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ABREVIATURAS:

Aa = aminodcido

ACAP = acetaminofeno o paracetamol

AIN-76 = American Institute of Nutrition (1977)

AH = andlisis histolégico

AINE = analgésicos antiinflamatorios no esteroidicos
ASA = 4cido acetilsalicilico 0 aspirina

ATP = trifosfato de adenosina

BHT = butithidroxitolueno

CD = carbidopa

CDG = coeficiente de digestibilidad de la grasa

CDN = coeficiente de digestibilidad del nitrégeno

CEA = coeficiente de eficacia alimentaria

CEP = coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento
CI = control de ingesta

COMT = catecol-orto-metiltransferasa

CP = control de peso

CUM = coeficiente de utilizacién metabdlica del nitrégeno
CUN = coeficiente de utilizacién nutritiva del nitrégeno
DEF MET = deficiencia en metionina

FTF = formiltetrahidrofolatos

GOT = glutamato oxalacetato transaminasa

GPT = glutamato piruvato transaminasa

GSH = glutation reducido

GSSG = glutation oxidado

H = homocisteina

H,F = dihidrofolato

H,F = tetrahidrofolato

HS = pardmetros hepdticos y séricos

HT = hepatotoxicidad

IHS = indice hepatosomdtico

INF = interacciones nutriente firmaco

LAAD = L-aminoécido aromdtico decarboxilasa

LD = levodopa

LDS0 = levodopa/carbidopa 50/5 mg/Kg peso corporal
LD175 = levodopa/carbidopa 175/17,5 mg/Kg peso corporal
MTF = metiltetrahidrofolatos

N = nitrégeno

NABQI = N-acetilbenzoquinonaimina

PA = periodo de adaptacién

PAF = proteina de alta afinidad por el 4cido félico
PAPS = 3’-fosfoadenosil-5-fosfosulfato

PB = periodo de balance

PF = lote alimentado a la par o "pair fed"

PH = peso de higado y transaminasas

PteGlu n = dcido pteroilglutdimico + n® de restos de 4cido glutimico
SAH = S-adenosilhomocisteina

SAM = S-adenosilmetionina

THF = tetrahidrofolatos sin sustituir

UDPG = undin difosfo glucurénido
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El estudio de las interacciones de los xenobidticos con macro y micronutrientes es una
de las dreas prioritarias de investigacién de nuestro Departamento. Entre los xenobidticos
ocupan un lugar muy importante los fdrmacos, sustancias, como sabemos, de incuestionable
eficacia y seguridad en la prevencién y el tratamiento de la enfermedad cuyo consumo, a
veces abusivo, es ya una realidad ligada al estilo de vida de nuestra sociedad. Sin embargo,
no se debe olvidar que, pese a su utilidad, se trata generalmente de sustancias extrafias a
nuestro organismo y ajenas a las principales rutas metabdlicas relacionadas con la
biotransformacion de los nutrientes.

El estudio de las interacciones nutrientes-firmacos (INF) puede abordarse desde
diferentes perspectivas. As{, podemos considerar el efecto de la dieta sobre la farmacocinética
del principio activo del medicamento o, a la inversa, la influencia de los farmacos en la
biodisponibilidad de los nutrientes de la dieta, influencia que puede constituir un problema
serio, sobre todo en el caso de medicamentos de uso cronico. Sin embargo, frecuentemente
la interaccidn es mutua, es decir, se plantea en términos competitivos entre farmaco y
nutriente.

Como es sabido, la mayor parte de la informacion disponible sobre el tema de las INF
se refiere a puntos concretos del efecto de la dieta sobre la actuacién del firmaco: el
momento mds adecuado de administracién (antes o despu€s de las comidas), la induccién o
potenciacidén de efectos secundarios, etc. Por el contrario, la informacién es mucho mds
escasa cuando consideramos la interaccion desde el punto de vista opuesto, aunque
complementario: el efecto del fArmaco sobre la utilizacidn nutritiva de la dieta; actuacion que,
sobre todo en tratamientos prolongados, puede originar situaciones de desnutricidn, y a su vez
pueden alterar la farmacocinética del medicamento, lo que seria el desencadenante de la
situacidn de déficit nutricional.

El trabajo realizado en esta Tesis se centra en el dmbito de los efectos de algunos
firmacos sobre la bioutilizacién de los nutrientes, especificamente en tratamientos crénicos,
drea de investigacion que, como ya hemos dicho, se encuentra relativamente poco estudiada.
Ademds, no se disponen en la mayoria de los paises de bancos de datos sobre esta faceta de
las INF, que facilitarian al personal sanitario la labor de evitar sus consecuencias negativas
sobre el estado nutricional de los pacientes ya que, aunque en algunas ocasiones las INF
pueden ser positivas, en la mayoria de los casos y contando con los datos experimentales de
que se dispone, no suele ser asf.

Segun numerosas revisiones (SWEDISH DRUG STATISTIC, 1987, EGGEN, A.E.
1993), entre los farmacos que mas cominmente se utilizan, tanto por prescripcién médica
como por automedicacion (MENARD, G. y col. 1993), en todos los estratos de poblacién se
encuentran los analgésicos antiinflamatorios no estecidicos (AINE) y dentro de este grupo,
destacan la aspirina 0 dcido acetilsalicilico (QUENEAU, P. y col, 1984) y el paracetamol o
acetaminofeno (NOYELLE, R.M. y col. 1987). Por este motivo, en ¢l afio 1986 se comenzd
en nuestro Departamento un proyecto cuyo proposito era el estudio del consumo crénico de
acetaminofeno sobre la utilizacién nutritiva de la dieta en general y de la utilizacidn digestiva
y metabdlica de la proteina y de la grasa en particular, todo ello con distintos contenidos
proteicos en la dieta. Estos estudios han dado lugar a la realizacién de una Tesis Doctoral
(VARELA-MOREIRAS, G, 1989), asi como a varias publicaciones nacionales e
internacionales (VARELA-MOREIRAS, G. y col. 1988; 1990a; 1990b; [991a). Los
resultados obtenidos nos animaron a extender nuestro estudio al acido acetilsalicilico, ademds
del acetaminofeno, para tener una idea de la accion de cada uno de estos farmacos sobre la
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dieta, entre otras cosas, por si se puede hablar de un efecto global de los AINE en el estado
nutricional del individuo.

Nuestro trabajo ha consistido, bdsicamente, en estudiar los efectos que ejercen la
administracién crénica de 4cido acetilsalicilico y de acetaminofeno a dosis terapéuticas, sobre
diversos pardmetros indicadores del estado nutritivo en ratas, tanto bien nutridas como
sometidas a algunas situaciones de desnutricion experimental. El estudio se ha orientado hacia
la proteina y muy especialmente a un aminoicido: la metionina, por el papel que desempena
este nutriente y sus metabolitos en los procesos de detoxificacion de xenobidticos en general
y concretamente del acetaminofeno al ser precursor de glutation (SMITH, C.V. y
MITCHELL, J.R. 1989; MEISTER, A. 1989b). Ademds, como es sabido, el metabolismo
de 1a metionina y del dcido fdlico estdn profundamente relacionados en Ja ruta metabdlica
denominada de transmetilacidn-transulfuracién {(STIPANUK, M. H., 1986) y existen datos
bibliogrificos, aunque no definitivos, de la interaccién del 4cido acetilsalicilico con los
niveles de dcido fdlico en el organismo (LAWRENCE, V.A. y col. 1984; HOPPNER, K. y
LAMPI, B. 1986). La mayor parte de estos estudios se han realizado en humanos y estdn
enfocados exclusivamente a niveles séricos de folatos siendo escasa la bibliografia en relacion
con los niveles de folatos en otros tejidos, como el higado. Por lo tanto, entre los parametros
que hemos determinado se encuentran los indicadores de la utilizacién nutritiva y metabdlica
general de los macronutrientes y los relativos al metabolismo de la metionina y los folatos.
Ademds, y debido al efecto hepatotdxico del acetaminofeno, hemos realizado un estudio
histoldgico del higado de los animales tratados con este farmaco para comprobar si esta
toxicidad varia en funcion del nivel de metionina en la dieta.

