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RESUMEN

Alda-1 es un compuesto que actia como activador de la aldehido
deshidrogenasa ALDH2, y ha mostrado reducir el consumo voluntario de
alcohol en modelos animales. Este efecto se deberia al aumento en la tasa de
eliminacion a nivel cerebral del acetaldehido, principal metabolito del etanol, el
que ha sido asociado a los efectos adictivos del alcohol. Estudios recientes
han mostrado que flurbiprofeno, un tipo de antiinflamatorio no esteroidal es
capaz de aumentar la actividad de la ALDH2 de forma similar a Alda-1. En este
trabajo se estudié y compar6 en un modelo celular de células PC12 la potencia
individual y en combinatoria de Alda-1 y flurbiprofeno en la activacion de la
ALDH2. También se realizaron estudios complementarios en un modelo animal
de consumo de alcohol (ratas UChB). Para los estudios in vitro, cultivos de
células PC12 fueron incubados con concentraciones crecientes de Alda-1,
flurbiprofeno e ibuprofeno y se determind su efecto en la actividad ALDH2.
También se realizaron estudios de dosis combinadas de Alda-1 vy flurbiprofeno.
Para los estudios en animales se determind el efecto de distintas dosis de
flurbiprofeno en la adquisicién del consumo de alcohol y el efecto de una dosis
de 5 mg/kg/dia (5 dias) de Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno en el consumo
cronico de alcohol y en la actividad ALDH2 hepética y cerebral de los animales.
Los resultados mostraron que Alda-1 y flurbiprofeno son capaces de aumentar
la actividad ALDH2 en células PC12 con una potencia similar (3 veces a 40
pUM). Sin embargo, a una concentracion de 100 pM flurbiprofeno aumento en
casi 5 veces la actividad en células PC12. La incubacion conjunta de distintas
concentraciones de Alda-1 y flurbiprofeno en células PC12 mostré un efecto
potenciador entre ambos farmacos en la activacion de la ALDH2. Los estudios
en animales mostraron que la administracion por via oral de flurbiprofeno fue
eficaz en reducir la adquisicién del consumo de alcohol en ratas bebedoras
UChB. La administracion oral de Alda-1 y flurbiprofeno mostré ser efectiva y
de potencia similar en reducir el consumo cronico de alcohol en ratas UChB.
La activacion farmacologica de la actividad ALDH2 a nivel cerebral se
correlacion6é de forma inversamente proporcional al nivel de consumo de
alcohol en ratas UChB. Los resultados de este trabajo sugieren que la
activacion farmacolégica de la ALDH2 a nivel central podria representar un

potencial blanco farmacolégico para el tratamiento del alcoholismo.
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SUMMARY

Alda-1 is a compound that acts as an activator of the aldehyde dehydrogenase
ALDH2 and has been shown to reduce voluntary alcohol consumption in animal
models. This effect is due to the increased rate of brain elimination of
acetaldehyde, the main metabolite of ethanol, which has been associated with
the addictive effects of alcohol. Recent studies have shown that flurbiprofen, a
non-steroidal anti-inflammatory drug, is able to increase ALDH2 activity in a
similar way to Alda-1. In this work, the individual and combinatorial potency of
Alda-1 and flurbiprofen on ALDH2 activation was studied and compared in a
PC12 cell model. Complementary studies were also performed in an animal
model of alcohol consumption (UChB rats). For in vitro studies, PC12 cell
cultures were incubated with increasing concentrations of Alda-1, flurbiprofen
and ibuprofen and their effect on ALDH2 activity was determined. Combined
dose studies of Alda-1 and flurbiprofen were also performed. For the animal
studies, the effect of different doses of flurbiprofen on the acquisition of alcohol
consumption and the effect of a dose of 5 mg/kg/day (5 days) of Alda-1,
flurbiprofen and ibuprofen on chronic alcohol consumption and on hepatic and
brain ALDH2 activity in animals were determined. The results showed that
Alda-1 and flurbiprofen are able to increase ALDH2 activity in PC12 cells with
a similar potency (3-fold at 40 uM). However, at a concentration of 100 uM
flurbiprofen increased the activity in PC12 cells by almost 5-fold. Joint
incubation of different concentrations of Alda-1 and flurbiprofen in PC12 cells
showed a potentiating effect between both drugs on ALDH2 activation. Animal
studies showed that oral administration of flurbiprofen was effective in reducing
the acquisition of alcohol consumption in UChB drinking rats. Oral
administration of Alda-1 and flurbiprofen was shown to be effective and of
similar potency in reducing chronic alcohol consumption in UChB rats. The
pharmacological activation of ALDH2 activity at the brain level correlated
inversely with the level of alcohol consumption in UChB rats. The results
obtained in this work suggest that the pharmacological activation of brain
ALDH2 could represent a pharmacological target for the treatment of alcohol
use disorders.
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1. INTRODUCCION

1.1. Alcoholismo como problema de salud

El alcoholismo o trastorno por consumo de alcohol, es definido por la NIAAA (National
Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism) como “un problema con el consumo de
alcohol que se agrava en el tiempo y, eventualmente, recibe un diagnostico meédico.
Se trata de un trastorno cerebral cronico recidivante que se caracteriza por un
deterioro de la capacidad para detener o controlar el consumo de alcohol, a pesar de
las consecuencias sociales, laborales o de salud adversas” (NIAAA, 2020). En el afio
2018, la OMS establecié en su publicacién Informe Mundial de Situacién sobre
Alcohol y Salud, que cerca de 3 millones de personas fallecen a causa de esta
patologia anualmente y en la misma aflade “de todas las muertes atribuibles al
alcohol, el 28% se debieron a lesiones, como las causadas por accidentes de transito,
autolesiones y violencia interpersonal; el 21% a trastornos digestivos; el 19% a
enfermedades cardiovasculares, y el resto a enfermedades infecciosas, canceres,
trastornos mentales y otras afecciones” (OMS, 2020). Es decir, el sistema sanitario
no sélo es afectado por las muertes violentas que sufren estas personas, sino que
también se ve sobrecargado por enfermedades en las que el alcohol es un factor de

riesgo.

1.2. Farmacologia del alcoholismo
La farmacologia actual del alcoholismo se basa en el uso de 3 farmacos principales:
disulfiram, naltrexona y acamprosato. En la tabla 1 se muestra informacion

farmacoldgica de estos farmacos:



Farmaco Mecanismo de Accion Dosis Aprobacién FDA

Disulfiram Inhibidor ALDH Inicio: 250 mg/dia, Si
luego 500 mg/dia

Naltrexona | Antagonista receptores opioides 50/100 mg/dia Si

Acamprosato | Modula negativamente la 333 mg/dia Si

neurotransmision glutamatérgica

Tabla 1. Farmacos actualmente utilizados paratratar el alcoholismo. En la tabla se indica
el nombre del medicamento, su mecanismo de accion farmacolégico, la dosis recomendada

y estatus de aprobacion ante la FDA.

Un problema inherente al uso de estos medicamentos es su falta de efectividad, lo
gue se puede deber a que los mecanismos moleculares de la adiccién al alcohol no
estan del todo clarificados. En el caso del disulfiram, este farmaco no reduce las
ansias del paciente por beber, sino que genera un rechazo al consumo de alcohol, ya
gue al inhibir la enzima deshidrogenasa aldehidica (ALDH) reduce la eliminacién del
metabolito acetaldehido, el que al aumentar sus concentraciones plasmaticas genera
reacciones desagradables como enrojecimiento facial, cefaleas e hipotension
(Winslow y cols., 2016). Una de las mayores complicaciones de este farmaco, es su

falta de adherencia debido a los numerosos efectos secundarios que genera.

En relacion a la naltrexona, este es un antagonista de los receptores p opioides, los
cuales estan involucrados en la respuesta placentera que causa el alcohol a nivel
cerebral y, a diferencia del disulfiram, si reduce las ansias por beber. Si bien sus
efectos secundarios son mas tolerables que los del disulfiram, tiene efectos
moderados en la disminucién del consumo de alcohol y carece de efectividad respecto
alarecaida. Sin embargo, parece ser una buena alternativa para tratar el alcoholismo,
a pesar del desconocimiento que se tiene sobre los beneficios de la naltrexona
(Garbutt, 2010).

El acamprosato, a través del antagonismo de los receptores de glutamato de tipo

NMDA, reduce el estado sobre excitado que presentan los pacientes alcohdlicos



luego que suspenden su consumo de alcohol, el que representa un alto potencial para
la recaida en el habito. La farmacologia de este medicamento es compleja y entendida
parcialmente. Este farmaco carece de efectividad en pacientes que son bebedores
frecuentes y, de hecho, se ha establecido que sus efectos son levemente distinguibles
de un placebo, pese al buen perfil de efectos secundarios que tiene (Witkiewitz y cols.,
2012). Es por todo lo explicado que es necesario actualizar el arsenal farmacolégico
contra el alcoholismo, ya que las herramientas disponibles ofrecen una pobre
efectividad y efectos adversos que limitan la adherencia de los pacientes, en especial

en el caso del disulfiram.

1.3. Acetaldehido, ALDH2 y su rol en el alcoholismo

El metabolismo del etanol estd ampliamente estudiado y es importante entenderlo
cuando se habla de farmacos para el tratamiento del alcoholismo como el disulfiram.
El alcohol se metaboliza en gran medida en el higado mediante su oxidacion a
acetaldehido, reaccion catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y en
menor medida por el citocromo P-450 2E1. Luego de la oxidacion del etanol a
acetaldehido, se produce otra oxidacién esta vez por la enzima ALDH2 a acetato
(Cederbaum y cols., 2012). En la figura 1, se puede ver un resumen general del

metabolismo hepatico que sufre el etanol.

ADH
1. CH;CH,OH +NAD' —"I CH;CHO +NADH + H"

ALDH
2. CH;CHO + NAD" — CH;COOH+NADH + H

3. CH3COOH __,CH; CSCoA __, CO2
A\ —» Fatty Acids
0O — 3 Ketone Bodies
— Cholesterol

Figura 1. Esquema general de la oxidacion hepatica del etanol. El alcohol sufre 2
oxidaciones: una por la enzima alcohol deshidrogenasa y otra por la aldehido
deshidrogenasa, hasta concluir en la formacion del metabolito acetil-CoA. El uso de éste,
dependera de las necesidades del organismo y del estado nutricional del mismo. (Cederbaum
y cols., 2012).



La farmacologia ha usado esta via metabdlica como blanco para generar farmacos
gue actuen contra el alcoholismo, como el disulfiram. Desde el punto de vista de la
inhibicidon farmacoldgica, si se bloquea la accion de la ALDH2 aumentan los niveles
sanguineos de acetaldehido generados a partir del alcohol. Este aumento de los
niveles de acetaldehido esta asociado a una serie de sintomas desagradables, tales
como enrojecimiento, cefaleas y nauseas cuando consumen bebidas alcohdlicas
(Winslow y cols., 2016). Se propone que el acetaldehido actuaria en una estructura
cerebral llamada zona gatillo quimiorreceptora (ZGQ) situada en el &rea postrema, en
el suelo del cuarto ventriculo, que es muy sensible a los estimulos quimicos. En esta
zona, la barrera hematoencefélica est4 poco desarrollada y es facilmente accesible a
sustancias proeméticas de la circulacion sistémica, como lo es el acetaldehido. Esta
area integra estimulos quimicos y nerviosos mediante las fibras aferentes vagales que
transmiten estimulos al centro del vémito (Colomer, 2008). La principal isoforma de la
ALDH que oxida al acetaldehido es la ALDH2 debido a que posee una afinidad muy
alta por este metabolito del alcohol. De hecho, tiene una Km de 0,2 uM, que es 900
veces mas baja que la Km de la ALDH1. Esto convierte a la ALDH2 en una enzima
muy eficiente en la eliminacion de acetaldehido (Yanfeng y cols. 2018), lo cual
determina que en condiciones normales so6lo una pequefia cantidad de este
metabolito alcance la circulacion sanguinea sistémica (Klyosov y cols., 1996). En el
cerebro, la oxidacion del alcohol a acetaldehido es llevada a cabo por la catalasa,

debido a la muy baja expresién de la ADH en el tejido cerebral (Zimatkin y cols., 2006).

