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RESUMEN

ROCHA HERNANDEZ ALMA EUGENIA. Efecto del nivel de los lipidos
dietéticos sobre la relacidén glutation reducido-glutation oxidado (GSH/GSSG) hepatico y
sanguineo en la rata intoxicada en forma aguda con etanol. (Bajo la direccion de Francisco
Trigo Tavera, Martha Zentella de Piila, Alberto Huberman Wajsman, Héctor Sumano
Lépez, Mario Calcagno Montans, Andrés Eliti Castell Rodriguez y Guillermo Téllez Isaias).

Esta tesis versa sobre el control de las alteraciones celulares producidas durante la
intoxicacién con etanol mediante la inclusion de diferentes porcentajes de lipidos en la dieta,
como una herramienta para el desarrollo de formas racionales de profilaxis y terapia. Los
objetivos fueron investigar el efecto de incluir diferentes (5% 6 15%) porcentajes de aceite
de maiz, aceite de cirtamo, manteca de cerdo y sebo de res en la dieta e intoxicadas de
manera aguda con etanol (63%), sobre la reserva de glutation hepatico y sanguineo, asi
como comparar las morfologias del higado en los distintos tratamientos. La tesis incluyo tres
fases experimentales. La Fase I incluyd los siguientes grupos experimentales: 1) 5% de
aceite de maiz en la dieta, alimentadas ad /ib.; 2) 15% de aceite de maiz en la dieta,
alimentadas ad /ib.; 3) 15% de aceite de maiz en la dieta, en un programa de alimentacion
restringida. Las ratas fueron alimentadas con dietas semi-purificadas durante un mes, y un
grupo fue intoxicado de manera aguda (5g/Kg) con etanol (63%) por via oral, otro grupo
recibid una dosis intermedia (2.5g/Kg) de etanol. Se obtuvieron muestras de sangre del

plexo retro-orbital, y muestras de higado para la determinacién de GSHt, 8 h después de la

intoxicacién. Se tomaron muestras de sangre de los grupos 1 y 3, para Ia medicién de

acetaldehido y de etanol, Las correlaciones entre el consumo de etanol yel GSHE del higado .
fueron y=7.34-0.22X, R =-0.99; y=7.48-0.30X, R =-0,97; y, y=4.34-0.66X, R" =-0,76, en

los grupos 1,2 y 3 respectivamente, El acetaldehldo y el etanol en sangre del grupo 1 fieron

sxgmﬁcattvamente menor y mayor, respectivamente que los del grupo 3. En la Fase Il se

aplicaron dos técnicas de HPLC para determinar glutatlon reducido (GSH) y glutatlon

oxidado (GSSG), una mediante la adicién Michell a una doble hgadura con los factores de
respuesta: y =1.07X+1.8 y y=0, 83X+0.3 para GSH y GSSG respectivamente; y la otra

mediante la sustitucién nucleofilica de un carbén halogenado con los factores de respuesta:
y=1.48X+1.45 y y=0.68X+2.35 para GSH y GSSG reSpectlvamente Mediante el segundo

método fue posﬂJIe medir el GSSG con 17% mas precnsxon ‘La fase I mcluyo los siguientes

grupos experimentales: a) 5% de aceite de maiz, b) 5% aceite de cirtamo, c) 5% manteca de

cerdo, d) 5% sebo de res, €) 15% manteca de cerdo (50%) + aceite de maiz (50%) en la -

dieta, f) 15% aceite de maiz, g) aceite de cartamo, h) 15% manteca de cerdo, i) 15% sebo de
res, j) 15% aceite de maiz (50%) + manteca de cerdo (50%). Las ratas fueron alimentadas

ad lib. con dietas semi-purificadas durante un mes y un grupo fue intoxicado de manera
aguda con etanol (v.0). Se obtuvxeron muestras de sangre de la aorta posterior, y de higado
para la determinacion de GSHt, GSH y GSSG 8 h después de Ia mtoxlcaclén Se midieron =
las sustancias reactivas con el dcido tiobarbitiirico (SRATB) de algunos grupos. 'El GSSG e
sanguineo aumento, y el GSH sanguineo disminuyé por efecto de la etanolemia aguda Fue
mayor la elevacién del GSHt en sangre de aorta postenor causada por el etanol en las ratas
‘que consumieron aceite de maiz que en las que consumieron manteca de cerdo. Las SRATB_ T
aumentaron mas en higado en las ratas ahmentadas con aceite de malz por efecto de la
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etanolemia aguda, que en las alimentadas con las otras fuentes de grasa probadas, El etanol
provocod esteatosis multivacuolar perilobulillar en el grupo a y esteatosis multivacuolar
centrolobulillar en el grupo e. El etanol no provocd esteatosis hepatica en las ratas que
consumieron 5% 6 15% de aceite de cartamo, manteca de cerdo o sebo de res en la dieta,
Palabras clave: aceite de maiz, aceite de cartamo, manteca de cerdo, sebo de res, glutation
oxidado, glutation reducido, glutation total, sangre, higado, ratas, esteatosis hepatica,
etanol, HPLC.
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SUMMARY
ALMA EUGENIA ROCHA HERNANDEZ. The effect of dietary lipid level on accutely ethanol
intoxicated rat liver and blood reduced glutathione-oxidized glutathione ratio (GSH/GSSG).

This thesis deals with the control of the cellular alterations generated during the ethanol
infoxication by means of different inclusions of dietary lipids, as a tool for the development of
rational ways for therapy and prophylaxis. The objectives of this study were to investigate the
effect of different (5% or 15%) percentages of several dietary lipids sources: com oil, safflower oil,
lard and tallow, and ethanol intoxication on the rat liver and blood total glutathione (GSHL)
reserve, as well as to compare the liver morphology m the different treatments. The thesis included
three experimental phases. Phase I experiments included the following experimental groups: 1)
5% com oil in the diet, fed ad /ib.; 2) 15% com oil in the diet, fed ad lib.; 3)15 % com oil in the
diet, feeding restricted. Rats were fed the semi-purified diets during one month, and one group
was acutely (5g/Kg) ethanol (63%) orally intoxicated; another group received an intermediate
(2.5g/Kg) ethanol dose. Blood from the retro-orbital plexus, and liver samples were obtained for
GSHt determination after 8 h of ethanol intoxication. Blood samples were obtained for
acetaldehyde and ethanol determinations. The correlations between ethanol consumption and liver
total glutathione were: y=7.34-0.22X; R?* =-0,99; y=7.48-0,30X, R* =-0.97; y=4.34-0.66X,
R*=-0,76, in groups 1, 2 and 3, respectively. Group 1 acetaldehyde and ethanol were significantly
lower and higher, respectively, than in group 3. In Phase II experiments two HPLC techniques
were applied for reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) determination, one
by a Michell addition to a double bond with response factors y=1.07X+1.8 and y=0.83X+0.3 for
GSH and GSSG respectively, and the other technique by a nucleophilic substitution of an
halogenated carbon with response factors y=1.48X+1.45 and y=0.68X+2.35 for GSH and GSSG
respectively, the second one being 17% more accurate for GSSG determination, Phase III
included the following experimental groups: &) 5% com oil, b) 5% safflower oil; ¢) 5% lard; d)
5% tallow e) 5% com oil (50) + lard (50%); f) 15% com oil; g) 15% safflower oil; h) 15% lard i)
15% tallow and j) 15% com oil (50%) + lard (50%). Rats were fed ad lib. semi-purified diets
during one month. One group was acutely ethanol orally intoxicated. Blood from posterior aorta
and liver samples were obtained for GSHt, GSH and GSSG determinations 8 h after intoxication,
Also, liver tiobarbituric reactive substances (TBARS) of some groups were measured. Acute
ethanol intoxication caused an increase of blood GSSG, an a decreased GSH of blood. The
elevation of blood GSHt caused by ethanol, was bigger in com oil than in lard fed rats. Liver
TBARS of com oil fed rats increased more than with the other dietary lipids sources tested.
Ethanol caused multivacuolar perilobular steatosis in group a; while multivacuolar centrolobular
steatosis was observed in group e. Ethanol caused no liver steatosis in 5% or 15% safflower oil,
lard or tallow fed rats,

Key words: com oll, safflower o1, lard, tallow, oxidized glutathione, reduced glutathione, total
glutathione, blood, liver, rats, liver steatosis, ethanol, HPLC.
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INTRODUCCION

El alcoholismo y la obesidad en el ser humano han llegado a ser problemas
prioritarios en el campo de la salud publica y la nutricion. El empleo del etanol como droga
psicotropica esta legalmente aceptado por la mayoria de los gobiemnos y de las religiones en
el mundo, a pesar de que llega a producir adiccion, En 1986, la cirrosis hepatica ocupd el
noveno lugar entre las principales causas de mortalidad en la poblacion mexicana (17).

Se ha observado que la ingestion de alcohol facilita, en su primera fase el desempeiio
de ciertas tareas: la mejora en la conducta o de la ¢jecucion se debe, en realidad, a que
ciertas inhibiciones corticales desaparecen (45).

El etanol es considerado como un neurotoxico (78). Su metabolismo ocurre
principalmente en el higado e mhibe la gluconeogénesis. Es producido continuamente por la
fermentacion microbiana en el intestino grueso de los mamiferos y es metabolizado en el
higado, de la misma manera que lo es el alcohol ingerido (37). El consumeo agudo de etanol
inhibe la sintesis y provoca un aumento en la eliminacién del GSH (66,68).