El problema de las INF se puede acentuar en aquellas personas con medicacidn
multiple, al concurrir diversas patologias, tal como ocurre frecuentemente en las personas de
edad avanzada (WELLING, P.G. 1985). La posibilidad de que se produzcan interacciones
aumenta con la administracién de dos o mds farmacos en consumo concomitante. Ademds,
si se produjese un efecto negativo de ambos xenobidticos sobre un nutriente determinado, el
resultado final podria ser aditivo solamente, pero también pudiera ser mayor que la suma de
los efectos de la interaccién de cada firmaco independientemente. En este sentido, faltan
estudios epidemiolégicos que traten el tema de las INF y también hay falta de investigacion
bdsica sobre los mecanismos por los que los firmacos y nutrientes interaccionan.

En esta Tesis, habida cuenta de que el acetaminofeno ademds de producir
hepatotoxicidad via necesidades de metionina (PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989) puede
reducir la utilizacién nutritiva del nitrégeno (VARELA-MOREIRAS, G. y col. 1991a), hemos
querido integrar otro factor negativo sobre este aprovechamiento nutritivo de la proteina. Este
factor fue la administracidn conjunta de levodopa a distintas dosis y de acetaminofeno, ya que
ambos farmacos son de primera eleccién por su gran utilidad. Esto se ha realizado en base
a la bibliografia revisada de la que hemos obtenido datos sobre la interaccion de l1a levodopa
tanto a nivel de competencia por los transportadores de membrana con los aminodcidos
(PEARCE, L. A. y WATERBURY, L.D. 1974), como a nivel del metabolismo de la levodopa
con la metionina y la S-adenosilmetionina (SURTEES, R. y HYLAND, K. 1990;
CEBARDAUM, 1.M. y SCHLEIFER, L.S. 1991) y, por tanto, con la ruta transmetilacién-
transulfuracién. A esto hay que afadir el hecho prdctico de que son muchas las personas,
fundamentalmente de edad avanzada, que padecen Parkinson y presentan un estado nutritivo
deficiente, que consumen de forma cronica analgésicos y levodopa. Esta situacion nutricional
parece estar causada, de una parte, por la enfermedad "per se” que produce un aumento del
gasto energético, y de otra, por factores sociales que llevan a una reduccién de Ja ingesta, por
las dificultades que les supone €l comprar y prepararse los alimentos. Ademds, los médicos
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recomiendan una reduccién de la ingesta proteica para maximizar la eficacia del tratamiento
(MARKUS, H.S. y col. 1993), finalmente quisimos averiguar si su malnutricién también se
debe al consumo de levodopa y si el acetaminofeno podria acentuarla.

Con todo esto, hemos intentado reproducir situaciones de tratamiento similares a las
reales, es decir, por un lado administracién de los farmacos en tratamiento crénico y por
otro, administracion combinada de levodopa/carbidopa con acetaminofeno en las proporciones
y dosificacién empleadas actualmente en terapéutica, y estudiar si en unas condiciones
nutricionales optimas los farmacos afectan al aprovechamiento nutritivo y metabdlico de la
proteina y metionina.
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2.1.- LA METIONINA COMO NUTRIENTE,

2.1.1. Caracteristicas quimicas.

La metionina es un sulfoaminodcido no polar alifdtico y neutro (LEHNINGER, A.L.
1985a; MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987). Como el resto de los aminodcidos es anfétero
{en funcién del pH del medio se puede comportar como un dcido o como una base) y posee
actividad Optica por la presencia de un C asimétrico de modo que los hidrolizados de
proteinas presentes en tejidos animales y vegetales sélo aparece €l isomero L (CHEFTEL,
J.C. y col. 1989).

FORMULA QUIMICA:

CH,-S-CH,-CH,-CH-COOH

NH,

La metionina es un aminodcido presente en las proteinas de las células del organismo
y esencial tanto para el hombre (HAUSPIE, C.S. y col. 1987) como para la rata (McCOY,
R.H. 1949), lo que implica que es imprescindible para la sintesis proteica de estos organismos
pues no pueden sintetizar el esqueleto carbonado de la metionina a partir de otros precursores
de carbono y nitrégeno (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987).

2.1.2. Absorcidn, transporte vy metabolismo,

La principal fuente de metionina para el organismo es la proteina contenida en la
dieta. Una vez ingerida la proteina actian los enzimas proteoliticos en el tracto
gastrointestinal; primero, interviene la pepsina presente en el jugo gdstrico y después, las
proteasas segregadas por el pancreas (tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasas A y B,
elastasa) y por las células de la mucosa intestinal (aminopeptidasas, dipeptidasas) (CHEFTEL,
J.C. y col. 1989). Después de este proceso de digestién proteica se obtienen como productos
finales, aminodcidos libres, o bien, péptidos pequefios que han de ser absorbidos por las
células de la mucosa intestinal (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1988).

Numerosos estudios (SCHULTZ, H.N. y CURRAN, M.C. 1970) indican que el
transporte de aminoicidos libres al interior de la mucosa implica la existencia de
transportadores que requieren gasto de energia y son especificos para los aminodcidos
neutros, acidos o bdsicos. De hecho, se conocen al menos cinco proteinas de transporte
distintas situadas en la membrana del enterocito a las que se unen los aminodcidos y son
arrastrados hacia el interior mediante transporte activo (GUYTON, A.C. 1992). Estos
mecanismos de absorcién tienen una afinidad mucho mayor para transportar L-esteroisémeros
de aminodcidos que D-esteroisdmeros (SHINDO, H. y col. 1977, GUYTON, A.C. 1988).

[.os aminodcidos esenciales, y por tanto la metionina, presentan menores dificultades
para su absorcién que los no esenciales (SANCHEZ BARCO, M.J. 1990), siendo dicha
velocidad de absorcion distinta para cada tipo; la metionina, junto con los aminodcidos de
cadena ramificada, son los mds rdpidamente absorbidos (LINDER, M.C. 1988a).

También se ha comprobado la absorcién de péptidos pequefios (KIM, Y.S. y
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FREEMAN, H.J. 1977}, fundamentalmente en forma de dipéptidos, por la presencia de
hidrolasas en el borde velloso y el citosol de las células mucosas; el péptido entra en la célula
y allf sufre la divisiébn a aminodcidos libres los cuales pasan a la circulacién portal en
direccién al higado. También se sabe que los dipéptidos que se absorben utilizan un
transportador especifico (LINDER, M.C. 1988a). Los mecanismos de captacion de péptidos
son diferentes a los de captacién de aminodcidos por lo que no existe competencia entre
ambos (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1988).

Estas proteinas transportadoras pueden modificar su actividad por distintos
mecanismos, as{, por ¢jemplo, una reduccién aguda de la ingesta dietética estimula la
absorcién de metionina libre pero no tiene un efecto significativo sobre el péptido metionil-
metionina (LIS, M.T y col. 1972) y el mismo efecto lo ejerce una dieta con elevado
contenido en metionina (MATTHEWS, D.M. 1975).

Los aminodcidos libres procedentes del tubo digestivo pasan a la via portal y en menor
medida a la circulacion general, donde se mezclan con otros aminodcidos procedentes de los
tejidos y se dirigen al higade (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987). Los diferentes
aminodcidos se transportan por el plasma de diferentes formas, concretamente la metionina
unida a Ia albiimina plasmdtica (LINDER, M.C. 1988a).

