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Resumen

El consumo crénico de etanol aumenta la actividad de
(Na+K)ATPasa en diferentes tipos celulares, a través de un me-
canismo mediado por especies reactivas de oxigeno (EROs). El
consumo moderado de vino tinto puede aumentar las defensas
antioxidantes ya que sus componentes no alcohdlicos actian
como atrapadores de EROs, quelantes de metales y moduladores
enzimaticos. La hipotesis del presente trabajo es que el efecto del
consumo cronico de etanol sobre (Na+K)ATPasa es abolido por
el vino tinto, siendo el objetivo disefiar un modelo experimental
que analice separadamente los efectos del etanol y de los compo-
nentes no alcohdlicos del vino tinto sobre la enzima. Ratas Wistar
se dividieron en tres grupos y recibieron por diez semanas: agua
(grupo control); etanol al 12.5% v/v (grupo etanol) o vino tinto
conteniendo 12.5% de etanol (grupo vino), como unica bebida.
Los riflones fueron utilizados para determinar lipoperoxidacion
y actividad de (Na + K)ATPasa, en corteza y en papila renal. El
etanol no modifico la lipoperoxidacién; sin embargo, la actividad
de la bomba aumenté en corteza y en papila un 25% y 68%,
respectivamente. El vino tinto disminuyd la lipoperoxidacion a
un tercio en corteza y a la mitad en papila, no observandose
variaciones en la actividad de (Na + K)ATPasa. Estos resultados
sugieren que el efecto estimulante que tiene el consumo cronico
de etanol sobre la actividad (Na+K)ATPavsa renal es suprimido
por el consumo de vino tinto. Los componentes no alcohélicos
podrian contribuir a este efecto a través de sus propiedades
antioxidantes. [Castillo RL, Carrasco RA, House M, Huerta
PA, Henriquez PA, Rodrigo RA. Efecto del consumo crénico de
vino tinto y etanol sobre la actividad de la (Na+K)ATPasa renal.
MEDUNAB 2003; 6(16): 10 - 14].
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Introduccion

La reabsorcién de sodio a lo largo del nefrén ocurre debido
en gran parte a la actividad de la bomba (Na+K)-ATPa-
sa, localizada en la membrana basolateral de las células
tubulares.!

Se ha comunicado que los efectos del etanol sobre la
bomba de sodio se traducen, durante el consumo agudo,
en una disminucién de su actividad,! lo que se asocia con
un aumento en los niveles de lipoperoxidacién.? Ademas,
el etanol podria ejercer un mecanismo directo sobre la
enzima lo que explicaria la disminucién de su actividad
in vitro.? Por otra parte, el consumo crénico de etanol in-
duce un incremento en la actividad de la (Na+K)ATPasa
en varios 6rganos,* incluido el rifién. En este ultimo, el
efecto enzimatico se expresa en un cambio funcional ya
que hay disminucidon de la natriuresis,® siendo el tibulo
proximal el mayor responsable de este efecto.* El etanol
produce ademés cambios fisicos y quimicos en las propie-
dades de las membranas bioldgicas, siendo ellas el sitio
primario de su accién farmacoldégica.?

Entre los mecanismos que se han propuesto para ex-
plicar la respuesta de la (Na+K)ATPasa se encuentra
la induccién de estrés oxidativo por el etanol,® donde el
hierro actia como catalizador de la formacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) a través de la reaccién de
Fenton. Esto ultimo ha sido comprobado por la ausencia
de induccién de la actividad enzimatica por etanol, al
administrar un quelante de hierro’ o vitamina E.® Este
efecto antioxidante también se podria ejercer por nu-
merosos vegetales como frutas o té y particularmente
por el vino tinto. De esta manera se complementarian
los beneficios de las fuentes dietéticas de antioxidantes
con los sistemas endégenos depuradores de EROs.? Los
beneficios de los compuestos antioxidantes se han su-
gerido a partir de estudios epidemiolégicos que indican
que disminuyen el riesgo de aterosclerosis y cardiopatia
coronaria.'®

