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Resumen

El glutation es el tiol libre mas abundante en la mayoria de las células y participa
en procesos de proteccion antioxidante durante el estrés oxidativo para mantener
el balance redox de Ia célula (Akerboom y Sies, 1981; Asensi y Sartre, 1994). El
érgano que mas sintetiza y libera glutatiéon es el higado (Akerboom y Sies, 1989).
Se ha demostrado que el alcohol es uno de los principales xenobidticos que
produce estrés en el higado (Comporti, 1285). Ademas varios estudios han
demostrado que el tipo de grasa ingerida en la dieta, aunado al consumo de
alcohol, puede potenciar el incremento en los niveles de radicales libres
induciendo modificaciones en los niveles de defensas antioxidantes y por ende,
enfermedades hepaticas (Gonzales y Gray, 1992). En este trabajo se analizaron
los cambios en las concentraciones de glutation reducido (GSH) y oxidado
(GSSG), por el método de Asensi y colaboradores (1994) en higado d= ratas
macho, cepa Wistar, con destete tardio, alimentadas durante 30 dias con
diferentes fuentes de lipidos en la dieta e intoxicadas con alcohol en forma aguda.
Los resultados indican que hay una disminucidn en los niveles de glutatién debido
al estrés oxidativo inducido por la intoxicacion aguda con alcohol y que estos
cambios son potenciados por el tipo de grasa que se ingiere en la dieta; ademas la
relacion GSH/GSSG disminuye en forma notable en las ratas que consumen
aceite de maiz y manteca de cerdo, mientras que con aceite de cartamo y sebo de
res los cambios son minimos con respecto a las no intoxicadas. Basandose en los
resultados obtenidos se concluye que algunos tipos de lipidos ¢ el etanol, pueden
potenciar el dafio hepéatico.
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1. Introduccion

1.1 Lipidos

Los lipidos son muy importantes en la alimentacion, aunque su consumo es
muy variable, pues mientras los campesinos asiaticos y de muchos paises
latinoamericanos suele ser de unos 30 gramos al dia, los esquimales o los
pastores masai de Africa ingieren mas de 150 gramos diarios. Bajo una dieta
‘occidental” balanceada, un adulto normal ingiere unos 80 gramos de lipidos al
dia, lo que representa aproximadamente el 30% de las calorias de una dieta
equitibrada.

Los lipidos se dividen en 4 grandes grupos: lipidos simpies, lipidos
compuestos, glicolipidos y lipidos derivados. Los lipidos simples son los que
contienen &cidos grasos y algln tipo de alcohol con el cuai se esterifican. Los
lipidos compuestos tienen, aparte del alcohol y los acidos grasos, ofras
sustancias, como acido fosférico y alcoholes, muchas veces aminados. Los
glicolipides forman compuestos con azlcares vy, finalmente, los lipidos derivados
incluyen aquellas sustancias que se obtienen por hidrdlisis de los lipidos simples o
de los compuestos.

La mayor parte de los &cidos grasos forman parte de los lipidos simples;
son acidos monocarboxilicos, cuyo radical alquilico representa una estructura de
hidrocarburo que generalmente es lineal. En los animales abundan los &cidos
grasos con numero par de carbones, ya que los gue tienen numero impar, como el
férmico y otros solo existen excepcionalmente y de manera fugaz en ciertos pasos
de!l metabolismo intermedio. Los acidos grasos saturados corresponden a la
formula general CH3(CH2)sCOOH. Los mas importantes se encuentran en el
cuadro 1. ,

Cuadroe 1. Acidos grasos saturados pares.

Formula Numero de C Nombre comun

estructural

CH3COOH 2 Acido acético
CH3(‘CH2)2COOH 4 Acido butirico
CH3{CH,).COOH o] Acido caproico
CH3(CH»)sCOOH 8 Acido caprilico
CH3(CH-;)sCOOH 10 Acido céprico
CH3(CH,)10COOH 12 Acido |aurico
CH3(CH>)1,CCOH 14 Acido miristico
CH3(CH2)MCOOH 16 Acido palmitico
CHa(CH,)1sCOOH 18 Acido_estearico
CH3(CH,)1:COOH 20 Acido araqguidico

Tomade de Laguna-Pifia (1988).

La serie mostrada en el cuadro anterior es la de los acidos grasos
saturados. Esta se caracteriza por tener una cadena de carbones unidos entre si
por una sola valencia, lo cual deja libre a las otras 2 valencias restantes para los
hidrogenos correspondientes.

Cuando entre 2 acidos grasos adyacentes existe una doble ligadura, la
pérdida de los 2 hidrégenos crea una situacion de insaturacion: se trata en este



caso de los 4cidos grasos no saturados. Como puede verse en el cuadro 2, los
sitios de insaturacion muestran cierta constancia.

Cuadre 2. Puntos de insaturacion de algunos acidos grasos (sefialados como A).

Formila Numero de C Nombre
CH3CH,...A9:10...CH,COOH 16 Palmitoleico (16:1)
CH3CH,...A9:10...CH,COOH 18 Oleico {18:1)

CHsCH.. .A9:10,12:13...CH,COOH 18 Linoleico (18:2)
CHLCH,...A9:10,12:13,15;16...CH,CO0OH 18 Linolénico (18:3)
CH3CH,...A5:6,8:9,11:12,14:15,..CH,COCOH 20 Araquiddnico (20:4)

Tomado de Laguna-Pifia (1988).

El acido linoleico, con 2 dobles ligaduras y el linolénico, de 3 dobles
ligaduras, por no ser sintetizados por el organismo de animales superiores, se
llaman genericamente "esenciales”. Estos 2 acidos, mas el araquidonico de 4
dobles hgaduras, sintetizado a partir de linoleico, se denominan a menudo
poliinsaturados. La introduccidn de la doble ligadura a lo largo de las moléculas del
acido graso crea un iugar rigido de manera que los 2 lados de la molécula a partir
de la doble ligadura adquieren una posicién fija en el espacio.

La abundancia de los distintos acidos grasos en algunas grasas naturales
se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3: Distribucion porcentual de acidos grasos en algunas grasas neutras,

Especie Ac. de maiz Manteca de cerdo Higado
Saturados totales 62 43 41
Ac.de 4 a 10C 11 - -
Miristico 10 1 3
Palmitico 39 30 32
Esteéarico 2 12 5]
No saturados iotales 38 57 59
Palmitoleico - - 9
Oleico 33 46 38
Linoleico - 10 8
Araquidico - - -
Araquidonico 3 1 -
Otros 2 - 4

Tomado de Laguna-Pifia (1988).

Se ha observado que los acidos grasos mas abundantes en la naturaleza
son los de 16 y 18 atomos de carbono y que de entre ellos predominan el
paimitico y el estearico entre los saturados, y el oleico, el linoleico y en menor
proporcion, el araquidonico, entre los insaturados.

Los puntos de insaturacidén de las moléculas de acidos grasos son sitios
mas reactivos que las regiones de los lipidos con estructuras saturadas. Muchas
de las propiedades (y los dafios) de [os acidos grasos poliinsaturados dependen
de las propiedades de los dobles enlaces, como las reacciones oxidacion e
hidrogenacion. En todos los casos el elemento participante se incorpora al acido
graso en el sitio de la insaturacion (Laguna y Pifia, 1988).



1.2 Radicales libres y peroxidacion de lipidos.

Un radical libre es cualquier especie quimica ya sea atomo o molecula,
capaz de existir independientemente y que contiene uno o mas electrones
desapareados (Pryor,1986). Pueden producirse cuando sucede la ruptura
homolitica de una molécula, en la cual, cada elemento de la misma comprometido
en la union covalente migra con su propio electrén.

Los radicales libres pueden obtenerse por la ganancia de un electron, por
un no radical, como por ejemplo cuando una molécula de oxigeno gana un
electrén y forma un radical libre superéxido:

Oz +et——» Oy

También la pérdida de un electrdon de un no radical puede formar radicales
libres (RL), por ejemplo, la oxidacion del acido ascérbico (AHz) a su forma
dehidrica (A), pasa por un intermediario que es el radical libre (AH" ).

AH, & = » AH +H’

AH g% A+ H"

La molécula de O, es &ltamente reactiva debido a sus caracteristicas
atomicas; interviene en varios procesos patologicos que son resultado de la
formacién de RL, los cuales pueden actuar como agentes oxidantes y reductores
(Di Guisepi y Fridovich,1984). Cuando un radical libre reacciona con un compuesto
no radical, pueden formarse otros (RL) ya que induce una reaccion en cadena que
amplifica el fenémeno miles de veces.

La toxicidad del O, posiblemente es el resultado de la produccidon
exagerada de especies muy reactivas a partir de él, como los RL superoxido (02,
U otros gue se pueden formar en vias comunes a su metabolismo, como el
perdxido de hidrogeno, que aunque no es un radical libre, es el principal promotor
de otros RL como ¢l radical hidroxilo (OH" ). Durante la fosforilacion oxidativa, el
radical hidroxilo se obtiene por la reaccion de perdxido de hidrégeno con un
electrén y un protén;

a) Ozt+e ~———"——» 03"
b) Oy +e+2H" — 3 H,0»
c) HOp+e +H" > H,0+0H

E! radical hidroxilo reacciona a una velocidad muy alta con casi todas las
moléculas: azUcares, aminoacidos, fosfolipidos, acidos nucleicos y Aacidos
organicos, permitiendo con ello que se formen radicales libres de aquellas
moléculas con las que reacciond (Turrens. y cols.,1982). Tal es el caso de la
peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados (peroxidacion lipidica) en la que,
aunque el radical libre produce solo efectos locales, el radical secundario y los
productos de la degradacién oxidativa producen RL que pueden tener efectos a



distancia del sitio donde se formé el primer radical libre. En general cuando 2 RL
reaccionan entre si, se forma una molécula estable y en el caso particular de la
peroxidacion de lipidos es la manera como se da por terminada la reaccidon en
cadena (Zentella de Pifa y cols, 1994).