Los distintos tipos de mecanismos de transporte aminoacidicos celulares
(CHRISTENSEN, H.N., 1964) se caracterizan esencialmente por la estereoespecificidad que
presentan y la capacidad de saturacién mostrando afinidad por unos aminoicidos u otros en
funcion de caracteristicas quimicas como aromaticidad, peso molecular y cadena lateral
(OLDERDORF, W.H. y SZABOQO, J. 1976).

Numerosos trabajos han permitido la descripcion de gran mimero de transportadores
aminoacidicos: los pioneros en este campo fueron OXENDER, D. y CHRISTENSEN, H.N.
en 1963 que, basados en procesos de competicidn, identificaron dos sistemas de transporte
{sistema A y L) para aminoédcidos neutros en células Ehrlich tumorales de ratén. Los
aminodcidos neutros normalmente son transportados por mas de un sistema (COLLARINI,
E.J. y OXENDER, D.L. 1987). Algunos de los sistemas de transporte conocidos para
aminodcidos neutros en tejidos y células de los animales superiores son los siguientes:

- Sistemas Na* dependientes:

Sistema A: Se encuentra en una amplia variedad de células (CHRISTENSEN, H.N.
1982) y estd regulado por la disponibilidad de aminodcidos y de hormonas (COLLARINI,
E.J. y OXENDER, D.L. 1987). Lo utilizan la mayorfa de los aminoédcidos dipolares
(CHRISTENSEN, H.N. 1990) aunque transporta fundamentalmente aminodcidos de cadena
corta, polares y lineales (COLLARINI, E.J. y OXENDER, D.L. 1987). Su actividad se ve
reducida a un pH extracelular bajo (OXENDER, D.L. y CHRISTENSEN, H.N. 1963) y estd
sometido al fenémeno cinético de transinhibicién que consiste en que la presencia de substrato
intracelular reduce la velocidad de transporte de los aminodcidos (CHRISTENSEN, H.N.
1975).

Sistema ASC: También fue localizado en las células de Ehrlich y se encarga de
transportar aminodcidos de hasta 5 4tomos de carbono y prolinas (CHRISTENSEN, H.N.
1990).

Sistema N: Se encuentra en hepatocitos y esta sujeto a regulacién por la
biodisponibilidad de aminodcidos (KILBERG, M.S. y col. 1980). Su denominacién indica la
presencia de nitrégeno en la cadena, se cree exclusivo de hepatocitos puesto que no se ha
caracterizado en otros tipos de células (KILBERG, M.S, 1982).
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- Sistemas Na* independientes:

Sistema L: En el mismo trabajo de OXENDER, D.L. y CHRISTENSEN, H.N. en
1963 anteriormente mencionado localizaron y describieron este sistema transportador. Se
encuentra en una amplia variedad de células (GUIDOTTI, G.G. y col. 1978;
CHRISTENSEN, H.N. 1982). Presenta preferencia por aminodcidos apolares de cadena
ramificada (CHRISTENSEN, H.N. 1982). Su actividad transportadora se ve regulada por la
disponibilidad de aminodcidos (SHOTWELL, M.A. y col. 1982) y se cree que también por
el gradiente de protones (MITSUMOTO, Y. y col. 1986). Se ve sometido a transestimulacién
(COLLARINI, E.J. y OXENDER, D.L. 1987).

Sistema L, v 1, Fue localizado en hepatocitos de rata (WEISSBACH y col. 1982).
Para ejercer su actividad prefiere aminodcidos de cadenas apolares y ramificadas
(CHRISTENSEN, H.N., 1982). L, es un sistema de baja afinidad y elevada capacidad
opuestamente a L, (COLLARINI y OXENDER 1987). Asi, L, parece que sirve para
transportar un mayor numero de substratos que L, (WEISSBACH y col. 1982).

Los transportadores de aminodcidos neutros ejercen su accidn con: fenilalanina,
leucina, tirosina, isoleucina, metionina, triptéfano, valina, DOPA (dihidroxifenilalanina) y
cisteina (OLDERDORF, W.H. y SZABO, J. 1976). La metionina se transporta
principalmente por el sistema L y en parte por el sistema A. En los hepatocitos de rata se
transporta bifdsicamente por los sistemas L, y L, (TANIGUCHI, M. y col. 1989).

El cardcter proteico de los transportadores (WHITTAM, R. y WHEELER, K.D.
1970) se confirma en el descenso de la actividad transportadora que se observa al trabajar con
inhibidores de la sintesis proteica (GUIDOTTI, G.G. y col. 1974),

En teorfa, un aminodcido que no es transportado activamente alcanzard una
concentracion de equilibrio en el fluido intracelular igual al extracelular, sin embargo, la
mayoria de los aminodcidos tienen razones de distribucién mayores a 1. Esto puede
producirse por la sintesis intracelular de aminodcidos, que mantiene una concentracion
elevada, bien por degradacion proteica en la célula o, probablemente, la causa es que pocos
aminoécidos son transportados sélo por un sistema. OXENDER y CHRISTENSEN en 1963
sefialan que esto darfa una importancia inusual a los niveles de aminodcidos como [a
metionina que divide su actividad entre los sistemas A y L y podria as{ explicar la
sensibilidad de la rata a elevados niveles de metionina dietarios (HARPER, A.E. y col.
1970).

Cada aminoécido puede salir de la célula gracias a los mismos sistemas, aunque la
intervencién de éstos en el transporte puede ser diferente en la salida y en la entrada
(BATTISTIN, L. y col. 1972). La principal diferencia se piensa que reside en las afinidades
de.cada transportador por los aminodcidos de cada lado de la membrana, siendo mayor la Km
en un sentido (salida) que en el otro (CHRISTENSEN, H.N. y HANSLOGETEN, M.E.
1968).

PARDRIDGE, W.M. y CHOI, T.S. (1986) explican que estos sistemas de transporte
de aminodcidos neutros se encuentran en las membranas luminal y antiluminal de los capilares
cerebrales de los vertebrados y juegan un papel fundamental en el metabolismo cerebral de
aminoidcidos y vias metabdlicas relacionadas con la neurotransmision (Ej. conversion de
metionina en S-Adenosilmetionina) puesto que se establecen mecanismos de competicion entre
los aminodcidos por el sitio de unidn del transportador en la barrera hematoencefélica. Asi,
una alteracién en las concentraciones de aminodcidos plasmdticos puede aiterar el perfil
aminoacidico cerebral pues en estos transportadores de aminodcidos neutros se producen
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movimientos bidireccionales entre los compartimentos sangufneo y cerebral.

Los aminodcidos, desde la circulacién portal, pasan al higado que es el 6rgano mds
importante desde el punto de vista de transformacién quimica y (junto con el misculo) de
degradacion de exceso de aminodcidos (LINDER, M.C. 1988a). A partir del pool de
aminodcidos libres en el plasma estos se transportan también a otros destinos como muiisculo,
rifidn, pdncreas, cerebro, células epiteliales y otros tejidos periféricos (LINDER, M.C.
1988a).

Los procesos metabolicos hepdticos son muy sensibles al torrente de aminodcidos que
penetra en la viscera; asi, después de ingerir una dieta con elevado contenido proteico se
preduce una activacion de procesos sintéticos, mientras que la velocidad de sintesis se reduce
cuando disminuye el flujo de aminodcidos que entra en el higado (entre comidas, durante la
noche, etc) (LINDER, M.C. 1988a).

