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Abstract

Metabolism of alcohols, including ethanol, generates oxidation stress. The undertaken investigations aimed at following changes
in the oxidation-antioxidation balance in the heart and blood of rats chronically intoxicated with 1 M ethanol solution. The study
was performed on 30 male Lewis rats, aged around 6 months (240-290 g) receiving ethanol for 4, 8 and 12 weeks. Ten rats that
were given tap water constituted a control group. At the 8" week of intoxication with ethanol, a nearly three-fold increase in
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) concentration in heart homogenates was observed compared to controls and the
4-week group. At the 12" week of the experiment there was a decrease in TBARs concentration in comparison with the concen-
tration in the 8" week. Biochemical investigations revealed an elevation of TBARs concentration in erythrocytes of rats chroni-
cally intoxicated with ethanol at each time interval (4, 8, 12 weeks) in relation to the control group. At the 4™ week of
intoxication, a rise in hydrogen peroxide in myocardium homogenate was found along with a declined concentration of free thiol
group as compared to the control group. During rat intoxication with 1 M ethanol there was an observed increase in catalase activ-
ity at the 4™ week of the experiment. In the 8" week, this activity dropped to values lower than in the controls. At the 12™ week,
the catalase activity was elevated as compared to the 8" week, but was still lower than the control value. The peroxide dismutase
activity was decreased in comparison with the control group.
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1. Introduction

Ethanol, an ingredient of alcoholic beverages, is
widely consumed. Its toxic effects are mainly depres-
sive on the central nervous system and it is a strong
metabolic poison. Longer term intake results in hepa-
tocellular, cardio-vascular, digestive system damage,
and damage within the respiratory system. Metabolism
of ethanol produces acetic aldehyde, free radicals, hy-

drogen peroxide and products of lipid peroxidation,
which generate DNA damage.

Ethanol is one of the factors which induce forma-
tion of reactive oxygen species (ROS). The role of eth-
anol with respect to ROS is equivocal. In regard to
oxygen stress, ethanol can induce bidirectional effects —
on the one hand, it can generate reactive forms of oxy-
gen, on the other it exhibits an antioxidant effect, as
a so-called scavenger of the hydroxide radical [2, 6].
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Prolonged abuse of ethyl alcohol leads to damage
to the myocardium and skeletal muscles [8, 17, 23].

Reactive forms of oxygen (ROS) are oxygen deriv-
atives which, having one or more unpaired electrons in
the outer orbital, are known as free radicals, for exam-
ple: the hydroperoxide radical (HO;"), hydroxyl radi-
cal ("OH), anionic radical superoxide (O, ), and also
those which do not have these kinds of electrons, e.g.
hydrogen peroxide (H,0,) [2].

The effect of ROS on cells and their components
can be peroxidation of lipids of the membrane, oxida-
tion of macromolecular compounds (glutathione,
ascorbate), fracture of the DNA thread, damage to
DNA nucleobases, chromosome damage, inhibition of
oxidative phosphorylation in mitochondria, generat-
ing mutations and cancerous transformation of cells.

Peroxidation of lipids is the best known biological
process involving free radicals, in which unsaturated
lipid acids and other lipids are oxidised, and also per-
oxides of these compounds are created. TBARs (com-
pounds which react with thiobarbituric acid) are
products of this process, (MDA) malondialdehyde be-
ing one of them.

There are defensive mechanisms in aerobic organ-
isms that protect them from the toxic effects of oxy-
gen. These mechanisms are related to the presence of
various compounds with a variety of biological mech-
anisms in cytosol, in organelles, in the cell membrane
and systemic fluids. Enzymatic and non-enzymatic
compounds which protect against the toxic effects of
free radicals can be found in cytosol and mitochondria
[15, 22].The best known are: super oxide dismutase
(SOD), catalase and peroxidase. Super oxide
dismutase catalyses transformation of anionic radical
superoxide to hydroperoxide and molecular oxygen.
Catalases break down hydroperoxide to water and ox-
ygen, peroxidases are enzymes which also eliminate
hydrogen peroxide.

2. Aim of the research

The aim of this research was to evaluate the in-
crease in peroxidation of lipids in cardiac homoge-
nates and in red blood cells by measuring the con-
centration of substances that react with thiobarbituric
acid (TBARs), evaluate the amount of hydrogen per-
oxide generation in cardiac homogenates, evaluate the
response strength of the antioxidation system in the
heart and in intoxicated animal blood by measuring the
concentration of free —SH groups in homogenates and
the activity of catalase enzymes and superoxide dis-
mutase in erythrocytes.

