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Resumen.

La elevada prevalencia de desnutricién en algunas poblaciones se acompafia de una
mayor incidencia de enfermedades infecciosas, las cuales aunadas a la situacidn
nutricional diminuyen la calidad de vida de estos individuos. El desarrollo normal de un
organismo requiere de una dieta balanceada en carbohidratos, proteinas, lipidos y
vitaminas. Por lo que resulta importante conocer los cambios metabdlicos que se puedan
originar por cualquier modificacién de la dieta; tal como el decremento en la ingesta de
proteinas.

El glutation (GSH). el tripéptido (y-glutamil cisteinil glicina), es una de las moléculas
orginicas pequefias nids abundantes en la naturaleza. La mayor parte de sus funciones
bioldgicas dependen del grupo tiol del residuo de cisteinil. Casi todos los tejidos
contienen GSH debido a que estd involucrado en reacciones metabdlicas de
destoxificacién. Su importancia radica en que no sélo reacciona con electréfilos
provenientes de xenobiéticos (como productos de la Fase I del metabolismo) sino que
también con electréfilos endégenos producidos principalmente por el dafio de radicales
libres, en presencia de oxigeno, a lipidos, proteinas y ADN celular. La reaccién de
reduccin que lleva a cabo es: 2GSH—GSSG + 2e- ; por lo que la razén GSH/GSSG
(glutatién reducido / glutatién oxidado) es un indicador del estrés oxidativo celular. Por
otro lado, la célula contiene una enzima, la glutatién reductasa (GR) que cataliza la
reaccidn inversa para regenerar la poza celular de GSH.

En este trabajo se administré una dieta hipoproteica (6% de proteina) isccalérica a un lote
de ratas machos recién destetadas (dfa 0). El dia 45 fueron sacrificadas por dislocacién
cervical y se les extrajo el higado y rifiones para realizar las determinaciones de GSH,
GSSG y GR. Como control se tuvo un grupo de ratas con dieta normal (24% de proteina).
Parte del lote experimental se dejé en recuperacidn a partir del dia 45, bajo dieta normal,
y a los 15 dias (dfa 60) se sacrificaron siguiendo el procedimiento anteriormente
mencionado.

Se llevé un control de la variacién de peso respecto a la dieta durante el tiempo del
experimento. Se determinaron los niveles de GSH y GSSG mediante fluorometria en
homogenados de higado, rifién y pulmén. En los mismo tejidos se midié la actividad de
la glutatién reductasa a través de la oxidacién de NADPH por espectrofotometria a 340
nm. Los resultados se reportan por miligramos de proteina.

Se encontr6 que las ratas con dieta hipoproteica presentaban menor estrés oxidativo, es
decir, mayor relacién GSH/GSSG y menor actividad de la glutatién reductasa que los
controles.
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Capitulo 1.

Justificacion

El ambiente en que vivimos contiene una gran cantidad de agentes reactivos: electréfilos
y radicales libres, los cuales al entrar en contacto con los tejidos y células de seres vivos
interaccionan con macromoléculas, pudiende modificar su actividad normal. Por lo cual,
para cualquier organismo es de fundamental importancia contar con mecanismos

antioxidantes como el glutatién.

Debido a los factores soctoeconémicos, una gran proporcién de la poblacién en México
cuenta con una dieta baja en proteinas; hecho que puede tener innumerables efectos en la

salud fisica de las personas,
Creo que es de gran importancia utilizar un modelo biol6gico para evaluar los efectos que

una dieta baja en proteinas (hipoproteica) puede tener en el grado de estrés oxidativo y en

los niveles de glutatién tisular.

Carol Perelman Khodari



Capitulo 2.

Objetivo

Evaluar los efectos que una dieta hipoproteica tiene en el ambiente oxidativo tisular
(higado y rifién) tomando como pardmetros los niveles de glutatién reducido, glutatién

oxidado, y la actividad de la glutation reductasa.



Capitulo 3.

Hipoétesis

Durante la ingesta y digestién de proteinas se producen algunas sustancias quimicas
reactivas que pudieran elevar el estrés oxidativo y por lo tanto la conversién de glutatién
reducido a glutatién oxidado, aumentando como consecuencia la actividad de la glutatién
reductasa. Debido a que las ratas con dieta hipoprotéica no tendrén un consumo alto de
proteinas, presentarén, siguiendo esta misma l6gica, un menor nivel de glutatién oxidado;
es decir una menor utilizacién del glutatién reducido y por lo tanto de la glutatién

reductasa.
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Capitulo 4.

Antecedentes.

En la vida diaria, todos los seres vivos; seres humanos, animales y vegetales, estamos
expuestos a una variedad, cada vez mayor, de agentes quimicos, que van desde sustancias

inorgénicas, hasta moléculas orgénicas complejas del medic ambiente.

Estas sustancias al entrar en contacto con las células del organismo meodifican su estado
de equilibrio. El fisico y quimico suizo Teofrasto Bombasto, con pseudénimo Paracelso
(1493-1541), dijo que “dependiendo de la dosis, cualquier sustancia puede ser veneno o
agente terapéutico” (1). Con esta premisa entendemos que los agentes quimicos con los
cuales estamos en contacto tienen efectos bioquimicos y fisiolégicos; algunas veces,

también patolégicos.

4.1 Metabolismo de xenobiéticos.

Es importante clasificar las distintas sustancias con las cuales interacciona
constantemente los organismos, por lo cual es conveniente establecer las siguientes

definiciones:

¢+ Xenobidtico. Toda sustancia extrafia al ser viviente. Incluye sustancias benignas o
dafiinas; excluye vitaminas y hormonas. Sinénimo de sustancia exégena.
e Sustancias end6genas. Aquellas que no son extrafas al organismo y a determinadas

concentraciones son necesarias para el buen funcionamiento del mismo (2).

Para que un xenobidtico manifieste su accién biolégica es necesario que pase por las

siguientes tres etapas (3):

1



1. Etapa de exposicién. En esta etapa el xenobiético queda disponible para ingresar al
organismo. Los factores que modulan esta disponibilidad son la ruta y sitio de

exposicién asi como la duracién y frecuencia de ésta.

2. Etapa toxocinética. Involucra la absorcién, distribucién, metabolismo y excrecidn
del xenobibtico dejindolo disponible para ejercer su accién. Las propiedades

quimicas y fisicas especificas del xenobiético afectarén cada uno de estos pasos.

3. Etapa toxodindmica. Se refiere a la interaccidn del xenobiético con el organismo,
ocasionando una ampliacién en la respuesta biolégica y consecuentemente los efectos

toxicos acompariados de sus correspondientes signos clinicos.

Las caracteristicas lipofilicas de ciertos xenobiGticos facilitan su absorcién, paso a través
de las membranas bioldgicas y acceso a su sitio de accién; obstaculizando asi su

eliminacién de! organismo.

Cuando las sustancias entran en contacto con las células del organismo modifican su
estado de equilibrio. Con el fin de mantener la homeostasis, las células ilevan a cabo
distintas reacciones para eliminar o hacer menos téxica a la sustancia exégena. El

conjunto de estas reacciones componen el metabolismo de xenobibticos o

biotransformacién.

Las reacciones de biotransformacién son esenciales para generar metabolitos mds
hidrofilicos que pierdan su actividad biol6gica inicial y sean mds f4ciles de excretar, Sin
embargo, en algunos casos se producen metabolitos con potente actividad biolégica o con

propiedades téxicas,

Estas reacciones en el organismo se clasifican en dos fases. En la primera, Fase I, se
realiza una funcionalizacién (se introduce ¢ expone un grupo funcional del xenobiético

original); en la segunda, Fase II, hay una reaccién de biosintesis (culmina con la



formacién de un enlace covalenie entre un grupo funcional det compuesto original con

conjugados polares que suelen ser inactivos) (4).

Por lo comin, la conversién metabdlica de los xenobidticos es tarea de enzimas;
generalmente hepaticas. Otros drganos con actividad metabélica son los rifiones. vias
gastrointestinales, piel y pulmones. Los sistemas enzimdlicos que intervienen en las
reacciones de Fase I estdn situados en el reticulo endopldsmico (enzimas microsomales),
en tanto que los de enzimas que intervienen en Fase II son citosdlicas. A menudo. las
sustancias biotransformadas por reaccién de Fase I en el reticulo endopldsmico, se

conjugan en la fraccién citosélica de la misma célula,
» Fasel

La importancia de esta fase radica en lograr la biotransformacion de los grupos
funcionales que presentan los xenobidticos susceptibles a sufrir reacciones de oxidacién,
reduccién o hidrélisis para transformarlos cn moléculas de mayor polaridad. Las
transformaciones efectuadas incrementan la hidrofilia de los diversos compuestos y en
consecuencia facilit~ su excrecién corporal. Esto es fundamental debido a que las
caracteristicas lipofilicas de las sustancias factlitan su paso a través de las membranag

bioldgicas incrementando su depésito y obstaculizando su excrecién.

1. Reacciones de oxidacién. La oxidacion es probablemente la reaccién mds comin en

el metabolismo de xenobidticos. Muchos compuestos son oxidados por un grupo no
especifico de enzimas denominado sistema mono-oxigenasas de funcién mixta, el
cual se encuentra principalmente en los microsomas hepidticos, una fraccién derivada

del reticulo endoplasmico liso (2).

El sistema mono-oxigenasas de funcidn mixta también es conocido como: enzimas

microsomales, oxidasas de funcién mixta y citocromo P-450.



Desde su origen, hace mds de 3,500 millones de afios, la familia del gen del
citocromo P-450 se ha diversificado para encargarse del metabolismo de un mimero
creciente de sustancias ambientales, toxinas en alimentos y firmacos. La superfamilia
de enzimas asi obtenida cataliza muy diversas reacciones de oxidacién y reduccion en

un grupo quimicamente muy heterogéneo de sustratos,

Las enzimas del citocromo P-450 son proteinas de membrana con grupo hemo (4} que
para catalizar la reaccion requieren a la reductasa NADPH-citocromo P-450, NADPH

+ H* (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) de cofactor y oxigeno molecular.

La reaccién de oxidacién multifisica consiste en que el susiraio xenobidtico
reacciona con la forma oxidada del citocromo P-450 (Fe’*). para formar un complejo
de enzima sustrato. La reductasa del citocromo P-450 acepta un electrén de NADPH
+ H*, que a su vez reduce el complejo oxidado de citocromo P-450 - xenobiético. El
complejo citocrome P-450 - sustrato reducido (Fe™*) reacciona con oxigeno molecular
y un segundo electrén de NADPH + H” donado a través de la misma reductasa de
flavoproteina, para formar una especie de oxigeno activado. En las fases finales se
libera un dtomo de oxigeno en forma de agua, y otro se transfiere al sustrato. Una vez
iiberado el sustrato sometido a oxidacidn, la enzima oxidada (citocromo P-45() sc
regenera (4) (figura ).

Figura 1. Mecanismo de activacién de_oxigeno y oxidacién de xenobidtico por
accion del_ citocromo P-450 (el Fe indica el dtomo de hierro del grupo hemo)
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Las biotransformaciones oxidativas catalizadas por las mono-oxigenasas de
citocromo P-450 incluyen hidroxilacién aromética v de cadena lateral, desalquilacidn
de N, O y §, oxidacién de N, sulfoxidacién, hidroxilacién de N, desaminacién,
deshalogenacién y desulfuracién (N=nitrégeno: O=oxigeno; S=azufre}. También se
advierte catdlisis de reacciones reductivas, por accién de enzimas de citocromo P-450
y por lo comiin en un medio con baja presidn de oxigeno. La inica caracteristica
estructural comin al grupo heterogéneo de xenobiéticos oxidados por enzimas de

citocromo P-450 es su gran liposolubilidad.

Otras enzimas que también pueden oxidar xenobidticos sen la prostaglandin H
sintetasa, la alcohol deshidrogenasa, la aldehido deshidrogenasa, la xantina oxidasa,
la monoamina oxidasa v las aromatasas (2). Sin embargo, la principal es la citocromo

P-450.

Reacciones de reduccidn. Los grupos carbonilos, azo y nitro son objeto de reduccidn,

resultando en la formacién de grupos hidroxilos y aminos (cuadro 1). Hay varias

x

reductasas en el higado. las cuales dependen de la presencia de NADH + H* 6

NADPH + H".

Reaccion Sustrato Producto Enzimas
Reduccién del grupo azo -N=N- -NHz + -NH2 Azoreductasa
Reduccién del grupo nitro R-NO: R-NH: Nitroreductasa
Reduccidn de aldehidos R-CHO R-CH:0H Aldehido reductasa

Cuadro 1. Tipos de reacciones de reduccidn.

Compuestos azo, tales como el prontosil y la sulfalazina, son convertidos a aminas
aromdticas por la azoreductasa, una enzima NADPH + H* dependiente presente en
los microsomas. Hay evidencias de la participacién del citocromo P-450 en la

reduccién de algunos compuestos.




Los compuestos nitrados, por ejemplo el cloranfenicol y el nitrobenceno, son

reducidos a aminas aromadlticas primarias por una nitroreductasa.

3. Reacciones de hidrélisis. Las hidrolasas constituyen un grupo de enzimas
generalmente de baja especificidad capaces de hidrolizar ésteres, amidas, lactonas,
ésteres de fosfatos y sulfatos, disacdridos, glicdsidos, péptidos: el grupo éster es el

mids susceptible a sufrir esta reaccion.

Las consecuencias del metabolismo de Fase I en los xenobidticos pueden ser diversas.
Desde una desactivacién total o parcial, una co-activacién (metabolito y xenobidtico
presentan misma actividad biolégica), una activacién o un incremento de toxicidad. Estas

dltimas tres consecuencias no son favorables al crganismo.

» Fase Il

Las enzimas que participan en la Fase II del metabolismo generalmente catalizan la
adicion de pequenas moléculas polares a los metabolitos o farmacos para hacerlos mis
polares y de rdpida excrecién por heces y orina. A estas enzimas se les denomina
transferasas, ya que adicionan una sustancia endégena a un xenobidtico o un metabolito

del mismo. Las reacciones mds comunes son:

a) Glucoronidacién

b) Sulfatacién

¢) Conjugacién con glutatién
d) Metilacién

e) Acetilacién

f) Conjugacién con aminodcidos

En gencral los compuestos quimicos son convertidos por enzimas de Fase I en una

variedad de metabolitos nucleofilicos 6 electrofilicos. La interaccién de los electrofilos



mds reactivos con macromoléculas celulares de importancia bioldgica juega uno de los
papeles mis importantes en los aspectos de la toxicidad de xenobidticos. Adicionalmente,
en algunas ocasiones, los metabolitos nucleofilicos mds estables y abundantes, pueden ser

convertidos a intermediarios reactivos. de naturaleza electrofilica.

Los metabolitos nucleofilicos participan en las reacciones de glucoronidacién y
sulfatacidn, dando complejos excretables (4). Estos complejos pueden transformarse en

compuestos electrofilicos.

Los metabolitos electrofilicos son conjugados con glutatidn para dar moléculas inocuas y
mds fdciles de excretar. Si esta reaccién no se lleva a cabo, las sustancias electréfilas
pueden ficilmente atacar moléculas endégenas nucleofilicas como el ADN (icido

desoxirribonucleico), ARN (dcido ribonuclefco) y proteinas, ocasionando danos severos,

Muchos organismos pueden realizar reacciones de conjugacién en determinados érganos
y células. En las ratas y seres humanos, la mayoria de las reacciones de Fase II ocurren en
el higado. aunque todos los drganos, incluyendo la piel. tienen cienta capacidad para
metabolizar (cuadro 2). En Ia célula, los sistemnas de conjugacion estdn concentrados en

las membranas, el citosol, las mitocondrias, los lisosomas y el reticulo endopldsmico (5).

Tejido | Acetilacion | Amino- | Glucoro- | Glutatién | Metilacién | Sulfatacién
dcidos nidacion

Adrenal + +

Vejiga +

Células +

sangre

Cerebro + +

Intestino | + + + +

Rifion + + + + + +

Higado | + + + + + +

Pulmén | + + + +

Placenta +

Piel + +

Bazo + + +

Timo +

Cuadro 2. Distribucién de reacciones de Fase I en el ser humano,




La reaccién de glucuronidacién es la mas abundante e importante, involucra la
transferencia de un grupo glucuronilo activado del dcido uridin-5'-difosfo-o-D-
glucurénico (UDP-GA) (figura 2} hacia un grupo funcional en el xenobidtico para formar
O-, §-, N- 6 C- glucuronidacién. La enzima que lleva a cabo esta reaccién se le denomina
uridin difosfato glucuronowiltransferasa. Esta enzima tiene como sustratos todos aquellos
xenohidticos nucleofilicos von oxigeno, azufre, nitrégeno o carbono como los alcoholes,
fenoles, 4dcidos carboxilicos. tioles, hidroxilaminas y aminas aromdticas: as{ como

compuestos endégenos tales como la bilirrubina y los esteroides.

Figura 2. Acido undin-5 "-difosfo-o-D-glucorénico (UDP-GA

CH agH

Es importante subrayar que la importancia de la glucuronidacién radica en la gran
variedad de sustancias nucleofilicas a las que se enfrenta el organismo asi como de la

distribucién tan amplia de esta reacci6n en los distintos tejidos.

Sin embargo, la conjugacién con glutatién (figura 3) juega un papel crucial en el
metabolismo de xenobibticos debido a las consecuencias ya mencionadas que especies

electrofilicas reactivas pueden tener en las células de no ser conjugadas con el glutatidn.
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GSH =HOOCCHCH, CH, CNH$HCNHCH, COOH
!
NH2 CH2-SH

Figura 3. Estructura del glutatién (GSH)

(L-y-glutamil-L-cisteinilglicina)

En la conjugacién de xenobidticos {figura 4). especialmente de cardcter electrofilico con

glutation, es importante tomar en cuenta la ubicacién de las diferentes etapas del proceso:

a) Los procesos enzimauicos (al menos siete isoenzimas de la glutation-S-transferasa) y
no enzimiticos para que ocurra la conjugacién se llevan a cabo en el citosol.

b) La remocién del grupo glutamilo del conjugado por la y-glutamiltransferasa, la
hidrélisis para remover la glicina por medio de dipeptidasas y la N-acetilacién del
conjugado con cisteina por la acetil coenzima A, para producir el tiodter, son procesos

que se llevan a cabo por enzimas unidas 2 membranas {6).

Los tipos de metabolitos que se pueden conjugar con el glutatién incluyen N-hidroxi-
compuestos, uretanos, sulfonamidas, aminas aromadticas, tiofenos. tiazinas, éteres
difenilos, halogenados, nitro-compuestos, compuestos con dobles enlaces y sulfatos,

Figura 4. Ejemplo: Metabolismo del naftaleno, conjugacién con glutatién (GSH)

HH,
SCH,CHCOOH

S5
! Coniuzacién OH  Perdida de Pérdda de OH
Q0 00ROt
Fase II Transfarasa Dipeptudasa

Conpugado con eisteina

N-acetilacién | AcCol

i
NHCCH, NHCOCH,
SCHCHCQOH SCH,CHCOOH

OH OH
H+
U e w2 (U

Confugads con Acido npz:e-‘mercapbirico
Ac. mercaphirico tioéter”



Los productos de conjugacién se excretan, seglin su peso molecular por diferentes partes

del organismo (cuadro 3).

Metabolito Excrecion

Glucurénido <250 Da (rifidn). >250 Da (higado)
Conjugados con icido mercaptirico Orina

Conjugados con glutatién Bilis

Sulfatos Orina

Conjugados acetilados Bilis

Conjugados con aminoicidos Orina

Cuadro 3. Excrecidn de metabolitos segin tino de reaccion de Fase 1l (6)

4.2 El glutation.

4.2.1 Descubrimiento del glutatién.

De Rey-Pailhade, mostré que cuando células de levadura son sembradas en azufre
elemental producen dcido sulthidrico (7). En 1888, de Rey-Pailhade obtuvo evidencia de
que las células contienen una sustancia responsable de esta reaccién, Se demostré que
esta misma sustancia estd presente en musculo e higado de res, cerebro e intestino
delgado de borrego, misculo de pescado, clara de huevo y en la punta de espdrragos. El
mismo notd que la sustancia era mds estable durante el invierno que en e] verano, que
despintaba algunos colorantes y que la reaccién era inhibida en presencia de cioro, yodo

y bromo (8).

De Rey-Patlhade sugiri6 que esta sustancia, a la cual llamé philothion (del Griego amor
al azufre), tenfa un papel biolégico importante debido a ja aparente ubicuidad en células
vivas. De Rey-Pailhade sugirié que philothion contenia un hidrégeno lébil y cisteina
(9.10). Esta conclusién fue basada en el hecho de que Heffter demostré que muchos
extractos de tejido daban positiva la reaccidn de nitroprusiato, indicando la presencia del

sulfhidrilo. Se sugeria que el resultado positivo se debia a la presencia de cisteina (1.
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Heffter supuso que los compuestos que contienen grupos tioles eran responsables de lfas

propiedades de reduccién y oxidacién de las células.