Las protefnas corporales se degradan continuamente en aminodcidos in situ
(catabolismo) y por consiguiente deben volver a sintetizarse en cantidades apropiadas
(anabolismo}, este "turnover” (renovacidn dindmica) es mds 0 menos rdpido en funcidén del
tejido (CHEFTEL, J.C. y col. 1989). Los aminoécidos estdn sujetos a una serie de reacciones
metabdlicas que representan una compleja serie de pasos encadenados que se muestran de
forma esquemdtica en la Figura 1. y se pueden agrupar como indicamos a continuacioén:

Anabolismo:

- Sintesis de proteinas: En el estado normal o estable la sintesis y la degradacion de
proteinas son iguales (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987).

Protefnas histicas (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987).

Proteinas plasmadticas: Cerca de un tercio de los aminodcidos que se necesitan ingerir
diariamente con la dieta se utilizan para la sintesis hepdtica de protefnas plasmdticas
(LINDER, M.C. 1988a). La sintesis de albiimina es especialmente sensible a la entrada de
aminogcidos en el higado (CLIFFORD, A.J. 1980).

Hormonas proteicas, secreciones proteicas y péptidos (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C,
1987).

- Sintesis de aminodcidos no esenciales: Se forman en el organismo a partir de
precursores como la glucosa y usando grupos aminos derivados de otros aminodcidos
(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987).

- Sintesis de compuestos nitrogenados no proteicos: Estos compuestos son bases
puricas y pirimidinicas, creatina y adrenalina, cuya degradacion conlleva la formacion de
dcido drico, creatinina y dcido vanilmandélico respectivamente (MUNRO, H.N. y CRIM,
M.C. 1987). La sintesis de dcidos nucleicos es especialmente sensible a la entrada de
aminodcidos en el higado (CLIFFORD, A.J. 1980).

- Funciones especificas de cada aminodcidos (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1937).

En el organismo, los aminodcidos se pueden encontrar de forma libre y en forma de
protefnas (LINDER, M.C. 1988a). La concentracion de aminodcidos ligados a proteinas en
los tejidos viene a ser por término medio 2M, mientras que el depdsito de aminodcidos libres
es de alrededor de 0,01M (CHRISTENSEN, H.N. 1964). Muchos trabajos realizados en
higado, misculo y plasma de ratas confirman que la concentracién de aminoécidos en los
tejidos es mayor que la del plasma (LUNN, P.G. y col. 1976).
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Flgura 1.- Caracteristicas generales del metabolismo proteico de los mamiferos
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El higado esta expuesto a grandes fluctuaciones en la concentracion de aminodcidos,
aunque tiene gran capacidad para contrarrestarla.

El pool de amino4cidos libres en plasma y en los tejidos se encuentra disponible para
la sintesis proteica, y se agota si cesa la afluencia de aminodcidos, aunque se puede decir que
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queda asegurado por la proteina ingerida y la proteina corporal catabolizada (CHEFTEL, J.C.
y col. 1989).

La mayor parte de las proteinas plasmaticas se hidrolizan en el higado. Sin embargo,
no es asi en el caso de la albimina puesto que no se puede decir que en un érgano aislado
determinado tenga lugar el metabolismo de la albimina (WALDMANN, T.A. 1977). Se
piensa que, aparte de sus funciones fisioldgicas especificas, funciona en cierta manera, como
una estructura almacenadora de aminodcidos y como vehiculo de transporte de los mismos
a tejidos periféricos para compensar las pérdidas diarias (LINDER, M.C. 1988a). El glutation
es un tripéptido que también puede considerarse como depdsito y vehiculo de aminodcidos
(LINDER, M.C. 1988a). De todas formas, la masa muscular esquelética representa la mayor
reserva proteica corporal y a partir de la cual el organismo puede tener aminodcidos en
tiempo de necesidad (LINDER, M.C. 1988a),

Catabolismo:

El catabolismo se verifica fundamentalmente a nivel intracelular concretamente en los
orgdnulos lisosomales donde actiian las catepsinas (proteasas) (CHEFTEL, J.C. y col. 1989),
Después de una comida rica en proteinas los aminodcidos llegan al higado sobre los que
actian los enzimas de degradacién constituida por transaminacion y desaminacién oxidativa.

Debido al catabolismo de las proteinas histicas los aminodcidos constituyentes de las
mismas vuelven al depdsito de aminoécidos libres pudiendo ser reutilizados (MUNRO, H.N.
y CRIM, M.C. 1987).

Los aminodcidos libres presentes en exceso pueden utilizarse como material
combustible (LINDER, M.C. 1988a) lo que conlleva la pérdida del esqueleto carbonado en
forma de CO, o queda a su disposicidn en forma de glucdgeno (aminodcidos glucogénicos)
o grasa (aminodcidos cetogénicos), mientras que €l nitrogeno es eliminado en forma de urea
(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987) y el dtomo de azufre se excreta como i6n sulfato.

Los productos finales del metabolismo del nitrégeno (urea, amoniaco, 4cido drico y
creatinina) se excretan por la orina (LINDER, M.C. [988a), mientras que las sustancias de
la dieta que no llegan a absorberse o las proteinas secretadas a la luz intestinal son eliminadas
por las heces. Por otro lado, algunas sustancias nitrogenadas se eliminan por la piel, tanto en
forma de nitrégeno soluble como en células epiteliales descamadas. Por dltimo existen algunas
vias menores de eliminacidn de nitrégeno como secrecion nasal, caida del cabello, entre otras
(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987). También pequefias cantidades de aminodcidos se
pierden diariamente via urinaria (LINDER, M.C. 1988a).

2.1.3. Necesidades e ingestas recomendadas.

En las ratas, segiin el dato que nos indica MUNRO, H.N. (1970), los requerimientos
diarios de metionina son 350 umoles por 100 g de peso corporal, y el NATIONAL
RESEARCH CQUNCIL de EEUU (1978) indica que los requerimientos de sulfoaminodcidos
totales son el 0,6% de 1a dieta ingerida de los cuales el 50% debe ser metionina.

Las necesidades de aminodcidos esenciales se basan fundamentalmente en estudios
sobre balance de nitrégeno, y es de destacar que en los trabajos publicados a partir de este
método aparecen importantes variaciones incluso dentro de un mismo estudio (MUNRO,
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H.N. y CRIM, M.C. 1987), lo que hace dificil establecer los requerimientos minimos de
metionina para el mantenimiento del balance de nitrégeno en la poblacién (YOUNG, V.R.
y col. 1991).

En las Tablas la y lb.- se muestran los datos existentes de necesidades medias de
metionina realizada a partir de varios trabajos de investigacion y de las revisiones de
MUNRO, H.N. (1972) y del NATIONAL RESEARCH COUNCIL (1991).

Tabla 1a.- Necesidades medias de metionina en mg por Kg de peso corporal y por dia
en seres humanos de diferente edad y sexo MUNRO, H.N. (1972).

Metionina Necesidad media
Edad Autor mg/Kg por dia
Lactante HOLT y SNYDERMAN (1967) 50
Ninos 10-12 afios NAKAGAWA vy col. (1964) 27
Varon adulto MUNRO (1972) 14
Varon adulto INOUE y col. (1983) 11
Mujer adulta HEGSTED (1963) 13

Tabla 1b.- Necesidades medias de metionina + cisteina en mg por Kg de peso corporal
y por dia en seres humanos de diferente edad NATIONAL RESEARCH COUNCIL
(1991).

Metionina + Cisteina Necesidad media
Edad mg/Kg por dia
Lactantes 58
Nifos (~2 afios) 27
Ninos (~ 10 afios) 22
I Adultos 13

En 1985 la FAO/WHOQO/UNU propuso que 13 mg de metionina por Kg y dia son los
requerimientos mdximos para mantener durante largo tiempo un adecuado estatus nutricional
proteico en hombres adultos jévenes y sanos. YOUNG, V.R. y sus colaboradores (1991) se
cuestionaron este dato puesto que los aminodcidos sulfurados pueden ser limitantes en algunas
dietas (FAO/WHO/UNU, 1985) y realizaron un trabajo en el que por los resuitados obtenidos
concluyen en que probablemente los requerimientos de metionina sean superiores de los
recomendados por FAO/WHO/UNU en 1985.