Es importante hablar de la actividad del acetaldehido a nivel cerebral, ya que se ha
observado en experimentos animales que este compuesto es capaz de ser auto
administrado en regiones cerebrales relacionadas con las sensaciones placenteras y
el refuerzo de comportamientos (Rodd y cols., 2005). De esta forma, el acetaldehido
ha sido propuesto como el metabolito del etanol que estaria mediando sus efectos
adictivos. El etanol, como otras sustancias adictivas, es capaz de activar el sistema
mesocorticolimbico, el cual estad constituido por neuronas dopaminérgicas cuyos
cuerpos celulares yacen en el area tegmental ventral y cuyos axones se proyectan
hacia al nacleo accumbens y la corteza prefrontal. La estimulacion de este sistema se
ha relacionado con respuestas placenteras a comportamientos necesarios para la

supervivencia de los individuos como la alimentacion, reproduccion, etc. (Israel y

4



cols., 2015). Existe evidencia de que la autoadministracion de acetaldehido en ratas
dentro del area tegmental ventral en concentraciones micromolares es capaz de
aumentar los niveles de dopamina en el nlcleo accumbens y promover su
autoadministracion (Deehany cols., 2013). Considerando estos elementos, es posible
que el reforzamiento del habito alcohdlico también sea mediado por el acetaldehido.
En este mismo sentido, la administracién a animales de farmacos que inhiben la
catalasa como el 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT), que reduciria la formacion de
acetaldehido a nivel cerebral, ha demostrado ser efectiva en reducir la adquisicién del
héabito alcohdlico, pero no mostrando efectividad en reducir el consumo de etanol en
etapas consolidadas (Peana y cols., 2015). Por otra parte, la sobrexpresion de
ALDH2, con el consecuente aumento en la tasa de eliminacion de acetaldehido, ha
demostrado tener efecto en la disminucion del consumo de alcohol a largo plazo en
modelos animales (Karahanian y cols. 2015). Otra enzima de interés en este aspecto
es la catalasa, que a nivel SNC se encarga de la oxidacién primaria del alcohol y de
la generacion de acetaldehido. Es relevante comentar que cuando la expresion de la
catalasa es silenciada en animales sin consumo previo de alcohol, éstos reducen el
consumo voluntario de esta sustancia adictiva. Esto fue realizado administrando un
vector lentiviral anticatalasa en el area tegmental ventral (VTA) en ratas UChB sin
consumo previo de alcohol (Karahanian y cols. 2011). Estos antecedentes refuerzan
la hipétesis de que el acetaldehido tendria un rol fundamental en los efectos adictivos
del alcohol. De esta forma, una mayor actividad de la ALDH2 llevaria a una reduccién
de este metabolito y, por ende, a un menor reforzamiento del habito alcohdlico.

1.4. Alda-1, un activador farmacolégico de la ALDH2.

En el aflo 2008, Chen y cols., (2008) reportaron el desarrollo de Alda-1, un activador
de la enzima ALDH2 que es capaz de aumentar entre 2 a 3 veces la actividad de esta
enzima. Se ha propuesto que Alda-1 actuaria como una chaperona quimica de la
ALDH2, promoviendo su actividad catalitica al estabilizar la union del sustrato y el
cofactor al sitio catalitico. Este farmaco fue pensado para ser usado en un trastorno
conocido como Alcohol Flushing Reaction que se observa en individuos
principalmente asiaticos que portan una enzima ALDH2 mutada en su posicion 487
(ALDH2*2), la cual es esencialmente inactiva in vivo (Hurley y cols., 2002). De esta

forma, cuando estos individuos beben alcohol la eliminacién del acetaldehido se ve



imposibilitada, lo que genera una serie de sintomas tales como rubor facial, cefalea,
hipotension y nauseas.

Alda-1 es un farmaco altamente lipofilico (logP= 4) que es capaz de cruzar la barrera
hematoencefélica y activar la ALDH2 cerebral (Fu y cols., 2014). Ha demostrado
ademas propiedades neuroprotectoras en modelos de isquemia/reperfusion
asociados a estrés oxidativo, posiblemente a través del aumento de la tasa de
eliminacién de aldehidos toxicos como el 4-hidroxinonenal y el malondialdehido (Chen
y cols., 2014). Estudios en ratas UChB realizados por Rivera-Meza y cols., (2019),
mostraron que la administracion de Alda-1 aumenta la actividad de la ALDH2 en
higado y cerebro. Ademas, encontraron que animales tratados con Alda-1 no
desarrollaban el habito de beber alcohol y que al ser administrado a ratas UChB que
consumian de forma crénica alcohol se generaba una reduccion de mas del 70% en
el consumo. Otros aspectos importantes relacionados con este estudio es que el Alda-
1 no altero la tasa de eliminacion de etanol ni cambio el consumo de otras sustancias
de consumo placentero como la sacarina. Estos resultados posicionan a Alda-1 como
un potencial agente farmacoldgico para el tratamiento del alcoholismo, sin embargo,
presenta ciertas desventajas como su baja solubilidad en agua y su caracter

experimental, lo que reduce sus posibilidades de ser usado en humanos.

1.5. Flurbiprofeno, otro activador de la ALDH2.

Hosoi y cols., (2014) informaron que el flurbiprofeno (Figura 2), un antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) derivado del acido propionico, era capaz de reducir la agregacion
de proteinas relacionadas con la sefializacion asociada a la hormona leptina. En estos
estudios en animales, el flurbiprofeno era capaz de reducir la resistencia a la accién
de la leptina inducida por el estrés del reticulo endoplasmico y revertir cuadros de
obesidad. Un hallazgo importante de este estudio fue que una de las proteinas con
las que flurbiprofeno interactuaba era la ALDH2, encontrando que de forma similar a
Alda-1, el flurbiprofeno era capaz de aumentar la velocidad catalitica de la ALDH2 sin

modificar los niveles de expresién ni la estabilidad de la enzima.
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Figura 2. Estructuras moleculares de Alda-1 (A) y flurbiprofeno (B).

Es un hallazgo importante el descubrimiento de la capacidad de Alda-1 de activar la
ALDH2 y de reducir el consumo de alcohol en modelos animales, sin embargo, las
proyecciones de uso clinico de este compuesto estan limitadas debido a su caracter
experimental actual. Por otro lado, flurbiprofeno presenta un efecto similar a Alda-1
en aumentar la actividad de la ALDH2, pero suma una ventaja adicional al ser un
farmaco aprobado para uso en humanos, lo que podria acelerar su potencial uso
terapéutico en el alcoholismo. Un punto importante, es que Alda-1 y flurbiprofeno
presentan una estructura quimica diferente entre ellos (Figura 2), pero comparten un
efecto farmacoldgico similar que es la activacion de la ALDH2. Estos antecedentes
nos permitirian hipotetizar que ambos compuestos aumentan la actividad de la ALDH2
por un mecanismo de accion diferente. Es por ello por lo que en este trabajo se
plante6 estudiar y comparar en un modelo celular de células PC12 la potencia
individual y en combinatoria de Alda-1 y flurbiprofeno de activar la ALDH2 con el
objetivo de obtener evidencia experimental de posibles diferencias en sus

mecanismos de accion.



2. HIPOTESIS
Flurbiprofeno y Alda-1 aumentan de forma equivalente la actividad de la

deshidrogenasa aldehidica mitocondrial (ALDH2) en células PC12 en cultivo.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si flurbiprofeno y Alda-1 aumentan de forma equivalente la actividad de la

deshidrogenasa aldehidica mitocondrial (ALDH2) en células PC12 en cultivo.

3.1. Objetivos especificos
e Optimizar la medicién de la actividad de la ALDH2 en células PC12 incluyendo la
determinacién del rango lineal de la relacion actividad enzimatica versus proteinas

totales.

e Determinar el efecto de concentraciones crecientes de Alda-1 en la expresion,

actividad y niveles proteicos de la ALDH2 en células PC12.

e Determinar el efecto de concentraciones crecientes de flurbiprofeno e ibuprofeno
en la viabilidad celular y la expresion, actividad y niveles proteicos de la ALDH2 en
células PC12.

e Determinar el efecto de distintas proporciones Alda-1/flurbiprofeno en la expresion,

actividad y niveles proteicos de la ALDH2 en células PC12.



4. MATERIALES

4.1. Material biolégico

Células PC12 de feocromocitoma adrenal de rata (CRL-1721, ATCC, EE. UU.)

4.2 Tampones

- Tampon PBS 10X: KCI 0.027M, KH2POa4 0,018 M, NaCl 1,37 M, NazHPOa4 0,1 M.

- Tampon RIPA 1X: NaCl 150mM, Triton x 100 1% [v/v], Deoxicolato de sodio 0,5%
[p/v], SDS 0,1% [p/v], TRIS pH 8 50mM.

- Tampdén Laemmli 4X: 8% SDS, 20% 2-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0,08% azul de
bromofenol, Tris HCI 0,250 M pH 6,8.

- Tampon de Corrida: Tris HCI 25mM pH 8,3, glicina 190 mM, SDS 0,1%

- Tampon de Transferencia: Tris HCI 25 mM pH 8,3, glicina 190 mM, metanol 20%
[VIV].

- TBS 10X: Tris: 200 mM, NaCl 1500 mM pH 7,6 en 1L de agua destilada.

- TBST: 20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween 20y pH 7,6.

4.3 Anticuerpos
Anti ALDH2 (R&D, anti-rata, MAB10168-100)
Anti Beta Actina (ABM, anti-rata, G043).

Anticuerpo secundario cabra-anti rata (Invitrogen, anti-rata, 31430).

4.3 Materiales generales

De Sigma (EE.UU.): flurbiprofeno.

De Gibco (EE.UU.): medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM);
suero equino; suero fetal bovino; tripsina 0.25%-EDTA (1X); penicilina estreptomicina.
De Thermo Scientific (EE.UU.): estdndar de peso molecular de proteinas PageRuler
Prestained Protein Ladder.

De Whatman (EE. UU.): Membrana de nitrocelulosa 0,45 pm.

De BioRad (EE.UU.): Leche descremada.

De Winkler (Chile): Ponceau-S.

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas Chile: Alda-1 e ibuprofeno.