El hepatocito tiene cinco vias principales para el metabolismo del etanol, cada una
ubicada en diferentes compartimientos celulares. La principal es la via de la Alcohol
deshidrogenasa (ADH) del citosol o de las fracciones solubles de la célula, La segunda via la
constituye el Sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS) P450 TIE1 del reticulo
endoplasmatico. La tercera via la representa la catalasa de los p'eroxisomas. La cuarta y la
quinta son no énziméticas. |

Aunque se ha descrito que el etanol es metabolizado principalmente mediante la Qia
de la ADH (34), todas las vias metabélicas de oxidacién del etanol conducen a la prodﬁccién
de acetaldehido, el cual es transformado en acetato en la mitocondria (52). |

El acetaldehido es el metabolito activo del etanol y puede afectar a muchos tejidos,
especialmente al higado (44). Promueve la lipdperoxidacién o bien, se une covalmtemente a
‘las proteinas (51), al citocromo P450 (9), a macromoléculas hepéticas (42), a las proteinas

circulantes como la albiimina (19) y a la hemoglobina (68). Ademis, el acetaldehido se



puede unir a las proteinas del citoesqueleto como Ia tubulina, fijindose a los grupos
sulthidrilo y a la lisina de la tubulina e impidiendo su polimerizacion (38).

En la enfermedad alcoholica del higado hay disminucion de los microtibulos
hepéticos (47). Una de las funciones de los microtubulos hepaticos es promover el
transporte intracelular de proteinas y su secrecién. El individuo que ingiere alcohol
cronicamente esta expuesto a la acumulacion de proteinas en el higado, que corfesponden a
la mitad del aumento del peso que ocasiona el consumo cronico del etanol (8). La otra mitad

del aumento del peso seco del higado, corresponde a lipidos (44).

1.1 EL USO DE DIFERENTES PORCENTAJES DE LiPIDOS EN LA DIETA

En la literatura se ménciona que el efecto de utilizar alto porcentaje de aceite de maiz
en la racion de ratas se reflejo en la baja del glutation reducido y en el aumento de las
Sustancias reactivas con el acido tiobarbitirico (SRATB) en la mucosa del colon (37).

En ratones atimicos alimentados con dietas altas en grasa (23%) con tres diferentes
cantidades de acido linoleico (12%, 8% y 2%), el carcinoma y la metastasis fueron
significativamente mayores en el raton alimentado con 12% y 8% comparado con el que
consumid 2% de acido linoleico (59).

Las investigaciones realizadas para observar el efecto de la utilizécic’m de diferentes
fuentes de lipidos (\)egetales, animales, o ambas), han incluido: - |

ORIGEN VEGETAL |

Aceite de maiz, aceite de soya, aceite de girasol.

ORIGEN ANIMAL

Aceite de pescado, aceite de higado de bacalao, manteca de cerdo y sebo de res.

Ademas del acido eicosapentanoico, también se ha estudiado el efecto de no incluir
grasa en la racidn, asi como el de incluir colesterol. | |

~ También se han reportado los efectos de utilizar difererites porcentajes de proteina y

de carbohidratos en la racién.



Las variables sobre las que se ha estudiado los efectos de la utilizacion de diferentes
fuentes y de diversos porcentajes de lipidos en la racion son:

Esteatosis (71), envejecimiento (20), aprendizaje, formacién de tejido neoplasico (7),
lipoperoxidacion en miocardio (38) y en higado, actividad del MEOS, actividad de 1a ADH,
actividad de la GST, contenido de dcido oleico y de colesterol en las membranas sinapticas
del cerebro, excrecion de camitina, triglicéridos hepaticos, produccion de radicales libres,
glutation, glutation peroxidasa, superoxido dismutasa, glicosa 6-fosfato deshidrogenasa,
catalasa en los globulos rojos y cambios ultraestructurales hepaticos.

No se ha investigado el efecto de incluir un alto porcentaje de lipidos en la racion de
ratas, sobre el GSH del higado. Tampoco se ha reportado el efecto de un alto porcentaje de
lipidos en la intoxicacién aguda por etanol, sobre el GSH y las SRATB del higado de rata.

Se ha estudiado el efecto de la composicion de la dieta sobre las alteraciones
provocadas por la ingestion prolongada de etanol. Al mantener niveles de etanol altos en
sangre, durante 15 a 85 dias en ratas que consumian dietas liquidas bajas en grasa (4.9% de
las calorias totales), el grado de esteatosis se cotrelacioné de manera positiva con la
concentracion de alcohol en sangre. Se confirmoé que dichos niveles altos de alcohol en la
sangre correlacionaron con la SeVeridad de la patologia hepatica inducida por el etanol (56).

Por otra parte, al observar el efecto del consumo del etanol sobre el citocromo P450
IIE1 y al comparar el efecto de una dieta baja con otra normal en grasa, se comprobd que la
grasa de la dieta, por si sola, puede potenciar la induccién de la actividad del MEOS (42).

El efecto del consumo de una dieta baja en carbohidratos y alta en grasa fue un
aumento en la excrecién de carnitina urinaria. E1 mecanismo por medio del cual se aumeﬁta
la silltesié, se modifica la redistribucién tisular de carnitina o ambos procesos, atn no ha si&o
determinado (13). Sin embargo, existe 1a hipotesis de que la L-carnitina puede atrapar el
exceso de acetilos que deriVan tanto del acetato libre formado a partir de la oxidacion del
etanol como de la CoA, la cual se acumula como resultado de la disminucion del flujo del |

Ciclo de Krebs que induce el etanol (1).



Se ha estudiado tanto la cantidad como Ila calidad de los lipidos sobre las
modificaciones que ocasiona en el metabolismo ¢l consumo del etanol. Asi, se observd que
en ratas que consumen manteca de cerdo, el metabolismo del etanol mediante la ADH vy el
MEQS, es mas acelerado que en las ratas que consumieron aceite de maiz o sebo de res, El
consumo de etanol por las ratas que consumieron manteca de cerdo tuvo que ser mas
elevado para alcanzar los mismos niveles de etanol sanguineo que en las ratas que
consumieron aceite de maiz o sebo de res (51).

También se ha observado que una dieta alta en grasa y enriquecida con colesterol
(0.5% de colesterol, 5% de aceite de cacahuate y 5% de manteca de cerdo), induce a un
desequilibrio en las defensas antioxidantes del corazon, lo que resulta en un aumento de la
lipoperoxidacion del miocardio (38).

Se ha demostrado que los pequefios cambios en el patrén de dcidos grasos parecen
ser capaces de modular las propiedades neurales hacia un neurotoxico como el etanol, ya
que al administrar cronicamente el etanol a ratas durante dos generaciones y al comparar el
efecto de administrar en la dieta diferentes fuentes de lipidos, como aceite de girasol (el cual
esta exento de acidos grasos n-3), aceite de soya (rico en acido linoleico), o de aceite de
~ girasol més aceite de higado de bacalao (este tltimo es alto en contenido de 4cidos grasos de
cadena larga), se observo, al analizar las membranas plasmaticas del cerebro, que con el uso
de aceite de SOya, aumentaron el dcido oleico y el colestel'o], sin ocurrir cambios en la
ﬂuidez, mientras que con el aceite de girasol, disminuy6 la fluidez de la membrana. Cuando
se afiadio el aceite de girasol con aceite de higado de bacalao, entonces los acidos oleico y al
alfalinoleico aumentaron, mientras que la fluidez del drea apolar de las membranas
plasmaticas s.in‘épticas disminuyé (78). |

Los acidos grasos poliinsaturados del cerebro diSminujren. progresivam_ente con la
edad. El porcentaje de 20:4bmeg36 y de 33:60mega6 diSminuyen_con laedady aumentan los
18:1omega9 y los 22:6omega3. La manteca de cerdo contiene microcantidades de
22:6omega3. Este ultimo es retenido :ividamente en el cerebro (31). Se comprobd que las

ratas que consumieron manteca de cerdo, oleinato o aceite de cartamo adicionado con alfa

4



tocofcrol, aprendieron mejor (caja de Skiner) que las que consumieron aceite de cartamo
(31).

El porcentaje y el tipo de lipidos de la dieta regulan la actividad de las proteinas de la
membrana del hepatocito. Sin embargo, el porcentije 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 que la actividad de la glutation transf -rasa (GST) fue
mayor en la dieta con aceite de pescado y mds baja con la dieta sin grasa. l.a dieta con 5%
de aceite maiz condujo a una actividad intermedia de dicha enzima (75).

En otra investigacion, al administrar a ratas en crecimiento, 5% 0 20% de aceite de
maiz mas 5%, 6 20% de soya, durante 4 semanas, la dieta alta en Ipidos aumentéd
significativamente las SRATB hepaticos del grupo con soya. La concentracién de GSH no
mostrdé una correlacion lineal con la dieta baja en proteina. Se reporto qu - al administrar
colesterol (1 a 1.15%) en la dieta de las ratas, se aumentd la susceptibilidad del higado a la
lipoperoxidacién, disminuyeron la glutatién peroxidasa y las deshidrogenasas de la via de las
pentosas (70).

Se sugiere que la de..ciencia en proteina, asociada con el consumo alto en lipidos
acelera el dafio peroxidativo de los tejidos,k al ailmentar la formacién de radicales libres del
oxigeno (33). Ademds, el efecto de un nivel alto de aceite de pescadd provoco la
disminucion significativa de los trigli¢é1idos hepaticos (11),. |

El efecto de administrar una dieta baja en lipidos y adicionada con etinol durante dos
semanas fue el de producir menos radicales libres que una dieta alta en lipidas (55). |

Se ha observado que una dieta alta en grasa, aumenté el desarrollo de tejido
neoplasico (7). Ademas, con COnsumo de 1000 mg al dia por Kg de peso al dia de dcido
eicosapentanoico, el conte'm'.do de GSH y las actividades de glutation S-transferasa (37, '38,
73), de glutation peroxidasa (2, 11) y de glutation reductasa, aumentaron signiﬁcativamehte,
también aumentd 50% la actividad de la acil-CoA-oxidasa y de la catalasa hepética (18).
Asimismo, al administrar dietas con 5% 6 15% de aceite d'e girasol durén_te 26 semanas a

ratones de 6 semanas, se observo un aumento de la cantidad de SRATB en el higado con la



dieta alta en lipidos (Cuadro 1) (2). Asimismo el consumo de 10% de aceite de soya en la
dieta provocd un aumento significativo de las SRATB en el higado de las ratas comparado
con las que consumieron 10% de aceite de coco en la dieta (Cuadro 2) (35).