Expresados por Kg de peso, los requerimientos de proteina y de cada aminodcido
esencial decrecen progresivamente conforme aumenta Ia edad. Sin embargo, este descenso
en mucho mas acusado en el caso de los aminodcidos esenciales que en el de las proteinas
totales. De modo que la proporcion de las necesidades proteicas representadas por los
aminodcidos esenciales desciende desde el 43% en los lactantes al 36% en nifios mayores y
al 19 6 20% en adultos (MUNRQ, H.N. y CRIM, M.C. 1988). La ingesta proteica debe
cubrir las necesidades requeridas para el equilibrio de nitrégeno y para el crecimiento
(FAO/WHO/UNU, 1985). El descenso de los requerimientos de proteina para el crecimiento,
que se hace cero en el aduito, excepto en el embarazo y la lactancia, es el responsable de la
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reduccién del requerimiento proteico con la edad, ya que el componente mantenimiento
disminuye solo ligeramente en aquella (MILLWARD, D.J. y RIVERS, I.P. 1988),

Conviene sefialar que debido a la existencia de sistemas enzimdticos y rutas
metabdlicas especificas gran parte de los requerimientos de metionina pueden sustituirse por
cistefna o cistina (LINDER, M.C. 1988a). Por otro lado, las necesidades de aminodcidos
azufrados estdn influenciadas no sélo por las cantidades de metionina, cisteina ingeridas sino
también por las de colina y sulfato inorgdnico: as{ MICHELS, F.G. y SMITH, J.T. (1965)
advierten que las necesidades de aminodcidos azufrados en las ratas jévenes pueden verse
incrementadas si no se aporta suficiente sulfato inorgdnico.

El nivel de metionina en la dieta es de gran importancia pues tanto el déficit como el
exceso dan lugar a procesos patoldgicos. El exceso de metionina presenta toxicidad que se
manifiesta principalmente en un efecto depresor del crecimiento (EDMONDS, M.S. y
BAKER, D.H. 1987). En cuanto a las consecuencias del déficit se tratardn ampliamente en
el apartado 3.
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2.2.- ALGUNAS FUNCIONES DE LA METIONINA EN_EL METABOLISMO
CELULAR.

2.2.1. Ruta de transmetilacién-transulfuracidn.

) Una vez en el interior celular, ademds de la sintesis de proteina y de la produccién
de energfa, la metionina tiene las siguientes funciones: es donador de grupos metilo en
muchos procesos sintéticos (MUDD, S.H. y POOLE, J.R. 1975), es precursora de cisteina
(LINDER, M.C. 1588a) y ademds, es ¢l aminodcido iniciador de la sintesis de proteina que
responde al coddn de iniciacion AUG del ARN mensajero (LEHNINGER, A.L. 1985b).

La degradacion de la metionina en la rata se verifica en el higado (MUNRO, H.N.
y CRIM, M.C. 1987), aunque se cree que otros tejidos también pueden tener un papel
significativo en el metabolismo de la metionina, aunque exactamente el papel que desempenan
los distintos tejidos en este metabolismo in vive no esta bien establecido (STIPANUK, M. H.
1986).

El primer paso en esta ruta metabdlica de la metionina es la formaciéon de un
compuesto con un grupo metil-sulfonio de alta energia llamado S-adenosilmetionina (SAM)
(Figura 2) (LEHNINGER, A.L. 1985c). El enzima metil-adenosil-transferasa cataliza la
formacién de SAM por transferencia de un grupo adenosil del trifosfato de adenosina (ATP)
al &tomo de azufre de la metionina. En el higado de la rata se han identificado tres isoenzimas
(I, I y III) de la metil-adenosil-transferasa (SULLIVAN, D.M. y HOFFMAN, J.L. 1983).
Este primer paso es comun en las dos rutas metabdlicas de la metionina, la transmetilacién-
transulfuracion y la sintesis de poliaminas, y la SAM es el donador de metilos en las
reacciones de transmetilacion y el donador de aminopropiios en la sintesis de poliaminas
(STIPANUK, M.H. 1986). Por tanto, la metionina es el principal nutriente envuelto en los
procesos de metilacién.

Mediante la ruta de transmetilacion-transulfuracion mostrada en la Figura 2, después
de la formacién de SAM, ésta dona un grupo metilo a 4tomos de nitrégeno, oxigeno y azufre
de elevado mimero de biocompuestos gracias a la metiltransferasa correspondiente y se forma
como coproducto de transmetilacion S-adenosilhomocisteina (SAH) (STIPANUK, M.H.
1986). La SAH por hidrdlisis y la accion de la adenosilhomocisteinasa libera adenosina y pasa
a homocisteina (LEHNINGER, A.L. 1985c). La homocisteina puede ser remetilada a
metionina, paso en el que intervienen el metiltetrahidrofolato (Metil-H,F) y la betaina y se
forman respectivamente tetrahidrofolato (H,F) y dimetilglicina (STIPANUK, M.H. 1986),
o bien, condensada con serina por la accion catalitica de la cistationina-3-sintasa para formar
cistationina, este compuesto con la cistationina-vy-liasa libera cisteina, amoniaco y «-
oxobutirato (LEHNINGER, A.L. 1985c). Esta via metabdlica puede continuar hacia la
formacion de succinil-CoA o ruta del succinato constituyendo la degradacion oxidativa de la
metionina.

Esta ruta metabdlica se lleva a cabo en el higado, intestino, pancreas, rindn, tejido
adiposo y cerebro (FINKELSTEIN, J.D. 1989), aunque es en el higado donde mds se ha
estudiado ya que en €l se encuentran todos los enzimas implicados.

La metionina ademds de este proceso sigue otras vias de metabolizacién como la ruta
de transaminacién y fue BENEVENGA, N.J. 1984 quien propuso que la metionina era
metabolizada por un via alternativa que conlleva su transaminacién como primer paso a «-
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Figura 2.- Ruta de la transmetilacién - transuifuracién

Aceptor de Metilo

| Di S-Adenosil-L-Metionina Producto
PPLPi metilado
Melil transferasa
H20 Metil adenosil
transferasa

ATP

S-Adenosil-Homocisteina

Metionina
N Dimetlglicina
Adenil homocistelinasa H.O
Metil tranferasa 2
H4F Betaina
Meti tranforasa Homocisteina Adenosina
Metil-H ,F Serina
Cistationin-g-sintasa
H,O
Cistationina

. Clstationina-y-llasa
o-cetobutirato + NH

Cisteina

ceto-y-metiolbutirato que es una ruta independiente de la formacién de SAM y cuyo papel aiin
no esta bien establecido,

Ademds se conoce otra ruta de metabolizacion de la metionina llamada ruta de las
poliaminas. Esta via metabdlica conlleva la descarboxilacién de la SAM por la SAM
decarboxilasa para formar SAM decarboxilada que reacciona con la putrescina, compuesto
que esta formado a partir de la ornitina por la acciéon de la ornitina decarboxilasa
(STIPANUK, M.H. 1986).

Ea reaccion da lugar a la formacién de espermidina y espermina por la transferencia
catalitica del grupo aminopropilo por la espermidina sintasa y espermina sintasa
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respectivamente desde la SAM
decarboxilada a la putrescina (PEGG,
A.E. y col. 1981). Se libera asi 5’-
metiltioadenosina cuyo grupo metilo y
suifuro se puede reincorporar a la
metionina y la adenina a los
adeninnucleotidos (SCHLENK, F.
1983). La ruta de las poliaminas se
muestra en la Figura 3.

