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RESUMEN

NORA MONSERRAT ALARCON. Influencia de los lipidos de la dieta
sobre la defensa antioxidante en el hepatocito aislado de rata. {Asesora M. en C.
lvonne Caballero Cruz).

La tensién oxidativa producida por el consumo de etanol, ha revelado una
reduccidn en el contenido de glutatién total en el higado, el mecanismo mas
importante relacionado con este dafio celular es la peroxidacion de los lipidos,
donde los acidos grasos poliinsaturados son mas susceptibles, esto conduce a la
formacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (SRATB), que sirven como
indicador de dafio celular por radicales libres. Los triacilgliceroles (TAGs) hepéticos
se elevan también por accidon del etanol. Proponemos que el porcentaje de acidos
grasos como el oleico y linoleico de los lipidos de la dieta normolipidica, promueven
ia tension oxidativa y no asi los acidos grasos saturados como el palmitico y
estearico.

Se utilizaron ratas macho cepa Wistar, con destete tardio de 120-150g de
peso, que recibieron una dieta (AIN76) controlada de (15g/Kg/dia), por 40 dias de
tratamiento, donde la fuente de lipidos fue, manteca de cerdo, sebo de res y aceite
de maiz que difieren en su contenido de acidos grasos, los indicadores analizados
fueron: proteina, TAGs, SRATB, y el glutation total {GT) de los hepatocitos aisiados
incubados con etanol o lactato 50mM. Se realizaron cortes histologicos del los
higados de las ratas esperimentales tefidos con hematoxilina y eosina. Las
muestras de hepatocitos fueron obtenidas por el método de Berry and Fried 1969, la
proteina por el método de Bradford, 1976, los triacilglicéridos por Goftfried y
Roserberg 1973, las SRATB por Zentella y cols; 1993, y el glutation como lo
describe Akerboom y cols; 1989.

Los lipidos de la dieta modifican el dafo celular promovido por agentes
téxicos como ei etanoi. El aleohol estimula la lipoperoxidacidn, lo cual se magnifica
con el consumo de grasas insaturadas. La combinacién de etanol y una dieta con
alto contenido de Acido linoleico {aceite de maiz) promueve el aumento de
triacilgliceroles en hepatocitos aislados. Las dietas normolipidicas con sebo de res
mantienen las reservas antioxidantes, en hepatocitos aislados sometidos a una
tensién oxidativa.

La histologia mostré que los higados de ratas alimentadas con las dietas
normoproteicas controladas sin ser sometidos a una tensiéon oxidativa presentan
diferente grado de esteatosis en funcidn a la fuente de lipidos consumidos en donde
existid esteatosis moderada a severa en con manteca de cerdo, moderada con
aceite de maiz y esteatosis ausente con sebo de res.
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L. INTRODUCCION

1.1. BIOQUIMICA DE LOS LiPIDOS.

Los lipidos son un grupo de compuestos heterogéneos presentes en todos
los seras vivos, sus caracteristicas principales se presentan en la Tabla 1( Murray
y cols; 1998) y la clasificacion en la Tabla 2 (Laguna — Fifia, 1991).

Tabla 1. Caracteristicas quimicas de los lipidos.
CARACTERISTICAS DE LOS LIPIDOS

Moléculas hidrofébicas o alifaticas.

Son altamente reducidas y con muy poco oxigeno.

Pueden aportar 9.1 kcal/gramo

Son mensajeros (esteroides).

Sirven como reserva de energia.

Amortiguadores fisicos y aislantes de temperatura.

Moléculas estructuralés {asociados a proteinas y carbohidratos)
en la composicion de membranas celulares.

Tabla 2, Clasificacion de los lipidos
CLASIFICACION DE LOS LIPIDOS

Lipidos simples: estan formados por esterés de Acidos grasos y
algun tipo de alcohol, come son los acilgliceridos, que son, resultantes
de la unidn del trialcohol glicerol con una, dos o tres moléculas de
acidos grasos ( triacilglicéridos} y por otra parte se encuentran las
ceras.

Lipidos compuestos: tienen en su molécula ademas de alcohol y
acido graso, acido fosférico y otro alcohol muchas veces aminado, se
les llama fosfolipidos (entre ellos estan las lecitinas, cefalina, fosfatidil
inositidas, plasmalogenos, esfingomielinas, ganglidsidos, sulfolipidos, y
fas lipoproteinas).

Lipidos derivados: sustancias obtenidas por hidrélisis.

Sustancias asociadas a los lipidos: extraibles con solventes crganicos
(terpenos,carotenos, naftoquinonas vit K, tocoferoles vit E y serie de
esteroides, acidos biliares, hormonas corticales y sexuales etc.




1.1.2. ACIDOS GRASOS.

Entre los lipidos simples se encuentran los dcidos grasos que presentan
una larga cadena hidrocarbonada sin ramificaciones, con un grup¢ terminal
carboxilico. Su funcién fisiologica es muy importante, ya que actdan como: 1)
Componentes de fosfolipidos y glicolipidos, 2) Modificadores lipofilicos de las
protefnas, 3) Moléculas combustibles, 4) Hormonas mensajeras intracelulares.

En la mayoria de los seres vivos, los acidos grasos contienen un namero
par de atomos de carbono, generalmente entre 14 y 24; los mas frecuentes son
los de 16 a 18 carbonos, sin presentar ramificaciones, y pueden ser insaturados o
saturados, estos uitimos tienen dobles enlaces en su estructura, la configuracion
de los dobles enlaces en la mayoria de los acidos grasos insaturados es de tipo
Cis.

Entre los acidos grasos saturados predomina el acido palmitico 16:0 y el
acido estedrico 18:0, entre los insaturados el acido oleico 18:1 y entre los acidos
poliinsaturados estan el acido araguidonico 20:4. Al acido lincleico 18:2, y 4cido
linolenico 18:3 se les conoce camo acidos grasos indispensables porque no
pueden ser sintetizados por el organismo { Stryer, 1987).

Los acidos grasos saturados corresponden a la férmula CHa(CH2),COOH;
todos tiene una cadena de carbonoes unidos entre si por una sola valencia, la cual
deja libre las valencias restantes para los hidrégenos correspondientes. Sientre 2
carbonos adyacentes, existen 2 hidrégenos, se establece un sitio de insaturacion o

una doble ligadura formandose asi un &cido graso insaturado. (Fig-1)



Las propiedades fisicas de los acidos grasos y de los compuestos que los
contienen estan determinadas en gran parte por la longitud y grado de
insaturacién de la cadena hidrocarbonada.

Cuando mas larga sea la cadena grasa y menor el numero de dobles
enlaces, menor es la solubilidad de los acidos grasos en agua. Los acidos grasos
saturados desde 12:0 a 24:0 tienen una consistencia ceréa, mientras que los
Acidos grasos insaturados de estas longitudes son liquidos oleoscs. Los puntos de
fusion de los acidos grasos aumentan, si la longitud de carbonos se alarga y
disminuye de acuerdo con el nimero de insaturaciones. Los acidos poliinsaturados
pueden conservarse liquidos, a temperatura relativamente baja.

Los diacilgliceroles y triacilgliceroles son altamente insolubles en agua,
mientras que los moncacilglicéridos, por su caracter anfipatico, llegan a

dispersarse formando agregados.

Fig-1. Estructura de los 4cidos grasos a} saturado y b) insaturado
(Lehninger, 1993),
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1.1.3. LOS TRIACILGLICEROLES (TAGs).

Los acidos grasos se almacenan como triacilgliceroles y se les conoce
también como grasas neutras o triacilgliceroles (Fig-2). Son ésteres del alcohol
glicerol y acidos grasos. Ei glicerol es formado en las células, a partir de la
dihidroxiacetona fosfato que al ser reducida con NADH, se convierte en
glicerolfosfato, ésta forma se utiliza en la sintesis de diversos lipidos.

Los triacilgliceroles son depdésitos de energia metabdlica muy concentrada,
debido a que se encuentran en forma reducida y anhidra por lo que estas
moléculas se conocen como el principal reservorio de energia en la célula animai,
los triacilgliceroles se acumulan principalmente en el citoplasma de ias células
adiposas, éstas células estdn especializadas en la sintesis y almacenamiento y
movilizacién de los triacilgliceroles como moléculas combustibles. La oxidacion
completa de un acido graso rinde 9.1 Kcal/g a diferencia de las 3.94 kcall/g que se

obtienen de los carbohidratos y 3.12 kcalfg de las proteinas. (Laguna y Pifa,

1991).
O
'‘(H— OH ||
| 0 -G R
CH— OH i ¢
| H—0— C—R,
H— O ‘ ﬁ
M, - 0 - G-k
(Hiceral TAG

Fig- 2. Estructura quimica de una molécula de triacilglicerol .
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1.2. LOS LIPIDOS EN LA DIETA.

Los lipidos de la dieta juegan un importante papel en la nutricidn.

El consumo diario de grasas en las comunidades industrializadas es
aproximadamente de 100 g/dia, los cuales aportan del 40 al 45 % de las calorias
totales de la dieta. Alrededor de un tercio de ellas proviene de la carne, otro tercio
de los productos grasos propiamente dichos (aceite, mantequilla y margarina), un
quinto de productos l4cteos y el resto de una variedad de productos
manufacturados o naturales (frutos secos, chocolates, pasteleria).

1.3. METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS.

El higado es e! drgano que regula la sintesis y utilizacion de las grasas
ademas de intervenir en la sintesis de colesterol, fosfolipidos, o bien en la
formacién de Acidos grasos a partir de los cuales se obtiene energia (Murray v
cois; 1988).

Aproximadamente el 40% de &cidos grasos que se emplean para la
obtencién de energia se desdoblan primeramente en el higado, en forma de acido
acetoacético, el cual difunde rapidamente a través de ia membrana celular
transportandose a toda la sangre de! cuerpo para ser oxidado en la mitocondria de
manera similar a la glucosa. Para esto es necesaria la degradacion de los
triacilgliceroles por medio de las lipasas, de esta manera se forma una molécula
de glicerol y tres acidos grasas (Lehninger, 1993 y Strayer, 1981).

La oxidacidn de los acidos grasos es un procesc gue se realiza en la
mitocondria, que requiere una activacion que se realiza en la membrana externa

de la mitocondria en presencia de acil-CoA sintetasa.



1.3.1. p Oxidacion

La principal via catabolica de los 4cidos grasos se denomina [ Oxidacion,
en ella se liberan unidades secuenciales de dos atomos de carbono, fos acil-CoA
se degradan mediante una secuencia repetitiva de 4 reacciones: 1) oxidacidn
ligada a flavina adenina dinucleotido (FAD), 2) hidratacidn, 3) oxidacién ligada al
NAD® y 4) tiolisis por CoA., como resultado de estas reaccicnes, {a cadena del
acido graso se acorta en dos atomos de carbono y se genera FADH; NADH vy
acetil-CoA.

Cuando cada NADH es oxidado en |la cadena respiratoria se genera 2.5
ATPs, por cada FADH: se forman 1.5 ATPs {(entra a nivel del ubiguinol). Y la

oxidacion del Acetil CoA en el ciclo del acido citrico produce 10 ATP (Fig-3.}

M cH, | FXARA 3 Acetil Coa
CH, e
o Ciclo del
ct'_. icide
_}ﬁlc". Citrico
[T2CH,
2
‘-C"'gl D.-Oxidaclén
—X' !6 co;
_\:ﬂc”’
C*-_
o
=
C=0
o IH +12 0,

: (-ldem rﬂpualona
Acido graso (tunlferencu dee )

7 x>
[[aprern ] [ ]

( pPOXIDACION ]

H.0

Fig-3. Obtencion de energia a partir de la B oxidacion.