Al comparar la actividad de las enzimas antioxidantes: glutation peroxidasa,
superoxido dismutasa y glucosa 6-fostato deshidrogenasa en el higado y de la catalasa en
globulos rojos de ratas alimentadas con 2%, 5%, 10%, 15% 6 20% de aceite de soya con
8% de lactoalblimina o bien, con 5% 6 20% de aceite de soya con 20% de lactoalbimina
durante 8 semanas, se observo que las actividades de las enzimas antioxidantes disminuian
mas drasticamente al aumentar el nivel de aceite de soya en los grupos alimentados con
proteina baja, que en aquellos con una dieta normal en proteina. El aumento gradual del
aceite de soya en la dieta baja en proteina, aumento las concentraciones de SRATB tisulares
(33). Por otro lado, se ha observado una correlacion positiva entre 1a produccion de SRATB
y la degradacion de acidos grasos insaturados bajo las mismas condiciones experimentales
(70).

Estudios recientes sugieren que el alcohol puede disminuir mis que aumentar Ia
susceptibilidad de las células a a lipoperoxidacion. El alcoholismo cronico parece inducir un
mecanismo especifico desintoxicante que es activado por el alcohol (25).
| Los cambios ultragstructurales provocados por el consumo de etanol se caracterizan
por la proliferabién del reticulo endoplasniético liso hepatico (42). En el Cuadro No. 3 se
muestra la composicion lipidica de las membranas celulares y del reticulo endoplasmico de
ratas que consumieron aceite de maiz (35, 75). |

El consumo crénico de etanol se asocia con la proliferacion de las membranas
hepaticas como un sistema de adaptacion para la oxidacion del etanol, la cual es diferente a -
la catalasa y a la ADH, siendo el reticulo endoplasmico el sitio donde se metaboliza el etanol
(40). El sistema de oxidacion del etanol MEOS depende del citocromo P-450 (69).

Hace falta demostrar si la lipolacroxidacién de los dcidos grasos insaturados aumenta

después de la ingestion de etanol bajo diferentes proporciones de lipidos en la dieta.



1.2 EL GLUTATION

En 1922 el inglés Frederick Gowland Hopkins aisla en diferentes tejidos una
molécula dipeptidica (formada por cisteina y dcido glutdmico, ficilmente oxidable) a la que
llamo glutation,

En 1926 Pice, Pinhey, Kendal et al., dan a conocer su estructura formada por acido
glutimico, cisteina y glicina.

En 1953 Colowick ef al., estudiaron algunos aspectos sobre la sintesis, el
metabolismo y las propiedades fisicoquimicas del glutatién, asi como su relacion con
patologias fisiologicas en el ser vivo, En 1970 Tuckey y Kilgour realizaron estudios sobre
los niveles de glutation en los eritrocitos de camero. En 1971 y 1973 Flone ef al., realizaron
un modelo que intentd explicar el mecanismo de accidn del glutation y de las enzimas que se
involucran en su sintesis, encontrando gran relacion con el ciclo de la gama glitamil cisteina,

En 1976 Arias y Jakoby insisten en la relacion del glutation con el metabolismo de
drogas y los compuestos endégenos en el higado, tema que se retomo en 1978 por Sies y
Wendel, y que hasta la fecha sigue siendo tema de estudio (36).

Atroshi en 1979, Moreno et al., en 1987, Tuiion et al., en 1989 determinaron los
niveles de glutation en diferentes tejidos, asociando algunos datos a diversos estados
patologicos de te_udos y de esp:,cles animales. |

Una molécula que juega un papel importante en el sistema antioxidante de I celula
es el glutation que es un tripéptido que contiene un grupo sulﬂudnlo libre, el cual sirve como
una sustancia amortiguadora que malltiene a los residuos de la cisteina de la he,lnoglobina y
de otras proteinas de las células en su forma reducida. La relacién de glutatién reducido
(GSH) a glutation oxidado (GSSG) es gcnéralrﬂent_.e de 500 (40), sin enib.argo, existen |
reportes de que puede variar entre 5y 20 (72). La forma reducida juega un papel importante
en la desintoxicacion celular reaccionando con perdxido de hidrdgeno .y con peroxidos
~organicos (76). Un 30% de glutation por debajo del nivel normal, puede resu_lta'r.-en. el

metabolismo alterado por xencbiéticos y aumenta la toxicidad de los metabolitos (56).



La biosintesis del glutation ocurre en muchos de los tejidos de los mamiferns,
especialmente el higado y el rifion. Un factor de control importante en la velocidad le
sintesis de GSH, ademas del contenido de ATP, de L-glutamato y de glicina, es el nivel le
L-cisteina en los tejidos (57).

Las funciones celulares del glutation son la de proteger la integridad estructural y
funcional de los acidos grasos insaturados, modificando a los radicales libres vy
descomponiendo a los hidroperdxidos, aderas de que regula la actividad enzimatica de la
célula normal (5,30,79).

El glutation cvita la peroxidacion lipidica de los acidos grasos y forma compuestos
conjugados con los epoxidos por medio de la glutation S-eporidotransferasa, glutation
S-alquiltransferasa y la glutation S-transferasa, Dichos compuestos son excretados como :al
o como 4cido mercaptirico a través de la orina o de la bilis (5,30).

Ademas, el glutation interviene en la sintesis de hormonas estereoideas y
prostaglandinas.

Entre las enzimas cuya actividad es modificada por la cantidad de disulfuros, o sca,
activindose o inhibi¢ndose, estan Ia fructosa 1,6 bisfosfatasa (50), la fosfofructocinasa (27)
y la glucogeno sintetasa (21), las cuales catalizan reacciones opuestas y tienen papeles
e.speciales en la gluconeogeénesis y la glucélisis'fespéctivaﬂlente. |

La baja de GSH en el tejido hepatico se puede deber a su oxidacién, a su
translocacion al medio extrahepatico, como glutatic’m libre v cdmo conjugado de

acetaldehido, derivado del etanol (73).

1.2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

El consumo 2gudo de etanol, provoca la disminucién dristica del glutation hepéti’co
(71). Es necesario investigar si este efecto es el mismo, bajo diferentes porcentajes de lipidos
en la dieta. | |

El acetaldehido proveniente del metabolismo del etanol, reacciona con ei GSH en |

forma no enzimdtica (73).
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Se ha observado que el total de glutation-S transferasa hepatica aumenta casi al
doble en las ratas deficientes en selenio. Se ha sugerido que en animales deficientes en
selenio existe la glutation-Stranferasa no dependiente del selenio como respuesta a niveles
aumentados de sustratos hidroperoxidados (16).

El consumo agudo de etanol provoca la disminucion en la actividad de la GSH
transferasa y la actividad de la GSH peroxidasa disminuye después del consumo crénico de
etanol (63). La concentracion mas alta de etanol en la sangre se alcanza después de tres
horas de ingerirlo y esto coincide con la baja de GSH hepatico, produciéndose la maxima
respuesta a las 6 horas (72).

Los radicales libres son moléculas independientes que poseen un electrén impar, lo
que las hace moléculas inestables, capaces de asociarse con cualquier atomo, siendo por esto
altamente toxicos (5). Dichas moléculas se forman durante los procesos metabolicos de la
célula, durante la descarga respiratoria, por la reduccion incompleta de las moléculas y por
la transformacion de los xenobioticos (56). Los radicales libres se unen a los acidos grasos
de los fosfolipidos de la membrana formando dienos conjugados, proceso que puede ser
- cuantificado por la formacion de malondialdehido (64).

Para protegerse de un exceso de radicales libres, la célula cuenta con dos
mecanismos complementarios: una baterfa de enzimas, entre las que se encuentran la
citocromo oxidasa, la glutation peroxidasa y la glutation reductasa (79). Y con un grupo de
atrapadores fisiolégicos entre los que se encuentran, las vitaminas A, C y E, el acido trico,
el GSH y la bilirrubina (30). El GSH participa de manera importante en la desintoxicacion
reaccionando con perdxido de hidrégeno y con peréxidos orgéﬁicos (52), y es mantenido en
su forma reducida por una flavoenzima (21),

Algunos de los factores que aumentan la formacion de los radicales libres, son la
ausencia de glucosa, lo cual también disminuye la concentracion de GSH por lo que las

células blanco quedan mas expuestas al dafio por dichos radicales (5).



Asi, 1a falla en la transformacion de GSSG en GSH en los globulos rojos de pacientes
diabéticos se debe a la actividad reducida de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa,
cuya actividad se ha comprobado que esta disminuida en los diabéticos (15).

Los compuestos implicados en el dafio celular son principalmente compuestos
derivados del oxigeno. Algunos de los mis comunes son el ion superdxido, el peroxido de
hidrégeno y el singulete de oxigeno (14). Los radicales hidroxilo son considerablemente mas
reactivos y por lo tanto mas toxicos que el perdxido de hidrdgeno o que el superoxido. El
origen de los radicales hidroxilos, radica en la interaccion del perdxido y del anidn
superoxido en la reaccion de Haber-Weiss, la velocidad de 1a cual es aumentada en presencia
de iones de cobre o de hierro (56).

El sitio activo de la glutation peroxidasa contiene un residuo del poco comin
aminoacido selenocisteina, en el que el dtomo de azufie de la cisteina es reemplazado por un
atomo de selenio. Presumiblemente el grupo -SeH de este residuo tiene propiedades
ventajosas en ¢l mecanismo de ésta y de otras enzimas que contienen selenio (39).

Las especies activas del oxigeno conducen a la oxidacion de los tioles celulares y
éstos inhiben a las translocasas del Ca2+, conduciendo a la elevacion sostenida del Ca™ yala
activacién de procesos catabolicos dependientes de Ca2+, con la pérdida de la integridad de
~ la membrana, la degradacion de fosfolipidos, la degradacién‘ del DNA. Ia degradaciéu |

proteinica, la destruccion del citoesqueleto y la muerte celular (54).
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1.3 OBJETIVOS

1. Conocer si los cambios cuantitativos de los lipidos de la dieta modifican la poza de

glutation en el higado y en la sangre.
2. Investigar el objetivo 1 después de ocho horas de intoxicacion aguda con etanol (5g/Kg).

