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Resumen 

El glutatión es el tiol libre más abundante en la mayoría de las células y participa 
en procesos de protección antioxidante durante el estrés oxidativo para mantener 
el balance redox de la célula (Akerboom y Sies, 1981; Asensi y Sartre, 1994). El 
órgano que más sintetiza y libera glutatión es el hígado (Akerboom y Sies, 1989). 
Se ha demostrado que el alcohol es uno de los principales xenobióticos que 
produce estrés en el hígado (Comporti, 1985). Además varios estudios han 
demostrado que el tipo de grasa ingerida en la dieta, aunado al consumo de 
alcohol, puede potenciar el incremento en los niveles de radicales libres 
induciendo modificaciones en los niveles de defensas antioxidantes y por ende, 
enfermedades hepáticas (Gonzales y Gray, 1992). En este trabajo se analizaron 
los cambios en las concentraciones de glutatión reducido (GSH) y oxidado 
(GSSG), por el método de Asensi y colaboradores (1994) en hígado d':l ratas 
macho, cepa Wistar, con destete tardío, alimentadas durante 30 días con 
diferentes fuentes de lípidos en la dieta e intoxicadas con alcohol en forma aguda. 
Los resultados indican que hay una disminución en los niveles de glutatión debido 
al estrés oxidativo inducido por la intoxicación aguda con alcohol y que estos 
cambios son potenciados por el tipo de grasa que se ingiere en la dieta; además la 
relación GSH/GSSG disminuye en forma notable en las ratas que consumen 
aceite de maíz y manteca de cerdo, mientras que con aceite de cártamo y sebo de 
res los cambios son mínimos con respecto a las no intoxicadas. Basándose en los 
resultados obtenidos se concluye que algunos tipos de lípidos o el etanol, pueden 
potenciar el daño hepático. 
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1. Introducción 

1.1 Lípidos 

Los lípidos son muy importantes en la alimentación, aunque su consumo es 
muy variable, pues mientras los campesinos asiáticos y de muchos países 
latinoamericanos suele ser de unos 30 gramos al día, los esquimales o los 
pastores masai de África ingieren más de 150 gramos diarios. Bajo una dieta 
·occidental" balanceada, un adulto normal ingiere unos 80 gramos de lípidos al 
día, lo que representa aproximadamente el 30% de las calorías de una dieta 
equilibrada. 

Los lípidos se dividen en 4 grandes grupos: lípidos simples, lípidos 
compuestos, glicolípidos y lípidos derivados. Los lípidos simples son los que 
contienen ácidos grasos y algún tipo de alcohol con el cual se esterifican. Los 
lípidos compuestos tienen, aparte del alcohol y los ácidos grasos, otras 
sustancias, como ácido fosfórico y alcoholes, muchas veces aminados. Los 
glicolíp1dcs forman compuestos con azúcares y, finalmente, los lípidos derivados 
incluyen aquellas sustancias que se obtienen por hidrólisis de los lípidos simples o 
de los compuestos. 

La mayor parte de los ácidos gra~os forman parte de los lípldos simples; 
son ácidos monocarboxílicos, cuyo radical alquílico representa una estructura de 
hidrocarburo que generalmente es lineal. En los animales abundan los ácidos 
grasos con número par de carbones, ya que los que tienen número impar, como el 
fórmico y otros solo existen excepcionalmente y de manera fugaz en ciertos pasos 
del metabolismo intermedio. Los ácidos grasos saturados corresponden a la 
fórmula general CH3(CH2)nCOOH. Los más importantes se encuentran en el 
cuadro 1. 

ua ro C! C d I A ·ct d os grasos satura os pares. 
Fórmula Numero de e Nombre común 

estructural 
CH3COOH 2 Acido acético 

CH3(CH2)2COOH 4 Acido butírico 
CH3(CH2),:COOH 6 Acido caproico 
CH3(CH2) 6COOH 8 Acido caprílico 
CH3(CH2)aCOOH 10 Acido cáorico 
CH3(CH2)10COOH 12 Acido !áurico 
CH3(CH2)12COOH 14 Acido mirística 
CHJ(CH2)14COOH 16 Acido palmítico 
CH3(CH2)16COOH 18 Acido esteárico 
CH3(CHú1BCOOH 20 Acido araquídico 

Tomado de Laguna-Piña (1988). 

La serie mostrada en el cuadro anterior es la de los ácidos grasos 
saturados. Esta se caracteriza por tener una cadena de carbones unidos entre sí 
por una sola valencia, lo cual deja llbre a las otras 2 valencias restantes para los 
h 1drógenos correspondientes. 

Cuando entre 2 ácidos grasos adyacentes existe una doble ligadura, la 
pérdida de los 2 hidrógenos crea una sítuacíón de ínsaturación: se trata en este 



caso de los ácidos grasos no saturados. Como puede verse en el cuadro 2, los 
sitios de insaturación muestran cierta constancia. 

Cuadro 2. p untos e msaturac1on d . ., d e a1.e;unos ac, os grasos ( ~ 1 d sena a os como L\) 
Formúla Número de e Nombre 

CH3CH2 ... ~9: 1 O ... CH2COOH 16 Palmitoleico (16:1) 
CH3CH2 ... 6.9: 1 O ... CH2COOH 18 Oleico (18: 1) 

CH3CH2 .. 69:10,12:13 ... CH2COOH 18 Linolelco (18:2) 
CH3CH2 ... 6.9: 10, 12:13, 15:16 ... CH2COOH 18 Linolénico (18:3) 

CH3CH2,.,ti.5:6,8:9,11 :12,14:15 ... CH2COOH 20 Araquidónico (20:4) 
-~ Tomado de Laguna•Pma (1988). 

El ácido linoleico, con 2 dobles ligaduras y el linolénico, de 3 dobles 
ligaduras, por no ser sintetizados por el organismo de animales superiores, se 
llaman genérícamente "esenciales". Estos 2 ácidos, más el araquidónico de 4 
dobles ligaduras, sintetizado a partir de linoleíco, se denominan a menudo 
poliinsaturados. La introducción de la doble ligadura a lo largo de las moléculas del 
ácido graso crea un iugar rígido de manera que los 2 lados de la molécula a partir 
de la doble ligadura adquieren una posición fija en el espacio. 

La abundancia de los dístintos ácidos grasos en algunas grasas naturales 
se muestra en el cuadro 3. 

Cuadro 3: Distribución porcentual de ácidos grasos en algunas grasas neutras. 
Especie Ac. de maíz Manteca de cerdo Hígado 

Saturados totales 62 43 41 
Ac. de 4 a 10C 11 . -

Mirística 10 1 3 
Pal mítico 39 30 32 
Esteárico 2 1.2 6 

No saturados totales 38 57 59 
Palmitoleico . - 9 

Oleico 33 46 38 
Línoleíco . 10 8 

Araauídico - . -
Araquidónico 3 1 . 

Otros 2 - 4 
Tomado de Laguna•Piña (1988). 

Se ha observado que los ácidos grasos más abundantes en la naturaleza 
son los de 16 y 18 átomos de carbono y que de entre ellos predominan el 
palmítico y el esteárico entre los saturados, y el oleico, el linoleico y en menor 
proporción, el araqu1dónico, entre los insaturados. 

Los puntos de insaturación de las moléculas de ácidos grasos son sitios 
más reactivos que las reglones de los lípidos con estructuras saturadas. Muchas 
de las propiedades (y los daños) de los ácidos grasos poliinsaturados dependen 
de las propiedades de los dobles enlaces, como las reacciones oxidación e 
hidrogenación. En todos los casos el elemento participante se incorpora al ácido 
graso en el sitio de la insaturación (Laguna y Piña, 1988). 
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1.2 Radicales libres y perox1dación de lípidos. 

Un radical libre es cualquier especie química ya sea átomo o molécula, 
capáz de existir independientemente y que contiene uno o más electrones 
desapareados (Pryor, 1986). Pueden producirse cuando sucede la ruptura 
homolítica de una molécula, en la cual, cada elemento de la misma comprometido 
en la unión covalente migra con su propio electrón. 

Los radicales libres pueden obtenerse por la ganancia de un electrón, por 
un no radical, como por ejemplo cuando una molécula de oxígeno gana un 
electrón y forma un radical libre superóxido: 

También la pérdida de un electrón de un no radical puede formar radicales 
libres (RL), por ejemplo, la oxidación del ácido ascórbico (AH2) a su forma 
dehidrica (A), pasa por un intermediario que es el radical libre (AH ): 

AH ···· e-----► A + H• 
La molécula de 0 2 es altamente reactiva debido a sus características 

atómicas; interviene en varios procesos patológicos que son resultado de la 
formación de RL, los cuales pueden actuar como agentes oxidantes y reductores 
(Di Guisepi y Fridovich, 1984 ). Cuando un radical libre reacciona con un compuesto 
no radical, pueden formarse otros (RL) ya que induce una reacción en cadena que 
amplifica el fenómeno miles de veces. 