1.4. ElETANOL.

El término alcchol es usado invariablemente como etancl, alcohol etilico,
alcohol absoluto, alcohol deshidratado, hidrato etilico, alcohol anhidro e hidroxido
etilico. Su férmula quimica es: CHiCHOH vy se produce a partir de otros
aicoholes o sustancias que pueden originarlo, gj. Metanol CH3OH; y butanol
CH;CH>CH>CH,OH y sus principales caracteristicas se encuentran descritas en la
{Tabla 3} (Merck index 1389)

Tabla 3. Caracteristicas quimicas de etanol.
CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL

ALCOHOL

Formula CHaCH20OH.

Peso molecular bajo 46.06 g mol™
Liguido temperatura ambiente, volatil.
£l 90 % es metabolizado por el higado.
Soluble en agua, cloroformo y acetona.
Fuente sustancial de energia y puede
aportar 7.1 Kcal/g (Lieber 1995)

_El etanol se ha descrito como una sustancia liposoluble, lo que es falso sin
embargo por su tamafo pequefio, es capaz de atravesar libremente la bicapa
lipidica de la membrana y pasar por difusion pasiva (Kricka y cols, 1979 y Zentella
y cols; 1993)

1.4.1. Metabolismo del Etanol

El metabolismo del alcohal incluye las siguientes etapas: ingestion,
digestién, absorcion, distribucion en sl organismo, metabolismo propiamente
dicho, eliminacion de! etano! no degradado y de sus productos de oxidacion

{Pardo, 1998).



1.4.2. Oxidacion del etanol.

La oxidacion del etanol se realiza principalmente en el higado, que contiene
la mayor parte de enzimas que lo oxidan.

Durante e metabolismo del etanol, éste es capaz de desplazar el 90 % de
otros sustratos utilizados por el higado, lo que convierte al hepatocito en la
principal célula que metabaliza el etanol (Lieber(s), 1981)

En e! higado se han detectado tres sistemas enzimaticos que oxidan etanol:
el de la alcohol deshidrogenasa {ADH), el sistema microsomal oxidante del etanot

(MEOS) y el catalizado por la catalasa (Fig-4) (Caballero, 1998).

Fig-4. Metabolismo del hepatocito
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1) Deshidrogenasa alcohélica (ADH). Es un complejo enzimatico localizado
en el citosol de |a célula, es ta principal enzima responsable de oxidacion in vivg
del etanol a acetaldehido. Esta reaccion requiere ta presencia de la coenzima
NAD' (nicotin adenin dinucledtido oxidado) el cual serd reducido a NADH +H*
{nicotin adenin dinucledtido reducido). Esta reaccion es catalizada por la alcohol

deshidrogenasa (Fig- 5).

CH3y-CHp-OH + NAD Deshirogenasaalcohdlica vy H=0) + NADH +H*
_—

Fig- 5.Reaccion catalizada por ADH

La ADH pertenece a la familia de las alcohol deshidrogenasas que
presentan gran variedad de isoenzimas. Las ADH y sus enzimas son codificadas
por mas de siete genes diferentes (Danielsson y cols; 1994)

La ADH es de estructura dimérica con subunidades de aproximadamente
40 kDa y en cada subunidad hay 2 dtomos de zinc¢ unidos por cisteina que ayudan
a estabilizar la estructura. Uno de los dtomos de zinc forma parte del sitic activo.
La ADH existe en todos los tejidos del cuerpo pero con diferente actividad (Boleda,
1989},

Se sabe que en los bebedores consetudinarios aumenta su tolerancia al
etanol acelerando su depuracion sanguinea, y que la enzima deshidrogenasa
alcohdlica llega a disminuir su capacidad en respuesta al consumo exagerado o

crénico del etanol.



2) El sistema microsomal oxidante del etanol (MEGS). Se iocaliza en los
microsomas, del reticulo endoplasmatico con la presencia del citocromo P-450.
Esta via oxidativa reguiere también de NADPH (nicotin adenin dinucledtido
reducido) y la reduccién de una molécula de oxigeno, formando H.C, Existen
diferentes tipos de citocromos, pero el mas eficiente para oxidar el etanol es el P
450 2E1 (CYP 2E1), que (Nefson y cols; 1993) puede oxidar también al butanol o
pentano, y otros xenobidticos como: el acetaminofen, acetona y tetracloruro de
carbono. Este citocromo posee actividad importante solo cuando la concentracion
de etanol es alta en individuos no alcohélicos (intoxicacion aguda) ya que su
afinidad por el etanol es baja con una Km de 8 -10 mM (Lieber, 1994)

A través del MEOS también se oxidan otros alcoholes de cadena larga,
dando como resultado la formacidn de acetaldehido, NADP y H202 (Fig-6 ).

MEOS
CH3-CHp-OH + 20, + NADPH+H" &% CH3-CHO + NADP" + 2H,0,+ H*
Fig-6. Reaccion catalizada por MEOS.

La mayor actividad del MEOS es conferida por la exposicion prolongada
del etanol que conlleva a un aumento en el metaboelismo de diferentes drogas, con
un descensoc en su vida media, asi como al aumento en la produccion de
metabolitos toxicos generados a partir de ciertas drogas (Riveros y cofs;1997).

3) El tercer sistema es el de la catalasa. La catalasa se encuentra en los
peroxisomas de las células hepaticas, es una proteina oligométrica de 4

subunidades (60 kDa c/u) de arreglo tetraédrico. Cada subunidad funciona de



forma independiente y presenta como grupo prostético un protoporfirina férrica X
y una molécula de NADP"® (Fita y cols; 1986).

Actua descomponiendo perdxidos de hidrégeno en el proceso de axidacion
del etanol, la principal limitante en la actividad de esta enzima es la presencia de
peréxidos, por lo que su participacion en la oxidacion etilica s muy reducida (Fig-
TYLieber, 1994)

Catalasa

a) 2HO; 44— 2H0 +0,
Lt

—_——
b) HOOH + CH;CH,OH Catalasa CH3-CH= O + 2H,0
—
ROOH + CH,CH,OH Catalaza CH+CH=0

Fig-7. a) Descomposicién de perdxidos por la catalasa, b) oxidacién del
etanol en presencia de peréxidos de hidrégeno y peréxidos organicos.

Algunas alteraciones bioguimicas que limitan |la oxidacion del etanol son el
gasto de moléculas de NAD y Hz0a.

.1.4.3. Oxidacioén no enzimética del etanol,

Esta oxidacion se ha observado in vifro. La oxidacidn no enzimatica
depende de la presencia de quelatos de fierro y de la formacién de radicales
hidroxilo ('OH). Estos hidroxilos reaccionan cen e etanol espontaneamente para
formar agua y radicales alcohoxilo, el cual reacciona rapidamente con oxigeno,
para formar acetaldehido mas un ion superdxido protonado (HO»,"). E! etanol es
un excelente atrapador de radicales hidroxilo, por lo que una limitante de la
reaccion es la presencia de radicales libres hidroxilo. La presencia de radicales

hidroxilo depende de la presencia de quelatos de fierro, un sistema reductor, y 1a



disponibilidad de perdxido de hidrogeno (Kathrym y cols; 1989).
Por 1o que las reacciones que producen peroxidos de hidrégenc o ion
superoxido promueven la oxidacion no enzimatica del etanol (fgelman y cols; 1984)
La oxidacion no enzimatica pudiera ser poco significativa, debido a que los
complejos organicos de fierro son poco eficientes para oxidar el etanol, sin
embargo la generacién de RL a partir de la oxidacion etilica explica el dafno a los

tejidos por el etanol (Fig-8).

HzOz EDTA O, *H‘

Fe 2 «
cora 7

A\

Fe*
"OH |OH 0, 0
CH,CH,CH ICH30 lchicH
H,0 i H
H:0 0,

Fig-8. Oxidacién no enzimatica del etanol.
1.4.4. Via oxidativa del etanol
El stanol puede formar etil ésteres in vivo por medio de la sintetasa de
ésteres etilicos de acidos grasos (SEEAG), esta enzima es dimérica de 50 KDa,
que no requiere de CoA ni de ATP para que se lleve acabo la reaccién. Su
participacién en el metabolismo etilico es poco significativo, sin embargo la

presencia de ésteres etilico de acidos grasos (Fig-8) en los tejidos antes
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mencionados muestran que la ingesta cronica del etanol causa daros en drganos
que no lo oxidan eficientemente (Lieber 1994, Laposta y cols; 1586},
SEEAG
CH:CH,OH +RCOOH  4—  H,0 + RCOOCH,CHs
Fig-9. Formacidn de ésteres etilicos de acidos grasos. R= cadena
hidrocarbonada.
Se ha reportade que en individuos intoxicados de forma aguda con etanol
se presentan altas concentraciones de etilésteres de acidos grasos en pancreas,

higado, corazon y tejido adiposo {Laposta y Lange, 1986).

1.4.5. Oxidaci6n del Acetaldehido.

El acetaldehido es también llamado etanal, aldehido acético y etilaldehido. Su
férmula ‘quimica condensada es C;H40, y su peso molecular es 44.05, en
humanos el acetaldehido ejerce efectos narcéticos, y a grandes dosis puede
causar |la muerte por pardlisis respiratoria (Merck index, 1989) ésta molécula es 10
a 30 veces mas loxica que el etanol, su toxicidad se relaciona con su capacidad
de unirse covalentemente (forma aductos) con los fosfolipidos, acidos nucléicos y
proteinas. Por lo que puede inactivar diversas moléculas biolégicas, ademas de
causar lipoperoxidacion por dos mecanismos; 1) estimulando la produccion de
radicales libres y 2) uniendose a la cisteina y al glutatién, contribuyendo en ambos
casos a la disminucion del glutation (Vifia y cols; 1978)

De todas las moléculas formadas a partir del etanol, el acetaldehido es el

producto comun resultante de 1as tres vias enzimaticas que oxidan al etanol, y a la



que se le han atribuido los efectos toxicos asociados al consumo del etanol .

Un dato que crientd sobre las potencialidades del acetaldehido como téxico
importante se refiere a las manifestaciones registradas en individuos normales al
recibir inhibidores de la deshidrogenasa aldehidica, como el disulfuran, algunos de
los signos y sinlomas ocasionados por el aumento en los niveles de acetaldehido
son: fuerte enrojecimiento facial, taguicardia, hipotensién, dolor de cabeza, vomito,
nauseas, debilidad muscular, y somnolencia, entre otros. La intensidad del cuadro
depende de la concentracion sérica del acetaldehido y es tan molesto gue puede
llegar a crear aversion al etanol (Fernandez y Videla ,1980).

El acetaldehido producto de la oxidacidn etilica es metabolizado por la
aldehido deshidrogenasa, la aldehido oxidasa y el sistema microsoma! oxidanie
del acetaldehido (MAOS).

1.4.6.1. Aldehido deshidrogenasa (ALDH).

La degradacion del acetaldehido a acetato, se realiza en una reaccion
catalizada por aldehido deshidrogenasa hasta un 90 %, tiene como cofactor al
NAD®, durante |a oxidacion del acetaldehido sucede la transferencia de hidrégeno
del sustrato al cofactor, resultando su reduccion a NADH® (Fig-10).

Otras enzimas como las flavoproteinas aldehido oxidasa y la xantin-
oxidasa, también son capaces de catalizar la oxidacién del acetaldehido, pero
estas ezimas son bastante inespecificas para el sustrato y muestran muy baja

afinidad por el acetaldehido (Zentella y cols; 1992b y 1993).
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aldehido deshidrogenasa

_— >
CHa- CHO + NAD" H;0 CHiCOO™ + NADH + 2H"

Fig-10. Reaccion de catalizada por accidn de la aldehido deshidrogenasa.

Algunos efectos de! acetaldehido son antagonicos a los efectas directos del
etanal: el acetaldehido permite la liberacidon de catecclaminas y contrarresta
algunos efectos sedantes del etanol, también esta molécula, produce a nivel de las
mitocondrias del higado de rata, una inhibicidn del sitio | de la cadena respiratoria
acoplada a la fosforilacién oxidativa. (Lehninger, 1993 ).