Hopkins descubri6 que el compuesto responsable de la reaccidn positiva con

nitroprusiato en muisculo, higado y levaduras podia extraerse con agua. Inicialmente

penso que cra un dipéptido conteniendo glutamato y cisteina. Hopkins modificd el

nombre de philotiion a glutathione. Mientras que philothion de de Rey-Pailhade reflejaba

fa habilidad de reaccionar con azufre, Hopkins demostré la presencia de azufre en el

compuesto asilado. Hopkins, y después Kendall. de manera independiente encontraron

que el péptido contenia glicina (cuadro 4). La estructura final del glutatién fue deducida

con estudios quimicos y confirmada depués de su sintesis como L-y-glutamil-I.-

cisteinilglicina (12, 13) {figura 3).

Historia de la elucidacion de la estructura del GSH (1890-1936)

1. Philothion = RH:

de Rey-Pailhade, 1890

2. R contiene cisteina

Heffter, 1907

3. Dipéptido ( Glu + Cys )

Hopkins, 1921

4. v-Glu-Cys

Quastel et al, 1923

1 5. v-Glu-Cys (sintesis)

Stewart y Tunnicliffe, 1925

6. Tripéptido ( Glu + Cys + ?Ser )

Hunter y Eagles, 1927

7. Tripéptido ( Glu + Cys + Gly )

Hopkins, 192%; Kendall et af, 1929

8. ¥-Glu-Cys-Gly (titulacién)

Pirie y Pinhey, 1929

[
19, v-Glu-Cys-Gly

Kendall, Mason y McKenzie, 1930

10. v-Glu-Cys-Gly y y-Glu-Cys (sintesis)

Harington y Mead, 1935

11. v-Glu-Cys-Gly (sintesis)

duVigneaud y Miller, 1936

Cuadro 4. Historia del Glutatidn (14)

Desde el descubrimiento del tripéptido, las investigaciones relacionadas con el glutatién

han sido muy populares debido a su aparente ubicuidad en todas las células vivas.

Meister y su grupo de colaboradores han contribuido con mucho de lo que hoy sabemos
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acerca de la bioquimica del glutatidn, en especial del concepto del ciclo del y-glutamil

{14).

4.2.2 Propiedades quimicas y caracteristicas del glutatién.

El glutation (GSH) es un tripéptido linear en que la entidad glutamil esta enlazada al
grupo y-carboxilo (figura 3). Este enlace y-glutamil hace que la molécula sea resistente a
la accibn normal de las peptidasas. La entidad tiol del residuo cisteinil estd involucrada
en las funciones del GSH como reductor y nucleéfilo intracelular: es capaz de realizar
reacciones de un sélo electrén. incluyendo reacciones de radicales libres con GSH para
formar GS- (radical libre) el cual se dimeriza para formar GSSG. Los radicales libres
surgen de la interaccién del oxigeno con ciertos intermediarios. a través de la

biotransformacién de farmacos y de la radiacién ionizante.

El GSH es el péptidu tiol mds importante en las células y funge como un amortiguador
redox esencial. Es capaz de reaccionar de manera reversible con los grupos tioles de las
protefnas, péptidos y moléculas de cistefna formando enlaces disulfuros, afectando asi los
estados de oxidacién de compuestos importantes (15). Gracias a que los puentes disulfuro
son estructuras fundamentales en la conformacién de una proteina, estos mecanismos son
capaces de regular la actividad de varias enzimas. Es por esto que el GSSG era llamado

tercer mensajero (15).

E1 GSH es una coenzima para gran niimero de enzimas como la glioxalasa, formaldehido

deshidrogenasa, entre otras (16).
4.2.3 Principales funciones del GSH.

El GSH tiene muchas funciones celulares. Entre ellas se encuentra el mantener la

homeostasis intracelular redox (como fuente de fuerza reductora), la destoxificacion de
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xenobidticos por conjugacién directa utilizando a la glutatién transferasa, la ayuda en la
sintesis de varias moléculas (DNA, RNA y ciertos eicosanoides), la destruccién de
peréxidos en presencia de la glutatidn peroxidasa y la facilitacién del transporte de

aminodcido. 117, 18).

Todas estas funciones dependen de sus caracteristicas quimicas, en especial de su residuo
de cisteina, el cual contiene un grupo sulfhidrilo capaz de oxidarse. Esta caracteristica
junto con el enlace del y-glutamil que las peptidasas no pueden cortar, hacen del glutatién

una moiécula esencial para la célula.

4.2.4 Distribucién de GSH y GSSG.

En el higado, la mayor parte de! GSH (99%) se encuentra en forma reducida. Bajo
condiciones fisiolégicas la relacién GSH/GSSG es muy alta debido a la presencia de la
enzima glutatién reductasa (GR) que utiliza NADPH + H* como cofactor. Ademis. una
mezcla de disulfuros de GSH con tioles de proteinas contribuyen en 0.5% a la cantidad

celular total de GSH (19) (cuadro 5).

GSH GSSG GSH/GSSG
Plasma 176 +1.8 1.0+ 0.1 17.6
Higado 7.4+04 0.33+0.03 224
Rifién 50+04 0.38 +0.03 13.2
Pulmén 22+02 0.33 +0.02 6.7
Corazén 23402 0.30+0.02 7.7
Cerebro 20402 0.25+0.02 8.0
Miisculo esquelético 1.2+ 0.1 0.17 +0.01 7.1

Cuadro 5. Niveles de GSH y (GSSG en pymolig de peso & umol] y relacién GSH/GSSG en
distintos tejidos v érganos. Ratas macho Uje:Wist (n=10) (15).

4.2.4 Metabolismo del Glutatién.

El metabolismo del glutatién es complejo e integra varios compuestos y enzimas (figura

3).
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Figura 5. Bioquimica del Glutatién (14) 1.y-glutamilcistefna sintetasa. 2., Glutartidén sintetasa, 3. v
glutamil transpeptidasa, 4. Dipeptidasa, 5. y-glutamil ciclotransferasa, 6. S-oxoprolinasa, 7.
Glutatién S-transferasa, 8. N-acetiltransferasa, 9. Glutatién peroxidasa, 10. Glutatién tiol
transferasa, 11, Reaccidn con radicales libres. 12. Glutatién disulfuro reductasa.

El glutatién puede ser oxidado a disulfuro de glutatién (GSSG), es decir, las cisteinas
estarian formando un puente disulfuro entre sf liberando una molécula de hidrégeno. El

GS8SG se puede formar por alguna de las siguientes vias:

A) No enzimitica. A través de la reaccién entre GSH y radicales libres

(sustancias oxidantes) que convierten al GSH en GSSG reduciéndose (/1).
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B) Enzimitica. A través de la glutatién tiol transferasa (/0) o bien, por la

reaccion con la glutatién peroxidasa (9).

La enzima glutatién disulfuro reductasa (/2) convierte el GSSG en GSH utilizando una
molécula de NADPH + H” y dando sustratos para las demds enzimas como la glutatién S-
transferasa (7) que une compuesios de origen endégeno y exégeno al azufre del
aminodcido cisteina formando complejos, los cuales pueden ser eliminados por la accién
de la y-glutamil transpeptidasa (3) depués de cortar el dipéptido con la dipeptidasa (4 y

de convertir al compuesto en un mercapturo por acetilacién de la N-acetiltrasferasa (8).

La sintesis y degradacién del GSH siguen la ruta general de reacciones involucrando a las
enzimas de la (/) a la (67 del ciclo del y-glutamilo. En este el GSH es sintetizado
intracelularmente por las reacciones consecutivas de y-glutamilcisteina sintetasa (1) Yy
glutatién sintetasa (2). Este proceso es inhibido por retroalimentacién del producto, es
decir, la sintesis esta regulada por la presencia de GSH. La degradacién del GSH (y sus
complejos) se lieva a cabo por la enzima y-glutamil transpeptidasa (3), la cual es una

enzima de membrana. De esta reaccién se forman y-glutamil amino4cidos.

La formaci6n de y-glutamil aminodcidos por transpeptidasas y el transporte de ¢llos hacia
el interior de las células ha sido demostrado. Los y-glutamil amino4cidos transportados
son convertidos, con ayuda de la enzima y-glutamil ciclotransferasa (5) al aminodcido
libre correspondiente, liberando S-oxoprolina que se convierte a glutamato por la 5-

oxoprolinasa (6} en presencia de ATP.
El aminoécido receptor mds activo como sustrato para la transpeptidasa es la cistefna, sin

embargo, otros aminodcidos neutros como la metionina y glutamina son también

significativamente activos (14).

4.2.6 Enzimas relacionadas con el glutatién
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Figura 6. Reacciones enzimiticas ligadas aj papel del GSH como un agente intracelular de

proteccidn_contra productes del metabolismo oxidativo (20

Como consecuencia del importante papel que Juega el glutatién en los organismos vivos,

las enzimas que se relacionan con €l son varias (figura 6),

La gluatién_peroxidasa reduce el peréxido de hidrégeno (H.0,) e hidroperéxidos
orgdnicos formando disulfuro de glutatién (GS8SG). La tioltransferasa cataliza la
reduccidn de grupos tioles oxidados en proteinas asi como en cotnpuestos de bajo peso
molecular. La formaldehido deshidrogenasa y la glioxalasa [ catalizan la inactivacién de
compuestos carbonilos reactivos como el formaldehido y los 2-oxoaldehidos,
respectivamente. La glutatién _transferasa cataliza la conjugacién e inactivacién de una
gran gama de compuestos electrofilicos transfiriendo al glutatién. Finalmente, la glutatién
reductasa cataliza la regencracién de la forma reducida de GSH a partir del GS5G

formado durante las reacciones en las que GSH funge como reductor.

1. Glutatién reducatasa:
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La actividad catalitica de la glutatién reductasa (GR) tiene un papel central en la
bioquimica del GSH. Su funcién principal es regenerar el GSH a su forma reducida a

partir del GSSG (figura 7).

GSSG + NADPH+ H' ——» 2GSH + NADP®
Figura 7. Reaccidn catalizada por la Glutatién reductasa (GR)

El proceso catalitico normal puede dividirse en dos reacciones parciales: reduccién de la
enzima por NADPH + H" y reoxidacién de la enzima reducida por GSSG. Los electrones
de NADPH + H” son dirigidos a la enzima a través del anillo de isoaloxazina de FAD y
subsecuentemente a través del enlace disulfuro redox-activo proteico hasta el sustrato
aceptor GSSG (21). El enlace disulfuro redox-activo de la enzima estd formado por dos
residuos de cisteina (en la enzima humana: Cys 58 y Cys 63) localizados en la porcién N-

terminal de una o-hélice (22).

2. Tioltransferasa:

Los grupos tiol tanto de compuestos de bajo peso molecular como de proteinas, en
presencia de oxigeno, pueden oxidarse. Generalmente, los grupos tiol intracelulares
deben mantenerse en su forma reducida. La cistefna en su forma reducida es requerida
para la sintesis de proteinas y para varios procesos enzimdticos. La reduccién de
disuifuros (RSSR) a tioles (RSH) sucede con la participacién del GSH reducido en dos

reacciones consecutivas catalizadas por las tioltransferasas (23) (figura 8),

RSSR + GSH == RSSG + RSH
RSSG + GSH &= GSSG + RSH

Figura 8. Reacci6n catalizada por Ia Tioltransferasa

Ademis de reducir disulfuros y derivados S-sulfo, la tioltransferasa tiene la capacidad de
mantener los grupos sulfhidrilos de las protefnas en su estado reducido. Se sabe que

varias enzimas y proteinas, en presencia de aire sufren modificaciones oxidativas en sus
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grupos sulfhidrilos. Se ha demostrado que la inactivacién oxidativa de estas enzimas

puede prevenirse con GSH en presencia de tioltransferasa.

3. Formaldehido deshidrogenasa y Glioxalasa I:

La formaldehido deshidrogenasa y la glioxalasa I tienen muchas propiedades en comiin.
Ambas catalizan la inactivacién de aldehidos reactivos, en cada caso después de la
formacién no enzimdtica del tichemiacetales entre el aldehido y el grupo tiol del GSH.
Este compuesto tiohemiacetal es convertido a su tiolester correspondiente por la reaccién
enzimdtica. Esta conversién es equivalente a la oxidacién del grupo aldehido para dar un
dcido carboxilico. Los correspondientes icidos carboxilicos son liberados luego de la

hidrélisis de los tiolésteres de glutatién por las tiolesterasas, regenerando asi el GSH.

4, Glutatiéon transferasas:

Las glutatién transferasas (GT) son una familia de enzimas que catalizan el atague
nucleofilico del dtomo de azufre del glutatién al centro electréfilo de una -ariedad de
compuestos enddgenos y exdgenos (reacciones de Fase II del metabolismo de

xenobidticos.)

El sitio activo de las glutatién transferasas se compone por dos subsitios, uno para la
unién del glutatién (G-sitio) y el otro, parcialmente hidrofébico, para la unién del
segundo sustrato electrofilico (H-sitio) (24). Algunas lineas de evidencia sugieren que la
unién del GSH se acompafia con un cambio conformacional de la enzima. Por lo que se
ha planteado que la especificidad observada del glutati6én como sustrato tiol se debe, en
parte, a la estructura de transicién que genera la unién del tripéptido, en vez de la unién
del tiol. Esta unién hace que la enzima sea competente para catalizar el ataque

nucleofilico del grupo tiol al centro electrofilico del segundo sustrato (25).

En relacion al papel propuesto para el glutatién, de que protege comtra productos del

metabolismo del oxigeno, es claro que la glutatién transferasa cataliza la inactivacién de
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4.2.8 Modulacion del Metabolismo de Glutation.

El desarrollo de inhibidores enzimaticos selectivos con actividad in vive ha sido de gran
importancia para la elucidacién de la bioquimica del GSH y para la comprension de la
relacién entre esta bioquimica y las diversas funciones del GSH. Estudios en errores

innatos del metabolismo del GSH también han sido de gran ayuda para este proceso ( 14).

Ciertas modulaciones del metabolismo del GSH son de interés potencialmente
terapedtico (30, 31). El descenso en la capacidad celular de sintetizar GSH y la baja en
los niveles de GSH sensibiliza ciertas células tumorales y parésitos a los efectos de
agentes quimioterapeliticos y a la radiacién. La resistencia de algunos tumores a distintos
farmacos y a la radiacién estd asociada con la capacidad incrementada de sintesis de

GSH.

Se han buscado métodos para incrementar los niveles celulares de GSH (30). La
capacidad incrementada de sintesis de GSH protege a la célula contra compuestos

téxicos, dafio oxidativo y radiacién,

a) Inhibicién de la sintesis del GSH.

Los niveles celulares de GSH pueden disminuirse de distintas maneras (14). La forma
mds 1itil es por la inhibicién de la y-glutamilcistein sintetasa. Un inhibidor irreversible de
esta enzima es la butionina sulfoximina (BSO) (32) (figura 9), por lo que se ha utilizado
en diversos estudios bioquimicos del metabolismo del GSH. BSO es un homélogo
superior de la metionina sulfoxamina (MSO) (figura 9), que es un agente convulsionante

¢ inhibidor de la glutamina sintetasa y de la y-glutamilcistein sintetasa (33).

30




La administracién de MSQ lleva a la inhibicién de la sintesis de glutatién, pero el uso de
este compuesto en el trabajo experimental y en terapias es muy limitado debido a los

efectos convulsionantes y letales de la L-metionina-S-sulfoxamina, que resulta de la

inactivacién de la sintesis de glutamina en el cerebro.

o}
I -
CHﬁCHZCH-‘,?HCOO
NH NH}
Metionina sulfoxamina (MSG)
7
H,SCH,CH 3
CH3CH20H20 zﬁC 2 2?HCOO
NH NH;

Butionina sulfoxamina (BS0)

Figura 9. Estructuras de MSO y BSO

Sin embargo, BSO disminuye la sintesis de GSH sin inactivar significativamente la

sintesis de glutamina debido a que existe un impedimento estérico.

Estudios subsecuentes han encenirado otros compuestos capaces de inhibir la v

glutamilcistefna sintetasa sin afectar la sintesis de glutamina.

b) Otros inhibidores especificos del metabolismo del GSH.

La conversién de 5-oxoprolina a glutamato por la 5-oxoprolinasa, y la reaccién catalizada
por y-glutamilciclotransferasa pueden ser inhibidas de manera selectiva. La y-glutamil
transpeptidasa puede ser inhibida por inhibidores competitivos y por inactivadores que se
unen de manera irreversible a la enzima. Esta inhibicién e inactivacién de las enzimas in
vive ha dado modelos animales para enfermedades humanas. Se han descrito deficiencias
del nacimiento en humanos de la y-glutamilcistein sintetasa, glutatién sintetasa, y-
glutamil transpeptidasa, 5-oxoprolinasa, glutatién disulfuro reductasa, y glutatién

peroxidasa,
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¢) Efectos de la inhibicién de la sintesis de GSH. Sensibilizacién de tumores al

tratamiento por radicacién y agentes quimicos.

La administracién de BSO a ratones lleva a una deficiencia importante de niveles de GSH
en higado, rifién y otros tejidos debido a que la sintesis de GSH es inhibida casi por

completo.

Estudios han demostrado que existen dos depésitos intracelulares importantes de GSH:
mitocondria y citoplasma. Los niveles en estos dos reservorios son independientes, por lo
que algunos autores pensaban que la membrana mitocondrial es impermeable al GSH, ¥
¢l GSH en este organelo surgia de una sintesis intermitocondrial. Sin embargo, se
descubrié que fa mitocondria no tiene las enzimas necesarias para realizar la sintesis

completa de GSH (34).

La disminucién de los niveles de GSH en muisculo lieva al dafio mitocondrial cuando éste
llepa a niveles del 3% respecto a los controles (35). Las mitocondrias del musculo
cardiaco aparecen normales después de una disminucién de hasta 8% de los nivles
normales de GSH. Estos descubrimientos son consistentes con la creencia de que los

tejidos normales contienen un gran exceso de GSH.

Por otro lado, la disminucién de GSH en células linfoides humanas a través de la adicién
de BSO en el medio provoca un aumento en la sensibilidad a radiacién cuando la

concentracién intracelular de GSH estd al 3% de los valores controles (36).

Es actualmente aceptado que la deficiencia de GSH celular provoca que 1a célula sea m4s
sensible a la radiacién, al estrés oxidativo, y a ciertos fdrmacos. La pérdida de GSH
también lleva a la disminucién en la sintesis de leucotrienos y prostanglandinas,
inhibicion de la termotolerancia, baja en la respuesta linfocitaria a mitégenos, y un

aumento en la respuesta a teratégenos {14).
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Esta oxotiazolidina no es t6xica es transportada dentro de las células donde es

efectivamente dividida por la enzima 5-oxoprolinasa a L-cisteina y bi6xido de carbono.

2. Administrar mono(glicil) ésteres de glutatién.

El descubrimiento de que el GSH no es transportado hacia las células dio pie a que se
estudiaran distintos derivados de GSH con la finalidad de encontrar aquellos que son
capaces de ser transportados al interior de la célula y convertidos a GSH
intracelularmente. Este esfuerzo condujo a la observacién de que los monoésteres de
GSH, por ejemplo y-glutamil-cisteinil-glicietil éster (figura 11), era transportado al

interior de muchas células y luego convertido a GSH (35).

Ny 0
"00CCHCH, CH,ENHCHUNHCH, COOCH, CH,
O CH,SH

Figura 11. y-glutamil-cisteinil-gliciletil éster

Los monoésteres de glutatién administrados son transportados a varios Grganos,
incluyendo higado, rifién, pancreas, bazo, pulmones, corazén y musculo esquelético.
Ratones tratados con BSQ y después con monoésteres de glutatién muestran un
incremento importante en los niveles de GSH en higado y rifién comparados con los

controles (a los cuales se les administré GSH).

Los monoésteres de glutatién protegen a ratones contra los efectos letales del cadmio
(Cd™) (40). Los monoésteres de glutatién protegen los linfocitos humanos contra los
efectos de la radiacién (14). Estudios recientes han mostrado que la administracién de
BSO lieva a la formacién de cataratas en ratas recién nacidas: estos descubrimientos han
sido confirmados en ratas y ratones, encontrando que una administracidn simultinea del

monoéster de glutatién previene el desarrollo de cataratas (41).
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4.3 Requerimientos nutricionales del hombre

Los humanos, como muchos animales, deben obtener sus elementos nutritivos
consumiendo otros organismos. El alimento que los humanos consumen estd compuesto
de varios tipos de moléculas orgdnicas necesarias para mantener la salud: carbohidratos,

lipidos, proteinas, vitaminas y minerales.

Carbohidratos. Son moléculas orgédnicas, también llamados hidratos de carbono
debido a que generalmente tienen la siguiente férmula condensada: C.(H20),. También
son conocidos como sacdridos (del latin saccharum, azicar) teniendo siempre como
sufijo -osa. De esta manera se tienen a la sacarosa, para el azticar de mesa; glucosa, para

el principal aziicar de [a sangre; y maltosa, para el azdicar de malta (44).

Los carbohidratos més simples, que no pueden ser hidrolizados para dar carbohidratos
mds pequefios, son llamados monosacdrides. Un carbohidrato que al ser hidrolizado da
dos equivalentes de monosacdridos es [lamado disacdrido. Aquellos que generan de 2 a
10 moléculas de monosaciridos son conocidos como ofigosacdridos, mientras que los
que generan mds de 10 se laman polisacdridos. La maltosa y sacarosa son ejemplos de
disacdridos; formados por 2 glucosas y una glucosa con una frucosa, respectivamente. La
celulosa y almid6n son ejemplos de polisacdridos formados por polimeros de glucosa

(figura 12).