5. METODOLOGIA

5.1 Cultivos de células PC12

Las células PC-12 se cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640, suplementado con 2 g/L de NaHCOs, esterilizado mediante filtros de
nitrocelulosa de 0,2 ym y complementado con 100 U/mL de penicilina; 0,1 mg/mL de
estreptomicina. Para la preparacion del medio de cultivo completo, se afiadié suero
equino hasta 10% y suero fetal bovino hasta 5%. Las células se incubaron en placas
de poliestireno de 100 x 20 mm en un incubador Series 8000 WJ Thermo Scientific a
37°C, en una atmosfera de 5% de CO2. Una vez que las células alcanzaron 80% de
confluencia se procedié a su traspaso para un nuevo ciclo de cultivo. Para ello, se
retiré el medio de cultivo, se agreg6 1 mL de tripsina-EDTA 0,25% y se incub6 a 37°C
durante 3 minutos. A continuacion, se agreg6 4 mL de medio de cultivo completo para
inactivar la tripsina y mediante pipeteo se desprendieron completamente las células
de la placa. Las células se traspasaron en cantidad adecuada a una nueva placa de
cultivo conteniendo 13 mL de medio de cultivo completo. Después, se incubo la placa
a 37°C en una atmosfera de 5% CO2 (Maldonado, 2020).

5.2. Lisis celular

A partir de una placa de 10 cm de didmetro con células PC12 a un 80% de confluencia
como minimo, se tripsinaron las células con 1 mL de tripsina, se centrifugaron a 1000x
g durante 5 minutos y se lisaron mediante pipeteo con 1 mL de TrisHCI 200 mM pH
8.0, DTT 10 mM, 20% glicerol, 1% Triton X100 (Solito y cols., 2013). Luego, se
homogeniz6 con un ciclo de 5 pulsos con ultrasonido (Omniruptor 250, Omni Int.,
EE.UU.), manteniéndose en hielo. El homogeneizado se centrifug6 a 13.000 x g, 4°C
durante 20 min. Este mismo procedimiento se hizo con placas de 35 mm a 80% de
confluencia de células PC12 como minimo, cambiando los volumenes de tripsina y
buffer de lisis a 300 pL.

En ambos casos, las concentraciones de proteina en los homogeneizados se
determinaron utilizando el kit BCA para determinacion de proteinas de acuerdo a las

instrucciones del fabricante (Pierce).
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5.3. Medicion de la actividad ALDH2

La actividad de ALDH2 se determino en triplicado midiendo la generacion de NADH a
340 nm. Para determinar la actividad ALDHZ2, primero fue necesario cuantificar la linea
base de actividad, la cual se determind a 35°C mezclando el homogeneizado (50-600
Hg proteinas totales) en un medio de reaccién conteniendo NazHPO4 34 mM (pH 8,5),
pirazol 10 mM, MgCl2 5mM, DTT 4 mM, NAD* 0,8mM, de NADH 10 M. Se midio la
absorbancia a 340 nm cada 60 segundos durante 10 minutos. Una vez cuantificada
la actividad basal, se agreg6 propionaldehido 21 uM (10 L) y se cuantifico la actividad
ALDH2. Se midi6 la absorbancia a 340 nm cada 60 segundos durante 10 minutos.
Una vez obtenidas las pendientes (la de actividad ALDHZ2 y basal), se restaron entre
ellas y se obtuvo la actividad ALDH2 neta. La actividad se determind a partir del
cambio en la concentracion de NADH versus el tiempo y la actividad de ALDH2 se

expreso en términos de nmol NADH/min/ mg de proteina.

5.4. Actividad ALDH2 de células PC12 frente a distintas concentraciones de
Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno.

El cultivo de células PC12 se incubd con distintas concentraciones de Alda-1 (0, 5,
10, 20, 40 uM), flurbiprofeno (0, 5, 10, 20, 40 uM) e ibuprofeno (0, 5, 10, 20, 40 uM).
Los farmacos se disolvieron en DMSO (dimetilsulfoxido) a una concentracion
adecuada de forma que el DMSO no supere el 1% de concentracién en el volumen
final del medio de cultivo. Los 3 farmacos se obtuvieron de una solucién stock
preparada para cada uno de ellos: para Alda-1 se prepar6é una solucion de
flurbiprofeno 20 mM e ibuprofeno 40 mM. Se tomé una alicuota de stock y se diluyo
en DMSO segun la concentracion requerida de cada farmaco, de tal forma que se
inocularon 10 pL al medio de cultivo por cada concentracion de farmaco, es decir, 1%
del volumen del medio de cultivo. Cultivos controles sélo recibieron 10 uL de DMSO.
La actividad ALDH2 en los cultivos se midié como se indica en el punto 5.3 alas 2 h

horas de incubacién con los farmacos.

5.5. Determinacion de los niveles de proteina ALDH2 mediante Western blot.

Se tomo una placa de cultivo celular (10 cm didmetro), se dej6 en hielo, se saco el
medio de cultivo y se lavd con PBS. Posteriormente, se drend el PBS y se agregd 500
pL de tampodn RIPA. Las células se homogenizaron mediante sonicaciéon en 2 ciclos

de 5 pulsos separados por un intervalo de 5 min en hielo y se centrifugaron a 13.000
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X g, 4°C durante 20 min. Se recupero el sobrenadante en un tubo nuevo y se cuantificd
la cantidad total de proteinas con un ensayo BCA y se almacenaron las muestras a -
20°C. Se mezclaron 3 partes de muestra con 1 parte de tampon Laemmli 4X y se
calent6 la mezcla a 95-100 ° C durante 10 minutos.

Los geles de poliacrilamida para la separacion de las proteinas se generaron de

acuerdo a la siguiente férmula:

Gel Resolutivo 10% Cantidad para 2 geles
H20 dd 7,86 mL
Tris HCI 1.5M pH 8,8 5mL
Acrilamida/bisacrilamida 30% 6,7 mL
SDS 10% 200 pL
Persulfato de amonio 8,3% 200 pL
TEMED 10 L
Total 20 mL
Gel concentrador 5% Cantidad para 2 geles
H20 dd 5,125 mL
Tris HCI 1M pH 6,8 0,95 mL
Acrilamida/bisacrilamida 30% 1,25 mL
SDS 10% 75 uL
Persulfato de amonio 8,3% 75 uL
TEMED 15 L
Total 7,5mL

Los geles se cargaron con 5 a 30 pg de proteinas totales. Como estandar de peso
molecular se cargaron 6 uL de PageRuler Prestained Protein Ladder. La electroforesis
se realizé en una cdmara Mini-PROTEAN Tetra Cell BIO-RAD conteniendo Tampon
de Corrida a 80 V, 60 mA y 48 W durante 1 hora.
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Una vez resueltas las proteinas de acuerdo a su peso molecular, éstas se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa. La transferencia se realiz6 formando un “sandwich”
conformado por el gel en contacto con la membrana de nitrocelulosa (PROTRAN 0,45
Mm, Whatman) y estos cubiertos por dos laminas de papel filtro, una a cada lado y
estos cubiertos por dos esponjas de fibra, una por cada lado. La transferencia se llevo
a cabo durante 120 minutos a 100 V, 350 mA y 50 W en Tampdn de Transferencia.
Posteriormente se verifico la correcta transferencia de las proteinas mediante tincion
con una solucién de rojo Ponceau-S (Ponceau S 0.1% [p/v], acido acético 5% [v/V]).
La tincién con rojo Ponceau-S se retir6 mediante 2 lavados con agua destilada y 1
con TBST (Tris base 0,02 M, NaCl 0,2M, pH 7,6, Tween 20 0,1% [v/v]). El bloqueo de
los sitios inespecificos de union en la membrana se realiz6 mediante incubacién en
una solucion de leche descremada al 5% [p/v] en TBST durante 1 hora. Luego del
blogueo las membranas se incubaron con el anticuerpo primario diluido en TBST
durante toda la noche y con agitacion suave a 4°C. El anticuerpo primario utilizados
fue anti ALDH2 (1:1000) y anti-beta actina (1:5000). Al dia siguiente se retiro el
anticuerpo primario y la membrana se lavé 4 veces con TBST durante 15 minutos
cada lavado. Luego la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario anti cabra-
anti-rata diluido en TBST (1:10000) durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion
suave. Luego se realizaron 5 lavados con TBST de 15 minutos cada uno con agitacion
leve y posteriormente la reaccion inmunolégica se revel6 mediante un sustrato
guimioluminiscente. La sefial luminiscente se detecté y registr6 en un equipo de

fotodocumentacion (Araya-Martinez, 2017).

5.6. Animales

Se usaron ratas macho de la linea UChB, las que han sido derivadas de la cepa Wistar
y cruzadas selectivamente de acuerdo a su elevado consumo voluntario de alcohol
(Quintanilla et al., 2006). El peso de estos animales vario entre 200 a 300 gramos.
Loa animales fueron alojadas de forma individual en cajas de policarbonato en una
habitacion con temperatura y humedad controlada bajo un ciclo normal de luz-
oscuridad de 12 horas (apagado de luces a las 19:00 horas) con libre acceso a comida
y agua. Todos los experimentos in vivo se realizaron de acuerdo con las directrices
ARRIVE (Kilkenny et al., 2010) y aprobado por la Comité Institucional de Etica en
Experimentacién Animal (CBA-1125-FMUCH).
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5.7. Administraciéon de Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno a ratas UChB vy

determinacion de su efecto sobre el consumo voluntario de etanol.

En la Figura 3, se muestra un esquema grafico de los estudios farmacolégicos
realizados en ratas UChB.

Eutanasia,
extraccion
de drganos y
estudio

Retiro Vi
Ratas UChB (n=20) Libre acceso a etanol 10% y agua de botella etanol 10% aﬁg:;d

‘ ‘ ‘ ‘ Tiempo
30 45 52 g (dias)

|
AR M T

Estudio dosis-efecto Estudio de comparacion de Estudio de actividad ALDH2 en
flurbiprofeno efecto Alda-1, flurbiprofeno e tejido hepatico y cerebral con
ibuprofeno dosis de Alda-1, flurbiprofeno e
ibuprofeno

Figura 3. Esquema experimental de los estudios farmacoldgicos realizado en ratas
UChB. En azul se indica el tiempo de estudio en que los animales estuvieron expuestos al
libre consumo entre agua y etanol 10%. En verde, se indica el periodo en que los animales
solo tuvieron acceso a la botella de agua. En naranjo se indica el tiempo que se dedicé a la
eutanasia, la extraccién de 6rganos y el estudio de la actividad ALDH2 en tejido hepatico y
cerebral de ratas UChB. Las flechas indican los dias en los que se administraron los diferentes

tratamientos farmacologicos.

En una primera etapa se estudid la relacion dosis-efecto de flurbiprofeno en la
adquisicién del consumo de etanol en ratas UChB. Para ello, se eligieron 20 ratas
UChB, las que se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos, los que fueron
administrados durante 5 dias con una dosis (v.0.) de flurbiprofeno 2.5 mg/kg (n=5), 5
mg/kg (n=5) y 10 mg/kg (n=5) (suspendido en goma arabica 2%) o el mismo volumen
de vehiculo (n=5) (goma arabica 2%). La administracion oral del farmaco se realizé
mediante una sonda metalica intragastrica erogando aproximadamente 1,5 mL por
cada administracion de una suspension de flurbiprofeno de 0,5 mg/mL para la dosis
de 2.5 mg/kg, 1 mg/mL para la dosis de 5 mg/kg y 2 mg/mL para la dosis de 10 mg/kg.
A partir del segundo dia de tratamiento, a los animales se les dio libre acceso a dos
botellas, una conteniendo etanol al 10% (v/v) o agua. El consumo de etanol se

determind diariamente y se expreso en g de etanol/kg de peso corporal/dia y el
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consumo de agua se expresoé en g agua/kg peso corporal/dia. El peso de los animales
se registré cada 7 dias. Para el estudio del consumo cronico de etanol, en el dia 30
de acceso a alcohol 10% y agua, a los animales se les administré por via oral una
dosis diaria de Alda-1 5 mg/kg (n=5), flurbiprofeno 5 mg/kg (n=5), ibuprofeno 5 mg/kg
(n=5) o vehiculo (n=5) (goma arabica 2%) durante 5 dias consecutivos. Los farmacos

se prepararon para su administracién en suspensiones de 1 mg/mL.

