SIMPOSIO

Etanol: catabolismo y efectos metabélicos

I. INTRODUCCION

ENRIQUE PINA-GARZA *

Después del agua, Ia molécula que tal ver cuente
con mayor atractivo para el hombre sea la del eta-

nol. Ambas moléculas comparten algunas propie-

dades fisicas y quimicas, pero sin lugar a dudas el
atractive original del etanol reside en la respuesta
temprana que provoca en el sistema nervioso cen-
tral humano cuando es ingerido en exceso. La
respuesta y sus consecuencias han estrechado los 1a-
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zos del hombtre con el etanol desde tiempe inme-
morial. No deja de ser interesante que en la na-
turaleza sdlo dos especies munifiestan tanto interés
por el etanol: el Homo sapiens y el Saccharomyces
cereviside.

Por todos lados hay evidencia del interés huma-
no por el etanol. Tres ejemplos: durante el afio
1981 cada nimero mensual del Index Medicus en- .
listé cerca’ de 200 articulos en relacién con el eta-
nol; el organc informativo de la Universidad, la
Gaceta UNAM que aparece dos veces por semana,
publicod articules sobre €]l etanol en cuatrg nume-
ros diferentes entre noviembre de 1981 y marzo de
1982; y este es el segundo simposic sobre etanol
durante el presente afio de labores de la Acade-
mia Nacional de Medicina.

De las multiples interfases hombre-etanol, en
esta ocasion se hablard de su catabolismo y de los
efectos metabolicos del mismo. Para enfatizar la
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importancia del catabolismo del etanol, baste com-
parar la cantidad de moles ingeridos en 24 horas
como nutrimentos (cuadre 1) con los moles de

Cuadro 1. Ingestién dioria de algunos tipos de
nutrimentos, cakulada en moles.

Peso
molecular
Nufrimento  Gramos promedio Moles
HO 2 000 18 110
Carbohidrates 250 ' 180 1.4
Grasas 100 275 0.35
Protelnas 75 100 000 0.000 75*
Cl’ 3.5 35.5 0.1
Na” 2.3 23 0.1
K’ 2.3 39 0.06
Niacina 0.015 121 0.0001
Tiamina 0.0015 302 0.000 005

* Calcvlado como omincdcidos se obtiene un vaolor
oproximodo de (.75 moles.

Cuadro 2. Moles aproximados de etanel contenidos en
algunos bebidas.*

Bebida % de etanol “Unidad de bebida” Moles
Pulque 3 Litro 0.6
Cerveza 3] Botella 0.35
Yino 12 Yaso 0.4
Vino 12 Botella 1.6
Tequila 40 Coctel 0.35
Cognac 40 ' 0.35
Whisky 40 p 0.35
Ron 40 o 0.35
Vodka 40 ” 0.35

* Calculado con bose en el porcentaje de etanol en
volumen/volumen. Se tomé 46 como peso moleculor del
etancl y una densidad de 0.8.

etanol contenidos en algunas bebidas alcohdlicas
(cuadro 2). Como se ve, es muy semejante el na-
mero de moles de lipides, ingeridos en 24 horas
con una dieta promedio, al nimero de moles de
etanol contenidos en wuna cerveza. También son
semejantes los moles de carbohidratoes, calculados
como glucosa, en una dieta diaria promedio v los
moles de etanol en una botella de vino de mesa.

Como puede colegirse en estos cdleulos, la inges-
tion de un coctel o de un aperitivo representa la
carga de un gran nimero de moles de etanol. El
organismo humano habri de contar con eficientes
mecanismos para degradarlo 'y }mra resolver los
problemas osmdticos a que dan lugar estos proce-
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sos. Por otro lado los datos asi presentados estimu-
lan el interés por la investigacion, al manifestarse
nuestra ignorancia en los casos donde la ingestién
cronica de elevadas cantidades de etanol, durante
varios afios, no desemboca en graves cuadros pa-
tologicos. Revisemos la degradacion y las conse-
cuencias metabdlicas de la deeradacion de la mo-
lécula, que por derecho propio el hombre ha he-
cho, valga la expresion, la mds humana,

1. OXIDACION DEL ETANOL Y SU
REPERCUSION METABOLICA

ApoLro (GARcCia-SAaINz *

Caracteristicas del etanal como metlabolito

El etanol es un componente habitual de Ia dieta
humana. Aunque es producido enddgenamente por
Ia flora intestinal, esto ocwrre en cantidades mi-
nisculas y es el aporte exdgeno el importante. El
etanol tiene un valor caldrico alto, de aproxima-
damente 3 kilojoules (7.5 kilocalorias) por gramo,
supertor al de los carbohidratos y discretamente
inferior al de los lipidos. Dado este alto valor ca-
lorico, el metabolismo del etanol es responsable
de hasta 10 por ciento de las calorfas de la dieta
humana normal (evidentemente este valor se en-
cuentra matizado por diversos' factores culturales
y varia de poblacion a poblacién) y puede repre-
sentar hasta 30-35 por ciento del aporte energético
del alcohdlico. Es importante hacer notar aqui que
¢l aporte energético proporcionado por el etanol es
de “'culorias vacias”, es decir, gue 1o se acompa-
fan de elementos plisticos esenciales de la dieta.
Esto, aunado a los trastorros gastrointestinales
ue produce el ronsumo de alcohol, conduce a la
esnutricion observada frecuentemente en el alco-
halico.

El alcohol es fundamentalmente utilizade por
el higado, quizd en una proporcién superior a 90
por ciento. Esto hace que el etuncl se convierta
en una avalancha energética para el higado, el
cual se ve obligado a manejarla con profundas
moditicaciones en su metabolismo general. Por
otro lado ¢l etanol debe ser metabolizado; sdle 2
a 10 por ciento se elimina como tal por via renal
o pulmonar. No existen en el organismo mecanis-
mos e almacenamiento ni retroalimentacién en
su oxidacion. Esto huce que sean la actividad de
las enzimas que lo manejan y la disponibilidad
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Cvadro 3. Caracteristicas del rne'rabolismg del etancl.

a) Alte valor calérico ‘

b) Escasa eliminacidn renal o pulmonar

<) Falta de un mecanismo de almacenamiento

d) No hay meconismo de retroalimentacién para su
oxidacion '

e} Oxidacién fundamentalmente hepética

de sus cofactores los que regulen su oxidacién. Es-
t0s conceptos se encuentran resumidos en el cua-
dro 3. :

Sistema de oxidacion

La oxidacion del etanol, inicialmente a acetalde-
hido y posteriormente a acetato,.se realiza en dos
compartimentos celulares: el citoplasma y la mi-
tocondria. Ent el citoplasma puede ocurrir en tres
sistemas principales: a) el sistema’ de la alcohol

deshidrogenasa; b) el sistema de oxidacion micro- -

somal; ¢} por medio de la catalasa.