1.3 Proteccion celular contra agentes oxidantes

Puede considerarse que existen 2 tipos de proteccion celular contra los
radicales libres. El primero, comprende a la cataiasa, la glutation peroxidasa y la
superoxido dismutasa; el segundo abarca a los mecanismos no enzimaticos, que

son las vitaminas y el glutation.
La enzima superoxido dismutasa, cataliza la destruccién del radical

superdxido conforme a la siguiente reaccion:

S0D
30, +2Hs > H,0+0;

Un papel protector ha sido proporcionado de antemano a la alta actividad
de la enzima catalasa, |a cual cataliza |la reaccion:

CATALASA
2H,0, > 0,+2H,0

Los antioxidantes, como la vitamina E, pueden actuar con los radicales
ibres. sin producir radicales posteriores

Finalmente, la glutatidon peroxidasa puede catalizar la reduccion de
hidroperdxidos organicos y perdxidos de hidrogeno en una reaccién que involucra
al glutation:

GLUT, PEROXIDASA
ROO+2GSH » GSSG+ROH+H0

GLUT. PEROXIDASA

H02+2GSH » GSSG+2H0

Esta enzima puede cumplir 3 roles:

a) Convertir el perdxido de hidrégeno a agua para gue su concentracion se
mantenga baja.

b) Convertir acidos grasos predxidados a hidroxi dcidos grasos.

c) Revertir la oxidacion de los grupos sulfihidrilos de las proteinas.

(Newsholme y Leech. 1883).



1.4 Peroxidacidon de lipidos y glutation

Aun cuando los lipidos constituyen un importante material de reserva
energetica y actian como amortiguadores fisicos y aisladores de la temperatura
corporal, su funcion mas distintiva es la de participar, asociados a proteinas y
carbohidratos, en la composicién de las membranas celulares y subcelulares
(Laguna y Piha.,1988) La misma abundancia de lipidos insaturados determina que
las membranas sean el sitio preferente del dafio conocido como lipoperoxidacién o
peroxidacién de lipidos.

Durante la perdxidacion de lipidos (figura 1), el radical libre iniciador (que
podria ser el hidroxilo}, remueve un atomo de hidrégeno de un metileno de la
cadena hidrocarbonada de los acidos grasos poliinsaturados (A). Esto conduce a
que un electron quede desapareado en el carbono de donde salié é! hidrégeno,
creando con ello un radical de acido graso (B). Este Ultimo realiza un rearreglo
molecular interno, y forma un dieno conjugado (C), que a su vez reacciona con el
oxigeno molecular y produce un radical lipoperoxido (D) capaz de sustraer un
hidrégeno del acido graso vecino para formar el hidroperéxido (E) y continuar la
reaccion en cadena hasta que eventualmente reaccionen 2 RL y con ello se llegue
a la terminacion del proceso. Una alternativa es que a partir de los lipoperéxidos
se formen los peroxidos ciclicos (F), los que pueden, por un lado, conducir a la
formacion de endoperdxidos ciclicos por accién de una prostaglandina
endoperoxidasa sintetasa (ciclooxigenasa) (G) y con esta se abre la posibilidad ya
sea de dar lugar a prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos o bien de
continuar hacia la via de la degradacién para dar lugar a la formacion de
malondialdehido (MDA) (H) entre otros productos terminales, como son varios
aldehidos, algunos hidrocarburos como el etano y el pentano y otros residuos
organicos.

Estas sustancias pueden difundirse a cierta distancia del sitio de produccion
y originar edema celular y cambiar la permeabilidad vascular, producir inflamacién
y quimiotaxis (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Para evitar el dafio causado por los radicales libres la célula cuenta con
varios sistemas de defensa; de ellos, uno de [os mas importantes es el giutation
(L-Y-glutamil-L-cisteinil-glicina). Aunque este tripéptido se conoce desde hace
varias décadas, es, en afios recientes que ha sido expuesto a estudios mas
intensivos, trayendo a luz nueva informacién sobre su actividad metabdlica
(Akerboon y Sies, 1989).

El glutatiéon participa en diversos procesos biolégicos, tales como |a
proteccion de las células al ataque de radicales libres e intermediarios reactivos
del oxigeno (por ejemplo perdxidos) (figura 2), manteniendo el balance celular de
oxido-reduccion (redox), la destoxificacion de xenobidticos, que incluyen un amplio
rango de quimicos, un gran numero de drogas, y los metabdlitos de ciertos
compuestos endogenos, tales como estrégenos, prostaglandinas y leucotrienos;
(Erick, 1985); la sintesis de precursores del DNA y la reguiacién o activacion
genética; proteccion contra efectos de radiacidn por ionizacion, conservacion del
equilibrio de sulfihidrilos por la reduccidon de disulfuros de proteinas, asi como la
modufacion de la actividad enzimatica y otras moléculas. También esta
involucrado en la via para la reduccion de ribonucledsidos difosfatos a sus



correspondientes componentes 2-desoxirribosa (Akerboon y Sies, 1981).
Finalmente, es también coenzima para varias enzimas (Meister, 1983).
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Glu-Cys-Gly (GSH)

Glu-Cys-Gly+0OX + Glu-Cys-Gly+OX

S S

l

Glu Glu

} |
Cys-S-Cys (GSSG)
| |

Gly Gly

Figura 2: Modo de accion del glutation.

La sintesis de glutation se asocia a sistemas de transporte para
aminoacidos y-glutamil (aa y-glu), en reaccicnes que involucran a la membrana
celular y su medio ambiente inmediato, asi como el transporte interorganico de
aminoacidos sulfurados (Akerboon y Sies, 1989).

Los avances en la comprension del metabolismo del glutatién se han
logrado por estudios en: reacciones del ciclo de y-glutamil que involucran el
transporte de éste fuera de la célula y de los aa y-glu en la célula (figura 3)
(Meister, 1981); las reacciones involucradas en la conversion reversible del
glutation reducido (GSH) al estado oxidado (GSSG) (Figura 4) (Kosower, 1978) v,
la formacién y transformacion metabdlica de conjugados GSH-X (Arias y Jacobi,
1976)

La sintesis del glutation se realiza en 2 pasos a partir de sus 3 aminoacidos
precursores. el glutamato, la cisteina y la glicina. En cada etapa se forma una
union peptidica a expensas de energia proporcionada por la hidrélisis del ATP.

El transporte de GSH al plasma sanguineo cumple funciones en la
{ransiocacion interorganica de sulfuro-cisteina. Dado que este no es un
mecanismo intracelular para la reduccion de GSSG, el GSH debe ser
continuamente sintetizado en la célula (Meister, 1983).



glutation

A

v-glutamil aa
+ cisteinglicina (cisH) —————cisteina + glicina —
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Figura 3 Sintesis y transporte del glutation
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Figura 4: Ciclo del glutation



por la actividad de la glutation reductasa que es dependiente del NADPH, una
flavoproteina ampliamente distribuida en eucariontes (Reed y Farms, 1984),

Cuando por alguna razon un tejido es expuesto a un gran flujo de H20, o
radicales hidroxilo, en un punto que desequilibre la relacién GSH/GSSG, se puede
acumular GSSG, alterando los procesos metabdlicos causando patologias o
procesos necroldgicos irreversibles (Halliwell y Gutteridge, 1989), produciendo
enfermedad, dafo o envejecimiento celular prematuro (Asensi y cols, 1994).

Como podemos ver los radicales libres derivados del oxigeno intervienen en
varios procesos patoldgicos, entre los cuales destacan los inducidos por el abuso
en el consumo de etanol, ya sea de manera aguda o cronica; el etanol, aungue es
una droga psicoactiva, también es rico en energia. Cuando ocurre un dafno
durante el estrés oxidativo provocado por el consumo exagerado, este se presenta
posiblemente debido a que los sistemas de proteccién son rebasados o bien se
encuentran deteriorados. Durante este proceso hay un aumento en la degradacion
oxidativa de [os lipidos de las membranas o bien se afectan otros componentes
celulares importantes como son las proteinas, los carbohidratos y el DNA. Se ha
propuesto que el alcohol 0 sus metabolitos alteran el balance de dxido-reduccién
celular, asi como el de GSH/GSSG de las células hepaticas, actuando como
prooxidante o disminuyendo los niveles celulares de antioxidantes (Comporti,
1985).

1 5 Alcoholismo: antecedentes

El etanol es un componente no habitual en la dieta humana; aungue es
producide enddgenamente por la flora intestinal a bajas concentraciones, es el
aporte exogeno el mas importante. Como mencionamos anteriormente, el etanol
tiene un valor caldrico muy alto (de aproximadamente 7.5 kilocalorias por gramaj,
superior al de los carbohidratos y discretamente inferior al de los lipidos. Con este
valor se puede calcular que el consumo normal de etanol produce hasta el 10% de
las calorias en |la dieta humana normal {evidentemente este valor se ve afectado
por factores culturales y varia de acuerdo a la poblacidn estudiada) y puede
representar del 30 al 35% del aporte energético del alcohdlico dotandolo
solamente de “calorias vacias”, es decir, que no esta compuesto por elementos
esenciales en una dieta normal. Esto, aunado a los trastornos gastrointestinales
que produce el consumo de alcohol, conduce a la desnutricidon observada
frecuentemente en el alcohdlico (Pifia-Garza y cols, 1983).

Estudios realizados en los afios 70°s y 80°s, en voluntarios, mostraron que
una lesion hepatica inicial, como es el higado graso, puede producirse por
consumo de etanol en ausencia de dietas deficientes o enriguecidas en calorias
(Lieber y cols, 1965; Lieber y Rubin, 1968). También se demostrd que los
individuos a los gque se les restringio Ja proteina en la dieta muestran un
decremento hasta del 50% en las defensas ante el estres oxidativo, producido por
el metabolismo del etanol (Kritka y cols, 1969). En base a estos antecedentes, se
hicieron experimentos en primates, asi como en ratas, y revelaron que tanto a
mivel bioguimico, como celular, ambos efectos (causados por el etanol o por la
desnutricion) interactuaban e intervenian en el dafio hepatico.