3. Materials and methods

The experiment was conducted on 240-290 g male
inbred Lewis rats aged about 6 months. 30 rats were
used, which were divided into three equal groups, each
receiving 1 M of ethyl alcohol solution. Rats were
killed in the 4™, 8", and 12™ week of the experiment
by opening the chest (anesthetized with verbutal,
30 mg/kg, ip.). The control group consisted of 10 rats
that had water to drink. During the experiment, there
were 5 animals per cage, with free access to food
(Murigran granulated fodder) and the temperature was
maintained at 20°C. Blood was collected at the au-
topsy from the animal’s heart into a test tube with
EDTA anticoagulant. The erythrocyte mass was rinsed
three times with 4°C, 0.9% NaCl solution at a volume
ratio of 1:2 and frozen at a temperature of —20°C for
further research. The activity of super peroxide dis-
mutase (CuZn-SOD) was assayed by the Misra and
Fridovich method [16], and that of catalase (CAT)
with the Beers and Sizer method [3]. The concentra-
tion of TBARs in erythrocytes was assayed by the
Placer et al. method [19].

After removing sections for electron and light mi-
croscopy, the heart was stored at —80°C till homo-
genates were made. The concentration of TBA-reac-
tive products was determined by the spectrofluoro-
metric method [26], the amount of hydroperoxide gen-
erated from organic homogenates by the spectroflu-
orometric method with homovanillic acid and horse-
radish peroxidase, while the concentration of dis-
solvable —SH groups with Ellman’s method.

All the described methods were approved by the
Local Ethical Commission in £6dZ for Animal Experi-
ments (No. £/BD/53, 22.05.2001).

Statistical analysis was based on parametric tests
(Student’s t-test for small groups with p < 0.05 confi-
dence interval) after normality of distribution was
tested — using the Kolmogorov-Smirnov test with the
Lillieforse modification. For multiple comparisons,
analysis of ANOVA variances was used. In order to
select an appropriate test for the data, the Shapiro-
Wilk test was applied. If the distribution was not nor-
mal, then the U Mann-Whitney, a non-parametric test,
was used. Calculations were carried out with Statistica™
software.

4. Results

In the 8th week of ethyl alcohol intoxication, an al-
most threefold increase in TBARs in cardiac muscle
homogenate compared to the control group and a sta-
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tistically significant increase compared to the 4-week
group were observed. However, in the 12" week of the
experiment, the concentration of TBARs dropped by
almost 2 times compared to the concentration in the
8th week (Table I).

Conducted biochemical tests revealed an increase
in concentrations of lipid peroxidation products (cal-
culated per gram haemoglobin) in red cells of chroni-
cally ethanol intoxicated rats at every time interval (in
4™ 8™ 12" week) compared to the appropriate control
group (Table II).

control) was observed. The differences in the other
groups were statistically insignificant (Table III).

In the 4™ week of the experiment, a decrease in the
concentration of free thiol groups compared to the
control group was observed. No such differences were
observed between other groups and the control group
in the 8™ and 12" week of intoxication (Table IV).

In the 4™ week of the experiment, during the intoxi-
cation of rats with 1 M ethanol, a statistically signifi-
cant increase in catalase activity was observed. In the
8™ week, the level of activity decreased to a lower

TABLE I. TBARs CONCENTRATION VALUE ([uM/mg] OF PROTEINS) IN HEART

HOMOGENATES DURING INTOXICATION WITH ETHANOL

Ethanol Control 4™ week 8™ week 12™ week
group

Mean 1.49 1.68 4.52 2.36

SD 0.72 0.85 1.34 0.92

N 10 10 10 10

Statistical analysis

Control group x Nd p<0.01 Nd

4™ week Nd x p<0.01 Nd

8™ week p<0.01 p<0.01 x p<0.05

12™ week Nd Nd p<0.05 x

Nd — not detected.

TABLE II. TBARs CONCENTRATION VALUE [uM/g Hb] IN ERYTHROCYTES OF RATS
CHRONICALLY INTOXICATED WITH ETHANOL

Ethanol Control 4™ week 8™ week 12" week
Mean 0.14 0.2 0.24 0.24

SD 0.01 0.04 0.05 0.05

N 10 10 10 10
Statistical analysis

Control group x p<0.01 p<0.01 p<0.01
4™ week p<0.01 x nd p<0.05
8™ week p<0.001 Nd x Nd

12™ week p<0.001 p<0.05 Nd x

Nd — not detected.

In the 4™ week of ethanol intoxication, a statisti-
cally significant increase in hydroperoxide concentra-
tion in cardiac muscle homogenate (compared to the

value than in the control group. In the 12 week, the
activity of catalase increased compared to the 8" week,
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TABLE III. HYDOROGEN PEROXIDE CONCENTRATION VALUE ([uM/mg] OF PROTEINS)
IN HEART HOMOGENATES DURING INTOXICATION WITH ETHANOL

Ethanol Control 4™ week 8" week 12" week
Mean 481.00 2135.94 2119.0 1079.14
SD 123.21 880.56 1425.52 468.12
N 10 10 10 10
Statistical analysis

Control group p <0.05 Nd Nd

4" week x Nd Nd

8™ week Nd x Nd

Nd — not detected.