Para que el acetato producido por aldehido deshidrogenasa pueda
incorporarse a otras rutas metabdlicas requiere transformarse en acetil coenzima
durante una reaccion catalizada por acetil Co A sintetasa. Una vez como acetil Co
A, puede ser metabolizado en el ciclo de Krebs hasta CO2 y H20, ¢ bien para
sintetizar acidos grasos, como sucede en el higado y en el tejido adiposo. Otro
camino de menor importancia cuantitativa seria [a formacion de cuerpos ceténicos
y esteroides, cuando el acetato transformado hacia acetil CoA entra al ciclo de
Krebs, o bien sintetiza Acidos grasos, adquiere un papel energético importante
(Riveros y cols; 1997}

Las concentraciones altas de acetaldehido en el higado, forman aductos de
acetaldehido con proteinas hepaticas, estableciendo uniones covalentes con las
proteinas del citoesqueleto hepatocelular, por lo que disminuyen 105 microtibulos,
su capacidad transportadora de proteinas, reteniendo dichas proteinas en las

células, ocasionando hinchamiento de los hepatacitos y crecimiento de! higado.
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Por dltimo las concentraciones elevadas de acetaldehido modifican el
balance entre la sintesis y la degradacion de colédgena favoreciendo depositos de
proteina estructural (Rocha, 1996).

1.4.6, 2. Aldehido Oxidasa.

Esta enzima se encuentra en el citosol de la célula tiene un peso molecular
de 300Kda y posee 8 atomos de fierro, 2 de molibdeno, 2 moléculas de FAD y una
a dos moleculas de Q10. Cataliza la conversion de acetaldehido a acetato con
una Km para el acetaldehido de 1mM, en presencia de oxigeno. La importancia de
esta enzima radica en que parle de los efectos toxicos se han asociado a la
generacién de RL derivados de peréxido de hidrogenc producido durante Ia

reaccion (Fig-11).

CHCHO+0,4H, 0 <+ > CHiCOO + H,0, + H'

Fig-11. Reaccidn catalizada por la aldehido oxidasa.

1.4.6.3 Sistema oxidante del acetaldehido MAOS.

Este sistema fue descrito en 1995, se localiza en los microsomas
hepaticos, es analogo del MEOS este requiere de la participacion del CYP2E1,
que es el mas activo. En este sistema donde es oxidade el acetaldehido a
acelato, se encuentra acoplada la dependencia de una molécula de NADPH a ta
reduccion de una molécula de oxigeno que forma perdxidos de hidrégeno. La
actividad de este sistema es iducible hasta 2 veces en animales tratados

crénicamente con etanol (Fig- 12) (Riveros y cols, 1987).



CH;CHO + NADPH + O, + H; _,‘ CH;CQOO + NADP" + H,O, + 2H'

Fig-12. Via oxidativa del acetaldehido catalizada por el MAOS.

1.5. Radicales Libres (RL).

Como hemaos visto en el metabeolismo intermediario del etanol se genera
gran cantidad de RL estos se identifican fisicoquimicamente como, atomos o
moléculas capaces de existir independientemente y que poseen uno o mas
electrones no apareados girando en drbitas externas, condicién que los torna
sumamente reactivos puesto que el electron solitario *busca pareja” para salir de
su forma atdmica inestable, por lo que sustrae un electrén a una molécula vecina
lo que en quimica es sindnimo de oxidarlo, alterando su estructura y convirtiendola
a suvez en un RL {Zentella y cols;, 1992).

Los RL se generan en el organismo como subproductos de diversas
reaccibnes celulares (Tabla 4), siendo las mas importantes a nivel mitocondrial
tales como las realizadas en la cadena transportadora de electrones. En menor
grado se generan en procesos como el metabolismo del acido araquiddnico,
sintesis de hormonas en la corteza suprarrenal, ciclos enzimaticos cataliticos, y
por la accién de los polimorfonucleares, que producen cantidades de RL cuya

funcion es destruir agentes bacterianos (Tabla 5). {Zentella y cols; 1996).
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Tabla 4. Sitios de produccién de radicales libres.

Reticulo Endoplasmatico, citocromo p450.
Citosol, moléculas proteinas y enzimas (xantina- oxidasa}.
Mitocondrias, Peroxisomas.

Tabla 5. Funciones de los radicales libres

FUNCIONES DE LOS RADICALES LIBRES
Promotores de especies ferrilo.
Oxidacion de!l etanol por radicales libres.
Reduccién de ribonucledtidos.
Reacciones de oxidacion, carboxilacién e hidroxilacion.
Fagocitosis.
Actividad de peroxidasa y NADH oxidasa,
Maduracién y respuesta al dano en tejidos vegetales.
Produccién de eicosanoides.
Factor endotelial de relajacion.

CRNIOOAEWN =

Los radicales libres detectados en las células se agrupan de la siguiente
manera: radicales libres derivados de oxigeno y 2) metales de transicion.

De estos los de interés para ia biotogia o la medicina son los derivados del
oxigeno; entre ellos se pueden mencionar: los singuletes & y ¢ del oxigeno (O»), el
radical superdxido {Osz”) y el radical hidroxilo {{OH). El perdxido de hidrogeno,
aungque no es un radical libre en si, esta estrechamente relacionado por ser el
principal precursor del radical hidroxilo (Ferreira, 1984).

Se calcula que del oxigeno respirado del 1 al 3% es precursor del radical
superdxido (077), tanto en ta cadena transportadora de electrones dentro de la

mitocondria, como en el reticulo endaplasmatico.



Los RL generados por el metabolismo normal existen en concentraciones
bajas, que van de 1X10“ a 1 X 10° M . Estos RL no viajan lejos de los sitios en
que se forman debido a que su vida media es de unos cuantos microsegundes
(Tabla 6) {Zentella y cols; 1995).

Tabla 6. Vida media de los radicales libres (Riveros y cols; 1997).

Especies Simbolo|{ Vida media a
370C;s
Superoéxido 05 1x10°
Hidraxilo ‘OH 1x10 7
Alcohoxilo RO 1x10°
Peroxilo ROO 1x10 ~*
Singulete de oxigeno 0 6 & 0, 1x10°

Oxigeno molecular 0 10

Los RL reaccionan con polimeros estructurales de la céluia como los
polisacaridos, lipidos (acidos grasos de ia membrana), proteinas {grupos tioles), y
acidos nucléicos (purinas y pirimidinas), alternando asi su estructura y funcion

(Tabla 7).
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Tabla 7. Compuestos celulares alterados por la accion de los RL del oxigeno.

COMPUESTOS CELULARES ALTERADOS POR LA ACCION DE
LOS RADICALES LIBRES DE OXIGENO

'LIPIDOS

Peroxidacion de los acidos grasos insaturados de las membranas
plasmaticas de organulos.

PROTEINAS

Inactivacién de enzimas, que contienen grupos sulfhidrilic por
oxidacién de los mismos, al Igual que en proteinas estructurales,
CARBOHIDRATOS

Polimerizacion de polisacéaridos.

ACIDOS NUCLEICOS

Hidroxilacion de bases, entrecruzamientos, escision de las

bandas del DNA que causa mutaciones e inhibicion de la sintesis de

proteinas.

Existen datos experimentales cada vez més numercsos que indican que
los mecanismos de daho tisular son mediados por la presencia de los RL. Por otra
parte existen padecimienios donde la generacion de RL de oxigeno se encuentran
presentes en abundancia y se rebasa la capacidad antioxidante de |a célula dando
lugar al dafio oxidativo (Tabla 8) (Zentella y cols; 1996).

1.6.TENSION OXIDATIVA

Cuando aumenta en exceso la produccion de RL en e! organismo y la
capacidad de las defensas antioxidantes resulta ineficiente, se establece la
situacién conocida como tensién oxidativa, esto es un desequilibric entre ias

velocidades de produccion y metabolismo de los RL. (Comporti y Benedetti, 1985)
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Tabla 8. Participacion de los radicales libres en algunas enfermedades.

ENFERMEDADES DONDE SE IMPLICAN LOS RL

+ Enfermedades del envejecimiento.- Cancer, cataratas,
artritis, arteriosclerosis, Parkinson, Alzheimer.

+ |squemia —reperfusion. - Infarto del miocardio, transplante de
organos, cirugia cardiaca, terapias tromboliticas.

+ Adicciones.- Alcoholismo y tabaquismo.
Sistema nervioso.- Parkinson, Alzheimer, esclerosis lateral
amiotrofica, traumatismo cerebral, hiperoxia.

» Agresiones guimicas y fisicas.- Radiaciones, adriamicina,
contaminacion ambiental.

« Rifdn.- Sindrome nefrétice autoinmune, nefrotoxicidad por
metales pesados, aumento de los leucocitos, artritis, sépsis,
e inflamacion general.

Experimentalmente se puede producir estrés oxidativo, con el empieo de
téxicos que inducen la produccién de RL y capaces de abatir las defensas
antioxidantes. Algunos toxicos son: tetractoruro de carbono, los herbicidas, el
paraquat, el paracetamol y el etanol (Hafiwel! y cols; 1987)

1.7. PROCESO DE LIPOPEROXIDACION.

Entre los dafios celulares producidos por los RL se encuentra la
lipoperoxidacién de la membrana celular. La lipoperoxidacion involucra una serie
de oxidaciones consecutivas que pueden ser iniciadas por radicales hidroperoxilo,
hidroxilo, o por el oxigeno singulete, perg no por radicates menos reactivos, como
son el superdxido y perdxido de hidrogenoe (Zentella y cols; 1992a).

Cuando un RL reacciona con un no radical, puede favorecer la formacién de

otros RL, como sucede en |la peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados, es
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decir un radical libre iniciador remueve un atomo de hidrégeno de un metileno de
la cadena de carbonos, quedando un electron desapareado en el atomo de
carbono y a su vez forma un radical de gcido graso, éste después de varios
rearreglos internos, reacciona con el oxigeno molecular y produce un radical
peroxilo de lipido, que a su vez sustrae un segundo hidrégenc de otras
moléculas de &cido graso y asi se establece una reaccidon en cadena
autocatalitica, de manera que un RL iniciador produce solo efectos locales y
limitados, mientras que el radical secundario y los productos de la degradacién
oxidativa, ocasionan la formacion de RL con efectos amplificados a distancia del
sitioc donde se formo el primer RL {Zentelfa y cols, 1996).

El dafio a la membrana celular inducido por los RL, es el punto mas importante
donde los &cidos grasos no saturados (fosfolipidos), son el blanco principal, al ser
degradados por este mecanismo conducen directa o indirectamente, a la obtencion
del malondialdehide (MDA) como producio final, el cual es extremadamente
reactivo con los grupos amino perteneciente a las proteinas (Videfa y cols; 1980).

La lipoperoxidacidon aumenta la rigidez de la membrana y ésta disminuye la
presencia de enzimas unidas a la misma, éste es el dafio de mayor importancia en
la membrana pues conlleva a ias alteraciones de las propiedades fisioldgicas;
como fluidez, permeabilidad, y transporte entre otros.

La peroxidacién de los lipidos (lipoperoxidacion) parece ser uno de los
mecanismos mas importante relacionado con el dafio celular, durante el consumo
exagerado o cronico de bebidas alcoholicas (Fig-13) (Videla y Valenzuela 1582,

Zenfella y cols; 1992a).
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Fig-13. Proceso de lipoperoxidacién. La reaccién es iniciada por la luz o por los
iones metalicos. El malondialdehido (nico compuesto formado por los Acidos
grasos con tres o mas dobles ligaduras y se emplean como una medida de la
peroxidacién de los lipidos junto con etano del carbono 2 terminal de los acidos
grasos omega 3 y el pentano del carbono 5 terminal de los dcidos grasos omega 6.