Fl camine de la deshidrogenasa alcohdlica, el
principal, se encarga de metabolizar pricticamente
la totalidad del etanol cuando las concentraciones
en sangre son moderadas y mds de 70 por ciento
cuando son altas. Esta enzima no es especifica

ara el etanol, va que oxida una serie de alcoho-
es ¢ incluso estd involucrada en la deshidrogena-
cion de esteroides y en la w-oxidacién de los 4ci-
dos grasos: La enzima utiliza como coenzima al
dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD")
generindose acetaldehido y dinucledtido de nico-
tinamida y adenina reducido {(NADH]}. Esta gene-
racion y acumulacion de equivalentes reductores
en forma de NADH es responsable de muchas de
las alteraciones metabdlicas que el etanol oca-
siona. : :

El sistema de oxidacion microsaomal ha sido es-
tudiade por bastante tiempo, La primera observa-
cién que se hizo sobre este sistema es de tipo mor-
fologico: se observa que en ratas mantenidas con
una dieta que contepfa etanol ocurria prolifera-
cion del sistema microsomal. Estudios biogquimicos
posteriores han permitido la caracterizacién y pu-
rificaciin de los componentes de este sistema, el
cual exhibe una K,, relativamente alta y V,,;, baja.
Por tal motivo su contribucién a la oxidacién del
etanol es relativamente pobre cuando los niveles
séricos de etanol son bajos, si bien su actividad
puede contribuir hasta en 50 por ciento 2 la oxi-
dacién del etanol cuando su concentracidon san-
guinea es alta. Este sistema tiene la ventaja meta-
bdlica de que no genera equivalentes reductores,
sino que los utiliza en.forma de NADPH vy gene-
ra la coenzima oxidada, acetaldehido y agua. Su
importancia en la oxidacién del etanol se estima
en general como pequefia, pero €s necesario tener
en cuenta dos consideraciones importantes. Por
una parte, al ser inducido por el consumo del té-
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xico, la contribucién del sistema aumenta; por

-otra, no tiene una estecificidad grande por el eta-
nol y participa en la oxidacién de muchos pro-
ductos xenobiéticos, por lo que la oxidacién de
ciertos medicamentos es mds rdpida de lo normal
{por induccién del sistema) o mis lenta (por com-
etencia con el etanol durante la intoxicacién eti-
ica aguda).

La catalasa también es capaz de oxidar el eta-
nol, l.a participacién de esta enzima en el meta-
bolismo del etanol es considerada como casi nula,
El principal factor limitante es la produccién de
}xréxido de hidrégeno, que en condiciones basa-
es es extraordinariamente baja.

El acetaldehido generado por cualquiera de es-
tas tres formas de oxidacion viaja a la mitocon-
dria, donde una acetaldehido deshidrogenasa lo
convierte en acetato con generacion de NADH.
Esta acetaldehido deshidrogenasa no ha podido
ser caracterizada con rigor; se han descrito varias
enzimas capaces de actuar sobre el acetaldehido
con_diferentes constantes cinéticas. Por otro lado
se desconoce la especificidad abscluta de .la enzi-
ma, por lo que algunos autores prefieren para ella
¢l nombre de aldehido deshidrogenasa, El NADH
formado es utilizado en la mitocondria para la
generacion de energfa o la reduccién de métabo-

_litos. El acetato puede ser activado a acetil-CoA

y utilizado ya sea en higado o en otros tejidos
(cuadro 4).

Cuadro 4, Sistemas de oxidacién del etanol.

alcohol deshidrogenasa

a) Etancl Acetaldehido
NAD NADH
H-
Sistemo de oxidocidn microsomal
b} Etanol Acetaldehido
NADPH NADP
'H
+ +
Q. -2 H0O
. Catolasa _
c)' Etanol Acetaldehido
H,0. 2H.0

Aldehido deshidrogenasa
Acetaldehido :
NAD NADH :

) H

Acetato

Compartamentalizacion de los equivalentes
reductores y mecanismos de translocacion

Como puede apreciarse en la figura 1, lo que oca-

‘siona el metabolismo del etanol en general es una

avalancha de equivalentes reductores en forma de
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ETANOL - ACETALDEHIDO
NA D‘\ :

NACH
+H

\ Y

Fig. 1.

NADH en los compartimentos citoplismico y mi-
tocendrial. La cantidad de NAD" intracelular es
extraordinariamente pequefia, por lo que para
que proceda la oxidacién del etanol y la del ace-
taldehido €] NADH formado debe oxidarse para
generar NAD" y permitir que este acepte los equi.
valentes reductores. Existe una amplia evidencia
en el sentido de que el factor limitante en Ia
oxidacion del etanol es la reoxidacién de los equi-
valentes reductores, '

Los equivalentes reductores generados en la mi-
tocondria pueden ser utilizades por la cadena res-
piratoria para la obtencion de energia. General-
mente la produccion de equivalentes reductores
por la aldehido deshidrogenasa supera a la capa-
cidad de utilizacién y asi se produce un desbalan-
ce en el estado redox de Ia mitocondria; por otro
lado la oxidacién de los equivalentes reductores
procedentes del acetaldehido se oxidan en lugar
de los que generan otros metaholitos, por ejemplo
Ia oxidacion de los dcidos grasos; produciéndose

entoiices un freno metabolico por acumulacién

de NADH.