La toxicidad del 02 posiblemente es el resultado de la producción 
exagerada de especies muy reactivas a partir de él, como los RL superoxido (02· l, 
u otros que se pueden formar en vías comunes a su metabolismo, como el 
peróxido de hidrógeno, que aunque no es un radical libre, es el principal promotor 
de otros RL como el radical hidroxilo (OH· ). Durante la fosforilación oxidativa, el 
radical hidroxilo se obtiene por la reacción de peróxido de hidrógeno con un 
electrón y un protón; 

El radical hidroxilo reacciona a una velocidad muy alta con casi todas las 
moléculas: azúcares, aminoácidos, fosfolípidos, ácidos nucleicos y ácidos 
orgánicos, permitiendo con ello que se formen radicales libres de aquellas 
moléculas con las que reaccionó (Turrens. y cols.,1982). Tal es el caso de la 
peroxidación de ácidos grasos poliinsaturados (peroxidación lipídica) en la que, 
aunque el radical libre produce solo efectos locales, el radical secundario y los 
productos de la degradación oxidativa producen RL que pueden tener efectos a 
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distancia del sitio donde se formó el primer radical libre. En general cuando 2 RL 
reaccionan entre sí, se forma una molécula estable y en el caso particular de la 
peroxidación de lípidos es la manera como se da por terminada la reacción en 
cadena (Zentella de Piña y cols, 1994). 

1.3 Protección celular contra agentes oxidantes 

Puede considerarse que existen 2 tipos de protección celular contra los 
radicales libres. El primero, comprende a la catalasa, la glutatión peroxidasa y la 
superóxido dismutasa; el segundo abarca a los mecanismos no enzimáticos, que 
son las vitaminas y el glutatión. 

La enzima superóxido dismutasa, cataliza la destrucción del radical 
superóxido conforme a la siguiente reacción: 

SOD 

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

CATALASA 

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

Finalmente, la glutatión peroxidasa puede catalizar la reducción de 
hidroperóxidos orgánicos y peróxidos de hidrógeno en una reacción que involucra 
al glutatión: 

GLUT. PEROXIDASA 

R00+2GSH 

GLUT. PEROXIDASA 

Esta enzima puede cumplir 3 roles: 
a) Convertir el peróxido de hidrógeno a agua para que su concentración se 

mantenga baja. 
b) Convertir ácidos grasos preóxidados a hidroxi ácidos grasos. 
c) Revertir la oxidación de los grupos sulfihídrilos de las proteínas. 

(Newsholme y Leech. 1983). 
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14 Peroxidación de lípidos y glutatión 

Aún cuando los lípidos constituyen un importante material de reserva 
energética y actúan como amortiguadores físicos y aisladores de la temperatura 
corporal, su función más distintiva es la de participar, asociados a proteínas y 
carbohidratos, en la composición de las membranas celulares y subcelulares 
(Laguna y Piña., 1988) La misma abundancia de lípidos insaturados determina que 
las membranas sean el sitio preferente del daño conocido como lipoperoxidación o 
perox1dac1ón de lípidos. 

Durante la peróxidación de lípidos (figura 1 ), el radical libre iniciador (que 
podría ser el hidroxilo), remueve un átomo de hidrógeno de un metileno de la 
cadena hidrocarbonada de los ácidos grasos poliinsaturados (A). Esto conduce a 
que un electrón quede desapareado en el carbono de donde salió él hidrógeno, 
creando con ello un radical de ácido graso (8). Este último realiza un rearreglo 
molecular interno, y forma un dieno conjugado (C), que a su vez· reacciona con el 
oxígeno molecular y produce un radical lipoperóxido (O) capaz de sustraer un 
hidrógeno del ácido graso vecino para formar el hidroperóxido (E) y continuar la 
reacción en cadena nasta que eventualmente reaccionen 2 RL y con ello se llegue 
a la terminación del proceso. Una alternativa es que a partir de los lipoperóxidos 
se formen los peróxidos cíclicos (F), los que pueden, por un lado, conducir a la 
formación de endoperóxidos cíclicos por acción de una prostaglandina 
endoperoxidasa sintetasa (ciclooxigenasa) (G) y con esta se abre la posibilidad ya 
sea de dar lugar a prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos o bien de 
continuar hacia la vía de la degradación para dar lugar a la formación de 
malondialdehído (MOA) (H) entre otros productos terminales, como son varios 
aldehídos, algunos hidrocarburos como el etano y el pentano y otros residuos 
orgánicos. 

Estas sustancias pueden difundirse a cierta distancia del sitio de producción 
y originar edema celular y cambiar la permeabilidad vascular, producir inflamación 
y quimiotaxis (Hal/iwell y Gutteridge, 1989). 

Para evitar el daño causado por los radicales libres la célula cuenta con 
varios sistemas de defensa; de ellos, uno de los más importantes es el gIutatión 
(L-í-glutamil-L-cisteinil-glicina). Aunque este triréptido se conoce desde hace 
varias décadas, es, en años recientes que ha sido expuesto a estudios más 
intensivos, trayendo a luz nueva información sobre su actividad metabólica 
(Akerboon y Sies, 1989). 

El glutatión participa en diversos procesos biológicos, tales como la 
protección de las células al ataque de radicales libres e intermediarios reactivos 
del oxigeno (por ejemplo peróxidos) (figura 2), manteniendo el balance celular de 
óxido-reducción (redox), la destoxificación de xenobióticos, que incluyen un amplio 
rango de químicos, un gran número de drogas, y los metabólitos de ciertos 
compuestos endógenos, tales como estrógenos, prostaglandinas y leucotrienos; 
(Erick, 1985); la síntesis de precursores del DNA y la regulación o activación 
genética; protección contra efectos de radiación por ionización, conservación del 
equilibrio de sulfihidrilos por la reducción de disulfuros de proteínas, así como la 
modulación de la actividad enzimática y otras moléculas. También está 
involucrado en la vía para la reducción de ribonucleósidos difosfatos a sus 
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correspondientes componentes 2-desoxirribosa (Akerboon y Sies, 1981 ). 
Finalmente, es también coenzima para varias enzimas (Meister, 1983). 
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Figura l Esquema de la peroxidación lipídica (Tomado de Halliwell y Gutteridge, !989) 
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Glu-Cys-Gly (GSH) 

1 

SH--------- RL-OX 

l 
Glu-Cys-Gly+OX + Glu-Cys-Gly+OX 

1 1 

s s 

l 
Glu Glu 

1 1 
Cys - S - Cys (GSSG) 

1 1 
Gly Gly 

Figura 2: Modo de acción del glutatión. 

La síntesis de glutatión se asocia a sistemas de transporte para 
aminoácidos y-glutamil (aa y-glu), en reacciones que involucran a la membrana 
celular y su medio ambiente inmediato, así como el transporte interorgánico de 
aminoácidos sulfurados (Akerboon y Síes, 1989). 

Los avances en la comprensión del metabolismo del glu\atión se han 
logrado por estudios en: reacciones del ciclo de y-glutamil que involucran el 
transporte de éste fuera de la célula y de los aa y-glu en la célula (figura 3) 
(Meister, 1981 ); las reacciones involucradas en la conversión reversible del 
glutatión reducido (GSH) al estado oxidado (GSSG) (Figura 4) (Kosower, 1978) y, 
la formación y transformación metabólica de conjugados GSH-X (Arias y Jacobi, 
1976) 

La síntesis del glutatión se realiza en 2 pasos a partir de sus 3 aminoácidos 
precursores: el glutamato, la cisteimi y la glicina. En cada etapa se forma una 
unión peptidica a expensas de energía proporcionada por la hidrólisis del ATP. 

El transporte de GSH al plasma sanguíneo cumple funciones en la 
translocación ínterorgáníca de sulfuro-cisteina. Dado que este no es un 
mecanismo intracelular para la reducción de GSSG, el GSH debe ser 
continuamente sintetizado en la célula (Meister, 1983). 
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glutatión y-glutamil aa 

+ ► + cisteinglicina (cisH) --------► cisteina + glicina - E 

r-glutam1l-transpeptidasa d1pept1dasa 

glutat1ón 
GSH s1ntetasa glu 

... ~1-----------------1-~cis ~ 

¡-glutam1tciste1na sintetasa gli 

,-glutam1lc1clotransferasa 

aa + 5 oxoprolina ~ 

ADP 

ATP 

5- o><oprolimlsa 

(desc1cl1sación) 

Figura J Síntesis y transporte del glutatión 

GSSG NADPH 

Glutatió p roxidasa 
oxidación reducción 

GSH / NADP 

Figura 4: Ciclo de! g!utatión 
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por la actividad de la glutatión reductasa que es dependiente del NADPH, una 
flavoproteína ampliamente d1stribu1da en eucariontes (Reed y Farms, i 984). 

Cuando por alguna razón un tejido es expuesto a un gran flujo de H2O2 o 
radicales hidroxilo, en un punto que desequilibre la relación GSH/GSSG, se puede 
acumular GSSG, alterando los procesos metabólicos causando patologías o 
procesos necrológicos irreversibles (Halliwell y Gutteridge, 1989), produciendo 
enfermedad, daño o envejecimiento celular prematuro (Asensi y cols, 1994 ). 