TABLE IV. SH-GROUP CONCENTRATION VALUE ([uM/mg] OF PROTEINS) IN HEART
HOMOGENATES IN CHRONIC INTOXICATION WITH ETHANOL

Ethanol Control 4™ week 8™ week 12™ week
Mean 534.28 320.40 450.20 495.40
SD 197.82 140.45 235.25 120.50

N 10 10 10 10
Statistical analysis

Control group p<0.01 Nd Nd

4" week x Nd Nd

8™ week Nd x Nd

Nd — not detected.

but the level was still lower than the control value (Ta-
ble V).

Superoxide dismutase [U/gHDb] activity was redu-
ced in the 8" and 12" week of the experiment (Table V).

5. Discussion

The present experiments demonstrated changes in
concentration of TBARs, hydrogen peroxide, free SH—
groups and changes in defensive antioxidative en-
zymes activity — catalase and superoxide dismutase in
chronic ethanol intoxication.

Ethanol is known for its toxic action. Nowadays, it
is thought that oxidative stress is one of the factors
which plays an important role in ethanol-induced tox-
icity [6]. Administration of ethanol to laboratory ani-
mals induces an increase in lipid peroxidation in the
liver and brain and a reduction in glutathione concen-
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tration in the liver [14]. In the blood of alcoholics,
a higher level of conjugated dienes — the first products
of lipid peroxidation — was observed [10].

In the present experiment, during intoxication, an
increase in lipid peroxidation products in erythrocytes
and changes in activity of antioxidative enzymes were
observed. However, other researchers observed a smaller
increase in TBARs level in rat liver homogenates after
6 weeks of 36% ethyl alcohol intake. Moreover, they
observed a significant increase in the level of whole
and reduced glutathione, and activity of catalase,
glutathione reductase and transferase in the liver. The
activity of glutathione peroxidase was lower than in
the control group [18]. In the present experiments,
a reduction in the concentration of free SH-groups in
the 4th week of the experiment was observed.

In our own experiments, TBARs concentrations in
red blood cells and in cardiac muscle homogenates in-
creased during chronic intoxication.
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TABLE V. CATALASE ACTIVITY [U/gHB] IN ERYTHROCYTES OF RATS INTOXICATED
WITH ETHANOL

Ethanol Control 4™ week 8™ week 12" week
Mean 9.04 114 4 7.4

SD 0.87 1.8 0.7 1.4

N 10 10 10 10
Statistical analysis 4™ week 8™ week 12" week
Control p<0.05 p<0.001 p<0.01
4™ week x p<0.001 p<0.001
8™ week p<0.001 x p<0.001
12" week p<0.001 p<0.001 x

TABLE VI. SUPEROXIDE DISMUTASE ACTIVITY [U/gHb] INERYTHROCYTES OF RATS
INTOXICATED WITH ETHANOL

Ethanol Control 4™ week 8™ week 12" week
Mean 2208 2078 1796 1676

SD 65 189 255 195

N 10 10 10 10
Statistical

analysis

Control Nd »<0.001 »<0.001
4™ week x p<0.05 P <0.001
8™ week p<0.05 x Nd

12" week p<0.001 Nd x

Nd — not detected.

The observed reduction of TBARs in cardiac
homogenates in the 12" week of our study, compared
with the 8" week could be explained by the fact that
TBARs, especially MDA (malondialdehyde), can in
certain conditions react with hydroperoxide, which
leads to decomposition of both compounds [13]. In rat
erythrocytes, the concentration of TBARs grew with
increased duration of intoxication.

Calabrese et al. during the 12" week of ethanol in-
toxication of rats (2g/kg/day) observed an increase in
lipid peroxidation products in liver and brain
homogenates [4]. It is worth mentioning, however,
that there have also been reports in the literature which
indicate no change in malondialdehyde concentration
after ethanol consumption [24].

The ability to generate free radicals by ethanol was
proven using spin traps and electron paramagnetic res-
onance [5].

In physiological conditions, there is a balance be-
tween production of reactive oxygen species and elim-
ination by intra- and extra-cellular antioxidative sys-
tems. Dominance of prooxidative systems over anti-
oxidative ones will lead to oxidative stress. This state
can damage cells and causes many diseases, including
alcohol cardiomyopathy [8, 11, 12, 20, 25].

Cardiac muscle, like other tissues, has free radical
neutralizing enzymes. The most important are: super-
oxide dismutase, catalase, glutathione peroxide,
glutathione reductase and non-enzymatic antioxi-
dants.

Ethanol also has an influence on the activity of
antioxidative enzymes. In our study, an increase in
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catalase activity in the 4™ week in red blood cells was
observed, but it was reduced at successive time inter-
vals. In the case of superoxide dismutase, the reduc-
tion in activity occurred in the 8™ and 12" week.