En el dia 45 del experimento, se retird la botella de alcohol 10% manteniéndose la
botella con agua. A partir del dia 52 los animales fueron nuevamente administrados
con una dosis diaria de Alda-1 5 mg/kg (n=5), flurbiprofeno 5 mg/kg (n=5), ibuprofeno
5 mg/kg (n=5) o vehiculo (n=5) (goma arabica 2%) durante 5 dias consecutivos. Los
farmacos se prepararon para tener una concentracion de activo de 1 mg/mL. Una hora
después de la ultima dosis de farmaco, los animales fueron eutanizados mediante
decapitacion y se extrajo el cerebro e higado de los animales para la posterior

medicion de la actividad ALDH2 en ellos.

5.8. Medicion de actividad de ALDH2 en tejido de rata hepatico y cerebral

Se pesaron muestras de tejido (~0,5 g) de cerebro e higado tratados con Alda-1,
flurbiprofeno o ibuprofeno (n=4) o tratados con vehiculo (n=4) fueron pesados, luego
cortados en trozos pequefios y lavados con solucion fosfato salina a 0°C. El tejido
hepatico fue homogeneizado en cinco volimenes de Triton X-100 al 1% vy ditiotreitol
(DTT) 2 mMy el tejido cerebral fue homogenizado en 4 volimenes de Triton X-100 al
1% vy ditiotreitol (DTT) 2 mM. Los homogeneizados se centrifugaron a 20800 g a 4 °C
durante 20 min y se recuperaron los sobrenadantes. La actividad de ALDH2 se
determindé en duplicado midiendo la generacion de NADH a 340 nm a 35 °C,
mezclando 20 uL de sobrenadante de cada tejido con una solucién de Na2HPO4 34
mM (pH 8,5) que contiene pirazol 10 mM, 5 mM MgCI2, DTT 4 mM, NAD+ 0,8 mM,
NADH 10 uM vy propionaldehido 21 pM. Las concentraciones de proteina en los
sobrenadantes se determinaron usando el Bio- Kit de ensayo de proteina Rad. La

actividad de ALDH2 expresé como nmol NADH/min/mg proteina.
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5.9. Anédlisis estadisticos

El andlisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prism 8 (Software
GraphPad, Inc.). Los datos se expresaron como la media £+ SEM y fueron analizados
fueron analizados por ANOVA de una o dos vias complementado con una prueba

multicomparativa de Tukey. La significancia estadistica se fij6é en p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Optimizacién de la medicién de la actividad de la ALDH2 en células PC12,
incluyendo la determinacion del rango lineal de larelacion actividad enzimatica
versus proteinas totales.

6.1.1 Optimizacion del ensayo enzimético de actividad de la ALDH2

En consideracion que era la primera vez que se media actividad ALDH2 en células
de feocromocitoma de rata (PC12), se decidio iniciar las mediciones usando cultivos
de células PC12 en las placas de cultivo de mayor tamafio que estaban disponibles
en el laboratorio y que correspondian a placas de 100 mm de diametro. Cuando las
células alcanzaron una confluencia de 100% fueron lisadas con 1 mL de tampén de
lisis como se describe en Métodos 5.3. Para establecer si existia una correlacion lineal
entre la cantidad de lisado y la actividad enzimatica, en esta experiencia se ensayaron
80, 160 y 320 pL de lisado celular por triplicado. Los resultados mostraron que en
todas las pruebas se detectd actividad enzimética con un coeficiente de correlacién
lineal entre la actividad ALDH2 y el volumen de lisado de R= 0.8883 (Figura 4).
Ademas, se observd que al pasar de 80 a 160 puL de lisado se duplicé la actividad
enzimatica lo que era congruente con una relacion lineal entre ambas variables. Sin
embargo, al duplicar el volumen de lisado de 160 a 320 pL de lisado se observé sélo
un aumento aproximado de 10% en la actividad enzimatica, lo que sugeria una

desviaciéon del comportamiento lineal.
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Figura 4. Actividad ALDH2 a diferentes volumenes de lisado de células PC12 cultivadas
en placa de 100 mm. Cada punto representa la medicion de actividad ALDH2 por triplicado
+ SEM a diferentes volimenes de lisado de células PC12 (n=3). La relacion entre los datos

se expreso en funcion del coeficiente de correlacion lineal R.
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Una vez determinada la factibilidad de medir la actividad ALDH2 en células PC12, se
decidio reducir el tamafio de los cultivos con el objetivo de reducir los costos y tiempos
de trabajo. Para ello los cultivos se realizaron en placas de cultivo de 35 mm y una
vez alcanzada la confluencia, las células se lisaron en 300 pL de tampon de lisis. Al
igula que en | punto anterior, se estudio la correlacion entre la actividad ALDH2
observada y el volumen de lisado ensayado, en este caso 25, 50, 75 y 100 pL de
lisado. Los resultados mostraron una mejor correlacion lineal entre actividad ALDH2
y volumen de lisado al usar placas de 35 mm (R= 0,9983) en comparaciéon a los
ensayos realizados en placas de 100 mm (Figura 5). En base a estos resultados se
decidio seleccionar para los ensayos futuros el cultivo de las células PC12 en placas

de 35 mm y la utilizacién de 100 pL de lisado para los ensayos enzimaticos.
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Figura 5. Actividad ALDH2 a diferentes volumenes de lisado de células PC12 cultivadas
en placa de 35 mm. Cada punto representa la medicién de actividad ALDH2 por triplicado +
SEM a diferentes volimenes de lisado de células PC12 provenientes de un cultivo realizado
en placas de 35 mm (n=3). La relacion entre los datos se expreso en funcion del coeficiente
de correlacion lineal R.

6.2. Efecto de concentraciones crecientes de Alda-1, flurbiprofeno e
ibuprofeno en la actividad, niveles proteicos y expresiéon de la ALDH2 en
células PC12.

Una vez establecidas las condiciones Optimas de medicion de la actividad ALDH2 en
células PC12 se procedio a evaluar el efecto de concentraciones crecientes de Alda-

1, flurbiprofeno e ibuprofeno en la actividad ALDH2 de células PC12 en cultivo.
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En relacion al experimento realizado con Alda-1, cultivos de células PC12 fueron
incubadas durante 2 horas a 37°C con una concentracion en el medio de cultivo de
Alda-1 de 10, 20 y 40 uM disuelto en DMSO. Como control se establecié un cultivo
tratado con 10 uL de DMSO.

Los resultados mostraron la actividad ALDH2 aument6 a medida que se usaban
mayores concentraciones de Alda-1 siguiendo una correlacion lineal de R=0,9509
(Figura 6). Sin embargo, se observé un menor incremento de la actividad al usar
concentraciones mayores a 20 uM de Alda-1 y con una tendencia a alcanzar una
meseta en los valores de actividad. Los valores de actividad ALDH2 fluctuaron en un
rango entre 8,75 nmol NADH/min/mg proteina para el control vehiculo y de 22,37 nmol
NADH/min/mg proteina al usar Alda-1 a una concentracién de 40 uM. Esto represento

un aumento de 2,55 veces en la actividad ALDH2.
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Figura 6. Actividad ALDH2 en células PC12 en presencia de concentraciones
crecientes de Alda-1. La actividad fue registrada en términos de nmoL NADH/min/mg
proteina. Cada punto representa el promedio de la actividad de tres mediciones

independientes y las barras representan el error (z SEM) de las mediciones (n=3).

En relacion al experimento realizado con flurbiprofeno, cultivos de células PC12
fueron incubadas durante 2 horas a 37°C con una concentracion en el medio de cultivo
de flurbiprofeno de 10, 20, 40, 50 y 100 uM disuelto en DMSO. Como control se
estableci6 un cultivo tratado con 10 pL de DMSO.
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Los resultados mostraron la actividad ALDH2 aumenté a medida que se usaban
mayores concentraciones de flurbiprofeno siguiendo una correlacion lineal con
R=0,9740 (Figura 7). No se observé un aplanamiento de la curva en las
concentraciones mas elevadas de flurbiprofeno. Los valores de actividad ALDH2
fluctuaron en un rango entre 8,75 nmol NADH/min/mg proteina para el control
vehiculo y de 42,3 nmol NADH/min/mg proteina al usar flurbiprofeno a una
concentracion de 100 uM. Esto representé un aumento de 4,8 veces en la actividad
ALDH2.
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Figura 7. Actividad ALDH2 en células PC12 en presencia de concentraciones crecientes
de flurbiprofeno. La actividad fue registrada en términos de nmoL NADH/min/mg proteina.
Cada punto representa el promedio de la actividad de tres mediciones independientes y las

barras representan el error (£ SEM) de las mediciones (n=3).

En relacion al experimento realizado con ibuprofeno, cultivos de células PC12 fueron
incubadas durante 2 horas a 37°C con una concentracion en el medio de cultivo de
ibuprofeno de 50 y 100 uM disuelto en DMSO. Como control se establecié un cultivo
tratado con 10 pL de DMSO.

Los resultados mostraron la actividad ALDH2 no mostr6 cambios frente a la
incubacion con concentraciones crecientes de ibuprofeno con un R= -0,1555 (Figura
8). Los valores de actividad ALDH2 fluctuaron en un rango entre 8,75 nmol
NADH/min/mg proteina para el control vehiculo y de 8,77 nmol NADH/min/mg
proteina al usar ibuprofeno a una concentracion de 100 pM. Esto representd un
aumento de 0,02 veces en la actividad ALDH2.
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Figura 8. Actividad ALDH2 en células PC12 en presencia de concentraciones crecientes
de ibuprofeno. La actividad fue registrada en términos de nmoL NADH/min/mg proteina.
Cada punto representa el promedio de la actividad de tres mediciones independientes y las

barras representan el error (+ SEM) de las mediciones (n=3).

Una vez determinado el efecto de las diferentes concentraciones de Alda-1,
flurbiprofeno e ibuprofeno en la actividad ALDH2 de células PC12 en cultivo, se
procedio a estudiar el efecto de las mismas concentraciones de estos farmacos en

los niveles proteicos de ALDH2 medidas por Western blot.