3. Conocer si la morfologia del higado es modificada por el consumo de diversas fuentes de

lipidos y por la intoxicacion aguda con etanol (5g/Kg).
1.4 HIPOTESIS

1. La relacion de glutation reducido/glutation oxidado en el higado y en la sangre, es

modificada por la ingestion de diferentes proporciones de lipidos en la dieta.

2. La proporcion de aceite de maiz, de aceite de cartamo, de manteca de cerdo y de sebo de

res en la dieta modifica el efecto de la intoxicacion aguda de etanol sobre el glutation.

3. La morfologia hepética de la rata intoxicada con etanol esta determinada por el tipo de

lipidos que consume en la dieta.
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2, MATERIAL Y METODOS

2.1 ANIMALES Y ALIMENTO

Se utilizaron ratas Wistar machos de aproximadamente 120 g de peso corporal que
fueron destetadas a los 28 dias de edad. Estos animales no habian recibido otro alimento que
la Jeche materna, Las dietas experimentales (Cuadro 4) fueron isoproteinicas e isocalodricas y
diferentes en el contenido de lipidos, los cuales consistieron en aceite de maiz, aceite de
cartamo, sebo de res o manteca de cerdo (Cuadro 5). A partir de cada fuente de lipidos, se
preparo una dieta con 5% y una dieta con 15% de lipidos. Una de las dietas contenian 5% de
cada una de las fuentes de lipidos (dieta normal en lipidos) y la otra contenia 15% de la
fuente de lipidos (dieta alta en lipidos). La dieta normal en lipidos fue formulada para cubrir
las necesidades que indica el NRC (53). Las dietas fueron administradas en forma de
comprimidos cilindricos que se prepararon en el Departamento de Nutricién del Instituto
Nacional de Investigaciones Pecuarias en el Km 14.5 de la carretera México-Toluca. Las -
dietas fueron almacenadas a 4° C, y diariamente fue renovado el alimento administrado a las
ratas. En todos los grupos, excepto en uno en el que se proporciond alimento con aceite de
maiz en un programa de restriccion a]imenticia, las ratas fueron alimentadas a libertad.,

El programa de restriccion alimenticia de las ratas consistié en prbporcionar la
misma cantidad de alimento a las ratas con 15% y con 5% de lipidos en la dieta. Ya que las
ratas con 15% de lipidos en la dieta cuando se dejan ad libitum, consumen alrededor de 50%
mas de alimento. |

Cada rata fue instalada en una jaula individual, con el objeto de llevar un control del
‘consumo de alimento. I.as ratas fueron pesadas al inicio y al final de cada experimento.

En la dieta experimental normal en contenido de lipidos, la proteina (céseina)
constituyd el 30.74% de las calorias, los carbohidratos fueron a partir de ahﬁid(’m y azicar
refinada y constituyeron el 57.80%, y los lipidos constituyeron el 12% del total de calorias.

En la dieta experimental que fue alta en contenido de lipidos, la proteinzi (caseina)

constituyd el 30.74% de las calorias, los carbohidratos el 34% los lipidos el 35.21%
y |
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(Cuadro 6). Las condiciones ambientales fueron las mismas, antes y después de comenzar
cada experimento. El fotoperiodo en el que fueron mantenidas las ratas, fue de 12 horas de
luzy 12 de obscuridad. Los animales fueron sacrificados a las 9:00 a.m.

El trabajo fue realizado en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de

Medicina de la UNAM, con el apoyo de los proyectos DGAPA IN208992 ¢ IN210094.

2.2 DISENO EXPERIMENTAL
Esta tesis se divide en tres fases:

Fase I: se alimentaron en un programa de alimentacion restringida y en un programa
de alimentacion a libre acceso lotes de ocho ratas de destete tardio, a cuatro de las cuales se
les administro alimento con 5% y a cuatro alimento con 15% de aceite de maiz durante 28
dias. Al final de los 28 dias, fueron sometidas a ayuno de 24 horas y luego, a dos de cada
cuatro ratas se les intoxic6 con Sg/kg de etanol via O.G. Otro grupo recibié una dosis de
2.5g/kg y también hubo un grupo control al cual se le administré glucosa en sustitucion de
las calorias del etanol. Después de 8 horas de la intoxicacion se les anestesié levemente
(alrededor de 45 segundos) con éter para luego obtener una muestra de sangre del plexo
retro-orbital y una muestra dél 16bulo derecho del higado.

Fase II: se aplico el métodos de Reed et al. (57) para la determinacién mediante
HPLC de GSH y GSSG en higado. y el método de Asensi et al. (6) en el cual se utiliza
N-etilmaleimida para evitar la oxidaciéon de GSH. |

Fase IlI: se alimentaron lotes de ocho ratas de destete tardio, a cuatro de las cuales
se les suministré alimento con 5% de aceite de maiz, aceite de cirtamo, manteca de cerdo o
sebo de resy a las otras cuatro ratas se les proporciond alimento con 15% de dichas fuentes
de lipidos. Al final de los 28 dias a dos de cada cuatro ratas se les intoxicd con 5g/Kg de
etanol (63%) via O.G. Después de 8 horas de-la intoxicacion las ratas fueron anestesiadas
levemente con éter, se incidio la piel a nivel abdominal para disecar la arteria aorta 1505tcrior |
a nivel de las vértebras lumbares, obteniéndose aproximadamente 5 ml de sangre y

posteriormente una muestra del l6bulo derecho del higado.
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A un ml de la muestra de sangre se le afladid 1 ml de acido perclorico (12%) para la
determinacion de glutation total (GSHLt), a otro ml de la muestra de sangre se le afiadio 1 ml
de acido perclorico+NEM para la determinacion de glutation oxidado (3). Los 8 ml de
sangre restante fueron centrifugados a 3,000g durante 4 minutos para la separacion del
plasma. El plasma se mezclo 1:1 con dcido perclorico+ | mM BPDS + 40 mM NEM vy se
derivatizd segin el método de Asensi et /. (6) para la determinacion de glutation oxidado

por HPLC.

2.3 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Se obtuvieron muestras de sangre y de higado de las ratas, ocho horas después de la
intoxicacion aguda con etanol.

De las ratas utilizadas en los experimentos de la Fase I, 1a muestra de sangre se
obtuvo del plexo retro-orbital mediante capilar l.lepaﬁuizado.

Las muestras de sangre de las ratas usadas en los experimentos de la Fase 111 se
obtuvieron a partir de la arteria aorta posterior mediante jeringa hepariu.izada. En todas las
muestras de sangre se determind GSHt y GSSG (3) mediante espectrofotometria. En las
muestras de plasma de sangre de aorta posterior se determind glutation oxidado mediante
HPLC segin Asexisi et al. (6) |

Las muestras de higado fueron utilizadas para determinar igualmente GSHt y GSSG

mediante espect:bfotonwtria (3) y GSSG mediante HPLC.segl'm_ Asensi ef al. (6).

2.4 DETER_M]NACI(')N DE GLUTATION MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA
Para realizar la determinacién de GSHt segiin el método I de Akerboom et al, (3),"se
empled una alicuota de 10ul de la muestra, siguiendo la reduc_cibn de DTNB por

‘espectrofotometria a 412 nm durante 5 minutos.
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Para ambos, el GSHt y el GSSG, los calculos se basaron en las curvas estandar que
fueron preparadas de manera individual para cada experimento. El valor de GSH fue
calculado por la diferencia de GSHt menos GSSG.

Para realizar las determinaciones de GSSG, se emplearon 500 ul de la muestra,
signiendo la desaparicion de NADPH por espectrofotometria a 340 nm, segin el método IV

de Akerboom ez al. (3).

2.5 DETERMINACION DE GSSG MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

La determinacion de GSSG mediante la técnica descrita por Asensi ef al. (6), tiene la
ventaja de evitar la oxidacion del GSH, ya que utiliza N-etilmaleimida (NEM), como
atrapador de tioles, diluido en el icido perclorico con el que se precipita la proteina de la
sangre y se homogeneiza el higado. Mediante este método, la oxidacion del GSH en sangre
es de solo 0.1340.28% vs. 2446 por el método de Reed et al (57). El cual utiliza la
carboximetilacion como medio de evitar la oxidacion del GSH en una etapa posterior de la
derivatizacion de la muestra, peimitiendo por e1 tiempo transcurrido, la oxidacion mziyor del
GSH. |

El método de Asensi ef al. (6) consiste en mezclar 1:1 | 12% acido percldrico + 2mM
BPDS + 40mM NEM con la muestra de sangre o de plasma. Para homogeneizar la muestra
(aprox. 250 mg peso hiimedo) de higado se utiliza 1:8 partes de 6% de acido perclérico +
ImM BPDS + 40mM NEM. Poste_rimmente se cehtl‘iﬁlga la muestra a 15,000 g durante 5
minutos. Se obtienen aproximadamente 2ml de sobrenadante, se afiaen 200 mi de ImM
gamma Glu-Glu, y 40 ml de 1mM cresol piirpura (indicador de pH). Se mezcla y neutraliza
con 2M KOH + 0.3 M MOPS. Se centrifuga a 15,000 g durante 5 minutos.

Afiadir 4 ml de 1% FDNB (diluido en etanol). Incubar durénte toda la imche. Se
evapora el etanol, y luego reconstituir con 4 ml de 80% nietanol. Se analizd en un

cromatografo de liquidos de alta resolucion, marca Beckman System Gold con un modulo
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con detector programable System Gold 166, un modulo de solventes programable System
Gold 126. Se usé una columna LC3-aminopropil y un autoanalizador (Figura 30).

El NEM fué descrito en 1949 por Friedman. Su potente actividad antimitotica se
correlaciona con su habilidad de reaccionar con grupos sulfhidrilo, El acido maleico, la
maleimida y la citraconimida son antimitdticos, pero no reaccionan con los grupos
sulfhidrilo.