Chronic intoxication with alcohols results in reduc-
tion of catalase and dismutase activity [9], which could
suggest a decline in the antioxidative defence system.
The increase in catalase activity observed in the
4™ week of ethanol intoxication could be connected
with rapid antioxidative defence. The reduction of ac-
tivity could be caused by increased production of
superoxidative amino-radicals and an excessive amount
of hydrogen peroxide during chronic intoxication.

In chronic ethanol intoxication, reduced activity of
catalase, superoxide dismutase and glutathione
peroxidase in cardiac muscle homogenates was dem-
onstrated [1].

Sozmen et al. observed a significant increase in
catalase activity 1 hour after ethanol administration to
rats [24]. D’Almeida et al. [7] stated that after
13 weeks of ethanol intake at a dose of 1.5g/kg, the ac-
tivity of catalase was reduced. But the activity of this
enzyme returned to the initial state two months after
withdrawal from ethanol.

6. Conclusions

1. Chronic ethanol intoxication increases the con-
centration of lipid peroxidation products and hy-
drogen peroxide in both cardiac homogenates and
red blood cells in rats, which suggests deve-
lopment of oxidative stress.

2. Ethanol intoxication over a long period results in
reduction of catalase and superoxide dismutase
activity and concentration of free SH-groups,
which could indicate impairment of antioxidative
defence.

References

1. Antonenkov V., Panchenko L., Effect of chronic ethanol
treatment under partial catalase inhibition on the activity
of enzymes related to peroxide metabolism in rat liver and
heart, The International Journal of Biochemistry 1998,
20, 823-828.

2. Bartosz G., Druga twarz tlenu, Panstwowe Wydawnictwo
Naukowe, Warszawa 1995.

3. Beers R., Sizer T., Spectrophotometric method for mea-
suring the breakdown of hydrogen peroxide by catalase,
The Journal of Biological Chemistry 1952,195, 133—140.

4. Calabrese V., Renis M., Calderone A. [et al.], Stress pro-
teins and SH-groups in oxidant-induced cellular injury af-

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

ter chronic ethanol administration in rat, Free Radical Bi-
ology and Medicine 1998, 24, 1159-1167.

. Castellanos M., Reyman D., Sieiro C. [et al.], ESR-spin

trapping study on the sonochemistry of liquids in the pres-
ence of oxygen. Evidence for the superoxide radical anion
formation, Ultrasonics Sonochemistry 2001, 8, 17-22.

. Cederbaum A., Introduction-serial review: alcohol, oxi-

dative stress and cell injury, Free Radical Biology and
Medicine 2001, 31, 1524-1526.

. D’Almeida V., Monteiro M. G., Oliveira M. G. [et al.],

Long-lasting effects of chronic ethanol administration on
the activity of oxidant enzymes, The Journal of Biochemi-
cal Toxicology 1994, 9, 141-143.

. Edes 1., Piros G., Forster T. [et al.], Alcohol-induced con-

gestive cardiomyopathy in adult turkeys effects on myo-
cardial antioxidant defence systems, Basic Research in
Cardiology 1995, 82, 551-556.

. Gatecki P., Jurczyk A., Kedziora J. [iin.], Wplyw etanolu

na aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych i peroksy-
dacje lipidéow w erytrocytach, Przeglad Wojskowo-Me-
dyczny 2001, 43, 353-360.

Guttierez-Salinas J., Zentelaa de Pina M., Pina E., Acute
ethanol intake produces lipid peroxidation in rat red blood
cells membranes, Biochemistry and Molecular Biology
International 1993, 29, 263-270.

. Harkany T., Sasvari M., Nyakas C., Chronic ethanol in-

gestion-induced changes in open-field behavior and oxi-
dative stress in the rat, Pharmacology Biochemistry and
Behavior 1997, 58, 195-201.

Jakovcenko V., Grudcyn G., Heart diseases in alcoholics,
Bratislavské Lekarské Listy 1990, 91, 100-105.

Janero D. R., Malondialdehyde and thiobarbituric acid-
reactivity as diagnostic indices of lipid peroxidation and
peroxidative tissue injury, Free Radical Biology and Me-
dicine 1990, 9, 515-540.

Kurose I., Higuchi H., Kato S., Ethanol-induced oxidative
stress in the liver, Alcoholism, Clinical and Experimental
Research 1996, 20, 77-85.

Liczmanski A. E., Toksycznos¢ tlenu. II. Mechanizmy
obronne, Postepy Biochemii 1988, 34, 293-310.

Misra H. P., Fridovich J., The role of superoxide anion in
the autooxidation of epinephrine and a simple assay of
superoxide dismutase, Journal of Biological Chemistry
1972, 247, 3170-3173.

Niemeld O., Distribution of ethanol-induced protein ad-
ducts in vivo, Free Radical Biology and Medicine 2001,
31, 1533-1538.