En la Figura 9 se muestran los resultados del analisis de Western blot para la enzima
ALDH2 de cultivos de células PC12 sin tratar, tratadas con vehiculo (DMSO 0,5%),
Alda-1 (10, 20 y 40 puM), flurbiprofeno (10, 20, 40, 50 y 100 pM) e ibuprofeno (50 y
100 uM). Como control de la carga de proteinas se estimaron los niveles de beta-
actina en las mismas condiciones experimentales. Cada carril de gel de poliacrilamida
fue cargado con 30 ug de proteinas totales cuantificadas con kit BCA. Los resultados
muestran que no hay cambios apreciables en la expresion de ALDH2 ni una variacion

apreciable en el control de carga (beta actina).
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Figura 9. Andlisis de Western blot de los niveles proteicos de ALDH2 y beta actina en
células PC12 expuestas a distintas concentraciones de Alda-1, flurbiprofeno e
ibuprofeno. Cultivos de células PC12 fueron incubadas durante 2 horas a 37°C con Alda-1
(10, 20 y 40 pM), flurbiprofeno (Flurbi) (10, 20, 40, 50 y 100 uM) e ibuprofeno (Ibu) (50 y 100
pMM). Como controles se usaron cultivos de células PC12 sin tratamiento alguno (Control) o
incubadas con 0.5% de DMSO.

6.3. Determinacién del efecto de distintas proporciones Alda-1/flurbiprofeno en
la expresion, actividad y niveles proteicos de la ALDH2 en células PC12.

En este experimento se estudié el efecto en la actividad ALDH2 de células PC12 al
incubarlas de forma combinada con Alda-1 y flurbiprofeno en distintas
concentraciones. Para ello, se realizaron las posibles combinatorias posibles al
considerar las siguientes concentraciones de cada farmaco: 0 (vehiculo), 10, 20, y 40

UM. En la Tabla 2, se muestran las 16 combinatorias de Alda-1 y flurbiprofeno

estudiadas.
Farmaco Flurbiprofeno | Flurbiprofeno | Flurbiprofeno | Flurbiprofeno
0 uM 10 uM 20 pM 40 uM
Alda-1 0 uM 1 2 3 4
Alda-1 10 uM 5 6 7 8
Alda-1 20 uM 9 10 11 12
Alda-1 40 uM 13 14 15 16

Tabla 2. Combinatorias de distintas concentraciones de Alda-1y flurbiprofeno
estudiadas en células PC12. Cultivos de células PC12 fueron incubadas durante 2 horas
a 37°C con las distintas combinatorias de Alda-1 y flurbiprofeno. Luego fueron lisadas y
homogenizadas para la determinacion de la actividad ALDH2. En el caso de las
concentraciones 0 UM de cada farmaco, se adiciond al medio de cultivo el vehiculo de
disolucion DMSO.
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En lafigura 10, se observan los resultados de la actividad ALDH2 en las células PC12
incubadas con las diferentes combinaciones de concentraciones de Alda-1 y
flurbiprofeno. Los resultados muestran en general que el aumento de la actividad de
la ALDHZ2 por Alda-1 se ve potenciado por la presencia de flurbiprofeno. La curva azul
corresponde a la actividad ALDH2 de células PC12 con distintas concentraciones de
Alda-1 en ausencia de flurbiprofeno; en ella se observa un aumento de la actividad
ALDH2 a medida que se incrementa la concentracion de Alda-1, alcanzado un
maximo de 22,4 nmol NADH/min/mg proteina. La curva roja corresponde a la
actividad ALDH2 de células PC12 con distintas concentraciones de Alda-1 en
presencia de flurbiprofeno 10 pM, alcanzado un maximo de actividad de 36 nmol
NADH/min/mg proteina a 10 uM de Alda-1. La curva verde corresponde a la actividad
ALDH2 de células PC12 con distintas concentraciones de Alda-1 en presencia de
flurbiprofeno 20 pM, alcanzado un maximo de 57,7 nmol NADH/min/mg proteina a
20uM de Alda-1. La curva parpura corresponde a la actividad ALDH2 de células PC12
con distintas concentraciones de Alda-1 en presencia de flurbiprofeno 40 uM,
alcanzado un maximo de actividad de 94 nmol NADH/min/mg proteina a 20-40 uM de
Alda-1.Un andlisis de ANOVA de 2 vias mostr6 un efecto significativo de flurbiprofeno
sobre la actividad ALDHZ2 inducida por Alda-1 (F (3,32) = 3573; p<0.0001). Asimismo,
se puede observar que la induccion de la actividad de la ALDH2 inducida por
flurbiprofeno también se ve potenciada por Alda-1. Un andlisis de ANOVA de 2 vias
mostrd un efecto significativo de flurbiprofeno sobre la actividad ALDH2 inducida por
Alda-1 (F (3,32) = 1904; p<0.0001).
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Figura 10. Actividad ALDH2 en células PC12 en presencia de concentraciones
crecientes y combinadas de flurbiprofeno y Alda-1. La actividad fue registrada en nmoL
NADH/minuto/mg proteina. Cada punto representa el promedio de la actividad de tres
mediciones independientes (n=3) y las barras representan el error (+ SEM) de las mediciones.
Un analisis de ANOVA de 2 vias mostr6 un efecto significativo de flurbiprofeno sobre la
actividad inducida por Alda-1 [F (3,32)=3573; p<0,0001].*** p<0,001, test multicomparativo de
Tukey.

6.4. Estudio del efecto de distintas dosis de flurbiprofeno en la adquisicion del
consumo de alcohol en ratas bebedoras UChB.

Los efectos inductores de flurbiprofeno en la actividad de la ALDH2 mostrados en las
secciones 6.2 y 6.3 indican que su efecto farmacoldgico es muy similar a Alda-1.
Considerando que estudios previos han mostrado que Alda-1 es capaz de reducir el
consumo de alcohol en un modelo animal de alcoholismo (Rivera-Meza y cols., 2019)
es que en este objetivo adicional de la Memoria se decidi6é estudiar el efecto de
flurbiprofeno en el consumo de alcohol en ratas.

Para ello se utilizaron ratas de la linea UChB, las cuales son reconocidas en la
literatura como un modelo animal de consumo excesivo de alcohol (Quintanilla y cols.,
2006). En este experimento se estudio especificamente el efecto de distintas dosis de
flurbiprofeno (2,5; 5 y 10 mg/kg/dia) en la adquisicion del consumo voluntario de
alcohol en ratas UChB.

Los resultados mostraron que la administracién de flurbiprofeno resulté en una
inhibicion de la adquisicion del consumo de alcohol en ratas UChB (Figura 11). Al

término del dia 5 de administracion del farmaco, las ratas tratadas con flurbiprofeno
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presentaron un consumo de alcohol cercano a los 3 g/kg/dia, mientras que los
animales que recibieron vehiculo consumian aproximadamente 9 g/kg/dia. Este
efecto representd aproximadamente un 70% de reduccién en el consumo de alcohol,
el que fue similar para las 3 dosis de flurbiprofeno usadas. Una vez suspendida la
administracion de flurbiprofeno, los animales aumentaron rapidamente su consumo
de alcohol, alcanzando los niveles del grupo vehiculo en aproximadamente 5 dias
después de la retirada del farmaco. En los siguientes 13 dias de experimentacion, los
animales de los distintos grupos no presentaron diferencias significativas en su
consumo de alcohol, esto en base a un analisis ANOVA de 2 vias de este periodo
(p>0,05).
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Figura 11. Efecto de distintas dosis de flurbiprofeno en la adquisicion del consumo de
alcohol de ratas UChB. Ratas UChB no expuestas previamente al consumo de alcohol
fueron administradas diariamente con flurbiprofeno (flechas negras) 2,5; 5 0 10 mg/kg durante
5 dias (n=5). El grupo vehiculo recibié un volumen similar del medio de suspensién (goma
arabica 2% en agua). El dia 1 los animales fueron expuestos a un paradigma de libre eleccion

entre agua y etanol 10%. Cada punto representa el consumo de alcohol por dia de cada grupo

de animales y las barras representan el error (z SEM) de las mediciones.

Para determinar si la reduccién en el consumo de alcohol fue especifica para la
solucion que contenia etanol, se estudido como el tratamiento con flurbiprofeno pudo
afectar el consumo total de fluidos de los animales. Los resultados de la Figura 12
muestran que los animales presentaron un consumo de fluidos totales que fue similar
para todos los grupos tanto tratados con las distintas dosis de flurbiprofeno como con
vehiculo. Sin embargo, un analisis de ANOVA de dos vias mostré que soélo se detectd

una diferencia significativa en el consumo de fluido total para el grupo tratado con
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flurbiprofeno 10 mg/kg respecto del grupo tratado con vehiculo (ANOVA de 2 vias
p<0,05; test de comparacion multiple de Tukey p<0,0001).
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Figura 12. Efecto de distintas dosis de flurbiprofeno en el consumo total de fluidos
por ratas UChB expuestas a un paradigma de adquisicién del consumo de etanol.
Ratas UChB no expuestas previamente al consumo de alcohol fueron administradas
diariamente con flurbiprofeno (flechas negras) 2,5; 5 o 10 mg/kg durante 5 dias (n=5). El
grupo vehiculo recibié un volumen similar del medio de suspensién (goma arabica 2% en
agua). El dia 1 los animales fueron expuestos a un paradigma de libre eleccién entre agua
y etanol 10%. Cada punto representa el consumo total de fluidos por dia de cada grupo

de animales y las barras representan el error (x SEM) de las mediciones.

También se analiz6 el consumo de agua de los distintos grupos de animales
utilizados en este experimento. Los resultados de la Figura 13 muestran que la
administracion de flurbiprofeno resulté en un aumento en el consumo de agua de
los animales en comparacion al grupo tratado con vehiculo, observandose un
efecto muy similar para las 3 dosis de flurbiprofeno estudiadas. Una vez
discontinuado el tratamiento con flurbiprofeno, los animales redujeron su consumo
de agua paulatinamente para alcanzar el nivel de consumo del grupo vehiculo a
partir del dia 7-8 del experimento. En el resto del experimento todos los grupos
presentaron un consumo de agua similar del orden de 100 mL de agua/kg/dia
(ANOVA de 2 vias p>0,05).
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Figura 13. Efecto de distintas dosis de flurbiprofeno en el consumo de agua por
ratas UChB expuestas a un paradigma de adquisicion del consumo de etanol. Ratas
UChB no expuestas previamente al consumo de alcohol fueron administradas diariamente
con flurbiprofeno (flechas negras) 2,5; 5 o 10 mg/kg durante 5 dias (n=5). El grupo
vehiculo recibi6é un volumen similar del medio de suspension (goma arébica 2% en agua).
El dia 1 los animales fueron expuestos a un paradigma de libre eleccion entre agua y
etanol 10%. Cada punto representa el consumo de agua por dia de cada grupo de

animales y las barras representan el error (x SEM) de las mediciones.

6.5. Estudio del efecto de una misma dosis de Alda-1, flurbiprofeno e
ibuprofeno en el consumo crénico de alcohol en ratas UChB.

Una vez estudiado el efecto del flurbiprofeno en la adquisiciéon del consumo de
alcohol en ratas UChB, los animales continuaron bajo el paradigma de libre
eleccion entre agua y etanol 10%. A partir del dia 30 del experimento, se estudid
el efecto de flurbiprofeno en la mantencion del consumo de alcohol y se comparé
ademas con el efecto ejercido por Alda-1 e ibuprofeno. Para ello, se seleccion6 la
dosis de 5 mg/kg/dia de flurbiprofeno en base al experimento anterior (Figura 11),
en donde se observé el mayor efecto reductor de la adquisicion del consumo de
alcohol para esta dosis. Con el objetivo de comparar la potencia de flurbiprofeno
versus Alda-1 e ibuprofeno en la reduccion del consumo cronico de alcohol, es
gue para estos 2 ultimos farmacos también su us6 una dosis de 5 mg/kg/dia.