Como podemos ver los radicales libres derivados del oxígeno intervienen en 
varios procesos patológicos, entre los cuales destacan los inducidos por el abuso 
en el consumo de etanol, ya sea de manera aguda o crónica; el etanol, aunque es 
una droga psicoactiva, también es rico en energía. Cuando ocurre un daño 
durante el estrés oxidativo provocado por el consumo exagerado, este se presenta 
posiblemente debido a que los sistemas de protección son rebasados o bien se 
encuentran deteriorados. Durante este proceso hay un aumento en la degradación 
ox1dativa de los lípidos de las membranas o bien se afectan otros componentes 
celulares importantes como son las proteínas, los carbohidratos y el DNA. Se ha 
propuesto que el alcohol o sus metabolitos alteran el balance de óxido-reducción 
celular, así como el de GSH/GSSG de las células hepáticas, actuando como 
prooxidante o disminuyendo los niveles celulares de antioxidantes (Comporti, 
1985) 

1 5 Alcohoiismo: antecedentes 

El etanol es un componente no habitual en la dieta humana; aunque es 
producido endógenamente por la flora intestinal a bajas concentraciones, es el 
aporte exógeno el más importante. Como mencionamos anteriormente, el etanol 
tiene un valor calórico muy alto (de aproximadamente 7.5 kilocalorías por gramo), 
su'.)erior al de los carbohidratos y discretamente inferior al de los lípidos. Con este 
valor se puede calcular que el consumo normal de etanol produce hasta el 10% de 
las calorías en la dieta humana normal (evidentemente este valor se ve afectado 
por factores culturales y varía de acuerdo a la población estudiada) y puede 
representar del 30 al 35% del aporte energético del alcohólico dotándolo 
solamente de "calorías vacías", es decir, que no está compuesto por elementos 
esenciales en una dieta normal. Esto, aunado a los trastornos gastrointestinales 
que produce el consumo de alcohol, conduca a la desnutrición observada 
frecuentemente en el alcohólico (Piña-Garza y cols, 1983). 

Estudios realizados en los años 70's y 80's, en voluntarios, mostraron que 
una lesión hepática inicial, como es el hígado graso, puede producirse por 
consumo de etanol en ausencia de dietas deficientes o enriquecidas en calorías 
(Lieber y cols, 1965; Lieber y Rubin, 1968). También se demostró que los 
individuos a los que se IE-s restringió la proteína en la dieta muestran un 
decremento hasta del 50% en las defensas ante el estrés oxidativo, producido por 
el metabolismo del etanol (Kritka y cols, 1969). En base a estos antecedentes, se 
hicieron experimentos en primates, así como en ratas, y revelaron que tanto a 
nivel bioquímico, como celular, ambos efectos (causados por el etanol o por la 
desnutrición) interactuaban e intervenían en el daño hepático. 



Sabemos que la alteración hepática más grave causada por la ingestión 
crónica de etanol es la cirrosis, aunque no es posible describir completamente los 
cambios que se originan en el ámbito molecular por esta enfermedad. El 
conocimiento actual nos indica que el etanol es fundamentalmente metabolizado 
por el hígado, quizá en una proporción superior al 90%. Esto hace que la ingesta 
de etanol se convierta en una avalancha energética, y para manejarla el hígado se 
ve obligado a modificar su metabolismo en general. Por otro lado el etanol debe 
ser metabolizado y no existen en el organismo mecanismos de almacenamiento ni 
de retroalimentación en su oxidación; esto hace que sean la actividad de las 
enzimas que lo manejan y la disponibilidad de sus cofactores los que regulen su 
metabolismo (Piña-Garza y cols, 1983). Por otro lado, la mayor actividad del 
metabolismo del etanol aumenta la producción de H202, a partir de la cual se 
generan en mayor concentración radicales libres, como él superóxido o el radical 
hidroxilo, metabolitos normales con vidas medias muy cortas y 
extraordinariamente reactivos, que favorecen la peroxidación de ácidos grasos. 

1.5.1 Absorción 

En su fase de eliminación, el etanol se oxida hasta C02 y H20; los 
carbohidratos, los lípidos y las proteínas, son habitualmente hidrolizados en el 
tubo digestivo antes de proceder a su absorción; el etanol no es hidrolizado en la 
luz del tubo digestivo y solo una pequeña cantidad del mismo es parcialmente 
oxidado por una deshidrogenasa alcohólica presente en las mucosas intestinales. 
La mayor parte del etanol consumido se absorbe como tal a través de las 
mucosas. tanto del tubo digestivo como del sistema respiratorio. No se ha descrito 
ningún sistema dependiente de energía encargado de la absorción especifica del 
etanol. absorción que sucede por simple difusión de la concentración que alcanza 
en el tubo digestivo (Zentella de Piña y Piña, 1987). 

De tal manera, una vez que se ingiere, comienza a ser absorbido a través 
de los epitelios mucosos de la boca, y en forma de vapor en los alvéolos 
pulmonares (Batt, 1989), sin embargo, la cantidad de etanol que se absorbe por 
estas vías es prácticamente despreciable, por lo que puede considerarse que la 
totalidad de etanol ingerido llega al estómago, ha partir del cual se absorbe por 
difusión simple a través de los epitelios que recubren al propio estómago y los 
intestinos similar a lo que sucede con el agua (Watson, 1989). Así el etanol, una 
vez que llega al estómago, se absorbe en una pequeña proporción hacia el 
torrente sanguíneo a través de la mucosa gástrica (20 a 30% aproximadamente), 
mientras que la mayor parte de este es canalizado por el mismo vaciamiento 
gástrico hacia el intestino delgado (Smith y cols, 1992). Es en el intestino delgado 
(principalmente duodeno y yeyuno) donde se lleva ha cabo la mayor absorción del 
etanol, el cual es rápidamente canalizado hacia la vena porta, y de ahí llevado 
directamente al hígado para ser metabolizado 

Finalmente, solo del 2 al el 10% del etanol consumido es eliminado como tal 
por vía renal, pulmonar o a través del sudor (Zentella de Piña y Piña, 1987). 
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1 5 2 El alcoholismo en los países de occidente. 

El empleo del etanol como droga está legalmente aceptada por la mayoría 
de los gobiernos y religiones, a pesar de que es precisamente la sustancia 
envIc1ante más usada en el mundo. Su demanda está muy extendida en !os países 
industnalizados de occidente y por ende, en América Latina. Su consumo está tan 
ampliamente generalizado, que en algunos países la ingestión per capita de 
bebidas alcohólicas como cerveza, vino y destilados sobrepasa los 150 litros 
anuales: en la ex-República Democrática Alemana, por ejemplo el consumo per 
capita es de 1145 litros anuales, mientras que el de bebidas destiladas es 12.5 
litros al año; Italia en cambio, presentan el mayor consumo per capita de vino, con 
79 litros anuales, sin embargo, debido a los distintos tipos de bebídas alcohólicas 
ingeridas en diferentes naciones y sus amplias diferencias en cuanto al contenido 
alcohól1co, la mejor manera de comparar el consumo de etanol entre diferentes 
poblaciones, es a través de la estímación del consumo total de alcohol etílico puro, 
considerando, por lo tanto, además del diferente tipo de bebida ingerido, el 
porcentaJe de etanol puro presente en ésta; por ejemplo, las cervezas contienen 
af rededor de 3 a 6% de etanol puro, los vinos en general de 12 a 14% y las 
bebidas destiladas 40% (cuadro 4) (Pyorala, 1990; Skog, 1988). Así, en 1987, 
Francia y Luxemburgo fueron los países con mayor consumo de alcohol (13 litros 
anuales), seguidos de España y Suiza (con 12.7 y 11.5 litros, respectivamente). 

Cuadro 4. Consumo anual per capifa de etanol total (calculado como etanol absoluto), 
vino, cervezas y bebidas destiladas en algunos países con mayor consumo. 

País Litros de etanol 1 
absoluto 

Francia 14.2 
Luxemburgo 13 

España 12,7 
Suiza 11.1 

Hungria 10.7 
Belg1ca 10.7 
Uruguay 5.5 
Suecia 5.4 
Grecia 5.4 
México 5.4* 

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

Vino (litros) 1 Bebidas destiladas I Cerveza (litros) 
(litros de etanol) 

75.1 5,75 56.2 
58.5 6.25 116.5 
54 7.5 64,5 

49,5 5 69.3 
21,5 11.75 100.2 
23 5.5 121.1 

25.7 4 27.2 
11,8 5 51.5 
31.8 3,25 40 

Estudios clínicos han demostrado que los alcohólicos, en países 
desarrollados, presentan una buena alimentación, lo que contribuye a que la 
mortalidad producida por el alcoholismo, asociada a la desnutrición sea menor; en 
México, la mayoría de los alcohólicos presentan desnutrición, con lo cuaf se 
explica el incremento en la mortalidad por el etanol. 

