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INTRODUCCION. El ctanol ocasiona alteracién en los sistemas antioxidantes y por lo tanto, un
incremento en la lipoperoxidacion, siendo estas alteraciones las responsable del dafo al higado. En
los alcohdlicos existe un bajo nivel circulante de vitaminas (A, C y E) y un aumento importante de
lipoperéxidos. Un buen modelo para estudiar los efectos del etanol, es la regeneracién hepatica (RH)
inducida por hepatectomia parcial (HP) en la rata. En la actualidad no existen reportes del efecto

de las vitaminas antioxidantes como protectoras de la inhibicion que ocasiona el etanol a la
regeneraciéon hepatica. OBJETIVOS. Estudiar los efectos protectores de las vitaminas antioxidantes

en la regeneracién hepética durante el consumo de etanol. METODOLOGIA. Se utilizaron ratas
macho cepa Wistar de un peso de 250 * 20 gr. Se les realizé6 HP por la técnica clasica de Higgins y
Anderson. Posterior a la HP se dividieron en 3 grupos: a) ratas con HP (nicamente; b) ratas con HP
mas etanol y ¢) ratas con HP mas etanol y la combinacién de una vitamina (A, C 6 E). Como
controles se utilizaron ratas falsamente operadas (sham). Se administré etanol a una concentraciéon
del 36% v/v por 7 dias. Diariamente, se les administré las vitaminas a las dosis recomendadas: A
(3,300 UD, E (15 UI) y C (60 mg). A los 7 dias se obtuvo el higado y el suero para determinar la

cantidad de malondialdehido (MDA). En los higados ademds, se cuantifico la ganancia de peso. El

andlisis estadistico se realizé utilizando la prueba de T- Student. RESULTADOS$. Durante la RH se
incrementa la cantidad de MDA en higado (244%), siendo mayor cuando se administré etanol
(330%), la administraciéon de vitaminas C y E revierten el incremento de MDA por etanol, pero no asi

la administracién de vitamina A. Se encontré este mismo efecto en los niveles séricos de MDA. Por
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otro lado, el etanol inhibe la ganancia de peso en un 40% en comparacion con la RH normal,

mientras que la administracion de las vitaminas C y E recuperan esta ganancia de peso, no siendo

asi con la vitamina A. CONCLUSIONES. Estos datos demuestran que las vitaminas C y E revierten
la inhibicion de la regeneracion hepdtica ocasionada por el etanol, esto a través de la disminucion
de radicales libres, en cambio la vitamina A no tiene este efecto de reversion probablemente por un

mecanismo de hepatotoxicidad.

INTRODUCCION

RADICALES LIBRES

En los elementos y en las moléculas los electrones se encuentran apareados y cada electrén del par
muestra una rotacién o giro opuesto. Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o
mas electrones desapareados ya sea por pérdida o ganancia de ellos. La presencia de electrones
desapareados modifica la reactividad quimica de un atomo o de una molécula vy la hace
generalmente mas reactiva que su correspondiente “no radical”. Cuando por alguna razén
aumenta en exceso la produccién de radicales libres en el organismo y la capacidad de las defensas
antioxidantes resulta ser ineficiente, se establece la situaciéon conocida como estrés oxidativo, en la
cual existe dafo celular que llega a ser muy severo y puede conducir a la muerte celular.

Se reconoce que los radicales libres forman parte del metabolismo intermedio y farmacos y factores
xenobibticos y que independientemente del dano que puedan causar a las estructuras celulares,
también son necesarios para la realizacién de numerosas funciones.

ANTIOXIDANTES

Son sustancias capaces de captar las moléculas inestables (radicales libres) que se liberan en muchas
de las reacciones que realiza el organismo.?
Vitamina E

Existen dos clases de vitamina E:



-Los tocoferoles (caracterizados por un sistema de anillo y una cadena lateral saturada).