Sabemos que la alteracién hepatica més grave causada por la ingestion
cronica de etanol es la cirrosis, aunque no es posible describir completamente los
cambios que se originan en el ambito molecular por esta enfermedad. El
conocimiento actual nos indica gue el etanol es fundamentalmente metabolizado
por el higado, quiza en una proporcion superior al 90%. Esto hace que la ingesta
de etanol se convierta en una avalancha energética, y para manejarla el higado se
ve obligado a modificar su metabolismo en general. Por otro lado el etanol debe
ser metabolizado y no existen en el organismo mecanismos de almacenamiento ni
de retroalimentacién en su oxidacion, esto hace gue sean la actividad de las
enzimas que lo manejan y la disponibilidad de sus cofactores los gue regulen su
metabolismo (Pifia-Garza y cols, 1983). Por otro lado, la mayor actividad del
metabolismo del etanol aumenta la produccién de H202, a partir de la cual se
generan en mayor concentracion radicales libres, como él superdxido o el radical
hidroxilo, metabolitos normales con vidas medias muy cortas vy
extraordinariamente reactivos, que favorecen la peroxidacion de acidos grasos.

1.5.1 Absorcidn

En su fase de eliminacién, el etanol se oxida hasta CO, y Hp0; los
carbohidratos, los lipidos y las proteinas, son habitualmente hidrolizados en el
tubo digestivo antes de proceder a su absorcién; el etanol no es hidrolizado en la
luz del tubo digestivo y solo una pequefa cantidad del mismo es parcialmente
oxidado por una deshidrogenasa alcohdlica presente en las mucosas intestinales.
La mayor parte del etanol consumido se absorbe como tal a traves de las
mucosas. tanto del tubo digestivo como del sistema respiratorio. No se ha descrito
ningun sistema dependiente de energia encargado de la absorcion especifica del
etanol. absorcion gue sucede por simple difusién de la concentracion que alcanza
en el tubo digestivo (Zentella de Pifia y Pifia, 1987).

De tal manera, una vez gue se ingiere, comienza a ser absorbido a través
de los epitelios muccsos de la boca, y en forma de vapor en los alvéolos
pulmonares (Batt, 1989), sin embargo, la cantidad de etanol que se absorbe por
estas vias es practicamente despreciable, por lo que puede considerarse que la
totalidad de etanol ingerido llega al estémago, ha partir del cual se absorbe por
difusion simple a través de los epitelios que recubren al propio estdmage vy los
intestinos similar a lo que sucede con el agua (Watson, 1989). Asi el etanol, una
vez que llega al estdmago, se absorbe en una pequefia proporcion hacia el
torrente sanguineo a través de la mucosa gastrica (20 a 30% aproximadamente),
mientras que la mayor parte de este es canalizado por el mismo vaciamiento
gastrico hacia el intestino delgado (Smith y cols, 1992). Es en el intestino delgado
(principalmente ducdeno y yeyuno) donde se lleva ha cabo la mayor absorcion del
etanol, el cual es rapidamente canalizado hacia la vena porta, y de ahi llevado
directamente al higado para ser metabolizado

Finalmente, solo del 2 al el 10% del etanol consumido es eliminado como tal
por via renal, pulmonar o a través del sudor (Zentella de Pifa y Pifta, 12887).
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1 5 2 El alcoholismo en los paises de occidente.

El empleo del etanol como droga esta legalmente aceptada por la mayoria
de los gobiernos y religiones, a pesar de gue es precisamente la sustancia
enviciante mas usada en el mundo. Su demanda esta muy extendida en los paises
industrializados de occidente y por ende, en América Latina. Su consumo esta tan
ampliamente generalizado, que en algunos paises la ingestion per capita de
bebidas alcohdlicas como cerveza, vino y destilados sobrepasa los 150 litros
anuales: en la ex-Republica Democrética Alemana, por gjemplo el consumo per
capita es de 1145 litros anuales, mientras que el de bebidas destiladas es 12.5
litros al afo: Italia en cambio, presentan el mayor consumo per capita de vino, con
79 litros anuales, sin embargo, debido a los distintos tipos de bebidas alcohdlicas
ingeridas en diferentes naciones y sus amplias diferencias en cuanto al contenido
alcohélico, la mejor manera de comparar el consumo de etanol entre diferentes
poblaciones, es a través de la estimacion del consumo total de alcohol etilico puro,
considerando, por lo tanto, ademas del diferente tipo de bebida ingerido, el
porcentaje de etanol puro presente en ésta; por ejemplo, las cervezas contienen
alrededor de 3 a 6% de etanol puro, los vinos en general de 12 a 14% y las
bebidas destiladas 40% (cuadro 4) (Pyorala, 1990; Skog, 1988). Asi, en 1987,
Francia y Luxemburgo fueron los paises con mayor consumo de alcohol (13 litros
anuales), seguidos de Espafiay Suiza (con 12.7 y 11.5 litros, respectivamente).

Cuadro 4. Consumo anual per capita de etanol total (calculado como etano! abseluto),
vino, cervezas y bebidas destiladas en algunos paises con mayor consumo.

Pais Litros de etanol | Vino (litros)} | Bebidas destiladas | Cerveza (litros}
absoluto (litros de etanol)
Francia 14.2 75.1 575 56.2
Luxemburgo 13 58.5 6.25 116.5

Espaiia 12.7 54 7.5 64.5

Suiza 11.1 49,5 5 69.3
Hungria 10.7 21.5 11.75 100.2
Belgica 10.7 23 55 1211
Uruguay 55 25.7 4 27.2
Suecla 54 11.8 5 51.5
Grecia 54 31.8 3.25 40
México 5.4*

Tomado de Pyorala (1990) y Skog (1988)
* Tomado de Souza y Machorro (1988).

Estudios clinicos han demostrado que los alcoholicos, en paises
desarrollados, presentan una buena alimentacién, lo que contribuye a que la
mortalidad producida por el alcoholismo, asociada a la desnutricion sea menor; en
México, la mayoria de los alcohdlicos presentan desnutricién, con lo cual se
explica el incremento en la mortalidad por el etanol.

Las encuestas reportan que en México el consumo per capita de etanol
estimado para 1984, fue alrededor de 5.4 litros anuales (Souza y Machorro, 1988),
que no corresponde a un consumo muy elevado en comparacion con otros paises;
aunque en México no existen estimaciones de fa mortalidad total atribuible al
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etanol, si puede elaborarse una estimacion provisional, aplicando las fracciones de
mortalidad atnibuibles al etanol (FAA) publicadas por Stinson y DeBakey (1992) a
las principales causas de muerte en la poblacion mexicana.

La mortalidad por cirrosis hepética en México, se ha ubicado en las Ultimas
décadas dentro de las 10 primeras causas de muerte en la poblacion general
(Narro-Robles y cols, 1992). La estimacion preliminar obtenida en este trabajo,
indica que la mortalidad total atribuible al etanol en la poblacién en general es
alrededor de 55 2 por cada 100,000 habitantes colocandose solo por debajo de la
mortalidad atribuida a los tumores malignos y a las enfermedades del corazdn.
Este valor comprende el 11.7% de los decesos ocurridos en 1992 para individuos
de todas las edades.

Asi. en México durante el afio de 1994, la cirrosis hepética ocup0 el 7° lugar
siendo responsable de la muerte de 19,105 personas {Secretaria de Salud,1994).
Cabe hacer notar que este porcentaje de mortalidad atribuible al etanol en la
poblacion general de México en 1992 (Skog, 1988; Narro-Robles, 1892), fue
mayor que el 5% estimado en EEUU, en 1988 (Stinson y De Barkey, 1992), el
6.1% estimado en Espafia en 1986 (Yaries y cols, 1993} o el 9% estimado en
Francia en 1985 (Pignon y Hill, 1991), que son paises que presentan un consumo
mayor de alcohol per capita mas elevado gue el nuestro, :

1.5.3 Alteraciones bioquimicas debidas al consumo de etanol.

Entre las alteraciones bioquimicas debidas al exceso en el consumo agudo
de etanol, algunas corresponden ha acciones propias de la molecula y otras
aparecen como consecuencia de su oxidacion: unas moléculas consumen NAD”
(durante 1a via de la deshidrogenasa alcohdlica) y el NADPH (a través de sistema
de oxidacién del etanol). Cuando hay disfuncién en estas vias se producen en
exceso de acetaldehido, NADH y HO».

Las alteraciones del equilibrio se dan primeramente, en la velocidad de
absorcion y la velocidad de degradacion; siendo la segunda mas lenta que la
primera. La actividad enzimatica se considera un factor limitante para la oxidacion
del etanol, ya que se ve afectada por el desequilibrio que ocurre en las pozas de
NAD" y NADH en el citosol y la mitocondria del hepatocito,

En el citoplasma la relacién de NAD*/NADH es de aproximadamente 800,
bajo la accion del metabolismo del etanol disminuye a 175, por acumulacion de la
forma reducida. En la mitocondria, la relacion NAD'/NADH es de
aproximadamente 20 y desciende con la administracion de etanol hasta 8. Como
es de esperarse, la adminisiracion de etanol produce marcados efectos sobre el
estado redox en ambos compartimentos celulares. (Pifia-Garza, 1983).