+ La oxidacién del NADH generado por la alco-

. hol deshidrogenasa es mis compleja. Por un lado
puede reoxidarse donando sus equivalentes reduc-
tores al piruvato, dando origen a acidosis lictica;
por otro lado el NADH no puede penetrar a la
membrana interna de la mitocondria, por lo cual
los equivalentes reduciores son donados a un me-
tabolito que los transporta, Existen sistemas trans-
portadores de equivalentes reductores llamados lan-
zaderas o shuttles; el de a-glicerofosfato (fig. 2) y
el malato-aspartato (fig. 3). E] primer sistema es
el termodinimicamente mds favorecido, pero no
parece tener funcionalidad, va que la actividad
de la deshidrogenasa mitocondrial es muy baja y
se convierte en lmitante; el segundo ciclo es bi-
direccional, es decir transloca equivalentes reduc
tores en ambos sentidos y parece ser el principal
en el hepatocito,

Estado redox
Desde los estudios iniciales de Hohorst, posterior-
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NAD" +— . NADH +H*
< Glicarsl P Dihidroxiacetona P
CITOSOL
MITOCONDRIA,
FAD FADHg
Fig. 2,
UEALDACE TATO
NADH GLUTAMATQ
+H
HAD WALATG CITOPL AMA
ABFARTATD
-, KG
[
= ke ASPARTATG MITCCONDRIA
MALATO
NaD ) GLUTAMATO
NaDH
«H* OXALOACETATD

Fig. 3. oKG indica a-cetoglutarato,

mente ampliados por H. A. Krebs y sus colabora-
dores, sabemos que las deshidrogenasas citoplis-
micas generalmente no son enzimas reguladoras y
que por lo tanto se encuentran sujetas unicamen-
te a su equilibrio quimico en las condiciones ter-
modinamicas existentes en la célula (temperatura,
fuerza idnica, pH y otras), Por owp lado, la can-
tidad de NAD" existente es muy pequefia y la
fraccién “activa”, es decir, Ja que participa en el
metabolismo, no es posible medirla quimicamen-
te. Sin embargo, conociendo la constante de equi-
librio aparente de las deshidrogenasas y sabiendo
que existe una sola poza citopldsmica de NAD-,
es posible calcular la relacion entre lay formas oxi-
dada y reducida de dicha coenzima, lo que llama-
mos estado redox. En el compartimento mitocon-
drial sucede algo similar. Es pertinente hacer-no-
tar aqui ‘que hay deshidrogenasas reguladoras,
como la piruvato deshidrogenasa o la a-cetogluta-
rato deshidrogenasa, gue se encuentran en una si-
tuacion de no equilibrio. Las enzimas que se en-
cuentran en equilibrio y cuya constante aparente
se conoce son, para el compartimiento citoplas-
mico, la deshidrogenasa lictica y la deshidrogena-
st de a-glicerofosfato; ‘para el compartimento mi-
tocondrial, la §-OH butirato deshidrogenasa y la
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glutamato deshidrogenasa. Por lo tanto las pare-
jas de oxidorreduccion correspondientes (lactato/
piruvato, a-glicerofostato/dihidroxiacetona fosfa-
to, B$-OH butirato/acetoacetato, u-cetoglutaa:ato-
amoniaco/glutamato) son las que se determinan
con mayor frecuencia en los estudios metabélicos.

Efectos del etanol sobre el estado redox

Como es de esperarse, la administracién de etanol
produce marcados efectos sobre el estado redox
en ambos compartimentos celulares, En el com-
partimento citoplismice Ia relaciéon NAD*/NADH
¢s de aproximadamente 900 y bajo la accion del
metabolismo del etanol baja a 175, por acumula-
cién de la forma reducida. En el compartimento
mitocondrial la relacion NAD'/NADH es de
aproximadamente 20 y desciende, bajo la accidn
del etunol hasta 8 (cuadro 5).

Repercusion sobye ¢l metabolismo en general

Es claro que al aumentar la proporcién de NADH
en el citoplasma, los metabolitos oxidados sean
convertidos en su pareja reducida. Asi el piruvato
formado tenderd a convertirse en lactato, dando
lugar a una acidosis lictica en el alcoholico. Esta
acidosis ldctica disminuye la solubilidad de los
uratos y dificulta su eliminacién renal. Ello ex-
plica la frecuente precipitacién de una crisis go-
tosa después de la ingestién de alcohol. Por otro
lado, si bien durante los periodos de ayuno la
glucemia es mantenida. por gluconeogénesis hepi-
tica y una parte importante de los esqueletos de
carbono de los aminoicidos entran a la gluconeo-
geénesis a nivel del piruvato, cuando el estado re-
dox desvia ul piruvato hacia lactato estos esque-
letos de carbono no son utilizados para la forma-
cion de glucosa. Este fenémeno pudiera explicar
la hipoglucemia que se observa en algunos alco-
hélicos que por largo tiempo permanecen sin in-
gerir otra cosa que el alcohol.

El metabolismo lipido se ve fuertemente afec-
tade por el metabolismo del alcohol, Bien es sabi-
do que el consumo de alcohol conduce a un aci-
mulo de triacilglicéridos en el higado (higado gra-
soso o hepatoesteatosis). Este actiimulo parece de-
berse a dos factores conjugados. Por un lado se
produce vasodilatacién del lecho portal, lo cual
aumenta la captacion hepdtica de icidos grasos
provenientes de los depdsitos. Estos acidos grasos
no pueden ser oxidados, yn que el estado redox
mitocondrial frena la B-oxidacion y per lo tanto
son esterificados con el elevado nivel de a-glicero-
fosfato que existe por el estado redox citoplismi-
co (cuadro 5). Por otro lado este higado £Trasoso
¢ auna 2 un aumento en la produccién y libera-
cion de triacilglicéridos a Ja circulacién, ocasio-
nando una hipertriacilglicerolemia,

Aungue la B-oxidacién se encuentra disminui-
da, la acetil coenzima A, generada por este pro-
ceso y por la piruvato deshidrogenasa, no es utili-
zada eficientemente por el ciclo de Krebs, ya que

METABOLISMO DEL ETANOL

Cuadro 5. Efecto del etanol sobre el estado redox.

Control Etanol
Alfa glicerofosfato
{nmol/g 218 1163
Dihidroxiacetona fosfate
{nmol/g) 25 26
- NAD'/MADH (citoplasmico) 849 175
3-hidroxibutirato
(umol/g) 3l 671
Acetoocetato
(umol/g) 240 223
NAD"/NADH (mitocondrial) 17 8

el estado reducido de la mitocondria se constituye
en un freno. La acetil coenzima A es entonces ca-
nalizada hacia la formacién de cuerpos ceténicos.
La cetoacidosis que se genera se suma a la acidosis
Lictica.