Hay 4 miembros pertenecientes a los tocoferoles: alfa, beta, gamma y delta tocoferoles, que difieren
tan solo en el nimero y posicidon de los grupos metilo en el anillo.

-Los tocotrienoles (difieren con los tocoferes en que su cadena lateral es insaturada). (Fig. 1)

La forma quimica mas activa de vitamina E es el alfa-tocoferol, y es la forma mas abundante en la
naturaleza.

Se conoce que los tocoferoles son antioxidantes; es decir, evitan la propagacion de la oxidacion de los
acidos grasos insaturados atrapando los radicales libres de perdxido.

El tocoferol se encuentra en las membranas celulares asociado con Gcidos grasos poliinsaturados en
fosfolipidos.

La absorcion del alfa-tocoferol es relativamente baja (de 20% a 80%).

La eficiencia de la absorcion parece decrecer conforme la dosis administrada aumenta.

El tocoferol es secretado a la linfa en quilomicrones, posteriormente es llevado al higado con los
remantes de quilomicrones y secretado a la sangre en VLDLs. Conforme se metabolizan las VLDLs, el
tocoferol se transfiere a LDLs y des. Los tejidos toman el alfa-tocoferol de las lipoproteinas.

Los tejidos con alto contenido de tejido adiposo contienen mayor cantidad de vitamina E.

El requerimiento para vitamina E aumenta cuando la ingesta de los AGPI (Gcidos grasos
poliinsaturados) se incrementa. Un nivel adecuado de vitamina E en la dieta implica que el radio de
tocoferol con AGPI en los tejidos protege a los lipidos de la peroxidacion, permite la funcién
fisiolégica normal y permite variaciones individuales de lipidos en los tejidos.

Es indispensable en la reproduccion de algunos animales y previene el aborto espontdneo. Se conoce
que los tocoferoles son antioxidantes; es decir, evitan la propagacion de la oxidacion de los Gcidos
grasos insaturados atrapando los radicales libres de peréxido.

Gracias a su capacidad para captar el oxigeno, actiia como antioxidante en las células frente a los
radicales libres presentes en nuestro organismo. Al impedir la oxidacion de las membranas celulares,

permite una buena nutricién y regeneracién de los tejidos."



Vitamina A

La vitamina A es un alcohol, el retinol, que existe como isdmero 77-cis o isbmero todo-trans.” Se
encuentra predominantemente en el higado, sobre todo en los aceites de higado de pescado. El
caroteno es un pigmento naranja que se encuentra en las zanahorias y otros tejidos vegetales. Tiene
la potencia biologica de la vitamina A. Es disociado por la mucosa intestinal de modo oxidativo en
dos moléculas de retinal, cada una de las cuales es posteriormente reducida a todo-transretinol. El
retinol libre es absorbido por la mucosa intestinal, donde es esterificado con un écido graso, como el
palmitato, y luego transportado en la linfa al higado. El retinol es transportado en la sangre a los
tejidos, mediante una proteina plasmatica que liga retinol. Cuando esta proteina contiene retinol, se
une a la prealbamina, otra proteina presente en pequeiias cantidades en el plasma sanguineo. Esta
forma un complejo proteina-proteina que se cree protege de algiin modo al retinol. Las células de la
retina separan al retinol de esta unién y el todo-trans-retinol es oxidado a todo-trans-retinal, como
se refleja en el ciclo visual. (Fig. 2)
Excepto en este caso, el modo de accién de la vitamina A es desconocido. Su deficiencia conduce a
alteraciones en el crecimiento y remodelacién del hueso, lesiones cutGneas, queratinizacién de
numerosas células epiteliales y funcionamiento anormal de las células de la corteza adrenal.
Vitamina C
La vitomina C es una cetona ciclica que corresponde a la forma endlica de la 3-ceto-1-
gulofurnolactona; contiene un enol entre los carbonos 2 y 3 que la hace un agente acido y muy
reductor, por lo que se oxida facilmente (Fig. 3) Se encuentra principalmente en alimentos de origen
vegetal; los cereales, al igual que las carnes y los pescados y sus derivados, no la contienen, por lo que
el consumo rutinario de frutas y verduras frescas aporta la vitamina C requerida diariamente, ya
que al ser hidrosoluble el hombre la almacena escasamente.
Su actividad biolégica es muy variada y en este sentido es la vitamina que mas controversias causa;
se sabe que es necesaria para la sintesis del tejido conectivo colGgena, ya que participa en la