1 6 Mecanismos protectores antioxidantes del etanol

Los mecanismos protectores antioxidantes comprenden sistemas de
defensa enzimaticos y no enzimaticos (Trible y cols, 1987). Los alcohdlicos
presentan un mal funcionamiento de los mismos, que incluyen entre otros
alteraciones del glutation (Tanner y cols, 1985; Dworkin y cols, 1985, Korpera y



cols, 1985). Esos cambios pueden deberse directamente a los efectos del etanol o
a la malnutricién asociada al alcoholismo. De tal manera, el dafio en ambos puede
estar correlacionado. Kawase y cols. (1989), encontrd que [a peroxidacion
hepatica se incrementaba significativamente después de la ingesta cronica de
etanol en ratas que recibieron bajos niveles de vitamina E en la dieta.

La oxidacion inicial de etanol a acetaldehido y posteriormente a acetato, se
realiza principalmente en el higado, en el citoplasma y la mitocondria de los
hepatocitos. Los 3 sistemas por los que estos procesos se efectlan son: a) el de
la deshidrogenasa alcohdlica, b) el de la catalasa, y ¢) el sistema microsomal
oxidante del etanol 0o MEOS, de acuerdo a sus siglas en inglés (Zentella de Pifa y
Pifia, 1987).

1 6.1 Alcohol deshidrogenasa (ADH)

La via mas comun, por la que el organismo cataliza la conversién de etano!
a acetaldehido es mediada por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) (Bosron y
cols. 1988).

La ADH, metaboliza practicamente la totalidad del etanol cuando las
concentraciones en sangre son moderadas y mas de 70% cuando las
concentraciones son altas. Esta enzima no es especifica para el etanol, ya que
oxida una serie de alcoholes e inclusive estad asociada a la deshidrogenacion de
esteroides y en la w-oxidacion de los acidos grasos. La enzima utiliza como
coenzima al NAD generandose NADH

CH;3-CH2-OH + NAD” _;):_‘“" CH3-CH=0 + NADH + H*

La generacidn y acumulacion de equivalentes reductores en forma de
NADH es responsable de muchas de las alteraciones metabdlicas que el etanol
ocasiona (Piha-Garza y cols, 1983).

La vida media de la ADH es aproximadamente de 4 horas. E} ayuno
prolongado o restriccion proteica produce una disminucion de la actividad de la
ADH, porque su degradaci¢n es mayor que su sintesis. El consumo de 1000
calorias una hora después de la ingesta de etanol, produce un incremento en el
metabolismo del etanol en comparacion a los individuos que permanecen en
ayuno (Creutzfel y Graham, 1871).

Las afinidades tan variables de las multiples formas de la enzima por su
sustrato. son en gran parte responsables de su eliminacion,

1.6 2 Sistema Microsomal de Oxidacion del Etanol (MEOS)
El MEOS es un sistema presente en los microsomas, que requiere de

NADPH y O, e involucra al citocromo P450 en la oxidacion del etanol y otros
alcoholes alifaticos de cadena larga



Por ultimo, existe una via metabdlica no oxidativa (lange et al., 1981; Koop,
1989), en donde el etanol forma ésteres étilicos de acil grasos, a traves de una
sintetasa de esteres de acil graso. Si bien es probable que su contribucion al
metabolismo total del etano! no sea significativa (Koop, 1989), queda a discusion
su participacion en el desarrollo de alteraciones patolégicas en drganos que
carecen de sistemas oxidantes del etanol con alta actividad, tales como el
pancreas, corazén y cerebro (Laposata y Lange, 1 986).

1.7 Acetaldehido, acetaldehido deshidrogenasa y acetato.

En todas las vias de oxidacidn del etanol conocidas el producto final
as ol acelaldohido, que a su ver os metabohzado o acotalo So sabe que el 90%
ded acetaldetudo producido os procosado por ol tngado 1T acotaldobido gonorado
por cualquiera de estas vias de oxidacion viga a las mitocondrias, donde una
acetaldehido deshidrogenasa lo convierte en acetato generando NADH + H'
teniendo como coenzima al NAD™ (PiRa-Garza y cols, 1983).

En humanos el acetaldehido incrementa su concentracion después de la
ingesta de etanol produciendo una variedad de eventos metabdlicos en el higado
(Alpers, 1987). La L-cisteina puede formar complejos con e! acetaldehido y
proteger contra el dafo producido por este in vivo; a su vez, siendo ia cisteina uno
de los 3 aminoacidos que constituyen al glutation, la unién del acetaldehidc con la
cisteina puede contribuir a la depresidn del glutatidn hepatico, pues el empieo de
la misma limita la produccidn de novo del glutation, el glutatién también, tiene la
capacidad de unirse directamente con el acetaidehido causando el mismo efecto
que la cisteina (Shaw y cols, 1981). La oxidacién del acetaldehido y su
desaparicion en el organismo depende parcialmente de {a disponibilidad de NAD,
coenzima que al no bastar para la propia oxidacion del etanol abate la oxidacién
del acetaldehido y este manifiesta sus acciones toxicas. Uno de los dafios mas
importantes es el realizado en las mitocondrias a nivel del sitio | de la cadena
respiratoria acoptada a la fosforilacion oxidativa. Koivula y Lindros (1975) vy
Hasamura y colaboradores (1976) encontraron que la actividad de la aldehido
deshidrogenasa dependiente del NAD, caracterizada por su alta afinidad por el
acetaldehido, permanecia descargada consecutivamente al consumo cronico de
etanol. Se ha encontrado, también, baja actividad de la acetaldehido
deshidrogenasa en alcohdlicos (Palmer y Jenkins, 1982). Consecuentemente,. la
disminucion en la capacidad de la mitocondria para oxidar acetaldehido, asociados
al aumento de la oxidacién del etanol ( y por lo tanto de la generacién de
acetaldehido) (Nuutienn y cols. 1983) puede provocar un desbalance entre la
produccion y la distribucion de acetaldehido.

El producto posterior a la formacion de acetaldehido es el acetato, que es
después oxidado a CO; y agua por los tejidos periféricos (Karlsson. 1975) y en
presencia de etanol no es oxidado por el higado (Winkler. 1969).

El papel patogénico del acetato esta al menos mas claro que el del
acetaldehido. Asi, en tejido adiposo, el acetato inhibe la lipdlisis (Nilson y cols.
1978} y se le ha hecho responsable, al menos en parte, de la disminucién en la
liberacion de acidos grasos y la baja en la circulacion de los mismos (Crouse vy



cols 1968). En el higado, el acetato es responsable de varios dafos hepaticos
(Morgan y Mendenhall, 1977).

1 8 Nutricion, lipidos y alcoholismo

Basandose en los antecedentes presentados, podemos ver gue el estudio
de los factores presentes en la dieta, en relaciéon con numerosas enfermedades,
permite hacer algunos adelantos por o que se refiere a la evolucion de ciertas
patologias relacionadas con la nutricidn y el alcoholismo.

Asi, experimentos recientes han reportado gue el tipo de grasa ingerida en
la dieta, aunado al consumo de etanol (Gonzalez y Gray, 1992; Meidani y Natielo,
1991: Masimo D’Aquino y Corcos, 1991, Hidezaku y Tomer, 1986; Hidezaku y
French, 1985;Kuratzo y Ponce, 1991; Wisan y Ung-Soo, 1997) puede potenciar el
incremento en los radicales libres, induciendo o aumentando la lipoperoxidacion y
por ende enfermedades hepaticas (Okananohuie y Burbije, 1982; Sanchez y
Casas, 1981; Kolak-Tokek y Visal, 1985; Videla y Valenzuela, 1982; Kretzchmar y
Reinhard, 1992; Jhon y Littleton, 1980; Jones y Alling, 1983; Nanji y French, 1986;
Nordman y Rubiere, 1992, Speiski y McDonald,1985). El etanol produce una
significativa reduccion del glutation hepatico, que puede deberse a su oxidacion o
a la reaccion con sus metabolitos (Sies, 1979) determinando que los hepatocitos
sean mas susceptibles a la peroxidacién de lipidos.

A partir de los resultados obtenidos por Lieber (1984), se establecid que con
una dieta completa, sin carencias proteicas, caldricas ni vitaminicas era posible
producir algun dafno hepatico en primates, por intoxicacion crénica con etanol.

Los primeros estudios de Nanji y colaboradores (1986) dieron la pauta al
inicio del estudio del dafio hepatico asociado ai consumo de etanol. El describid el
indice de mortalidad derivada de la cirrosis en muchos paises, asociada al
consumo per capita de etanaol, y encuentra una asociacion entre el daho y la dista
de los bebedores, sugiriendo que las grasas saturadas y colesterol protegian
contra el dano por cirrosis, mientras que las grasas poliinsaturadas lo promovian,

Basandose en estos resultados, se experimentd con Aacidos grasos
poliinsaturados. Asi, 10s animales intoxicados en forma crénica con etanol y dietas
ricas en con acido linoléico o manteca, sufrian mas dafo que aquellos tratados
con sebo unicamente (Nanji y cols, 1988). Continuando con sus experimentos,
administrd alcohol por via intragastrica a las ratas para estudiar los efectos de las
diferentes dietas en la composicidn de acidos grasos en los microsomas
hepaticos. Todos estos estudios, demostraban que, una dieta rica en lipidos
saturados, pero baja en lipidos poliinsaturados revertia el dafio hepatico causado
por el etanol. Estos efectos podian explicarse por la baja regulacion de la
peroxidacion de lipidos (Nanji y cols, 1996). Postericrmente se encontro que los
acidos grasos saturados disminuian la endotoxemia y atenuaban el
establecimiento de algun dafio hepatico (Nanji y cols, 1997). También se ha
determinado el comportamiento de las proteinas hepaticas al formar aductos con
el acetaldehido y su modificacion por productos de la peroxidacién de lipidos en
animales tratados con etanol. Asi, aceite de maiz producia higado graso, con
moderada necrosis e inflamacidn, mientras que el aceite de pescado propiciaba
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severa necrosis e inflamacion. Por medios inmunolégicos, sé monitoreo ia accion
de los aductos que era mas abundante en el aceite de pescado, seguido por el
aceite de palma y el etanol mas aceite de maiz (Cheng-Jun y cols, 1987). Los
resultados experimentales indican gue los alcohdlicos que consumen pocos
acidos grasos saturados y antioxidantes en sus dietas pueden incrementar el
riesgo de desarrollar dafio hepatico (Pawloski y cols, 1997).