Daiio hepdtico

En el pdrrafo previo mencioné la génesis de higa-
do grasoso por el consumo de etanol. Esta es una
alteracién aguda del consumo de etanol. Sin em-
bargo, existen alteraciones crénicas de gravedad
como son la hepatitis alcohélica y la cirrosis, Mu-
cho se ha discutido la interrelacién de estos pro-
cesos; las evidencias actuales sefialan lu generacién
secuencial de higado grasoso, hepatitis alcohélica
y drrosis. Sin embargo, los nexos entre ambos pro-
cesos y los factores que hacen que un higado gra-
soso evolucione hacia la normalidad o hacia la
hepatitis y la cirrosis son desconocidos. También
mucho se ha discutido acerca de si el etanol es el
causante de todos estos problemas o si es la des-
nutricién que acompafia al alcoholismo, o bien si
son los otros componentes de las bebidas alechd-
licas. Estudios realizados por el grupo de Lieber
en primates han mostrade la generacién de higa-
do grasoso, hepatitis alcohdlica y cirrosis por la
administracién de etanol en la djeta. Esta dieta
fue por oo lado suficiente tanto en cantidad
como en calidad y bien aceptada por los primates.
Estos datos son la demostracién experimental de
que el etanol per se es un hepatotdxico, En Mé-
xico la incidencia de cirrosis hepitica es relativa-
mente alta (cuadro 6) y es necesario realizar mas
investigacion tanto bdsica camo clinica sobre estos
problemas.



Cuadro 6. Muertes debidas a cirrosis hepatica por
100 000 hobitantes mayores de 25 anos.

Francia 57.2
Portugal 55.1
ltalio 321
Repuoblica Federal Alemana 39.6
Espafia 38.3
Estados Unidos 28.6
Méxica 25.2
Japén 21.8
Bélgica 20.5
Canada 19.6
Polonia 17.2
Noruega 7.6
Holanda 7.4
inglaterra 5.7

Fuentes: World Health Stafistics Annual (1972). Com-
pendic de Estadisticas Vitales S5A {1975).
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1I1. EFECTO DE LA ADENOSINA SO-
BRE EL METABOLISMO DEL ETANOL

VicTorRIA CHAGOYA DE SANCHEZ *

Una manifestackon clinica de la intoxicacion agu-
da con etunol es la aparicion del higado graso-
s0 o hepatoestealosis, ue se caracteriza por ser
una acumulacion  reversible de  triacilglicéridos
(TAG). Este aumento en ¢! contenmido de g'rasa_htlr-
patica refleja una alteracidn del equilibrio (l_mzzl
nico que mantiene la concentracion de los [ipld_us
hepaticos dentro de los valores normales. 1os prin-

Investigacién realizada con apoyo parcial del
CONACyT (PNCB 1344).
* Deportamento de Bicenergética. Centro de Investi-

gacién en Fisiclogia Celular. Universidad Nacional
Autonoma de Méxica.
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cipales fuctores que manticnen este equilibrio di-
nintico son: a) biosintesis de lipidos; b} censumo
vomo tuente de energin; ¢) trinsporte de lpidos
de los depositos al higado y de movilizacion de
lipidos del higadb a los depdsitos.

Asi s¢ observa que en condiciones de ayuno (fig.
1), la lipasa hormonosensible del tejido adiposo
estmulic la hipdlisis de los TAG de los depositos,
libevindose glicerol y dcidos grasos. FI primero
pasa a da circulucion y de alli al higado y o los
tejiddos extrahepiticos para su utilizacion. De los
acidos grasos, producto de la lipolisis, una parte
se utiliza en Ln reestericacion en ¢l misno tejido
y otra es transportada por la sangre, para ser uti-
ltzada en ovtros tejidos, pura lo cual se requieic
que los dicidos grasos sean activados, para formar
¢l acilderivado de la coenzima A (CoA). Este
ultimo es oxidado en lu mitocondria generando
energfa, bioxide de carbono y agui; o bicn es este-
rificado al a-glicerolostato para la sintesis de 'TAG
y losfolipidos; este Wiltimo proceso es particular-
mente activo cn el higado. Los TAG hepiticos son
posteriormente  transportados a los depositos por
medio de las lipoproteinus de muy baja densidad,
las pre-3. El equilibrio dirdmico de estos eventos
metabdlicos mantendrd los niveles normaies de i
pidos en el higado y en la sangre Y ose djustard a
condhiciones fisioldgicas, como es el periodo de in-
gesta normal,

Ura situactén que puede considerarse anormal
es Ia presencia, en un momento dado, de una do-
sis masivi de etanol. En la misina ligura -1 se se-
fialan con lineas gruesas los cambios inducidos
por el etanol en esta dindamica. Los primeros in-
formes acerca de la hiperlipidemia después de la
ingestion de bebidas alcohdlicas datan de UProxi-
madamente 50 afios y el hecho ha sido amplia-
mente comprobado por numerosos investigadores,
El aumento dc lipidos del plasma se refleju prin-
cipalmente en TAG y en un patrén anormal de
lipoproteinas séricas, al haber un incremenio de
las lipoproteinas e muy baja densidad o pre-3.
Al analizar el efecto del ‘etanol en ¢l metabolismo
del tejido adiposo y del higado se cntenderdn las
moditicaciones de la dindmica de lipidos que re-
sultan en Ju aparicién del higado grasoso y de la
hiperlipademia.

En ei tejido adiposo el etanol inhibe la trans-
formacion de glucosa en glicerol de los glicéridos,
ejereiendo unz accidn antilipogénica.! Por otra
parte, su accion sobre Ia lipolisis ha sido muy con-
trovertidla: varios investigadores senalan un an-
mento importante de este Proceso, que se mani-
fiesta por incremento de glicerol y de dcidos gra-
sos libres en L sangre;** pero también existen co-
municaciones en el sentido de que no ocurre este
cambio despuds de la administracion de etanol.*
Es importante recordar al respecto que fos niveles
de Acidos grasos circulantes son una resultante del
aporte debtdo a [ ]iﬁx')lisi.s del tejido adiposo y
de la captacion por los otros tejidos, principal-
mente ¢l hepitico. Mds demostratives en relacion
4 este punto son los experimentos de Scheig e Is-
selbacher,? quiencs demuestran que la composi-
cion de los deidos grasos que constituyen los TAG
acumuludos en el higado por accién del etanol

ENRIOUE PINA-GARZA Y COT..
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semeja la de los TAG del tejido adipose, lo que
se explica por uumento en la movilizacion de los
dcidos grasos del tejido adiposo hacia €] hepatoci-
te. Posiblemente este efecto del ctanol esté me-
diado por la accién lipolitica de las catecolami-
mas, ya ue se ha comunicade aumento en la ex-
crecion urinaria de tales compuestos después de
la ingestion del etanol.®? Importante al respecto
es €l hecho de que la suprarrenalectomia o la ad-
mintstracidn de blogueadores adrenérgicos impi-
den la termacion del higado grasoso inducido por
el etanol.®?