Dependiendo del nimero de carbonos que cada monosacérido tiene se le puede clasificar
como: triosa, 3; tetrosa, 4; pentosa, 5; hexosa, 6; etc. Por otro lado, pueden encontrarse
con un grupo aldehido (aldosas) o grupo cetona (cetosas). De esta forma la glucosa es una

aldohexosa (tiene grupo aldehido y cuenta con 6 4tomos de carbono en su esqueleto).

Los carbohidratos tienen varios centros quirales. Dependiendo de hacia donde desvian la
luz polarizada pueden clasificarse como D (dextrégiros) o L (levégiros) (figura 12). Los
carbohidratos que metaboliza €l ser humano son D debido a que los sitios aclivos de

nuestras enzimas no reconocen los L.
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Figura 12. D-Glucosa {aldosa} y D-Fructosa (cetosa); ambas hexosas.

Lipidos. Son un grupo de moléculas orgdnicas que incluyen grasas y aceites, los
cuales se disuelven en disolventes no polares. La palabra lipido proviene del griego lipos,
que significa grasa. No tienen una estructura base definida, como los carbohidratos y
proteinas, por lo que los lipidos se clasifican por la operacién fisica utilizada para

aislarlos.

Los lipidos tienen varias funciones principales, entre ellas estdn la de proveer con energfa

ala célula, formar parte de las membranas celulares y constituir algunas hormonas (45).

Q
CH,0-C-R
9
CH,0-C-R

| 9
CHO-C-R

R = cadena del icido graso
Tracilglicerido
{éster de glicerol}

Figura 13, Eérmula base del triacilglicérido
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Los triacilglicéridos son lipidos formados por ésteres de glicerol con 4cidos grasos
(cadenas hidrocarbonadas con grupo carboxilo) y comprenden a los aceites, as{ llamados
cuando a temperatura ambiente son liquidos (como el aceite de girasol o maiz) y a las
grasas, llamadas asi cuando son sélidos (como Ia mantequilla). Los tracilglicéridos
(figura 13) pueden ser simples, cuando los tres 4cidos carboxilicos son idénticos; o bien

mixtos, cuando los grupos acilos son diferentes entre si (44) (figura 13).

Los triacilglicéridos en los animales tienen como funcién principal ser una reserva de
energia. Cuando los triacilglicéridos son convertidos a diéxido de carbono ¥ agua por las
reacciones bioquimicas det metabolismo generan mds del doble de calorias por gramo
que los carbohidratos o proteinas. Esto es por que los carbonos en los Iipidos se encuntran
en un estado mds reducido que los de un carbohidrato por lo que al oxidarlos hay una

mayor ganancia de electrones y energfa.

En los animales, células especializadas llamadas adipocitos sintetizan y almacenan a los
triglicéridos. El tejido formado por estas células, se localiza generalmente en la capa
subcutdnea de la cavidad abdominal. E! hombre tiene un contenido de grasa aproximado
de como 21% de su peso corporal, mientras que Ias mujeres 26%. Este contenido de grasa
es suficiente para mantener hambrunas de hasta 2 a 3 meses. En contraste, nuestras

reservas de carbohidratos (en forma de glucégeno) son suficientes sélo para un dfa (46).

Las membranas biol6gicas estin constituidas de fosfolipidos, que son moléculas
formadas por una molécula de glicerol, dos de cido graso y una de fosfato. Los
fosfolipidos alineados en bicapa permiten que la célula exista como entidad; sindo una

barrera semipermeable.
Otro grupo de lipidos son los terpenos y terpenoides, encontrados en los aceites

esenciales de las plantas, Tienen esqueletos de 10, 15, 20 o 30 4tomos de carbono

formados por unidades de isopreno (con 5 4tomos de carbono) (figura 14).
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rCH!

H’CBC‘CH=CH,

Figura 14. [sopreno

Los esteroides son reguladores biolégicos importantes; entre ellos se encuentran las
hormonas sexuales femeninas y masculinas, las hormonas adrenocorticales, la vitamina
D, los 4cidos biliares, el colesterol, entre otros. [.os esteroides son derivados de la

estructura base del anillo de cictopentanopertudrofenantreno (44) (figura 15).

CH,

Figura 15. Anillo de ciclopentanoperhidrofenantreno

Proteinas. Son moléculas complejas compuestas de subunidades repetidas de
aminodcidos. Las proteinas tienen diversas funciones en el cuerpo. Son una fuente
importante de aminodcidos para formar nuevas proteinas; constituyen diversos tejidos
como los muisculos, asi comno al pelo y uiias; funcionan como catalizadores llamados

enzimas y pueden metabolizarse para generar energia (45).

Existen 20 aminodcidos diferentes requeridos por el cuerpo para su buen funcionamiento.
El organismo puede sintetizar 12 de ellos, a partir de otros compuestos como
carbohidratos. Sin embargo, las células humanas carecen de la capacidad de sintetizar los

otros 8 por lo que se conocen como aminodcidos indispensables (isoleucina, leucina,
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lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina). Estos deben ser proveidos

por los alimentos.

La estructura bdsica de un aminedcido {figura 16) consta de un grupo amino, un
carboxilo y un radical, el cual confiere las caracteristicas especificas a cada amino4cido.
Si el radical es un hidrégeno, tendremos al aminodcido m4s sencillo, ia glicina. Sin
embargo, este radical puede contener un grupo hidroxilo, d4ndo un cardcter mds polar al
aminodcido; un grupo amino, que le da caracteristicas bdsicas; un grupo carboxilo, que le
da caracteristicas 4cidas; grupos fenilos, dindole caracteristicas "no polares”; o hasta un
grupo sulfhidrilo, dindole la capacidad de formar enlaces disulfuro con otras moléculas
(44).

NH,— CH ~ COOH
R
R = radical

Figura 16. Estuctura base de un aminoécido

Los aminodcidos pueden desviar la luz polarizada por lo que son D (dextrégiros) o L

(levégiros). Aquellos que consume el organismo son amino4cidos L.

El grupo amino de un aminodcido puede reaccionar con el grupo carboxilo de otro para
formar un enlace peptico o peptidico (figura 17). La formacién de este enlace libera una
moiécula de agua. La secuencia de varios amino4cidos formando enlaces peptidicos
forma un polipéptido.

Figura 17. El enlace dipeptidico entre dos amino4cidos forma un dipéptido

NH,— cH CH — €00~
R R
R = radical
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La secuencia exacta de los diferentes aminodcidos a lo largo de una proteina se conoce
como la estructura primaria. Es de fundamental importancia que la estructura primaria,
secundaria y terciaria sea conservada en una proteina para que pueda llevar a cabo su

funcion.

Debido a que cada aminodcido tiene propiedades quimicas determinadas. dadas por el
grupo R, los aminodcidos de la estructura primaria pueden acomodarse para adquirir una
estructura mds compleja de menor energia potencial. A esta estructura se le conoce como
estructura secundaria. El conjunto de estructuras secundarias dentro de una proteina
llevan a la conformacién espacial llamada estructura terciaria. Ya que la proteina tiene su
estructura terciaria de baja energia es capaz de llevar a cabo sus funciones especificas.
Algunas proteinas requieren de una estructura cuaternaria, la cual consiste en agrupar

distintas subunidades proteicas con estructura terciaria (45).

Ademds de los carbohidratos. lipidos y proteinas, los humanos requerimos de minerales,

vitaminas y agua en nuestra dieta.

Minerales. Son elementos inorganicos esenciales para distintas funciones del cuerpo.
Los minerales son ingeridos en forma de sales disueltas en alimentos y agua o bien,
acompaiiados de compuestos orgdnicos. Forman el 4% del peso corporal total y se
concentran en mayor proporcion en el sistema dseo. Se sabe que, al menos 18 de ellos,
son esenciales para realizar diversas funciones elementales para la vida, Los minerales
estdn clasificados en dos grupos: mayores y menores. Diariamente, nuestro cuerpo
requiere mds de 100 miligramos de los minerales mayores y menos de 100 miligramos de
los menores. Los minerales mayores son: calcio, fésforo, potasio, sodio, cloro, magnesio
y azufre. Los menores, o minerales traza, son: boro, cromo, cobre, iodo, hierro,

manganeso, molibdeno, selenio, silicio, vanadio ¥y zinc (47) (cuadro 6).
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Cuadro 6. Contenido total de minerales en el cuerpo (i) (50)

Contenido total de minerales en el cuerpo
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Vitaminas. Son moléculas orgdnicas complejas que se requieren en muy pequefias
cantidades en el cuerpo humano. Estas sustancias fueron descubiertas hasta el siglo XX.
Sin embargo. en 1880 Nikolai Lunin realizé un experimento en que alimentd a ratones
con concentrados alimenticios puros que contenian todos los principios nutritivos
conocidos hasta entonces; los ratones murieron enfermos a las pocas semanas. Por otro
lado dio leche a otro grupo de ratones observando que se mantenian sanos. Con este
experimento concluyé que la leche contiene alguna sustancia fundamental para la
adecuada alimentacién no descubierta hasta entonces. Hoy en dia se conocen 13
vitaminas clasificadas en dos grupos: las liposolubles (A, D, E ¥ K) y las hidrosolubles
(C y los ocho miembros del complejo B). Todas desempefan un papel fundamental en la
quimica del cuerpo, y la falta de cualquiera de ellas puede provocar alguna enfermedad.
A diferencia de los carbohidratos, protefnas y lipidos; las vitaminas no proporcionan
energia o sirven como materiales estructurales. La funcién principal de las vitaminas es
regular los procesos fisiol6gicos. Algunas de las vitaminas funcionan COmo coenzimas.
Mientras que las plantas sintetizan la mayoria de las vitaminas, los animales debemos
adquirirlas de la dieta (46, 47) (cuadro 7).
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[ VITAMINA DESCUBRIDOR ARNO | Dosis ENFERMEDAD POR DEFICIENCIA
| RECOMENDADA
l Diaria
| A, retinol McCollum/Davis | 1913 | 5,000 L.U. Ceyuera nocturna, desarrollo Iento de huesos
I'D, caleiferol McCollum 1922 | 100-400 L.U. Raquitismo, Osteomalacia.
E. tocoferol Evans/Bishop 1923 | 100-800 LU, Anemia hemolitica, distrofia muscular
. C. ac. ascérbico Szent-G./King 1932 | 100-1,000 mg Escorbuto, anemia
!_92. riboflavina Gyorgy/Kuhn 1933 | 10-50 mg Cataratas. vilcera cdrnea, dermatitis
" K, fitonadiona Dam 1935 | 60-300 ug Hemorragias
i B, tiamina Williams 1936 | 10-100 mg Beriber1, Polineuritis
; B6, piridoxina i Birch/Gyorgy 1936 | 25-100 mg Dermatitis de ojos, nariz y boca
« B3, Niacina i Elvehjem 1937 | 10-100 mg Pelagra
Ac. Pantoténico | Williams 1938 | 25-100 mg Espasmos musculares, baja produccién hormonal
Biotina I Gyorgy 1940 | 100-300 pg Depresién mental, dolor muscular
‘ Ac. Félico Mitchell/Srell 1944 | 400 pg Anemia macrocitica
"B12, cuanocobalamina | Shorb/Rickes 1948 | 400 pg Anemia perniciosa, ataxia, alteracién en actividad

de osteoclastos

Unidades: LU. umdades intemacicnales: mg miligrames; pug microgrames

Cuadro 7. Cuadro_de_Vitanunas {Descubridor, Afo de descubrimiento, Dosis Recomendada Diaria v

Enfermedades Asociadas con su Deficiencia) (46, 47, 48, 49, 50)
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4.3.1 Deficiencias nutricionales

En 1966 aproximadamente 840 millones de personas no tenfan acceso a una buena
alimentacién necesaria para llevar a cabo sus actividades diarias. Para 1995, las regiones
en el mundo con la mayor inseguridad alimenticia fueron el Sur de Asia, con un estimado
de 270 millones de personas y Africa del Sur (paises al sur del Desierto de} Sahara) con

un estimado de 175 millones (31).

El adulto humano debe consumir un promedio de 2600 kilocalorias diarias (los hombres
3000 y las mujeres 2200). Si una persona consume menos de estos requerimientos a lo
largo de un periodo extendido de tiempo su estado de salud y dnimo declinan, hasta {legar
a la muerte. Las personas que reciben menos calorias de las requeridas se dice que estin
desnutridas. Aproximadamente 185 millones de nifios menores de 6 afios estin

seriamente por debajo de} peso requerido para su edad en el mundo (49).

El nimero de calorius ingeridas no es la dnica medida de una buena nutricién. Una
persona puede recibir suficientes calorias en sus dietas perc estar malnutrida porque no
estd recibiendo suficientes calorias de ciertos alimentos requeridos; como proteinas o
vitaminas. Por ejernplo, una persona que basa su alimentacién en el consumo de arroz
puede obtener suficientes calorias, sin embargo su dieta tendrd grandes carencias de
proteinas, vitaminas, lipidos y minerales para mantener el buen funcionamiento de su
organismo. Los adultos que sofren de malnutricion son mds suceptibles a las
enfermedades y tienen menos fuerza para trabajar productivamente que aquellos con
alimentacién completa. Los nifios malnutridos no crecen y se desarrollan como los bien
nutridos; la malnutricién afecta el desarrollo cognoscitivo por lo que estos nifios pueden
tener problemas de aprendizaje. En algunos casos la malnutricién puede Hegar no sélo a
que enfermedades oportunistas invadan el organismo por la debilidad del sistema inmune
del nifio, sino que en casos extremos, puede llevar a coma y finalmente a la muerte (49,

5.
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En pafses subdesarrotlados, la malnutricién se asocia con la deficiencia de ciertos

nutriementos o contenido calérico. La malnutricién también ocurre en paises

desarrollados, sin embargo en estas naciones la mainutricién es generalmente en forma de

sobre-nutricién, la cual conduce a la obesidad, asociada con severos problemas de salud.

Una enfermedad que surge directamente por la falta de algin nutrimento como

carbohidratos. proteinas, lipidos, minerales o vitaminas se conoce como deficiencia

nutricional. La principal causa de estas enfermedades es la pobreza extrema en que

viven ciertas comunidades obligindolas a tener dietas no balanceadas (49).

Existen tres tipos de enfermedades por deficiencias nutricionales;

a) Malnutricién proteica y energética (PEM)

b) Enfermedades por deficiencia de minerales

¢) Enfermedades por deficiencia de vitaminas

Por la temdtica de esta tesis se expondrd solamente la primera deficiencia; es decir PEM.

i Etapa de a Vida
—

Enfermedad Nultricional mas Comiin

Consecuencias Principales

Embrién/Feto RCIU. deficiencia de folato y/o yodo Bajo peso al nacer, dafio cerebral, defecto
del tubo neural, mortinato
Neonato Bajo peso al nacer, deficiencia de yodo | Retardo en crecimeinto y desamollo,

anemia temprana, daiio cerebral

Infante/Nifio

PEM. DVA, ADH, deficiencia de yodo

Retardo en desarrollo, alto riesgo de
infecciones, anemia, ceguera, muerte

Adolescente PEM, ADH, deficiencia de folate, yodo | Retardo en desarrollo fisico e intelectual,
ylo calcio baja estatura, alto riesgo de infecciones,
anemia, ceguera, bocio, mineralizacién
inadecuada de huesos,
Madres en | PEM, ADH, DVA, deficiencia de | RCIU-insuficiente aumento de peso,
lactancia o | folato, yodo y/o calcio anemia materna, mortalidad materna,
embarazadas ceguera, alwo riesgo de infecciones
Adultos PEM, ADH, obesidad, cdncer Letargia, obesidad, diabetes, enfermedades
coronarias, anemia, hipertensién, ataque
Tercera edad PEM, ADH, obesidad, céncer, | Obesidad, fracturas de cadera, diabetes,
osteoporosis enfermedades coronarias

RCIU=(IUGR} Retardo en crecimiento intrauterino; PEM=Malnutricién proiefca y energética; ADH=(IDA)
Anemia por deficiencia de hierro; DV A= (VAD)Deficiencia de vitamina A

Cuadro 8. Relacién de la Enfermedad Nutricional mas Comiin

Etapade |a Vida. (51, 52)

sus principales consecuencias}, con la
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La malnutricién puede afectar al ser humano en cualquier etapa de su vida. Desde el
momento de su concepcidn hasta su muerte cada elemento nutritivo tiene distintos efectos

en la composicién, funcionamiento y desarrollo de su organismo (cuadro 8).
a) Malnutricién proteica y energética (PEM)

Lograr los requerimentos energéticos es fundamental para sobrevivir; la forma en que
este requerimento se logra, a base de energfas proteicas o no-proteicas, determina el tipo
de malnutricién proteica y energética (PEM) producido. El sintoma mds comun de la
PEM es el crecimiento retardado del cuerpo, conduciendo a la pérdida de peso y altura.

El indice de mortalidad varia entre 15 y 40%.

En los paises en desamrollo del mundo, durante 1995, hubieron aproximadamente 10.4
millones de muertes de nifios menores de § afios, de estas, 5.1 millones se debieron a
PEM (el 49%). Actualmente, un estimado de 167.9 millones de nifios menores de 5 afios,
es decir, el 27.4% de la poblacién de nifios de esa edad, estin desnutridos (en términos de
pe~o para la edad). Sin embargo, esta cifra muestra un progreso cuando se compara con
los 198.6 millones de nifios en estas condiciones en 1975 (el 36.4% de la pobiacién

menor de 5 afios) (52).

Asia, especialmente el sur, cuenta con el 78% de los nifios desnutridos en el mundo; el

21% se encuentra en Africa y s6lo el 3% en America Latina,
Las enfermedades méas comunes a las que conduce el PEM son:

1) Kwashiorkor

2) Marasmo
Una dieta con calorfas no-proteicas excesivas provenientes de carbohidratos, pero

deficiente de proteinas totales y aminodcidos esenciales resulta en el kwashiorkor. El

consumo inadecuado de energfa y nutrimentos provoca inanicién, que en los infantes se
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conoce como marasmo. Las formas intermedias son llamadas kwashiorkor-mardsmico

(49).

El kwashiorkor, que significa "nifio rechazado" en el idioma nativo de Ghana, es una
malnutricién proveniente de una deficiencia en proteinas de la dieta. Puede suceder a
pesar de que el nifio, generalmente entre 1 y 5 afios de edad, consuma cantidades

adecuadas de carbohidratos.

El kwashiorkor es comdn en nidos de las zonas rurales de Africa, del Caribe e Islas del
Pacifico: donde los alimentos como el camote y el plitano verde son pobres en proteinas
y ricos en almiddn. La enfermedad comienza cuando la madre deja de amamantar al bebé
con leche materna y sustituye su alimentacidn con carbohidratos. El exceso de
carbohidratos son almacenados en forma de grasa y debido a la falta de aminodcidos no
hay sintesis proteica; este desbalance bioquimico provoca la mayoria de signos y

sintomas.

Los sintomas principales incluyen edema general (por retencién de fluidos), cabello seco,
quebradizo y rojizo, apatia, irritabilidad. crecimiento retardado, pérdida de peso,
hepatomegalia (por la acumulacién de grasa en ¢l higado), anemia y algunas veces retraso
mental. Los signos caracteristicos del kwashiorkor son la inflamacién pronunciada del
abdomen que resulta de la retencién de agua por el desbalance de fluidos y la
pigmentacion de la piel, la cual ademds se llena de escamas. Si se hace una quimica

sanguinea, es evidente que la hipoalbuminemia es pronunciada.

El kwashiorkor puede ser tratado con una dieta rica en proteinas; ya sean de origen
animal como la carne o el pescado, o bien, de origen vegetal como el trigo, cacahuate y
otros granos. Sin embargo el crecimiento ideal nunca va a ser alcanzado. Un kwashiorkor

severo dejard secuelas fisicas y mentales irreversibles en el nifio.

El marasmo, del griego marasmos, que significa consumirse, es una demacracién

progresiva ocasionada por una dieta baja tanto en calorias totales como en proteinas
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ocasionando que el nifio se autoconsuma. El marasmo es frecuente en nifios menores de
un afio (infantes) que dejan de ser amamantados con leche matena de forma abrupta y

proveidos de comida menos nutritiva deficiente de proteinas, lipidos y carbohidratos.

Generalmente estos nifios son alimentados con leche de vaca diluida, la cual no es
apropiada para permitir el desarrollo y crecimiento normal del nifio. Esta enfermedad es
frecuente particularmente en familias de bajos recursos en paises en desarrollo. Los nifios
que sufren de marasmo presentan pérdida rdpida de peso. hambre excesiva, un lento
desarrollo y crecimiento, digestién intestinal dafiada y atrofia extrema de mdsculos, Los
signos mds frecuentes son pliegues de piel que no alcanzan a tos huesos y la prominencia

de las costillas. Es posible revertir los efectos del marasmo con una dieta adecuada.

La pérdida de cosechas, provocada por sequias, guerras. inundaciones u otros eventos
catastréficos pueden conducir a una severa escacez de alimentos, o hambruna. A través
de la historia, han habido grandes hambrunas en ciertas regiones de la Tierra. Los paises
en desarrollo de Africa, Asia y América Latina son los de mayor riesgo (49). La peor
hambruna en la historia sucedié de 1983 a 1985 en Africa. causada principalmente por
una sequia severa. Etiopia y Suddn fueron los paises mds afectados, 1.5 millones de
personas muricron de hambre. M4s recientemente, en Somalia, debido a la sequia e

inestabilidad civil, hubo una sequia que afecté 2 millones de personas.