Este es un problema muy grave, particularmente en México donde las
fuentes lipidicas mas usadas, debido a las caracteristicas de la cocina (y las
condiciones econdmicas de las personas), se centran en 4 tipos: aceite de maiz,
aceite de cartamo (de origen vegetal), munteca de cerdo y sebo de res (de origen
animal) Otros tipos de grasas y aceites (como el de pescado, de oliva ¢ de coco)
no son muy populares, en cuanto a su uso en la alimentacidén, por lo que su
influencia en el dafio per su consumo en la poblacién, es muy baja (Doriga, 1993).

A pesar de gue existen estudios sobre los efectos de la administracidn
aguda de etanol en los niveles de GSH/GSSG en animales de laboratorio, es poco
lo que se ha estudiado con relacion al papel del consumo de diferentes fuentes de
linidos (sebo de res, manteca de cerdo, aceite de maiz, aceite de cértamo) sobre
el glutation hepatico, aunado a un estrés oxidativo preducido por la intoxicacion
aguda de esta bebida; por io que al realizar este trabajo es probable que se pueda
determinar cual dieta atenda mejor el dafio provocado por el desbalance de las
defensas antioxidativas en sujetos experimentales ante este tipo de estrés
oxidativo
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2. Planteamiento del problema

A partir de los antecedentes presentados se conoce que el etanol o sus
metabolitos pueden producir estrés oxidativo y afectar las defensas antioxidantes
en ef higado de los sujetos experimentales. Sin embargo, son muy pocos los
estudios realizados que comparan varias fuentes de lipidos de las dietas y el dafio
hepatico causado por el consumo continuo de etanol. Aqui radica la importancia
de este proyecto en el cual se analizaron los efectos de la administracion aguda
de etanol en ratas que fueron alimentadas durante 30 dias con una de las
siguientes fuentes de lipidos (de uso mas comun en la dieta de la cocina
mexicana): manteca, sebo de res, acejte de maiz y aceite de cartamo.
Posteriormente analizamos los efectos al determinar las variaciones en la relacion
GSH/GSSG en el higado por medio de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)

3.Hipotesis

La variacidn en la fuente de lipidos de la dieta producira un cambio en la
relacion GSH/GSSG en el higado de ratas macho a las cuales se les induce estrés
oxidativo mediante ingesta aguda de etanol.

4.0bjetivos
4.1 Objetivo general

Determinar los niveles de GSH, GSSG hepaticos y la relacion GSH/GSSG
en ratas alimentadas con diferentes fuentes de [ipidos y tratadas con una dosis
elevada de etanol administrado en forma aguda.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Medir GSH y GSSG asi como la relacién GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de sebo de res en ratas a las cuales se les
tnduce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4.2.2 Medir GSH y GSSG asi como la relacidn GSH/GSSG hepéaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de manteca de cerdo en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4.2.3 Medir GSH y GSSG asi como la relacién GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de aceite de maiz en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4.2.4 Medir GSH y GSSG asi como la relacién GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de aceite de cartamo en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.
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2. Planteamiento del problema

A partir de los antecedentes presentados se conoce que el etanol o sus
metabolitos pueden producir estrés oxidativo y afectar las defensas antioxidantes
en el higado de los sujetos experimentales. Sin embargo, son muy pocos los
estudios realizados que comparan varias fuentes de lipidos de las dietas y el dafio
hepatico causado por el consumo continuo de etanol. Aqui radica la importancia
de este proyecto en el cual se analizaron los efectos de la administracion aguda
de etanol en ratas que fueron alimentadas durante 30 dias con una de las
siguientes fuentes de lipidos (de uso mas comun en la dieta de la cocina
mexicana): manteca, sebo de res, aceite de maiz y aceite de céartamo.
Posteriormente analizamos los efectos a! determinar las variaciones en la relacion
GSH/GSSG en el higado por medio de cromatografia liquida de alta resolucidn
(HPLC).

3.Hipétesis

La variacion en la fuente de lipidos de la dieta producira un cambio en la
relacién GSH/GSSG en el higado de ratas macho a las cuales se les induce estrés
oxidativo mediante ingesta aguda de etanol.

4.0bjetivos
4.1 Objetivo general

Determinar los niveles de GSH, GSSG hepaticos y la relacion GSH/GSSG
en ratas alimentadas con diferentes fuentes de lipidos y tratadas con una dosis
elevada de etanol administrado en forma aguda.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Medir GSH y GSSG asi como la relacién GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de sebo de res en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4.2.2 Medir GSH y GSSG asi como la relacidon GSH/GSSG hepéticos, para
cuantificar el efecto del consumo de manteca de cerdo en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4.2.3 Medir GSH y GSSG asi como la relacion GSH/IGSSG hepdticos, para
cuantificar el efecto del consumo de aceite de miaiz en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4.2.4 Medir GSH y GSSG asi como la relacién GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de aceite de cartamo en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.
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2. Planteamiento del problema

A partir de los antecedentes presentados se conoce que el etanol o sus
metabolitos pueden producir estrés oxidativo y afectar las defensas antioxidantes
en el higado de los sujetos experimentales. Sin embargo, son muy pocos los
estudios realizados que comparan varias fuentes de lipidos de las dietas y el dafio
hepatico causado por el consumo continuo de etanol. Aqui radica la importancia
de este proyecto en el cual se analizaron los efectos de la administracién aguda
de etanol en ratas que fueron alimentadas durante 30 dias con unaz de las
siguientes fuentes de lipidos (de uso mas comun en la dieta de la cocina
mexicana). manteca, sebo de res, aceite de maiz y aceite de cartamo.
Posteriormente analizamos los efectos al determinar las variaciones en la relacion
GSH/GSSG en el higado por medio de cromatografia liquida de alta resolucidn
(HPLC).

3.Hipotesis

La variacién en la fuente de lipidos de la dieta producird un cambio en la
relacion GSH/GSSG en el higado de ratas macho a las cuales se les induce estrés
oxidativo mediante ingesta aguda de etanol.

4.0bjetivos
4.1 Objetivo general

Determinar los niveles de GSH, GSSG hepaticos y la relacion GSH/GSSG
en ratas alimentadas con diferentes fuentes de lipidos y tratadas con una dosis
elevada de etanol administrado en forma aguda.

4 2 Objetivos especificos

4.2.1 Medir GSH y GSSG asi como la relacién GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de sebo de res en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4 2.2 Medir GSH y GSSG asi como la relacion GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de manteca de cerdo en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4.2.3 Medir GSH y GSSG asi como la relacion GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de aceite de maiz en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.

4.2.4 Medir GSH y GSSG asi como la relacién GSH/GSSG hepaticos, para
cuantificar el efecto del consumo de aceite de cartamo en ratas a las cuales se les
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda.
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5. Metodologia
5.1 Material quimico.

Los aceites de maiz y cartamo, asi como la manteca y el sebo fueron de
uso comercial.

Los reactivos empleados para [a realizacion de los experimentos fueron:
GSH, GSSG; y-glu-glu (gama-glutation-glutamina), batofenaltrolina (BPDS),
N-etiimaleimida (NEM), m-cresol purpura, acido propanosulfénico (MOPS),
2 4 dinitrofiuorobencenc (DNFB), reactivo de Sanger, y lisina de la marca
Sigma, grado analitico; eter, E&M Science; acido perclérico, Mallinckroodt
Chemical e hidréxido de potasio y etanol de J.T. Baker,.

Los reactivos grado HPLC fueron: metanol de E&M Science; acetato
de sodio y acido acético de Merck.

Se empled también agua grado HPLC filtrada en filtros Millipore de 0.2
micras

5.2Material bioldgico

Se utilizaron ratas macho cepa Wistar con destete tardioc de
aproximadamente 120g, para evitar la influencia de otro tipo de alimento. Los
sujetos experimentales se mantuvieron individualmente en cajas de acrilico, con
agua ad libitum y un ciclo de luz-obscuridad de 14 por 10 horas.

5.3 Disefio experimental

L.as ratas fueron alimentadas durante 30 dlas con una dieta normoproteica
y normolipidica (5%). Se separaron en 4 lotes, y se les alimentd con un régimen
semipurificado a los cuales se les cambid la fuente de lipidos. Se trabajé con 4
fuentes: aceite de maiz, aceite de cartamo, manteca de cerdo y sebo de res. Cada
grupo de ratas (6) recibié 15 gramos de dieta al dia. Los alimentos fueron
formulados para cumplir las necesidades que indica la NCR (National Academy of
Sciences, 1986) {(anexo H) y se prepararon en el laboratorio. L.os experimentos se
realizaron por duplicado (en ratas sin intoxicar e intoxicadas con etanol). Se
mantuvieron 2 grupos: control (con nutricubos Ralstom) y los que recibieron todo
el tratamiento experimental, menos la intoxicacién con etanol.

5.4 Obtencion y procesamiento del higado

Después de 30 dias de recibir el alimento las ratas se intoxicaron por via
orogastrica de manera aguda con etanol (5 g/ Kg de peso) para inducir el estrés
oxidativo. Las ratas sin intoxicar, que recibieron solucién isocalorica de sacarosa
(40% piv) también se mantuvieron durante este periodo, con la misma dieta y
durante el mismo tiempo. Posteriormente fueron ligeramente anestesiadas en una
camara de eter; mediante una incision abdominal se tomo de un trozo del higado
de aproximadamente 250mg, se lavd con agua destilada para eliminar el exceso
de sangre, se congeld en nitrégeno liquido y se guardd en el ultracongelador
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(Revco) hasta el dia de su procesamiento. El manejo de la muestra se realizd a
baja temperatura, utilizando hielo, se le agregd 2 ml de éacido perclérico al 6%,
BPDS 1mM y NEM 20 mM. Se homogeneizo (en un maximo de 30 segundos), y el
homogenado se centrifugd a 15000 g, por 5 minutos. Se recuperd el
sobrenadante (que fue el extracto acido) y se desechd el precipitado.