Abajo de pH 7, el NEM es un reactivo altamente especifico para grupos sulfhidrilo
de proteinas. A pH de 7, su velocidad de reaccion con tioles simples es aproximadamente
1000 veces mayor que con compuestos amino simples. A pH mayores de 7, la reaccion :le
NEM con grupos amino aumenta. Para proteinas sin grupos azufrados, NEM puede

utilizarse como un reactivo especifico de grupos amino (Figura 12).

DETERMINACION DE SUSTANCIAS REACTIVAS CON EL ACIDO
TIOBARBITURICO (SRATB)

Las SRATB fueron detenminadas siguiendo el método de Zentella ef al. (77) en el
homogenado de higado, haciendo pasar éste a través de un filtro de gasa; después, una
alicuota de 0.2 ml fue incubada con 1.0 m! de amo.rtiguador de fosfato (pH 7.0) 0.15 M
~ durante 30 min. a 37° C, luego se afiadieron: 1.5 ml de acido acético (20%)»(pH 25)y 1.5
ml ATB (0.8%). La mezcla se colocd en agua en ebullicion durante 45 min., Jos tubos
fueron colocados en hielo y ya fiios se aiadié 1.5 ml de KCI (2%) y 5 ml de butanolpiridina

(15:1) se mezclaron vigorosamente y se midio la absorbencia a 532 nm,

2.6 PROCESAMIENTO DE TEJIDOS PARA HISTOPATOLOGIA

A las ratas se les anestesié levemente con éter para tomar muestras del lobulo
izquierdo del higado de aproximadamente 0.5 centimetro ctbicos, que se fijaron en etanol al

100% o en el fijador de Camoi durante 3 horas. Las muestras fueron procesadas para
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incluirlas en parafina y se realizaron cortes de 7 microm que fueron tefiidos con
Hematoxilona-Eosina o con el acido peryodico de Schiff , la morfologia hepitica fue

analizada y descrita en cada caso.

2.7 ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados obtenidos de este experimento, fueron evaluados por medio del
andalisis de varianza (65), v se hicieron correlaciones entre el consumo de etanol y el GSHt

en la sangre y en el higado.
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3. RESULTADOS

Los experimentos realizados en la Fase I de este trabajo arrojaron los siguientes
resultados;

Se muestra el efecto del consumo de 15% de aceite de maiz en un programa de
alimentacion restringida (y= 4.34-0.166x, R*= -0.76 ) sobre el glutation total (GSHt)
hepatico vs el consumo de 15% de accite de maiz (y= 7.34-0.22x, R*= -0.99) 6 de 5% de
aceite de maiz con alimentacion ad /ib.(y= 7.48- 0.30x, R*= -0.97) en la rata después dc 8
horas de intoxicacion aguda con etanol (Figura 1).

Al correlacionar la dosis de etanol con los pimoles de GSHt/ml de sangre se obseivo
una correlacion positiva en las ratas que consumieron 15% de aceite de maiz en un
programa con restriccion alimenticia (y= 0.78+0.55x, R’= 0.73), en las ratas que
consumieron 5% de aceite de maiz en un programa ad /ib. (y= 0.786+0.132x, R*=0.873)
15% aceite de maiz alimentadas ad /ib. (y= 0.853+ 0.101x, R*= 0.959) (Figura 2).

En el Cuadro No. 7 se muestra el efecto del consumo del etanol sobre el GSHt
(numoles/g p.h.) hepatico de las ratas que consumieron 5% 6 15% de aceite de maiz en un
progrdma de alimentacion ad /ib., y el de las que consumieron 15% de aceite de maiz en un
programa de restriccion alimenticia. Se observo que hubo una disminucién significativa
(P<0.05) del GSHt hepatico por efecto de la etanolemia aguda eh las ratas que consumieron
59% de aceite de maiz (7.36% 0.82 sin etanol y 6.26% 1.42 con etanol); en las ratas que
consumieron 15% de aceite de maiz el GSHt hepitico disminuyo significativamente por
efecto de la etanolemia aguda (7.40% 1.02 sin etanol y 5.78+ 0.76 con etanol). Sin emb':u'gol,
en las ratas que consumieron 15% de aceite de maiz en un programa de restriccion
alimenticia la- intoxicacion aguda con etanol no provocd una disminucion en el GSHt
hepatico (4.44:+ 1.50 sin etanol y 4.22+ 1.72 con etanol).

Se observo una diferencia significativa (P<0.05) entre el GSHt sanguineo de las ratas
control que consumieron 5% 6 15% de aceite de maiz vs las que consumieron 15% en un
programa de a]imentacién restringida (0.83\:*:0.23, 0.89+ 0.12 y 1.64%0.60 respectivamente);

"y una diferencia altamente significativa (P< 0.01) entre el GSHt sanguineo de las ratas que
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consumieron 5% 0 15% de aceite ad /ib. vs las que consumieron 5% de aceite en un
programa de restriccion alimenticia (1.15£1.34, 1.05+0.24 y 1.40+0.37, respectivamente)

(Cuadro No. 8).

En los experimentos realizados en la Fase 11 de este trabajo se observaron los
siguientes resultados:

Se aplicaron dos métodos de HPLC para medir GSSG, cl de Asensi ef al. (6)
(y=0.68x+2.35, la correlacion de nmoles de GSSG/ml vs area del pico) detectd el GSSG con
17% mas precision que el de Fariss ef al. (22) (Figura 3). Mediante el método de Asensi se
obtienen tres aductos de GSH-NEM que aparecen a los tiempos 5.67, 13.05 y 14.30
minutos (Figura 4). Y se recomienda correr un estandar cada vez que se corran muestras

con el objeto de detectar los tiempos de elusion de estos compuestos,

Los experimentos realizados en la fase III de este trabajo muestran los siguientes
~ resultados: |

Se observd un aumento» del GSHt en la sangre de aorta posterior después de la
intoxicacidn aguda con etanol en las ratas que consumieron 5% aceite de maiz (138% y
108% por el método acoplado de DTNB y glutation reductasa y mediante HPLC), y en las
que consumieron 15% alimentadas ad /ib. (118% y 214% medidos por el método de DTNB
y glutation reductasa y HPLC, respectivamente) (Cuadro No. 9)

La disminucion de lla relacion GSH/GSSG en la sangre por efeéto del etanol es un
reflejo del aumento del GSSG y la disminucién del GSH (Figura 5) y es independiente de Ia
fuente de grasa consumida: 5% de aceite de maiz (13.3-sin etar.l'dl s.e vs 0.9 con etanol c.c.),
15% de aceite de maiz (1.3 s.e. vs 0.1 c.e.), 5% de mantec.a de cerdo (39.4% s.e. vs 13.8
c.e.), 0 15% manteca de cerdo (26.7 s.e. vs 3.0 c.e.) (Cuadro No. 10; figuras 5,6y 7).

La intoxicacion con etanol provoco un descenso del 56% (0.893 pumoles de'._G-SH/ml' .
s.e. y 0.504 umoles de GSH/ml c.e'.) en ¢l GSH de la sangre de las ratas que coilsumierouv

3% de aceite de maiz, y un descenso del 32% (0.454 Hmoles de GSH/ml s.e. y 0.146 umolés,
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de GSH/ml c.e.) en la rata que consumio 15% de aceite de maiz. El GSSG aumento en un
788% en la rata que consumio 5% de aceite de maiz después de ocho horas de intoxicacion
con etanol (0.067 pmoles de GSSG/ml s.e. y 1.573 umoles de GSSG/mil ¢.e.); en la rata que
consumio 15% de aceite de maiz aumento 454% después de la intoxicacion con etanol
(0.346 pmoles de GSSG/ml s.e. y 1.573 pmoles de GSSG/ml c.e.) (Cuadro 12).

El GSHt en la sangre (pumoles/mi) no se modifico por efecto de la etanolemia aguda
en las ratas que consumieron 5% de aceite de maiz (0.960+ 0.175 sin etanol s.e. vs 1,178
0.396 con etanol c.e.), 15% de aceite de maiz (0.965+ 0.153 s.e. vs 1.2914 0.265 c.¢.), 5%
de manteca de cerdo (1.615 s.e. vs 0.68+£0.42 c.¢.), 15% de manteca de cerdo (1.677 s.c¢ vs
1.740 c.e ), 5% de una mezcla al 50% de aceite de maiz mas manteca de cerdo (0.72940.126
s.e. vs 0.934+ 0.393 c.e.), 0 15% de una mezcla al 50% de aceite de maiz mas manteca de
cerdo (0.797+0.300 s.e. vs 1.061% 0.139 c.e.) (Cuadro No. 11y Figura 8).

Se midieron las SRATB (nmoles/g de proteina en higado) en las ratas que
consumieron 5% aceite de maiz encontrando una elevacién de éstas por efecto de la
etanolemia aguda (control 0.249; dosis i'mic»a de 2.5 g/Kg de peso, 0.321y 5g/Kg 0.377).
(Figura 9); de igual manera en las ratas que consumieron 15% de aceité de maiz dd lib. las
SRATB se elevaron por efecto de la etanolemia aguda (control 0.6, 2.5 g/Kg peso 0.77 y 5
g/Kg 1.14) (Figura 10).

En las ratas alimentadas con aceite de maiz en un programa con r'estricciéﬁ
alimenticia también se observé el mismo efecto del etanol sobre las SRATB (control 0.576
sin etanol s.e., 0.659 con etanol Sg/Kg) (Figura 'l.l).

El acetaldehido (umoles/ml de sangre) aume;ité de manera mas evidente en las ratas
alimentadas con 15% de aceite de maiz con restriccién alimenticia (0.120) comparadas con
las que consumieron 5% de aceite de maiz alimentadas ad /ib (0.139) después de 8 horas de
la intoxicacion (Figura 12).

El etanol (pmoles/ml) en la sangre de laé ratas alimentadas con 5% de aceite dé_ maiz
(41.56) se mantuvo por encima del etanol sanguineo de las ratas alimentadas con 15% de

aceite de maiz con restriccion alimenticia (0.141) (Figura 13).
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HISTOPATOLOGIA

Los resultados histopatologicos se resumen en el cuadro No, 13, El consumo de la
dieta con 5% de aceite de maiz durante un mes reveld esteatosis univacuolar periportal
(Figura 14), La intoxicacion aguda con etanol provocd esteatosis multivacuolar periportal de
las ratas que consumieron 5% de aceite de maiz en un programa de alimentacion ad /ib.
(Figura 15).