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

La mortalidad por cirrosis hepática en México, se ha ubicado en las últimas 
décadas dentro de las 1 O primeras causas de muerte en la población general 
(Narro-Robles y cols, 1992). La estimación preliminar obtenida en este trabajo, 
indica que la mortalidad total atribuible al etanol en la población en general es 
alrededor de 55 2 por cada 100,000 habitantes colocándose solo por debajo de la 
mortalidad atribuida a los tumores malignos y a las enfermedades del corazón. 
Este valor comprende el 11. 7% de los decesos ocurridos en 1992 para individuos 
de todas las edades. 

Asi, en México durante el año de 1994, la cirrosis hepática ocupó el 7° lugar 
siendo responsable de la muerte de 19,105 personas (Secretaria de Salud, 1994). 
Cabe hacer notar que este porcentaje de mortalidad atribuible al etanol en la 
población general de México en 1992 (Skog, 1988; Narro-Robles, 1992), fue 
mayor que el 5% estimado en EEUU, en 1988 (Stinson y De Barkey, 1992), el 
6.1 % estimado en España en 1986 (Yañes y cols, 1993) o el 9% estimado en 
Francia en 1985 (Pignon y Hill, 1991), que son países que presentan un consumo 
mayor de alcohol per capita mas elevado que el nuestro. 

1.5.3 Alteraciones bioquímicas debidas al consumo de etanol. 

Entre las alteraciones bioquímicas debidas al exceso en el consumo agudo 
de etanol, algunas corresponden ha acciones propias de la molécula y otras 
aparecen como consecuencia de su oxidación: unas moléculas consumen NAO+ 
(durante la vía de la deshidrogenasa alcohólica) y el NADPH (a través de sistema 
de oxidación del etanol). Cuando hay disfunción en estas vías se producen en 
exceso de acetaldehido, NADH y H2O2. 

Las alteraciones del equilibrio se dan primeramente, en la velocidad de 
absorción y la velocidad de degradación; siendo la segunda más lenta que la 
primera. La actividad enzimática se considera un factor limitante para la oxidación 
del etanol, ya que se ve afectada por el desequilibrio que ocurre en las pozas de 
NAo• y NADH en el citosol y la mitocondria del hepatocito. 

En el citoplasma la relación de NAD+/NADH es de aproximadamente 900, 
bajo la acción del metabolismo del etanol disminuye a 175, por acumulación de la 
forma reducida. En la mitocondria, la relación NAD+/NADH es de 
aproximadamente 20 y desciende con la administración de etanol hasta 8. Como 
es de esperarse, la administración de etanol produce marcados efectos sobre el 
estado redox en ambos compartimentos celulares. (Piña-Garza, 1983). 

1 6 Mecanismos protectores antioxidantes del etanol 

Los mecanismos protectores antioxidantes comprenden sistemas de 
defensa enzimáticos y no enzimáticos (Trible y cols, 1987). Los alcohólicos 
presentan un mal funcionamiento de los mismos, que incluyen entre otros 
alteraciones del glutatión (Tanner y cols, 1985; Dworkin y cols, 1985; Korpera y 
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cols, 1985). Esos cambios pueden deberse directamente a los efectos del etanol o 
a la malnutrición asociada al alcoholismo. De tal manera, el daño en ambos puede 
estar correlacionado. Kawase y cols. (1989), encontró que la peroxidación 
hepática se incrementaba significativamente después de la ingesta crónica de 
etanol en ratas que recibieron bajos niveles de vitamina E en la dieta. 

La oxidación inicial de etanol a acetaldehído y posteriormente a acetato, se 
realiza principalmente en el hígado, en el citoplasma y la mitocondria de los 
hepatocitos. Los 3 sistemas por los que estos procesos se efectúan son: a) el de 
la deshidrogenasa alcohólica, b) el de la catalasa, y c) el sistema microsomal 
oxidante del etanol o MEOS, de acuerdo a sus siglas en inglés (Zentella de Piña y 
Piña. 1987). 

1 6.1 Alcohol deshidrogenasa (ADH) 

La vía más común, por la que el organismo cataliza la conversión de etanol 
a acetaldehído es mediada por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) (Bosrnn y 
cols. 1988) 

La ADH, metaboliza prácticamente la totalidad del etanol cuando las 
concentraciones en sangre son moderadas y más de 70% cuando las 
concentraciones son altas. Esta enzima no es específica para el etanol, ya que 
oxida una serie de alcoholes e inclusive está asociada a la deshidrogenación de 
esteroides y en la w-oxidación de los ácidos grasos. La enzima utiliza como 
coenzima al NAO generándose NADH 

CH3-CH=O + NADH + H+ 

La generacIon y acumulación de equivalentes reductores en forma de 
NADH es responsable de muchas de las alteraciones metabólicas que el etanol 
ocasiona (Piña-Garza y cols, 1983). 

La vida media de la ADH es aproximadamente de 4 horas. El ayuno 
prolongado o restricción proteica produce una disminución de la actividad de la 
ADH. porque su degradacién es mayor que su síntesis. El consumo de 1000 
calorías una hora después de la ingesta de etanol, produce un incremento en el 
metabolismo del etanol en comparación a los individuos que permanecen en 
ayuno (Creutzfel y Graham, 1971 ). 

Las afinidades tan variables de las múltiples formas de la enzima por su 
sustrato. son en gran parte responsables de su eliminación. 

1.6 2 Sistema Microsomal de Oxidación del Etanol (MEOS) 

El MEOS es un sistema presente en los microsomas, que requiere de 
NADPH y 0 2, e involucra al citocromo P450 en la oxidación del etanol y otros 
alcoholes alifáticos de cadena larga 
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Por último, existe una vía metabólica no oxidativa (lange et al., 1981: Koop, 
1989), en donde el etanol forma ésteres étilicos de acil grasos, a través de una 
sintetasa de esteres de acil graso. Si bien es probable que su contribución al 
metabolismo total del etanol no sea significativa (Koop, 1989), queda a discusión 
su participación en el desarrollo de alteraciones patológicas en órganos que 
carecen de sistemas oxidantes del etanol con alta actividad, tales como el 
páncreas, corazón y cerebro (Laposata y Lange, ·i 986). 

1. 7 Acetaldehído, acetaldehído deshidrogenasa y acetato. 

En todas las vías de oxidación del etanol conocidas el producto final 
{)S (~I ;lí.(!lnldnhírlo, (lllO .7 SIi V07 ns 1nnl:1h{)li7:lfl{) íl ;1c:r~l;1lo Sn snhfl q110 F)i D01½1 
dt!l ,)Ct)l;ilddlldO prod1H:1dll u:-; !)/{Jl:O:•:.itl11 ptll 11l l11urnl11 1 1 ;11:ul;lldttldtl() ooi1111111!11 

por cualquiera de estas vías de ox1dac1011 vIaJa a las 1111toco11dr1as, doncJe llll<l 

acetaldehido deshidrogenasa lo convierte en acetato generando NAOH + H' 
teniendo como coenzima al NAO' (Piña-Garza y cols, 1983). 

En humanos el acetaldehido incrementa su concentración después de la 
ingesta de etanol produciendo una variedad de eventos metabólicos en el hígado 
(Alpers, 1987). La L-cisteína puede formar complejos con el acetaldehído y 
proteger contra el daño producido por este in vivo; a su vez, siendo la cisteína uno 
de los 3 aminoácidos que constituyen al glutatión, la unión del acetaldehídc con la 
cisteina puede contribuir a la depresión del glutatión hepático, pues el empleo de 
la misma limita la producción de novo del glutatión; el glutatión también, tiene la 
capacidad de unirse directamente con el acetaldehído causando el mismo efecto 
que la cisteína (Shaw y cols, 1981 ). La oxidación del acetaldehído y su 
desaparición en el organismo depende parcialmente de la disponibilidad de NAO', 
coenzima que al no bastar para la propia oxidación del etanol abate la oxidación 
del acetaldehido y este manifiesta sus acciones tóxicas. Uno de los daños mas 
importantes es el realizado en las mitocondrias a nivel del sitio I de la cadena 
respiratoria acoplada a la fosforilación oxidativa. Koivula y Lindros (1975) y 
Hasamura y colaboradores (1976) encontraron que la actividad de la aldehído 
deshidrogenasa dependiente del NAO, caracterizada por su alta afinidad por el 
acetaldehído, permanecía descargada consecutivamente al consumo crónico de 
etanol. Se ha encontrado, también, baja actividad de la acetaldehído 
deshidrogenasa en alcohólicos (Palmer y Jenkins, 1982). Consecuentemente,. la 
disminución en la capacidad de la mitocondria paia oxidar acetaldehido, asociados 
al aumento de la oxidación del etanol ( y por lo tanto de la generación de 
acetaldehido) (Nuutienn y cols. 1983) puede provocar un desbalance entre la 
producción y la distribución de acetaldehído. 

El producto posterior a la formación de acetaldehído es el acetato, que es 
después oxidado a C02 y agua por los tejidos periféricos (Karlsson. 1975) y en 
presencia de etanol no es oxidado por el hígado (Winkler. 1969). 

El papel patogénico del acetato está al menos más claro que el del 
acetaldehído. Así, en tejido adiposo, el acetato inhibe la lipólisis (Nilson y cols. 
1978) y se le ha hecho responsable, al menos en parte, de la disminución en la 
liberación de ácidos grasos y la baja en la circulación de los mismos (Crouse y 

16 



cols 1968). En el hígado, el acetato es responsable de varios daños hepáticos 
(Margan y Mendenhall, 1977). 