5. 5Derivacion de la muestra

Una vez obtenido el extracto se procesé las muestras para determinar GSH
y GSSG por medio de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC} utilizando
el método de Asensi y colaboradores (1994), con algunas modificaciones que a
continuacion se mencionan. Para derivar la muestra se tomaron 500p! del extracto,
se le adicionaron 50! de y-glu-glu {(como esténdar interno), 10 pl de m-cresol
purpura (como indicador de pH) y 50 a 150ul de KOH-MOPS 2 M (para llevar la
solucion de un pH de 8 a 8.5) y se centrifugd a 15,000 g por 5 minutos. Despues
se tomaron 200p! del sobrenadante agregandose 100u! de 2,4 DNFBE al 1% en
etarol. Las muestras derivadas se incubaron a temperatura ambiente y en la
obscuridad durante una hora. Después del tiempo de incubacion se agregaron
10u! de lisina 1 M para captar todo el DNFB que no reacciond con los tioles, se
liofilizd y se almacend a -20°C hasta el dia del analisis.

5.6 Medicidon de GSH y GSSG

Para la determinacion del GSH y GSSG en las muestras se empleo un
equipo HPLC marca Beckman con una columna de tipo ionico Spherisorb fase
inversa con un grupo NHo, especifica para los derivados formados. Se leyd a una
absorbancia de 365nm.

La columna de HPLC se purgd, para evitar la formacidn de burbujas de aire
o otra sustancia contaminante que pudiera interferir o restarle confianza a la
medicién de las muestras.

Se realizaron curvas de calibracion de GSH y GSSG 400nM con solucion
de gama-glutatién-glutamina (y-glu-glu) 1mM como estandar interno. Las curvas
de calibracion para GSH y GSSG se repitieron un minimo de 4 veces con la
finalidad de determinar el buen funcionamiento de la columna para que asi no se
interfiriera con la obtencién de los resultados

Las muestras se reconstituyeron con 300 de metanol al 80% (fase movil
A), se inyectaron 100ul, con un flujo de 1ml por minuto. La fase movil B estaba
constituida por acetato de sodio 0.5M y acido acetico en metanol al 64%. Las
corridas se hicieron en un gradiente lineal con los siguientes tiempos: 5 minutos de
fase A 80%, fase B 20%: 10 minutos de gradiente hasta llegar a la fase A 1%,
fase B 99%: 7 minutos con las mismas proporciones para que se separe cualquier
derivado que se pudiera mantener unido a la columna; 6 minutos para regresar a
las condiziones iniciales y 4 minutos para reequilibrar ja columna. Tanto las
muestras como los estandares se corrieron por duplicado.
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Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente a través de una
prueba de ANOVA con 2 vias y una prueba aplicando el metodo de Student-
Newman-Keuls, utilizando el programa Sigma Stat.



6. Resultados.

De los métodos empleados para la realizacion de los ensayos se
obtuvieron los siguientes resultados.

6.1 ldentificacién de los tiempos de retencion para GSH y GSSG por
HPLC

En la grafica 1 se muestra la identificacién de los tiempos de retencién para
GSH y GSSG determinado con estandares, y el gradiente utlizado para la
obtencion de estos resultados. El tiempo de retencion para el y-glu-glu (estandar
interno) fué de 14.95 minutos; para GSH se presentaron 2 tiempos de retencidn,
uno a 7.68 y otro a los 16.03 minutos, respectivamente; por Ultimo el tiempo de
retencidn para GSSG se presentd a los 18.44 minutos. Todos estos tiempos de
retencidn corresponden a |0s reportados por Asensi y colaboradores (1994). Se
presentan también otros picos a diferentes tiempos que son aductos que se
forman durante la derivacion de las muestras, pero no interfieren con la
identificacion de las moléculas de este estudio.
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Griafica 1, Identificacion tiempos de retencion para GSH,GSSG y y-glu-glu en el HPLC .
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Después de la identificacién de los tiempos de retencion para cada uno de
los compuestos, se realizaron curvas de calibracién, tanto para el GSH como para
el GSSG, para validar nuestro método y observar la reproducibilidad de los
resultados, ademas de cotejar que la columna, asi como todo el equipo se
encontraba en perfectas condiciones.

En la gréfica 2 se

observa la curva de calibracion para el GSH, donde se

aprecia una linealidad conforme se incrementa la concentracion del estandar. Lo

mismo se obtiene para el
se realizo 4 veces.
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GRAFICA 3. Curva estandar de calibracion de GSSG para determinar la
reproducibilidad del método y sistema de HPLC. Las concentraciones del estandar eran de

0.5, 10, 15y 20 nmoles/ml.
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6.2 Determinacion de GSH en higado de rata.

Se determino la concentracion de GSH en homogenado de higado de ratas
alimentadas durante un mes con una dieta comercial (Ralstom), al finalizar el
periodo de alimentacién indicado las ratas se dividieron en 2 lotes, uno de los
cuales (n=6) fue intoxicado, con etanol en forma aguda (5g/ kg de peso corporal),
el otro (n=6) fue tratado con solucion isocalorica de glucosa para restar ademas la
respuesta producida por el manejo de las ratas.
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a} Tuvieron diferencia significativa con respecto al lote control sin intoxicar.
b) Tuvieron diferencia con respecto al lote control intoxicada

GRAFICA 4: Niveles de GSH en higado de rata; la prueba estadistica empleada
{(ANOVA) tiene una p=0.05.
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En la grafica 4 se muestra el comportamiento de los grupos control y
experimentales, con los que se trabajé. De entrada se presentan los valores de
GSH del lote control, tanto de! alimentado con la dieta comercial, como el del
intoxicado con etanol, gue consumid el mismo alimento En el primer lote se obtuvo
un valor de GSH de 3.34 umolas/g peso humedo, mientras que el lote intoxicado
presenté un valor de 1.563 umolas/g peso himedo, es decir, tuvo una disminucién
del 53% en comparacién al lote sin intoxicacion; se observa también diferencia
estadistica, al comparar ambaos tratamiento.

Se hizo el mismo procedimiento para los grupos experimentales (n=6) que
fueron alimentados con dietas que contenian solo una de las siguientes fuentes de
lipidos- aceite de maiz, aceite de cartamo, manteca de cerdo y sebo de res.

El lote experimental sin intoxicar que consumié aceite de maiz en la dieta
tuvo un valor de 2.68 pmolas/g peso himedo y en el intoxicado con etanol,
alimentado bajo el mismo régimen, presentd 1.82 pmolas/g peso humedo teniendo
una disminucion del 32% en comparacion con el lote anterior. En ratas intoxicadas
y sin intoxicar que consumieron aceite de maiz, se tuvo el mismo comportamiento
estadistico que el lote control, y en el caso del lote que recibid esta fuente lipidica ,
asociada al alimento sé encontrd diferencia con respecto a ambos lotes control, al
igual que en las ratas que ingirieron etanol en este grupo, y las del control solo.

Las ratas que consumieron aceite de cartamo en la dieta tuvieron un valor
de 3.04 umolas/g peso himedo en animales sin intoxicar y 1.95 umolas/g peso
humedo en las intoxicadas, o que equivale a una baja del 34%, con respecto al
grupo no intoxicado que consumié aceite de cartamo en la dieta. Al realizar el
analisis estadistico se encontrd que el lote con aceite de cartamo, en ratas
intoxicadas y sin intoxicar tuvo el mismo comportamiento estadistico que el lote
control, siendo diferente para los grupos intoxicados con etanol, del aceite de
cartamo y del lote control no intoxicado, asi como del que consumié esta fuente de
lipidos sola en el alimento y el control asociado al xenobiotico.

Las ratas que consumieron manteca de cerdo en la dieta presentaron un
valor de GSH de 2.16 umolas/ g peso humedo en los animales no intoxicados y
1.86 umolas/g peso humedo en los intoxicados con etanol y la fuente lipidica
citada, siendo del 13% la disminucion, respecto al lote anterior; ambos
tratamientos (intoxicado y sin intoxicar) presentaron diferencia con respecto al lote
control que no recibid etanol.

Al determinar los valores de GSH de las ratas que consumieron sebo de
res en la dieta, se obtuvo un valor de 3.09 umolas/g peso hiimedo en los animales
que no fueron intoxicados y 1.83 umolas/g peso humedo en los intoxicados con
etanol, dando como resultado una disminucion del 40%, en comparacién con el
lote que consumid sebo de res en la dieta y no fue intoxicado. Se tuvo un
comportamiento estadistico entre tratamientos (intoxicado y sin intoxicar) parecido
al del lote control; el mismo caso se presentd para las parejas formadas por el
sebo asociado al etanol y el lote control sin el xenobidtico, y también entre el sebo
solo y el control tratado con etanol.
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Determinaciéon de GSSG en higado de ratas

Como citamos en los antecedentes, cuando se presenta el estrés oxidativo
generalmente hay un incremento de GSSG debide a la utilizacion del GSH como
agente antioxidante (Meister,1983). Por esta razén se determinaron los niveles de
GSSG en los higados de rata de los mismos animales, en forma simuiténea a la
medicién de GSH en el homogenado de higado, del cual obtuvimos los siguientes

resultados.
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Gréfica no. 5: Niveles de GSSG en higado de rata la prueba estadistica empleada
(ANOVA) tiene una p=0.05.
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La grafica 5 presenta los resultados para GSSG. En el lote control sin
intoxicar hay una concentracion de 43.11 nmolas/g de peso humedo y el
intoxicado con etanol, 77.6 nmolas/g de peso humedo, lo que representa un
aumento del 80%, en comparacion con €l lote control no intoxicado; al comparar
ambos tratamientos se presentd diferencia estadistica.