A pesar de que las hambrunas adquieren gran atencién del mundo, hay mds gente que

muere de malnutricién y sub-nutricién que de hambre ascciada a hambrunas.

Consumir més comida que la requerida se conoce como sobre-nutricién. Generalmente,
una persona que sufre de sobre-nutricién tiene una dieta alta en grasas saturadas de origen
animal, aziicar y sal. La sobre-nutricién ocasiona obesidad, alta presién sanguinea, y
propension a enfermedades como diabetes y enfermedades coronarias. En experimentos
de nutricién, la sobre-nutricién de roedores resulté con una mayor incidencia de céncer
que en los controles, sin embargo, la evidencia de esta relacién en humanos es adn débil.

Muchos estudios en humanos muestran una correlacién entre dietas con alto contenido de
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grasas animales (came roja) y algunos tipos de cdnceres {colon y préstata). La sobre-
nutricién es mds comiin en paises desarrollados, sin embargo estd comenzando a emerger

en zonas urbanas de paises subdesarrollados.

Evidencia reciente ha demostrado que de los aproximadamente 10 millones de casos de
cdncer ocurridos en 1996, el 30-40% de ellos (3-4 millones cada afo) pueden ser

prevenidos con dietas aproptadas, actividad fisica y control de peso corporal.

4.4 Anilisis de los Niveles de Nutricion en México.

Por muchos afios se considerd que la desnutricién era un problema tinicamente bioldgico,
en virtud de que cuando se manifiesta debe ser atendida a través de los servicios médicos.
Sin embargo, desde 1943, en diversos foros nacionales e internacionales se llamé la
atencién sobre |a asociacién con la pobreza, malas condiciones socio-econdmicas, la falta

de conocimientos y estilos de vida inadecuados (53).

En México, a partir de 1970 se observé que los problemas relacionados con el estado
nutricional de la poblacién se estaban polarizando, en un extremo se encontraba la
poblacién de mujeres embarazadas y en periodo de lactancia y los nifios menores de
cinco afios en riesgo de presentar desnutricién por deficiente ingesta de alimentos:
mientras que en el otro extremo, se encontraba la poblacién adulta con mayor riesgo de
padecer mala nutricién por exceso de ingesta. Este fenémeno de polarizacién se hizo
evidente en la mortalidad, en donde, de las diez principales causas de muerte, ocho
estuvieron directamente relacionadas de una u otra forma con el estado nutricional de la
poblacién. A éste fendmeno, no exclusivo de nuestro pafs, se le denomina transicién

epidemioldgica (54).

Segin el Reporte "The State of the World"s Children 1998" (52), publicado anualmente
por UNICEF, México ocup6, en 1996, el lugar 102 en la lista de paises con mayor tasa de
mortalidad de nifios menores de 5 afios (TMMS). México conté con una TMMS5 de 32
para 1996, mientras que en el mismo afio Niger tuvo TMM5 de 320, Brasil de 52,
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Argentina de 25, Estados Unidos de América (EUA) de 8 y Suecia de 4. Comparando
algunos indicadores bdsicos como el producto interno bruto per cdpita (PIB per cdpita) y
la esperanza de vida en estos paises obtenemos tendencias interesantes con la TMMS
(cuadros 9 y 10).

Cuadro 9. Relacidn entre la TMMS5 (1996) vy e] Producto Interno Bruto per cdpita (1995) (US

Relacién entre tasa de montalidad en nifios menores a 5 afos y el
PIB per cdpita
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Cuadro 10. Esperanza de vida (afios) para 1996 en los paises comparados (52)
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Las tendencias generales nos permiten concluir que los niveles econémicos de un pais

repercuten, directamente, en los aspectos sociales {de salud y nutricién) de ia poblacién

en general.

Situacion de México.

En los pasados pdrrafos ubicamos a México en el entorno mundial. Pero es conveniente

observar con mayor detalle la situacidn especifica de nuestro pafs.

Segin datos de!l Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informitica (INEGI), las

deficiencias de la nutricién ocupan la quinta causa de defunciones en nifios menores de

un afo (cuadro 11).

Causas 1991 1892 1993 1994 1995 1996

1 Afecciones criginadas en periodo perinatal 22356 21758 20,954 20,584 20,503 19,703
2 Anomalias congénitas 6,887 6,963 6,783 7.274 7,383 7.147,
3 Naumon(a e Influenza 7,359 6,980 6,108 6,615 5,975 5,770
4 Enfermedades infecciosas intestinales 7,678 5,153 4,726 3,925 3,500 2,915
5 Deficlenclas de ta nutricién 2,187 1,715 1,562 1,454 1,463 1,326
6 Accidentes 1,224 1,239 1,111 1,184 1,265 1,228
7 Intacciones respiratorias agudas 1,235 1,147 888 1.074 980 877
8 Septicernia 645 567 641 752 710 712
9 Bronquitis crdnlca, eflsema, asma 737 737 720 662 603 586
10 Enferrnedades de corazén 319 343 358 382 361 339
11 Meningitis 338 287 302 268 270 269
12 Nafritis, sindrome nefritico, neurasis 212 266 284 245 248 260
13 Anemias 27 177 213 207 217 192
14 Qbstruccion intestingl {sin hemia) 151 17 118 115 11 85
15 Homicidios y lasiones por otra persona 143 122 t12 115 140 129
Ctras 5348 4930 4731 4448 4204 4,169
TOTAL 57,001 52,502 49,631 49,305 48,023 45,707

Cuadro 11. Principales causas de defuncidn en nifios menores de un afio en México (55)

51



A pesar de que las defunciones por deficiencias en nutricién han disminuido, esta

situacién sigue siendo de fundamental importancia en México (cuadro 12).

N N —
Defunciones por deficiencias de la nutricién en menores de un |
e |

2,500
2000 {— —- i
1500 {— T = !
1,000 {— H |
m | [} i

1991 1892 1963 1934 1995 1996 |

Cuadro 12. Evoluci6n de |as defuncignes por deficiencias nutricionales en nifios menores de un aiio (55)

Las caracteristicas de alimentacién de la poblacién, estin determinadas por la
disponibilidad de los alimentos, el poder adquisitivo de los diversos grupos, y por el

consumo de alimentos (hdbitos alimenticios y variedad en la alimentacién)(56, 57).

1. Disponibilidad.

La disponibilidad per cdpita de alimentos se define como:

Produccidén + Importaciones - Exportaciones

Poblacién total
Disponibilidad per c4pita
. 250 .
2 200 —o— Maiz
§_§. 150  —@— Leche
= '3 100 .Tr|g°
o 50 _ . o
3 0 ,t"‘-x——x—v—x# ey x—-x—x—\g L:—_-)(—-Frljgl_
1980 1985 1990
afo

Cuadro 13. Disponibilidad en Kg per cipita (1980-1993) de maiz, frijol, trigo v leche (55)

52



L4

Acerca de las caracteristicas de 1a estructura de disponibilidad per cdpita de alimentos
(cuadro 13) bésicos el mercado ha presentado algunas alzas asi como contracciones. Es
importante correlacionar esta disponibilidad con el consumo debido a que en algunos

periodos hubieron déficit mientras que en otros superdvit (cuadros 14 A, B, C, D).

Cuadros 14 A, B, C y D. Balance de maiz, leche, trigo y frijol / Kg per cépita, 1980-1988 (55, 57)

ano
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La disponibilidad es un indicador de la situacién alimentaria. Sin embargo, es un
estimador poco preciso de las caracteristicas reales de alimentacién y nutricién de los
grupos poblacionales debido a la variabilidad interindividual y regional. Es decir, no
basta con una disponibilidad suficiente para que la poblacién tenga una alimentacién
adecuada. Segun el Informe del Banco Mundial Sobre la Pobreza y el Hambre 1988, "el
mundo tiene alimentos en abundancia; la tasa de incremento de la produccién mundial de
alimentos ha scbrepasado el crecimiento sin precedente de la poblacién durante los
ultimos 40 afios. Sin embargo, muchos paises y cicntos de millones de personas pobres
no participan de esta abundancia; sufren de inseguridad alimentaria causada,

principalmente, por la falta de poder adquisitivo..."

2. Poder adquisitivo.
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La pobreza es ia ausencia de capacidades bdsicas como salud, alimentacién, vivienda y
educacién, que permiten a cualquier individuo insertarse en la sociedad a través del
ejercicio de su voluntad. Los niveles de pobreza y de extrema pobreza se han caiculado
definiendo lineas de pobreza ya sea en funcién de los ingresos o del consumo, tomando

como pardmetro de referencia una canasta minima de alimentos o de bienes y servicios.

Mientras mds bajo sea el nivel de ingresos mayor es la proporcién destinada a la
alimentacién, es asf que, en 1989 la poblacién urbana mds pobre destinaba entre €] 54 y
60% de su ingreso monetario total 2 la alimentacidn. Por su parte, 1a poblacién mis rica

de la Ciudad de México (el 10% de la poblacién), sélo destiné el 26% (61, 62).

El costo de la canasta bisica se calcula como la suma de a) el costo de una canasta
nutricional compuesta por 34 alimentos que proveen un minimo de 2,082 kilocalorias y
35.1 g de proteina por dia por adulto, b) el costo de otros alimentos consumidos por las
familias que se ubican en el séptimo decil de Ja distribucidn ¥ ¢) el costo de los servicios
bisicos en salud, educacién, cultura Yy esparcimiento, transporte y comunicaciones,

vestido y enseres personales necesarios para una familia (60).

3. Consumo de alimentos.

En general, el consumo de alimentos de 1a poblacidn se ha estudiado a través de
encuestas de caricter cuantitativo y cualitativo. Los estudios se realizan en grupos
poblacionales determinados (poblacién urbana, poblacién rural, indigenas, etc.), razén
por la cual no se pueden hacer inferencias hacia toda Ja poblacién mexicana.

A) Consumo de alimentos en el medio rural.

Al comparar las Encuestas Nacionales de Alimentacién en el Medio Rural (ENALY, (58)

y (59, realizadas por el Instituto Nacional de la Nutricién "Salvador Zubirén" en 1979 y

1989, no se observan cambios significativos en la estructura del consumo familiar de
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alimentos. Las variaciones mds importantes se dieron en el consumo de frutas y verduras,
con una disminucidn del 4%. El otro cambio importante se dio en el grupo de alimentos
de origen animal, en donde se aprecia un aumento del 6%, mientras que el de leche y

queso cayo en esa misma proporcién (cuadro 15),

Estructura del consumo de alimentos en familias del medio
rural
M azucares y grasas

100 4
|
80 1‘ - 8 productos animales
60 -+
2 frutas y verduras
40 -
20 j Ocereales y
‘ leguminosas
0 + _

1979  afo 1989

Cuadro 15. Estructura del consumo de alimentos en familias del medio rural (1979 y 1989) (58,

59)

En el consumo per cdpita de alimentos a nivel familiar, entre 1979 y 1989, se presentaron
disminuciones importantes en el consumo de cereales (-36%), frutas y verduras (-48%) ¥
aziicar, grasa y refrescos (-45%). Esta disminucion es importante debido a que entre estos
se encuentran los alimentos que conforman la dieta tradicional de la poblacion rural, es

decir, maiz, azticar, pan y pastas.

Es fundamental mencionar que hubo un incremento ligero en ¢l consumo de alimentos de
origen animal (8%), en especial de carne (32%). El huevo, por su parte, sélo aument6 un
10% y el frijol, que es otro alimento con alto contenido de proteina (aunque de menor
valor nutritivo, pero muy importante en la dieta rural) tuvo un incremento de 74%

{cuadro 16).
El porcentaje de adecuacién promedio de todas las zonas nutricionales mejoré. Asi, en el

caso de las calorfas, el aumento fue de 82.9 a 90.1% y en el de las protefnas de 73.2 a
94.2%.
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Alimento 1979 1989
Maiz 3n 227
Pan y galletas 84 54
Pastas 13 9
Artoz 14 12
Frijol 35 61
Raices feculentas 28 23
Verduras 79 92
Frutas 129 43
Leche y queso 115 1t0
Carne 62 82
Huevo 31 34
Azdcares 42 26
Grasas 32 18
Refrescos 95 73
% adecuacién calorias 829 90.1
% ade.vacion protefnas 73.2 94.2

Cuadro 16. Consumo diano promedio per cépita de alimentos en gramos de peso bruto (58, 59}

B} Consumo de alimentos en el medio urbano.

La poblacién urbana mal alimentada tiene las ventajas que le brinda la disponibilidad de
una dieta mds diversificada que la de su similar rural, sin embargo, en ocasiones no
dispone de la capacidad adquisitiva suficiente para disfrutar de una dieta adecuada. Por
otra parte, sin llegar a sustituir en forma adecuada la dieta rural, esa poblacién urbana mal
alimentada es mds vulnerable a la publicidad y a la difusién de "productos chatarra®,
alejandose cada vez mds de lo que seria una dieta urbana ideal, en cuanto a las cualidades

que tendria con respecto a la dieta rural (63).
Segin las encuestas realizadas a obreros de la zona metropolitana de la Ciudad de

Meéxico (ZMCD), en 1979 y 1989 se observan algunos cambios en el consumo familiar

real de alimentos. Se dio una disminucién, principalmente en el consumo de alimentos
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bisicos como tortilla, arroz, pastas y leguminosas. En relacién con los productos de
origen animal, la camme presenta un ligero decenso (-7%), mientras que el huevo y el
queso aumentaron (13% y 80%, respectivamente). La leche no muestra ningiin cambio,
manteniéndose en 275 ml. Por su parte, el pan y las galletas asi como los alimentos
industrializados tuvieron un aumento considerable (14% y 48%, respectivamente). Las

grasas y la fibra mostraron cambios poco significativos (62).

La encuesta realizada por el Instituto Nacional def Consumidor (INCO), para el periodo
1985-1988, (61) toma los datos de la ingesta; no del consumo (compra de alirnentos)
como lo hace la encuesta analizada anteriormente. La poblacién en estudio se clasificé en
base a la insercién laboral del jefe de familia en el sector informal o en el formal y, a su
vez, ambos sectores se estratificaron de acuerdo a cinco categorias de ingresos. En el caso
de la poblacién perteneciente al sector informal se construyeron dos categorias: a) bajo,
de 0.8 a 1.5 veces el salario minimo, y b) medio, més de 1.5 y hasta 3.5; mientras que en
el sector formal los estratos fueron: a) bajo, de 0.8 a 1.5; bymedio bajo, m4s de 1.5 y hasta

2.5y, c) medio, mds de 2.5 y hasta 3.5 salarios minimos.

Los resultados obtenidos muestran que el sector mds afectado fue el formal de ingresos
medios, ya que perdi6 el 25% de su poder adquisitivo; mientras que los grupos de menor
ingreso de ambos sectores tuvieron un ligero incremento. Este fenémeno se explica con el

incremento de la autoexplotacién de 1a fuerza de trabajo familiar.

La compra diaria per cédpita de proteinas disminuy6 en casi todos los estratos, excepto en
el informal medio, en donde no hubo variacién. El promedio més bajo de compra fue el
del estrato informal bajo, con 54.25 g. El porcentaje mds alto de pérdida lo present6 el

estrato formal bajo (-5.2%).

En relacién con la compra de calorias, la poblacién de mds bajos ingresos, tanto en la
categoria formal como en la informal, fue la que se vio mayormente afectada. La primera
redujo en 5.9% (116 Kcal) su consumo, en tanto que la segunda lo hizo en 6.8% (113

Kcal). El estrato informal medio aument6 ligeramente (2.3%, es decir, 41 Kcal).
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La cantidad diaria per cdpita de alimentos adquiridos también presenta una reduccién
importante, sobre todo en el caso de productos de origen animal, que por otra parte,
también son los mds caros. La excepcidn es la leche, alimento que en forma constante ha
sido objeto de subsidios por parte del estado, lo que favorece su adquisicién por amplias

capas sociales,

En el caso de los alimentos de origen vegetal, es posible apreciar cierto aumento en todos
los estratos, excepto en el informal bajo, en donde la fruta de temporada y el frijo!

disminuyeron ligeramente. El consumo de azvcar se redujo en todas las catergorias.
Toda esta informacién nos da una idea del nivel de socioeconémico de nuestro pafs,

estudiado por los distintos sectores de la poblacién a través de los Gltimos afios para

comprender el estado nutricional en México.
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Capitulo 5.

Materiales y Métodos.
a} Equipo y Material

Balanza analitica
Bafio de agua

Centrifuga

Espectrofotdmetro

Fluorémetro

Homogenizador

Material de vidrio de uso rutinario en laboratorio de andlisis
Micropipetas

Potenciémetro

Revco

Tanque de Nitrégeno liquido
Termémetro

b) Material Biolégico

Ratas Wistar machos. Destetados a los 21 dias y muesquedos en las orejas. Con peso
promedio inicial de 49.7 gramos. Se colocaron 5 ratas por caja. Ciclos de 12 x 12
luz/oscuridad, 3 veces por semana se cambiaban las cajas, 3 veces POr semana se pesaron
las ratas.
Agua: Esterilizada.
Alimentos: Hipoproteico 6% proteinas {semipurificado)

Normal 24% proteinas {semipurificado)

Harland 24% proteinas
(E! alimento se dio ad libitm)
{(Ver Anexo 1)

¢) Reactivos.

Acido etilendiaminatetraacético (EDTA)
Acido fosférico 85%

Acido tricloroacético 10% (TCA)
Agua desionizada

Albdmina sérica bovina (BSA)
Azul brillante de Coomassie G-250
Cloruro de sodio, 0.15 M

Etanol 95%

Fosfato monobiésico de sodio
Fosfato dibdsico de sodio
Glutatién oxidado (GSSG)
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Glutatién reducido (GSH)

Glutatién reductasa (GR)

Hidréxido de sodio, 0.01 M

Metanol

N-etilmaleimida (NEM)

Nicotinamida adenina dinucledtido de fosfato (NADPH)
o-Ftalaldehido (OPT)

d) Soluciones.

Amortiguador de fosfatos-EDTA (0.1 M-EDTA 0.005 M), pH 8.0, (PBS)

Amortiguador de fosfatos-EDTA (0.2 M-EDTA 0.003 M), pH 7.0

Albimina sérica bovina 5g en 10 mL de agua desionizada en Aaxgg n,,=0.33. ajustar
Glutatién oxidado 0.2 pg/ul. en NaOH y 0.44 mmol/L en PBS

Glutatién reducido 0.1 pg/ul en PBS

N-ctilmaleimida 0.04 M

Nicotinamida adenina dinucledtide de fosfito 3.6 mmol/L en PBS

o-Ftalaldehido 0.1% (w/v) en metanol grado analitico

Solucién Azul brillante de Coomassie, 100g en 50mL de etanol 95%, adicionar 100 mL
de 4cido fosfdrico, aforar a 1L con agua. Filtrar.

Solucién de NADPH+H", 3.6 mmol/L en amortiguador de fosfatos pH 7.0 con EDTA
0.003 M

e) Métodos.
1. Tratamiento de las ratas:

Se dividieron las ratas destetadas de 21 dias en tres poblaciones (dfa cero):

-La DHP constaba de 20 ratas que se alimentaron por 45 dias con dieta 6% hipoprotéica
isocalérica ad libititn,

-La DNP constaba de 9 ratas que se alimentaron por 45 dias con dieta 24% normat
isocaldrica ad libitim.

-La Har constaba de 6 ratas que se alimentaron por 45 dias con dieta Harland ad libitum.
El dia 45 del experimento fueron sacrificadas 12 ratas DHP, 5 ratas DNP y 3 ratas Har;
por dislocacién cervical. El resto se ocuparon para el estudio de recuperacifn bajo el
siguiente esquema:

-Las DHP Rec recibieron dieta 24% normal isocalérica ad libitum,

-Las DNP Rec continuaron con la dieta 24% normal isocalérica ad libitum,

-Las Har Rec continuaron con la dieta Harland ad libitum.

El dia 15 del estudio de recuperacidn (dia 60 del estudio inicial) fueron sacrificadas todas
las ratas por dislocacién cervical.

Sacrificio: 24%
6%
Harland

Ratas destetadas
21 dias (dia cero
del experimento)

Recuperacién: (15 dfas)
6% —--- 24%

24% --- 24%

Harland ---Harland




2. Extraccién de muestras de érganos.

Después del sacrificio por dislocacién cervical se les extrajeron el higado y rifiones. Se
tomé una pequefia porcién de cada 6rgano y se colocaron en tubos para microfuga
conteniendo 100pL de PBS para almacenar en nitrégeno liquido a -171 °C.

(El mismo procedimiento se realizé tanto para las ratas de 45 dias como para las
recuperadas de 60 dias)

3. Tratamiento de muestras.

Las muestras fueron homogenizadas afiadiendo a cada una de eilas 500 ul. de PBS.
El homogenado fue dividido en tres alicuotas:

- De 350 pL en caso de higado y rifién para la determinacién de GSH y GSSG.

- De 50 pL para la determinacidn de proteinas por el método de Bradford.

- El resto (aprox. 200 pL) para la determinacién de GR.

Se almacenaron los homogenizados en tubos para microfuga a -70 °C.

4. Determinacion de proteinas por el método de Bradford.

Fundarnento.