Los organismos aerobios han desarrollado sistemas muy elaborados de
proteccién que funcionan como atrapadores de RL, para prevenir ef dafio que
estas pueden producir. Cuando ocurre un dafio celular, muy posiblemente se deba
a que los sistemas de proteccién son insuficientes o se encuentran deteriorados
como es el caso de enfermedades como el alcoholismo,

1.8. LOS ANTIOXIDANTES (AOX).

Existen mcléculas de defensa contra la toxicidad del oxigenc Ifamados
antioxidantes, que protegen a la ¢élula de las especies reactivas. Normalmente las
células del organismo, en condiciones naturales, mantienen en equilibrio la
produccién de RL y las defensas antioxidantes.

Entre los AOX que sintetiza la célula, existen enzimaticos y los no

enzimaticos que pueden o no ser sintetizados en ta célula. Al ingresar al

organismo a través de los alimentos, son incorporados a la circulacion y
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distribuidos principalmente en las membranas celulares, blanco preferido de los
RL, protegiéndolas asi del proceso de oxidacion (Comporti y Benedetti, 1985)..

Se les denomina antioxidantes exégenos a, las Vitamina E (a tocoferol),
vitamina C (acido ascérbico) y, beta caroteno, 1os antioxidantes enddgenos
contemplan tres enzimas que son piedra angular de esta proteccion; la superoxido
dimutasa (SOD), el glutation peroxidasa (GSH peroxidasa) asi como a la catalasa
que ya hemos mencionado. (Ferreira, 1984, Fraga, 1994).

La superéxido dismutasa (SOD), convierte el superoxido en agua
oxigenada, en la mitocondria, esta enzima es dependiente de manganeso, y la
S0D citosdlica tiene como cofactores al cobre o al zinc

Oy +e+2H' 22 o H,0,

La glutatién peroxidasa y la glutation reductasa constituyen un gran
sistema antioxidante celular, {a G8H peroxidasa es una enzima citosdlica, que
tiene como cofactor al selenio, cuya funcion es transformar al peroxido de
hidrégeno en dos moléculas de agua. En esta reaccion participan dos moléculas
de glutatién reducido (GSH) que ceden dos hidrégenos y se forma entre ellas un
enlace disulfuro originando asi el glutation oxidado (GSSG). El glutation se
regenera mediante la glutation reductasa en presencia de NADPH. También los

peroxidos y los lipopéraxidos son reducidos en presencia de glutation (Fig-14).
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NADP’ >
Glucosa 6-fosfato ‘\ /_ Glutatién \
Glucosa B-fosfato reducido H,O 6
deshidrogenasa / (GSH) /—— Lipido-OOH
Glucenolactona PNADPH
6-fosfato Glutation
6-fosfoglucanolactonasa Glutation peroxidasa
reductasa
B-fosfogluconat NADP’
H,O &
Fosfogluconato Lipido-O0OH
deshidrogenasa Glutation >
utati
Ribulosa /K oxidado ‘/ Hidroxilipido
5-fostato NADPH (GSSG)

Fig 14. Accién de glutatidn reductasa en eritrocito, previenen la
acumutacion de peréxidos y de lipidos peroxidados.

Asi es como la triada de SOD, catalasa y glutation peroxidasa, protegen los
lugares expuestos al dafo oxidativo, como el epitelio pulmonar y los globulos
rojos, donde estas enzimas existen en mayor cantidad que en otras células
(Zentélfa y cols; 1996).

Otro tipo de proteccién la brindan las moléculas capaces de eliminar a los
RL, entre ellas esta el acido drico, la bilirrubina y la albdmina, su accién es
inespecifica y su eficacia a las concentraciones normales no es muy alta (Haliwel/
y cols; 1987).

Por si fuera poco muchos crganismos cuentan con un complejo sistema de
transporte y almacenamienic de iones metdlicos a cargo de proteinas

especializadas muy efectivas, a tal grado, que raramente se le permite a los iones
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metalicos estar en estado libre y manifestar su alta reactividad. Como
mencionamas anteriormente entre esas moléculas se encuentra el glutation,

1.9. EL GLUTATION.

El glutation, es el tial no protéico mas abundante, en ias células de los
animales superiores, que se encuentra en concentraciones de 0.1 a 10 mM. La
moléecula de glutation (GSH) o L-y-glutamil-L—cisteinil-glicina (Apendice 1), es un
tripéptido formado por acido glutamico, cisteina y glicina; la cisteina contiene un
grupo sulfhidrilo libre, el cual sirve como una sustancia amortiguadora que
mantiene a los residucs de cisteina de la hemoglobina y de otras proteinas de las
células en sy forma reducida (Akerboom y cols; 1983}

Dos estructuras caracterizan a la molécula de GSH: en primer lugar un
enlace peptidico vy glutamil, que lo hace resistente a la accidn de las enzimas con
actividad de peptidasa normal, y la segunda mitad donde el residuo de cisteinil
dota ai tripeptido como donador de electrones y como compuesto nucleofilico (Fig-

15) (Speisky y cols; 1982)

0 0 0
% " I /
C-CH-CHy-C- [NH-CH-C-NH-CH,- C
I | \
Ho  NH:z CHa OH
(2} (1)
SH

Fig-15 Estructura del glutation: y-Glutamil-cisteinil-glicina (1) Tioil
Cisteinil {2) peptido y- glutamil.
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La biosintesis del glutation ccurre en muchos tejidos de los mamiferos,
especialmente en el higado y en el ridn. Existen dos pasos principales en la
sintesis del glutatidn, utilizando L-cisteina, L-glutamato y glicina asi como una
molécula de ATP para formar ADP +Pi por cada unién generada {Fig-16):

1. Glutamato + cistefa + ATp ravem! aseinasisnetean o gy tamilcisteina + ADP +P;

2. y-glutamilcisteina + glicina + ATp Cltationsintetasa (55 tation + ADP + P,
Fig-16. Sintesis del glutation.

£l papel del gluatién, en la detoxificacion de metabolitos electrofilicos de
xenobidticos ¢ de especies reactivas de oxigeno generadas durante el
metabolismo redox ha sido bien definido (Zentella y cols; 1995).

E! glutation interviene en la sintesis de las hormonas esteroides y
prostaglandinas, como un activador o regulador de ciertas actividades enziméticas
y en |a proteccidn de los lipidos cantra la oxidacion (Vifia y Krebs; 1978).

Una de las funciones celulares mas importantes del glutation es ia proteger
la integridad estructural de los &cidos grasos insaturados, evitando la
lipoperoxidacion y formando conjugados con los epdxidos por medio de la
glutation S—epoxido transferasa, glutation S—alquiltranferasa y la glutation S-
transferasa modificando asi a los radicales libres y descomponiendo a los
hidroperdxidos, La forma reducida de glutatién juega un pape! importante en la
desintoxicacién celular al reaccionar con el perdxido de hidrégeno y con perdxidos

organicos {Newshoime y Leech 1983).
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Estas reacciones de detoxificacidon consumen glutation, cuyos compuestos
formados son excretados ¢como tal o como acido mercapturico a través de a arina
o de la bilis. La baja de GSH en tejido hepatico puede deberse a su oxidacion, o a
su translocacian at medio extra hepatico, como glutatién libre 0 como conjugado

de acetaldehido (Fig-17).
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METABOLISMO DEL GLUTATION

1. y glutamilcisteina sintetasa. 2. GSH sintetasa. 3. Transporte del GSH.4. y-
glutamil transpeptidasa. 5. Dipeptidasa 6. Transporte de y-glutamil aminoacidos.
7. y-glutamil ciclotransferasa. 8. 5-oxoprolinasa (desciclizacién), 9. GSH §-
transferasa (X=compuesto endégeno y exdgeno}. 10. Transporte externo (4, 6 y
11). 11. Reincorporacién de la cisteina (X). 12. Acetilacién para formar ac.
mercaptdrico.13. Salida del Ac.mercaptirico.14.Transhidrogenacién (GSH a
GSS8G). 15.Glutation peroxidasa.16. Reaccién con RL. 17. GSSG a GSH por
GS5G reduclasa.

Fig-19. Representacion esquemitica del flujo de GSH, GSSG, y
glutation S-conjugados modificado de Akerboom. 1989 y Meister, 1983
madificado por Alarcén, 1999,
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li. ANTECEDENTES

El glutatién es el antioxidante intracelular méas abundante. Tanto el glutatién
reducido {GSH) como el glutatidon oxidado (GSSG) se encuentran involucrades en
el mecanismo de proteccién de los efectos de producto del metabolismo, cuando
existe una intoxicacion aguda con etanol se produce un estrés oxidative y como
consecuencia un mayor consumo de glutation reducido, en higado y rifién, mientras
que en otros tejidos como el pancreas, intestino y estémago no se observan
cambios en los niveles de GSH en animal integro(Videfa y cofs; 1980). Cuando el
consumo del etanol es crénico, puede contribuir al aumento de la suceptibilidad de
los efectos hepatotdxicos de otras drogas como el acetaminofén (Bernhard y cols;
1991).

El glutatién es un indicador de [a reserva antioxidante tisular, y éste (GSH) es
abatido en sangre conforme es mas severo el dafio hepético, El GSH en sangre es
la fraccion antioxidante utit gue muestra una disminucidn paralela al glutation total
(GT), mientras que se observa un aumento de GSSG sanguineo el cual guarda
relacion con la severidad del dafio hepatico (Zentella y cols; 1995).

Por otra parte el acetaldehido es el principal metabolito del etanol, con la
caracteristica de ser altamente reactiva. Cuando el acetaldehido se administrd a
ratas (0.3g/ Kg de peso), por via orogastrica {7.7 % wlv) indujo una reduccién en los
niveles de GSH ya que esta es la principal molécula para reducir los perdxidos

transformandolo el GSSG en el higado {Videla y cols; 1986).
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El etanol administrado en forma aguda afecta el metabolismo de lipidos, al
ocasionar varios cambios, entre ellos aumento en la liberacidon de éstos del
tejidoadiposo, semejante al que se observa en situaciones de estrés y que es
mediada por la epinefrina, que a su vez es bloqueada por antagonistas alfa
adrenérgicos .(Zenteﬂa, Saldafia, y cofs; 1994). El exceso de acidos grasos
liberados por el tejido adiposo contribuye a elevar los niveles séricos de
triacilgliceroles, hasta 36 horas después de haber ingerido el etanol, principalmente
en la fraccidn lipoprotéica de baja densidad {LDL)., ésta mayor liberacidn de acidos
grasos por los tejidos y la elevacion sérica de triacilgliceroles, cooperan en
establecer el higado graso en el animal integro (Fimstein y Frech 1984). Se han
realizado multiptes investigaciones sobre el efecto de utilizar diferentes fuentes de
lipidos como son: aceite de maiz, aceite de soya, aceite de girasol, aceite de
pescado, aceite de higado de bacalac, manteca de cerdo, y sebo de res entre otros
(Rocha, 1996).

Se sugiere que las grasas saturadas protegen contra la cirrosis alcohdlica,
mientras que las grasas poliinsaturadas promueven la cirrosis (Nanji, 1986).

El efecto de la intoxicacion aguda in vivo con etanol {5g/Kg) en la rata esta
influido por el tipo y porcentaje de lipidos consumidos. En las ratas alimentadas con
15% de aceite de maiz en una dieta a libre accesoc y restringida, se registro
aumento significativo del GSSG Y GT en sangre y una disminucién significativa det
GSH hepatico, a su vez la intoxicacidn aguda con etanol también provocd

esteatosis multivacuclar en el area alrededor de la vena central hepatica, en ratas



que consumieron 15 % de aceite de maiz, en la dieta a libre acceso. En las ratas
que consumieron manteca de cerdoc o sebo de res no se observd
esteatosisprovocada por el consumo de etanol, de igual manera los higados de las
ralas que consumieron 5 o 15 % de aceite de cartamo no mostraron esteatosis, ni
antes ni después de la intoxicacion con etanol {Rocha, 1996).