Las ratas que consumieron aceite de maiz en la dieta y no fueron
intoxicadas, presentaron un valor de GSSG de 37.84 nmolas/g de peso himedo y
las ratas intoxicadas con etanol que consumieron aceite de maiz en ia dieta
tuvieron un valor de GSSG de 87.42 nmolas/g de peso humedo, que representa
un aurmento de 131% al compararlo con las ratas que consumieron aceite de maiz
en la dieta y no fueron intoxicadas. Se obtuvo un comportamiento estadistico
similar al del lote control, cuando se comparaban animales intoxicados y sin
intoxicar: ademas, se encontrd diferencia entre el aceite de maiz asociada a la
dieta y el iote control con etanol, asi como para esta fuente lipidica aunada al
xenobiotico, y el lote contral no intoxicado.

Las ratas que consumieron aceite de cartamo en la dieta y no fueron
intoxicadas, presentaron un valor de GSSG de 39.62 nmolas/g de peso humedo, a
su vez, los animales que fueron intoxicados con etanol y consumieron aceite de
cartamo en la dieta, tienen un valor de GSSG de 46.38 nmolas/g de peso humedo,
la comparacion de los animales que consumieron aceite de cartamo en |a dieta y
no fueron intoxicadas contra los gue fueron intoxicados con etanol y consumieron
aceite de cartamo en la dieta, se obtuvo un aumento del 26% del segundo con
respecto al primero; ambos lotes presentan diferencia al compararse con el lote
control con etanol.

Las ratas que consumieron manteca de cerdo en la dieta y no fueron
intoxicadas tienen un valor de GSSG de 67.56 de peso humedo, y las intoxicadas
con etanol que consumieron manteca de cerdo en la dieta fue de 113.21 nmolas/g
de peso himedo, lo que representa un aumento de! 67%. Hubo diferencia entre la
manteca asociada a ia dieta cuando se administraba etanol, y los lotes control con
ambos tratamientos.

Los animales que fueron intoxicados con etanol y consumieron sebo de res
en la dieta, tienen un valor de GSSG de 38.51 nmolas/g de peso humedo que
representd un aumento de 191% al compararlo con las ratas que consumieron
sebo de res en la dieta y no fueron intoxicadas(13.21 nmolas/g de pesc humedo);
finaimente, se tuvo un comportamiento estadistico similar al grupo control, por
cuanto a los animales no intoxicados y sin intoxicar, de este grupo; se presentd
también diferencia cuando se daba esta fuente lipidica (con y sin etanol) asociada
a la dieta, con respecto al lote control tratado con etanol, y cuando se daba sola, al
compararla con el control sin la droga.

6.4 Relacion GSH/GSSG en higado de rata.

En la grafica 6 se presenta la relaciéon GSH/GSSG (es decir, cuantas
moléculas de GSH hay, por las de GSSG), tanto para las ratas sin intoxicacion
como las intoxicadas con etanol. De esta proporcion se 6btuvo un valor de 77.62
en ratas sin intoxicacién y una disminuciéon del 20% en las intoxicadas con etanol,
con repecto al valor de las no intoxicadas
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La relacion GSH/GSSG ligeramente baja del grupo control, posiblemente
fue a consecuencia de la dieta comercial empleada; sin embargo, este valor se
encuentra alrededor de lo reportado por otros autores (Reed y Farms, 1984
Meister 1993), lo cual valida que lo tomemos como punto de referencia para
nuestros demas datos.

Al confrontar la relacién GSH/GSSG de los grupos experimentales con |a
del lote control sin intoxicar, se observd una disminucion en el aceite de maiz un
9% en ratas sin infoxicar y un 73% en ratas intoxicadas. El aceite de cartamo
presenta una baja de un 1% en animales no intoxicados y un 46% en animales
intoxicados con etanol. Las ratas que consumieron manteca de cerdo en la dieta, y
no fueron intoxicadas presentaron un decremento en la relacion GSH/GSSG en un
59% vy las intoxicadas un 79%. El tratamiento con sebo de res tuvo un aumenté de
la proporcién GSH/GSSG de mas del 100% en ratas no intoxicadas y una baja de
33% en ratas intoxicadas con etanol.
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7. Discusién

La intoxicacién aguda con etanol provoca un desbalance de los niveles de
glutation, pues como fo muestran nuestros resultados, si se administra a los
animales este xenobidtico, hay una disminucion de GSH y aumento de GSSG, lo
cual refleja el efecto negativo de esta droga sobre las barreras antidxidantes, esto
ya habia sido observado por otros autores (Sies,1979; Nanji,1986),sin embargo el
uso del HPLC nos permite una deteccion més precisa, directa, eficaz y sensible de
las 2 moléculas trabajadas (como se vé al inicio de nuestros resultados), a
diferencia de otras técnicas utilizadas, que se caracterizan por ser indicadoras de
tipo indirecto, de tal manera, nuestros estudios son mas representativos y
refuerzan ain mas la afirmacién de que el consumo de etanol causa darios en el
metabolismo.

Como habiamos mencionado anteriormente, el estudio de los factores
presentes en la dieta, como las fuentes lipidicas, en relacién con el consumo de
etariol, permite hacer algunos adelantos por lo que se refiere a la evolucion de
clertas patologias relacionadas con la nutricion y el alcoholismo. De tal manera,
aunque varios autores, habian realizado trabajos sobre este tipo de eventos
(Okananohuie y Burbije, 1982; Sanchez y Casas, 1981; Kolak-Tokek y Visal, 1985;
Videla y Valenzuela, 1982; Kretzchmar y Reinhard, 1992: Jhon y Littleton, 1980;
Jones y Alling, 1983; Nanji y French, 1986 Nordman y Rubiere,1992; Speiski y
McDonald, 1985), ninguno de estos conto con las ventajas ya descritas al utilizar el
HPLC, gue nos brinda un comportamiento mas real de las moléculas estudiadas.

Al analizar el comportamiento del glutation en las ratas alimentadas con
aceite de maiz asociado a la dieta, se ve un efecto similar al hallado en el aceite
de cértamo, aunque se observa en el abatimiento de los niveles de GSH en
presencia o ausencia del estrés provocado por la intoxicacién aguda con etanol.
Este aceite, es mas empieado en este tipo de pruebas y nuestros resultados se
suman a los reportados por otros autores (Gonzalez y Gran, 1992, Median y
Natielo, 1991, Masimo D‘Aquino y Corcos, 1991: Hidezaku y Tomer, 1986;
Hidezaku y French, 1985;Kuratzo y Ponce, 1991, Wisan y Ung-Soo, 1997) que
empleando técnicas para medir estrés oxidativo, encuentran comportamientos
parecidos a los obtenidos en nuestro estudio.

El aceite de cartamo, no altera los niveles de glutation, puesto que las ratas
que lo ingirieron en la dieta presentaron un valor de GSH similar al de lote control,
asociado a una ligera disminucién del GSSG; a su vez, los animales alimentados
bajo el mismo régimen, pero que fueron intoxicados con etanol, presentaron poco
cambio en la relacion GSH/GSSG, por lo que podria decirse que este tipo de
fuente lipidica le esta brindando proteccion, al organismo, pues su cConsumo, ya
sea sélo o asociado a este xenobidtico, no afecta en forma negativa los niveles de
las barreras antioxidantes. Este efecto no habia sido reportado usando la técnica
que nosotros empleamos, y solo daba aproximaciones al comportamiento, ya que
otros autores basaban sus experimentos en metodoiogia no tan sensible (Naniji,
1988) mencionando solo el comportamiento de los indicadores utilizados.

Basandose en nuestros resultados podriamos inferir que el comportamiento
de ambas fuentes de lipidos en la dieta, podria deberse a los acidos grasos gue
conforman a los aceites usados en nuestro estudio (cuadro 8), puesto que el



aceite de maiz tiene una cantidad de acidos grasos insaturados y de saturados,
similar a la del de cartamo, aunque el primero produce efectos mas marcados
sobre el GSH, que se podria reflejar en un posible aumento de la peroxidacion
lipidica. Otros autores (Kuratze y Ponce, 1881, D'Aquino y Corcos, 1891;
Gonzdlez y Gran, 1992), habfan medido el grado de peroxidacion de varios tipos
de aceites, entre los que sé incluian el de maiz, el de cartamo o de acidos grasos
insaturados, encontrando un comportamiento similar (aungue no tan preciso), al
que nosotros tenemos, midiendo su efecto sobre las barreras antioxidantes, en el
cual se ve el dafio provocado por la ingesta de aceite de maiz y la proteccion
brindada por el de cértamo. Quiza la diferencia entre los resultados de ofros
autores y los nuestros, pueda deberse a que nosotros empleamos al animal
integro, con la intencién de hacerlo mas aplicativo hacia las personas afectadas
por estas patologias.

Cuadro 8: Porcentaje de dcidos grasos presentes en los lipidos de la dieta.

. Acido Aceite de maiz Aceite de cartamo Manteca de cerdo Sebo de res

' graso

“14:0 i - - - 1.40

16:0 5.53 12.3 28.09 22,07

. 17:0 - - - 0.11
18:0 2.90 1.8 70.30 72.23

1 18:1 16.13 11.2 - 0.225

118:2 75.44 74.3 - 0.195

-18:0 - - - 0.180
20:0 <0.43 - 0.20 0.289

" 2001 - - - -

Tomado de Caballero {1898)

El sebo de res en ratas no intoxicadas presenté una alta proporcion
GSH/GSSG debido su baja concentraciéon de GS8SG, y su concentracion de GSH
similar a la del lote control; asi mismo, en los animales intoxicados con etanol,
alimentados con una dieta asociada a esta grasa, se presentd menor disminucion
de la relacion GSH/GSSG, al compararlas con el iote control no intoxicado; esto
nos podria indicar un cierto nivel de proteccion (Nanji y cols, 1988), que estaria
atenuando el estrés oxidativo provocado por el etanol.