El consumo de la dieta con 15% de aceite de maiz reveld esteatosis univacuolar
centrolobulillar (Figura 16). La intoxicacion aguda con etanol provocd esteatosis
multivacuolar centrolobulillar de las ratas que consumieron 15% de aceite de maiz en un
programa de alimentacion ad /ib. (Figura 17). |

- Los higados de las ratas que consumieron 5% de aceite de cartamo fueron normales
(Figura 18). La intoxicacion aguda con etanol de ratas que consumieron 5% de aceite de |
cartamo provoco esteatosis univacuolar periportal (Figura 19).

El consumo de 15% de aceite de cartamo provoco esteatosis univacuolar difusa leve
~(Figura 20). La intoxicacion aguda con etanol provocd esteatosis univacuolar periportal en
las ratas que consumieron 15% de aceite de cartamo (Figura 21),

* El consumo de las dietas con 5% de las fuentes de gras»a» animal: manteca de cerdo o
sebo de res, en un programa de alimentacion ad lib., revel esteatosis univacuolar periportal
moderada (Figuras 22 y 26), la intoxicacién aguda con etanol no modificé la morfologia
hepatica de las ratas que.consumieron_mauteca de cerdo y sebo de res (Figuras 23 y 25).

El consumo de las dietas con 15% de las fuentes de grasa animal: manteca de cerdo
o sebo de res, en un programa de alimentacién ad /ib. reveld esteatosis univacuolar
heterogénea moderada (Figuras 24 y 28); la intoxicacion aguda con etanol no modificé Ia

morfologia hepatica de las ratas que consumieron 15% de manteca de cerdo y sebo de res

(Figuras 25y 29).



Cuadro No. 1
Efecto del porcentaje de aceite de girasol en la dieta sobre las sustancias reactivas con el

acido tiobarbiturico (SRATB) y el glutation reducido (GSH) en el higado de ratas.

SRATB GSH

ACEITE DE GIRASOL (nmol/g de higado) (pmol/g de higado)
5% 23.6 - 276
15% 455 46.1

Fuente: Ahotupa et al.. Dietary fat- and phenobarbital- induced alterations in hepatic
- antioxidant functions in mice. Carcinogenesis. 14(6):1225-1228 (1993).
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Cuadro No. 2

Efecto del aceite de coco (10%) y del aceite de soya (10%) de la dieta sobre el glutation

reducido (GSH) y las sustancias reactivas con el acido tiobarbittirico (SRATB) hepatico de

la rata,
Fuente de lipidos GSH (pimol/mg) SRATB (nmol/mg)
Acceite de coco 123 £2.3 0.68 + 0.1
Aceite de soya 105+ 1.9 443 +0.3

Fuente: Kautiainen A. ef a/.: In vivo hemoglobin dosimetry of malonaldehyde and ethene in
mice after induction of lipid peroxidation, Effects of membrane lipid fatty acid composition.
Carcinogenesis. 112 (6):1097-1102 (1991).
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Cuadro No. 3

Composicion lipidica del aceite de maiz, de las membranas celulares y del reticulo

endoplasmico del higado de ratas que consumieron aceite de maiz.

aceite de maiz*

e }
membrana hepatica ®

C

reticulo endoplasmico

Acido graso (%) (mol% + DS) (% £ DS)
C12:0 0.2+0.]

C14:0 12 11402 nd*
Cl16:0 2 19.3% 1.5 20.16 4 0.42
C:16:1 27 5.6+0.6 0.70 + 0.05
C18:0 12.7+ 0.8 28.93 + 0.27
C18:1 22.0 £ 1.9 (n-9) 4.10 £ 0.15
C18:2 (n-6) 57 12,6 0.4 9,75 + 0.31
C18:3 (n-3) | 0.3+0.1

C20:3 (n-9) 1.6+0.2

C20:3 (n-6) 22+£0.2 nd*
C20:4 (n-6) 144+1.0 27.18 + 0.56
C20:5 (n-6) 0.4+£0.1

C22:4 (n-0) 0.2+0.1

C22:5 (n-3) 1.2+0.2

C22:6 (n-3) 0.2+0.1 nd*
C18-22 (n-6) 6.1+ 0.4 2.61+0.10
C18-22 (n-3) 30.6 £1.6

C18-22 (n-9) 7.1+0.6

nd*

a

b

no detectable

Fuente: Yeshajahu Pomeranz. Functional Pmpemes of Food Components,
Academic Press Inc. 1985,

Fuente: Kautiainen A. et al.: In vivo hemoglobin dosimetry of malonaldehyde

and ethene in mice after induction of lipid peroxidation. Effects of membrane

lipid fatty acid composmon Calcmogenesxs 112(6):1097-1102 (1991).

Fuente: Yang, EXK, ef al.: chtaly hplds comduce xenoblotlc metabolizing
enzymes in rat liver. Blochmuca et Biophysica, 1168:52-58 (1993)



Cuadro No. 4

Dietas experimentales con diferentes contenidos de lipidos.

Inclusion (%)

Ingredientes Baja en grasa Alta en grasa
Caseina 25.00 25.00
Almidon 13.00 13.00
Azicar glass 41.75 19.75
Salvado 4,00 4,00
Lipidos* 5.00 15.00
DL-metionina 0.15 0.15
Minerales * 0.05 0.05
Vitaminas ® 0.50 0.50
Colina 1.50 1.50
Carbonato de Ca 0.27 0.27
Ortosfostato 2.00 2.00
NaCl 0.30 0.50
Vehiculo 6.45 18.55
Total 100.00 100.00

*Aceite de maiz, aceite de cirtamo, sebo de res o manteca de cerdo.

~ * Minerales (%): CaCO;, 29.29; CaHPO4.2H0, 0.43; KH,POs, 34.31; NaCl 25.06;
MgS0,.7H,0, 9.98; Fe (C6H507) 6H,0; CuSO4, 0.156; MnSO,4 H,0, 0.121; 711CI2, 0. 020

KI, 0.0005;

® Vitaminas (mg/kg dieta): Vit. A concentrada (500,000 Ul/g), 18; Vit D concentrada
(Colecalciferol 400,000 Ul/g), 2.5; alfa tocoferol, S0; dcido ascérbico, 450, inositol, 50;

Cloruro de colina, 750 (adicionado como solucién al 50); menadiona, 22.5

Analisis calculado

~ | Proteina cruda (%) 24 24
EM. (kcal’kg) 3300 3300
Calcio (%) 0.5 0.5
Total aminodcidos azufrados 1.16 1.16

1.52 - 1.52

| Lisina disponible (%)

25




Cuadro No. 5

Composicion lipidica de diversas materias primas

aceite de maiz aceite de cartamo sebo deres  manteca de cerdo

(%) (%) . (%) o ()

Cl14:0 12 - 2 1

Cl16:0 2 12.4 6.4 2-10 35 354 23 28.7
Cl16:1 27 0.1 <0.5 2.7 2.1
C18:0 - 1.9 3.1 1-10 16  36.5 9 19.6
C18:1 - 26.9 13.8  7-42 44 245 46 40.9
C18:2 57 57 - 55-81 2 09 14 8.7
C18:3 1 0.7 729  <1.0 04 - 1.0 -

* Yeshajahu Pomex anz. Fuuctmnd] Properties of Food Components, Academic Press Inc.
1985. »

b Yang, EK., et al.: Dietary lipids coinduce xenobiotic metabohzmg enzymes in_rat hver
Biochimica et Biophysica Acta, 1168:52-58 (1993).

° Nutrient Requirements of Domestic Animals. Nutrient Requnements of Pouluy Ninth
. Edition, Natlonal Academy of Sciences, Washmgton D.C. 1994, ”



Cuadro No. 6

Composicion de las dietas

Aporte de calorias (% de la dieta)

DIETA 1 DIETA 2
Aceite de maiz (%) 5 15
Nutrimentos:
Proteinas 30.74 30.74
Carbohidratos 57.80 34.00
Lipidos 12.00 35.21




Cuadro No. 7
Modificacion de la reserva de glutation total (GSHt) hepatico (umol/g p.h.)
por efecto de la intoxicacion aguda con etanol en la rata que consume

diferentes cantidades de aceite de maiz en la dieta.

Consumo
promedio de
Porcentaje de aceite de
Programa de aceite de maizen  maiz/rata/dia -
alimentacion la dieta (8) GSHt
sin etanol con etanol
» _(g/Kg)
ad libitum 5% 0.6 7.360.82 6.26+1.42"
: (8) (8) |
ad libitum 15% 3.0 - 7.40£1.02° 5.78+0.76 "
A @ (8) |
restringida - 15% 1.5 444150  4.22¢1.72

(8) ‘ (8)

Ntimero en renglones con literales distintas difieren estadisticamente (P<0.05).



