en el etilismo agudo, la fijacion de Mn54 en higado no su-
fre variaciones al expresaria en funcion del contenido proteico {Tabla V).
En el higado y el plasma de las muestras y de los controles no se detecta-
ron niveles de etanol,

Al calcular el coeficiente de correlacion entre la concentracién de pro-
tefnas y la radioactividad del higado se comprobaron valores significativos
para las muestras {+¢ =+0,90) y los controles (= =+099). En ambos ca-

, sos la linea de regresion calculada se muestra en la Fig. 1.
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Fig. 1.— Etilismo cranico. Correlacion entre fijacion de Mn¥ ¥ concentra-
cion de proteinas en higado.



DISCUSION

En concordancia con los resultados obtenidos por otros autores
(4, 7, 9), la mayor fijacidn del is6topo se localiza en higado y en otros 6r-
ganos metabdlicamente activos {Tablas | y ). Los bajos niveles plasmati-
cos de MnB4 observados 60 minutos después-de su administracidn, son de-
hide a una rapida incorporacion tisular del isdtopo ( 4, 7, 9).

Los resultados obtenidos demuestran que el etanol, 0 sus productos me-
tabélicos, interfiere con la fijacion de Mn 4 en diferentes Organos.

Etilismo Agudo.- En el etilismo agudo la disminucion en la fijacion del
isdtopo, observable en higado y bazo, podria explicarse por alteraciones en
la permeabilidad celular.

El pH tisular es factor importante en la fijacién de manganeso. La aci-
dez disminuye, in vitro, la fijacion de Mn94 en homogeneizados de higado
5). En tales circunstancias, cambios en el potencial redox NADH/NAD
con desviacion hacia la derecha en la relacion piruvato/lactato observada
en etilismo agudo (13, 19), podria igualmente explicar la menor fijacion
del isdtopo por disminucion del pH tisular. Sin embargo, es muy cuestiona-
ble gue se produzcan variaciones acentuadas del pH, in viva, como para al-
terar la fijacion de Mn54 a nivel del tejido hepatico.

El aumento de la concentracion hepatica de los triglicéridos, después de
la administracién de una dosis (nica de etanol, ha sido explicado en base a
una disminucidn marcada de la oxidacidn de los dcidos grasos ¢10). Sin em-
bargo, no hay que olvidar gue el etanol produce un aumento en la tasa de
sintesis de los acidos grasos y en la movilizacion de los mismos a partir del
tejido adiposo. Todos sstos factores condicionan un mayor aporte de éci-
dos grases al higado y producen, por consiguiente, un incremento en [a
sintesis de triglicéridos a nivel de dicho 6rgano (15).

Etilismo Cronico.- En la mayoria de los drganos hay descense significa-
tivo en la fijacion de Mn54, excepto en plasma, tejidos periféricos y lava-
do intestinal.,

Se ha demostrado que ei etanol, al favorecer la absorcidn intestinal, in
crementa los niveles de manganeso estable en el higado (3, 20). En nues-
tras condiciones experimentales es posible que sobredepdsitos de manga-
neso estable en higado, condicionen una menor fijacién de Mn54. En apo-
yo de tal suposicidn es importante recordar que en humanos sblo un 3%
del manganeso ingerido es absorbido (16) y que la alimentaci6n, suplemen-
tada con vegetales, garantiza un elevado contenido de manganeso en la die-
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ta (21). En tales circunstancias, es logico pensar que factores como el eta-
nol, al favorecer la absorcion de manganeso (2o, puedan incrementar con-
siderablemente su concentracion, no sblo en higado, sinc también en otros
organos. La demostracion de que tanto in vivo (8. 17, 18) COMO in Vvitro
(8), existe un equilibrio dindmico entre manganeso estable y Mn54, refuer-
za el concepto previamente expuesto de que sobredepositos de manganeso
gstahle condicionan una menor fijacién de Mn94_ In vivo ha sido demostra-
do que el Mn54, previamente fijado a los tejidos, puede ser desplazado
cuando se administra manganeso estable (s, 17, 18), y-se hasefialado que
- la adicion de MnClg a homogeneizados de higado incubados in vitro, dis-
minuye la captacion de Mn54 s,

La significacion estadistica del descenso en la fijacion de Mn94 se pier-
de cuando se expresa en funcion del contenido proteico; ésto es debido po-
siblemente a una disminucion en la concentracion de proteinas totales, La
configuracion de la linea de regresion y el hallazgo de coeficientes de co-
rrelacion significativos entre la concentracion de proteina y Mn54 fijado
en higado, tanto en controles como en muestras, sugiere una estrecha re-
lacién entre ambos parametros. La disminucion en los sitios de fijacion
(las proteinas), condicionaria una rdpida saturacidn con el manganeso
estable proveniente de la absorcion intestinal y una menor fijacion del
Mn%4 en el higado.

En los casos de ingestion prolongada de etanol se han reportado descen-
sos en la biosintesis de fosfatidilcolina en microsomas de higado de ratas
(22). Este descenso de fosfatidilcolina también podria relacionarse con ia
disminucion en la fijacion de Mn54 por menor disponibilidad de sitios de
fijacion (fosfolipidos) (s); problema éste semejante a lo que pasa con el
descenso en la concentracion de proteinas, observable en el etilismo cro-
nico,

SUMMARY

The effect of ethanol on the Mn54 distribution in liver and other organs
of rahbit. Conzdlez S. (Citedra de Bioquimica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela) and Bonilla E.- Invest. Clin.
17(2): 87-96,7 1976.- In this paper we describe the effect of acute and
chronic ethanol administration on Mn94 distribution in liver and other or-
gans of rabbit after the intravenous injection of the isotope. Acute ethanol
administration produced a decrease in Mn54 content of liver and spleen. In
the former it was also observed and increase in triglycerides concentration.
After chronic ethanol administration a significant drop in Mn54 content
was observed in liver, kidney, spleen, intestine, heart and the central ner-
vous system. Since liver protein content also diminished it is possible that
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any decrease in the sites of manganese binding (proteins) produces a quick
saturation of those sites with stable manganese coming from the diet so as
to produce a decrease in hepatic Mn54 uptake. No change in the concen-
tration of liver triglycerides was found.
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