1 8 Nutrición, lípidos y alcoholismo 

Basándose en los antecedentes presentados, podemos ver que el estudio 
de los factores presentes en la dieta, en relación con numerosas enfermedades, 
permite hacer algunos adelantos por lo que se refiere a la evolución de ciertas 
patologías relacionadas con la nutrición y el alcoholismo. 

Asi, experimentos recientes han reportado que el tipo de grasa ingerida en 
la dieta, aunado al consumo de etanol (González y Gray, 1992; Meidani y Natielo, 
1991; Masimo D'Aquino y Careos, 1991; Hidezaku y Tomer, 1986; Hidezaku y 
French, 1985;Kuratzo y Ponce, 1991; Wisan y Ung-Soo, 1997) puede potenciar el 
incremento en los radicales libres, induciendo o aumentando la lipoperoxidación y 
por ende enfermedades hepáticas (Okananohuie y Burbije, 1982; Sánchez y 
Casas, 1981; Kolak-Tokek y Visal, 1985; Videla y Valenzuela, 1982; Kretzchmar y 
Reinhard, 1992; Jhon y Littleton, 1980; Jones y Alling, 1983; Nanji y French, 1986; 
Nordman y Rubiere, 1992; Speiski y McDonald, 1985). El etanol produce una 
s1gnif1cativa reducción del glutatión hepático, que puede deberse a su oxidación o 
a la reacción con sus metabolitos (Sies, 1979) determinando que los hepatocitos 
sean más susceptibles a la peroxidación de lípidos. 

A partir de los resultados obtenidos por Lieber (1984), se estableció que con 
una dieta completa, sin carencias proteícas, calóricas ni vitamínicas era posible 
producir algún daño hepático en primates, por intoxicación crónica con etanol. 

Los primeros estudios de Nanji y colaboradores (1986) dieron la pauta al 
1n1cio del estudio del daño hepático asociado al consumo de etanol. El describió el 
índice de mortalidad derivada de la cirrosis en muchos países, asociada al 
consumo per capita de etanol, y encuentra una asociación entre el daño y la dieta 
de los bebedores, sugiriendo que las grasas saturadas y colesterol protegían 
contra el daño por cirrosis, mientras que las grasas poliinsaturadas lo promovían. 

Basándose en estos resultados, se experimentó con ácidos grasos 
poliinsaturados. Así, 10s animales intoxicados en forma crónica con etanol y dietas 
ricas en con ácido linoléico o manteca, sufrían más daño que aquellos tratados 
con sebo únicamente (Nanji y cols, 1988). Continuando con sus experimentos, 
administró alcohol por vía intragástrica a las ratas para estudiar los efectos de las 
diferentes dietas en la composición de ácidos grasos en los microsomas 
hepáticos. Todos estos estudios, demostraban que, una dieta rica en lípidos 
saturados, pero baja en lípidos poliinsaturados revertía el daño hepático causado 
por el etanol. Estos efectos podían explicarse por la baja regulación de la 
peroxidación de lípidos (Nanji y cols, 1996). Posteriormente se encontró que los 
ácidos grasos saturados disminuían la endotoxemia y atenuaban el 
establecimiento de algún daño hepático (Nanji y cols, 1997). También se ha 
determinado el comportamiento de las proteínas hepáticas al formar aductos con 
el acetaldehido y su modificación por productos de la peroxidación de lípidos en 
animales tratados con etanol. Así, aceite de maíz producía hígado graso, con 
moderada necrosis e inflamación, mientras que el aceite de pescado propiciaba 
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severa necrosis e inflamación. Por medios inmunológicos, sé monitoreo la acción 
de los aductos que era más abundante en el aceite de pescado, seguido por el 
aceite de palma y el etanol más aceite de maíz (Cheng-Jun y cols, 1997). Los 
resultados experimentales indican que los alcohólicos que consumen pocos 
ácidos grasos saturados y antioxidantes en sus dietas pueden incrementar el 
riesgo de desarrollar daño hepático (Pawloski y cols, 1997). 

Este es un problema muy grave, particularmente en México donde las 
fuentes lipídicas más usadas, debido a las características de la cocina (y las 
condiciones económicas de las personas}, se centran en 4 tipos: aceite de maíz, 
aceite de cártamo (de origen vegetal}, manteca de cerdo y sebo de res (de origen 
animal) Otros tipos de grasas y aceites (como el de pescado, de oliva o de coco) 
no son muy populares, en cuanto a su uso en la alimentación, por lo que su 
influencia en el daño por su consumo en la población, es muy baja (Doriga, 1993). 

A pesar de que existen estudios sobre los efectos de la administración 
aguda de etanol en los niveles de GSH/GSSG en animales de laboratorio, es poco 
lo que se ha estudiado con relación al papel del consumo de diferentes fuentes de 
lípidos (sebo de res, manteca de cerdo, aceite de maíz, aceite de cártamo) sobre 
el glutation hepático, aunado a un estrés oxidativo producido por la intoxicación 
aguda de esta bebida; por lo que al realizar este trabajo es probable que se pueda 
determinar cual dieta atenúa mejor el daño provocado por el desbalance de las 
defensas antioxidativas en sujetos experimentales ante este tipo de estrés 
ox1dativo 
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2. Planteamiento del problema 

A partir de los antecedentes presentados se conoce que el etanol o sus 
metabolitos pueden producir estrés oxidativo y afectar las defensas antioxidantes 
en el hígado de los sujetos experimentales. Sin embargo, son muy pocos los 
estudios realizados que comparan varias fuentes de lípidos de las dietas y el daño 
hepático causado por el consumo continuo de etanol. Aquí radica la importancia 
de este proyecto en el cual se analizaron los efectos de la administración aguda 
de etanol en ratas que fueron alimentadas durante 30 días con una de las 
siguientes fuentes de lípidos (de uso más común en la dieta de la cocina 
mexicana): manteca, sebo de res, aceite de maíz y aceite de cártamo. 
Posteriormente analizamos los efectos al determinar las variaciones en la relación 
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relación GSH/GSSG en el hígado de ratas macho a las cuales se les induce estrés 
oxidat1vo mediante ingesta aguda de etanol. 

4.0bjetivos 

4.1 Objetivo general 

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

4.2 Objetivos específicos 

4.2.1 Medir GSH y GSSG así como la relación GSH/GSSG hepáticos, para 
cuantificar el efecto del consumo de sebo de res en ratas a las cuales se les 
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda. 
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4.2.3 Medir GSH y GSSG así como la relación GSH/GSSG hepáticos, para 
cuantificar el efecto del consumo de aceite de maíz en ratas a las cuales se les 
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda. 

4.2.4 Medir GSH y GSSG así como la rela::ión GSH/GSSG hepáticos, para 
cuantificar el efecto del consumo de aceite de cártamo en ratas a las cuales se les 
induce un estrés oxidativo por la ingesta de etanol en forma aguda. 
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5. Metodología 

5.1 Material químico. 

Los aceites de maíz y cártamo, así como la manteca y el sebo fueron de 
uso comercial. 

Los reactivos empleados para la realización de los experimentos fueron: 
GSH, GSSG; y-glu-glu (gama-glutatión-glutamina), batofenaltrolina (BPDS), 
N-etilmaleimida (NEM), m-cresol purpura, ácido propanosulfónico (MOPS), 
2,4 dinitrofluorobenceno (DNFB), reactivo de Sanger, y lisina de la marca 
Sigma, grado analítico; eter, E&M Science; ácido perclórico, Mallinckroodt 
Chemical e hidróxido de potasio y etanol de J.T. Baker,. 

Los reactivos grado HPLC fueron: metano! de E&M Science; acetato 
de sodio y ácido acético de Merck. 

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

5.2 Material biológico 

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

5.3 Diseño experimental 

Las ratas fueron alimentadas durante 30 dfas con una dieta normoproteíca 
y normolipídica (5%). Se separaron en 4 lotes, y se les alimentó con un régimen 
semipurificado a los cuales se les cambió la fuente de lípidos. Se trabajó con 4 
fuentes: aceite de maíz, aceite de cártamo, manteca de cerdo y sebo de re&. Cada 
grupo de ratas (6) recibió 15 gramos de dieta al día. Los alimentos fueron 
formulados para cumplir las necesidades que índica la NCR (Natíonal Academy of 
Sciences, 1986) (anexo 11) y se prepararon en el laboratorio. Los experimentos se 
realizaron por duplicado (en ratas sin intoxicar e intoxicadas con etanol). Se 
mantuvieron 2 grupos: control (con nutricubos Ralstom) y los que recibieron todo 
el tratamiento experimental, menos la intoxicación con etanol. 