En la figura 14, se observa que los 3 farmacos estudiados son capaces de
disminuir el consumo de alcohol respecto al vehiculo. Sin embargo, este efecto es
mucho mas pronunciado para Alda-1 y flurbiprofeno. Para Alda-1 y flurbiprofeno
el consumo promedio de alcohol durante el periodo de tratamiento fue de 3,82 y
3,87 gramos, respectivamente. Esto representa una disminucién de
aproximadamente 66% en el consumo de alcohol respecto del grupo vehiculo. El
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consumo promedio de alcohol durante los 5 dias de tratamiento para el grupo
tratado con ibuprofeno fue de 6,8 gramos, lo que representa una reduccion de 21%
en el consumo de alcohol. Una vez terminada la administracion de los farmacos,
los animales retomaron paulatinamente su consumo de alcohol alcanzando los
niveles del grupo vehiculo al cabo de 7 dias. Un analisis de ANOVA de 2 vias de
los ultimos 4 dias de consumo (42-45) no revela diferencias significativas entre los
grupos (p>0,05).
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Figura 14. Efecto de flurbiprofeno, Alda-1 e ibuprofeno en la mantencion del
consumo crénico de alcohol en ratas UChB. Ratas UChB expuestas por 30 dias al
consumo de alcohol fueron administradas diariamente con Alda-1 5 mg/kg, flurbiprofeno
5 mg/kg e ibuprofeno 5 mg/kg (flechas negras) durante 5 dias (n=5). El grupo vehiculo
recibi6é un volumen similar del medio de suspension (goma ardbica 2% en agua). El gréafico
muestra el consumo de alcohol a partir del dia 24. Cada punto representa el consumo de
alcohol por dia de cada grupo de animales y las barras representan el error (+ SEM) de

las mediciones.

Se estudié también el efecto de la administracion de flurbiprofeno, Alda-1 e
ibuprofeno en el consumo total de fluidos. En la Figura 15, se puede observar que
el consumo de fluidos fue similar en todos los grupos a lo largo de este
experimento. Un andlisis ANOVA de 2 vias para el consumo de fluidos entre los
dias 24 y 45 del experimento no mostro diferencias estadisticamente significativas

por accion del tratamiento (p>0,05).
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Figura 15. Efecto de flurbiprofeno, Alda-1 e ibuprofeno en el consumo total de
fluidos de ratas UChB expuestas al consumo crénico de etanol. Ratas UChB
expuestas por 30 dias al consumo de alcohol fueron administradas diariamente con Alda-
1 5 mg/kg, flurbiprofeno 5 mg/kg e ibuprofeno 5 mg/kg (flechas negras) durante 5 dias
(n=5). El grupo vehiculo recibié un volumen similar del medio de suspension (goma
arabica 2% en agua). El grafico muestra el consumo de fluidos a partir del dia 24. Cada
punto representa el promedio del consumo total de fluidos (agua y solucién de alcohol
10%) diario de cada grupo de animales y las barras representan el error (x SEM) de las

mediciones.

En la figura 16 se muestra también el consumo de agua en los grupos tratados
con vehiculo, Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno entre los dias 24 y 45 del
experimento. Los resultados muestran que la administracion de flurbiprofeno,
Alda-1 e ibuprofeno resulté en un aumento del consumo de agua por parte de los
animales, el que luego del término de la administracion de los farmacos disminuyo
al nivel de consumo de los animales tratados con vehiculo.

En el caso de ibuprofeno, el promedio del consumo de agua durante su
administracion fue de 101,4 + 29,7 g/kg/dia, lo que fue 1,5 veces mayor que el
consumo de los animales tratados con vehiculo (68,2 £ 23,7). Un analisis ANOVA
de 2 vias determind una diferencia significativa del consumo de agua entre los
grupos vehiculo e ibuprofeno (p<0,05; test de comparacion multiple de Tukey
p<0,0001). Por otro lado, Alda-1 y flurbiprofeno promedian un consumo de 118 +
8,83 y 115 *+ 2,6 gramos de agua durante los 5 dias de tratamiento, lo que
representa un aumento de 1,69 y 1,7 veces respecto del grupo tratado con

vehiculo. Luego de terminar la administracion de farmacos, los animales

29



presentaron un consumo promedio de agua que oscilaba los 100 gramos por dia
(107 + 28 para vehiculo; 92 + 20 para Alda-1; 109 + 13 para flurbiprofeno y 99 +
10 para ibuprofeno). En este periodo final no se detectaron diferencias
significativas entre los grupos tratados segun un andlisis ANOVA de 2 vias
(p>0,05).
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Figura 16. Efecto de flurbiprofeno, Alda-1 e ibuprofeno en el consumo de agua de
ratas UChB expuestas al consumo crénico de etanol. Ratas UChB expuestas por 30
dias al consumo de alcohol fueron administradas diariamente con Alda-1 5 mg/kg,
flurbiprofeno 5 mg/kg e ibuprofeno 5 mg/kg (flechas negras) durante 5 dias (n=5). El grupo
vehiculo recibié un volumen similar del medio de suspension (goma arabica 2% en agua).
El grafico muestra el consumo de agua a partir del dia 24. Cada punto representa el
consumo de alcohol por dia de cada grupo de animales y las barras representan el error
(= SEM) de las mediciones.

6.6. Efecto de Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno en la actividad ALDHZ2 en
tejido cerebral y hepatico de ratas UChB.

Una vez determinado el efecto de los farmacos estudiados en el consumo de
alcohol en ratas UChB, se estudio el efecto de estos farmacos en la actividad de
la ALDH2 a nivel cerebral y hepatico. Para ello, después del dia 45 de experimento
se suprimio el acceso a la botella de alcohol, manteniendo sélo el acceso a agua
durante 1 semana. Luego, los animales fueron tratados nuevamente durante 5
dias con una dosis diaria de Alda-1 5 mg/kg, flurbiprofeno 5 mg/kg, ibuprofeno 5
mg/kg o un volumen similar de vehiculo (goma arabica 2%). Una hora después de

la dltima dosis, los animales fueron eutanizados y se extrajo el cerebro e higado
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de forma répida. Los tejidos fueron procesados para la medicion de la actividad
ALDH2 segun se indica en Métodos 5.8.

En la figura 17, se observan los resultados del estudio de actividad ALDH2 en
tejido hepatico y cerebral de los animales tratados con vehiculo, Alda-1,
flurbiprofeno e ibuprofeno. Los resultados muestran que en ambos tejidos la
administracion de Alda-1 y flurbiprofeno resultd en un aumento significativo de la
actividad ALDH2 respecto del grupo vehiculo. Mientras que los animales tratados
con ibuprofeno sélo presentaron un leve aumento de la actividad ALDH2 en tejido
cerebral. En el caso del higado, la administracion de Alda-1 5 mg/kg y flurbiprofeno
5 mg/kg resulté en un aumento de 2,7 e 3 veces en la actividad de la ALDH2
respecto del grupo vehiculo (ANOVA de 1 via p<0,05; test de comparacion multiple
de Tukey p<0,0001). La actividad ALDH2 inducida por Alda-1 y flurbiprofeno no
presentaron diferencias significativas entre si a nivel hepatico (p>0,05). En el
grupo tratado con ibuprofeno 5 mg/kg la actividad aumenté sélo 1,08 veces, el que
no fue significativo respecto al grupo vehiculo (p>0,05).

Respecto al tejido cerebral, la administracion de Alda-1 5 mg/kg y flurbiprofeno 5
mg/kg resultd en ambos casos en un aumento de aproximadamente 4 veces en la
actividad de la ALDH2 respecto del grupo vehiculo (ANOVA de 1 via p<0,05; test
de comparacién multiple de Tukey p<0,0001).

La actividad ALDH2 inducida por Alda-1 y flurbiprofeno no presenté diferencias
significativas entre si a nivel cerebral (p>0,05). En el grupo tratado con ibuprofeno
5 mg/kg la actividad aumento sélo 1,6, el que fue significativo respecto al grupo
vehiculo (p<0,05).
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Figura 17. Actividad ALDH2 en tejido cerebral y hepatico de ratas UChB tratadas
con vehiculo, Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno. Los animales fueron tratados durante
5 dias con vehiculo (goma ardbica 2%), Alda-1 5 mg/kg, flurbiprofeno 5 mg/kg e
ibuprofeno 5 mg/kg (n=5). La actividad ALDH2 se expres6é en términos de nmol
NADH/minuto/mg proteina. Cada barra representa el promedio de la actividad de dos
mediciones + SEM. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de 1 via de forma
independiente para cada tejido (Higado: ANOVA de 1 via p<0,05; " p<0,001 vs. vehiculo.
Cerebro: ANOVA de 1 via p<0.05; *** p<0,001, *p<0,05 vs. vehiculo).

Lo planteado por este estudio y en el realizado por Rivera-Meza y cols. (2019) es
gue a mayor actividad cerebral de la ALDH2 deberia encontrarse un menor
consumo de alcohol. Esto se observa en la Figura 18, que muestra el consumo de
alcohol de las ratas UChB durante la administracion de los distintos farmacos (fase
cronica) en funcion de la actividad ALDH2 en tejido cerebral. Los resultados
muestran una relacion inversamente proporcional (r:-0,9259) entre ambos
factores, reafirmando la idea de que la activacién de la ALDH2 cerebral podria

constituir un blanco farmacoldgico para la terapéutica del alcoholismo.
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Figura 18. Actividad cerebral de la ALDH2 versus consumo de alcohol de ratas UChB
tratadas con Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno 5 mg/kg. Cada punto representa el
promedio de consumo de alcohol durante los 5 dias de tratamiento de cada una de las 20
ratas UChB estudiadas cuando se administré Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno durante 5

dias, mientras se estudiaba el consumo crénico de alcohol.
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7. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que tanto Alda-1 como flurbiprofeno son
capaces de aumentar la actividad ALDH2 en células PC12, teniendo ambos una
potencia similar a concentraciones iguales. El otro AINE estudiado, ibuprofeno,
no mostro capacidad para aumentar la actividad ALDH2 en células PC12. Por otro
lado, ninguno de los farmacos seleccionados generé cambios en los niveles
proteicos de la ALDH2, lo que da entender que la accion farmacologica de Alda-
1y flurbiprofeno estéa mediada por una interaccion directa con la enzima ALDH2
y no por un mecanismo relacionado con la induccion enzimatica. Cuando se
estudié el efecto combinado de Alda-1 y flurbiprofeno en cultivo de células PC12,
se observo un efecto de potenciacion entre ellos, o que sugiere un mecanismo
de activacion de ALDH2 diferente entre ambos farmacos. Los resultados
obtenidos in vivo en ratas UChB muestran congruencia con lo estudiado en
células PC12, ya que Alda-1 5 mg/kg y flurbiprofeno 5 mg/kg aumentaron de forma
similar la actividad ALDH2 tanto en cerebro (~4 veces) como en tejido hepatico
(=3 veces), mientras que ibuprofeno mostré solo un aumento leve (1,6 veces) de
la actividad ALDH2 en cerebro. Estos efectos se tradujeron en una disminucion
del consumo de alcohol tanto en la fase adquisicién como en la fase de consumo
cronico en los animales tratados con Alda-1 y flurbiprofeno, respecto a los
animales tratados con vehiculo. Algo sorprendente, fue el hecho de que
ibuprofeno 5 mg/kg haya sido capaz de disminuir (aunque levemente) el consumo
de alcohol en la fase de adquisiciéon y de consumo croénico, considerando que en
los ensayos in vitro no logro registrar un aumento significativo en la actividad de
ALDH2 en células PC12.