En la literatura se menciona que al utilizar un alto porcentaje de aceite de
maiz en la dieta de las ratas, se produce una disminucion de glutation reducido y
un aumento de las sustancias reactivas con el acido ticharbitdrico en la mucosa del
colon {Kuratko y Perce 1992).

Se ha reportado que en ratones atimicos alimentados con dietas altas en
grasas (23%) adicionado con tres diferentes cantidades de acido linoléico (8%,
12%), el carcinoma y metastasis son significativamente mayores (en ratones)
comparado con el que cosumi6 2% de acide linaleico (Rose 71993).

El porcentaje de lipidos en la dieta regula la actividad de las proteinas de la
membrana del hepatocito. Sin embargo el porcentaje de proteina en la dieta
también es importante en los cambios de la célula, Al alimentar a ratas con aceite
de pescado (5%) o con una dieta sin grasa, se observo gque la actividad de la
glutation transferasa fue mayor en la dieta con aceite de pescado y méas baja en la
dieta sin grasa. La dieta con 5% de aceite de maiz condujo a una actividad
intermedia de dicha enzima {Yang y cols; 1993).

Al administrar en el alimento de ratas en crecimiento 5% o 20% de aceite de

maiz, mas 5% o 20% de soya, durante 4 semanas, aumentaron significativamente
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las SRATB hepaticos del grupo con soya, la concentracion de GSH (giutation
reducido} no mostro una correlacion lineal con la dieta baja en proteina, también
sereportd que al administrar colesterol (1 a 1.5 %) en la dieta de las ratas se
aumento |a suceptibilidad de! higado a la lipoperoxidacidn, disminuyo ia sintesis de
la glutation peroxidasa y las deshidrogenasas de la via de las pentosas, por otro
lado se ha observado una correlacién positiva entre la produccion de SRATB y la
degradacién de los acidos grasos insaturados (Tsai, 7975).

Se sugiere que la deficiencia de proteina, asociada a un alto consumo en
iipidos acelera el dafio peroxidativo de los tejidos al aumentar la formacion de RL
de oxigeno (Huang y Fwu, 1992). Ademas el efecto de un alto nivel en aceite de
pescado provocd la disminucién significativa de los triacilgliceroles hepéaticos
(Bourre, 1890).

El administrar una dieta, baja en lipidos y adicionada con etanol durante 2
semanas predujo menor cantidad de RL que una dieta alta en lipidos (Pimstein y
Frech., 1984). Se ha observado que una dieta alta en grasa, aumenté el desarroilo
de tejido neoplasico {Baldwin y Parcker 1986). Con el consumo de 1000 mg de
acido eicosanpentanoico al dia, por Kg de peso, el contenido de GSH y las
actividades de glutatién S-transferasa, (Kuratko y Perce, 1992. Lappenna y cols;
1892 Videla y cols; 1980} glutatidon peroxidasa (Bourre, 1990) y de glutation
reductasa aumentaron significativamente, también aumento 50% la actividad de
acil-CoA-oxidasa y de la catalasa hepatica (Demoz y cols; 1991).

Se compard la actividad de las enzimas AOX, glutation peroxidasa,

superoxido dimutasa, en el higado, y de la catalasa, en glébulos rojos de rata
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alimentadas con 2,5,10, é 20 % de aceite de soya, con 8 % de lactoalbimina o bien
con 5 % o 20 % de aceite de soya, con 20 % de Iactoalbumina durante 8
semanas,observandose que la actividad de las enzimas antioxidantes disminuian
drasticamente al aumentar el nivel de aceite de soya en los grupos alimentados con
cantidades bajas de proteina, que en aquellos con dietas normales en proteina. E!
aumento gradual de aceite de soya en la dieta baja en proteina, aumentd las
concentracicnes de los SRATB (Huang y cols; 1992},

Los cambios uitra estructurales provocados por consumo de etanol se
caracterizan por la proliferacién del reticulo endoplasmatico liso hepético (Yang y
cols; 1993). El consumo cronico de etancl se asocia con la proliferacién de las
membranas hepaticas (microsomas) como un sistema de adaptacion para la
oxidacidn del etanol (Lehninger, 1993).

Al observar el efecto del consumo del etanol sobre el citoecromo P450 HE1 v
al comparar el efecto de una dieta baja contra otra normal en grasa, se comprobo
que la grasa de la dieta por si sola, puede potenciar la accion de la actividad del
sistema de oxidacion microsomal del etano!l MEQS (Lieber (b) 1931).

Se observd que en las ratas que consumen manteca de cerdo, el
metabolismo del etanol mediante alcohol deshidrogenasa ADH y el MEQS por sus
siglas en inglés, es mas acelerado que en ratas que consumieron aceite de maiz o
sebo de res. La ingesta de etanol por ratas que consumieron manteca de cerdo
tuvo que ser mas elevado para alcanzar los mismos niveles del etanol sanguineo

que en ratas que consumieron aceite de maiz o sebo de res {Nanji, 1997).
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La lipoperoxidacién juega un papel importante en el dafio hepatico producido
por el alcohol, el aumento de la peroxidacion precede a ia acumulacion de
triacilglicéridos en el higado, con estc aumenta la formacién de malondialdehido
{Comporti y Benedetti 1985).

En ofro estudio in vivo, el piroxicam antiinflamatorio no esteroideo,
administrado en una dosis de 10mg/Kg previene el aumento de TAGs en el higado
y SRATB resultantes de una intoxicacidn aguda de etanol (5g/Kg) (Zentelfa y cols;
7993).

Los datos anteriores nos llevaron a estudiar cual es el efecto del etanol
sobre las células hepaticas aisladas de ratas a las que se les administrd una dieta
normoprotéica y normolipidica {5%), en donde la fuente de lipidos difiere en su
contenido de &cidos grasos, saturados, monoinsaturados y poliinsaturados. El
alcohal (50mM) se empled como una sustancia capaz de producir tension oxidativa,
lo que a su vez permitid conocer la respuesta celular, midiendo al glutation como
molécula antioxidante y cuantificar las SRATB come indicador de dafio celular.

El modele empleado con hepatocitos aislados y fos parametros propuestos
permitiran interpretar de mejor forma los resultados obtenidos, ya que en los otros
estudios han empleado animales integros, y la complejidad de éste hace dificil su

interpretacion.



I HIPOTESIS

E! mayor porcentaje de acidos grasos insaturados como el oleico (18:1) y
linoléico (18:2) incluidos en los lipidos de una dieta normolipidica, promueven los
indicadores de tension oxidativa, en comparacién con las que presentan
principalmente acidos grasos saturados como el palmitico (16:0) y el estearico
{18:0).

IV OBJETIVO GENERAL

Conocer si las dietas normolipidicas ricas en grasas saturadas como
manteca de cerdo 6 sebo de res, insaturadas como el aceite de maiz modifican la
respuesta a ia tension oxidativa inducida con etanol en el hepatocito aislado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si las grasas saturadas (manteca de cerdo y sebo de res),
monoinsaturados y poliinsaturados (aceite de maiz}, modifican algunos indicadores
de tensidn oxidativa como el glutation total y las sustancias reactivas al acido
tuiobarbitdrico, en presencia de sustratos oxidables como el etanol, v el tactato, en el

hepatocito aislado.



36

il HIPOTESIS

E! mayor porcentaje de acidos grasos insaturados como el oleico (18:1) y
linoléico (18:2) incluidos en los lipidos de una dieta normolipidica, promueven los
indicadores de tensidn oxidativa, en comparacion con las que presentan
principalmente acidos grasos saturados como el palmitico (16:0) y el esteérico
(18:0).

IV OBJETIVO GENERAL

Conocer si las dietas normolipidicas ricas en grasas saturadas como
manteca de cerdo o sebo de res, insaturadas como el aceite de maiz modifican la
respuesta a la tension oxidativa inducida con etanol en el hepatocito aislado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si las grasas saturadas (manteca de cerdo y sebo de res),
monoinsaturados y poliinsaturados (aceite de maiz), modifican algunos indicadores
de tension oxidativa como el glutation total y las sustancias reactivas al acido
tuiobarbiturico, en presencia de sustratos oxidables como el etanol, y el lactato, en el

hepatocito aislado.
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2. Determinar si el tipo de grasas de la dieta, (aceite de maiz, sebo de res y
manteca de cerdo) ejerce algun efecto sobre los niveles de triacilgliceroles del

hepatocito aislado incubado con etanol, o lactato.

3. Determinar por medio de cortes histoldgicos si el tipo de grasa de ia dieta
(aceite de maiz, manteca de cerdo y sebo de res} provoca algln cambio o dafio en

el higado de las ratas.
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V.MATERIAL Y METQDOS.

Se utilizaron 30 ratas macho cepa Wistar, con destete tardio de 120-150 g
de peso corporal, que fueron alimentadas con una dieta semipurificada,
normoprotéica (20% caseina) o normolipidica (5%), donde la fuente de lipidos fue
de origen animal {(manteca de cerdo y sebo de res) y origen vegetal {aceite de
maiz), éstos lipidos difieren en su contenido de &cidos grasos saturados,
monoinsaturados y peoliinsaturados. La composicion de [as dietas fueron elaboradas
por farmacéuticas ICN, de acuerdo con la férmula AIN-76 establecida por
American Institute of Nutrition 1977 (Apéndice Il}.

Las ratas recibieron una alimentacion controlada (15 g/dia), el consumo de
agua fue a libre acceso y permanecieron en jaulas individuales, con fotoperiodos de
luz oscuridad de 12 horas, por un periedo de 40 dias de tratamiento. También se
llevé un registro de ganancia de peso semanal.

. Obtencion de las Muestras.

Posterior a los 40 dias de tratamiento, las ratas fueron puestas en ayunoc 16
horas, se les permitid agua ad libitum, al término de éste tiempo, fueron
anestesiadas con éter en una camara de vidrio, durante 2540 segundos
aproximadamente. Después, la rata fue colocada en deculbito dorsal y sujetada
con agujas sobre una base de cera; con una tijera recta se hicieron cortes de piel y
musculo en la region abdominal para dejar expuesto el higado, y después por

desplazamiento de asas intestinales, se disectd la vena porta. Con un catéter, la



vena porta fue canalizada para que el higado recibiera solucion buffer Ringer-Krebs
{R-K Apendicelll), a una temperatura de 37.4 °C, carbageno (COz5 %, 0,95 % ), a
pH 7.35-7.45 ElI higado fue perfundido (aproximadamente 10 minutes)
abundantemente con R-K hasta eliminar los restos de sangre. El higado fue
expuesto a digestion con colagenasa tipo ll, de Worthington (0.5 mM) durante 10 a
15 minutos. Se separaron los hepatocites en una caja de petri, posteriormente la
solucion de células fue filtrada en una malla de nylon. Las células fueron lavadas
tres veces por decantacion con buffer. Las células fueron mantenidas en un
volumen total de 40 ml de Buffer Berry and Fried 1969, modificado por Guinzberg y
cols; 1987.

Una vez aislados los hepatocitos, se empled la tecnica de exclusién con azul
de tripanc para conocer la viabilidad de las células. Las células utilizadas
presentaron una viabilidad del 85% al 95%,

Determinaci6n del Peso Hamedo.

Se determind el peso humedo {P.H} de 1m! de hepatocites, que fuercn
colocados en un tubo previamente pesado, la muestra se centrifugd a 5000 r.p.m.
durante 5 minutos, después se elimind el sobrenadante vy se colocd el tubc en un
angulo de 45°, a una temperatura ambiente durante 60 minutos, nuevamente se
peso el tubo con la pastilla y se obtuvo P.H por diferencia de pesos.

Incubacién de hepatocitos.

