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de conceptos de enzimologia y genética.
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Resumen: este caso se ha disefiado para su utilizacién en la asignatura Bioquimica de
primer curso del Grado en Biologia en la UCM pero podria ser empleado en cualquier
curso de Biogquimica General para ayudar a los alumnos a entender y aplicar conceptos
basicos de Enzimologia y Genética. Yuga Liu, estudiante chino natural de Shangai,
realiza un curso de Ingenieria Geoldgica en la UCM en el seno de un programa de
intercambio. En una salida nocturna con sus compafieros, toma un par de cervezas y
empieza a notar un malestar tan alarmante que ha de ser ingresado en el Servicio de
Urgencias del Hospital Gregorio Marafidn. Los estudiantes deben averiguar cudl es el
problema de Yuga. El estudio de las bases moleculares del sindrome de intolerancia al
alcohol permite a los alumnos comprender los fundamentos de la cinética enzimatica,
la importancia de la relacidn estructura-funcién en proteinas y conceptos esenciales de
Genética.

Palabras clave: Intolerancia al alcohol. Cinética enzimatica. Alcohol deshidrogenasa.
Aldehido deshidrogenasa. Polimorfismos. Transcripcion.

OBIJETIVOS EDUCATIVOS
Objetivos generales

e Conseguir que los estudiantes reflexionen sobre la relacion entre los
conocimientos bioquimicos y las situaciones cotidianas (como la ingestion de
alcohol).

e Comprension de la relacidn estructura-funcién de las proteinas.

e Comprension de la relacidn gen-proteina y las posibles consecuencias de las
alteraciones en la secuencia del DNA.

e Iniciar a los alumnos en la busqueda y manejo de fuentes de informacién en
espafiol e inglés.
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Objetivos especificos
Después de realizar el problema ABP, los estudiantes serdn capaces de:

e Manejary transformar correctamente unidades de medida bioquimicas.

e Comprender cémo los cambios de aminodcidos en posiciones criticas de las
cadenas polipeptidicas pueden afectar a la funcidn de las proteinas.

e Calcular los parametros cinéticos de una enzima y comprender su significado
bioquimico.

e Entender los conceptos de gen, alelo, polimorfismo y mutacion.

e Discutir los procesos a través de los cuales la informacion almacenada en el
DNA se expresa en las proteinas.

e Entender las técnicas que se emplean para la deteccion de secuencias
especificas en el DNA y su utilidad en situaciones diversas.

e Explicar el metabolismo del etanol y comprender los riesgos que conlleva el
consumo excesivo.

METODOLOGIA

e Actividad de aprendizaje cooperativo: equipos formados por 3 alumnos.

e Presentacidn del problema en clase y puesta a disposicién de los alumnos a
través de la plataforma de docencia virtual (Campus Virtual de la UCM).

e Requisitos: con alumnos de primer curso son recomendables clases previas
convencionales para explicar las propiedades de los aminoacidos, estructura de
las proteinas, y conceptos basicos de cinética enzimatica y genética.

e Tiempo disponible para la resolucion del problema: 3 semanas.

e Tutorias: 2 horas en el aula. Se puede optar por la realizacién de tutorias
externas formalizadas en grupos poco numerosos.

e Discusidn del problema y evaluacion del aprendizaje: sesién Unica en el aula de
1 hora de duracién utilizando una presentaciéon de Power Point interactiva y un
sistema de mandos electrdnicos de respuesta para contestar a las cuestiones
planteadas en la presentacidon. Se aconseja la presencia de un profesor
adicional para la asistencia técnica.

PROBLEMA ABP

¢QUE LE OCURRE A YUGA LIU?*

Yuga Liu, estudiante chino de 23 afios, participa en un programa de intercambio
suscrito entre la Tongji University de Shangai y la Universidad Complutense. En octubre

! Los personajes y documentos presentados en este ABP son totalmente ficticios.
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del afio pasado viajé a Madrid para realizar el ultimo curso de Ingenieria Geolégica en
la Facultad de Geoldgicas de la Complutense. Yuga se ha incorporado perfectamente al
nuevo ambiente, ha hecho amigos entre sus compaieros de clase y disfruta de los
encantos de la ciudad. El 20 de Diciembre pasado, Yuga y sus compafieros de clase
Pedro, David, Noa y Maria fueron a celebrar el comienzo de las vacaciones de Navidad.