El higado es e] sitio que metaboliza cerca de
40 por ciento del ¢tanol. En intoxiciaciones agudas
la via principal de su catubolismo es al través de
la deshidrogenusa alcohdlica, de localizacion cito-
plismica. lo cual depende para su actividad del
dinudedtido de nicotinamida y adenina (NADY).
La actividad enzimitica es alta y se acepta que el
factor limitante de la oxidacion del etanol es Ia
disponibiliclad de coenzima oxidada NAD'. El me-
tabolismo del etanol modifica marcadamente el es-
tacdo redox citoplismico de lu pareja de dinucledti-
dos de nicotinamida y adeniny,'™' inclinindolo
hacia el tado reducido. Una consecuencia del cam-
hio es [a disminucion en la disponibilidad de NAD"
que abate la transformacion del a-glicerofosfato a
dihidroxiacetona fostiaro, Si se considera ademis
yue hay una mayor fluencia de glicerol del tejido
adiposo, habri un aumento importante en la poza
hepitica del aglicerofosfato. En la mitocondria
puede ocurrir una situacion semejante, ya que el
acetaldehido, tormado por la deshidrogenasa al-
coholica en el citoplasma, es oxidado en su ma-
yor parte por la deshidrogenasa del acetaldehido
mitocondrial, que también es dependiente -de
NAD' y puede ocasionar disminucidon en la con-
centracidn de NAI)' necesario para la oxidacidn
de los dcidos grasos.' La concentracion de dcidos

METABQLISMO DEL ETANOL

Fig. 4. Dingmica de lipides entre higado, sangre y te-
jido adiposo. Las lineas oscuras representan los
pasos estimuladas por |a presencia del etanol
y las lineas con intercepto, los pasos metabéficos
disminuidos por la presencio del téxico. a-gli-

cero-P = alfa glicerofosfato; DIOH Acetona-
P = dihidroxiacetona fosfote: CoA — coen-
zima A,

grasos en ¢l higado debe estar muy elevada en pre-
sencia del etanol, ya que se observa mayor afluen-
cia de tales dAcidos grasos provenientes del teji-
do adiposo, inhibicién utilizada para obtener
energia debido a la presencia de etanol y au-
mento en su sintesis.'? El incremento de sustratos,
dcidos grasos y a-glicerofosfato producird un au-
mento importante en la sintesis de TAG, Se ha
descrito que el etanol aumenta la sintesis de lipo-
proteinas de muy baja densidad en el higado,'® a
las cuales se asocian los triglicéridos para ser trans-
portados a los depdsitos, La induccidn de estas pro-
teinas es una respuesta al aumento de TAG ya
sefialado y la explicacion de la hiperlipemia pos-
tetandlica en la que se encuentran aumentados
los TAG plasmiticos y las lipoproteinas pre-§.
Este aumento en movilizacion de TAG hepdticos
no es suficiente para mantenerlos dentro de cifras
normales, presentandose el acimulo de estos com-
puestos v el higado grasoso,

Es convemiente comentar algunos antecedentes
que justifiquen el uso de la adenosina en los estu-
dios del metabolismo del etanol y sus efectos, La
adenosina es un nucléosido de adenina que exis-
te normalmente en las células a muy bajas con-
centraciones, pues tiene un recambio metabélico
muy ripido.’* Como resultado de las investigacio-
nes realizadas en el laboratorio en relacidn a los
efectos de la adenosina en el metabolismo inter-
medio, surgid la posibilidad que pudiera ser de
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utilidad en el proceso de induccién del higado gra-
5050 por intoxicacion aguda con etanol.

A continuacidn se enumeran los efectos bioqui-
micos de la adenosina en el metabolismo interme-
dio del higado y del tejido adiposo que impulsa-
ron d utilizarla en este modelo.

I. Aumento de 40 por ciento en la poza de tri-
fosfato de adenosina (ATP) y nucledtidos de
adenina y consecuente elevacion de la carga
energética en la celdilla hepdtica.l3

2. Aumento de sintesis de glucdgeno y de la ac-
tividad de la glucdgeno sintetasa del higa-
do_'lll,'lT

3. Aumento quintiple de la lipogénesis en el te-
jide adiposo del epididimo.1¥

4. Accion antilipolitica de la adenosina in vi-
tro18

5. Inhibicion de la activacién y oxidacion de los
acidos grasos c¢n el higado.?

6. Aumento del estado oxidado de la mitocon-
dria de higado *

Los cambios metabolicos que se obtienen por
administracién de adenosina son opuestos a los
descritos para la intoxicacion aguda con etanol y
resulta muy interesanie estudiar su correlacién.

Experimental

Se utilizaron ratas macho de 170 a 210 g de peso,
ayunadas por 16-20 horas; se les administrd e] eta-
nol por sonda esofago-gastrica a la dosis de 5 g/kg
de peso. Los animales controles recibieron una
dosis isocaldrica de glucosa por la misma via, In-
mediatamente después de la aplicacién de la son-
da los animales recibieron una inyeccién intrape-
ritoneal de solucion salina (NaCl ‘al 0.859) o de
adenosina (200 mg/kg peso). Los animales se sa-
crificaron a distintos tiempos después de la inyec-
aon. El detalle del método experimental y del
material usado asi como los resultados se publica-
ron con anterioridad.?1.22

Resultados

La administracién de etanol produce un aumento
de TAG hepdticos de casi cuatro veces en relacion
4 los controles, a las ocho horas del tratamiento
(fig. 5). La administracién simultinea de adenosi-
na bloguea este efecto; las diferencias son estadis-
ticamente significativas a las cuatro y ocho horas
de tratamiento (P < 0.005 y P < 0.01 respectiva-
mente). La adenosina per se casi no modifica el
contenido hepdtico de TAG.

Se probs la posibilidad de que la adenosina no
solo evitara la formacién del higado grasose in-
ducido, sino gue lo revirtiera una vez que ya es-
taba establecido. Los resultados del cuadro 7 sena-
lun que la adenosina se administré seis horas des-
pués del etanol y los animales se sacrificaron dos
horas mids tarde. Se encontré que el acimulo de
TAG se revierte significativamente después del

.