Los hepatocitos fueron incubados 60 minutos con agitacién continua suave,
{agitador Shaker Bath Orbit) en Buffer R-K, a una temperatura de 37 °C con una

atmosfera de CO; al 5% y O, al 95 %, y su correspondiente sustrato; lactato



40

(50mM) pH 7.4, y Etanol {50mM), otro grupo fue el de las células sin incubar
{basales).

Determinacion de Proteina.

La determinacion de proteina fue realizada de acuerdo al método de
Bradford, 1976. Se realizé una dilucién 1:10 de la suspension de hepatocitos con
buffer Tris-KCI-EDTA, 5mM, 140mM, 1mM respectivamente, a un pH 7.4; los
hepaticitos se rompieron con una agitacion con vortex intensa, utilizaron 50ul de
alicuota de la dilucion, y se les agregd 50ul de Tris-KCi, mas 5ml de reactivo de
Bradfard, y se agitd en vortex. La solucion obtenida fue leida a 595 nm en cubetas
de plastico en un espectro Beckman Du 650. Los calculos se obluvieron tomando
como referencia una curva estandar de proteina realizada con albumina bovina
{SIGMA).

Determinacidn de Triacilglicéroles {TAGs).

Los triacilgliceroles fueron cuantificados per el metodo Gottfried y Rosenberg,
1973. Se utilizé 0.2l de la muestra de hepatocitos incubados con los respectivos
sustratos, mas 2 ml de n-heptano, 3 ml de Isopropancl y 1 ml de acido sulfurico 5
N, la mezcla fue agitada en vortex durante 30 segundos, una vez separadas las
fases (sin centrifugar) se tomaron 0.4 ml de la muestra de n- heptano (capa
superior de la extraccion) y se adicionaron 2 ml de isopropanol, una gota de KOH
{6.25 M) se mezcld bien y los tubos fueron tapados con canicas e incubados a
bafio maria a 70 °C durante 10 minutos, posteriormente se les agregd 0.2 ml de

metaperiodato de sodio (6g/l en 50 ml de acido acético glacial) y 1 ml de acetil
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acetona 2mol/l, se mezcld, se incubaron las muestras durante 10 minutos a 70 °C
para que desarrollara color, la solucidn restante fue puesta en cubetas de cristal de
3 ml y se leyd la trasmitancia a una longitud de onda de 425 nm, mientras
permanecian tibias. Los calculos se realizaron tomando como referencia una curva
estandar de triclein (10 g/l), equivalentes a 50, 100, 200 y 300 mg/dI.

Determinacién de Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico

{SRATB).

Las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico SRATB fueron determinadas
por el metodo de Zentella de Fifia y cols 1993 Les hepatocitos incubados con los
respectivos sustratos, fueron nuevamente incubados durante 30 minutos a 37°C,
con agitacién moderada en buffer R-K a pH 7, después se les agregd 0.75 ml de
acido acético (al 20 %, a pH 2.5), y 0.75 mi de &cido tiobarbitdrico (al 0.8 %), se
incubaron a bafo maria a punto de ebullicidon durante 45 minutos. La reaccion se
detuvo colocando las muestras en hielo (a 4°C). A continuacion se adiciond 0.5 ml
KCI (al 2%} y 2.5 mi de Butanol-piridina (15:1), se agit6 vigorosamente, y centrifugd
a 10 000 r.p.m. durante 5 minutos, se extrajo el sobrenadante (fraccion liposoluble),
y se deposito en cubetas de cuarzo de 3 ml que se leyeron en un
espectrofotdometro Beckman DU 650 a 532nm.

El malendialdehido MDA puede ser detectado mediante su conjuncién con
dos moléculas de Aacido ticbarbiturico (TBA) el cual da una coloracion rosada al
medio de reaccion (Fig-19). E! binomio MDA-TBA es soluble en solventes

organicos y puede detectarse mediante un espectrofotémetro a 532 nm.
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peroadacicn RL
Ac. graso poliinsaturado —— radical organico —————»
RL

Hidroxiperéxido de lipido aldehidos, malondialdehido { MDA} + 2 4cido
g
tiobarbitdrico (TBA} — g coloracion rosada (abs 532 nm).

Fig-18. reaccion para la determinaciéon de SRAT.,

Determinacién de Glutation Total (GT).

Se prepard una dilucion 1:1 de los hepatocitos y acido percldrico 0.1M,
posteriormente se centrifugd a 10,000 rp.m. durante 5 min, se extrajo el
sobrenadante (extracto perclorico) para medir el GT .

El giutation total fue cuantificado por el método de Akerboom y cofs, 1981.
En una cubeta de cuarzo se colocd 1ml de buffer de fosfatos (0.1 M) a pH 7, mas
10ui de muestra de extracto perclorico, se agité y agregaron 20ul de NADPH (j3-
nicotinamida adenina dinuclectido fosfato reducido) diluido en una solucidén de
bicarbbnato (2 mg/0.5 ml NaHCQ3), mas 20ul de la enzima glutation reductasa {lipo
IV Sigma) 6U/mi | se agitd y pasados 2 minutos, se agregaron 20ul de DTNB (5,
5°- dithio-bis (acido 2-nitrobenzoico 1.5 mg/ml NaHCO;} al 0.5%, se agité vy
pasados 5 minutos se realizd la lectura a 412 nm en un espectrofotometro
Beckman DU 640, los calculos se realizaron tomando como referencia una curva
estandar de GSSG (glutation oxidado) de SIGMA.

La suma dei glutatidn reducide y oxidado es determinada enzimaticamente,
utilizando un ensayo de cinética en donde las cantidades de GSH o GSSG, en

presencia de glutation reductasa, son determinadas por la continua reduccidn de
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DTNB, por el NADPH de acuerdo a la reaccion representada en la (Fig-20). La
reaccién es proporcional a la concentracidn de glutation con valores aproximados
de 2mM (Akerboom, 1981) la formacidn de 5-Thio-2 nitrobenzoato (TNB) es

seguida espectofotométricamente a 412 nm.
no enzimalico
1. 2GSH + DTNB Ly GSS8G+ 2TNB

GSSG reductasa
2. GSSG+NADPH+H' ___ 5  2GSH+NADP'

GSH /GSSG

NADPH + H' + DTNB 2TNB + NADP®

GSSG reductasa

Fig-20. Reaccidn de reduccién del DTNB, por el NADPH.

Histopatologia.

Las ratas fueron anestesiadas con éter para tomar muestras del 16bulo
izquierdo del higado de aproximadamente 1 centimetro cdbico, que fueron fijados
en Samboni, el resto de! higado fue perfundido para aislar los hepatocitos.

Las muestras fueron procesadas para incluirlas en parafina y se realizaron
los cortes, de 7 micrémetros que fueron tefidos con hematoxilina-eosina. La

morfologia hepatica fue analizada y descrita en cada caso.



T T —

VI RESULTADOS.

Los resultados obtenides fueron analizades usando pruebas estadisticas no
paramétricas, para lo cual se empled el analisis de varianza de una via (ANOVA)
que contempla comparaciones multiples usando la prueba de Dunnett, de Student-
Newman Keuls y Bonferoni. Otra prueba empleada fue la t de Student {Jandel
Scientific, 1994).

EL presente trabajo mostrd que los pesos corporales de las ratas que
recibieron diferentes fuentes de grasas en la dieta (normolipidica, normoprotéica y
controlada) no difieren significativamente entre ellas. Aunque el peso corporal
semanal tiende a ser mayor en las ratas alimentadas con aceite de maiz, durante
las cuatro semanas. La ganancia de peso corporal al final de la cuarta semana fue
del 66.93, 63.093 y 65.22 % en los grupos que recibieron aceite de maiz, manteca
de cerdo y sebo de respectivamenta.

El contenido de triacilgliceroles se muestra en la grafica 1, en ella se observa
que el contenido de TAGs es similar entre las células que no fueron incubadas y
las que se incubaron con lactato, se aprecia que los grupo que presenta mayor
contenido de TAGs son aguellos que pertenecen a las células de animales
alimentados con manteca de cerdo.

Los niveles de TAGs tienden a ser mayores en los grupos que fueron
incubados con etancl independientemente de la dieta que recibieron. Al comparar
el grupo que recibié etanol y aceite de maiz o manteca de cerde hay un mayor
{p<0.05) nivel de TAGs en comparacion con todos los grupos sin incubar e

incubados con lactato, El grupo que recibid sebo de res y fue incubado con etano!
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presenté mayor concentracion de TAGs en comparacion con el grupo que recibié la

misma dieta y que no fue incubado con algin sustrato.

ACEITE DE MAIZ
MANTECA DE CERDO
SEBO DE RES

0.2
0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06

'0.04
0.02

i 1 1

] 1 |

TAGs (mg/mg de proteina)

1

Basal (S/1)  Etanol (5pmM) Lactato (50mM)

Grafico 1. Triacilgliceroles en hepatocitos aislados de ratas
alimentadas con diferentes fuentes de acidos grasos incluidos en la dieta, e
incubados por 60 minutos con etanol o lactato (50mM) y agitacion lenta con
carbégeno ( 0; 95 % y CO; 5%) +/- e.e; n=4-10 se aplicé un anélisis de
varianza {ANOVA).

a} AM+Etanol vs Basales y Lactato independientemente de la dieta p<0.05.
b) MC+Etanol vs Basales y Lactato Independientemente de la dieta p<0.05.
¢} SR+Etanol vs Basales SR p<0.05.
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Las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico SRATB producidas en los
hepatocitos aislados procedentes de las ratas alimentadas con diferentes lipidos en
la dieta y que fueron incubados con etanol o lactato se muestran en gréfico 2. En
esta grafica se observa que no existe diferencia en la produccion de SRATB, en las
células que sin incubar (basales), mientras que en las incubadas con etanol o
lactato exislid un aumento significativo (p<0.05) de los SRATB, en comparacion
con las células basales. También se observa que las ¢élulas aisladas de ratas que
recibieron una dieta de aceite de maiz y que fueron incubadas con etanol, los
niveles de SRATB fueron mayores (p<0.05) en comparacion con los grupos que
pertenecen a la dieta de aceite de maiz, manteca de cerdo y sebo de res incubados
con lactato, asi como en las células del grupo de sebo de res incubados con etanol.
Existio aumento del 103, 37.28 y 21.86 % en los niveles de SRATB en los grupos
gue recibieron etanol y que pertenecian a aceite de maiz, manteca de cerdo y sebo
de res en comparacién con ios grupos respectivos y que fueron incubados con

lactato.
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Grafico 2. SRATB en hepatocitos aislados de rata que recibieron
diferentes fuentes de acidos grasos en la dieta, incubados por 60 minutos
con etanal o lactate (50mM) y agitacién lenta con carbégeno { 0; 95 % y CO;
5%) +I- e.e; n=4-5, se aplicd un analisis de varianza una via (ANQVA).

a)
b)
€)
d)

Basales vs incubadas p<0.05.