Pedro: propongo ir a tomar unos vinos por el barrio antiguo y Atocha para que
Yuga vea el ambientillo y luego acabamos la noche en Kopital.

Noa: estupendo porque Yuga parece un ratén de biblioteca de tanto estudiar. Le
vendra bien divertirse.

Pedro: no exageres. Todos estudiamos mucho.

David: bueno Yuga éTu qué opinas?

Yuga: bien. Interesante.

Comienzan en “Cafias y Barras”, local tipico que estd a esas horas completamente
abarrotado.

Noa: Yuga, fijate que ambiente. Vamos a pasar una noche estupenda.
Pedro: empezamos con unos vinos y unos pinchos de tortilla ivale?
Yuga: mejor cerveza negra para mi. Dicen que es buena.

David: yo también prefiero cerveza.

Les sirven los pinchos y las bebidas, y empiezan a comentar sus planes para las
vacaciones. A los 15 minutos, los vasos estan vacios y piden otra ronda.

Maria: Yuga étienes calor? Te estas poniendo rojo como un tomate.
Yuga: no muy bien. Dolor de cabeza. No bebo mas.
Noa: si es que tanto estudiar, te va a fundir los circuitos ...

Diez minutos después, Yuga se encuentra francamente mal: tiene taquicardia, su
dolor de cabeza es insoportable y tiene nauseas.

Pedro: pero, é{qué te pasa?

Yuga no puede contestar. Intenta levantarse y se tambalea. Estd a punto de
desmayarse.

Maria: esto no es normal. Parece que se ha bebido un barril entero. éQué
hacemos? éLlamamos a una ambulancia?

Noa: no. Es mejor que le llevemos nosotros a urgencias. Sera mas rapido. David,
trae el coche del parking deprisa que esto tiene muy mal aspecto.

Veinte minutos mas tarde, David, Pedro, Maria, Noa y Yuga entran en Urgencias

del Hospital Gregorio Marafion. Les atiende el Dr. Canal, MIR de segundo afio, al que
cuentan lo ocurrido.
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Dr. Canal: decis que sdlo tomd una cerveza, éseguro? Porque los sintomas
podrian indicar una fuerte intoxicacion etilica.

Noa: seguro. Hemos estado juntos desde esta mafiana y no ha bebido nada mas.
Dr. Canal: {Alguno ha tomado cerveza como él?

David: yo también he tomado dos cervezas y estoy perfectamente.

Dr. Canal: bien, pediré una analitica urgente. David, ¢tienes inconveniente en
que te hagamos también a ti una analitica?

David: si puede servir para algo, encantado.

Yuga es trasladado a un box. Mientras le exploran y le hacen los analisis pedidos
por el Dr. Canal, sus amigos esperan muy preocupados. Dos horas después, el Dr. Canal
tiene los resultados. Esta es la ficha correspondiente (Fig. 1).

Paciente: Yuga Liu
Observaciones:

El paciente presenta cefalea intensa, taquicardia,
desorientacion, alteracién de la marcha, y rubor facial.

Edad: 23 afios Hora de ingreso: 22:10

Gasometria arterial

Parémetros Valores Valores de referencia
PO, 98 mm Hg 90-110 mm Hg
pco, 40 mm Hg 36-45 mm Hg
pH 7.40 7.37-7.45
Sat. Hb 98% 95-100%
Bicarbonato plasmético 24 mEqg/L 22-26 mEg/L
Analitica
Pardmetros Yuga L. David V. Valores de referencia
Hematocrito 39% 42% 37-47%
Hematies 4.2 mill./ul 4,8 mill./pl 4-5.5 mill./ul
Hemoglobina 14 g/d| 15.6 g/dl 12.5-17 g/d
Glucosa 108 mg/d| 110 mg/dl 75-115 mg /dl
Etanol 4.1 mM 11.3 mM -
Acetaldehido 90 uM 0.8 UM -
GoT 8 U/L 10 U/L 537 U/L
GPT 9 u/L 12 U/L 7-41 U/L
g-GGT 6U/L 8 U/L 5-27 U/L

DIAGNOSTICO: INTOLERANCIA AL ALCOHOL

Figura 1. Ficha del paciente que recoge los datos personales, los sintomas y aspecto en el momento
del ingreso y los resultados de la gasometria arterial y de la analitica sanguinea que le realizaron.