Esta ruta es importante para la
sintesis de espermina y espermidina y
posiblemente de otros metiltio-
compuestos. La importancia de estos
compuestos en la fisiologia celular ain
no esta bien establecida pero se sabe
que son esenciales para el crecimiento
normal de la célula (TABOR, C.W.y
TABOR, H. 1984).

Se puede decir que el
catabolismo del grupo metilo y del
dtomo de azufre de la metionina
parece depender de la ruta de
transmetilacidn-transulfuracidn, yaque
la 5’-metiltioadenosina es
eficientemente reciclada a metionina.

2.2.1.1. Acido félico.

Figura 3.- Ruta de las poliaminas.

S-Adenosilmetionina

Cetodcido

Aminocdcido

aceto-y-metiolbutirato

ﬂ

C\ descarboxilada

S-Adenosiimetionina

5-Metiltioribosa- Putrescina o
1-fosfato Espermidina
Espermidina
Adenina o Espermina

5-Metiltioadenosina

STIPANUK, M.H. (1986)

El 4cido félico (del latin folium, hoja), se encontré primeramente en las hojas de
espinaca y estd principalmente distribuido en los vegetales de hoja verde (LEHNINGER, A L.

Figura 4. Estructura quimica del acido félico.

1985d). Este compuesto es
una vitamina hidrosoluble

B-metilpteridina

Acido pteroico

OH y la estructura base de un
. N — rupo micronutrien

erA\ AN cH-NH —~{ ,—CO— NH—CH~CH; CH,— COOH 5ripo de entes

1 ; ’ i \ 2 organicos cuyo nombre
ek COOH 31

HN ONT N genérico  es folat(_),

L 1 L folacina o &cido pteroil-

2-Amino-4-Hidroxi- Addbg p-almino- Acido glutmico glutdimico (GREGORY

NZolco

111, J.F. 1989).

Tanto el A4cido
folico como los distintos
folatos presentan una

Aclido pteroilgiutamico (dcido félico)

estructura quimica que
esta formada por tres
sillares  caracteristicos

(Figura, 4):
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1) una pteridina sustituida, que en el 4cido fdlico corresponde a la 6-metilpterina
2) 4cido p-aminobenzoico 0 PABA
3) 4cido glutdmico

La pterina aromadtica se encuentra unida al dcido p-aminobenzoico por un enlace C9-
N10 y al 4cido glutdmico mediante un enlace amido que forman en su unién (GREGORY III,
J.F. 1989).

La mayor parte del 4cido f6lico se encuentra en los alimentos unido a una estructura
polimérica de 4cido glutdmico. En el proceso de absorcién intestinal en la membrana con
borde en cepillo del enterocito, el polimero de dcido glutdmico debe romperse en unidades
de monoglutamato, por la accién de la glutamilcarboxipeptidasa presente en el jugo intestinal
(LINDER, M.C. 1988b). La vitamina se absorbe en el yeyuno por transporte activo, proceso
pH dependiente (ROSE, R.C. y col. 1978; ROSENBERG, 1.H. 1976, 1981; ROSENBERG,
L.H. y col., 1979; HALSTED, C.H. 1980; SELHUB, J. y col., 1983). Ademas, existe un
segundo mecanismo de absorcion por difusién pasiva (STRUM, 1981; SELHUB vy col.,
1983).

Previamente a la entrada del 4cido félico en la sangre portal se transforma, en las
células de la mucosa, en derivados reducidos, metilados o formilados (PERRY, J. y
CHANARIN, I. 1973; STRUM, W.B. 1979; SELHUB, J. y col. 1973, 1983). Parte del
folato absorbido se transporta en la sangre unido a proteinas plasmdticas; y cerca del 50% del
folato total del organismo se encuentra almacenado en higado en forma de poliglutamatos
(LINDER, M.C. 1988b).

El folato estd ampliamente distribuido en el organismo, tanto en los fluidos intra como
extracelulares. Las mayores concentraciones de dcido félico se encuentran en el higado pero
también en el rifién y en las células del sistema hematopoyético incluyendo eritrocitos y
leucocitos. HERBERT, V. y ZALUSKY, R. (1961) encontraron que €l contenido en folato
del liquido cerebroespinal es tan alto como el del suero. También se sabe que existe un
intercambio continuo de folato entre los fluidos y las células de los tejidos.

El poliglutamato se encuentra en el higado en forma de metiltetrahidrofolato y se
libera rdpidamente a los tejidos periféricos mediante el ciclo enterohepdtico. Se ha demostrado
en ratas que los folatos se excretan en la bilis por el higado y experimenta posterior
reabsorcién. El higado ejerce un efecto regulador para mantener la homeostasis del folato
(STEINBERG, S.E. 1984). La excrecidn se lleva a cabo por via biliar y también por via
urinaria, sin que la vitamina experimente reacciones catabdlicas {0 en muy poca extension)
(LINDER, M.C. 1988b).

El 4cido fdlico se convierte, por reduccién en dos etapas en su forma de coenzima,
en el dcido tetrahidrofélico (H,F). El H4F actiia como transportador intermediario de grupos
hidroximetilo, formilo o metilo, en gran nimero de reacciones enzimdticas en la que tales
grupos se transfieren desde un metabolito a otro o son interconvertidos (LEHNINGER, A.L.
1985d) de modo que la funcién primaria del dcido félico es su intervencién en el metabolismo
monocarbonado.

Los tetrahidrofolatos son las formas coenzimaticamente activas de la vitamina y es
preciso que el dcido fdlico se encuentre en esta forma para que pueda llevar a cabo su funcion
(LINDER, M.C. 1988b) en la siguientes reacciones:

a) Reaccidn de formacidn de timidilato, que determina o limita la velocidad de sintesis
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de ADN
b) Reacciones de biosintesis de purinas y
¢} Reacciones de biosintesis de proteinas.

El conjunto de formas coenzimdticas del dcido folico se obtienen por una serie de
variables estructurales como son:

- La pteridina puede existir en tres estados de oxidacién: en forma oxidada
(aromdtica), en forma reducida como 7,8-dihidro (H,folato) y como 5,6,7,8-tetrahidrofolato
(H,folato).

- Los sustituyentes monocarbonados pueden encontrarse en las posiciones N-5 6 N-10
O en ambas. Estos grupos monocarbonados también pueden diferir en su estado de oxidacién
dando lugar a un gran nimero de derivados: 35,10-metilen-H,folato, 5-metil-H,folato, 5-
formil-H,folato, 10-formil-H,folato, 5,10-metenil-H,folato y 5-formimino-H,folato
(GREGORY 111, J.F. 1989).

- El 4cido félico se encuentra unido por el grupo gamma-carboxilo del dcido glutdmico
a restos de 4cido glutdmico unidos entre si mediante enlaces peptidicos y en un rango de
cinco a siete restos en condiciones normales (LEHNINGER, A.L. 1985d) e incluso mds en
diversas situaciones (Ej. deficiencia dietaria de folatos) tal como demostraron VARELA-
MOREIRAS, G. y SELHUB, J. (1992).

Para evitar que el

acido fdlico quede inactivo Homocisteina  Metionina

en forma de metil-H,F, la \312/
homocisteina se trans- .

forma por metilacidn 5 - Metil- H4F H4F

(reaccion que requiere NADP

vitamina B,,), en Serina
.. . FAD

metionina como indica el

esquema, de modo, que la

redccion permite regenerar FADH,

el H,F que se utilizard en NADPH Glicina
la sintesis de ADN y otras .

biomoléculas (LINDER, 9,10 - Metilen-H ,F

M.C. 1988b).