El hecho de que flurbiprofeno sea capaz de aumentar la actividad ALDH2 en
lineas celulares no es novedoso, ya que Hosoi y cols. (2014) estudiaron la
actividad ALDH2 en células HEK293-Ob-Rb (Ob-Rb es un receptor humano de
leptina), encontrando un aumento significativo de aproximadamente 5 en la
actividad ALDH2 cuando se incubaban con flurbiprofeno 100 puM luego de 4 horas.
Este resultado es concordante con lo encontrado en la presente investigacion, ya
gue con flurbiprofeno 100 uM la actividad ALDH2 en células PC12 aumenté 4,6

veces en relacion a las células no tratadas. Sin embargo, es necesario destacar
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ciertas diferencias con la metodologia usada en este estudio y el realizado por
Hosoi y cols. (2014). Por ejemplo, en el estudio de Hosoi se uso un kit de ensayo
colorimétrico para medir la actividad de la ALDH2, en el cual mediante el uso de
un anticuerpo especifico para la ALDH2 se logra la especificidad de la medicion.
En dicho kit, el sustrato utilizado es acetaldehido a una concentracion de 25 mM.
En esta investigacion se midio la actividad ALDH2 en un lisado celular que
contiene un gran numero de proteinas incluyendo otras ALDH. La selectividad de
la medicién se logré mediante la concentracion de sustrato utilizada, en este caso
propionaldehido 21 uM, para el cual la enzima ALDH2 tiene una Km de 0,2 uM
(Yanfeng y cols., 2018).

La seleccion de las células PC12 para medir la actividad ALDH2 no fue al azar,
ya que obedecié al origen de estas células, que corresponde a células de
feocromocitoma de rata, las que comparten caracteristicas similares con las
células neuronales como lo es la biosintesis de neurotransmisores
catecolaminérgicos (Wiatrak y cols. 2020). Esto también se correlaciona de mejor
forma con la naturaleza cerebral de la adiccién al alcohol, en la que se ha
propuesto que a nivel SNC el acetaldehido (sustrato de la ALDH?2) seria capaz de
generar efectos placenteros y reforzantes (Rodd y cols., 2005), proponiéndose a
este metabolito del alcohol como el responsable de la adiccion de esta sustancia
(Israel y cols., 2015). Otro punto importante de las células PC12 es su origen
murino (rata), lo que permitié una mejor correlacion entre los hallazgos in vitro y
los resultados obtenidos en el modelo animal de alcoholismo constituido por las

ratas de la linea UChB.

En cuanto a la medicion in vitro de la actividad ALDH2 en las células PC12 se
pudo observar que al usar lisados celulares provenientes de placas de 35 mm se
obtuvo una mejor correlacién entre la actividad ALDH2 y el volumen de lisado
utilizado (Figura 5), mientras que al usar lisados de placas de 100 mm se
observaron desviaciones de la linealidad a volimenes de lisado superiores a 80
pL (Figura 4). Esta diferencia se puede explicar por el hecho de que las
mediciones en las placas de 100 mm se realizaron en un rango de volimenes de
lisado mucho mayores (80 — 320 pL) que a los estudiados en placas de 35 mm

(25 — 100 pL). El uso de grandes cantidades de lisado podria incluir el aumento
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de interferentes (enzimas, metabolitos, etc.) que podrian afectar el desempefio
de la medicion de la actividad ALDHZ2, resultando en las desviaciones al
comportamiento lineal observadas a latos niveles de lisado. De esta forma, se
encontré que el uso de células PC12 provenientes de cultivos en placas de 35
mm, permitia una medicion de la actividad ALDH2 que era sensible en un amplio
rango a diferencias en los niveles de enzima, lo que fue util en los experimentos
destinados a comparar la potencia en la activacion de la ALDH2 por parte de Alda-

1, flurbiprofeno e ibuprofeno.

Una vez establecido el rango de lineal de actividad ALDH2 vs lisado para las
células PC12, el siguiente desafio fue estudiar el efecto de concentraciones
crecientes de los farmacos seleccionados en la actividad ALDH2 de esta linea
celular. Afortunadamente, Alda-1 ya habia sido estudiado en relacién al efecto de
diferentes concentraciones en la actividad ALDH2 en diversos tipos celulares. Asi,
Perez-Miller y cols (2010) utilizando la enzima ALDH2 purificada estudiaron el
efecto de Alda-1 en un rango de concentraciones entre 0 y 30 uM, observando
que la actividad ALDH2 alcanzaba un maximo aumento de la actividad cuando se
evalud 30 uM de Alda-1. En la presente investigacion se considerd usar un rango
de concentraciones de Alda-1 de 0, 10, 20 y 40 uM, ya que en ensayos
preliminares se observd que concentraciones superiores a 40 uM de Alda-1 no

resultaban en mayores aumentos de la actividad ALDH2 en células PC12.

A pesar de que tanto en el presente estudio como en el de Perez-Miller y cols.
(2010) se observa un aumento de la actividad ALDH2 a medida de que aumenta
la concentracion de Alda-1, la forma de llevar acabo los experimentos fue distinta:
en el presente trabajo se experimentd con una concentracion fija de NAD+ (0,8
mM) y estudiando la actividad en funcién de las concentraciones de Alda-1
seleccionadas en un rango de 0-40 uM, mientras que en el citado trabajo (Perez-
Miller y cols. 2010) se estudio la actividad ALDH2 en funcion de concentraciones
variables de NAD*, usando un rango de concentraciones de 0-30 uM de Alda-1.
La mayor actividad ALDH2 en esta investigacion se encontré con 40 uM de Alda-
1, aumentando aproximadamente 2,5 veces la actividad ALDH2 respecto
vehiculo; mientras que en el estudio de Perez-Miller y cols. (2010) la maxima

actividad registrada se obtuvo con 30 uM de Alda-1, aumentando la actividad
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ALDH2 2,8 veces respecto al vehiculo. Ademas, Alda-1 presenta una baja
solubilidad en medios acuosos (como el medio de cultivo), lo que limita también
el uso de concentraciones mas elevadas. En relacion a flurbiprofeno, en el estudio
realizado por Hosoi y cols. (2014) se us6 una concentracion de flurbiprofeno de
100 uM, lo que resulté en un aumento de 4,5 veces en la actividad ALDH2 de
células HEK293-Rb-Ob. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en
esta Memoria, ya que al incubar células PC12 con flurbiprofeno 100 pM se
observo un aumento de 4,6 veces en la actividad ALDH2 respecto al control sin
tratar. En el estudio de Hosoi y cols., (2014) también se estudiaron otros AINEs
como ibuprofeno, aspirina y meloxicam los que no modificaron la actividad
ALDH2. De la misma forma, en la presente Memoria la incubacién de células
PC12 con ibuprofeno 50 y 100 uM tampoco generé cambios en la actividad
ALDH2. En relacion a la relevancia de las concentraciones de los farmacos
usadas en los experimentos in vitro respecto de sus niveles efectivos in vivo, se
puede indicar que para Alda-1 al ser un compuesto experimental, no hay datos
de cuéles son sus concentraciones plasmaticas efectivas. Sin embargo, Tanejay
cols. (2015) estudiaron las concentraciones plasméticas luego de una
administracion oral de 40 mg/kg en ratas, observando una Cmax de 69.88 ng/mL
(~0,2 uM) a una Tmax de 0,63 horas. Estas concentraciones plasmaticas son
mucho menores al rango de concentraciones estudiadas en esta Memoria in vitro,
sin embargo, es dificil establecer correlaciones ya que en el estudio de Taneja y
cols., (2015) no estudiaron si la administracion de Alda-1 aumentaba la actividad
ALDH2. Estos mismos autores indicaron que la biodisponibilidad oral de Alda-1
era de aproximadamente 4%.

Respecto al flurbiprofeno, este es un farmaco aprobado por el ISP y la FDA para
uso en humanos. Entre los parametros farmacocinéticos mas relevantes se
pueden mencionar su elevada unién a proteinas plasmaticas de 99% y un Tmax
de 2 horas después de su administracion oral. Un estudio en humanos realizado
por Yilmaz y cols. (2014) se encontro que luego de una dosis oral de 100 mg de
flurbiprofeno, se logré una Cmax 35 pg/mL equivalente a 143 uM. Estos
resultados se correlacionan y le entregan una significancia clinica a los resultados
obtenidos en esta Memoria al usar una concentracion de 100 puM, la que resulté

en un marcado aumento de la actividad ALDH2.
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Una vez determinado el efecto de Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno en la
actividad ALDH2 en células PC12 se procedio a evaluar si la mayor actividad se
debia a un aumento en los niveles proteicos de ALDH2. El analisis de Western
blot (Figura 8), mostr6 que ninguno de los farmacos estudiados alteraba los
niveles proteicos de ALDHZ2 a ninguna de las concentraciones estudiadas. Esto
se correlaciona con los hallazgos de Hosoi y cols (2014) que encontraron que
flurbiprofeno e ibuprofeno a una concentracion de 100 uM no modificaban los
niveles proteicos de ALDH2 en células HEK293-Rb-Ob. Considerando estos
resultados, se puede concluir que la activacion de la ALDH2 por parte de estos
farmacos esta determina por un mecanismo farmacolégico de union a la enzima
y no por una induccion enzimatica de la ALDH2. Un objetivo que no se alcanzé a
realizar fue la determinacion del efecto de Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno en
los niveles de expresion de la ALDH2 mediante estudios de RT-qPCR. A través
de estos ensayos se pretendia determinar el efecto de los farmacos en los niveles
de mRNA de la enzima ALDH2, es decir su expresion génica. Sin embargo, los
resultados de Western blot no mostraron cambios en los niveles de proteina de la
ALDH2 en los distintos tratamientos aplicados a las células PC12, lo que sugeriria
gue la expresion génica tampoco deberia haber cambiado significativamente por
accion de los farmacos Alda-1, flurbiprofeno e ibuprofeno. Sin embargo, es
necesario resaltar que se hizo Western Blot sélo una vez, lo que puede no dar
una idea completa de lo que ocurre con los niveles proteicos de ALDH2 cuando
células PC12 son expuestas a distintas concentraciones de Alda-1, flurbiprofeno

o ibuprofeno.