TRIACILGLICERIDOS HEPATICOS

1 i ]
0 ) F) & ]

TIEMPO {(horas)

Fig. 5. Concentracion de triacilglicéridos o distintos
fiempos del tratamiento con etanol y/o ade-
nosina. (O——(), glucosa -+ salina; e——e,
glucosa -} adencsing; A——/\, etanol -} sa-
ling; *——*, etanol - adenosina. La borro
vertical representa el error esténdar de un pro-
medio de cinco animales.

Cuadro 7. Reversion parcial dei higado graso por
etanol con adenosing,

Triacilglicéridos hepéticos
{mg/g peso himedo)

Tratamiento 2

Glucosa -} salino 3.09 = 0.43
Glucosa -}~ adenocsina 3.34 (]i(: 0.79
Etanol, + salina ]2.35(i)2.16"
Etane] 4 adenosina 6.95 = 1.11=4

* Etanol o glucosa se administroron 8 horas antes del
sacrificio y adenosina o salina dos horas antes. Prome-
dios £ error estandor de los animales cuyo nimero se
indica entre paréntesis.

®p < 0.0 comparado con el grupe de glucosa |
salina,

“p < 0.005 comporado con el grupo de glucosa +
salina.

*p < 0.05 comparado con el grupo de etonol 4 so-
lina.

ENRIQUE PINA-CARZA Y COL.



teatamiento con adenosina. Considerando (ue la
nyeria de los dcidos grasos acumulados en el hi-
gada grasoso provienen del tejido adiposo y que
este proceso s¢ ve favorecido por la aceiom del cta-
nol, aumentando Ja movilizacion de los dcidos
grasos de los depodsitos,?® se probd la posibilidad
e que Ty adenosina, con base en su efecto antili-
politico, estuviera impidiendo esea accién del eta-
nol. Los resultudos s¢ presentan en el cuadro R,

Cuodre 8. Efecto del etanol o glucosa y adencsina o
solina en los lipides séricos.”

Ac. grosos libres  Triacilglicéridos

(uEq/litro) (mg/100 mi)

Glucosa + saling 362 = 41 56.1 = 6.5
{5) (4)

Glucesa + saling 444 = 26 59.8 = 3.7
(4) (4)

Etancl —+ saling 369 = 20 101.3 = 12.8"
(5) (6)

Etanol 4+ adenosina 395 =+ 29 60.9 = 3.3
(6) (5)

" Las determinaciones se hicieron ocho horos después
del tratamiento. Los valores representan promedios =+
error estandar del nimero de observrciones sefaladas
entre paréntesis.

"p < 0.02 comparade con el grupo de glucosa +
salina.
" p << 0.02 comparado con el grupo de glucosa 4

salina.

en el que se puede ver que no hay cambio signi-
ficativo en los niveles e dcidos grasos libres del
plasma, Los resultados pueden no ser conciuyen-
tes, si se considera que el nivel de icidos grasos

lasmiticos va a depender de su [iberacion del te-
jido adiposo y de su utilizacién por los tejidos
extrahepiticos, principalmente el higado. En rela-
cién con este punto se ha descrito que el etunol
aumenta el flujo sanguineo en el higado®* y que
ocasionz aumento en la captacién de dcidos gra-
sos por el higado. Con todas estas consideraciones
la accidm del nudesdside sobre estos pardmetros
no es ficil de analizar y no se tiene una respuesta
clara,

Una posible explicacion de la accidn de Ta ade-
nosina, al normahzar los valores de TAG hepiti-
cos despucs de administrar etanol, es que el nu-
cleosido est¢ aumentando la movilizacion de los
TAG hepiticos a los depdsitos. Se cuantiaron los
niveles plasmiticos de TAG, encontrindose el
efecto ya descrito para el etanol; pero la adenosi-
na no los aumenta, sino al contrario, los disnu-
nuye o sus valores normales, descartindose asi
esta posible participacidn de la adenosina.

Uno de los efectos mds claroes del etanol en el
metabolismo hepdtico es la disminucion del esta-
do redox citopidsmico NAD'/NADH. Para valo-
rar el efecto de la adenosina en este parimetro, se
caleuld la relacion NAD'/NADH a pattir de los
sustratos oxidado y reducide de la deshidrogenasa

Fig. 6. Correlacién entre el estado redox citoplasmico
y lo contidad de triglicéridos en el higado,
ocho horas después del tratamiento. Las ecuo-
ciones de regresion y los coeficientes de co-
rrelacion son: A,y — 0.21 x - 0.94, r == 0.99;
B.y — 0.009 x -} 10.5, r = 0.91.

TRIGLICERIDOS HEPA({ICOS (mg/g)

1 1 | l | 1 1 1 |
0 20 30 40 200 400 600D 800 1000
aGP/DHAP NADY /NADH
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Cuadro 9. Efecto del etanol o glucosa y adenosina © salina en el estado redox del citoplasma del hepatocito.s

Tratamiento GF* DHAF** NAD®/

{nmoles/g de peso himedo) NADH

Ninguno 184 + 29 35.0 = 7.4 1456
(5) (3)

Glucosa + salina 186 = 14 38.6 + 3.8 1599
(5) (9)

Glucosa -+ adenosing 188 = 26 41.5 i) 1.5 1694

: (6)

Etanol + saling 664 = 87° 3.7 + 3.9 390
(6) (6)

Etanol | adenosina 420 =+ 3gh- 40.0 = 4.8 733
(5) (5)

# El tiempo de trotomiento fue de dos horas. los re-
sultades representon el promedio == error estandar del
nimero de observaciones (entre paréntesis),

" p < 0.001 comparado con el grupo de glucosa 4
saling.