Oh S. I, Kim C. I., Chun K. J. [et al.], Chronic ethanol
consumption affects glutathione status in rat liver, Jour-
nal of Nutrition 1998, 128, 758-763.

Placer Z., Cushman L., Johnson B., Estimation of product
of lipid peroxidation malondialdehyde in biochemical
systems, Annals of Clinical Biochemistry 1966, 16, 359—
364.

Ribiere C., Hininger 1., Rouach H. [et al.], Effects of
chronic ethanol administration on free radical defense in

Problems of Forensic Sciences 2005, LXIII, 306-315



312

E. Meissner, M. Barzdo, A. P. Jurczyk et al.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

rat myocardium, Biochemical Pharmacology 1992, 44,
1495-1500.

Ruch W., Cooper P. H., Baggiolinii M., Assay of H,O,
production by macrophages and neutrophils with homo-
vanillic acid and horseradish peroxidase, Journal of Im-
munological Methods 1983, 63, 347-357.

Santiard D., Ribiere C., Nordmann R., Houee-Levin C.,
Inactivation of Cu,Zn-superoxide dismutase by free radi-
cals derived from ethanol metabolism: a gamma radio-
lysis study, Free Radical Biology and Medicine 1995, 19,
121-127.

Soffia F., Penna M., Ethanol metabolism by rat heart
homogenates, Alcohol and Alcoholism 1987, 4, 45-48.
Sozmen E. Y., Tanyalcin T., Onat T. [et al.], Ethanol in-
duced oxidative stress and membrane injury in rat eryth-
rocytes, European Journal of Clinical Chemistry and
Clinical Biochemistry 1994, 32, 741-744.

Tsyplenkova V., Sholts D., A critical analysis of experi-
mental models of alcoholic cardiomyopathy, Arkhiv Pa-
tologii 1989, 50, 79-84.

Yagi K., Lipid peroxides and human diseases, Chemistry
and Physics of Lipids 1987, 45, 337-351.

Corresponding author

Ewa Meissner

Katedra i Zaktad Medycyny Sadowej
Uniwersytetu Medycznego

ul. Sedziowska 18 a

91-304 Lodz

e-mail: e.meissner@wp.pl

Problems of Forensic Sciences 2005, LXIII, 306-315



Problems of Forensic Sciences 2005, LXIII, 306-315

ANALIZA WYBRANYCH PARAMETROW STRESU OKSYDACYJNEGO
I UKLADU ANTYOKSYDACYJNEGO W HOMOGENATACH SERC
I WE KRWI W PRZEWLEKLEJ, DOSWIADCZALNEJ INTOKSYKACJI

ALKOHOLEM ETYLOWYM

1. Wstep

Alkohol etylowy nalezy do powszechnie spozywa-
nych sktadnikéw napojéw alkoholowych. Jest trucizna
dzialajaca gltéwnie depresyjnie na osrodkowy uktad ner-
wowy oraz silna trucizna metaboliczng. Jego dluzsze
spozywanie doprowadza do uszkodzenia watroby, ukta-
du sercowo-naczyniowego, uktadu pokarmowego oraz
uszkodzenia w obrgbie uktadu oddechowego. W toku
przemian etanolu powstaje miedzy innymi aldehyd octo-
wy, wolne rodniki, nadtlenek wodoru, produkty peroksy-
dacji lipidow, ktore generuja uszkodzenia DNA.

Etanol jest jednym z czynnikéw indukujacych wy-
twarzanie reaktywnych form tlenu (RFT). Rola etanolu
w odniesieniu do RFT nie jest jednoznaczna. Alkohol
etylowy, w aspekcie stresu tlenowego, moze wykazywacé
dzialanie dwukierunkowe — z jednej strony moze prowa-
dzi¢ do generacji reaktywnych form tlenu, zas z drugiej
moze wykazywa¢ dziatanie antyoksydacyjne, bedac tzw.
zmiataczem rodnika wodorotlenowego [2, 6].

Przewlekte naduzywanie alkoholu etylowego prowa-
dzi do uszkodzenia zardwno migénia sercowego, jak
i mig$ni szkieletowych [8, 17, 23].

Reaktywne formy tlenu (RFT) to pochodne tlenowe,
ktore, posiadajac jeden lub wigcej niesparowanych elektro-
néw na zewngtrznym orbitalu, sa zwane wolnymi rodnika-
mi, np. rodnik wodoronadtlenkowy (HO,), rodnik wodo-
rotlenowy (OH), anionorodnik ponadtlenkowy (O, "), jak
i te, ktore nie posiadaja takich elektronéw np. nadtlenek
wodoru (H,0,) [2].