Hasta el punto anteriormente explicado surgié la pregunta de si flurbiprofeno
activaba la ALDH2 por un mecanismo similar a Alda-1. Para responder esta
pregunta, se realizd un experimento en el que se evalu6 el efecto de combinar
distintas concentraciones conjuntas de Alda-1 y flurbiprofeno en la activacion de
la ALDH2. Los resultados muestran que al combinar flurbiprofeno y Alda-1 no se
observa una suma en los efectos activadores, sino mas bien una potenciacion
entre ellos (Figura 10). Esto ultimo da indicios de que el mecanismo de accion de
Alda-1 y flurbiprofeno no seria el mismo, ya que si este fuera el caso no se veria
potenciacion del efecto en la actividad ALDHZ2, sino que se observaria una adicion

de los efectos en la actividad ALDH2. En este sentido se observa que las
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estructuras moleculares de Alda-1 y flurbiprofeno comparten algunas similitudes
estructurales, como lo es la presencia de un anillo aromatico con sustituciones
halogenadas (Ver Figura 19). Un estudio de estructura-actividad para compuestos
de la familia de Alda-1 realizado por Cheng y cols. (2020) concluy6é que la
capacidad de activar la ALDH2 se correlacionaba con la presencia de un anillo
aromatico unido a otro anillo aromatico con sustituciones halogenadas (cloro o
bromo en posicion 2 o 6), unidos ambos mediante una estructura de enlace
dadora de puentes de hidrégeno (Figura 19A). En ese sentido flurbiprofeno
cumple con poseer ambas estructuras aromaticas y en una de ellas la presencia

de una sustitucion fluor (Figura 19B).
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Figura 19. Relacién estructura actividad de compuestos tipo Alda-1 como
activadores de la ALDH2. (A) En color rojo, se muestra los requerimientos estructurales
para el anillo aromatico lateral (“p part’); en verde, los requerimientos estructurales para
el centro de la molécula (“linkage”) y en azul, los requerimientos estructurales para la
zona aromatica halogenada (“b part’). Extraida de Cheng y cols., (2020). Se muestran

también las estructuras quimicas de (B) flurbiprofeno e (C) ibuprofeno.

Debido a que la medicion de actividad ALDH2 en células PC12 en presencia de
ibuprofeno no presenté cambios, una explicacion a esta falta de efecto activador
se podria encontrar en el analisis estructura-actividad anterior. En ese sentido,
ibuprofeno no cuenta con un anillo aromético halogenado y tampoco de la

segunda estructura aromatica vecina. Es claro que la estructura de los
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compuestos tipo Alda-1 presenta similitudes y también diferencias importantes a
la del flurbiprofeno. En ese sentido, es plausible plantear la hip6tesis de que
flurbiprofeno podria estar activando la ALDH2 por un mecanismo diferente al de
Alda-1, lo que también se veria apoyado por la potenciacion en el efecto que se
observé cuando se usaron ambos farmacos en conjunto (Figura 10). Nuevas
herramientas de andlisis de interaccion entre farmacos y proteinas, como lo son
las técnicas de Docking y Dinamica Molecular que simulan la interaccion entre los
grupos funcionales de los farmacos y el sitio activo de una enzima (como en este
caso) podrian ser U(tiles para encontrar nuevas explicaciones a los efectos

observados con estos compuestos.

El hecho de que flurbiprofeno logre activar la ALDH2 al igual que Alda-1 es un
hallazgo muy interesante, fundamentalmente porque Alda-1 ya habia sido
estudiado en modelos animales por Rivera-Meza y cols. (2019), demostrando que
este farmaco era capaz de inhibir la adquisicién del consumo de alcohol y reducir
el consumo de alcohol en animales expuestos a consumo cronico. Los autores de
estos experimentos proponen que el aumento de la actividad de la ALDH2 por
Alda-1 reduciria el consumo de alcohol a través de una mayor eliminacion del
acetaldehido a nivel cerebral y también a una mejor detoxificacion de otros
aldehidos asociados a neuroinflamacién y estrés oxidativo como el 4-HNE y MDA
(Rivera-Meza y cols., 2019). Es por ello que en este trabajo se exploré el efecto
de flurbiprofeno en el consumo de alcohol en el modelo de ratas bebedoras UChB.
Lo primero que se estudio fue la dosis necesaria de ibuprofeno para observar un
efecto en el consumo de alcohol por los animales. Para ello se estudiaron distintas
dosis de flurbiprofeno (2,5; 5 y 10 mg/kg/dia) en la adquisicion del consumo de
etanol en ratas UChB, encontrandose un efecto similar para las 3 dosis
estudiadas de 70% de reduccién en el consumo de alcohol (Figura 11). En base
a estos resultados, se pudo concluir que flurbiprofeno, al igual que Alda-1 es
capaz de reducir la adquisicion del habito de consumo de alcohol en animales y
gue este efecto es reversible una vez finalizada la administracion del compuesto.
El consumo total de liquidos no sufri6 modificaciones por la administracién de
flurbiprofeno, lo que indicé que el compuesto no alterd el balance hidrico de los
animales, sino mas bien cambié su preferencia por las soluciones ofrecidas,

disminuyendo el consumo de alcohol y aumentando su consumo de agua.
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También se decidié continuar usando una dosis intermedia (5 mg/kg/dia) de

flurbiprofeno en los siguientes experimentos.

Al resultar exitoso el tratamiento de flurbiprofeno en la adquisicion del consumo
de alcohol, se procedi6 con el siguiente paso: evaluar si era capaz de reducir o
inhibir el consumo de alcohol en los mismos animales (ratas UChB) expuestos a
un consumo croénico de alcohol de 30 dias en los que los animales presentaban
un consumo de aproximadamente 9 g/kg/dia. Se usaron otros 2 farmacos
adicionales, Alda-1 e ibuprofeno. El primero, para comparar la potencia de
flurbiprofeno en la disminucién del consumo de alcohol, mientras que ibuprofeno
se incluyé para investigar un posible efecto familia estructural (AINE). La dosis
estudiada para flurbiprofeno fue de 5 mg/kg, ya que fue la mas potente en el
estudio anterior, la que para efectos de comparabilidad se us6 también en los
otros farmacos (Alda-1 e ibuprofeno). Los resultados (Figura 14) muestran que
Alda-1 y flurbiprofeno inhiben el consumo de alcohol y tienen practicamente la
misma potencia, mientras que ibuprofeno presenta un efecto modesto en la
disminucién del consumo de alcohol. Esto Ultimo es sorprendente considerando
los resultados de actividad ALDH2 en células PC12 de ibuprofeno, ya que no
generd un aumento de la actividad ALDH2 y, por ende, no deberia disminuir el
consumo de alcohol. Si bien ibuprofeno no parece tener efecto sobre la actividad
ALDH2, si es capaz de inhibir la ciclooxigenasa 1y 2 (COX-1y COX2) y con ello
bloguear la produccién de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Ngo y
cols., 2021), por lo que seria necesario investigar si existe una relacion entre los
derivados prostanoides y la adiccion al alcohol. En este sentido, estudios
recientes realizados en ratas UChB han mostrado que la administracion de
aspirina, un inhibidor no selectivo de la COX-1 y COX2, redujo el consumo
voluntario de alcohol en un rango de 30-50% (Quintanilla y cols., 2020; Israel y
cols., 2021). Esto ultimo también deja como pregunta si Alda-1 seria capaz de
inhibir a las ciclooxigenasas, sin embargo, aun no hay estudios al respecto.

También es destacable sefialar la potencia similar observada en la inhibicion del
consumo de alcohol (70% de reduccion) entre Alda-1 y flurbiprofeno cuando se
administraron en una dosis de 5 mg/kg, la que es 5 veces menor a la dosis de

Alda-1 reportada en Rivera-Meza y cols., (2019), lo que da entender que este
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farmaco podria tener efectos similares en el consumo de alcohol aun en dosis

mas bajas.

Es necesario explicar la relacion entre la activacion ALDH2 y la inhibicion del
consumo de alcohol. Para ello es necesario recordar que uno de los metabolitos
derivados del etanol es el acetaldehido, el cual ha sido sefialado como un
compuesto capaz de reforzar comportamientos que inducen placer (Rodd y cols.,
2005) y, por ende, se cree que el acetaldehido seria el principal mediador en el
proceso de adiccion al etanol (Israel y cols., 2015). Es necesario mencionar
también que el acetaldehido es capaz de condensar espontaneamente con la
dopamina para formar un compuesto llamado salsolinol, el que muestra efectos
reforzantes aln mas potente que el etanol e, incluso, mas que el mismo
acetaldehido (Berrios y cols. 2013). Los hallazgos de esta Memoria en conjunto
con lo planteado por Rivera-Meza y cols. (2019) sugeririan que la activacion de
ALDH2 por parte de farmacos como Alda-1 y flurbiprofeno a nivel central llevaria
en un aumento en la tasa eliminacion del acetaldehido (o salsolinol), lo que
inhibiria los efectos reforzantes de estos metabolitos del etanol. Es decir, la
eliminacion del acetaldehido a nivel central es lo que explica la inhibicién del
consumo de alcohol en el modelo animal estudiado (ratas UChB). Seria
interesante plantear estudios de preferencia de lugar inducido por etanol usando
Alda-1 o flurbiprofeno, con el fin de establecer si la administracion de estos
farmacos disminuye los efectos hedonistas-placenteros asociados al consumo de
alcohol, los que explicarian la reduccién del consumo de etanol por parte de los

animales en los experimentos de libre eleccion de dos botellas.

La dltima etapa de esta investigacion fue estudiar los efectos de Alda-1,
flurbiprofeno e ibuprofeno en la actividad ALDH2 a nivel de tejido hepatico y
cerebral de ratas UChB. La reduccion del consumo de alcohol observada en los
animales se correlaciona con el aumento de la actividad enzimatica de la ALDH2.
Respecto al tejido cerebral, los activadores Alda-1 y flurbiprofeno registraron un
aumento aproximado de 4 veces la actividad, mientras que ibuprofeno aument6
solamente 1.6 veces la actividad ALDH2, el cual es un aumento significativo
respecto al grupo tratado con vehiculo. Estos hallazgos establecen que

flurbiprofeno es capaz de aumentar la actividad ALDHZ2 en una potencia similar a
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la de Alda-1 a nivel central y corroboran lo visto por Rivera-Meza y cols. (2019),
quienes también describieron un aumento en la actividad ALDH2 central luego de
administrar Alda-1. Estos antecedentes amplian la evidencia de la hipotesis que
plantea a la activacion de la ALDH2 cerebral como un blanco farmacoldgico para

reducir tanto la adquisicion como el consumo croénico de alcohol.
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8. CONCLUSIONES

Alda-1 y flurbiprofeno son capaces de aumentar la actividad ALDH2 en células
PC12 con una potencia similar (3 veces a 40 uM). A una concentraciéon de 100
UM flurbiprofeno aumento en casi 5 veces la actividad en células PC12.

Ibuprofeno no aumento la actividad ALDH2 en células PC12.

El mecanismo de accion de Alda-1 y flurbiprofeno en el aumento de la actividad
ALDH2 se relaciona con la activacion directa de la enzima, ya que no se

observaron cambios en los niveles proteicos de ALDH2 en células PC12.

La incubacion conjunta de distintas concentraciones de Alda-1 y flurbiprofeno
en células PC12 mostr6 un efecto potenciador entre ambos farmacos en la
activacion de la ALDH2, lo que sugiere un mecanismo de accion diferente para

ambos farmacos.

La administracion por via oral de flurbiprofeno mostro ser eficaz en reducir de
forma dosis dependiente y de forma reversible la adquisicion del habito de

consumo de alcohol en ratas UChB.

La administracion oral de Alda-1 y flurbiprofeno mostr6 ser efectiva y de
potencia similar en reducir el consumo croénico de alcohol en ratas UChB. La
administracion oral de ibuprofeno mostré un nivel menor de eficacia en reducir

el consumo cronico de alcohol en los animales.

El aumento de la actividad ALDH2 a nivel cerebral por accion de los
tratamientos farmacolégicos se correlacion6 de una forma inversamente

proporcional al nivel de consumo de alcohol en ratas UChB.

Los resultados experimentales obtenidos en este trabajo sugieren que la
activacion farmacologica de la ALDH2 a nivel central representa un potencial

blanco farmacoldgico para el tratamiento del alcoholismo
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