Cuadro No. 8
Modificacion de la reserva del glutation total (GSHt) en la sangre (jumol/ml.) por efecto de
la intoxicacion aguda (5g/Kg) en la rata que consume diferentes cantidades de aceite de maiz
en la dieta,

Consumo
promedio de
Porcentaje de aceite de
Programa de aceite de maizen  maiz/rata/dia
alimentacion la dieta | (g) GSHt
sin etanol con etanol
(5g/Kg)
ad libitum 5% 0.6 10.83£0,23 * 1.1540.34 °
(8) (8)
ad libitum 15% 3.0 0.89+0.12° 1.05+0.24 "
(8) (8)
restringida 15% 1.5 1.64+0.60 © 1.40+0.37 ¢
(8) ' (8)

Numeros en renglones con literales distintas difieren estadisticamente
* (P< 0.05) - |
“4 (P<0.01)
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Cuadro No. 9
Porcentaje de elevacion del glutation total (GSHt) en sangre de rata después de 8 horas de
intoxicacion aguda (5g/Kg) con etanol. Métodos: acoplado de acido 5°,5-di-tio-bis

(2-nitrobenzoico) (DTNB) y glutatién reductasa y cromatografia de liquidos de alta

resolucion (HPLC).
Porcentaje de aceite de maiz en la dieta
Método utilizado 5% 15%
Método acoplado de DTNB 138 118
y glutation reductasa (&) O
Cromatografia de liquidos de 108 214
alta resolucion (HPLC) . ) (M

El 100% se considerd al valor obtenido en las ratas antes de ser intoxicadas con etanol.
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Cuadro No. 10

Modificacion de la relacion GSH/GSSG por el tipo de grasa en la dieta

y la intoxicacién agnda con control,

Higado Sangre
Tipo de grasa % control etanol control etanol
manteca de cerdo 5 1.8 3.4 39.4 13.8
4y M (1) M
15 20.9 1.7 26.7 3.0
ey (1) (1 (1)
sebo de res 5 3.1 12,9
) (1)
15 3.3 3.1
)] 1)
aceite de maiz 5 13.3 0.9
(M (N
15 1.3 0.1
(1) (1)
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Cuadro No. 11
Porcentaje de elevacion del glutation reducido (GSH) y del glutation oxidado (GSSG) en la

sangre de aorta posterior de la rata por efecto de la etanolemia aguda.

Porcentaje de aceite de maiz en la dieta

5% 15%

GSSG 788 454
(1) (1)
GSH 56 32
~ ) (1)

Determinacion de glutation oxidado mediaﬁte HPLC Asensi ef al. (6).
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Cuadro No. 12

Modificacion del glutation total (GSHt) en la sangre (jumoles/ml) y en el higado (pumoles/g)

de ratas Wistar por el tipo de grasa en la dieta y la intoxicacion aguda (5g/Kg) con etanol

plasma sangre higado
% Tipo de grasa  control etanol control etanol control etanol
5  aceite de maiz 0.9600.175 1.17840.396  6.0740.177 4.58
7 Y @ 2)
15 aceite de maiz 0.965+0.153 1.291£0.265 4.0910.848 4.69
&) (8) () )
5 manteca de cerdo 1.615 1.68+0.042  6,45£0.800  5.66%0.835
1)) (2) 3) 4)
15 manteca de cerdo 1.677 1.740 5.18+0.771  5.7650,158
(1) (1) (4) (4)
5 aceite de maiz +
manteca* 0.133+0.073  0.085+0.004 0.729:+0.126 0.934£0.393  5.294£0.658  4.6120.326
(8) (2) (8) - (6) (%) (3)
15 aceite de maiz + '
manteca* 0.081£0.006  0.09040.004 0.7974£0.300 1.061£0.139 4.78+0.44 ~ 5.3740.428
(8) (2) ) (6) ©) (s)

*50% aceite de méiz + 50% manteca de cerdo
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Cuadro No. 13
Modificacion de la morfologia hepatica de la rata Wistar por el tipo y la cantidad

de grasa en la dieta después de 8 horas de la intoxicacion aguda (5g/Kg) con etanol.

Fuente de grasa DIAGNOSTICO HISTOLOGICO DEL HIGADO
control etanol

5% aceite de maiz Esteatosis univacuolar periportal Esteatosis multivacuolar periportal

15% aceite de maiz Esteatosis univacuolar centrolobulillar  Esteatosis muftivacuolar centrolobulillar

5% aceite de cartamo  Higado normal Esteatosis univacuolar periportal

15% aceite de cartamo  Esteatosis univacuolar difusa leve Esteatosis univacuolar moderada leve difusa

5% grasaanimal* Esteatosis univacuolar moderada periportal

15% grasa animal * Esteatosis uwnivacuolar heterogénea moderada

* Manteca de cerdo o sebo de res
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Cuadro No. 14
Consumo voluntario de alimento de las ratas machos con una dieta baja (12% del total de
calorias) o alta (35% del total de calorias) en lipidos,

Aceite de maiz en Ia racion Consumo voluntario de Consumo de aceite de maiz
(%) alimento (g)
(g/rata/dia)
5 12.4 0.62

15 21.6 3.24
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Cuadro No. 15
Consumo de alimento diario de ratas machos bajo un programa de restriccion
alimenticia con una dieta alta (15%) en aceite de maiz.

Consumo de alimento Consumo de aceite

(g/rata/dia) (2)
12.4 | | L5
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umoles/ml de sanpre.

15% con etanol*
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n=1 * 15% aceite de maiz con restriccion alimenticia

método = HPLC | Tratamientos
GSH GSSG GSHt

Figura 5. Modificacion del glutatién reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG) en Ia sangre
de rata que consume aceite de maiz, por la intoxicacion aguda con eyanol.
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dieta. Se observa esteatosis univacuolar periportal (*). 10X.
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D

dieta durante un wmes y después de 8 horas de una intoxicacion aguda (5g/Kg)
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Figura 20 Fotomicrografia de higado de rata que consumio 15% de aceite de cartamo en la

dieta durante un mes. Se observa esteatosis univacuolar de moderada a leve k).

25X. |

VC= vena central
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1 21 Fotomicrografia de higado de rata que consumié 15% de aceite de cartamo en la

dieta durante un mes y después de 3 horas de una intoxicacion aguda (5g/Kg)

con etanol (63%) . Se observa esteatosis univacuolar de moderada a leve difusa
(h). 25X.

P= espacio porta
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Figura 23 Fotomicrografia de rata que consumid 5% de sebo de res en la dieta durante un
mes y después de 8 horas de una intoxicacion aguda (5g/Kg) con etanol (63%).

Se observa esteatosis univacuolar moderada periportal (*). 25X.

VC= vena central

P= espacio porta
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Figura 24 Fotomicrografia de higado de rata que consumio 15% de sebo de res en la dieta
durante un mes. Se observa esteatosis univacuolar heterogénea moderada (}).

25X.

P= espacio porta
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Figura 26 Fotomicrografia de higado rata que consumié 5% de mantecsy de cerdo. Se

observa esteatosis univacuolar moderada periportal (}). 25X,

P= espacio porta
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Figura 28 Fotomicrografia de higado de rata que consumid 15% de manteca de cerdo
durante un mes. Se observa esteatosis univacuolar heterogénea moderada (}).

25X.
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Figura 29 Fotomicrografia de higado de rata que consumio 15% de manteca de cerdo en la
dieta durante un mes y después de 8 horas de una intoxicacion aguda (5g/Kg)
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4. DISCUSION
El GSHt vy el GSH en la sanpre.

Se ha reportado (23) un marcado aumento del glutation total plasmitico después de
3h de una intoxicacion aguda con etanol. En este trabajo se encontro que después de ocho
horas, el GSHt y el GSSG en la sangre del plexo retro-orbital y la de la aorta posterior
continuan aumentando.

La disminucion de GSH en la sangre encontrada por efecto de la intoxicacién aguda
con etanol contrasta con lo reportado por Sies, ef al. (64): "La salida, principalmente
sinusoidal, de GSH hepaitico es estimulada por la vasopresina, la fenilefrina y la adrenalina”.

Mills (48) reportd que cada ml de sangre completa contiene alrededor de 800 nmol
de GSH. En este trabajo se encontrd un valor similar (893 nmoles de GSH/ml de sangre) en
la rata que consumi6 5% de aceite de maiz. Sin embargo, en la rata que consumid 15% de
aceite de maiz el GSH fue de 454 mmoles/ml de sangre; un 50% menos. El exceso en el
consumo de aceite de maiz ocasiond que hubiera 50% menos de GSH en la sangre de las
ratas control. |

" En este trabajo se constato mediante HPLC, que la intoxicacion aguda con etanol
aumentd 788% la cantidad de GSSG y disminuyo 56% el GSH en la sangre de aorta
posterior. Speisky, ef al. (66) reporté 47% mas GSH en sangre de la vena cava post-
hepatica inferior de la rata intoxicada de manera aguda con etanol Sin embargo en este
tr:ibajo se observé un efecto inverso de la etanolemia aguda en la sangre de ao'rta:posteﬁor

ya que se observé que el GSH disminuyé un 56%,

La_relacion GSH/ GSSG y el GSSG
La relacién GSH/GSSG puede variar entre 5y 20 in Vivo (72) Mediante HPLC en

este trabajo se observo que la relacion GSH/GSSG en la sangre de ratas que consumieron
5% de aceite de maiz (13.3 sin etanol s.e. vs 0. 9 con etanol c.e.), 15% de aceite de maiz (1.3
s.e vs0.1ce.), 5% de manteca de cerdo (39. 4sevs 13, 8 c. e.) 6 15% de manteca de cerdo

(26.7 s.e. vs 3.0 c.e.) (Cuadro 11) disminuyé después de 8 h de la intoxicacion aguda con

67
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ctanol. La oxidacion del GSH y del NADPH causa que se libere calcio de la mitocondria y
de los compartimientos extramitocondriales (10).

La consecuencia de la acumulacion de grasa manifestada como esteatosis
multivacuolar en los hepatocitos, ocho horas después de haber sido intoxicadas con etanol
de manera aguda, de las ratas que consumieron aceite de maiz en la dieta durante un mes
podria repercutir en la disminucion del ATP, del potasio, del aminoisobutirato y en la
actividad de enzimas citosdlicas. Esto, probablemente debido al efecto deter.gente de los
icidos grasos sobre las membranas (58). Dicha esteatosis podria atribuirse al aumento de la
cantidad de GSSG en las ratas que consumieron aceite de maiz.

Segiin Brigelius ef al. (12), la cantidad presente de disulfuros mezclados proteicos
hepaticos se encuentra en el rango de 20 a 30 nmoles/g de higado. Seria interesante
investigar si estos valores se ven modificados por el consumo de diferentes porcentajes de
lipidos en la dieta, ya que en este trabajo se obsevo 4 veces mas GSSG en la sangre de las
ratas que consumieron un elevado porcentaje de lipidos en la dieta.