AM+Etanol vs Basales p<0.05

AM+Etanol vs AM+Lactato, MC+Lactato p<0.05.
AM+Etanol vs MC+Etanol, SR+Etanol p<0.05.
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La grafica 3. muestra que las concentraciones de glutation total en
hepatocitos basales, tienden a ser mayores que en los incubados con etanol o
lactato. En las células pertenecientes al grupo que recibié aceite de maiz y que no
fueron incubadas con algan sustrato existid mayor (p<0.05) contenido de GT que
en las incubadas con etanol o lactato y que pertenecian a hepatocitos de animales
alimentados con aceite de maiz, manteca de cerdo o sebo de res. También se
aprecia que los niveles de glutatidon total fueron menores en un 58% en células
incubadas con etanol que pertenecian al grupo de aceite de maiz y enun 43.08 %
en células incubadas con lactato en comparacién con las células sin incubar de la
misma dieta. El glutation total en células del grupo alimentado con manteca de
cerdo incubadas con etanol o lactato mostré una disminucion de glutation total del
28.98 y 30.92 % respectivamente. Las células del grupo que recibié sebo de res en
la dieta y que fueron incubadas con etanol y lactato presentd una baja del 14.87 y
11.91 % respectivamente en comparacion con las que no fueron incubadas con
algun sustrato. Los resultados relacionados con el GT muestran que el grupo que
presentd mayor cambio en los niveles de glutatién fue el que recibié etanol y que
pertenecia a las células de la dieta con aceite de maiz, mientras que las del grupo
del sebo de res incubadas con etanol y lactato no mostraron cambios significativos

con respecto al grupo de células sin incubar.
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Grafico 3. Gluatién total en nmolas/img de proteina en hepatocitos
aislados, de ratas que recibieron diferentes fuentes de lipidos en la dieta,
incubados por 60 minutos con etanol o lactato (50mM) y agitacion lenta con
carbégeno {(O; 95% y CO; 5%) +/-e.e; n=5-8, se aplicé ANOVA una via
{Neuman-Kelus-Tests).

a) AM Basal vs SR Basal, MC Basal p<0.05

b) AM Basal vs AM+Elanol, SR+Elanot y MC+Etanol p<0.05
¢) AM Basal vs AM+Lactato, MC+Lactato y SR+Lactato p<0.05
d) AM Etanol vs MC+Etanot, SR+Etanol p<0.05

¢) SR Basal vs AM+Lactato, MC+Etanol p<0.05

f) AM+Etanol vs SR Basal p<0.05

g) MC+Lactawo vs SR+Lactato p<0.05



En e} grifico 4 se observa que existe una correlacion entre los promedios
de glutation total y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, con una r=-0.91 en
donde a menor cantidad de glutation total presente en los hepatocitos incubados
con etanol, aumentan los niveles de SRATB en hepatocitos aislados, en donde la
fuente de grasa aceite de maiz tiene los niveles mas elevado de SRATB con 0.36
nmol/mg de proteina, manteca de cerdo 0.22nmol/mg de proteina y Sebo de res

con los valores mas bajos de 0.16nmol/mg de proteina.
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Grafico 4. Correlacion entre los promedios de glutatién total y SRATB,
en hepatocitos aislados de ratas que consumieron aceite de maiz (AM),
manteca de cerdo {MC) y sebo de res {SR) como fuente de lipidos, incubados
60 minutos con etanol 50m.



Sk

Observamos en la grafica 5. los valores de SRATB de los hepatocitos
aislados incubados con etanol de las ratas que consumieron fas tres fuentes de
lipidos y el contenido de acido linoleico (acido graso insaturado) del aceite de
maiz, manteca de cerdo y sebo de res reportado por (Morrison 7986) Apéndice
IV. Se presenta una correlacién en donde a menor porcentaje de acido linoleico
como lo es en la dieta de sebo de res con un 2%, existe una disminucion de las
SRATB, no asi en la dieta con mayor contenido acido linoleice la de aceite de
maiz con 34-56%, asi mismo observamos que la dieta con manteca de cerdo que
contiene aproximadamente 3-8 % de acido finoleico se encuentra en un lugar
intermedio en cuanto a los niveles de SRATB.
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Grafico 5. Correlacion entre los promedios de SRATB, en hepatocitos
aistados de ratas que consumieron aceite de maiz (AM), manteca de cerdo
(MC) y sebo de res {SR) como fuente de lipidos y fueron incubadas por 60
minutos con estanal 50mM, y el contenido de &cido lincleico reportado por
Morrison 1986 en las dietas
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CORTES HISTOLOGICOS

Los cortes histoldgicos mostraron que no existidé estatosis en las ratas
alimentadas con sebo de res (Fiog-20), mientras que en los que recibieron aceite
de maiz produjo esteatosis moderada (Fig-21), mientras que en los que recibieron
aceite de maiz fue moderada (Fig-22) y cuando consumieron manteca de cerdo

esteatosis severa.

Fig.-20 Corte histolégico del higado de rata, que recibié como fuente de
lipidos sebo de res, al 5%, por un periodo de 40 dias. se observa esteatosis
ausente (20X), P=espacio porta.

Fig-21 Corte histoldgico del higado de rata que recibié una dieta con Aceite

de maiz, al 5%, por un periodo de 40 dias presenta esteatosis periportal
univesicular (20X} P=espacio porta.
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Fig.-22 Corte histolégico del higado de rata recibié como fuente de lipidos
manteca de cerdo, al 5%, por un periodo de 40 dias se observa esteatosis
severa (20 X) P=espacio porta.
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Vil ANALISIS Y DISCUSION.

Los pesos corporales obtenidos de las ratas, al final del tratamiento no
mostrarcn diferencias significativas en comparacién con trabajos donde se ha
comparado los pesos corporales de ratas alimentadas con diferentes fuentes de
acidos grasos (aceite de maiz, aceite de salmén y manteca de cerdo) en dietas
hiperlipidicas durante periodos de 4 a 8 semanas, donde se encontré que no
existen diferencias significativas en cuanto a ia ganancia de peso corpcral (Nalbone
y cols; 1989, Skuladétiir, y cofs; 1994).

Mediante la administracion de 5-6 g de etanolf kg de peso, se llegan a
alcanzar concentraciones sanguineas de hasta 50mM etanol en ratas, estas dosis
son capaces de producir lipoperoxidacion como respuesta al estrés oxidativo
ocasionado por el etanol (Mc Donald, 1973). Mientras que dosis de 3 g de etanol/
Kg de ‘peso no gjercieron dicho efecto (Shaw y cols; 1981).

En nuestro estudio se observd que las células incubadas con etanol a
concentracion 50 mM, existid un aumento en el contenido de triacilgliceroles,
principalmente en células de animales alimentados con aceite de maiz, a éste
respecto otros trabajos donde emplearon una dosis de 5 g de etanol/ Kg de peso,
en ratas (animales integros) se praesentd el aumento en la concentracion de
triacilglicercles hepaticos {Zentella y cols; 1992 b). Algunos mecanismos posibles

que podrian explicar la respuesta obtenida pueden ser las siguientes: a) el etanc|
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llega a ser un combustible preferido por el higado y en consecuencia desplaza a
las grasas como fuente de energia, esto ocasiona un blogueo en la oxidacion de
las grasas (Lieber, 1989), favoreciendo la acumulacion de éstas en el higado. b) el
etanol también altera el estado redox secundarioc a la oxidacion del etanol
(NADH/NAD), promoviendo asi la lipogénesis, a través del aumento de moléculas
como el alfa glicerofosfato y promoviendo la formacion de acilgliceroles (Lieber,
1969.

Se ha demostrado que la dieta induce cambios en la composicién de la
membrana plasmética {en ratones) en donde al ser alimentados con una dieta alta
en &cidos grasos insaturados como el Acido linoleico 18:2, por 4 semanas
presentaron un aumento en el porcentaje de acido araquidénico 20:4. Por otro lado
las membranas plasmaticas de ratas alimentadas con grasas saturadas 16:0 y 28:0
presentaron un aumento en la proporcion del acido oleico (Hopkins y West 1877} .

.Las membranas son mas sensibles a |os radicales libres hidroxile cuando su
composicidn estd dada por un alto contenido de acidos grasos poliinsatrados
(Burton y cols; 1990, L’Abbe’ y cols; 1991) promotores de la lipoperoxidacion, esto
a su vez ocasiona la baja de las reservas antioxidantes como el glutatiéon en animal
integro {Warren y cols; 1891).

Los altos niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico obtenidos en
las células del grupo que recibio en la dieta mayor contenido de acido linoléico
(aceite de maiz), pueden reflejar la posible composicién lipidica de las membranas

celulares, Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el consumo de



56

lipidos de origen vegetal, como el de maiz que cantiene acidos grasos insaturados
como el linoleico (18:2)en mayor porcentaje, y que son incluidos en |a dieta al 5%,
son capaces de medificar la respuesta al estrés oxidativo, inducido con etancl en
las células hepaticas aisladas, sin utilizar necesariamente un dieta hiperlipidica. Al
respecto existen reportes que indican que el acido linoléico es esencial en e
desarrollo de dafio hepatico causado por el etanol cuando se utilizan dietas
hiperlipidicas (25%) en ratas (Nanji y cols; 1989).

Los cuales son mas sensibles a los radicales libres hidroxilo cuando su
composicion esta dada por un alto contenido de Acidos grasos poliinsaturados
(Burton y cols; 1990, L' Abbe’ y cols; 1991), promotores de |a lipoperoxidacion,
esto & su vez ocasicna la baja de reservas antioxidantes como el glutatién (Warren
y cols; 1991).

L.os resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el consumo de
lipidos de origen vegetal, como el aceite de maiz, que contienen acidos grasos
insaturados como el linoléico (18:2) en mayor porcentaje, y que son incluidos en un
porcentaje del 5%, es capaz de modificar la respuesta al estrés oxidativo, inducido
con etanol en células hepaticas aisladas, sin que se utilice necesariamente una
dieta hiperlipidica. Otros reportes indican que el acido linoléico es esenciat en el
desarrollo de dafio hepdtico causado por el etanol cuando se utilizan dietas
hiperlipidicas (25%) en ratas (Nanji y cols; 1989).

En las células hepaticas aisladas incubadas con etanol independientemente
de la dieta administrada, se observd un aumento en el contenido de SRATB

después de haberlas incubado una hora, dicho aumento puede deberse a que
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existid el proceso de la lipoperoxidacion y por ende de dafo celular. La
lipoperoxidacién puede ser producto de la interaccion entre los productos
metabdlicos del etanol y los &cidos grasos insaturados de la membrana celular
(Udrun y cols; 1994).

Las células del grupe gque consumié manteca de cerdo y que fueron
incubadas con etanol presentaron un aumento significativo de SRATB al igual que
las que consumieron aceite de maiz, el aumento de SRATB en el grupc que
consumi¢ aceite de maiz puede deberse a que el contenido de Acidos grasos
insaturados se encuentra hasta en un 75%.

La manteca de cerdo presenta en su composicidén principalmente acidos
grasos saturados como ei palmitico (16:0) y esteérico (18:0) e insaturados como el
linoléico (18:2). Este ultimo se ha repecrtado que aumenta marcadamente la
lipoperoxidacidon hepatica (Nanji y cols; 1986}, ademas de aumentar el nivel de
triacilgliceroles hepaticos (contienen acidos grasos poliisaturados principalmente),
con los cuales forma ésteres de colesterol (Tsai, 1975). Ademas de que los cidos
grasos poliinsaturados agravan la susceptibilidad hepatica a la lipoperoxidacion.

Los datos obtenidos mostraron que las células hepaticas de las ratas que
fueron alimentadas con la dietas que contienen mayor porcentaje de 4cidos grasos
insaturados (aceite de maiz) presentaron mayor lipoperoxidacion que se reflejo en
una baja significativa (p<0.05) de glutation total. Un mecanismo que explica el
dafio hepatico v el higado graso es la peroxidacion de los lipidos. En dicho
proceso el acetaldehido producido durante el metabolismo del etanol, es capaz de

unirse a la molécula de GSH hepatico y a moléculas de cisteina (Shaw y cols;



1981}, unc de los tres aminoacidos que constituyen al glutation, lo cual explica de
alguna forma las respuestas obtenidas en el presente trabajo. Otro mecanismo
posible capaz de explicar |os resultados obtenidos es la inhibicién de la sintesis de
GSH, lo que se refleja en la baja de glutation hepatico {Speisky y cols; 1985),
También se ha reportado una disminucion en la actividad de |a glutation transferasa
durante la intoxicacidon aguda con etano! (Kocak-Toker y cols; 1985). Lo anterior se
resume en la baja de glutatibn que a su vez favorece la peroxidacion (Wendef y
cols; 1979).