hidroxilacion de la prolina para formar hidroxiprolina; para la formacién de los huesos, de la



dentina de los dientes, de los cartilagos y de las paredes de los capilares sanguineos; interviene en
reacciones de oxidacion-reduccién y de hidroxilacién de hormonas esteroidales y de aminodcidos
aromdticos. lgualmente, ayuda a la absorcion de hierro (distinto al del grupo hemo de la
mioglobina).” La vitamina C es esencial para la oxidacién de la Fenilalanina y la tirosina, en la
conversion de la folacina al dcido tetrahidrotriptéfano y al neurotransmisor serotonina, y en la
formaciéon de norepinefrina a partir de dopamina. Esta vitamina favorece la resistencia a
infecciones mediante la actividad inmunolégica de los leucocitos, la produccién de interferén, el
proceso de reaccién inflamatoria, o la integridad de las membranas mucosas.'

El acido ascorbico se absorbe rapida y completamente en el tracto intestinal, de manera que se
encuentra muy poco en heces. La absorcion es excelente por las vias parenterales pero puede
producir escaras por su acidez, lo que obliga a emplear el ascorbato de sodio, cuyas soluciones son
prdacticamente neutras.

Una vez absorbido, el dcido ascérbico pasa a la sangre donde la concentracion es mucho mas alta en
los leucocitos que en el plasma. Dicha concentracién aumenta después de la administracién de
acido ascérbico, pero rdpidomente desciende debido al almacenamiento en los tejidos, su
destruccién en el organismo y la excreciéon urinaria.

El almacenamiento se realiza en todos los érganos, pero su concentracién es mayor en los de gran
actividad metabdlica como la hip&fisis, suprarrenal, timo (joven), higado, cerebro, glandulas sexuales
y tiroides.

La vitamina C es metabolizada y destruida parcialmente en los tejidos, normalmente en un 50-70%
de la cantidad requerida, y el resto se excreta especialmente en la orina.

El acido ascérbico pasa a la leche, la de mujer contiene més que la de vaca, por lo que debe
suministrarse sistemdticamente dcido ascérbico a los nifios alimentados con leche de vaca.

Cuando existe aumento de los requerimientos de vitamina C por aumento del metabolismo, como

sucede en las fiebres infecciosas, tuberculosis, hipertiroidismo, embarazo o lactancia, o por



dificultades en la absorcién, como en las diarreas, es conveniente suplementar la alimentacion
suministrando 100 a 200 mg de dcido ascérbico por dia.”

Como antioxidante, recicla radicales tocoferilo. Es buen atrapador de radicales libres, detoxifica
contaminantes del aire (ozono, oxidos de nitrégeno y humo de cigarro).'

En experimentos de Ginter y colaboradores realizados con conejillos de Indias, se ha demostrado que
al administrar una dosis elevada de vitamina C (0.5% p/p) se reducen significativamente los niveles
séricos de etanol y de acetaldehido en el higado y en el cerebro, también se disminuye el contenido
de triglicéridos y de colesterol en el suero sanguineo y a nivel hepdtico, llegando a la conclusién de
que la administracion de vitamina C en grandes cantidades acelera el metabolismo del etanol y del
acetaldehido, reduciendo sus efectos adversos en la salud.”"