5.4 Obtención y procesamiento del hígado 

Después de 30 días de recibir el alimento las ratas se intoxicaron por vía 
orogástrica de manera aguda con etanol (5 g/ Kg de peso) para inducir el estrés 
oxidativo. Las ratas sin intoxicar, que recibieron solución isocalorica de sacarosa 
(40% p/v) también se mantuvieron durante este periodo, con la misma dieta y 
durante el mismo tiempo. Posteriormente fueron ligeramente anestesiadas en una 
cámara de eter; mediante una incisión abdominal se tomó de un trozo del hígado 
de aproximadamente 250mg, se lavó con agua destilada para eliminar el exceso 
de sangre, se congeló en nitrógeno líquido y 1:e guardó en el ultracongelador 
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(Reveo) hasta el día de su procesamiento. El manejo de la muestra se realizó a 
baJa temperatura, utilizando hielo; se le agregó 2 mi de ácido perclórico al 6%, 
BPDS 1 mM y NEM 20 mM. Se homogeneizó (en un máximo de 30 segundos), y el 
homogenado se centrifugó a 15,000 g, por 5 minutos. Se recuperó el 
sobrenadante (que fue el extracto ácido) y se desechó el precipitado. 

5.5Derivación de la muestra 

Una vez obtenido el extracto se procesó las muestras para determinar GSH 
y GSSG por medio de la cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) utilizando 
el método de Asensi y colaboradores (1994), con algunas modificaciones que a 
continuación se mencionan. Para derivar la muestra se tomaron 500µ1 del extracto, 
se le adicionaron 50µ1 de y-glu-glu (como estándar interno),' 10 µI de m-cresol 
púrpura (como indicador de pH) y 50 a 150µ1 de KOH-MOPS 2 M (para llevar la 
solución de un pH de 8 a 8.5) y se centrifugó a 15,000 g por 5 minutos. Después 
se tomaron 200µ1 del sobrenadante agregándose 100µ1 de 2,4 DNFB al 1 % en 
etanol. Las muestras derivadas se incubaron a temperatura ambiente y en la 
obscuridad durante una hora. Después del tiempo de incubación se agregaron 
1 0µI de lisina 1 M para captar todo el DNFB que no reaccionó con los tioles, se 
liofilizó y se almacenó a -20ºC hasta el día del análisis. 

5.6 Medición de GSH y GSSG 

Para la determinación del GSH y GSSG en las muestras se empleó un 
equipo HPLC marca Beckman con una columna de tipo ionico Spherisorb fase 
inversa con un grupo NH2, especifica para los derivados formados. Se leyó a una 
absorbancia de 365nm. 

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

Se realizaron curvas de calibración de GSH y GSSG 400nM con solución 
de gama-glutatión-glutamina (y-glu-glu) 1 mM como estandar interno. Las curvas 
de calibración para GSH y GSSG se repitieron un mínimo de 4 veces con la 
finalidad de determinar el buen funcionamiento de la columna para que así no se 
interfiriera con la obtención de los resultados 

Las muestras se reconstituyeron con 300µ1 de metano! al 80% (fase móvil 
A), se inyectaron 100µ1, con un flujo de 1 mi por minuto. La fase móvil B estaba 
constituida por acetato de sodio 0.5M y ácido acético en metano! al 64%. Las 
corridas se hicieron en un gradiente lineal con los siguientes tiempos: 5 minutos de 
fase A 80%, fase B 20%; 1 O minutos de gradiente hasta llegar a la fase A 1 %, 
fase B 99%; 7 minutos con las mismas proporciones para que se separe cualquier 
derivado que se pudiera mantener unido a la columna; 6 minutos para regresar a 
las condiciones iniciales y 4 minutos para reequilibrar la columna. Tanto las 
muestras como los estándares se corrieron por duplicado. 
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Los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente a través de una 
prueba de ANOVA con 2 vías y una prueba aplicando el método de Student
Newman-Keuls, utilizando el programa Sigma Stat. 
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6. Resultados. 

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

6.1 Identificación de los tiempos de retención para GSH y GSSG por 
HPLC 

En la gráfica 1 se muestra la identificación de los tiempos de retención para 
GSH y GSSG determinado con estándares, y el gradiente utilizado para la 
obtención de estos resultados. El tiempo de retención para el y-glu-glu (estándar 
interno) fué de 14.95 minutos; para GSH se presentaron 2 tiempos de retención, 
uno a 7.68 y otro a los 16.03 minutos, respectivamente; por último el tiempo de 
retención para GSSG se presentó a los 18.44 minutos. Todos estos tiempos de 
retención corresponden a los reportados por AsBnsi y colaboradores ( 1994 ). Se 
presentan también otros picos a diferentes tiempos que son aductos que se 
forman durante la derivación de las muestras, pero no interfieren con la 
1dentificacíón de las moléculas de este estudio. 
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Gráfica 1. Identificación tiempos de retención para GSH,GSSG y y-glu-glu en el HPLC. 
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Después de la identificación de los tiempos de retención para cada uno de 
los compuestos, se realízaron curvas de calibración, tanto para el GSH como para 
el GSSG, para validar nuestro método y observar la reproducibilidad de los 
resultados, además de cotejar que la columna, así como todo el equipo se 
encontraba en peliectas condiciones. 

En la gráfica 2 se observa la curva de calibración para el GSH, donde se 
aprecia una linealidad conforme se incrementa la concentración del estándar. Lo 
mismo se obtiene para el GSSG (gráfica 3}. Cada una de las curvas de calibración 
se realizó 4 veces. 
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Grafica 2. Curva estándar de calibración de GSH para determinar la 
reproducibilidad del método y sistema dt: HPLC. Las concentraciones del estandar fueron 
de O, 5, 10. 20 y 40 nM de GSH. 
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GRAFICA 3. Curva estándar de calibración de GSSG para determinar la 
reproducibilidad del método y sistema de HPLC. Las concentraciones del estándar eran de 
O. 5, l O, 15 y 20 nmoles/ml. 
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6.2 Determinación de GSH en hígado de rata. 

Se determinó la concentración de GSH en homogenado de hígado de ratas 
alimentadas durante un mes con una dieta comercial (Ralstom); al finalizar el 
periodo de alimentación indicado las ratas se dividieron en 2 lotes, uno de los 
cuales (n=6) fue íntoxicado, con etanol en forma aguda (5g/ kg de peso corporal), 
el otro (n::::6) fue tratado con solución isocalóríca de glucosa para restar además la 
respuesta producida por el manejo de las ratas. 
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GRAFICA 4: Niveles de GSH en hígado de rata; la prueba estadística empleada 
{ANOV A) tiene una p==0.05. 
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En la gráfica 4 se muestra el comportamiento de los grupos control y 
experimentales, con los que se trabajó. De entrada se presentan los valores de 
GSH del lote control, tanto del alimentado con la dieta comercial, como el del 
intoxicado con etanol, que consumió el mismo alimento En el primer lote se obtuvo 
un valor de GSH de 3.34 µmolas/g peso húmedo, mientras que el lote intoxicado 
presentó un valor de 1. 563 µmolas/g peso húmedo, es decir, tuvo una disminución 
del 53% en ccimparación al lote sin intoxicación; se observa también diferencia 
estadística, al comparar ambos tratamiento. 

Se hizo el mismo procedimiento para los grupos experimentales (n=6) que 
fueron alimentados con dietas que contenían solo una de las siguientes fuentes de 
lip1dos· aceite de maíz, aceite de cártamo, manteca de cerdo y sebo de res. 

El lote experimental sin intoxicar que consumió aceite de maíz en la dieta 
tuvo un valor de 2.68 ¡imolas/g peso húmedo y en el intoxicado con etanol, 
alimentado bajo el mismo régimen, presentó 1.82 µmolas/g peso húmedo teniendo 
una disminución del 32% en comparación con el lote anterior. En ratas intoxicadas 
y sin intoxicar que consumieron aceite de maíz, sa tuvo el mismo comportamiento 
estadístico que el lote control, y en el caso del lote que recibió esta fuente lipídica , 
asociada al alimento sé encontró diferencia con respecto a ambos lotes control, al 
igual que en las ratas que ingirieron etanol en este grupo, y las del control solo. 

Las ratas que consumieron aceite de cártamo en la dieta tuvieron un valor 
de 3.04 ,tmolas/g peso húmedo en animales sin intoxicar y 1.95 µmolas/g peso 
húmedo en las intoxicadas, lo que equivale a una baja del 34%, con respecto al 
grupo no intoxicado que consumió aceite de cártamo en la dieta. Al realizar el 
análisis estadístico se encontró que el lote con aceite de cártamo, en ratas 
intoxicadas y sin intoxicar tuvo el mismo comportamiento estadístico que el lote 
control, siendo diferente para los grupos intoxicados con etanol, del aceite de 
cártamo y del lote control no intoxicado, así como del que consumió esta fuente de 
lípidos sola en el alimento y el control asociado al xenobiotico. 