Efektem dziatania RFT na komorki i ich sktadniki
moze by¢ m.in. peroksydacja lipidow bton, utlenianie
zwiazkow drobnoczasteczkowych (glutation, askorbinian),
peknigcia nici DNA, uszkodzenie zasad DNA, uszko-
dzenia chromosomoéw, inhibicja fosforylacji oksydacyj-
nej w mitochondriach, powstawanie mutacji i transfor-
macja nowotworowa komorek.

Peroksydacja lipidow jest najbardziej znanym biolo-
gicznym procesem wolnorodnikowym, w ktorym sa utle-
niane nienasycone kwasy tluszczowe lub inne lipidy,
a takze powstaja nadtlenki tych zwiazkéw. Produktami
tego procesu sa TBARs (substancje reagujace z kwasem
tiobarbiturowym), do ktorych nalezy migdzy innymi dial-
dehyd malonowy (MDA).

W organizmach tlenowcéw wystepuja mechanizmy
ochronne przeciwdzialajace toksycznemu dziataniu tle-
nu. Mechanizmy te sa zwigzane z obecno$cia w cytozolu,

w organellach, w blonie komoérkowej oraz w ptynach
ustrojowych rozmaitych substancji o réoznym mecha-
nizmie dziatania. W cytozolu i mitochondriach wystepuja
substancje o charakterze enzymatycznym i nieenzyma-
tycznym, ktore zapobiegaja toksycznym wptywom wol-
nych rodnikéw tlenowych [15, 22]. Najbardziej znane
z nich to: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza
oraz peroksydaza. Dysmutaza ponadtlenkowa katalizuje
reakcje przeksztatcenia anionorodnika ponadtlenkowego
do nadtlenku wodoru i tlenu czasteczkowego. Katalazy
rozktadaja nadtlenek wodoru do wody i tlenu czastecz-
kowego, za$§ peroksydazy sa enzymami, ktdre usuwaja
réwniez nadtlenek wodoru.

2. Cel pracy

Celem niniejszych badan byta ocena nasilenia per-
oksydacji lipidow w homogenatach serca i w krwinkach
czerwonych poprzez pomiar st¢zenia substancji reagu-
jacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARs), ocena wiel-
kosci generacji nadtlenku wodoru z homogenatéw serc,
ocena stopnia odpowiedzi uktadu antyoksydacyjnego
w sercu i krwi intoksykowanych zwierzat poprzez pomiar
stezenia wolnych grup —SH w homogenatach oraz aktyw-
nosci enzyméw katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej
w erytrocytach.

3. Material i metody

Eksperyment przeprowadzono na szczurach szczepu
wsobnego Lewis, samcach o masie ok. 240-290 g w wie-
ku ok. 6 miesigcy. Do badan uzyto 30 szczuréw, ktore po-
dzielono na trzy rownoliczebne podgrupy, ktorym po-
dawano do picia 1 M roztwor alkoholu etylowego, a szczury
usmiercano w 4, 8, i 12 tygodniu do$wiadczenia przez
otwarcie klatki piersiowej po wczesniejszym uspieniu
Vetbutalem (pentobarbital) w dawce 30 mg/kg m.c. poda-
nym dootrzewnowo. Grupe kontrolna stanowito 10 szczu-
réw, ktorym do picia podawano wodg. Zwierzeta prze-
bywaly w czasie doswiadczenia w klatkach po 5 osob-
nikow, w temperaturze 20°C ze swobodnym dostgpem do
pokarmu (pasza granulowana Murigran). Krew do badan
pobierano podczas sekcji zwierzat z serca do probdwki
z antykoagulantem EDTA. Masg erytrocytarng przemy-
wano trzykrotnie ozigbionym do temperatury 4°C 0,9%
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roztworem NaCl w stosunku objgtosciowym 1:2 i zam-
razano w temperaturze —20°C do dalszych badan.
Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (CuZn-SOD) oz-
naczano metoda Misry i Fridovicha [16] oraz katalazy
(CAT) metoda Beersa i Sizera [3]. Stezenie TBARs
w erytrocytach oznaczano metoda Placera i in. [19].

Serce po pobraniu wycinkéw do mikroskopii §wietl-
nej i elektronowej przechowywano w temperaturze —80°C
do czasu wykonania homogenatow. Stezenie produktow
TBA-reaktywnych oznaczano metoda spektrofluorymet-
ryczna [26], pomiar wielkosci generowania nadtlenku
wodoru z homogenatow narzadowych metoda spektro-
fluorymetryczna z kwasem homowanilinowym i per-
oksydaza chrzanowa [21], za$ st¢zenie rozpuszczalnych
grup —SH metoda z odczynnikiem Ellmana.

Wszystkie opisane procedury uzyskaly pozytywna
akceptacj¢ Lokalnej Komisji Etycznej w Lodzi do Spraw
Dos$wiadczen na Zwierzetach decyzja nr £/BD/53 z dnia
22.05.2001 r.