El Dr. Canal informa a los amigos de Yuga y les dice que la intolerancia al alcohol
por deficiencia de la enzima ALDH-2 es relativamente frecuente en los orientales. No
debe ingerir nunca bebidas que contengan alcohol. Al dia siguiente Yuga se encuentra
mejor y sus amigos le llevan a la residencia de estudiantes en la que se aloja.
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Noa: que susto nos has dado Yuga. Me alegro de que te encuentres mejor.
Pedro: {Qué dijo el médico que tenia? Yo no he entendido nada. Sélo sé que no
puedes tomar alcohol. ¢No lo sabias?

Yuga: en Shangai sélo tomaba zumos.

David: quiza debiamos consultarlo con Elena y Juan. Ellos estudian Bioquimica y
seguro que nos lo pueden explicar.

Asi lo hacen. Por supuesto, Elena y Juan saben cémo se metaboliza el etanol y
como funciona una enzima pero no tienen claro qué es la ALDH-2 y qué relacién puede
tener con los orientales. Muy voluntariosos, se dedican a buscar bibliografia sobre el
tema y encuentran informacién muy interesante (Tabla 1y Figs. 2, 3y 4).

Aldehido deshidrogenasa

ALDH-1A1 ALDH-2
Pardametros cinéticos Aldehido deshidrogenasa Aldehido deshidrogenasa
citosélica mitocondrial
Kwm CH3-CHO (uM) 33 0.20
Vimax (U/mg) 0.63 0.60

Tabla 1. Parametros cinéticos de la aldehido deshidrogenasa citosdlica y mitocondrial. Actividad
enzimatica determinada a 252C, en tampdn fosfato sédico 0.1 M, pH 7.5, con una concentracion 1 mM
de NAD' y la misma concentracién de ALDH-1A1 y ALDH-2.

Aldehido deshidrogenasa mitocondrial

La ALDH-2 humana esta codificada por el gen ALDH2 que se localiza en el
cromosoma 12. Dicho gen presenta un polimorfismo debido a la sustitucién de un
Unico nucledtido, lo que conduce al cambio del residuo que ocupa la posicion 487 de la
cadena polipeptidica (Fig. 2). Los productos de ALDH2*1 y ALDH2*2 son dos variantes
de la enzima aldehido deshidrogenasa mitocondrial. La variante codificada por
ALDH2*2 no presenta actividad “in vivo”. El estudio cinético de ambas variantes arroja
los resultados que se muestran en la figura 3.

Se ha analizado la distribucion de ALDH2*1 y ALDH2*2 en distintos grupos

étnicos, comprobandose que la frecuencia de ALDH2*2 es minima en poblaciones de
origen caucasico y alta en ciertas poblaciones orientales (Fig. 4).
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Gen ALDH2 @O
I

\I
ALDH2*1 5
° o Secuencia del DNA ...GGGCTGCAGGCATACACTGAAGTGAAAACT...
— Al NLIN%1 5’ 3
Secuencia del mMRNA ...GGGCUGCAGGCAUACACUGAAGUGAAAACU...
ALDH2*2 5 3’
‘ Secuencia del DNA ...GGGCTGCAGGCATACACTAAAGTGAAAACT...
5’ 3

Secuencia del mMRNA ...GGGCUGCAGGCAUACACUAAAGUGAAAACU...

Figura 2. Aldehido deshidrogenasa mitocondrial. Secuencia parcial de las variantes polimorficas del
gen codificante de la ALDH2 y de los correspondientes mRNAs.
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Figura 3. Estudio cinético de las variantes de la enzima ALDH-2. Actividad aldehido deshidrogenasa
determinada a 252C, en tampon fosfato sédico, pH 7.4, en presencia de 100 uM de acetaldehido. La
concentracion de enzima es la misma en ambos casos.