°©p < 0.05 comparado con el grupe de etanol +
salina,

* glicerofosfato. ** dihidroxiacetona fosfato.

del a-glicerofosfato, asf como de su constante de
equilibrio. Los resultados se presentan en el cua-
dro 9, y como se esperaba, la administracién de
etanol produce un aumento de casi tres veces en
los niveles del sustrato reducido, a-glicerofosfato,
y en presencia de adenosina se revierte parcial-
mente el aumento. Al calcular la relacién NAD'/
NADH. se ve que la adenosina sola o la carga de
glucosa no afectan la relacidn NAD'/NADH cito-
pldsmica, la cual disminuye de valor con el etanol.
En el mismo cuadro 9 se presentan los resultados
obtenidos a las dos horas de tratamiento, Jos cua-
les fueron los mismos a otros tiempos estudia-
dos.?' Los cambios del estado redox del par NAD"/
NADH, o de la relacién a-glicerofostato/dihidro-
xiacetonafosfato, desempefian un papel muy im-
portante en el establecimiento del higado grasoso
inducido por etanol, como lo demuestra la corre-
lacién que se observa entre la cantidad de grasa
neutra depositada en el higado y los cambios de
la relacion NAD'/NADH de| citoplasma, ocho ho-
ras despnés del tratamiento (fig. 6).

El efecto de la adenosina; inhibiendo la oxida-
ci6n de los dcidos grasos en el higado y produ-
ciendo disminucién en el nivel de les cuerpos ce-
tonicos plasmdticos, se observa hasta en 77 por
ciento en los animales tratados con glucesa y sa-
Iina y en 54 por ciento en los tratados con eta-
nol.** En relacién a este punto conviene sefialar
que la inhibicion en la oxidacién de los icidos
grasos producida por el etanol se acompaiia de
aumento en la sintesis de 'TAG, mientras que la
observada con la adenosina es simultdnea a una
inhibicién en la formacion de TAG.

Es posible que la accién de la adenosina en al-
gunos aspectos del metabolismo del etanol, como
por ejemplo los cambios en estado redox del par
NAD*/NRDH citopldsmico, se explican a través
de una disminucién en la degradacion del etanol.
Se investigd este punto cuantiando los niveles de
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etanol en sangre en los animales tratados con sali-
na y con adenosina, distintos tiempos después del
tratamiento. Se observd que la depuracion de eta-
nol es 20 por ciento mayor en los animales que
fueron tratados con adenosina (fig. 7), ademds de
que ocurre recuperacion mds ripida de la coordi-
nacidn motora de estos animales.

Conclusiones

Los resultados permiten concluir que la adenost-
na es capaz de impedir el higado grasoso inducido
por la Intoxicacion aguda con etanol y de revertir
parcialmente Ia hepatoesteatosis, una vez que ha
yuedado establecida por el tratamiento con el
etanol.

La accion antilipolitica del nucledsido, media-
da probablemente a través de la inhibicidn en la
accion lipolitica de lus catecolaminas,’ no se ma-
nifiesta claramente al ser medidos los niveles de
los cidos grasos libres en el plasma (cuadro 8).
Sin emburgo, es posible que tenga un papel muy
importante en el efecto descrito, ya que dada la
inhibicion en la utilizacién de los dcidos grasos
en el higado por accion del nucledsido, y si la 1i-
palisis aumentada por el etanol no estuviera dis-
minuida por el nucledsido, habria un incremento
muy importante en los dcidos grasos libres circu-
lantes y sdlo se observa un pequefio incremento
(cuadro B), sin significado estadistico,

La figura 6 muestra claramente la correlacion
entre el estado redox citopldsmico de la pareja
NAD*/NADH y la acumulacién de TAG en el
higado; por lo que el nucledsido, al aumentar la
relacidn citopldsmica, esta evitando la acumula-
cibn de grasa neutra en €l higado. Fsto tiltimo
puede ser el resultado de cuando menos dos efec-
tos de la adenosina, Por un lado se observa que
no hay acumulacién del sustrato a-glicerofosiato,

ENRIQUE PINA-GARZA Y COL.
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Fig. 7. Concentracidon de etanol en la sangre de ratas
tratadas con salina o adenosina. Las barras ver-
ficales representan el error estéandar del pro-
medic de cuando menos cuatre animales. El co-
eficiente de correlacién se calculd omitiendo el
valor de dos horas. A——4\, etanol | salina:
y =47 x + 773, r = 0.94; #—*, etanol
+ adenosina: y — .58 x |+ 80.4, r — 0.95.

ya que al disminuir el estado reducido de] cito-
plasma se favoreceri la utilizacién del a-glicero-
tosfato por otros caminos metabodlicos. Por otro
lado, la inhibicidn en la activacién de los icidos
grasos producida por la adenosinal® es fundamen-
tal para la posterior utilizacién de los dcidos gra-
sos, por lo que asf la adenosina estd disminuyendo
la concentraciéon de los derivados acilados de la
coenzima A, indispensables para la formacion de
TAG. :

La hiperlipidemiz normal en el grupo tratado
con etanol y adenosina refleja que al no acumu-
larse los TAG en el higado, muy probablemente
no existid el estimulo inductor paiit la sfntesis au-
mentada de lipoproteinas de muy baja densidad.

Un aspecto muy interesante de los resuitados es
el hecho de que la adenosina, ademis de los efec-
tos descritos, acelera la oxidacién del etanol (fig.
4). Esto sugiere que en alguna forma se estdn utr-
lizando mids ripidamente los equivalentes reduc-
tores, generados en €l citoplasma por accién de la
deshidrogenasa alcohdlica al actuar sobre el eta-
nol; y en la mitocondria, por accin de la deshi-
drogenasa del acetaldehido, a] oxidar al propio
acetaldehido.
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IV. MODELOS EXPERIMENTALES DE
HIGADO GRASOSO Y SU POSIBLE
UTILIDAD A NIVEL CLINICO

FERNANDO ARIAS-MENDOZA *

ACETALDEHIDO

+
NADH-H

M~ NAD

ETANOL

Fig. 8. Vios de reoxidacién del NADH citopldsmico
generado en la primera reaccién del catabo-
lismo del etanol.