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

Al determinar los valores de GSH de las ratas que consumieron sebo de 
res en la dieta, se obtuvo un valor de 3.09 µmolas/g peso húmedo en los animales 
que no fueron intoxicados y 1.83 µmolas/g peso húmedo en los intoxicados con 
etanol, dando como resultado una disminución del 40%, en comparación con el 
lote que consumió sebo de res en la dieta y no fue intoxicado. Se tuvo un 
comportamiento estadístico entre tratamientos (intoxicado y sin intoxicar) parecido 
al del lote control; el mismo caso se presentó para las parejas formadas por el 
sebo asociado al etanol y el lote control sin el xenobiótico, y también entre el sebo 
solo y el control tratado con etanol. 
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Determinación de GSSG en hígado de ratas 

Como citamos en los antecedentes, cuando se presenta el estrés oxidativo 
generalmente hay un incremento de GSSG debido a la utilización del GSH como 
agente antioxidante (Meister, 1983). Por esta razón se determinaron los niveles de 
GSSG en los hígados de rata de los mismos animales, en forma simultánea a la 
medición de GSH en el homogenado de hígado, del cual obtuvimos los siguientes 
resultados. 
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Gráfica no. 5: Niveles de GSSG en hígado de rata la prueba estadística empleada 
(ANOVA) tiene una p=0.05. 

27 



La gráfica 5 presenta los resultados para GSSG. En el lote control sin 
intoxicar hay una concentración de 43.11 nmolas/g de peso húmedo y el 
1ntox1cado con etanol, 77.6 nmolas/g de peso húmedo, lo que representa un 
aumento del 80%, en comparación con el lote control no intoxicado; al comparar 
ambos tratamientos se presentó diferencia estadística. 

Las ratas que consumieron aceite de maíz en la dieta y no fueron 
intoxicadas, presentaron un valor de GSSG de 37.84 nmolas/g de peso húmedo y 
las ratas intoxicadas con etanol que consumieron aceite de maíz en la dieta 
tuvieron un valor de GSSG de 87.42 nmolas/g de peso húmedo, que representa 
un aumento de 131 % al compararlo con las ratas que consumieron aceite de maíz 
en la dieta y no fueron intoxicadas. Se obtuvo un comportamiento estadístico 
similar al del lote control, cuando se comparaban animales intoxicados y sin 
intoxicar; además, se encontró diferencia entre el aceite de maíz asociada a la 
dieta y el lote control con etanol, así como para esta fuente lipídica aunada al 
xenobiótico, y el lote control no intoxicado. 

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

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

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

6.4 Relación GSH/GSSG en hígado de rata. 

En la gráfica 6 se presenta la relación GSH/GSSG (es decir, cuantas 
moléculas de GSH hay, por las de GSSG), tanto para las ratas sin intoxicación 
como las intoxicadas con etanol. De esta proporción se óbtuvo un valor de 77.62 
en ratas sin intoxicación y una disminución del 20% en las intoxicadas con etanol, 
con repecto al valor de las no intoxicadas 

28 



La relación GSH/GSSG ligeramente baja del grupo control, posiblemente 
fue a consecuencia de la dieta comercial empleada; sin embargo, este valor se 
encuentra alrededor de lo reportado por otros autores (Reed y Farms, 1984; 
Meister, 1993), lo cual valida que lo tomemos como punto de referencia para 
nuestros demás datos. 

Al confrontar la relación GSH/GSSG de los grupos experimentales con la 
del lote control sin intoxicar, se observó una disminución en el aceite de maíz un 
9% en ratas sin intoxicar y un 73% en ratas intoxicadas. El aceite de cártamo 
presenta una baja de un 1 % en animales no intoxicados y un 46% en animales 
intoxicados con etanol. Las ratas que consumieron manteca de cerdo en la dieta, y 
no fueron intoxicadas presentaron un decremento en la relación GSH/GSSG en un 
59% y las intoxicadas un 79%. El tratamiento con sebo de res tuvo un aumentó de 
la proporción GSH/GSSG de más del 100% en ratas no intoxicadas y una baja de 
33% en ratas intoxicadas con etanol. 
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7. Discusión 

La intoxicación aguda con etanol provoca un desbalance de los niveles de 
glutatión, pues como lo muestran nuestros resultados, si se administra a los 
animales este xenobiótico, hay una disminución de GSH y aumento de GSSG, lo 
cual refleja el efecto negativo de esta droga sobre las barreras antióxidantes; esto 
ya había sido observado por otros autores (Sies, 1979; Nanji, 1986), sin embargo el 
uso del HPLC nos permite una detección más precisa, directa, eficáz y sensible de 
las 2 moléculas trabajadas (como se vé al inicio de nuestros resultados), a 
diferencia de otras técnicas utilizadas, que se caracterizan por ser indicadoras de 
tipo indirecto; de tal manera, nuestros estudios son más representativos y 
refuerzan aún más la afirmación de que el consumo de etanol causa daños en el 
metabolismo. 

Como habíamos mencionado anteriormente, el estudio de los factores 
presentes en la dieta, como las fuentes lipídicas, en relación con el consumo de 
etanol, permite hacer algunos adelantos por lo que se refiere a la evolución de 
ciertas patologías relacionadas con la nutrición y el alcoholismo. De tal manera, 
aunque varios autores, habían realizado trabajos sobre este tipo de eventos 
(Okananohuie y Burbije, 1982; Sánchez y Casas, 1981; Kolak-Tokek y Visal, 1985; 
Videla y Valenzuela, 1982; Kretzchmar y Reinhard, 1992; Jhon y Littleton, 1980; 
Janes y Alling, 1983; Nanji y French, 1986; Nordman y Rubiere,1992; Speiski y 
McDonald, 1985), ninguno de estos contó con las ventajas ya descritas al utilizar el 
HPLC. que nos brinda un comportamiento más real de las moléculas estudiadas. 

Al analizar el comportamiento del glutatión en las ratas alimentadas con 
aceite de maíz asociado a la dieta, se ve un efecto similar al hallado en el aceite 
de cártamo, aunque se observa en el abatimiento de los niveles de GSH en 
presencia o ausencia del estrés provocado por la intoxicación aguda con etanol. 
Este aceite, es más empleado en este tipo de pruebas y nuestros resultados se 
suman a los reportados por otros autores (González y Gran, 1992; Median y 
Natielo, 1991, Masimo D, Aquino y Corcas, 1991; Hidezaku y Tomer, 1986; 
H1dezaku y French, 1985;Kuratzo y Ponce, 1991; Wisan y Ung-Soo, 1997) que 
empleando técnicas para medir estrés oxidativo, encuentran comportamientos 
parecidos a los obtenidos en nuestro estudio. 

El aceite de cártamo, no altera los niveles de glutatión, puesto que las ratas 
que lo ingirieron en la dieta presentaron un valor de GSH similar al de lote control, 
asociado a una ligera disminución del GSSG; a su vez, los animales alimentados 
bajo el mismo régimen, pero que fueron intoxicados con etanol, presentaron poco 
cambio en la relación GSH/GSSG, por lo que podría decirse que este \ipo de 
fuente lípidica le está brindando protección, al organismo, pues su consumo, ya 
sea sólo o asociado a este xenobiótico, no afecta en forma negativa los niveles de 
las barreras antioxidantes. Este efecto no había sido reportado usando la técnica 
que nosotros empleamos, y sólo daba aproximaciones al comportamiento, 'ya que 
otros autores basaban sus experimentos en metodología no tan sensible (Nanji, 
1988) mencionando solo el comportamiento de los indicadores utilizados. 

Basándose en nuestros resultados podríamos inferir que el comportamiento 
de ambas fuentes de lípidos en la dieta, podría deberse a los ácidos grasos que 
conforman a los aceites usados en nuestro estudio (cuadro 8), puesto que el 
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aceite de maíz tiene una cantidad de ácidos grasos insaturados y de saturados, 
similar a la del de cártamo, aunque el primero produce efectos más marcados 
sobre el GSH, que se podría reflejar en un posible aumento de la peroxidación 
lipídica. Otros autores (Kuratzo y Ponce, 1991; D 'Aquino y Corcas, 1991; 
González y Gran, 1992)r habían medido el grado de peroxidación de varios tipos 
de aceites, entre los que sé incluían el de maíz, el de cártamo o de ácidos grasos 
1nsaturados, encontrando un comportamiento similar (aunque no tan preciso), al 
que nosotros tenemos, mídiendo su efecto sobre las barreras antioxidantes, en el 
cual se ve el daño provocado por la ingesta de aceite de maíz y la protección 
brindada por el de cártamo. Quizá la diferencia entre los resultados de otros 
autores y los nuestros, pueda deberse a que nosotros empleamos al animal 
integro, con la intención de hacerlo más aplicativo hacia las personas afectadas 
por estas patologías. 

Cuadro 8: Porcentaje de ácidos grasos presentes en los lípidos de la dieta. 

. Acído \ Aceite de maíz Aceite de cártamo Manteca de cerdo Sebo de res 
graso 

: 14;0 ' 1.40 ; - - -
16:0 5.53 12.3 28,09 22.07 

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

! 18:1 1 16.13 11.2 - 0.225 
! 18:2 75.44 74.3 - 0.195 
: 19:0 - - - 0.180 

20:0 i <0.43 - 0.20 0.289 
· 20:1 - - - -

Tomado de Caballero (1998) 

El sebo de res en ratas no intoxicadas presentó una alta proporción 
GSH/GSSG debido su baja concentración de GSSG, y su concentración de GSH 
similar a la del lote control; así mismo, en los animales intoxicados con etanol, 
alimentados con una dieta asociada a esta grasa, se presentó menor disminución 
de la relación GSH/GSSG, al compararlas con el lote control no intoxicado; esto 
nos podría indicar un cierto nivel de protección (Nanji y cols, 1988), que estaría 
atenuando el estrés oxidativo provocado por el etanol. 