El &cido félico es
de vital importancia para el organismo pues su deficiencia en los mamiferos puede provocar
una disminucidn del crecimiento y la aparicién de determinadas formas de anemia
(LEHNINGER, A.L. 1585d).

Los tejidos con mayor indice de proliferacién celular como la médula ésea (6rgano
hematopoyético por excelencia) son los mds severamente afectados por la deficiencia de H,F;
en ausencia de suficiente cantidad de vitamina B,, la sintesis de ADN (necesaria para una
normal hematopoyesis) se reducird por la escasa biodisponibilidad de timidilato;
consecuentemente, en la médula 6sea se forman células sanguineas megalobldsticas, que
tienen suficiente material citoplasmico pero insuficiente material genético para dividirse
adecuadamente. En situaciones deficitarias de dcido félico aparece un cuadro similar, pues
también esta inhibida la replicacién del ADN: tanto por la reduccién de la sintesis de
timidilato (al faltar metilen-H,F), como por la de purinas (al faltar de formil-H,F). Asimismo,
un exceso de glicina y metionina en la dieta reduce también la biodisponibilidad de metilen-
H,F, bloqueando el curso normal de las reacciones que convierten homocisteina en metionina,
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y serina en glicina (LINDER, M.C. 1588b).

La deficiencia de folato también puede provocar alteraciones neuroldgicas y
psiquidtricas, que se caracterizan porque generalmente aparecen asociadas a otros factores
causales (RUNCIE, J. 1979). Los sintomas en los procesos depresivos pueden verse
agravados por una deficiencia secundaria de folato (REYNOLDS, E.H. 1976) provocando un
circulo ."vicioso" de sintomatologia: depresién, dieta pobre, deficiencia de folato,
agravamiento de la depresion.

Los requerimientos diarios minimos de 4cido félico estdin muy relacionados con el
crecimiento corporal y con la capacidad de la vitamina para ser absorbida; se situan,
aproximadamente, cerca de los 50 pg/dia. Sin embargo la FAQ/WHO ha establecido unas
Recomendaciones Dietéticas {RD) del orden de 200 pg/dia para los varones y 180 ug/dia para
las mujeres, suponiendo un 50% de eficacia en el proceso de absorcidn de 4cido fdlico,
aunque la verdadera biodisponibilidad del dcido félico se desconoce (LINDER, M.C. 1988b,
NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1991).

El estado nutricional de un individuo para una vitamina es funcién de varios procesos.
Con respecto al folato, hay diversos factores que afectan a su biodispenibilidad: la absorcion
intestinal, incluyendo las variables dietéticas y fisioldgicas, asi como los factores intrinsecos
que afectan al metabolismo y la excrecidn de la vitamina (GREGORY III, I.F. 1989). Los
requerimientos de dcido félico se van a ver incrementados en distintas situaciones fisiolégicas
(edad, gestacidn, lactancia) y patolégicas (enfermedad crénicas) ademds de otros factores
como interaccién con xenobiéticos, y factores socioeconémicos (BAILEY, L.B. y CERDA,
J.J. 1988).

2.2.1.2. S-Adenosilmetionina (SAM) y S-Adenosilhomocisteina (SAH).

.

En el trans-
curso del metabolis- | Figura 5.- Ruta desde la metionina hasta la homocisteina.

mo de la metionina,
ésta pierde el metilo

del 4dtomo de azufre | CH3-S- CHchz?HCOOH HS - CH,CH, CHCOOH
para transf(?rmarse o NH » llﬂH

en homocisteina, Metionina Homocisteina 2
este es el llamz;do ATP+H.0

proceso e adenosi-transerase - Adonosi
transulfuracién, | P'*PP clstoinasa denosina
Para ello, primero la H,O0
metionina se metiitransferasa

convierte en su CH 3-§-CH CH_CHCOOH S-CHacHchCOOH
forma activada que | 2" 2 I(. S l 1
Adenosina NH

es la S-Adenosil-L- Adencsina  NH, R R-CH, 2

metionina  (SAM) S-Adenosil-metionina (SAM) $-Adenosil-homocisteina (SAH)
segin la reaccidn
descrita por primera L
vez por CANTONI, .

G.L. en 1950 indicada en la Figura. 5., y posteriormente, después de ceder el grupo metilo,
se libera como producto de desmetilacién la S-Adenosilhomocisteina (SAH) (LEHNINGER,
A.L., 1985c¢), proceso llamado transmetilacion. Como ya indicamos, anteriormente también
es ¢l iniciador de la sintesis de poliaminas.
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La SAM es una molécula fisiologica que se encuentra presente en todos los mamiferos
y ampliamente distribuida en sus tejidos (GALIANA, A, 1987) y fue aislada por primera vez
por CANTONI, G.L. y col. en 1953. La tasa de produccién de SAM en higado de rata es
extremadamente rdpida: asi, en trabajos realizados con administracién de metionina marcada
se detecté SAM marcada en menos de cinco minutos y su vida media fue del orden de diez
minutos. Sin embargo, en el cerebro de la rata la produccion y el consumo de SAM es mds
lenta que en el higado y esto se debe a la menor actividad de la metionin-adenosil transferasa
cerebral. Las concentraciones normales de SAM en higado y cerebro de rata son
respectivamente 29 y 11 ug/g de 6rgano (BALDESSARINI, R.J. 1975).

La biodisponibilidad de la SAM puede ser incrementada por un aumento de la entrada
de metionina y su utilizacién también aumenta si se incrementa la biodisponibilidad de los
aceptores metilo (BALDESSARINI, R.J. 1975). Ademas, la administracién sistémica de
metionina en ratas produce un gran aumento de la concentracion de SAM en higado y tejidos
periféricos y un pequefio incremento en cerebro (BALDESSARINI, 1966, RUBIN vy col.
1974, SCHATZ y SELLINGER, 1875), efecto que también se ha encontrado en conejos
(SALVATORE y col. 1971). Por lo tanto, parece que la produccion de SAM en el higado
depende de la biodisponibilidad de su precursor la metionina (BALDESSARINI, R.J. 1975).

La importancia metabdlica de la SAM se basa en que, ademds de jugar un importante
papel en la sintesis y catabolismo de las catecolaminas, es €l donador de metilos esencial en
mds de 400 reacciones bioldgicas conocidas, y entre los aceptores de estos grupos metilo se
encuentran el guanidinoacetato, neurotransmisores, icidos nucleicos, drogas, fosfolipidos y
hormonas (STIPANUK, M.H. 1986; GALIANA, A. 1987). Existen procesos celulares que
implican transmetilacion tan importantes como la biosintesis de fosfolipidos fundamental para
el mantenimiento de la fluidez y los procesos de membrana (SCHACHTER, D. 1984). La
especificidad de la metilacion depende la naturaleza de la metiltransferasa que catalice la
reaccién (WILLIAMS, R.T. 1978). Las numerosas formas de transmetilacion incluyen segtin
WILLIAMS, R.T. (1978):

- metilacidon de N en aminas primarias, secundarias y terciarias y N terciario en N-
heterociclos

- metilacién de grupos OH particularmente en catecoles

- metilacién de S en compuestos con grupos -SH

ILa SAH es un aminodcido presente en el organismo que no forma parte de las
proteinas (LEHNINGER, A.L. 1985a), y ha demostrado ser de gran interés bioquimico por
tratarse de un neurotransmisor (GALIANA, A. 1987).

La concentracién celular de SAH o la relacion de SAM a SAH puede servir como un
feedback regulador de las reacciones bioldgicas de metilacién, de modo que la mayoria de
las metiltransferasas que utiliza ila SAM son inhibidas por la SAH (STIPANUK, M.H. 1986).
Esto es asi, pues la mayorfa de las metiltransferasas tienen una similar afinidad para SAM
y SAH y dada la gran importancia de la transmetilacién es necesario mantener una relacién
SAM/SAH dentro de una limites muy estrictos (CORRALES IZQUIERDO, F. 1992).