METABOLISMO DEL ETANOL

El etanol es un medicamento psicoactivo, pero detrds de su accién farmacolégica, tiene un valor
energético importante (7.1 kcal/g). En un bebedor consuetudinario, el alcohol representa el 50% de
su ingesta energética diaria. Como consecuencia, el alcohol desplaza varios de los nutrimentos
normales de la dieta, resultando en malnutricién primaria y su sintomatologia. El alcohol también
empeora la activacion y la utilizacion de nutrimentos, pudiendo dar como resultado una
malnutricion  secundaria  ocasionada por malabsorcion, causada por complicaciones
gastrointestinales asociadas con el alcoholismo. En un principio, se consideraba que el dafo en el
higado del alcohélico se daba Gnicamente por la malnutricién, sin embargo, diferentes estudios e
investigaciones de Best y colaboradores™ se observé que en las ratas a las que se daba alcohol como
parte de su dieta liquida, no habia dafio hepético, siempre y cuando su dieta fuera adecuada. El
primer paso de la enfermedad hepdtica (llamada higado graso) se desarrolla Gnicamente cuando
hay una dieta deficiente. Las ratas presentaron una aversiéon natural al alcohol cuando éste era
totalmente su dieta liquida. Pero adn continuaba la interrogante de la causa de la cirrosis, ya que
era responsable de una elevada tasa de mortalidad en los bebedores consuetudinarios. Sin embargo,

posteriormente, Lieber y sus colaboradores demostraron por primera vez que el alcohol puede



causar cirrosis en el higado, aun en la ausencia de deficiencias nutricionales.” ¥ Este descubrimiento
tuvo consecuencias importantes en la prevencion y en el tratamiento del alcoholismo. Se trataron de
corregir las deficiencias nutricionales para moderar los dafnos causados por el consumo de alcohol y
el desarrollo de nuevas técnicas terapéuticas por medio del mejor entendimiento del mecanismo de
la hepatotoxicidad.” (Fig. 4)

El etanol es metabolizado en el higado por la alcohol deshidrogenasa (ADH); tal actividad ocasiona
la produccion de acetaldehido con la transferencia de hidrégeno al dinucleétido de nicotinamida y
adenina (NAD), que lo reduce a NADH. Después de lo anterior el acetaldehido pierde hidrégeno y
es transformado en acetato del cual la mayor parte pasa a la sangre. Muchas perturbaciones
metabdlicas surgen por el exceso de NADH que supera la capacidad de la célula para conservar un
estado redox normal; pueden ser hiperlacticacidemia, acidosis, hiperuricemia, cetonemia e
Hiperlipidemia. Hay deterioro del ciclo del acido tricarboxilico que necesita del dinucleétido de
nicotinamida y adenina. Las mitocondrias a su vez utilizan hidrégeno del etanol y no de la
oxidacion de dcidos grasos y se acumulen triglicéridos. Ademas, el NADH puede de hecho estimular
la sintesis de acidos grasos.

La hipoglucemia también surge en la hepatopatia alcohdlica temprana como consecuencia de la
supresion del ciclo del acido tricarboxilico, junto con una menor gluconeogénesis causada por el
etanol.*

C,H,OH + NAD O 51 PP e Y - NADH + CH, — CHO
Etanol Acetaldehido

CH, —CHO + NADH + H,O O 5t P ereY . NAD + H' + CH, — CHOOH

Acetaldehido Acetato



Oxidacién de etanol por radicales libres:

Uno de los sistemas que participan en la oxidacion inicial del etanol es la via de los radicales libres.
Hay evidencia suficiente para considerar la oxidacion del etanol mediada por radicales libres,
especificamente por el radical OH como otra via alterna cuya importancia adn estd en estudio.
Normalmente en las mitocondrias y en el reticulo endoplésmico, se producen radicales OH in vivo,
que proceden del peréxido de hidrégeno generado por las mitocondrias y en menor cantidad por el
reticulo endoplé@smico, esto sucede via la reaccidén de Fenton.! En estudios de Chance™ se ha
demostrado que aproximadamente 82 nmolas/min/g de agua oxigenada se producen en el higado
de rata en condiciones normales, de manera que siempre hay ‘OH disponibles, capaces de oxidar el
etanol y dar lugar al radical 1-hidroxietilo y agua.