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

Estudios recientes (Eder, 1999) han demostrado que las grasas, al 
exponerse a temperaturas muy elevadas, pueden provocar el aumento de la 
lipoperoxidación de ácidos grasos y la formación de xenobióticos. De taf manera, 
la manteca de cerdo al ser extraída, estaría más expuesta a los cambios por 
calentamiento, que el sebo de res, por lo que sería más susceptible de 
peroxidarse, dada la posible tranformación que pudiesen presentar los ácidos 
grasos y la producción de agentes tóxicos, que actuarían como xenobióticos, 
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formando aductos con el glutatión, que a su vez abatirían los niveles de este 
antioxidante. 

Los procesos de refrigeración son también un factor importante, pues se ha 
reportado que la conservación de la manteca de cerdo provoca efectos similares 
a los de aceites vegetales ricos en ácidos grasos insaturados (Papavergou, 1995) 
y el sebo de res bajo las mismas condiciones no se ve afectado (O ·neill, 1998); 
así, de alguna manera, este último es menos susceptible a oxidarse, y por lo tanto 
presenta menos tendencia disminuir las defensas antioxidantes, proporcionando a 
su vez, un cierto nivel de protección, como habíamos mencionado anteriormente. 

Como se puede ver, el consumo de aceite de maíz o manteca de cerdo 
provoca daños, que se asocian con el inicio de patologías como el hígado graso, 
la esteatosis o la cirrosis, cuya etología probable se dá principalmente por el 
desorden causado en la membrana celular del hepatocito por la peroxidación de 
lipidos, la cual se acentúa aún más si se consume etanol (Nanji, y cols., 1995; 
Roll, y cols, 1991; Fukoi, y cols., 1990; Junqueira, y cols., 1993). A su vez, en base 
a nuestros resultados, podría decirse que el aceite de cártamo y el sebo de res 
fungen como atenuadores del estrés provocado por la administración de etanol, 
sin embargo, el consumo de estos 2 lípidos, por sí solos, también pueden causar 
problemas, quizá no hepáticos pero sí a nivel cardiovascular, por lo que su 
consumo en exceso tampoco es muy recomendable (Harman y cols, 1976; 
Lieber, 1984a; Lieber, 1984b; Narro-Robles y cols. 1992; Coyle y Puttfacken, 1993; 
Nanji y cols, 1994). 
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8. Conclusiones 

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

Así tenemos que si se consume manteca de cerdo en la dieta hay mayor 
daño provocado posiblemente por la peroxidación lipídica, pudiendo ser ésta la 
razón del consumo de defensas antioxidantes. Este daño se potencia por 
consumir etanol en forma aguda. 

Por otra parte, el consumir dietas con sebo de res solo provoca la 
d1sm1nución en los valores de GSH e incremento en los de GSSG, cuando son 
acompañados de la ingesta de etanol. 

De tal forma, la variación en la fuente de lípidos de la dieta efectivamente 
produce un cambio en la relación GSH/GSSG en el hígado de ratas macho a las 
cuales se les induce estrés oxidativo mediante ingesta aguda de etanol. 

9. Perpesctivas 

Una véz determinado el efecto de las fuentes lipídicas de más uso en 
México, asociado a la ingesta de etanol, en los niveles de glutatión hepático, 
podríamos complementar nuestro estudio midiendo los valores de glutatión en 
sangre o en hepatocitos, aislados auxiliándonos de otras técnicas, como por 
ejemplo, espectrofotométricas. A su vez, se podría montar una estratégia de 
experimentación que nos permitiera detectar estrGs oxidativo, como podrián ser la 
determinación de productos reactivos a! ácido tiobarbitúrico (TBARS), 
determinación de triacilglicéridos (TAGS), o de antioxidantes como las vitaminas, 
en homogenado de hígado, primero y posteriormente en hepatocitos aislados 

10. Comentario final 

El oríge·n de muchas enfermedades hepáticas radica en las costumbres 
al1ment1cias que se practican según el origen de las personas. En México 
contamos con el grave problema de la mal nutrición que nos proporciona nuestro 
ritmo de vida, y debido a una mala educación en la alimentación, tendemos más a 
consumir comidas rápidas, ricas en grasas y aceites (como la manteca de cerdo y 
el aceite de maíz, por ejemplo), que como hemos visto, pueden causar graves 
daños a la salud. Esto no significa que la comida mexicana sea poco 
recomendable, aunque su preparación tenga como base, en la mayoría de los 
casos a estas fuentes lipídicas; lo que hay que procurar es no abusar de estos 
alimentos, pues todo en exceso traerá consecuencias no deseables. 

Podríamos decir que lo más recomendable para una dieta sana en las 
personas alcohólicas sería que estas se constituyeran en base a aceite de 
cártamo y/o sebo de res, sin embargo, su empleo también acarrea ciertas 
desventajas para la salud en el sistema cardiovascular. 
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No podemos borrar de golpe toda una trndición histórica de consumo de 
alimentos y bebidas en México; sin embargo, es prudente hacer una 
recomendación: no excederse en el consumo de lípidos, sea cúal fuere su tipo y 
tener presente que algunos tipos (aceite de maíz y manteca de cerdo) en la dieta 
de personas que tienen como habito consumir etanol pueden propiciar o 
desencadenar una enfermedad hepática. 
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Anexo I: Principios de cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC). 

Componentes de un cromatógrafo de líquidos. 

Los componentes esenciales encontrados en un cromatografo de HPLC incluyen: una 
bomba, inyector, columna, detector y registrador. La columna esta considerada el corazón 
del sistema, la cual se encuentra rellena de la fase estacionaria compuesta por partículas 
del tamaño de micras (10 a 6µ), para lo cual es necesario una bomba de alta presión, 
para transportar la fase móvil a través de la columna. 
La separación ocurre al bombear la fase móvil y el soluto a través de la columna, cada 
compuesto que eluye de la columna es detectado, ya sea por un detector universal o 
selectivo, dependiendo de las propiedades del componente a medir. 

Ventajas del método. 

La cromatografía de líquidos de alta resolución puede ser considerada como 
complementaria a la cromatografía de gases. 
Para aquellos materiales que son termolabiles o no volátiles, HPLC es la selección, mas 
recomendable, pues ofrece las siguientes ventajas sobre la cromatografía de líquidos: 
rapidez, resolución, sensibilidad, columnas reutilizables, ideal para moléculas grandes y 
especies iónicas, muestras fáciles de recuperar, etc. 

Tipos de cromatografía 

Según el tipo de interacción existente entre los solutos a separar y el lecho 
cromátografico, podemos clasificar los procesos en: 
cromatogrnfía . de absorción, partición, de intercambio ionico, de fases 
químicamente unidas, y de exclusión. Todos estos fenómenos coexisten 
simultáneamente, si bien la distinta presencia de uno y de otro mecanismo de 
interacción vendrá básicamente determinada por la naturaleza y composición del 
eluyente. 

Cromatograf1a en fase normal. 

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

Cromatografía de fase reve,sa. 

Es el proceso inverso a la fase normal, en el cual el lecho estacionario, es de 
naturaleza apolar ( superficie modificada), mientras que la fase móvil es un liquidó 
polar; cuanto mas polar sea la muestra mayor será su retención. 
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Métodos de la cromatografía. 

-Cromatografía de intercambio ionico: retención por unión ionica reversible a 
grupos cargados de la fase estacionaria. 
-Cromatografía de exclusión: retardo de moléculas pequeñas al pasar a los poros, 
exclusión estérica de moléculas mayores. 
-Cromatografía de pares iónicos: moléculas iónicas de la prueba se unen por 
medio de un enlace iónico al reactivo de pares iónicos el cuál posee una parte de 
molécula apelar que puede actuar con la cadena carbonada apelar de la fase 
estacionaria. 
-Cromatografía de fase reversa: retardo por ir.teracción de la cadena apelar 
hidrocarbonada de la fase estacionaria con partes apelares de las moléculas a 
prueba. 
-Cromatografía de afinidad: biomoléculas ligan con sus substratos específicos o 
ligandos inmovilizados, los cuales ajustan únicamente en una posición altamente 
específica en o sobre la molécula. 
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Anexo II: Dietas experimentales empleadas. 

Ingredientes Inclusión 
(%) 

Caseina 25 
Almidón 13 

Azúcar glass 41.75 
Salvado 4 
Lípldos* 5 

DL-metionina 0.15 
Minerales O.OS 
Vitaminas 0.50 

Colina 1.50 
Carbonato de calcio 0.27 

Ortofosfato 2 
Cloruro de sodio 0.30 

Vehículo 6.45 
Total 100 

• Aceite de maíz, aceite de cártamo, sebo de res o manteca de cerdo. 
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