Durante el metabolismo del etanol cuando el acetaldehido es transformado
en acetato se genera NADH" | estos equivalentes reductores son utilizados por 1a
cadena respiratoria par formar ATP, el exceso de NADH' en la cadena respiratoria
en {a mitocondria, puede desacoplar la fosforilacion oxidativa, y algunos electrones
salen de la cadena respiratoria, formando uniones con el oxigeno para convertirse
en Oy (Lehninger, 1993).

También el acetaldehido llega a producir lipoperdxidos en el higado de forma
indirecta, a través de |la deplecion de GSH o durante su metabolismo (Muller y Sies,
7983).

En lo que se refiere a las células hepéticas incubadas con lactato 50mM,
éstas presentan una disminucion en las concentracicnes de glutation total, que es
semejante a la reportada cuando las células son incubadas con etanol S0mM. Entre
las condiciones metabolicas en las gue existe aumento de lactato y una
disminucidn de glutation, quiza una de las mejor estudiadas es durante el gjercicio,

a este respecto se conoce que cuando un organismo es sometido a un ejercicio
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exhaustivo las concentraciones plasmaticas de lactato aumentan, de 1mM a 10mM
y pueden aumentar hasta 15mM y 30 mM, cuando el ejercio es supramaximo
{Groussard y cols; 2000). También hay reportes que sefialan concentraciones
30mM y 60 mM de lactato, después de una atividad muscular intensa (Jacobs y
cols; 1983)

Otros autores (Laaksonen y cols; 1999) reportaron que los niveles de
SRATB en plasma y GSSG en sangre aumentan en un 50% como respuesta al
ejercicio, mientras que el GSH disminuye un 13 % (Sastre y cols: 1992). Durante el
gjercicio, hay un maximo consumo de oxigeno, el lactato, piruvato y la relacion
lactato/piruvato aumenta significativamente (Vifia y cols; 2000). Este aumento de
lactato y del cociente lactato/piruvato se acompafia de una disminucién del 60 % de
GSH y del aumento del 100% en el contenido de GSSG sanguineo (Gohil y cols;
1988)

.El mecanismo por el cual desciende el glutation hepatico probablemente
este relacionado con una efevacién de la actividad de la xantina-oxidasa, que
coincide con el aumento de lactato durante ejercicio fisico, fa xantina-oxidasa
puede generar un aumento en la produccion de radicales libres tales como el Oy
los cuales depletan el GSH y aumentan la formacién de GSSG (Vida y cols; 2000).

La explicacién exacta de! porque disminuye el glutatién cuando aumenta el
lactato como se observa en la grafica 3 es dificil de precisar sin embargo la
abundancia del glutatién (Akerboom y cols; 1989), la disponibilidad y la tendencia

del giutation reducido a mantener e! equilibrio redox de varios pares de moléculas



que existen en forma reducida, lo hacen un metabolito clave enla homeostasis de
las células hepaticas.

Las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico en las células que recibieron
manteca de cerdo incubadas con etano! mostraron mayer peroxidacién y menor
contenido de glutatién total, que las incubadas con sebo de res, a pesar de que su
camposicion de acidos grasos es similar, lo cual nos hace sugerir que el proceso
de calentamiento al que se sometié la manteca de cerdo para ser extraida puede
modificar su composicién o bien generar algunas molécuias quimicas que influyen
en la respuesta celular. A este respecto algunos trabajos han dado a conocer que
los aceites que han sido sometidos a procesos de calentamiento pueden presentar
un alte contenido de productos de origen primario (lipoxi) que dan lugar a los de
tipo secundario que son polimeros y carbonilos (Chang y cols; 1978).

Los productos primarios de la lipoperoxidacién como son los peréxidos e
hidroperdxidos son altamente toxicos cuandc se administran parenteralmente, y
son menos tdxicos cuando se administran por via oral, posiblemente debida a su
baja absorcidn (Kanazawa, 1985 y Findlay, 1970) mientras que los productos
secundarios como los compuestos aldehidos son mas téxicos por ser altamente
digestibles (Oarada, 1986). También se ha observado que las membranas de
eritrocitos de ratas alimentadas con aceites calentados presentan menor fluidez
(Hayam, 1993), esto sugiere que la incorporacion de los productos de
lipoperoxidacidn ademas de alterar la composicion lipidica puede alterar la fluidez

de la membrana repercutiendo en su estructura y funcién.
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En el trabajo realizado por (Rocha, 1996) presenta evidencias de que el
consumo de 5% o 15% de aceite de maiz provoca esteatosis univacuolar
perilobulillar o centrolobulillar, respectivamente; y que después de una intoxicacion
aguda con etanol (5g/Kg) existié esteatosis multivacuolar, del higado. Por dltimo
los resultados abtenidos en este trabajo, de los cortes histologicos de higados sin
exposicién al etanol nos indican que existe esteatosis moderada y severa en
higados de ratas alimentadas con manteca de cerdo, como fuente de lipidos. Asi
mismo se presentd esteatosis moderada en los higados de ratas alimentadas con
aceite de maiz y en los higados procedentes de ratas alimentadas con sebo de res

se aprecio esteatosis moderada o ausente.

RECOMENDACIONES

Por otro lado considero conveniente tratar de difundir estos conocimientos a
nivel de las ciencias de la alimentacién con cbjeto de que los aspectos que hemos
investigado con éste trabajo puedan ser tomados en cuenta por los nutrioldgos en
la elaboracion de dietas, especificas para pacientes hepdticos, que idealmente
tendrian un bajo contenido de acidos grasos insaturados.

Independientemente de el origen del estrés oxidativo, este puede

potenciarse al consumir un gran porcentaje de grasas insaturadas.
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En el trabajo realizado por (Rocha, 1996) presenta evidencias de que el
consumo de 5% o 15% de aceite de maiz provoca esteatosis univacuolar
perilobulillar o centrolobuliliar, respectivamente; y que después de una intoxicacién
aguda con etancl (5g/Kg) existid esteatosis multivacuolar, del higado. Por dltimo
los resultados obtenidos en este trabajo, de los cortes histolégicos de higados sin
exposicion al etanol nos indican que existe esteatosis moderada y severa en
higados de ratas alimentadas con manteca de cerdo, como fuente de lipidos. Asi
mismo se presentd esteatosis moderada en los higados de ratas alimentadas con
aceite de maiz y en los higados procedentes de ratas alimentadas con sebo de res

se aprecio esteatosis moderada o ausente.

RECOMENDACIONES

Por otro lado considero conveniente tratar de difundir estos conocimientos a
nivel de las ciencias de la alimentacién con objeto de que los aspectos que hemas
investigado con éste trabajo puedan ser tomados en cuenta por los nutricldégos en
la elaboracién de dietas, especificas para pacientes hepaticos, que idealmente
tendrian un baje contenido de acidos grasos insaturados.

Independientemente de el origen del estrés oxidativo, este puede

potenciarse al consumir un gran porcentaje de grasas insaturadas.



Vil CONCLUSIONES.

Los lipidos de la dieta modifican el dafno celular promovido por agentes
toxicos como el etanol.

El alcohol estimula la lipoperoxidacién, lo cual se magnifica con el consumo
de grasas insaturadas.

La comhbinacion de etanol y una dieta con alto contenide de acido linoléico
{aceite de maiz) promueve el aumento de triacilgliceroles en hepatocitos aislados.

Las dietas normolipidicas controladas con sebo de res mantienen las
reservas antioxidantes, en hepatocitos aislados sometidos a una tension oxidativa.

Los higados de ratas alimentadas con dietas normolipidicas controladas
presentan, diferente grado de esteatosis en funcidn a la fuente de lipidos
consumidos en donde existi6, esteatosis moderada a severa con manteca de
cerdo, moderada con aceite de maiz y moderada o ausente con sebo de res, sin

ser sometidas a una tension oxidativa.
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Caracteristicas quimicas del glutatién (Akerboom, 1981).

Glutation reducido (GSH)
y-L-Glutamil-L-cisteinilglicina reducido
C1oH17N306S

Peso molecular 307.3

Estabilidad. GSH es estable
indefinidamente estado cristalino y
seco. En solucion, GSH es oxidado a
disulfido,especialmente a pH alcaling,
en presencia de oxigeno atmosférico.
Anilisis

Determinacion enzimatica

con glioxilasa iodométricamente.

Purificacién requerida.

98% GSH; <2 % GSSG.

Glutation oxidado (GSSG)
y-L-Glutamil-L-cisteinilglicina oxidado
C20H32Ns01252

Peso molecular 612.6
Estabilidad. GSSG es

temperatura

ambiente

Analisis determinacién enzimatica con
glutation reductasa

con glutation reductasa

Purificacion

GSSG>90%

H20< 5%

Solventes organicos.
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APENDICE il

Dieta semipurificada Instituto Americano de Nutriciéon AIN- 76 Elaborada por
la ICN. Para rata y Raton.

COMPOSICION.

Caseina purificada 20.0%
Metionina DL 0.3%
Sacarosa 50.0%
Corn strach 15.0%
Alfacel no nutritive 50%
Aceite de maiz, manteca de cerdo o sebo de res 5.00%
Bitartrato de Colina 0.25%
Mezcla mineral AIN 3.5%

{Abajo en g/Kg de mezcla)

Fosfato de calcio dibasico 500 ¢
Cloruro de sodio 74.00g
Citrato de potasio monohidratado 22000¢g
Sulfato de potasio 52.00g
Oxido de magnesio 2400g
Carbonato de manganeso(43-48% Mn 3.50¢g
Citrato férrico {18-17% Fe) 6.00g
Carbonato de Zinc (70 %Zn0} 1.60g
Carbonato cobre {53-55%Cu) 0.30g
Yodato de potasio. 001g
Selenio sodico 001g
Sulfato de potasio crémico 0559
Sacarosa, pulverizada 118.00 g
Mezcla de vitaminas AIN 1.0%
(Abajo en g/Kg de mezcla)

Hidrocloridro DE Tiamina 600.00g
Riboflavina 600.00 g
Hidrochloridro de Piridoxina 700.00¢g
Acido nicotinico 300g
Pantotenato de calcio 16g
Acido falico 200.0 mg
Biotina-D 20.0mg
Cianocobalamina {vit Byz) 1.0 mg
Retinol Paimitate (Vit A)

Pre-mezcla ( 250,000 [U/g} 1649
DL-a-Tocoferol acetato

(250 IUfgm) 20.0mg
Colicalciferol(Vit Ds)

{4000 IU/gm) 250.0 mg
Menaquinona (vit Kz) 5.0mg

Sacarosa, finamente pulverizada 9729g¢g
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APENDICE It
Buffer ringer.krebs para hepatocitos.
Preparar las soluciones siguientes agregar las cantidades siguientes a un litro de

agua desionizada.

KCi 575 % 6.51 ml 4.75mM
KH:PO4 10.55 % 1.63 ml 1.25mM
MaSO4 191 % 1.63 mi 1.2mM
NaHCO; 6% 12 ml 24mM

Adicionar para un litro de agua desionizada

NaCl. 7.4g 120Mm

Las condiciones de buffer pH entre 7.35-7.45 ajustar con NaHCQ; .

Temperatura 37° C, burbujear 15 minutos con carbogeno ( CO2 5 % y 02 95 %)
Apartar 300 ml de Ringer-Krebs agregar 0.8 ml de ( CaCly a 7.85 %), que se utilizd

para la incubacién de hepatocitos.
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APENDICE IV

Porcentaje de acido grasos presentes en los lipidos de la dieta reportados
por Morrison 1986,

[ ACIDO GRASO | ACEITE DE MAIZ | MANTECA DE SEBO DE RES
CERDO

12:0 - - 0.2

14.0 0-2 1 2-3
Palmitico 16:0 8-10 25-30 25-30
Estearico 18.0 14 12-16 21-26
Oleico 181 30-50 41-51 39-42
Linoleico 18:2 34-56 3-8 2
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