El método de Determinacién de proteinas de Bio-Rad se basa en el procedimiento
descrito por Bradford (Bradford, M., Anal. Biochem., 72, 248 (1976)). Es un método
colorimétrico para determinar la concentracién de proteinas totales en una muestra. Se
puede usar desde intervalos de 200 pug/mL y 1,400 pg/mL hasta 25 pg/mL de proteina
total. El ensayo se basa en el cambio de color del colorante G-250 azul brillante de
Coomassie como respuesta a distintas concentraciones de proteina, tiene un cambio de
465 a 595 nm. El colorante se une principalmente a aminodcidos bdsicos (especialmente
arginina) y aromdticos. El método es (til para medir proteinas y polipéptidos con pesos
molares mayores a 3,000 o 5,000 Da. Muchos detergentes y amortiguadores de proteinas
bésicas pueden interferir con el ensayo. (El nombre Coomassie es una marca registrada
de ICI).

Procedimiento.

1. Se estandariza la BSA 0.5 mg/mL a Aagpnm=0.33

2. Se hace la curva de calibracién con 5,10, 15, 20 y 25 uL de BSA preparado y se lleva
a cada tubo a 100uL con la solucién de cloruro de sodio (0.15 M). Blanco=Na(Cl. Se
afiade a cada tubo ! mL de azul brillante de Coomassie ya preparado, se agita e
incuba 2 minutos a temperatura ambiente.

3, La determinacién de absorbancia se hace a 595 nm en el espectrofotémetro.

4. Para las muestras se toman 10 pL de la alicuota del homogenado que contiene 50 pi.
Se sigue el mismo procedimiento que para la curva.

5. Calcular los mg de proteinafmL de homogenado.
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La determinacién de proteinas por el método de Bradford fue realizada utilizando la
siguiente curva patrdn, y ajustando correctamente la concentracién estdndar de BSA:

Cuna patrén promedio para proteinas

ug de BSA

Grdfica 1, Curva patrén promedio utilizada para el cdlcuto de {a concentracién de proteinas_ew tejido
hepdtico y renal. En el Anexo 2 se encuentran todos los valores utilizados para generar esta gréfica, asi
como otros valores relacionados con las determinaciones realizadas.

5. Determinacién de Glutation (GSH y GSSG).
5.1 Preparacion de las muestras

Para las determinaciones de GSH y GSSG se tratan las alicuotas del homogenado (alicuta
de 350 pi v alicuota que contiene el resto del homogenado) de la misma manera:

1. A las muestras de higado y rifién de 350 uL afiadir 700 uL de TCA 10%.

Centrifugar el precipitado a 3,000 g por 30 minutos a 4 °C.

Mantener las muestras en hielo en todo momento. (Sélo preparar aquellas muestras
que vayan a utilizarse el mismo dia.)

-t

5.2 Determinacion de glutation reducide (GSH)

Fundamento.

Es un método no enzimdtico descrito por Cohn y Lyle (Cohn, Lyle, Anal. Biochem., 14,
134, (1966)), en que se utiliza el o-ftalaldehido (o-ftaidialdehido), OPT, el cual se ha
reportado especifico para determinar glutatién. El uso del OPT incrementa la sensibilidad
de la determinacién debido a que forma productos fluorescentes. El ensayo se basa en la
reaccién del OPT con aminas primarias en presencia de un tiol para dar el producto
fluorescente (Roth, M., Anal. Chem., 43, 880-882, (1971)):

CHO
-~
RNH: + RSH + @[ — @N-R
CHO

OPT
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Procedimiento.

L

(%]

Se toman 100 pL del sobrenadante de la muestra ya centrifugada y se afiade 1.8 mL
de PBS (pH= 8.0) y 100 pL. de OPT,

Se agita la mezcla e incuba a temperatura ambiente por 15 minutos en oscuridad.

Se determina {a fluorescencia a 420 nm de emisién con 350 nm de exitacién.

Para la curva se toman 100. 75, 50, 25 y 12.5 pL. de la disolucidn 0.1 pg/ul de GSH,
se afiaden 100 pL de OPT y se llevan a 2mL con PBS (pH=8.0). Se incuban y
determinan de igual forma que las muestras.

(Se hace por duplicado. tanto para las muestras como para la curva)

Los valores fueron obtenidos a partir de la curva pairén para el GSH.

Curva Patrén para GSH

1000

80— R?=09996__" |
600 : .
400

200 | — 7‘—/

Unidades
Fluorométricas

Grifica 2. Curva patrén utilizada para realizar los cdlculos del contenido de GSH en las muestras a partir de
los valores determinados fluorometricamente.,

5.3 Estudio de recuperacion.

2.

Se toman 50 pL del sobrenadante de alguna muestra y se afiaden 1.85 mL de PBS y
100 pl. de OPT.

Por otro lado se toman 50 pl. del sobrenadante de la misma muestra del punto
anterior y 50 uL de la solucién 0.1 pg/ul de GSH; se afiaden 1.80 mL de PBS y 100
pL de OPT.

Se incuban en oscuridad a temperatura ambiente por 15 minutos y se determina
fluorescencia a 420 nm de emisién con 350 nm de exitacién.
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5.4 Determinacion de glutatién oxidado (GSSG)

Fundamento.

El método para la determinacién de GSSG descrito por Hissin y Hilf (Hissin, Hilf, Anal.
Biochem., 74, 214-226, (1976)) se basa en el mismo método fluorométrico que el de
Cohn y Lyle para GSH utilizando OPT, sin embargo utiliza N-gtilmaleimida (NEM) para
prevenir que el GSH se oxide dando resuliados falsos de Ia cantidad real de GSSG
presente en la muestra. El NEM reacciona con tioles (como el GSH) para formar
productos (Jocelyn, Biochem. of the SH group, Ac. Press,, NY, 1972).

C2Hs
H
Oy __N_ P Oy ~N._P
i ’ + GSH ~——m«—y I ’ + G3-CHyCH,
NEM
Procedimiento.
I. Se toman 100 uL del sobrenadante de la muestra ya centrifugada y se afiade 40 uL de
NEM (0.04 M).

2. Se incuba en oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se afiaden 860 pL. de NaOH 0.01 M (pH=12.00.

4. Se toman 200 pL de la mezcia anterior ¥ se afade 1.7 mL de NaOH 0.01 M (pH =

12.0'), y 100 uL de OPT.

Se agita la mezcla e incuba a temperatura ambiente por 15 minutos en oscuridad,

Se determina la fluorescencia a 420 nm de emisién con 350 nm de exitacién,

7. Para la curva se toman 100, 75, 50, 25 y 12.5 pul de la disoluci6n 0.2 ug/uL de
GSSG, se afiaden 40 pL de NEM y 100 uL de OPT a cada tubo; se llevan a 2 mL con
NaOH 0.01 M (pH= 12.0 ). Se incuban Y determinan de igual forma que las muestras.

(Se hace por duplicado, tanto para las muestras como para la curva)
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Gréfica 3. Curva_patr6n_utilizada para realizar los cdlculos del contenido de GSSG a partic_de las

determinaciones fluorométricas. Ver Anexo 2 para mayor informacidn.

6. Determinacion de glutatién reductasa (GR)

Fundamento.

La determinacién de la actividad de la Glutatién reductasa (GR) reportada por Carlberg y
Mannervick (Carlberg, Mannervick, J. Biol. Chem.. 350, 5474, (1973)) se basa en la
lectura espectrofotométrica, a 340 nm, de la velocidad de desaparicién de NADPH+H™.
La enzima GR cataliza el flujo de equivalentes reductores del NADPH+H" al GSSG, en
presencia de protones, para dar como productos NADP+ y dos moléculas de GSH. Esta
reaccién utiliza como cofactor el FAD. La velocidad de desaparicién de NADPH+H"
{que absorbe a 340 nm) depende de la actividad de la GR.

Procedimiento.

1. Se toman 15 pl del homogenado, se afiaden 165 pL de agua desionizada, 900 pL de
solucién de GSSG 0.44 mmol/L (en PBS-EDTA 0.003 M) y 20 uL de NADPH+H"
3.6 mmol/L {(en PBS-EDTA 0.003 M). Esta mezcla se realiza a 30 °C.

2. Se hacen tas determinaciones de absorbancia a 340 nm en el espectrofotémetro cada
15 segundos por 3 minutos.

3. Para determinar la actividad se considera el valor absoluto de la pendiente de cada
muestra entre la cantidad de proteina en la muestra. Este valor se divide entre el
coeficiente de exincién del NADPH+H" = 6.22 mM'min”'. Se corrige segiin las
diluciones reportando la actividad enzimdtica por mg de proteina.

Relacién entre la velocidad de fa reaccién y la
cantidad de NADPH

0.008
0.006
0.004
0.002

velocidad de la
reaccién (1/min}

Grafica 4. Andlisis de la relacidn entre la cantidad de NADPH afadida v la velocidad de la reaccién de la
GR. Ver Anexo Z para mayor informacién.

7. Estudio control.
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Para el estudio control de la manipulacién de muestras se tomé una rata macho de 10
semanas de edad que habia tenido una dieta Harland Taklad LM-485 y se sacrificé por
dislocacién cervical. La extraccién de drganos fue siguiendo el mismo procedimiento
descrito anteriormente para las ratas y se hicieron los homogenados con 500 uL de PBS
al 1gual que las muestras anteriores.

Antes de almacenar los homogenados de higado y rifién se alicuotaron por duplicado y a
una alicuota de cada muestra se afiadieron 50, 15.5 y 3 pL de una solucién 1.2 ug
GSH/uL. respectivamente.

Las alicuotas fueron almacenadas en las mismas condiciones que las muestras.

Se les determiné GSH y GSSG después de una semana de estar almacenadas.

8. Método estadistico.

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado y los valores promedio fueron
considerados como determinaciones independientes.

Para determinar las diferencias estadisticas entre las medias de cada grupo de muestras se
utilizé la prucha de t-student. Para el andlisis se propueso una p < 0.05, es decir, un 95%
de conftanza. { Biostatistical Analysis, Zar, J., 2 Ed., Prentice Hall, 1984, EUA)



Capitulo 6.

Resultados Experimentales.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos a lo largo de los experimentos. En
primer lugar se presentan los pesos de las ratas a través de la duracién del experimento
debido a que una medida de la calidad de Ia alimentacién es la masa corporal. Siguiendo
se presentan los datos de las determinaciones de proteinas debido a que los resultados
obtenidos de glutatién se reportan por gramo de proteina. Los resultados de GSH y GSSG
se presenian para poder llegar a la relacién GSH/GSSG y entender el estado de estrés
oxidativo en los tejidos. Finalmente el glutatién totat es un cdlculo obtenido de los
resultados experimentales de GSH y GSSG que ayuda a comparar la cantidad de
glutatién disponible para cada uno de los grupos experimentales, segin su dieta. La
actividad de la glutatién reductasa se determiné para cuantificar la capacidad retorno del
GSSG a GSH dentro de cada tejido y asi entender mejor el origen del estrés oxidativo.
Por iltimo, los estudios control nos ayudan a evaluar a precisién con la que se trabajaron
1as muestras durante el periodo de experimentacion.

1. Tratamiento de las ratas:

Se utilizaron 20 ratas para el tratamiento de dieta hipoproteica al 6% (DHP) divididas en
4 cajas, 9 para el control con dieta normal con un contenido proteico de 24% (DNP)
divididas en 2 cajas y 6 ratas para el alimento Harland (Har) en una sola caja. La
evolucidn de pesos promedio por cajas, a través del estudio fue de la siguiente forma:

Peso promedio de ratas

300.00 o
. —e— DHP1
25000 ¢ - . - o - . Lo - g,-g

1
| | —5— DHP2
i 200.00 - o . .,I’ S
P il
150.00 { . e ,f/, |
100.00 = - - - M //

peso (g)

|
" —x— DNP1

50.00

. ~—O-— Har
0.00 -

G 3 5 7 1013 14 17 19 24 26 28 31 33 38 42 45

| dia del experimento

Gréfica 5: Evoluci6n de pesos promedios por caja y por tratamiento durante los primeros 45 dias
del experimento . (35 ratas) En el Anexo 1 se encuentran todos los valores utilizados para generar esta
grdfica, asi como otros valores relacionados con el tratamiento de las ratas.
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Mostrando que aquellas ratas con alimentacién DHP tuvieron un crecimiento retardado
respecto a las dietas controles.

Durante el estudio de recuperacion en que se administrd la dieta DNP a 8 de las ratas que
habian sido tratadas con DHP por 15 dias se obtuvo la siguiente evolucidn de pesos
promedios por tipo de tratamiento. (NOTA: Aquellas ratas que estaban bajo dieta DNP
continuaron su dieta, asi como las Har)

ug Prot/ul hormogenizadg

Ewolucién de pesos promedios durante recuperacion

350

300 +— ___ﬂ______n—.‘_::ﬂ’-—"‘f\_ —_—
5 ro ' —e— RecDHP
3 250 {—®T —m— RecDNP,
a RecH

200 4 —o L 7 ecHar

150

2 4 8 10 12 15
dia de recuperacién

Grifica 6. Evolucién de pesos promedios durante los |5 dins de la etapa de recuperacién (dias 45 a 60 del

gxperimento). {Anexo 1)

A través de la Gréfica 2 se observa como aquellas ratas que estaban bajo tratamiento
DHP comenzaron la recuperacidn en un peso significativamente menor, y lograron en 15
dias recuperar una gran proporcién de peso respecto a los controles.

2. Determinacion de proteinas

Luego de sacrificar a las ratas se les determiné el contenido de proteina en los
homogenados de higado y rifién; encontrando los siguientes resultados.

Hg Protul homegenizado (rifidn)

- —_— e — e — -~ - .

1g Proteinas/ut. homogenizado (higado) |

0388888

DHP

DNP Rec DNP Rec DHP




Grdficas 7 y 8. Comparacién del contenido promedio de proteinas ug por pL. de homogenizado en higadg y
filtén entre los tratamientos DNP y TJHP. En el Anexo 2 se encuentran todos los valores utilizados para
generar esta grédfica, asf como otros valores relacionados con las determinaciones realizadas.

Los niveles de proteina, tanto en higado como en rifién, son mayores en aquellas ratas
con tratamiento DHP que las DNP; por una diferencia de aproximadamente 10 ug de
Proteina/iL de homogenizado. En el caso de los recuperados encontramos que los DNP
Rec (ratas que recibieron por 60 dias tratamiento DNP) tienen una mayor concentracién
de proteinas por uL. de homogenizado que el mismo grupo 15 dias antes (DNP). Mientras
que para ios DHP Rec (ratas que recibieron 45 dfas de tratamiento DHP y 15 dias de
DNP) tienen una menor concentracién de proteinas por UL de homogenizado que el
mismo grupo 15 dias antes (DHP). Este comportamiento se observa para ambos tejidos.

3. Determinacién de glutatién reducido (GSH)
En la determinacién de glutatién reducido se realizé para cuantificar el estado redox en €}

tejido. Se obtuvieron los siguientes resultados de contenido de GSH promedio en higado,
por tratamiento:

Higado
DNP 3.2999+0.9
RecDNP 3.0291+0.6
Har 33125103
RecHar 3.2007 £04
DHP 4.6737+0.8
RecDHP 3.5683+0.6

Tabla 1. Concentraciép promedio de pug de GSH por g de Proteina (con desviacién estindard) Para mayor

informacidn ver el Anexo 2.

Los valores de la Tabla 1, al ser graficados muestran que aquellos animales tratados con
la dieta DHP presentaron una mayor concentracién de GSH que los controles (DNP y
Har). Durante los estudios de recuperacién todas las muesiras mostraron una menor
concentracién de GSH respecto al mismo grupo 15 dias antes, sin embargo se encontrd
que los valores de GSH para RecDHP disminuyen en mayor proporcién respecto a DHP
que cualquiera de los otros casos.

- - - - - = - S _ = - - — - 4

{ ug GSH/mg Proteina (higado)
| . 80
[=]
250
o 4.0
| £ a0
1]
@20
= 1.0
=2
0.0
DNP  RecDNP Hadand RecHar DHP  Rec DHP

69



Grifica 9. Concentracidn promedio de GSH en ug por mg de proteina en higado y rifién_por tratamientg

{con desviacién_estdndard). En el Anexo 2 se encuentran todos los valores wiilizados para generar esta
grafica, asi como otros valores relacionados con las determinaciones realizadas.

4. Determinacién de glutatién oxidado (GSSG)

En la determinaci6n de GSSG se obtuvieron los siguientes valores:

Higado Rifdén
DNP 5340+ 1.3 5540+ 0.8
RecDNP 3592108 6062128
DHP 4048+ 1.2 3401 £09
RecDHP 3.556 £ 09 7411156

Tabla 2. Concentracién promedio de GSSG en or mg de proteina por terido y_tratymiento (con
desviacién estindard). Para mayor informacién ver el Anexo 2.

3i graficamos estos valores obtenemos los siguientes histogramas, en que las ratas DHP,
tanto en higado como en rifdn contienen la menor concentracién de GSSG respecto al
control (DNP),

Graficas 10 y 11. Concentracién de GSSG promedio en or mg de proteina en higado y fifién

por tratamiento {con desviacién estindard). En el Anexo 2 se encuentran todos los valores utilizados para

ug GS8G/mg Prote/na (higado)

1 lrt

Rec DNP Rec DHP

ug GSSG/mg Prot
(o) N L [<2] @

ug GSSGImg Proteina (rlnén)

-
[34]

10 |-

ug GSSG/mg Prot
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generar estas grificas, asi como otros valores relacionados con las determinaciones realizadas.

5. Relacidn glutatién reducido/glutatién oxidade (GSH/GSSG)

Debido a que la proporcién de GSH respecto a GSSG es un indicador del niveles de
estrés oxidativo, es de gran interés para este trabajo analizar dicha relacidn.

Para esto se tomaron los valores obtenidos de concentracién de GSH (g GSH/mg
proteina) y los de GSSG (ug GSSG/mg proteina) para encontrar el factor GSH/GSSG
adimensional. Este factor, en caso de ser mayor que la unidad indica que existe una
mayor concentracién de GSH que de GSSG. Entre mayor sea el valor de este factor,
menor el estrés oxidativo en que se encuentra la muestra.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Higado Rifién
DNP 0.6149 £ 0.1 0.1928 + 0.1
RecDNP 0.8439+0.0 0.2693 +0.0
Har 0.8977+02 0.2732£0.1
RecHar 0.9433£00 0.2819+0.0
DHP 1.2307+0.3 0.4444 0.1
RecDHP 1.0787 + 0.4 0.3738+0.1

Tabla 3._Relacion GSH/GSSG promedio en higado y riftdn para los distintos_tratarmientos {con desviacidn
estdndard}, Ver Anexo 2 para mayor informacidn,

De estos valores obtenemos los siguientes histogramas:

Proporcion GSH/GSSG promedio (higado) ]i

[

i

DNP RecDNP RecHar HP RecDHP !

Proporcién GSH/GSSG promedio (rifion)

RecHar




Gréficas 12 y 13. _Proporcién GSH/GSSG promedio en higado v niidn por tratamiento (con desviacidn

estdndard). En el Anexo 2 se enceentran todos los valores utilizados para generar estas graficas, asi como
otros valores relacionados con las determinaciones realizadas.

De estos histogramas se puede claramente observar que ia proporcién GSH/GSSG es
mayor en el caso de las ratas DHP tanto en higado como en rifidn, respecio a los controles
(DNP y Har). Indicando asi, que la dieta hipoproteica genera menor estrés oxidativo. De
hecho, en el higado el valor de GSH/GSSG es mayor a la unidad.

Por otro lado, en la recuperacién encontramos que para los controles la relacién aumenta,
mientras que en RecDHP el valor disminuye respecto a DHP; pero sigue siendo mayor
que cualquiera de los valores controles.

6. Glutatién Total

Para la determinacion de glutation total se considerdé que el GSSG contiene dos
equivalentes de GSH, por lo que glutatién total= (GSH) + ( 2 x GSSG).

De esta manera obtuvimos el siguiente histograma:

Glutation Total (higado)

20
15 —

10 {—

pg Glutatién Total/ mg Prot

DNP RecDNP Harland RecHar DHP RecDHP
|

Grifica 14. Glutatién total en pg por mg de proteina en tejido hepdtico por tratamientos. En el Anexo 2 se

encuentran todos los valores utilizados para generar estas grificas, asi como otros valores relacionados con
las determinaciones realizadas.

Se realizé este cdlculo por mg de protefnas debide a que es interesante conocer qué
proporcién de aminodcidos se encuntran formando al glutation (GSH 6 GSSG) vy
conproporcién estd en el resto de las proteinas totales. Encontramos que las ratas DHP
presentan un menor nivel de glutatién total que los controles. En todos los casos, durante
el estudio de recuperacion, el glutatién total disminuye.
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7. Determinacién de la actividad de la Glutatién reductasa (GR)

Para la determinacién de la actividad de la GR se realizé un ensayo con distintas
concentraciones de NADPH+H" afiadidas a la muestra para determinar c6mo variaba la
velocidad de la reaccién respecto al sustrato afiadido. En el intervalo estudidado, tal como
se muestra en la Grifica 4, existe una relacién directa entre la cantidad de NADPH+H*
afiadida y la velocidad determinada; [o cual significa que: 1. E1 GSSG (el otro sustrato de
la reacci6n) no es el reactivo limitante, 2. El NADPH+H" afiadido es el que determina la
velocidad de la reaccién, de manera lineal: ninguna otra sustancia presente en la muestra.