Con sus conocimientos de Bioquimica, Elena y Juan han sido capaces de
interpretar estos resultados, entender qué le pasa a Yuga Liu y contestar las preguntas
de sus amigos.
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Figura 4. Distribucion de ALDH2*1 y ALDH2*2 en distintos grupos étnicos. En ordenadas se indica el
porcentaje de individuos con las distintas variantes alélicas.

CUESTIONES

1. David tomé6 dos cervezas de 350 ml y una graduacion de 4.5%. Como esta
preocupado por lo ocurrido, quiere saber cuantos gramos de etanol ingirié.
(Densidad del etanol: 0.8 g/ml).

2. Llevd a Yuga al hospital conduciendo su propio coche. Si la Policia le hubiera hecho
la prueba de alcoholemia, ¢habria superado el limite permitido actualmente? Elena
consulto esta pagina web:
http://www.msps.es/ciudadanos/proteccionSalud/adolescencia/alcohol/home.ht
m.

¢Qué opinais de la conducta de David?
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¢Podéis explicar a Yuga y sus amigos el significado de los parametros determinados
en la gasometria arterial y en la analitica sanguinea? A una pO, de 23 torr, ¢écual
seria el porcentaje de saturacién de la hemoglobina? ¢Cual es la concentracidn
plasmatica de glucosa de Yuga expresada en mM? ¢Por qué no hay valores de
referencia en los parametros “etanol” y “acetaldehido? ¢ Qué significa “U/L"?

También les interesé mucho saber cdmo se metaboliza el etanol. ¢Cudl es la via
mas importante cuantitativamente? ¢Qué enzimas intervienen en esta via? Por
cierto, éa qué categoria pertenecen segun la nomenclatura EC?

Las aldehido deshidrogenasas citosélica y mitocondrial, équé son entre si? A la vista
de los parametros cinéticos, écual de ellas serd la principal responsable de la
formacién de acetato “in vivo”? En la primera etapa de la reaccién catalizada por
las aldehido deshidrogenasas, la cadena lateral de un residuo de cisteina del centro
activo ataca al sustrato formdndose un intermediario covalente enzima-sustrato.
¢Qué tipo de enlace se forma y cdmo se denomina a este mecanismo catalitico?

¢Podriais explicar de forma sencilla a Yuga y sus amigos el significado de
“polimorfismo? ¢Conocéis otros genes que presenten polimorfismos? ALDH2*1 y
ALDH2*2 éson dos genes distintos? De acuerdo con las secuencias de DNA que se
muestran, écudl seria la correspondiente secuencia de aminoacidos en la cadena
polipeptidica? La sustitucidon G-A, ¢qué cambio supone en el aminodcido que ocupa
la posicién 4877?

Respecto al gen que codifica la aldehido deshidrogenasa mitocondrial,équé
genotipo cree que tendrd David? ¢Y Yuga? ¢ Cémo podrian estar seguros?

A la vista de los parametros cinéticos determinados para las enzimas productos de
ALDH2*1 y ALDH2*2, ipodéis explicar por qué la variante codificada por ALDH2*2
no presenta actividad “in vivo”? ¢Qué consecuencias tiene? ¢Creéis que puede ser
un factor de proteccién frente al alcoholismo?

Dato importante que encontré Juan: la concentracidn intracelular de NAD" es
aproximadamente 0.4 mM.

Yuga no puede creer que por cambiar un Unico aminodcido, la enzima deje de
funcionar y le cree tantos problemas (recuerde que estudia Ingenieria Geoldgica).
éPor qué este cambio puede ser tan importante? Proponed alguna explicacidn.

Para el tratamiento del alcoholismo crénico se utiliza disulfiram, un farmaco que
produce una reaccidn aguda al consumo de etanol. Considerad la informacién que
se presenta en la figura 5 y proponed una hipdtesis para explicar como puede
actuar el disulfiram a nivel molecular.
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Figura 5. Representacion de Lineweaver-Burk que muestra el efecto del disulfiram sobre la aldehido
deshidrogenasa. La actividad de la enzima se midié in vitro a distintas concentraciones de NAD" en
presencia (O ) y en ausencia (@ ) de disulfiram 0.3 pM. El efecto del disulfiram sobre la enzima se
elimina en presencia de 2-mercaptoetanol 0.4 M.