En relacion con el vino tinto se puede plantear que sus
efectos se podrian atribuir tanto al etanol como a sus com-
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ponentes no alcohdlicos. Entre estos Giltimos se encuentran
diversas sustancias tales como flavonoides polifendlicos
que actian como atrapadores de radicales libres y quelan-
tes.!! Recientes estudios han revelado que el contenido de
flavonoles de los vinos chilenos Cabernet Sauvignon, Mer-
lot y Pinot Noir, es més alto que el de sus homélogos pro-
cedentes de regiones geograficas diferentes.'? Algunos de
estos compuestos, tales como el resveratrol y 1a quercetina,
han demostrado proteccién renal ante el dafo oxidativo.!®
La quercetina es uno de los mas importantes y dentro de
sus funciones se encuentran la inhibicién de factores de
transcripcién proinflamatorios, quelante intracelular del
hierro y antioxidante a nivel del plasma.'? El resveratrol,
a su vez, tiene efectos citoprotectores del rindén ya que
disminuye la injuria por isquemia-reperfusion a través de
un mecanismo 6xido nitrico (NO) dependiente.!!

El objetivo de este trabajo es aplicar un modelo experi-
mental que permita analizar separadamente los efectos
debidos al etanol y aquellos causados por los componen-
tes no alcohdlicos del vino tinto sobre la actividad de la
bomba (Na+K)ATPasa en el rifion de rata. La hipotesis de
trabajo es que la elevacion de la actividad enzimatica de
la (Na+K)ATPasa renal por la exposiciéon cronica a dosis
moderadas de etanol es abolida por los componentes no
alcohdlicos del vino tinto.

Materiales y métodos

Diserio. El disefio corresponde a un estudio prospectivo
experimental, para lo cual se definieron tres grupos de
andlisis (control, etanol y vino), los que fueron seguidos
por un tiempo determinado, al final del cual se compara-
ron con respecto a parametros funcionales. En este caso
la exposicion fue controlada y se utiliz la aleatorizacion
como método de asignacion.

Animales. Sesenta ratas Wistar macho que pesaban
200 + 7 gramos, suministradas por el Departamento de
Nutricién de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile. Fueron colocadas en jaulas individuales y du-
rante una semana aclimatadas a 24° C con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas. Luego se dividieron en tres

Tabla 1. Miricetina y quercetina libres y conjugadas (mg/l)
del vino tinto utilizado.

Miricetina 11.70 £ 0.10 19.00 £ 0.50
Quercetina 12.90 £ 0.40 12.10 £ 0.10
Total 24.60 + 0.20 31.10 £ 0.40

Los valores son el promedio + SE, de por lo menos 5 determina-
ciones individuales.

1"

grupos de 20 ratas cada uno y tuvieron libre acceso, por
diez semanas, a una dieta balanceada (tablal) y diferente
bebida ofrecida “ad libitum”:

Grupo 1: Vino tinto. Las ratas recibieron como Unica
bebida vino tinto (Cabernet Sauvignon, cosecha 1998,
Lomas de Cauquenes, Valle de Cauquenes, Chile). La
concentracion de etanol del vino era de 12.5% (v/v).

Grupo 2: Etanol. Las ratas recibieron solamente soluciéon
acuosa de etanol a la misma concentraciéon que la del
vino tinto utilizada en el Grupo 1 (12.5% v/v).

Grupo 3: Control. Las ratas tuvieron libre acceso al
agua.

Materiales. Los reactivos fueron adquiridos de la compaifiia
Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA), Merck (Darmstaldt,
Alemania) y Riedelde Haen (Alemania), y fueron de la mas
alta calidad disponible en el comercio.

Muestras de vino. El vino tinto usado en este estudio fue
previamente escogido después de un andlisis de veinticinco
muestras de Cabernet Sauvignon, basados en un estudio
que muestra que los vinos tintos chilenos contienen, inclu-
yendo esta cepa, mas altas concentraciones de flavonoles
que su contraparte de diferentes regiones geograficas.!?
El anélisis cuantitativo fue hecho mediante cromatografia
liquida de alta resolucién en fase reversa. La concentra-
cién de flavonoles fue calculada midiendo el contenido de
miricetina y quercetina libre y conjugada, siendo éstas
las mayores representantes de una subclase de flavonoles
que podrian reflejar el contenido total de polifenoles del
vino tinto.El volumen de liquido ingerido diariamente se
midié utilizando tubos Richter graduados, y el alimento
consumido se cuantificé gravimétricamente.Al final del
tratamiento, los animales fueron anestesiados con keta-
mina (4 mg/Kg), luego, ambos rifiones fueron perfundidos
con solucién buffer Tris 0.01 M pH 7.0, para descartar los
eritrocitos, y se homogenizaron en la misma solucién.