Una posible explicacion de la acumulacion de grasa en los hepatocitos de las ratas
que consumieron aceite de maiz es que aumento el GSSG en estas ratas. Y, de acuerdo a
Nakashima, et al. (50) un aumento de GSSG activa a la fructosa | 1,6 bisfosfatasa
provocando quizd un aumento en la formacion de aceul piruvato de acetll CoA y quua de i

lipidos. La acumuhcxou de lipidos (esteat051s) en la zona alrededm de Ia zona pona 0

‘alrededor de la vena central, en los hxgados de las ratas que consumtelon 5% 0 15% de ~

aceite de maiz en la dieta se debid probablemente al aumento del GSSG enla sangle

El GSH!‘ en el higado.
Se cree que la lestnccmn calonca provoca la dlsmmucxon en la. produccxon de los

| radlcales libres, recomendando para los humanos lg de protema y 0. Sg de grasa por cadaA

kilo de peso (74) En cste trabajo, la restnccmn ahmentlcm de hs ratas que consu1me1 on

15% de acelte de maiz en la dieta, provoco que el GSHt del lugado dlsunnuyera con
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respecto a las ratas que consumieron alimento ad /ib., sin embargo, tal diferencia no se
observo en el GSHt de la sangre.

Las ratas que consumieron 15% de aceite de maiz en la dieta en un programa de
restriccion alimenticia, tuvieron un consumo promedio de 1.5 g de aceite/rata/dia, un
consumo de 132 Kcal/rata/dia, y consumieron 12.4 g de alimento al dia, en estas ratas hubo
una disminucion del contenido de GSHt en el higado de aproximadamente 30% después de
8h de una intoxicacion aguda (5g/Kg) con etanol, esto quiza debido a la activacion de la
fructosa 1,6 bisfosfatasa, provocando la estimulacion de la gluconeogénesis y el aumento de

la salida de glucosa del higado (50).

El GSH en ¢l higado

El higado libera GSH principalmente al torrente sanguineo como parte de un
intercambio inter-organos, manteniendo de esta manera un balance tiol redox en el plasma
(4). En este trabajo se observo que el GSH hepatico de las ratas que consumieron alimento
ad lib, disminuyd después de ocho horas de una intoxicacion aguda con etanol, sin embargo
las ratas que estuvieron bajo un programa de restriccion alimenticia, el GSHt se mantuvo
por debajo de los niveles de las ratas con alimentacién ad /ib., no pudiendo observarse el
efecto depletor de GSH con la administracion aguda de etanol. |

Fernandez, et al. (24) no especificé el tipo de grasa que administré a las ratas al
| reportar que el efecto de la intoxicacion aguda con etanol en la rata ayunada, reveld una
disminucion significativa en el contenido de GSH hepatico (4.1£0.22 umoles/g de higado
p.h. solucion salina vs 2.00+0.15 pmoles de GSH/g de higado p.h. etanol); en ese trabajo, las

ratas recibieron una dieta con 19% de proteina, 41% de grasa y 5% de carbohidratos y las
ratas consumieron 31044 Kcal/Kg/dia. Es evidente la importancia de lcponar el tipo de
»hpldos que consumen los animales de laboratorio, pues se observa que los valores
reportados por ejemplo por Fernandez, ef al, (24) representan dprommadamente la mitad de

los que reporto Halliwell, e al (30).
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Las SRATB en el hivado

Hubo una tercera parte de SRATB en los higados de las ratas que consumicron 5%
de aceite de maiz con respecto a las que consumieron 15% en un programa de alimentacion
ad lib, y, en ambos casos, la intoxicacion aguda con etanol (5g/Kg) revelo un aumento
significativo de las SRATB.

Se observo el doble de acetaldehido y la mitad de etanol en sangre en las ratas que
consumieron 15% de aceite de maiz en un programa de restriccion alimenticia comparado

con las que consumieron 5% en un programa de alimentacion ad /ib,

MODIFICACION DE LA MORFOLOGIA DEL HIGADO POR EL ETANOL.

En 1990 se carecian de evidencias para pensar que los lipidos que se consumen en la
dieta determinan el desarrollo de lesiones en el hepatocito (60). Sin embargo en este trabajo
se presentan las evidencias de que el consumo de 5% 6 de 15% de aceite de maiz provoca
esteatosis univacuolar perilobulillar o centrolobulillar, respectivamente; y que después de la
intoxicacion aguda con etanol hay esteatosis multivacuolar de dichas respectivas dreas del
hepatocito. Y que sin embargo, el consumo de aceite de cartamo no revelé esteatosis ni
antes ni después del consumo de etanol. |

Asimismo, se reportd que el higado graso era la consecuencia inevitable de la
ingestion aguda de etanol (61, 26, 55), y la esteatosis se eucuexitra_ principalmente alrededor
de la vena central (28). Sin embargo en este trabajo las ratas que consumieron aceite de
cziltalno, ni las que consumieron manteca de cerdo o sebo de res desarrollaron esteatosis
hepatica después 8 horas de la intoxicacion a_guda con . etanol. Unicameute las ratas que
consumieron aceite de maiz desarrollaron esteatosis perilobulillar o centrolobulillar cuando
cousumieron 5% 6 15% de dicha fuente de lipidos en un programa de alimentacién a 'li.b_re
acceso. | | | |

El patron inorfolégico de la enfermedad alcohélica aguda ha sido descrito como la
acumulacion masiva de microvesiculas de grasa, el aumento de tamaiio del hepatocito y la

presencia de pigmento biliar en el citoplasma de los hepatocitos del area perivenular (71).
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Sin embargo las microvesiculas solamente se observaron en las ratas etanolizadas que habian
consumido aceite de maiz, no asi en las que consumieron aceite de cartamo, sebo de res o
manteca de cerdo,

Las fibrosis especificas de alcoholismo son: pericelular, necrosis hialina esclerdtica
central y la fibrosis venosa pericentral. Sin embargo la patogénesis y el prondstico de la
lesion del hepatocito no esta clara. La cirrosis no es especifica de alcoholismo, sin embargo
cuando el alcohol induce cirrosis, como primeras lesiones se observa: proliferacion
miofibroblastica y deposicion de colagena alrededor de la vénula hepatica conducente a
cirrosis hepatica; ésta, tiene un patron micronodular, después de la abstinencia se transforma
a macronodular. La cirrosis se caracteriza por fibrosis, formacion de nddulos del hepatocito,
generalmente con evidencia de regeneracion, y distorsion de la aqui_tectura lobular y
vascular. Estos cambios morfologicos del higado pueden desaparecer cuaudo' el paciente ha
dejado de ingerir el alcohol. Por otro lado, los cuelpos de Mallory y la esteatosxs pueden |
permanecer en el higado cirrosis por muchas semanas, La razén de estas anonnahdades aun
son desconocidas (26). B

Una posible exphcacxon de la permanencm de la esteatosxs en tales pacxeutes sena |
que el tipo de grasa consumlda en la dleta fuera aceite de maiz. | |

| La cnrosw puede presentarse aun en individuos que tengan una dleta adecuada Sm
| embax g0, la dlsmmuclon en el consumo de protema ola dlsmmucxon en la absorc:on de
| axmnoamdos en el lngado puedeu potenc:ar la tomcxdad dcl etanol (45) Por lo general no se
detalla en los reportes, en que consxste la "dleta adecuada" |

La patogenesns de la oclusxon venosa y de la ﬂeboesc]erosrs en la enfennedad del

lugado alcohohco no estd clara (46) Sm embargo se ha propuesto que la formac:on de o

lamma basal en ]a zona acinar 3 se inicia por camblos en el espacio pensmuso:dal y quc'_’ |

| puede coumbuu a un mal ﬁmcmuamlento de la celula hepatlca (32) En este trabajo

(imicamente las ratas que consunneron 15% de acexte de matz en la dleta en un programa de-_ T

ahmentacxén a 11bre acceso desarrollaron esteat051s multlvacuolar en el area alrededor de la-

~ vena central después de 8 horas de la intoxicacién aguda (Sg/Kg) con etanol Lo cual podnai_ o
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ser el inicio del cambio en el espacio perisinusoidal mencionado por Hom (32) y que
posteriormente se manifestaria como oclusion venosa y fleboesclerosis en la enfermedad del
higado alcohdlico.

El exceso en el consumo de grasa aunado a una dieta deficiente en proteina aumenta

la lipoperoxidacion (62).

CONCLUSIONES

El efecto de la intoxicacion aguda (5g/Kg) con etanol en la rata esta influido por el
tipo y del porcentaje de lipidos consumidos.

Es necesario que en las publicaciones, el investigador informe sobre la procedencia
de Ia muestra de sangre, del estado de ayuno de los animales, del tipo de grasa incluido en Ia
dieta, del tiempo de consumo de la dieta.

Se puede concluir que la intoxicacion aguda (5g/Kg) con etanol, via O.G. en la rata
alimentada con 5% 6 15% de aceite de maiz en la dieta administrada en un programa a libre
acceso o restringida (15%) provoca un aumento significativo del GSSG y del GSHt en la
sangre, y una disminucion significativa del GSH.

La intoxicacion aguda con etanol provoca esteatosis multivacuolar en el Area
alrededor de la vena central hepatica en las ratas que consumen 15% de aceite de maiz en la
dieta que se administrd a libre acceso. |

El aumento de GSSG en el higado y en la sangre podria revelar o predisponer a la
esteatosis hepatica,

En las ratas que éonsumierox.l manteca de cerdo o sebo de res no se observo
esteatosis provocada por el consumo agudo de etanol, y las ratas control prese‘ntaro.n_ lev‘e"
esteatosis difusa heterogénea. | |

Los higados de ‘las_ ratas que consumieron 5% 6 15% de aceite de cartamo no

mostraron esteatosis ni antes ni después de la intoxicacion con etanol.



Se propone al modelo de las ratas Wistar alimentadas con dietas semi-purificadas en
las que se incluya 15% de aceite de maiz para probar firmacos u otras sustancias, que

puedan atenuar la esteatosis hepatica. provocada por el etanol,
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