Analizg statystycznag wynikow opracowano w opar-
ciu o testy parametryczne (t-Studenta dla matych prob
przy poziomie istotnosci p < 0,05) po wczesniejszym
przeprowadzeniu testéw normalnosci rozktadu zmien-
nych — test Kolmogorowa-Smirnowa z poprawka Lillie-
forsa. Do wielokrotnych poréwnan zastosowano analizg
wariancji Anova. W celu wybrania odpowiedniego testu
sprawdzono, czy odpowiednie proby podlegaly rozkta-
dowi normalnemu (test Shapiro-Wilka). W przypadku
rozktadu nienormalnego stosowano test nieparame-
tryczny U Manna-Whitneya. Obliczenia przeprowadzo-
no przy uzyciu programu komputerowego Statistica.

4. Wyniki

W 8 tygodniu intoksykacji alkoholem etylowym ob-
serwowano w homogenatach migs$nia sercowego niemal
3-krotny wzrost TBARs w stosunku do grupy kontrolne;j
oraz znamienny statystycznie wzrost w stosunku do gru-
py 4-tygodniowej. W 12 tygodniu do$§wiadczenia nasta-
pit niemal dwukrotny spadek st¢zenia TBARs w porow-
naniu do stgzenia w 8 tygodniu (zob. tabela I).

Przeprowadzone badania biochemiczne wykazaly
w krwinkach czerwonych szczuréw przewlekle intoksy-
kowanych alkoholem etylowym wzrost stgzenia produk-
tow peroksydacji lipidéw w przeliczeniu na gram hemo-
globiny w kazdym badanym przedziale czasowym (w 4, 8
i 12 tygodniu) w stosunku do grupy odniesienia (zob. ta-
bela II).

W 4 tygodniu intoksykacji roztworem etanolu ob-
serwowano istotny statystycznie wzrost st¢zenia nadtlen-
ku wodoru w homogenacie mig$nia sercowego w porow-
naniu do grupy kontrolnej. W pozostatych grupach roz-
nice nie byty istotne statystycznie (zob. tabela III).

W 4 tygodniu doswiadczenia obserwowano spadek
stgzenia wolnych grup tiolowych w poréwnaniu z grupa
odniesienia. Nie obserwowano natomiast takich roznic
miedzy pozostaltymi grupami a grupa odniesienia
w 8 1 12 tygodniu intoksykacji (zob. tabela IV).

W 4 tygodniu do$wiadczenia podczas intoksykacji
szczurow 1 M alkoholem etylowym zaobserwowano zna-
mienny statystycznie wzrost aktywno$ci katalazy.
W 8 tygodniu doswiadczenia aktywnos$¢ ta spadta do
warto$ci nizszej niz w grupie kontrolnej. W 12 tygodniu
intoksykacji aktywnos$¢ katalazy wzrosta w poréwnaniu
z 8 tygodniem, jednak do wartosci nizszej niz w grupie
poréwnawczej (zob. tabela V).

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej zmalata
w 8 1 12 tygodniu doswiadczenia (zob. tabela VI).

5. Dyskusja wynikow

Przeprowadzone do§wiadczenia na szczurach wyka-
zaly zmiany w zakresie stgzen TBARs, nadtlenku wo-
doru, wolnych grup SH oraz zmiang aktywnos$ci enzy-
moéw obrony antyoksydacyjnej — katalazy i dysmutazy
ponadtlenkowej w przewleklej intoksykacji etanolem.

Toksycznos$¢ etanolu jest dobrze znana. Obecnie sa-
dzi sig, ze stres oksydacyjny jest jednym z czynnikow de-
cydujacych o tej toksycznosci [6]. Podawanie zwierzg-
tom doswiadczalnym etanolu powoduje wzmozenie per-
oksydacji lipidow w watrobie i w mozgu oraz obnizenie
stezenia glutationu w watrobie [14]. We krwi natogo-
wych alkoholikéw stwierdzono podwyzszony poziom
sprz¢zonych dienéw — poczatkowych produktow peroksy-
dacji lipidow [10].

W do$wiadczeniu przeprowadzonym przez autorow
niniejszej pracy zaobserwowano w miarg trwania intok-
sykacji wzrost produktow peroksydacji lipidow w ery-
trocytach oraz zmiang aktywnos$ci enzymow antyoksy-
dacyjnych. Inni badacze zaobserwowali nieznaczny wzrost
poziomu TBARs w homogenatach watroby szczuréw, kto-
rym podawano przez 6 tygodni 36% alkohol etylowy. Za-
obserwowano natomiast w watrobie znaczny wzrost cat-
kowitego i zredukowanego glutationu, a ponadto ak-
tywno$ci katalazy, reduktazy glutationowej i transferazy
glutationowej. Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej
byta nizsza niz w grupie kontrolnej [18]. W przeprowa-
dzonych doswiadczeniach zaobserwowano spadek ste-
zenia wolnych grup SH w 4 tygodniu do$wiadczenia.