Lipoperoxidacion. El método fue realizado espectrofoto-
métricamente a 532 nm por la reaccién del acido tiobar-
bitarico a pH 3.5, seguido por extraccién con una mezcla
de n-butanol/piridina (15/1, v/v). Se utiliz6 tetrametoxi-
propano como estandar y el nivel de perdxidos de lipidos
fue expresado como nmol de malondialdehido (MDA)/mg
de proteinas.

Actividad de (Na + K)ATPasa. La determinacién de la
actividad de esta enzima unida a membrana fue llevada
a cabo por el método de Katz y Epstein (1967), basado
en la medicién de la hidrdlisis del ATP. El contenido de
proteinas totales fue determinado por el método de Lowry
y cols en 1951 y la actividad de la enzima fue expresada
en pmol de fosfato inorganico liberado por mg de proteina
por hora.

Andlisis estadisticos. Los resultados fueron expresados
como promedios = SE (error estandar) para el nimero
de ratas indicado. La fuente de las variaciones para las
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Tabla 2. Ganancia de peso, consumo de liquido y consumo de energia de los grupos experimentales

R T T BT

Ganancia de peso corporal

ac b
(G/Dia/100g de pc) 2.84 +0.17 2.07+0.18 2.69+0.15
Consumo de liquido
(MI/Dia/100g de pc) 9.9+0.32 9.23 £ 0.57 8.95+15
Consumo energético
(Kcal/Dia/100g de pc) 20.82 + 0.51 21.53 +0.45 21.03 £ 0.40

Los valores son el promedio de 14 + SE. PC, peso corporal. Las diferencias estadisticamente significativas con p<0.05
se indican con superindice:  vs control, * vs etanol, ¢ vs vino tinto.

comparaciones multiples fue establecida por el andalisis
de varianza unidireccional (ANOVA), complementado por
el test de comparaciones de Bonferroni. Las diferencias
fueron consideradas estadisticamente significativas con
un p < 0.05.

Aspectos éticos. Este protocolo fue aprobado por el Comité
de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile. El manejo de las ratas en todo momento fue
realizado de acuerdo con las normas éticas aceptadas
internacionalmente.

Resultados

Contenido de flavonoles. La concentracién de miricetina
y quercetina libre y conjugada (mg/l) del vino tinto es-
cogido para el presente estudio, se tomd como el indice
de flavonoles totales, lo que se muestra en la tabla 1.
La fraccién libre de ambos compuestos fue de 38 y 51%,
respectivamente.

Consumo. La tabla 2 muestra los datos con respecto a ga-

nancia de peso, consumo energético y de fluidos de los tres
grupos durante el periodo experimental. A pesar de que

Tabla 3. Efectos de la exposiciéon crénica a vino tinto y
etanol sobre la lipoperoxidacion de la corteza y papila del

rindn de rata
MDA (nmol/mg de prot)

Region
del rifién
Control Etanol Vino tinto
Corteza 3.62 + 3.86 2.06 +
0.17 0.34¢ 0.172°
Paila 11.57 + 12.00 + 5.40 +
P 0.42 0.31° 0.422

Los valores son el promedio de 10-11 ratas + SE. Las diferencias
fueron estadisticamente significativas con un p<0.05 y se indican
con superindice: ? vs control, ® vs etanol, ¢ vs vino tinto.

todos los grupos tuvieron un consumo energético similar,
la ganancia de peso de las ratas que bebieron etanol fue
mas baja que la de aquellas que recibieron sélo agua (p <
0.05). A su vez, esta Gltima no mostro diferencias respecto
a la ganancia de peso observada en el grupo de ratas que
consumieron vino tinto. El consumo energético suminis-
trado por etanol tanto en el grupo vino como en el grupo
etanol fue aproximadamente de 30%. La ingesta de fluido
no mostré diferencias significativas en ningtin grupo.

Lipoperoxidacion. En la tabla 3 se muestran los resultados
obtenidos para la formacién de peréxidos de lipidos (nmol
MDA/mg de proteinas) en corteza y papila renal. En el gru-
po control, la produccién de MDA en la corteza renal fue
un tercio de la encontrada en papila. En el grupo etanol,
ni corteza ni papila renales mostraron alteraciones en la
lipoperoxidacién, al compararseles con el grupo control. El
grupo que recibid vino tinto disminuyd la lipoperoxidacion
un 33% en corteza y un 52% en papila renal, respectiva-
mente (p < 0.01), respecto de los controles.