La sustraccion de un Gtomo de H de etanol puede conducir a la produccion de otros radicales libres

principalmente 2-hidroxieltilo y el radical etoxilo.’

HIPOTESIS
El consumo crénico de etanol tiene como efecto la produccién de radicales libres, proceso que se ve
disminuido con la administraciéon de vitaminas A, C y E por su efecto antioxidante, permitiendo la

regeneracion de higado en ratas hepatectomizadas.

OBJETIVOS:

Comprobar y comparar la eficacia de las vitaminas A, E y C como antioxidantes ante los radicales
libres formados por el consumo crénico de etanol para incrementar la velocidad de la regeneracién

hepatica.

MATERIAL Y METODOS:



Se emplearon 25 ratas Wistar machos, cuyos pesos oscilaban entre 250 y 300 g, las cuales se
dividieron en ___ grupos, a los que se expusieron a diferentes circunstancias: GRUPO 1) Control.
GRUPO 2) Ratas hepatectomizadas. GRUPO 3) Ratas hepatectomizadas con una ingestiéon de una
solucion de etanol al 36%; GRUPO 4) Ratas hepatectomizadas con ingestién de una solucién de
etanol al 36% y con administracion diariac de vitamina C (60 mg). ; GRUPO 5) Ratas
hepatectomizadas con ingestién de una solucién de etanol al 36% y con administracién diaria de
vitamina E (15 Ul); GRUPO 6) Ratas hepatectomizadas con ingestion de una solucién de etanol al
36% y con administracién diaria de vitamina A (3,300 Ul).

La RDA de vitaminas para un adulto de 70 kg se adecudé al peso de las ratas. Las ratas que se
sometieron a la hepatectomia se les extirpd el 70% del higado el cual fue pesado para poder
determinar posteriormente la masa total hepdatica. Toda la muestra fue expuesta a las condiciones
propias de su grupo durante una semana (7 dias). En el transcurso de ésta se pesaron los sujetos
diariomente y se midi6 el volumen del liquido ingerido para posteriormente ser comparado. Al
término de este periodo las ratas fueron sacrificadas obteniendo una muestra de sangre y
extrayendo la totalidad del higado, el cual fue pesado y después homogeneizado en una solucién
buffer. Las muestras sanguineas fueron centrifugadas para separar el suero. Posteriormente a las
muestras recolectadas se les realizaron diferentes pruebas bioquimicas. Al homogeneizado del
higado se le determiné la cantidad de proteina por el método de Lowry. La determinacién de

malondialdehido (MDA) se practicé tanto en las muestras de suero como en las de higado.

RESULTADOS

En la Tabla 1 puede observarse la ganancia de peso al establecer como referencia a las ratas que
fueron hepatectomizadas Gnicamente, se observa que las ratas a las que se les practicé HP y que
consumieron etanol, solamente hubo una regeneracioén del 60%. En el caso de los grupos a los que

se les administré una vitamina, se obtuvo como resultado que las ratas con HP, consumo de etanol y



administracion de vitamina C, hubo una regeneracién mayor del 100%, lo que significa que el
higado regeneré un poco mas que en aquellas a las que sélo se les practicé HP. Las ratas a las que
ademdas de ser hepatectomizadas y de consumir alcohol, se les administré vitamina E, tuvieron una
ganancia de peso mayor al 90%, mientras que en el grupo con HP, ingesta de etanol y
administraciéon de vitamina A, la ganancia del peso fue del 60%.

En la Tabla 2 se representan los niveles de MDA en higado respecto al grupo control que se toma
como 100%. En el grupo con HP, los niveles de MDA fueron del 250% sobre el control. En las ratas
con HP y consumo de etanol, estos niveles ascendieron al 325%. En el caso del grupo al que se le
practicd HP, consumieron etanol y se les dio vitamina C los niveles de MDA en higado fueron del
125% sobre el control. En el grupo al que se le administré vitamina E, los niveles de MDA fueron
iguales a los del grupo control (100%). Las ratas que tomaron vitamina A, tuvieron niveles de 250%
de MDA en higado sobre el control.