La actividad de la GR solamente se determin6 en las muestras de higado debido a la gran
presencia de esta enzima en el tejido hepdtico. Los resultados se muestran en el siguiente
histograma:

Actividad Promedio de la Glutatién Reductasa (GR) en

higado

T 0016

[« %

2 0.012 | - i

£

£ 0.008 | —

g

£ 0004 ; -1
- F o ' !

DNP Rec DNP OHP Rec DHP

— - - —_——

Grifica 15. Actividad promedio ¢n pmol/min/s de proteina de la GR en iejido hepdiico por tratamiento. En
el Anexo 2 se encuentran tedos los valores utilizados para generar esta gréfica, as{ como otros valores
relacionados con las determinaciones realizadas.

Es claro observar que la actividad de la GR es menor para las ratas DHP que las DNP.
Esta menor actividad refleja un menor estrés oxidativo. En ambos cases, las ratas
recuperadas presentan una menor actividad que aquellas sin recuperar; sin embargo las
RecDHP contienen ligeramente mayor actividad que las RecDNP,

8. Estudio control

En el estudio control se les afiadié una cantidad conocida de GSH a las muestras para
verificar si en las determinaciones encontramos todo el glutatién afiadido, ademds de
poder entender que proporcién del GSH se oxida durante la manipulacién de muestras.

A continuacién se presentan los resultados encontrados para verificar si en las
determinaciones encontramos el glutatién total afiadido:
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Muestra Glutation | Total Glutatién | % de recuperacién
total , residual anadide
Higado 0.2546
" Higado + 0.3760 0.1214 0.15 80.9
| Rifién 0.1273
" Rifién + 0.1573 i 0.0300 0.05 60.0

Tabla 4. Resuliados del estudio contral (ug de glutatién/ul. de homogenizado). En donde ei Total residual

de la muesta es la diferencia entre el GSH afadido

y ¢l total en la muestra. Ver Anexc 2 para mayor

informacién,

GSH residual | GSSG residual | Glutatién total % de oxidacion
Hiy.'do 0.1137 0.0039 0.1214 6.34
Rifon 0.0211 0.0044 0.0300 29.66

Tabla 5. Resultados del estudio control para determipar el % de oxidacién de GSH durante la matipulacién
de_muestras(ug de glutatié/ul. de homegenizado). NOTA- Se considerd que el GSSG genera dos

equivalentes de GSH. Ver Anexo 2 para mayor informaciGn.
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Capitulo 7.

Discusion.

Antes de comenzar la discusién es importante definir el concepto de "estrés oxidativo”
debido a que serd utilizado ampliamente a lo largo de este capitulo. El estrés oxidativo
‘nvolucra la idea de que a pesar de que reacciones de oxidacién ocurren constantemente
en el organismo, cuando se comienza a acumular el agente oxidado se piensa que hay una
presion celular. La pérdida neta de antioxidantes "consumibles” como el GSH y la
acumulacién de GSSG es un indicador del estrés oxidativo (72).

De la grifica 5 observamos que las ratas que recibieron una dieta de 6% de proteinas
(DHP) o dieta hipoproteica tuvieron un aumento de peso significativamente mads
retardado que los controles (dieta 24%: DNP, y dieta Harland: Har), los DNP tuvieren un
peso final promedio 1.6 veces mayor a los DHP. De hecho, en el dia 45 del experimento
en que se sacrificaron algunas de las ratas el mayor tamario entre controles y ratas DHP
fue evidente. Sin embrago, al administrar la dieta DNP, durante el periodo de
recuperacion, a las ratas que habian estado bajo la dieta DHP estuvieron cerca de alcanzar
a los controles (grifica 6). Si el estudio de recuperacidn hubiera durado més de 15 dias
quiz4s las ratas de dieta DHP hubieran alcanzado a los controles.

Estos resultados en rata, si los extrapolamos con las debidas proporciones (tomando en
cuenta que estamos hablando de diferentes géneros y especies), confirman lo encontrado
en nifios malnutridos o con PEM (malnutricién proteica energética); en que existe un
crecimiento més lento que en nifios normales.

La Organizacién Mundial de la Salud (WHO) describe que el aumento de talla Y peso
(crecimiento) determinan el estado de nutricién de los nifios, debido a que una alteracidn
en la nutricién de un individio, cual sea su etiologia, tiene efectos en el crecimeinto del
nifio. Este crecimiento puede examinarse linealmente (altura-edad), o en proporcién
corporal (peso-aitura); sin embargo, una medida que combina tanto el factor lineal como
el de proporcién corporal es peso-edad (64).

Las ratas DHP utilizadas en el estudio a pesar de que fueron alimentadas ad libitum (al
tgual que los controles) consumieron una cantidad menor de alimento que los controles
para el mismo periodo (Ver Anexo 1). Asf que el desarrollo tan retardado que tuvieron;
determinado por nosotros como peso-edad (grificas 5 y 6), quizds fue efecto de dos
factores: menor porcentaje de protefna en la dieta, asi como un menor consumo de
alimento. La dieta proporcionada era isocaldrica, sin embargo, si el consumo de las ratas
DHP fue menor que los controles, quiere decir que tuvieron no solo un tratamiento
hipoproteico, sino que también hipocalérico; generando una desnutricién leve tipo PEM.

Respecto a la determinacién de proteinas, observamos que existe un mayor contenido de
proteina por pL. de homogenizado en ias ratas DHP que en los controles (gréficas 7 y 8).
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Este resultado se observa claramente tanto en tejido hepético como en el renal. Sin
embargo este efecto se puede deber a que el valor expresado por pL de homogenizado en
DHP resulta mds concentrado que si lo hubieramos evaluado por érgano. Como la rata
DHP tiene un menor tamafio general, sus érganos como consecuencia son también mas
pequefios. Por otro lado, es de esperarse que exista una menor o igual cantidad de
proteina en los DHP, respecto a los controles, debido a que tienen una menor
administraci6n proteica. Con todo esto sélo podemos concluir que los valores obtenidos
de proteina sélo reflejan la concentracién, sin embargo al no poderlo ponderar con la
proporcion corporal del animal es dificil sustentarse en ellos.

Es evidente notar que en los casos de ratas DHP los niveles de GSH en Mg por mg de
proteina en higado son 1.4 mayores que los valores encontrados en cualquiera de las otras
poblaciones en estudio (gréfica 9). Este resuitado es de gran importancia debido a que
esto significaria que las ratas DHP tienen una mayor poza de GSH que los controles, y
por lo tanto tienen a) el potencial de reducir agentes oxidantes en caso de presentarse y/o
b) un menor estrés oxidativo, es decir un ambiente menos oxidante que los controles,

En el estudio de recuperacién observamos que los niveles de GSH disminuyen, ya sea por
efecto de ia edad (debido a que en todos los casos de los controles disminuye el GSH con
el tiempo) y/o por que durante la recuperacién el alimento administrade es el DNP con
mayor contenido proteico que pudiera crear un escenario similar a los controles: en que el
estrés oxidativo es mayor.

En higado (grifica 9) obscrvamos como los controles (DNP y Har) contienen casi la
misma concentracién de GSH por mg de proteina; y el decremento que tienen en el
estudio de recuperacién es casi el mismo. Este decremento como efecto de la edad fue
observado en higado de ratas (65); en donde los nivles de GSH fueron menores en ratas
viejas que en ratas adultas con alimentacién ad libiturn; mientras que el nivel de GSH en
higado de ratas viejas con dieta restringida fue mayor que en ratas de la misma edad pero
alimentacién ad libitum.

En el caso del rifi6n los efectos son similares a los descritos para higado, sin embargo las
diferencias no son tan significativas.

Las determinaciones de GSH se podria decir que son confiables debido a que la curva de
calibracién utilizada presenta una linealidad extraordinaria (grifica 2). Sin embrago,
varios articulos y revisiones han argumentado que el método fluoromsétrico para la
determinacién de GSH propuesto por Hissin y Hilf (1976) (67) subestima el nivel real de
GSH en higado hasta por un 40% en extractos debido a la interferencia y reaccidn con
componentes tisulares. Uno de estos componentes es el grupo hemo; que se encuentra en
la gran variedad de citocromos presentes en el higado. A pesar de que es dificil eliminar
estos componentes intrinsecos del tejido, podemos disminuir la interferencia
minimizando la contaminacién de muestra con sangre (68).
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Es por esto que a pesar de que existe una confianza en la tendencia de los valores de
GSH, no pedemos confiar en los valores numéricos de concentracién de GSH debido a
que seguramente estdn subestimados posiblemente por la interferencia mencionada
anteriormente asi como por una oxidacién espontdnea del GSH durante el manipuleo de
las muestras,

Otras revisiones (66) indican que sustancias tisulares como aminodcidos podrian afectar
la determinacién fluoroméirica de GSH subestimando los niveles reales. Por lo que el
grado de interferencia cambia entre los diversos grupos de muestras estudiados;
dependiendo del nivel de aminodcidos presentes.

Una manera de evitar estas interferencias es realizar el estudio en cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC): sin embargo esta técnica es muy cara, requiere de equipo
especial, y no es prictica cuando se requiere analizar una gran cantidad de muestras (68).

Respecto a los resultados de las determinaciones de GSSG (Tabla 2) encontramos que
tanto para higado como para rifion los valores de concentracidén de GSSG en ug por mg
de proteina son menores en las ratas DHP que en las DNP. Sugiriendo que existe una
menor produccién de GSSG en DHP que en DNP; por lo que se entiende que el estrés
oxidativo es menor en las ratas hipoproteicas (graficas 10 y 11).

Este resultado va de la mano con la tendencia encontrada para el GSH, en que las ratas
DHP tenian mayor contenido de GSH. Esto se explica debido a que si existe un menor
estrés oxidativo en este grupo. entonces menor cantidad de GSH es necesario utilizar para
reducir agentes agresivos, por lo que encontraremos menor cantidad de GSSG formado.

Las ratas recuperadas en rifién presentan un mayor nivel de GSSG respecto a los mismos
grupos 15 dias antes, seguramente porque el alimento que se les administra para la
recuperacion (alimento 24% de protefna) aumenta el estrés oxidative y con ello el nivel
de GSSG (asi como sucede en las ratas DNP).

Es importanie mencionar que ¢l aumento en el nivel de GSSG en rifién, en las ratas
recuperadas de DHP es 7.7 veces mayor al aumento en Rec DNP. Este efecto
seguramente se debe a que los RecDHP tienen un mayor estrés oxidativo que los DHP
por la dieta de recuperacién con contenido proteico (como muestra la tendencia entre
DNP y Rec DNP).

En el caso de los métodos utilizados para determinar GSSG, en que el NEM previene la
oxidacién del GSH, se ha reportado que existe cierta interferencia que genera una
sobrevaluacién de los valores reales del contenido de GSSG (69). Al comparar los
valores obtenidos con una prueba enzimitica para GSSG, contra los valores de la técnica
fluorométrica; la primera contaba con valores ocho veces mds pequefios que los
obtenidos con OPT. En varios tejidos se ha demostrado que la técnica fluorométrico
descrito por Hissin y Hilf (1976) (67) arroja resultados mucho mayores a los obtenidos
por métodos como HPLC.
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Por lo que se entiende que la metodologia de Hissin y Hilf a pesar de que es ficil de
realizar y economicamente accesible es relativamente confiable debido a que subestima
los niveles de GSH y sobreestima los niveles de GSSG {68).

Debido a que la proporcién de GSH respecto a GSSH es un indicador del nivel de estrés
oxidativo, es de gran interés para el estudio analizar dicha relacién.

Si el factor adimensional GSH/GSSG es mayor a la unidad indica que existe una mavor
cantidad de GSH que de GSSG; y por o tanto predomina el ambiente reductor. Por otro
lado, al comparar dos valores de GSH/GSSG entendemos que el mayor corresponde a
aquél con menor estrés oxidativo. Es importante aclarar que la proporcién GSH/GSSG es
conftable para comparar los resultados experimentales debido a que todos ellos contienen
el mismo error sistematico del método, y entre ellos la correlacién (r) es confiable.

En los resultados encontrados (grificas 12 y 13) observamos que la proporcién
GSH/GSSG es 2.1 y 2.3 veces mayor en las ratas DHP que en cualquera de los controles
(DNP y Har) para tejido hepatico y renal, respectivamente, Estadisticamente DHP tiene
mayor GSH/GSSG que DNP con un 99.8% de confiabilidad. Este resultados es de gran
importancia debido a que refleja lo ya discutido para el GSH y GSSG. Es importante
notar que en el higado la razén es mayor a la unidad; por io que no sélo podemos
aseverar que DHP produce menos oxidantes, sino que también se puede decir que existe
una mayor cantidad de GSH que de GSSG.

En el RecDHP observamos que el valor de GSH/GSSG disminuye respecto a DHP; esio
puede sugerir lo ya planteado en pdrrafos anteriores de que el comienzo de la
administracién de dieta proteica incrementa el estres oxidativo acercandose a los valores
encontrados en las ratas controles, pero manteniendo una diferencia significativa entre
ellos.

Se reporta que la relacion GSH/GSSG es mucho mayor a la que encontramos en este
estudio (Tabla 3) debido a que los valores de GSH reportados son hasta 9 veces mayores
a los de GSSG; sin embargo. las revisiones ya mencionadas de las interferencias en el
método fluorométrico pueden ser responsables de esta diferencia entre lo encontrado y lo
reportado. A pesar de ello, los resultados son confiabies por tener el mismo error
sisterndtico, con una correlacién (r?) confiable.

Se realizé el calculo de glutatién total por mg de proteina (gréfica 14) para conocer qué
proporcién de proteina era glutatién. Los resultados muestran que existe 0.9 menos
glutatién total en las ratas DHP que en los controles. Este resultado se puede explicar por
que las ratas DHP al obtener menos aminodcidos producen menos glutatién. Al ser los
aminodcidos un insumo restringido deben de utilizarlo de la manera mas eficiente.
Ademis de que como las DHP tienen menor estrés oxidativo no requieren de grandes
cantidades de glutatién total: ademds de que requieren utilizar esos amino4cidos para
formar enzimas y otras proteinas funcionales.
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ESTA TESIS MO DEBE
SAUR DE LA GidLIOTECK

Para realizar la determinacién de la enzima Glutatién reductasa (GR) de manera correcta
se hizo una curva de la relacién entre la velocidad de la reaccién y la cantidad de
NADPH+H" (grifica 4). Esto se realizé para determinar si en el intervalo de
concentraciones de NADPH+H" utilizadas se comportaba como reactivo limitante, y que
la concentracién de GSSG no determinara la velocidad de la reacci6n. Se encontré que la
velocidad de la reaccién depende, de manera proporcionalmente directa, de la
concentracién aitadida de NADPH+H™ a la celda de ensayo. Por otro lado, se comprobé
que no existian factores tisulares que afectaran la evolucién de la reaccién. Al obtener
estos resultados se decidié comenzar con el andlisis de actividad de la GR en tejido
hepético.

Cuando se determiné la actividad de la GR, la cual cataliza la reaccién de conversion del
GS5G a GSH utilizando NADPH+H"™ como reductor, se encontré que la actividad de
€sta disminuye en aquellas ratas DHP respecto al control (DNP) (grifica 15).
Estadisticamente la actividad en DNP es 1.2 veces mayor que la de DHP con un 95% de
confianza. Este resultado podria inferir que si existe una menor actividad de la GR en
DHP existe menos necesidad de regenerar GSH a parir del GSSG:; por lo que sugiere que
en las ratas DHP el estrés oxidativo es menor que en las DNP.

Estos resultados son consistentes con el hecho de que existe un menor estrés oxidativo en
ratas DHP respecto a controles; las evidencias son la alta proporcién de GSH/GSSG y la
baja actividad de la GR.

Durante el estudio de recuperacién se encontrd que la actividad en ambos casos (RecDHP
¥ RecDNP) disminuy6 respecto al mismo grupo 15 dias antes. Este resultado se puede
deber a la ingesta de dieta proteica durante el estudio de recuperacién. Estadisticamente
no existe diferencia entre el nivel de actividad de GR en RecDHP que en RecDNP; por lo
que se entiende que ambos grupos se recuperaron de igual manera.

El resultado de que en las ratas DHP la actividad de la GR (enzima de fase II) es menor
que en las ratas DNP es interesante debido a que se ha encontrado que lo mismo sucede
con enzimas de fase I como el citocromo P450. Una dieta baja en proteinas disminuye los
niveles hepéticos de citocromo P450 (70). Asimismo, en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas se llevé a cabo la determinacién de la actividad de citocromo P450 en
higado, rifién y pulmén de las mismas ratas utilizadas en este estudio: encontrando que la
actividad en las DHP es menor que en las DNP (71).

Todos estos resultados nos indican que las ratas DHP estin bajo menor estrés oxidativo
que las DNP.

Por iltimo, se realizé el estudio control para determinar si existe una oxidacién
espontdnea durante la minupulacién de las muestras del GSH y para verificar si el método
es capaz de determinar todo el GSH afiadido.

En el caso de la determinacién del GSH afiadido encontramos que en el caso del higado
la recuperacién fue del 80.9 % (es decir, hubo un 19.1% de glutatién total no

e Fa



determinado) y en el caso del rifién la recuperacién fue del 60.0% (Tabla 4). Para calcular
el % de recuperaci6n se tomé en cuenta el glutatién total=GSH y GSSG (se consider6
que el GSSG contiene dos equivalentes de glutatién). Estos resultados confirman lo que
muchos autores han comentado sobre ¢l método de determinacién fluorométrica con OPT
del GSH y GSSG (66, 68).

En el caso del andlisis para determinar si existe una oxidacién espontdnea del GSH
afiadido en las muestras encontramos (Tabla 5) que la oxidacion mayor sucede en el caso
del rifién, donde el 29.66 % del GSH fue oxidado espontaneamente por la manipulacién
de la muestra; mientras que en el higado la oxidacién fue solamente del 6.34%. Esto
quizds haya sucedido por lo reportado por Scaduto, R. (1988) (66) que encontré que el
GSH tiene una tendencia a oxidarse espontaneamente entre mayor sea la dilucién de la
solucién. Sabemos que el rifién tiene menor GSH que el higade, por lo que estd mas
diluido que el GSH hepitico: por lo que la oxidacién tan alta en el tejido renal podria ser
ocasionado por esta dilucién. Esta es una de las razones por las cuales se decidié no
analizar los resultados obtenidos para tejido pulmonar.
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Capitulo 8.

Conclusién.

En nuestro estudio se encontré que las ratas DHP, dieta hipoproteica al 6%, tuvieron un
menor estrés oxidativo que las ratas controles. Esto se fundamenta en los resultados de la
relacién GSH/GSSG: en la baja actividad de la GR y en los resultados del Dr. Javier
Espinoza de las enzimas de fase I (citocromo P450) con baja actividad para el mismo
grupo de animales (71).

Del estudio realizado se concluye que a pesar de que el método por cromatografia liquida
de alta reolucién (HPLC) es un mejor método para la determinacién de GSH y GSSG: el
método fluorométrico utilizado es bueno en el caso de utilizar muchas muestras y poder
tener una menor confiabilidad en datos. El método fluorométrico es bueno para entender
tendencias (cualitativo) mds que para dar valores de concentracién confiables
(cuantitativo).

Finalmente concluimos que una dieta baja en proteinas; sin legar a la desnutricién
disminuye el estrés oxidativo. O bien, que unz dieta rica en protefnas incrementa la
generacién de sustancias reactivas que provocan un aumento en el estrés oxidativo
tisular. Este ferémeno mostré tener mayor efecto en el higado que en el rifgn.
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Capitulo 10.

Anexos.

Anexo 1: Tratamiento de ratas.

1. Peso inicial y peso total de 6rganos antes de recuperacién

Consumeo de alimento

Evolucién de pesos individuales

Evolucién de pesos promedio por cajas y porcentaje de aumento de pesos prornedio
Evolucién de pesos promedio por tratamiento y peso de alimento administrado
Evolucién de pesos individuales y promedio durante recuperacién

Peso total de 6rganos después de la recuperacién

e - I N

Composicién de las dietas administradas
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Anexo 1

1.