MATERIAL DE CONSULTA

Devlin T. 2004. Bioquimica. Libro de texto con aplicaciones clinicas. Ed. Reverté.
Larson, H.N., Weiner H., Hurley T.D. (2005). J. Biol. Chem., 280: 30550-30556.
http://www.adicciones.es/files/aragon.3.pdf
http://www4.ujaen.es/~descara/psicofarmacologia/genetica.pdf

http://www.adicciones.es/files/izquierdo.13.pdf

SESION DE EVALUACION: PRESENTACION INTERACTIVA

La presentacién mostrada corresponde a una parte de la utilizada en el curso 2011-
2012. Obviamente, tanto su contenido como las cuestiones-guia planteadas en el
problema ABP admiten numerosas variantes, lo que permite adaptar el caso a las
necesidades de aprendizaje de los estudiantes.
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21 de Diciembre: comienza la fiesta

Yuga y sus amigos van de vinos por
Madrid para celebrar el comienzo de las
vacaciones de Navidad. Yuga toma una
cerveza, David dos, y Pedro, Noa y Maria
dos vinos. Acompaiion la bebida con un
pincho de tortilla. Yuga comienza a
sentirse mal y ante lo alarmante de los
sintomas. van rdpidamente en el coche de
David a urgencias del Gregorio Marafion.

ALICIA MEGIAS Y MERCEDES ONADERRA
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular |
Facultad de Biologia. UCM

C1 iDavid no habria pasado el control de
alcoholemial

David tomé dos cervezas de 350 ml y una graduacién de 4.5%. La analitica
que le realizaron en el Maraiion (~ 60 minutos después) determind que la
concentracién de etanol en sangre era de 11.3 mM. ¢ Cudntos gramos de
etanol ingirid y cudl era su tasa de alcoholemia?

A.25.2 gy 0519 mg/L. respectivamente
B.26.2 mg y 0.519 g/L. respectivamente
€.25.2 gy 0.519 g/L. respectivamente

D. 25.2 mg y 0.519 mg/L, respectivamente
E.26.2 gy 519 g/L. respectivamente

Limite legal en Espaiia:

+ 0.5 g/L (0.25 mg/L en aire espirado) para conductores en general.

1236567830 2BUBET BTN 2D s |Co N b - )
627 282902 3 R W KWW B WD QA AT 0| +0.3 g/L (0.15 mg/L en aire espirado) durante los dos afios siguientes a la
SRsussyssoNesesETea O REHTs| 0 J obtencion del permiso de conducir y para transporte de viajeros,
67T T 79 80 81 82 £ 8BS % & 8589 9 91 %2 53 9 95 95 &7 99 %9 100 | — escolares y mercancias.

C2

¢Qué significado tiene este pardmetro determinado en la analitica?
GOT: 8 V/L

Metabolismo del etanol
BOCA

o ot e 1 L )

El alcohol entra
travéz de la boca

A. 8 pmoles de sustrato transformado en producto/min/litro por
la enzima glutamato oxalacetato transaminasa

B. 8 mmoles de sustrato transformado en producto/min/litro por

la enzima glutamato oxalacetato transominasa Z=

C. 8 umoles de sustrato transformado en producto/seg/litro por HicADO ESTOMAGO
la enzima glutamato oxalacetato transaminasa {

D. 8 umoles de sustrato transformado en producto/min/litro por Lo desterdfioacién 2 "“'::‘ &
la enzima glucosa oxidasa transferasa del ul;ohol prisin estémago

E. 8 umoles de sustrato transformado en producto/min/ml por lugar principalmente
la enzima glucosa oxidasa transferasa en ¢l higado INTESTINO DELGADO

| Bl alohol ze absorbe

principalmente o través del

intestino delgado y paza al

torrente zanguineo

12345 6783010 RBUBETENDN 2NN x|

BTBVNHVSUS STV SON QB LSS TS0 (-
SNV USETBION ROHBETEDTON AU
T6 77 T8 79 B0 81 82 63 8: 85 85 & 55 85 W §1 R % %K 6 % 97 98 % 100

Figura 6.
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