En la Tabla 3 se observan los resultados obtenidos de MDA en suero y se comparan con los del grupo
control, obteniendo que el grupo que solomente fue hepatectomizado, tuvo niveles de 120%; el
grupo con HP y consumo de etanol tuvo niveles de MDA en suero de 180% sobre el control. En el
grupo al que ademas se le administré vitamina C, E y A, los niveles de MDA en suero fueron de

130%, 125% Yy 170% sobre el control, respectivamente.

DISCUSION

Como se observa en los resultados, la vitamina A es la que menor efecto protector tiene contra la
formacién de radicales libres en la reversién de la inhibicién de la regeneracién hepatica ocasionada
por el consumo de etanol; esto es debido a que el retinol es el componente principal de la vitaomina
A, y es un alcohol, éste es catalizado por varias enzimas en aldehido utilizando las mismas o similares
vias enzimaticas que el etanol. Al utilizar las mismas vias, el almacén de vitamina A y de etanol en

las células hepdticas se ve alterado. La deficiencia de vitaomina A puede ocasionar ceguera



nocturna, pero el exceso de vitamina A y su interacciéon con el alcohol aumentan la capacidad de
producir tejido fibroso, que a largo plazo podrian ocasionar una cirrosis. Esta hepatotoxicidad de la
vitamina A también podria ocasionar inflamacién hepatica , necrosis y aumento de algunas enzimas
séricas.’

Sin embargo, la vitamina C presentd un mayor efecto benéfico al disminuir la oxidacién tanto en
higado como en suero, lo que se refleja en los niveles de MDA.

De acuerdo con los resultados, la vitamina E es la que evita con mayor eficacia la oxidacién. La
vitamina E es un eficaz captador de radicales libres pero la interacciéon de la vitamina E con un
radical puede resultar en un decremento de la actividad de ésta y puede formar un radical de la
vitamina E. El estrés oxidativo puede reducir significativamente los niveles de vitamina E en los
tejidos, sin embargo, la vitamina E puede ser reciclada a su estado normal por diferentes
antioxidantes.

Estos datos demuestran que las vitaminas C y E revierten la inhibicion de la regeneracion hepatica
ocasionada por el etanol, esto a través de la disminucién de radicales libres, en cambio la vitamina A

no tiene este efecto de reversion probablemente por un mecanismo de hepatotoxicidad.
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TABLAS

% Ganancia de peso en higado

120

100 -

B Hp
80 1 B Hp + EtOH *
60 1 B Hp + EtOH + Vit C
40 CIHp + EtOH + Vit E
20 | B Hp + EtOH + Vit A *

Tabla 1. Porcentaje de la ganancia del peso del higado obtenida por la regeneracion hepatica .

MDA en higado
(% sobre el control)

HH

% Ganancia de peso

o
|

400

350 -

300 - H Control

250 - W Hp*
200 | W Hp + EtOH *,
B Hp + EtOH + Vit C*,**
150 - OHp + EtOH + Vit E**
100 - W Hp + EtOH + VitA*
0 -

Tabla 2. Porcentaje del MDA producido en higado compardandose con el control y con el grupo de

i

% sobre el control

ratas hepatectomizado.



MDA en suero
(% sobre el control)

200

180 |
S 160 -
= B Control
c 140 - . .
S 120 T m Hp L
T 100 . B Hp + EtOH *,
O . W Hp + EtOH + Vit C*
s “ [OHp + EtOH + Vit E*
" W Hp + EtOH + Vit A * **
2 40 -

20 -

O i

Tabla 3. Porcentaje del MDA producido en suero comparandose con el control y con el grupo de

ratas hepatectomizado.