No de Rata Peso inicialig) Caja__ Dieta No de Rata Peso inicial{g) Caja Dieta
1 51.0 BH 21 53.0 DN
2 54.4 23 52.5
3 55.0 24 52.0
4 53.0 25 56.0)] 5
5 490 1 26 56.5
6 43.7 27 48.0
7 57.1 28 50.5
8 54.0 29 51.0
9 51.0 30 48.0] 6
10 533 2 n 46.5 Hartand
11 46.0 32 42.5
12 48.1 33 47.0
13 455 34 46.5
14 43.0 35 48.0
15 425{ 3 22 55.0f 7
16 50.0
17 447
18 47.5
19 50.0

20 4401 4

No. Tipo de Peso total de érgano (g)

rata dieta higado pulmén rifién
1 12.5 1.9 16
3 10.1 1.3 1.3
5 9.3 1.7 10
6 9.0 1.4 1.0
8 14.0 07 09
10 8.1 2.0 1.0
13 10.5 1.0 1.3
14 11.2 09 04
15 8.7 21 12
17 10.6 11 16
18 8.6 0.7 09
19 CH 11.8 08 04
24 116 0.8 1.0
25 104 1.9 25
26 10.7 1.0 286
27 1.0 21 1.3
30 DN 9.1 1.7 23
N 10.4 20 15
35 10.2 1.1 16
22 Harland 11.5 1.8 22




No. No. Consumo de alimento (g)
ratas caja | dia:
3 3a5 Sa7 7810 10a13 13a14 14a17 17a19 19a24 24a26 26420 26231 31a33
5 1| 848 729 875 1600 1570 480 139.0 84.0 2525 981 1014 1772 1310
5 2 725 734 900 1548 181.0 559 1450 1068 2890 1166 1166 1883 1372
5 3| 800 670 775 1405 1490 510 1480 873 1930 81.5 942 1663 1222
5 4] 800 788 89.0 1516 1475 447 1365 955 226.0 932 1024 1689 1185
4 5| 576 624 73.0 1425 1900 157.4 1171 3208 1686 1668 2900 1848
5 6] 770 815 816 1584 2089 511 211.0 1620 4477 2046 2192 3600 2267
6" 7] 131.0 t06.0 109.0 203.0 2433 355 187.0 152.0 4573 1972 1951 327.8 199.0
Intervalo: 3 2 2 3 3 1 3 2 5 2 2 3 2
" en el dia 31 la rata No. 32 murid
No. No. Consumo de alimento (g} recuperacién
33a39 38a42 42a45| caja ratas | dia:
398.8 3424 256.0 0a2 2a4 4a8 B8atd 1Wal12 12a15
385.0 367.8 2545 1 4] 1450 1518 3509 2115 2255 3620
3366 3015 1976 2 4] 137.0 1464 309.8 1653 173.2 302.0
360.8 2975 2194 3 4] 2046 2042 3475 1695 1755 3127
479.3 4240 2604 4 2 91.0 9872 1450 74.2 78.2 1332
581.2 4975 314.0{ Intervalo: 2 2 4 2 2 3
5146 3354 3123
5 4 3
[ — ]
No. No. Consumo de alimento promedio (g)/dia‘rata
ratas caja | dia:
3|5[7|1o|13]14l17|19[24lzslza|31|33
DHP 1 564 729 875 1067 10.47 9.6 9.267 84 101 981 1014 1181 13.1
2 4833 7.34 8 1032 1073 11.18 9667 1068 11,56 11.66 11.66 1255 13.72
3 5333 67 7.5 9.367 9933 102 9867 873 772 8.15 042 11.09 12.22
4 5333 788 89 10.11 9.833 8.94 91 955 9.04 932 1024 11.26 11.85
DNP 5 48 7.8 9.125 11.88 1583 13.12 14.64 16.04 21.08 2085 2417 23.1
6 5133 815 816 10.56 13.93 10.22 1407 162 17.91 20.46 21.92 24 2267
Har 7 7.278 B.833 9.083 11.28 1352 5917 10.94 1267 1524 16.43 16.26 1821 19.9
[Rec
| 38 | a2 | 45 ar 49 53 56 57 60
1585 1712 17.07 1813 18.98 2193 2644 2819 30.17
154 1839 1697 17.13 18.3 19.36 20.66 2165 25.17
13.46 15.08 13.17
14.43 1488 1463
23.97 265 21.7 2558 2553 21.72 21.19 21.94 26.06
23.25 2488 20.93
20.58 16.77 20.82 2275 243 18.13 1855 1955 2292




No. No. Peso de rata (g)
caja ratafDia:] 0 3 65 7 10 13 14 17 19 24 26 28 31 33 38 42 45
1 51.0 511 552 621 73.3 B65 89.2 98.0 103.2 113.8 121.1 1290 145.2 156.8 189.5 208.2 222.0
2 544 566 59.2 628 754 840 835 871 87.4 862 89.0 91.5100.0107.0 136.0 164.6 176.1
3 55.0 600 652 70.3 850 938 963 101.1 1036 111.0 114.8 1226 131.0 141.0 168.0 193.6 210.0
4 53.0 54.5 561 58.3 66.8 73.1 740 78.8 827 900 943 983 1064 1153 138.3 161.6 180.0
1 5 49.0 50.0 537 59.0 685 757 752 805 811 876 925 9551063 1118 134.4 155.4 166.4
6 437 45.4 492 515 575 650 654 693 740 872 894 91.8 95.3 100.0 116.7 138.0 1561
7 571 60.8 640 71.1 83.4 925 97.2 101.6 107.0 121.5 126.0 134.0 140.0 1485 172.0 197.4 208.1
8 540 548 580 642 748 831 87.1 934 995 117.4 1225 1308 142.5 153.8 183.8 207.1 219.0
9 51.0 51.0 535 580 664 768 B30 91.0 98.0 1164 122.2 130.0 140.2 149.7 173.0 202.0 2131
2 10 53.3 545 60.4 67.0 77.4 850 887 91.4 950 1058 108.4 114.8 125.7 137.0 157.8 184.1 1870
1" 460 47.0 490 535 618 681 698 768 79.0 83.1 836 872 923 9951136 127.8 136.1
12 481 520 580 62.8 756 B7.4 91.8 980 967 1102 111.6 1185 130.0 138.2 165.0 175.4 1974
13 455 48.0 518 554 61.4 69.3 71.1 824 865 97.3 99.8 104.0 11451220 144.4 162.4 173.0
14 430 450 485 541 630 700 730 79.2 835 920 950 1004 1050 112.5 128.0 151.0 159.1
3 15 425 469 482 510 565 588 611 67.3 727 836 803 881 1006 108.0 127.8 147.7 156.6
16 600 51.5 567 62.1 712 787 81.0 91.4 94.1 1059 109.3 116.4 124.0 131 01513 172.6 188.0
17 447 495 545 61.0 732 812 815 875 90.0 955 100.7 107.0 114.8 124.1 153.5 172.8 189.4
18 47.5 500 567 61.0 688 77.4 870 B840 895 97.1 9831035 1146 122.5 1455 1655 173.0
19 500 515 591 662 77.0 858 77.0 93.4 985 110.0 113.2 121.0 130.6 138.7 165.3 178.2 189.4
4 20 440 445 500 546 637 71.2 731 786 824 93.1 940 99.1 110.1 1158 1354 146.4 162.0
21 53.0 585 660 72,5 B8.5 98.0 100.0 111.4 119.8 152.0 166.0 174.0 194.3 205.0 219.8 243.5 2534
23 525 563 640 71.0 B65 940 99.0 100.5 109.0 140.0 149.6 157.6 178.2 190.0 216.4 243.6 250.5
24 520 56.0 61.4 70.2 850 985 106.0 119.5 139.0 167.3 181.0 1921 2121 224.5 244.1 268.0 273.1
5 25 56.0 56.0 63.0 680 810 960 992 1145 1257 153.5 161.2 1721 193.2 204.8 221.0 242.0 262.3
26 565 585 625 680 B80.0 930 98.8 110.0 120.5 145.2 159.0 173.5 190.5 202.0 223.0 250.5 263.5
27 49.0 53.5 605 66.5 805 97.5 104.5 120.0 138.5 1652 179.7 193.5 211.1 219.2 236.6 244.0 258.4
28 50.5 530 59.5 64.5 79.1 935 99.8 116.5 130.0 168.8 178.8 192.4 211.0 220.8 240.0 266.8 274.6
29 51.0 54.0 661 71.4 B83.4 98,0 1050 122.0 132.4 168.0 177.7 189.4 210.6 217.0 237.6 249.8 258.6
] 30 48.0 55.0 630 67.5 783 895 950 1020 111.5 134.4 142.0 152.0 169.2 178.7 203.7 214.4 230.0
A 46.5 56.5 66.0 745 90.0 108.0 101.0 114.2 1235 154.0 167.8 181.5 202.6 207.5 234.4 253.0 276.2
32 42.5 498 57.7 62.5 B80.0 100.0 98.3 104.0 105.2 129.2 1358 128.3128.8 ... ... ... .-
33 470 540 645 71.0 863 94,0 1054 113.0 125.7 152.0 167.8 177.6 184.4 210.0 232.0 250.0 264.4
34 465 56.5 68.4 77.4 94.0 104.0 1055 107.5 121.0 146.3 158.0 169.0 187.2 197.7 2215 2435 264.6
35 4B.0 58.1 69.6 78.4 94.4 106.7 103.3 113.3 120.0 1452 151.7 165.7 179.4 192.0 210.5 239.0 260.0
7 22 550 63.6 73.0 81.0 97.6 115.4 122.2 139.1 155.1 183.6 2005 212.3 230.5 246.1 267.1 285.0 302.0
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4,
No. No. Peso promedio de ratas (g)
ratas cajal| Dia:
0 3 5 7 10 13 14 17 19 24 26 28 31
5 DHPY 5248 5444 57.88 62.50 73.80 8262 83.64 89.10 9160 37.72 102.34 107.38 117.78
5§ DHPZ 51.82 5330 57.20 62.356 71.00 80.48 8428 8934 9470 109.66 11370 12028 128.74
§ DHPJ 4502 47.78 51.10 55.36 6366 70.72 7336 B0.74 B36B 9324 9406 9964 108.48
5 DHP4 47.24 4940 55.40 60.98 70.78 78.86 79.92 86.98 9090 100.32 103.10 109.40 11882
4 DNP1 53.38 56.70 6360 70.43 8525 96.63 101.05 111.48 12338 153.20 164.45 173.95 19445
5 DNPJ 51,00 54.80 62.32 67.58 8026 9430 100.62 114.10 12658 156.32 167.44 180.16 108.48
6" Har | 47.58 5642 66.53 74.13 90.38 104,68 10595 115.18 12508 151.72 163.60 172.40 187.33
33 38 42 45
“ en ol dfa 31 ta rata No. 32 murid 126.38 15324 176.68 190.90
137.80 160.66 18592 198.66
116.04 13576 152.96 164.44
126.42 150,20 167.10 180.36
206.08 22533 24928 25983
207.54 228.18 24510 257.02
210.70 23310 254.10 273.44
______ e
No. No. Porcentaje de aumento de pesc promedio de ratas {%)
ratas caja] Dia:
3 5 7 10 13 14 17 18 24 26 28 31 33
5 1 A73 632 799 1808 1195 123 6.53 2.81 6.68 4.73 4.92 9,69 7.30
5 2 [ 288 7.32 902 1530 1193 472 6.00 6.00 1580 368 5.79 7.03 7.04
5 3 | 613 695 8.34 1499 1109 373 1006 364 1142 088 593 8.87 6.97
5 4 457 1215 10.07 16.07 1142 1.34 8.83 4.51 1036 2.77 6.1 8.61 6.40
4 5 | 623 1217 1073 21.05 1334 458 1032 1068 2417 734 578 1178 5.98
5 6 745 1372 8.44 1876 1749 6.70 1340 1094 2350 7.1 760 1017 456
[ 7 11856 1793 11.42 2192 1582 1.2% 8.71 B59 2129 7.83 5.38 8.66 12.47
38 42 45
2125 1530 B.O05
1659 1572 6.85
1699 1260 7.58
1881 1125 7564
9.34 1063 4.23
9.95 7.42 4,86
1063  9.01 7.61
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5.

Cajas| No. | Tipo Peso promedic de ratas (g}
ratas| dieta | Dia:
0 3 5 7 10 13 14 17 19 24 26 28 31

1.234] 20 DH 14914 51.23 5540 60.3¢ 7004 78.17 8030 8654 80.22 100.24 10330 109.18 118.46
56 9 DN |52.19 5575 6296 69.00 8276 9546 10084 11279 124.898 15476 165.95 17706 196,47
7 6" |Harand|47.58 56.42 6653 74.13 50.38 104.68 105.85 115.18 125.08 151.72 163.60 17240 187.33

* en el dia 31 la rata No. 32 muri¢
33 38 42 45
126.66 149.97 170.64 1B3.59
205.81 226,75 247.19 258.42
175,65 194.25 211,75 22787

}
No. No. Peso de alimento (g)
caja ratag| dia0 3 5 7 10 13 14 17 19 24 26 28 31 33
400.0 500.0 500.0 500.0 1000 500.0 500.0 5000 1000.0
1 5| 4000 3154 2425 4125 2525 3430 2050 3618 277.0 7475 4018 3005 3228 369.0
2 5| 4000 3275 2541 4100 2552 339.0 2831 3550 2482 7110 3834 D668 3117 362.8
3 S| 4000 3200 253.0 4225 2820 351.0 3000 352.0 2647 8070 4185 3243 3337 arr.s
4 5) 4000 3200 241.2 4110 2504 3525 3078 3635 269.0 7740 4068 3044 3314 3815
5 4] 4000 3424 2800 4270 2845 J10.0 300.0 3426 2255 6402 3314 1646 2100 315.2
6 51 4000 3230 241.5 4184 2600 2911 2400 2890 127.0 5523 2054 762 140.2 2733
7 67 4000 2690 163.0 391.0 188.0 2567 2212 3030 1510 5421 3028 1077 1722 301.0
38 42 45
500.0 500.0 500.0
. 4012 1576 2440
No. No. |Peso alimento (g} en recuperacion Dieta 4150 1322 2455
caja ratas{ dia0 2 4 8 10 12 15 |inicio rec. 4834 1985 3024
500.0 500.0 500.0 500.0 4392 2025 2806
1 4] 5000 355.0 2032 149.1 2885 630 138.0] DH DN 5207 760 2396
2 4] 5000 363.0 2166 1902 3347 1615 198.0 4188 250 1800
3 4| 5000 2851 908 1525 330.5 1550 187.3] DN 4854 1646 1875
4 2] 5000 409.0 3138 3550 4258 3476 3668 Har. | Har,
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6.
No.  Ne, Paso de rata en rocuperacién (g) Dleta Dleta
caja rata Dfa: 2 4 :] 10 12 15 { original recuperacién
2 193.5 214.2 231.8 238.3 248.8 2658
4 196.3 2224 239.0 251.9 267.2 290.0
7 220.7 2373 257.0 265.7 278.0 303.7
1 9 228.3 248.5 256.0 266.1 278.8 300.0
1 1515 170.0 187.0 196.9 2105 218.0
12 2118 233.4 2457 257.0 268.4 278.4
16 198.9 216.7 226.6 2348 248.6 254.2
2 20 1775 1971 210.0 211.2 2i4.0 2305 DH
21 260.4 272.0 280.0 282.9 237.0 288.0
23 264.2 280.0 284.4 286.5 290.3 293.2
28 286.3 300.0 302.5 305.9 313.1 329.3
3 29 213.9 272.0 284.4 286.8 292.8 303.6 DN DN
33 272.4 285.0 286.0 289.6 295.2 307.7
4 4 2701 277.8 282.0 285.4 290.4 298.7| Harand Harland
L
No., No. Paso de rats an recuperacién (9}
ratas  caja Dia:
2 4 8 10 12 15

B RecDHP  197.275 21745 231.6375 240.3625 251.5375 267.575
4 RecDNP 256.2 281 287825 290.525 2958 303.525
2 RecHar 271,28 2814 284 287.5 292.8 303.2
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7.
No. No.| Peso total de érgano (g) Dieta Dieta
caja rata] higado pulmén  rifén | original recuperacion
2 13.3 2.1 2.2
4 14.4 1.9 2.4
7 17.6 1.5 2.5
1 9 14.5 0.8 22
1 10.1 2.2 1.8
12 13.3 2.2 1.3
16 12.2 2.0 25
2 | 20%... DH
21 124 1.1 2.0
23 12.3 1.6 2.4
28 14.8 2.0 2.4
3 29 13.7 1.7 28 DN DN
33 13.1 1.5 1.2
4 34 13.0 1.8 2.0] Harland Harland

* La rata 20 desarrolié tumor de rifién




Anexo |

8. Composicién de las dietas administradas

t. La dieta Har fue ta ndmero: TD 90017 comprada de los Laboratorios Harland.
2. Las dietas DHP y DNP fueron producidas por el Laboratorio Abene, S. A. de C.V.
bajo la clave 71000 (Tel.: 91-5-378-0130).

* Andlisis de laboratorio por el método A.0.A.C. Quimico Proximal del alimento
DHP y DNP en el Laboratorio de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM:

{muestras 403 y 404 del 14 de mayo de 1997)

DNP DHP unidades
Materia seca 93 .65 97 42 %
Humedad 6.35 2.58 %
%P.C. (nitrégeno) | 25.84 12.78 %
Extracto etéreo 6.72 6.63 %
Cenizas 9.08 3.89 %o
Fibra cruda 3.60 5.09 %
Extracto libre de 48 41 69.03 %
nitrégeno
T.N.D. % 78.35 87.68 %
Energia D, 3454.34 3865.80 cal/g
Energia M, 2832.26 3169.62 cal/g
Energia bruta 5.033 4.976 Kcal/g

* Reporte de la dieta DNP elaborada por Laboratorios Abene:

No menos de, proteina cruda 23%
No menos de, grasa cruda 4.5%
No mds de, fibra cruda 6.0%
No mis de, humedad 12.0%
No mds de, cenizas 8.0%
No mas de, minerales afiadidos 2.5%
E.L.N. 46.50%
Proteinas 23.00%

Arg 1.44%

Lys 1.40%

Met 0.43%




Tre 0.90%

Trp 0.28%
Val 1.19%
Grasa 4.5%
Fibra cruda 5.5%

Total Nutrientes Digeribles  77.00%
Extracto libre de nitrégenc  46.50%

Cenizas 8.00%

Ca 0.95%

P 0.67%

K 1.10%

Mg 0.20%

Na 0.40%

Cl 0.48%

Zn 73.30ppm
Co 0.40ppm

1 0.80ppm
Cr 1.40ppm
Carotenos 4.50ppm
Tiamina 15.10ppm
Riboflavina 5.50ppm
Niacina 60.00ppm
Ac, Pantoténico 15.00ppm
Biotina 0.10ppm
Vit. B12 19.80mcg
Vit. A 22.00U.L/gr
Vit. D3 4.50 U.L/gr
Vit. E 49.00 U.L/gr
Vit. K 0.50ppm

Energia bruta: 5.033 Kcal/g



Anexo 2: Determinaciones experimentales.

1.

2

el

© N o W

Resultados de la determinacidn de proteinas

- Curvas patrén utilizadas para determinacién de proteinas, GSH y GSSG

Resultados de la determinacién de GSH

Resultados de la determinacién de GSSG

Valores individuales y promedio de la razén GSH/GSSG

Valores de Glutatién total

Andilisis de la relacién entre la cantidad de NADPH vy la velocidad de reaccién (GR)
Resultados de la determinacién de actividad de la GR

Resultados del estudio de control

86
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Muestra Abs ug Prot ug Protul
) promadio ul homog homog prom
DNP Rec DNP
Higado Higado
24 0.2330 56.47
25 0.1650 30.71
26 0.1765 40,75
27 0.1410 31.85
30 0.1665 40.36 40.03| {RiRdn
1Adn
24 0.2475 24.57
25 0.1880 16.79
26 0.2600 2621
27 0.3155 33.46  JRec Har
30 0.1930 17.45 23.70{ - |Higado
Harland Q
Higado
22 0.5230 61.37 Rifdn
3 0.4790 5483 ]
35 0.4105 45 88 54.03
Rifén Rec DHP
22 0.2790 28.69 Higado
3 0.2540 2543 :
35 0.2390 23.47 2586
DHP
Higado
1 0.4410 77.86
3 0.3415 59.14
5 0.2630 4437
6 0.4015 7043 |
8 0.3000 5133 ' Rifon
10 0.3005 5143 '
13 0.3360 58 11
14 0.3035 51.99
15 0.3630 63.19
17 0.3440 5361
18 0.2575 4333
19 0.3035 51.99 56.90
Rifdén .
1 0.3005 34.28
3 0.1365 13.71
5 0.2340 2594
6 0.2935 3340
a 0.2960 33.72
10 0.2180 2393
13 03115 35.66
14 0.2640 29.70
15 0.3550 41.12
17 0.1755 18.60
18 0.2835 32.15
19 0.2450 27.32 291 Sl

21
23
28
29

21
23
28
29

33
34

Abs ug Prot/ ug Protul
promedio uL homog hom prom
0.5405 61.99
0.5285 60.35
0.2440 21.60
0.4480 4939 48.33
0.1875 13.90
0.2680 24 .87
0.2965 28.75
0.1080 30.75 24.57
0.4820 54.02
0.3485 35.83 44.93
0.1380 7.16
0.2275 19.35 13.26
0.5405 61.99
0.4955 55.86
0.4755 5313
0.2785 26.30
0.4860 54.56
0.3195 3188
0.2795 26.43
0.6190 72.68 47.85
0.2770 26.10
0.3035 29.71
0.2795 2643
0.2325 20.03
0.1920 14.52
0.1510 8.93
0.1335 6.55
01715 11.72 18.00
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Curva patron para Proteinas

ug BSA  Promedio|Abst Abs2
0 0 0 0
1.25 0.105 0.105 0.105
25 0.2116 0.230 0.220
5 0.3243 0.357 0.386
7.5 0.4153 0.402 0.411
10 0.577 0.634 0.550
12.5 0.7 0.700 0.700

L

Curva patrén para GSH

ug GSH Fluorom1 Fluorom?2
10 931 926
7.5 694 687
5 480 487
25 237 241
1.25 121 114
|
Curva patrén para GSSG
ng GSSG Fluorom1 Fluorem1
100 9 9
50 4 5
25 1 2
0 0 0