Actividad de (Na+K)ATPasa. La actividad de
(Na+K)ATPasa de corteza y papila renal se muestra en
la tabla 4. Después de diez semanas de tratamiento con

Tabla 4. Efectos del vino tinto y etanol sobre la actividad de
la (Na+K)ATPasa de la corteza y papila renal de la rata

(Na+K)ATPasa

Region (umol Pi/mg prot/hr)

del riién

Control Etanol Vino tinto
Corteza 12.36 + 15.50 + 11.60 +
0.38 0.412° 0.27°
Pabila 6.42 + 10.70 + 6.40 +
P 0.42 0.412° 0.39°

Los valores son promedio de 9-10 ratas + SE. Pi, fésforo inorganico.
Las diferencias fueron estadisticamente significativas con p<0.05y se
indican con superindice:  vs control, ® vs etanol, ¢ vs vino tinto.
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etanol, la actividad se incrementé en un 25% en la corteza
renal y en 68% en la papila. Al contrario, el consumo de
vino tinto no afecté la actividad de (Na+K)ATPasa en las
regiones de la anatomia renal analizadas.

Discusion

En la dltima década se han acumulado suficientes evi-
dencias para otorgar un papel preponderante al estrés
oxidativo en la produccién de dafio renal. Las EROs for-
madas causan dafio oxidativo en los lipidos de las células
y de las membranas de los organelos. Como consecuencia
se producen alteraciones de la integridad estructural, de
la capacidad de transporte celular y de la produccién de
energia. En el caso de la toxicidad por consumo de etanol,
también participaria la generacién de EROs.™ Asi, se ha
demostrado que la deplecién de glutatién es uno de los efec-
tos renales de la exposicion aguda de etanol.? ** También
se ha encontrado un incremento en la lipoperoxidacion,*”
lo que ha sido comunicado por un nimero reducido de
publicaciones. Sin embargo, ratas que consumen dosis
moderadas de solucién acuosa de etanol no experimen-
tan trastornos en funcién renal reflejados en la velocidad
de filtracién glomerular,® lo que presumiria cierto efecto
protector sobre el rifidén a esas dosis. En nuestro caso la
estimacién de este efecto se basé en la medicién de para-
metros de estrés oxidativo, como la lipoperoxidacién, la
que en el grupo etanol no mostro alteraciones en ninguna
de las regiones anatémicas en que fue medida.

Ademas, podemos decir que el aumento de MDA secun-
dario a la administraciéon de etanol ocurriria de manera
proporcional a la cantidad de etanol administrado,>!” lo
cual sugeriria que en nuestro modelo experimental la can-
tidad de etanol utilizada no fue suficiente para provocar
esta alteracién o bien los mecanismos compensatorios de
la adaptacién créonica la impidieron.

En el grupo vino tinto disminuyé la lipoperoxidacién tanto
en corteza como en papila renal, por lo que podriamos
plantear la ocurrencia de efectos antioxidantes deriva-
dos de la exposicién crénica a etanol como también a la
accion de los componentes no alcohélicos del vino tinto,
tales como polifenoles y flavonoles. Los polifenoles son un
grupo de sustancias que actian aumentando las defensas
antioxidantes a través de sus propiedades atrapadoras de
EROs, quelantes de metales y moduladores enzimaticos.'®
A pesar de que en el grupo etanol no hubo alteracién en la
lipoperoxidacién de membranas, el balance prooxidante
se podria alcanzar a pesar de la mayor tasa de produccién
de EROs por este efecto antioxidante. Sin embargo, esta
hipétesis atin no ha sido demostrada.

El consumo crénico de etanol aumenta la actividad es-
pecifica de la (Na+K)ATPasa renal, que se deberia a un
incremento en su masa y no a un aumento en su actividad
intrinseca,' lo que se ha demostrado utilizando anticuer-
pos contra la (Na+K)ATPasa. Esto concuerda con nuestras
mediciones de la enzima en el grupo etanol, ya que ésta

aument6 en un 25 y 68% en corteza y papila, respectiva-
mente. Sin embargo, no debiera ser descartado un efecto
adicional derivado de la presencia de alcohol in vivo, ya
que el etanol per se es capaz de afectar las propiedades
fisico-quimicas de las membranas biolégicas y, por ende,
la actividad de las enzimas incorporadas a ella como la
(Na+K)ATPasa. Asi, se ha encontrado que el etanol in
vitro ejerce un efecto bifasico sobre la actividad de esta
enzima, consistente en estimulaciones a concentraciones
inferiores a 1% e inhibicién a partir de concentraciones
mayores. En nuestro caso, resultados de alcoholemias en
ratas tratadas con vino y con etanol, obtenidas posterior
al andlisis de los resultados expuestos en este trabajo, se
encuentran en el rango por debajo del 1%, esperandose
por tanto un efecto activador.