Oxaloacetato  Dihidroxiacetona P Piruvato
e S I -
—————f——— — -+t _4_)

v 4 4
Malato Glicerol P Lactato
A 4 ‘ v
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Fn estudios previos se han demostrado los cam-
bios que a nivel hepitico produce el etanol admi-
nistrado cn forma aguda! Uno de los principales,
es la clevacion del contenido de triacilglicéridos
(TAG) en el hepatocito,2 aupado a aumento, en
el citosol de dichas células, de. Ja forma reducida
de la cocnzima dinucledtido de nicotinamida y
adenina (NADH).3

También se ha comunicado que fa velocidad de
oxidacidn del etanol no depende vnicamente de
la deshidrogenasa que cataliza la reacciéon (deshi-
drogenasa alcohdlica), sino (e a disponibilidad de
la misma coenzima ¢n estado oxidado (NAD).*
Esto implica que ¢f NADH deba reoxidarse, debi-
do a que la pora de NADY es extraordinariamente
pequeria,

La reoxidacion del NADH es llevada a cabo
principalmente por tres deshidrogenusas NAD*
dependientes (deshidrogenasa milica, deshidroge-
nasa de a-glicerofostato y deshidrogenasa lictica),
quc se localizan en el citosol y para las que se ve
favorecida la sintesis de sus productos reducidos,
debido a disminucdn del valor de la relacion
NAIY'/NADH (fig. &),

* Departamento de Bioguimica. Facultad de Medicina.
Universidad Nacional Auténoma de México.
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Los productos antes mencionados son utilizados
por la célula hepdtica en tres procesos metabdli-
cos, que le permiten mantener un estado basal de
oxidacién del etanol: las Janzaderas (shuttles) mi-
tocondriales de equivalentes reductores (utilizan-
do malato y a-glicerofosfato) y la salida de lactato
hacia el torrente circulatorio. Los dos 1iltimos se
ven involucrados en la fisiopatologia de dos sig-
nos clinicos de la intoxicacién etilica aguda: el
higado grasoso y la hiperlactacidemia.t

El presente trabajo esti enfocado hacia Ia pro-
daccion de diversos grados de intoxicacién etilica
aguda en ratas, para determinar los cambios me-
tabélicos producidos sobre los metabolitos depen-
dientes de las deshidrogenasas involucradas en la
reoxidacion del NADH citosdlico, correlaciondn-
dolos con los niveles de TAG hepdticos y con aque-
llos metabolitos que sean determinados en suero,
que hablen finalmente, de un equilibrio en estos
dos compartimientos del animal integro,

Fl objetivo es encontrar parimetros en el to-
rrente circulatorio que reflejen el estado metabo-
lico de la celdilla hepatica en el higade grasoso
postetilico experimental y que puedan ser aplica-
dos a condiciones clinicas de la misma indole, lo
que permitiria obtener un enfoque mas preciso
sobre Ia relacién que tiene el higado grasoso con
diversos padecimientos en los que ha sido postu-
lado como antecedente obligado.

ENRIQUE PINA-GARZA Y COL,
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Fig. 9. Relacién entre la concentracién de triacilgli-
céridos hepdaticos y los relaciones a-glicero-
fosfato/dihidroxiacetona fosfare {GAP/DAP )
y lactato/piruvato (LAC/PIR O). La curva tes-
rico presentada es la regresion lineal con la
relacién GAP/DAP (y — 6.4 x—6.4; r = 0.95).
Los puntos con la relocidn LAC/PIR ne tienen
correlacién aceptable.

T T

ogDHIIItontun}
oGDH
QLDH
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Fig. 10. Relocién entre la concentracién de triacilgli-
céridos hepdticos y los valores de la relacién
NAD’/NADH citosélica obtenida por el siste-
ma de la deshidrogenasa de a-glicerofosfa-
to (GDH ) o por el sistema de la deshidro-
genasa lactica (LDH {J). También se inclu-
yen los valores comunicades en lo literatura
(referencia * (). La férmula que repressnta

la curva tedrica es y = 1152 x/(x—228;
{r = 0.98).

La figura 9 muestra los promedios de las rela-
ciones o-glicerofosfato /dihidroxiacetona fosfato y
lactata/piruvato, obtenidos en las diversas condi-
ciones experimentales, presentados contra los pro-
medios de los valores de TAG en los mismos gru-

METABOLISMC DEI. ETANOL

LACTATO

8n susero (mM)N

-
!

| | 1
5 10 15
en higado {x100 nmol/g)

Fig. 11. Relacién entre los volorss hepdticos y séricos
de lactato (y — 31.0 x *9 r= 0.87).

pos. Es de hacer notar que se mantiene una rela-
cién lineal entre la primera relacion y los niveles
de TAG, mientras que con la segunga se pierde
esta relacién. Considerando que ambas relaciones
representan a dos sistemas enzimdticos que com-
parten las pozas de NAD' K NADH, pese a que
no se encuentren en equilibrio, se realizaron las
transformaciones pertinentes para obtener el ila-
mado estado de oxidorreduccion de las coenzimas,
representados por el cociente NAD*/NADH. Los
resultados se presentan en Ia figura 10, mostrdn-
dose una grifica de tipo hiperbdlico con un coefi-
ciente de correlacion aceptable, en la que se in-
cluyen todos los puntos experimentales y los pu-
blicados en la literatura.

En las figuras 11 y 12 se plantean los valores
promedio de lactato y piruvato séricos contra los
valores promedio de los mismos metabolitos en
higado. La grifica exponencial de la figura 11 de-
muestra Ia necesidad de transporte activo a tra-
vés de la membrana plasmitica para la salida de
lactato hacia el torrente circulatorio; mientras
que lo indicado en I figura 12 es compatible con
procesos de difusién simple para el transporte del
piruvato,

Las dos grificas anteriores muestran la posibili-
dad de conocer un valor tedrico de lactato y piru-
vato hepdticos, a partir de los valores reales en
el torrente circulatorio. Manejando los datos ted-
ricos de los metabolitos en higado, se puede infe-
rir un valor aproximado de la relacién NAD"/
NADH citopliasmica; y a la vez, considerando la
correlacién de tipo hiperbélico entre esta relacién
y los niveles de TAG hepiticos, es posible deter-
minar si las condiciones metabdlicas hepaticas son
las fisioldgicas o si se ha presentado el cuadro de
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higado grasoso. Cabe hacer notar en este punto,
que la grifica hiperbolica entre TAG y la rela-
cidn NAD'/NADH puede ser considerada como
la combinacién de dos grdficas lineales, El brazo
asintitico con el eje de las ordenadas representa
los valores “fisioldgicos” de ambos pardmetros;
mientras que el brazo asintdtico con el eje de las
abscisas representa los valores de “higado grasoso”
en nuestros sistemas. Con esto ltimo, valores me-
Jhores de 800 para la relacién NAD'/NADH, ob-
tenidos por interferencia a partir de la concen-
tracidén sérica de lactato y piruvato, estin hablan-
do de condiciones que favorecen dicho proceso
en el higado.
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Fig. 12. Relacién entre los valores hepdticos y séricos
de piruvato {y = 3.7 x -} 44.4; r = 0.92).
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