Muastra

ONP
Higado

Rifdn

Harland
Higado

Ririen

DHP
Higado

Riridn

Rec DNP

24
25
26
-
30

24
25
26
27
30

22
3
35

22
A
35

[ - - T | B ey

@ d® ;oW

Flucrométricas

4725
383.0
525.0
380.0
246.0

106.5
95.5
124.0
102.5
175

575.0
560.0
522.5

*15.0
36.5
143.5

788.5
7235
833.5
786.0
820.5
698.5
8910.5
809.0
804.0
747.0
770.0
788.5

173.5

73.5
113.0
148.0
143.5
122.0
148.5
123.5
157.5

935
158.0
163.5

ug GSH
{sin diiuir)

5.0403
4.0676
5.6108
4.0350
2.5787

1.0627
0.9432
1.2529
1.0183
0.0855

6.1542
5.9912
5.5836

1.1551
0.8454
1.4648

8.5830
7.7680
8.9634
8.4472
8.8222
7.4863
9.8002
8.6971
8.68428
8.0234
8.2733
8.4853

1.781Q
0.7041
1.1333
1.5137
1.4648
1.2312
1.5192
1.2475
1.6170
0.9214
1.6224
1.6821

ug GSH/
ut homog

015121
0.12203
0.16832
0.12105
0.07738

0.03188
0.02830
003759
0.03058
0.00287

0.18463
017974
0.16751

0.03465
0.02538
0.04394

0.28610
0.25893
0.26890
0.25342
0.26466
0.22489
0.29401
0.26091
0.25928
0.24070
0.24820
0.25456

0.05373
Q2112
0.03400
0.04541
0.04354
0.03694
0.04558
0.03743
0.04851
0.02764
0.04867
0.05046

Anexo 2

ug Prot/
ul homag mg Prot

56.47
30.71
40.75
31.85
40.36

24.57
16.79
26.21
33.46
17.45

61.37
54.83
45.88

28.69
2543
23.47

77.86
59.14
44,37
70.43
51.33
51,43
58.11
51.99
63,19
59.61
43.33
51.89

34.28
13.71
25.94
33.40
372
23.93
35.66
20.70
4112
18.60
3215
27.32

2678
3.974
4,131
3.801
1.917

1.298
1.685
1.434
0.914
0.164

3.008
3.278
3.651

1.208
0.997
1.a72

3.675
4.378
6.060
3.598
5.156
4.373
5.059
5.019
4103
4.038
5.728
4.896

1.567
1.541
1.311
1.360
1.303
1.543
1.278
1.26¢
1.180
1.486
1.514
1.847

ug GSH/ ug GSH/

mg Prot
promadio

1.099

3.312

1.359

4674

1.433



Higado

Rifidn

Rec Har

Higado

Rifién

Rec DHP
Higado

Rifdn

21

28
29

21
23
28
29

e

£8

~ BN

480.0
486.5
267.5
486.0

112.0
121.0
162.0

78.5

493.0
391.0

102.0
124.0

653.0
633.0
611.0
292.0
588.0
442.0
3320
5495

145.5
139.5
162.5
134.5

65.0
157.5
101.5

83.0

51217
5.1924
2.8124
5.1869

1.1225
1.2203
1.6659
0.7584

5.2630
4.1545

1.0138
1.2529

7.0019
6.7845
6.5454
3.0787
62954
4 7088
35133
5.8771

1.4866
1.4213
1.6713
1.3670
0.6117
1.6170
1.0085
0.8073

0.15365
0.15577
0.08437
0.15561

0.03368
0.03661
0.04998
0.02275

0.15789
0.124264

0.03041
0.03759

0.21006
0.20354
0.19636
0.09236
0.18886
0.14126
0.10540
01760

0.04460
0.04254
0.05014
0.04101
0.01835
0.04851
0.03025
0.02422

Anexo 2

3

6199
60.35
21.60
43.39

13.90
24.87
28.75
30.75

54.02
35.83

7.16
18.35

6109
55.86
53.13
26.3C
54.56
3t 88
26.43
72.68

26.10
29.71
26.43
2003
14.52

8.53

£.55
11.72

2.479
2.581
3.906
3.151

2.423
1.472
1.738
0.740

2.923
3.479

4.248
1.942

3.388
3.644
3.696
3512
3.462
4.431
3.988
2,426

1.709
1.435
1.897
2.047
1.264
5432
4.619
2.067

3.028

1.583

3.201

3.095

3.568

2.559
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4,
Muestra Unidadas ng GSSG  ug GSSG/ ug Prot/ ug GSSG/ ug GSsG/
Fluoromdtricas  (sin dilulr) ub homeg ulL homog mg Prot mg Prot
DNP promedio
«igado
24 132.5 1431 34082 0.21470 56.47 380
25 110.5  1183.6913 0.17905 30.71 5.83
26 167.5 1809 4415 0.27142 40.75 6.66
27 1225 13233229 0.19850 31.85 623
30 1040 1123470 0.16852 40.36 4.18
Rifgn
24 76.0 821.0003 0.12315 24.57 5.0
25 71.5  772.3885 0.11586 16.79 6.90
26 93.5 1010 0465 015151 262" 5.78
27 105.0 11342768 0.170'4 33.46 5.08
30 53.0 5725397 0.08588 17.45 4.92
Harland
Higado
22 147.0 1587 9875 0.23820 61.37 3.88
3 98.5 1084 C5°5 0.15861 54.83 2.9
a5 130.5 1409 742D 0.21148 45.88 461
Rifidn
22 B1.5  880.4143 0.13206 28.69 4.60
31 79.0  853.4082 0.12801 25.43 5.03
35 755 8155390 0.12234 23.47 5.21
DHP
Higado
1 79.0 853.4082 0.14223 77 86 1.83
3 79.0  853.4080 0.14223 59.14 2.41
5 160.5 1733.8231 0.268007 44 37 586
6 148.5 1604 1914 0.24063 70.43 <42
8 151.5 1636.5993 0.24549 51.33 478
10 145.5  1571.7835 0.23577 51.43 4.58
13 151.5 1636.5993 0.24549 58,11 4.22
14 137.5  1485.3624 0.22280 51.99 429
15 130.0 1404 3427 0.21065 63.1% ok k)
17 127.0 1371 9348 0.20579 59.61 3.45
18 1540 1663.6059 0.24954 43.33 §.76
19 149.0 1609.5927 0.24144 51.99 4.64
Rifdén
1 52.0  561.7371 0.08426 34.28 246
3 41.0 4429081 0.06644 13.71 485
5 575 B21.1516 0.09317 25.94 3.59
-1 61.5  664.3621 0.09965 33.40 2.98
8 67.0  723.7766 0.10857 33.72 .22
10 59.0  637.3555 0.09560 23.93 4.00
13 46.5 5023226 0.07535 35.66 21
14 41,0  442.9081 0.06644 29.70 2.24
15 71.0  766.9871 0.11505 41,12 2.80
17 37.5  405.0988 0.06076 18.60 3.27
18 87.0  939.8293 0.14097 32.15 4,38
19 83.0 896.6188 0.13449 27.32 4.92

Rec DNP

5.34

5.54

3.80

495

4.05

3.40



Higado

Ringn

Rec Har

Higade

RiAdn

Rac GHP
Higado

Rifdn

21
23
28
29

21
23
28
29

33

8

~ & M

= 0 N &

16
20

112.0
113.5

62.0
114.0

81.0
101.5
100.0

48.5

101.5
83.0

72.0
76.5

129.5
135.0
1320
285
128.0
65.5
79.0
152.0

87.0
65.0
79.5
59.5
286.5
81.0
720
375

1209.8952
1226.0992

669.7634
1231.5005

875.0135
1096.4675
1080.2636

523.9278

1096.4675
896.6188

777.76898
826.4016

13989413
1458 3558
1427 3479
307 3751
1382.7374
707.5726
853.4082
1642 0006

939.8293
7021713
B58.8095
642.7568
286.2698
875.0135
777.7888
405.0988

0.18148
0.18381
0.10046
018473

0.13125
0.16447
0.16204
0.07859

3.16447
0.13449

0.11667
0.12396

0.20984
0.21875
0.21389
0.04618
0.20741
0.10614
0.12801
0.24630

0.14097
0.10533
0.12882
0.09641
0.04204
0.13125
0.11667
0.06076
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61,99
60.35
21.60
49.39

13.90
24.87
28.75
30.75

54.02
35.83

7.186
‘%35

61.89
55.86
53.13
26.30
54.56
3t.88
2643
72.68

26.10
28.71
26.43
20.03
14.52

893

6.55
11.72

293
3.05
4.65
3.74

9.44
6.61
5.64
2.56

3.04
3.75

16.29
6.41

3.39
392
4.03
1.76
3.80
3.33
4.84
3.39

5.40
355
4.87
4.81
286
14.70
17.91
5.18

3.59

606

3.40

11.35

3.56

7.4



Muestra

DNP
Higado

Harland
Higado

Rindn

DHP
H.gago

Rifidn

24
25
26
27
30

24
25
26
27
30

22
31
35

22
3t
35

=T £ I A B

Anexo 2

ug GSH/ ug GSSG/ GSH/ prom GSH 5D

mg Prot

2.68
3.97
4.13
3.80
1.92

1.30
1.69
1.43
0.91
0.16

3.0t
3.28
3.65

1.21
1.00
1.87

3.67
4.38
6.06
3.60
5.16
4,37
5.06
5.02
410
4.04
5.73
4,90

1.57
1.54
1.3
1.36
1.30
1.54
1.28
1.26
1.18
1.49
1.61
1.85

mg Prot

3.8¢
5.83
6.66
6.23
4.18

5.0t
690
5.78
5.08
4.92

3.88
2.91
4.61

4.60
5.03
5.21

1.83
2.4
5.86
3.42
4.78
458
4.22
4.29
3.33
3.45
5.76
4,64

2.46
4.85
3.59
2.88
3.22
4.00
2.1
2.24
2.80
.27
4.38
4,592

GSSG /GSSG

0.70
0.68
0.62
0.61
0.48

0.26
0.24
0.25
0.18
0.03

0.78
113
0.79

026
0.20
0.36

2.01
1.82
1.03
1.05
1.08
0.95
1.20
1.17
1.23
117
0.99
1.05

0.64
0.32
0.36
0.46
0.40
0.39
0.60
0.56
0.42
0.45
0.35
038

gB1 010

0.19 0.09

0.90 0.20

0.27 0.08

1.23 033

0.44 0.10]

5.

,_

Rec DNP
Higado

Rindn

Rec Har
Higado

Aifidn

Rec DHP
Higadg

Rifidn

21
23
28
29

21
23

28
29

33

33

~N A N

11
12
16
20

~ BN

[ie]

1
12

20

ug GSH ug GSSG/ GSH/ prom GSH SD

mg Prot

2.48
2.58
3.91
3.15

2.42
1.47
1.74
0.74

2,92
3.48

4,25
1.94

3.39
3.64
3.70
3.51
3.46
4.43
3.99
243

17
1.44
1.90
2.05
1.25
5.43
4.62
2.07

mg Prot

293
3.05
4.65
374

9.44
6.61
S64
2,56

3.04
3.75

16.29
6.41

3.39
3.92
4.03
1.76
3.80
3.33
4.84
3.39

5.40
3.55
4.87
4.81
2.96
14,70
17.81
5.18

GSSG /GSSG

0.85
0.85
0.84
0.84

0.26
0.22
031
G.28

0.96
0.93

0.26
0.30

1.00
093
0.82
2.00
0.91
1.33
0.82
0.72

0.32
0.40
039
C 43
043
0.37
0.26
0.40

0.84 000

027 0.04

094 0.02

028 003

1.08 0.41

037 0.08



Muestra

DNP
Higado

R.fidin

Harland
Higado

Rifidn

DHP
Higado

Rifién

24
25
26
27
30

24
25
26
27
30

22
kil
35

22
N
35

ug GSH/ ug GSSG/ ug glutatlén

mg Prot

2.68
ig7
4.13
3.80
192

1.3¢
1.69
1.43
0.91
Q.16

i
3.28
3.65

1.2t
1.00
1.87

3.67
4.38
6.06
3.60
5.16
4.37
5.08
5.02
4.10
4.04
573
4.90

1.57
1.54
1.31
1.36
1.30
1.54
1.28
1.26
1.18
1.49
1.51
1.85

mg Prot

3.80
583
6.66
6.23
4.18

5.01
6.90
578
5.08
4.92

3.88
29
4.61

4.60
5.03
5.21

183
2.41
5.86
3.42
4.78
4.58
4,22
4.29
3.33
3.45
5.76
4,64

2.46
4.85
3.59
2.98
3.22
4.00
2.1
2.24
2.80
3.27
4,38
4.92

total

10.29180936

15.6344962
17.45163205
16.26520776
10.26767191

11.32198198
15.48613692
12.99507575
11.08370679
10.00730716

10.77108751
9 099999805
12.86903211

10.41399255
11.06505975
12.29755866

7.328145518
9.188407339
17.78338778
10.43125635
14,72130526
13.54120269
13.50861812
13.58956569
10.77048264
10.84250001
17.24626762
14.18420508

6.483404876

11.23234288] .
8.49435968} ¢
7.326935069]
7.742523145/
9.533725634 ¥

6.775441232/*
8.019981356{
10.28369504]
11.69284892}

Anexo 2

Rec DNP
Higado

Rifign

Rec Har

Higado

Rifion

Rec DHP
Higado

Rifdn

21
23
28
29

21
23

28
29

a3

33

~N b

e

12
16
20

~N BN

12
16
20

ug GSH/ ug GSSG/ ug glutation

mg Prot

2.48
2.58
3.9
3.15

242
1.47
1.74
Q.74

292
3.48

4.25
1.94

3.39
3.64
370
3.51
3.46
4.43
3.99
2.43

1.71
1.44
1.90
2.05
1.26
5.43
4.62
2.07

mg Prot

2493
3.0¢
4,65
3.74

9.44
6.61
5.64
2.56

3.04
375

16,29
6.41

3.29
3.82
4.03
1.76
3.80
3.33
4.84
339

5.40
3.55
4.87
4.81
2.96
14.7¢
17.81
S.18

total

8.3339178
867608534
13.2083809
10.6308392

21 3078454
14 6984142
13.0106252
5.85143257

9.01203742
10.9857838

36.8368484
14.7549092

10.1587014
11.4758638
11.7475321
7.02366298
11.0645751
11.0895795
13 6746678
9.20353872

12.5132432
8.62542575
11.6451708

11.674341
7.17857128

34.827934
40.2428602
12.4359943



Anexo 2

ng NADPH m= pendiente
Vel. Reacclén

30 0.0005167

90 0.002

300 0.007

Relacién entre la velocidad de la reaccién y la cantidad
de NADPH

Q
o
=]

B8
|
|
\

cooo

valocidad de la
reaccién {1/min)




Anexo 2
8.

Muestra
[Higado
DNP

Harland

OHP

Rec ONP

Roc Har

Rec DHP

24
25
26
27
30

22
a1
35

L= B 4 B % )

o

13
14
15
17

18

21
23
28
29

¥8

- W~ M

16
20

m

0.00307
0.00363
0.00394
0.00329
0.00331

G 00442
000299
400342

0.00363
0.00429
0.00387
0.00520
G.00396
0.00354
0.00471
0.00374
0.00418
0.00446
0.00379
0.00385

0.00294
0.00290
0.00160
0 00331

000258
0.00227

0.00377
0.00432
0.00351
0.00138
0.00354
0.00238
0.00189
0.00389

Actividad
(uM/min}

0.40422
0.47789
0.51827
04336
0.43579

0.58141
0.35291
0.44987

0.47710
0.56391
0.50867
0.68401
0.52090
0.46565
0.61995
0.49196
0.54984
0.58667
0.49893
0.50683

0.38673
0.38147
0.21007
0.43579

0.33937
0.29860

0.43630
0.56825
0.46131
0.18153
0.46565
0.31307
0.24501
0.51209

mg Prot
fmb homeg

56.47
30.71
40.75
31.85
40.36

6137
54,83
45.88

77.86
59.14
44,37
70.43
51.33
5143
5811
51.99
63.19
59.61
43.33
5199

61.599
60.35
21.60
49.39

54.02
35.83

61.99
55.86
83.13
56.30
54,56
31.88
26,43
72.68

Act {umol
/min/g Prot)

0.007158206
6.015561269

0.01271827
0.013600088
0.010797662

0.00947383
0.007165994
0.009805328

0.006127631
0.009535239
0.011484211

0.C0971192
0.010148068
0.009054119
0.010668565
0.009462615
0.008701385
0.009841815
0.011514726
0.009748519

0.006238571
0.006320918

0.00972547
0.008823519

0.006282385
0.0C3333712

0.008006166
0.010172841
0.008682712
0.003224261
0.008534702
0.00982014%
0.009421345
0.007045778

Prom Act(umol SD
Imin/g Prot)

0011967099 0.003187554

0008815051  0.001437712

0.009664899  0.001408162

0.06777712  0.001768114

0.007308049  0.001450507

0.008113454  0.002217515




Anexo 2

9.
Muestra  Fluorom GSH ug GSH ug GSH uglulL Fluorom GSSG  ng GSSG
uLhomeg GSH resldual
H1 730 7.8387 0.2352 6 64.81581506
Hi+ 1030 11,0989 0.3488 0.1137 8 85.42108675
R2 270 2.8396 0.0852 13 140.434266
A2+ 330 3.4916 0.1063 0.0211 15 167.4408556{
ug GSH/uL h ug G55G*2 Gtotal
0.2352 0.019444745 0.2546
0.3488 0.027160913 0.3760
0.0852 0.04213028 0.1273
0.1063 0.050397378 0.1573
ug GSSG/ Jugiut ug/uL GS uglut GS % do recu-
uk homog GSSG residual  total resldual  afadido peraclén
0.00972
0.01358 0.0035 0.121379168 0.15 B0.91944564;
D.02107
0.02549 0.0044 0.029951701 0.05 59.90340134,
I% de recu-
peracidn
[H 80.91944564
& 50.90340134




Anexo 3: Analisis estadistico.

1

P

Algoritmo utilizado para obtener la t. de la prueba de t-student.

Resultados de las pruebas de t-student para;
*  Valores de la razén GSH/GSSG
¢ Valores de actividad de la GR
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L. Algoritme utilizado para obtener la t. de la prueba de t-student.
La prueba de t-student se utiliza para conocer si dos medias (de dos muestras diferentes)
pertenccen a la misma poblacién. (Biostatistical Analysis, Zar, J.. 2™ Ed.. Prentice Hall,

1984, USA)

Para ¢ contrar la t. es necesario contar con los siguientes elementos de las muestras a
comparar: X (media), n (elementos en la muestra), v (grados de libertad = n-1). DE

{desviacidn estindar) y SS (suma de cuadrados = DEz(n—l) ).
Con estos valores se calcula sz =(S5,+88;)/ (vi+v:)
y Szx=V(Sp™/n; ) +(Sp*/nz) )
finalmente, t.= (%, -% )/ Six
Para validar o rechazar la hipétesis planteada al hay qu. comparar la t. obtenida. con la ¢,

que se encuentra en la tabla de la seccién 2 tomando en cuenta los grados de libertad (v,

+ V3).
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Higade
DNP
RecDNP
Har
RecHar
DHP
RecDHP

i Y A LA e e 5 ST T 7 B

No.

0.614968952
0.843950947
0.897777419
0.943347856
1.230760977
1.078772801

Pruebas t

Pobr 1
1 DNP, higado
2 DNP, higado
3 Har, Higado
4 RecDHP, Higado
5 DNP, higado
6 RecDHP, Higado
T DNP
B Rec DNP
g DHP
DNP

GSH/GSSG prom 5D

0.09587
0.00346
0.197N
0.02354
0.3331
0.41253

Pob 2

DHP, higado
Har, Higado
DHP, legado
DHP, higado
RecDNP, hig
RecONP, hig
DHP

Rec DHP
RecDHP
RecDNP

Rindn
DNP
RecDNP
Har
RecHar
DHP
RecDHP

N o gy e BT

Estudio
GSH/GSSG
GSH/GSSG
GSH/GSSG
GSHIGSSG
GSH/GSSG
GSHIGS5G
GR

GR

GR

GR

0.192856137
0.269274658
0.273239464
0.281956649
0.444376571
0.373827293

S

Sp2

0.08378
0.02214
0.1012
0.13354
0.0052766
0.1191

4.1635 E-6
438E-6

31241 E-6
7.1455 E-6

T

Anaxo 3
2.

GSH/GSSG prom  SD

0.094416411

0.03778595
0.081081779
0.030068343
0.104389569
0.058271844

Sxx
01541
0.1087
0.20534
0.167
0.048728
0.2113
0.001086
0.0012816
0.0008068
0.001793

GR Prom Act (umolUmin/g Prot)

B e

tc

SD
0.011967099 0.003187554
0.00777712 0.001768114
0.008815051 0.001437712
0.007308049 0.001450507
0.009664899 0.001408162
0.008113494 0.002217515
Concluslon

3.997 son dif. con 99.8%  confianza
2.42 no son dif para 95%
1.718
0.9053 casi no cambié
4.719 99.5 son diferentes
1.1111 75% son iguales
2.1195 95% que son dif
0.26217 son iguales, se recupigual
1.9237 con 93% conf son dif
2.3366 con 95% son dif