Por otra parte, en el grupo vino tinto la actividad de la
(Na+K)ATPasa no se modificé ni en corteza ni en papila
con respecto al grupo control, sugiriendo que el efecto in-
ductor del etanol pareciera ser abolido por los componen-
tes no alcohdlicos del vino. Las propiedades antioxidantes
de estos compuestos determinarian un bloqueo del estrés
oxidativo evitando asi la activacion de esta enzima en el
rifion. Esta observacion es apoyada por el hallazgo que la
vitamina E previene los cambios inducidos por etanol en
la (Na+K)ATPasa.®

Entre los polifenoles no flavonoides, el resveratrol es uno
de los mas importantes. Se sabe que el pretratamiento
con resveratrol reduce la injuria por isquemia-reperfu-
sién en rifién de rata, ya que actia como antioxidante,
reduciendo la lipoperoxidacién, aumentando el NO y
preservando su bioactividad.!! Merece especial mencion
que la concentracion empleada corresponde a los niveles
plasmaticos encontrados durante un consumo moderado
de vino tinto. A esta dosis, el resveratrol se encontrd en
alta concentracién en el tejido renal, indicando su alta
biodisponibilidad en este 6rgano.

Ya que el vino tinto usado en la presente investigacion
muestra un contenido total de flavonoles de 56.2 mg/l,
siendo este mas alto que todos los valores presentes hasta
el momento en la literatura,'? se podria sugerir un efecto
protector del rifién contra el dafio oxidativo.?

Los resultados obtenidos en el presente trabajo proveen
evidencia suficiente para plantear que el efecto estimu-
lante que tiene el consumo crénico de etanol sobre la
actividad de la (Na+K)ATPasa renal es abolido por los
componentes no alcohdlicos del vino tinto, siendo los fla-
vonoides polifendlicos los responsables de esta supresion
debido a sus propiedades antioxidantes; igualmente, a
pesar que el consumo de etanol no produjo alteraciones
en la lipoperoxidacion de membranas, el vino tinto ami-
nord estas variaciones. Por lo que, en este caso, el balance
prooxidante se podria alcanzar a pesar de la mayor tasa
de produccién de EROs, por el efecto antioxidante de los
componentes no alcohélicos del vino, dentro de los cuales
los polifenoles tendrian un papel importante.
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Summary

The effects of chronic red wine and ethanol consumption
on (Na+K)ATPase activity. The chronic consumption with
ethanol increases (Na+K)ATPase activity, through the ge-
neration of reactive oxygen species (ROS). The antioxidant
capacity of red wine could be due to its non alcoholic com-
pounds through their ROS scavenging, free iron chelation
and enzyme modulators properties. The hypothesis is that
chronic treatment with ethanol on (Na+K)ATPase activity
will be abolished by red wine. The objective is to design
a experimental model that analyzes separately the effects
attributed to ethanol and red wine on (Na+K)ATPase activity.
Adult rats were separated in three groups and received for
ten, consecutively weeks : tap water (control group); 12.5%
ethanol (ethanol group) and 12.5% ethanol red wine (wine
group), At the end of these period, the kidneys were exa-
mined to determinate lipid peroxidation and (Na+K)ATPase
activity, in cortex and in papillae. Rats given red wine did not
show any changes in lipid peroxidation, although the bomb
activity increase at 25% and 68% in cortex and papillae,
respectively Red wine diminished MDA levels at a third in
cortex and a half in the papillae, not showing variations
on (Na+K)ATPase activity. These results suggested that
stimulation of ethanol on (Na+K)ATPase activity will be
suppressed by chronic consumption with red wine, being
the principal responsible the non alcoholic compounds with
their antioxidants properties.

Key words: ethanol, (Na+K)ATPase, kidney, wine, antioxi-
dants
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