Wykonane badania wlasne wykazaly wzrost stezenia
TBARs zarowno w krwinkach czerwonych, jak i w ho-
mogenatach serc szczuréw, w przewleklej intoksykacji
etanolem.

Obserwowany w opisanych tu badaniach znaczny
spadek TBARs w homogenatach serc w 12 tygodniu do-
$wiadczenia w stosunku do wartosci z § tygodnia mozna
wytlumaczy¢ w ten sposob, ze TBARs, a zwlaszcza
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MDA (dialdehyd malonowy), moze w pewnych warun-
kach reagowa¢ z nadtlenkiem wodoru, co prowadzi do
rozktadu obu zwiazkéw [13]. W erytrocytach szczurow
stezenie TBARs w miarg trwania intoksykacji rosto.

Calabrese i in. zaobserwowali w czasie 12-tygod-
niowe] intoksykacji szczurow etanolem w dawce
2g/kg/dzien wzrost stgzenia produktow peroksydacji li-
pidow w homogenatach watroby i mozgu [4]. Jednakze
warto zaznaczy¢, ze istnieja w piSmiennictwie takze do-
niesienia wskazujace, ze st¢zenie dialdehydu malonowe-
g0 po spozyciu etanolu nie zmieniato si¢ [24].

Zdolno$¢ etanolu do generowania wolnych rodnikow
zostata dowiedziona w sposdb bezposredni z zastosowa-
niem putapek spinowych i metody elektronowego rezo-
nansu paramagnetycznego [5].

W warunkach fizjologicznych istnieje zwykle stan
réwnowagi migdzy wytwarzaniem reaktywnych form tle-
nu a ich eliminacja przez wewnatrz- i zewnatrzkomorko-
we liczne uklady antyoksydacyjne. Przewaga uktadow
prooksydacyjnych nad antyoksydacyjnymi doprowadza
do rozwoju stresu oksydacyjnego. Stan ten moze powo-
dowac uszkodzenie komorek, doprowadzajac do rozwoju
wielu choréb, w tym réwniez kardiomiopatii alkoholo-
wej [8, 11, 12, 20, 25].

Migsien serca, jak inne tkanki, posiada enzymy neu-
tralizujace wolne rodniki. Najwazniejsze z nich to: dys-
mutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutatio-
nowa, reduktaza glutationowa oraz antyoksydanty nie-
enzymatyczne.

Etanol wywiera rowniez wplyw na aktywno$¢ enzy-
mow antyoksydacyjnych. W opisanym tu do$wiadczeniu
zaobserwowano wzrost aktywnosci katalazy w krwinkach
czerwonych w 4 tygodniu intoksykacji, za§ w kolejnych
przedziatach czasowych obserwowano spadek aktywnoSci
tego enzymu. W przypadku dysmutazy ponadtlenkowej
stwierdzono spadek aktywno$ci w 8 1 12 tygodniu.

Dhugotrwata intoksykacja alkoholami powoduje spa-
dek aktywno$ci katalazy i dysmutazy [9], co moze §wiad-
czy¢ o wyczerpaniu obrony antyoksydacyjnej. Obser-
wowany w 4 tygodniu intoksykacji etanolem wzrost ak-
tywnosci katalazy moze by¢ zwiazany z gwattowna obro-
na antyoksydacyjna organizmu. Obnizenie aktywnosci
moze by¢ spowodowane zwigkszona produkcja aniono-
rodnikow ponadtlenkowych oraz nadmiarem nadtlenku
wodoru w przebiegu przewleklej intoksykacji.

W intoksykacji przewlektej etanolem opisano spadek
aktywnosci katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej i pe-
roksydazy glutationowej w homogenatach migsnia ser-
cowego [1]. Sozmen i in. zaobserwowali znaczny wzrost
aktywnosci katalazy po 1 godzinie od podania szczurom
etanolu [24]. D’ Almeida i inni [7] stwierdzili spadek ak-
tywnosci katalazy po 13 tygodniach przyjmowania eta-
nolu w dawce 1,5 g/kg masy ciata i powr6t aktywnosci
tego enzymu do stanu wyj$ciowego po dwdch miesiacach
od zaprzestania intoksykacji.

6. Whnioski

1. Przewlekta intoksykacja etanolem powoduje wzrost
stezen produktéw peroksydacji lipidow i nadtlenku
wodoru zar6wno w homogenatach serc szczurow, jak
iw krwinkach czerwonych, co sugeruje rozwoj stresu
oksydacyjnego.

2. Dhugotrwate podawanie etanolu powoduje spadek
aktywnosci enzymow — katalazy i dysmutazy ponad-
tlenkowej oraz stezenia wolnych grup tiolowych, co
przemawia za uposledzeniem obrony antyoksyda-

cyjnej.
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