Con la manteca de cerdo obtuvimos un efecto contrario al del sebo de res,
es decir, una baja en GSH y un aumento del GSSG; esto nos permite inferir que
esta grasa funge como fuente propicia para la peroxidacion lipidica si se le
proporciona en la dieta o se le asocia a la ingesta de etanol (Nanji, y cols., 1995;
Roll, y cols, 1991; Fukoi, y cols., 1990; Junqueira, y cols., 1993).

Estudios recientes (Eder, 1999) han demostrado que las grasas, al
exponerse a temperaturas muy elevadas, pueden provocar el aumento de la
lipoperoxidacion de 4cidos grasos y la formacion de xenobidticos. De tal manera,
la manteca de cerdo al ser extraida, estaria mas expuesta a los cambios por
calentamiento, que el sebo de res, por lo que seria mas susceptible de
peroxidarse, dada la posible tranformacion que pudiesen presentar ios acidos
grasos y la produccion de agentes toxicos, que actuarian como xenobidticos,
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formando aductos con el giutation, que a su vez abatirian los niveles de este
antioxidante.

Los procesos de refrigeracion son también un factor importante, puses se ha
reportado que la conservacion de la manteca de cerdo provoca efectos similares
a los de aceites vegetales ricos en 4cidos grasos insaturados (Papavergou, 1995)
y el sebo de res bajo las mismas condiciones no se ve afectado (O neill, 1998);
asi. de alguna manera, este Ultimo es menos susceptible a oxidarse, y por lo tanto
presenta menos tendencia disminuir las defensas antioxidantes, proporcionando a
su vez, un cierto nivel de proteccién, como habiamos mencionado anteriormente.

Como se puede ver, el consumo de aceite de maiz o manteca de cerdo
provoca dafios, que se asocian con el inicio de patologias como el higado graso,
la esteatosis o la cirrosis, cuya etologia probable se da principalmente por el
desorden causado en la membrana celular del hepatocito por la peroxidacion de
lipidos, la cual se acentla aun mas si se consume etano! (Naniji, y cols., 1995;
Roll, y cols, 1891; Fukoi, y cals., 1990; Junqueira, y cols., 1993). A su vez, en base
a nuestros resuitados, podria decirse que el aceite de cartamo y el sebo de res
fungen como atenuadores del estrés provocado por la administracion de etanol,
sin embargo, el consumo de estos 2 lipidos, por si solos, también pueden causar
problemas, quiza no hepaticos pero si a nivel cardiovascular, por lo que su
consumo en exceso tampoco es muy recomendable (Harman y cols, 1976
Lieber,1984a: Lieber, 1984b; Narro-Robles y cols. 1982; Coyle y Puttfacken, 1993,
Nanji y cols, 1994).
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8. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos concluimos que la concentracion de
glutation. considerada como principal barrera antioxidante, puede ser modulada,
tanto por algunas fuentes de lipidos, como por el consumo de etanol, o ambos, los
cuales provocan un estrés oxidativo que se refleja en la disminucion de los niveles
de GSH y el consecuente aumento de GSSG.

Asi tenemos que si se consume manteca de cerdo en la dieta hay mayor
dafio provocado posiblemente por la peroxidacién lipidica, pudiendo ser ésta la
razon del consumo de defensas antioxidantes. Este dafio se potencia por
consumir etanol en forma aguda.

Por otra parte, el consumir diestas con sebo de res solo provoca la
disminucion en los valores de GSH e incremento en los de GSSG, cuando son
acompafados de la ingesta de etanal.

De tal forma, la variacidon en la fuente de lipidos de la dieta efectivamente
produce un cambio en la relacidon GSH/GSSG en el higado de ratas macho a las
cuales se les induce estrés oxidativo mediante ingesta aguda de etano!.

9. Perpesctivas

Una véz determinado el efecto de las fuentes lipidicas de mas uso en
México, asociado a la ingesta de etanol, en los niveles de glutation hepatico,
podriamos complementar nuestro estudio midiendo los valores de glutatidn en
sangre o en hepatocitos, aislados auxiliandonos de ofras técnicas, coma por
gjemplo, espectrofotométricas. A su vez, se podria montar una estratégia de
experimentacion que nos permitiera detectar estrés oxidativo, comao podrién ser la
determinacién de productos reactivos al acido tiobarbitirico (TBARS),
determinacion de triacilglicéridos (TAGS), o de antioxidantes como las vitaminas,
en homogenado de higado, primero y posteriormente en hepatocitos aislados

10. Comentario final

El origen de muchas enfermedades hepaticas radica en las costumbres
alimenticias que se practican segun el origen de las personas. En Meéxico
contamos con el grave problema de la mal nutricidn que nos proporciona nuestro
ritmo de vida, y debido a una mala educacion en la alimentacion, tendemos mas a
consumir comidas rapidas, ricas en grasas y aceites (como la manteca de cerdo y
el aceite de maiz, por ejemplo), que como hemos visto, pueden causar graves
dafios a la salud. Esto no significa que la comida mexicana sea poco
recomendable, aunque su preparacion tenga como base, en ia mayoria de los
casos a estas fuentes lipidicas; lo que hay que procurar es no abusar de estos
alimentos, pues todo en exceso traera consecuencias no deseables.

Podriamos decir que lo mas recomendable para una dieta sana en las
personas alcohodlicas seria gque estas se constituyeran en base a aceite de
cartamo y/o sebo de res, sin embargo, su empleo también acarrea ciertas
desventajas para la salud en el sistema cardiovascular.
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No podemos borrar de golpe toda una tradicion histérica de consumo de
alimentos y bebidas en Mexico, sin embargo, es prudente hacer una
recomendacion: no excederse en el consumo de lipidos, sea cual fuere su tipo y
tener presente que algunos tipos (aceite de maiz y manteca de cerdo) en la dieta
de personas que tienen como habito consumir etanol pueden propiciar o
desencadenar una enfermedad hepatica.
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Anexo I: Principios de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
Componentes de un cromatégrafo de liquidos.

Los componentes esenciales encontrados en un cromatografo de HPLC incluyen: una
bomba, inyector, columna, detector y registrador. La columna esta considerada el corazon
del sistema, la cual se encuentra rellena de la fase estacionaria compuesta por particulas
del tamario de micras (10 a &), para lo cual es necesario una bomba de alta presion,
para transportar |a fase mévil a través de la columna.

La separacion ocurre al bombear la fase movil y el soluto a través de la columna, cada
compuesto que eluye de la columna es detectado, ya sea por un detector universal o
selectivo, dependiendo de las propiedades del componente a medir.

Ventajas del metodo.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion puede ser considerada como
complementaria a la cromatografia de gases.

Para aquellos materiales que son termolabiles o nc volétiles, HPLC es la seleccion, mas
recomendable, pues ofrece las siguientes ventajas sobre la cromatografia de liguidos:
rapidez, resolucion, sensibilidad, columnas reutilizables, ideal para moléculas grandes y
especies idnicas, muestras faciles de recuperar, etc.

Tipos de cromatografia

Segun el tipo de interaccidn existente entre los solutos a separar y el lecho
cromatografico, podemos clasificar los procesos en:

cromatografia . de absorcion, particién, de intercambio ionico, de fases
quimicamente unidas, y de exclusion. Todos estos fendmenos coexisten
simultdneamente, si bien Ia distinta presencia de uno y de otro mecanismo de
interaccion vendra basicamente determinada por la naturaleza y composicion del
eluyente.

Cromatografia en fase normal.

En este caso el lecho estacionario es de naturaleza fuertemente polar y la fase
movil es apolar. Las muestras polares quedan retenidas en la columna durante
tiempos de retencidn mayores que los materiales menos polares o apolares. Es
decir, que el orden de elucion de los solutos, sera proporcional directamente a su
polaridad, donde los primeros en eluirse seran los menos polares y los mas
polares seran los mas retenidos.

Cromatografia de fase reversa.
Es el proceso inverso a la fase normal, en el cual el lecho estacionario, es de

naturaleza apolar ( superficie modificada), mientras que la fase moévil es un liquidd
polar; cuanto mas polar sea la muestra mayor sera su retencion.



Metodos de la cromatografia.

-Cromatografia de intercambio ionico: retencién por union ionica reversibie a
grupos cargados de la fase estacionaria.

-Cromatografia de exclusién: retardo de moléculas pequenas al pasar a los poros,
exclusion estérica de moléculas mayores.

-Cromatografia de pares idnicos: moléculas ionicas de la prueba se unen por
medio de un enlace idnico al reactive de pares idnicos el cual posee una parte de
molécula apolar que puede actuar con la cadena carbonada apolar de la fase
estacionaria.

-Cromatografia de fase reversa: retardo por interaccion de la cadena apolar
hidrocarbonada de la fase estacionaria con partes apolares de las moléculas a
prueba.

-Cromatografia de afinidad: biomoléculas ligan con sus substratos especificos ©
ligandos inmovilizados, los cuales ajustan Unicamente en una posicion altamente
especifica en o sobre la molecula.
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Anexo I1; Dietas experimentales empleadas.

Ingredientes Inclusidn
(%)
Caseina 25
Almidon 13
Azucar glass 41.75
Salvado 4
Lipidos* 5
DL-metionina 0.15
Minerales 0.05
Vitaminas 0.50
Colina 1.50
Carbonato de calcio 0.27
Ortofosfato 2
Clorurc de sodio 0.30
Vehiculo 6.45
Total 100

» Aceite de maiz, aceite de cartamo, sebo de res o manteca de cerdo.
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