La SAM se utiliza en el tratamiento de hepatopatias crénicas pues se ha visto que los
niveles hepdticos de SAM disminuyen drasticamente después de la administracion de
tetracloruro de carbono, y que aumentan a valores normales con administracion de SAM
exdgena. Asi, en los iltimos afios se han llevado a cabo numerosos trabajos para determinar
el papel terapéutico de la SAM frente a enfermedades o como protector frente a drogas.
Como hepatoprotector es virtualmente atdxica y la DL 50 i.v. es superior a 2 g/Kg de rata
(GALIANA, A. 1987).
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2.2.2. Sintesis y niveles celulares de glutation.

Los experimentos
en higado de rata Figura 6.- Sintesis de giutation (GSH).
realizados por BLOCH,K.,
y ANKER, H.S. (1947) y
BRAUNSTEIN, A.E. y

col. (1948) demostraron la (1) ATP  ADP+Pi
sintesis de glutation desde E i‘
sus tres aminodcidos cons- L-Glutamato + L-cisteina L-y-glutamil-L-cisteina

tituyentes. Los enzimas
que catalizan la sintesis de

glutation son - ATP  ADP+Pi
glutamilcistein sintetasa y 2
da  glutation  sintetasa TGl L-GsteIna F lIcnE glutation

(MEISTER, A. 1989a).
La sintesis se verifica en
dos pasos {1) y (2) donde
la reaccion limitante es la primera por inhibicién "feedback” del glutation CHRISTENSEN,
H.N. (1990).

Este glutation asf
3 obtenido se le denomina
Glutation disulfuro + NADPH +H® ——= 2 glutation + NADP* glutation reducido (GSH)
y en €l organismo, debido
a su funcién, puede
“ oxidarse forméndose
HO +2GHS —— GSSG + 2 H,0, glutation oxidado que
presenta un grupo
disulfuro (GSSG) 4)X5)
- (KOSOWER, E.M. 1989).
ROOH +2 GSH ~————=— GSSG +ROH + H,0 La reduccion de
GSSG a GSH se realiza
enzimdticamente por la
glutation disulfuro
reductasa (MEISTER, A.
1989a) y se encarga de mantener un nivel elevado de GSH celular (3). El rango de
concentracién celular de GSH se encuentra entre 0,1 y 10 mM (KOSOWER, E.M. 1989} y
supone €l 99,5% de glutation total (GSH + GSSG) (MEISTER, A. 1989a).

Por tanto, el glutation puede considerarse como un componente celular esencial puesto
que una prolongada alteracidn del mantenimiento de su concentracidn celular adecuada pone
en peligro la supervivencia de la célula (KOSOWER, E.M. 1989).

El movimiento de glutation se verifica principalmente desde el elevado nimero de
células de origen, especialmente hepdticas, hacia el rifién donde el péptido es degradado y sus
amino4cidos reutilizados CHRISTENSEN, H.N. (1990).

El glutation es un biocompuesto con propiedades multifuncionales y realiza papeles
vitales en células de todos los estados evolucionados (DOUGLAS, K.T. 1989), y es el
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principal responsable del mantenimiento del estado de oxido-reduccién de las células
(CORRALES IZQUIERDO, F. 1992). Asi, el glutation reducido participa en varios tipos de
reacciones enzimdticas como coenzima, cOmo cosubstrato, o como parte de la arquitectura
molecular del substrato. Es una molécula crucial en diversidad de procesos como
detoxificacidén de xenobidticos, eliminacién de peréxido de hidrégeno, perdxidos orginicos
y radicales libres y posiblemente transporte de aminodcidos a través de membranas
(DOUGLAS, K.T. 1989). Se encuentra incluido en los procesos inflamatorios por contribuir
en la estructura del leucotrieno, y en las respuestas hormonales. El glutation disulfuro es
substrato de la glutation reductasa e interviene en la regulacién de la via de la hexosa
monofosfato y de la fosforilacion oxidativa.

Muchas reacciones importantes de conjugacidn en el metabolismo de compuestos
endogenos y de fdrmacos requieren sulfocofactores tales como sulfaro activo (PAPS:
3’—fosfoadenosil—5"—fosfosulfato), glutation, o taurina (GLAZENBURG, E.J. y col.
1983). La cisteina presenta un papel central en el metabolismo de drogas como precursor de
estos compuestos (SINGER, T.P. 1975) y la metionina por ser precursora de la cisteina. Las
reacciones de detoxificacion consumen glutation hepdtico lo que conduce a un estimulacidn
compensatoria de su sintesis (LAUTERBURG, B.H. y col. 1980).

El nivel de glutation celular depende de la biodisponibilidad de sus aminodcidos
componentes y siendo la cisteina es el aminodcido limitante mds frecuente (MEISTER, A.
1989b). En trabajos realizados con hepatocitos cultivados se demuestra que la velocidad de
transporte al interior intracelular de la cisteina dobla a la de la metionina. Por tanto, si sélo
se considera este dato, la cisteina parece ser la principal fuente de glutation (TANIGUCHI,
M. y col. 1989). Aln asi, la concentracion de cisteina en el medio es demasiado baja para
detectarse y, por tanto, es la metionina el sulfoaminodcido mds efectivo para mantener el
nivel intracelular de glutation puesto que, aunque la velocidad de transporte es baja, sirve
como precursor de glutation al convertirse, como se indica en la Figura 2, rdpidamente a
cisteina via transulfuracién (TANIGUCHI, M. y col. 1989).

Ciertos aminodcidos y dipéptidos estimulan el turnover de glutation hepdtico, de
hecho, estudios in vive demuestran el efecto estimulador directo de la metionina sobre el flujo
de glutation hepdtico, y aunque deben estar incluidos varios mecanismos en la regulacién del
flujo de glutation no esta muy clara cual es la sefial responsable del incremento de este flujo
en presencia de metionina (LAUTERBURG, B.H. y SMITH, C.V. 1986).

2.2.1.1. Glutation y detoxificacién de firmacos.

La mayoria de las drogas, xenobidticos y moléculas enddgenas son convertidas
metabolicamente a especies mds polares para facilitar su excrecion. La transformacién
metabdlica generalmente se realiza en dos pasos: primero se produce la activacion metabdlica
del compuesto a un reactivo intermedio y como segunda fase se produce la desactivacion del
mismo con una sustancia polar (como el glutation reducido) para formar un producto de
eliminacidn. El producto intermedio activado puede ser un problema potencial si es capaz de
reaccionar con moléculas celulares criticas que alteren la estructura y funcion celular de
forma que no sea compatible con la viabilidad de la célula (SMITH, C.V. y MITCHELL,
J.R. 1989).

La naturaleza quimica de los compuestos o los reactivos intermedios que pueden
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reaccionar con glutation (GSH) se pueden clasificar segtin SMITH, C.V. y MITCHELL, J.R.
(1989) en:

Electréfilos fuertes o no substratos de la GSH-S-transferasa: Ej. furosemida.
Electréfilos débiles o substratos de la GSH-S-transferasa: Ej. acetaminofeno.
Radicales libres orgdnicos: Ej. tetracloruro de carbono.

Generadores de especies oxigeno-reactivas: Ej. nitrofurantoina.

El glutation se caracteriza por su actividad antioxidante que se debe a la capacidad
reductora de su grupo mds reactivo, €l grupo tiélico de su cisteina que se encarga de proteger
de la oxidacidn a grupos -SH esenciales de las proteinas y como resultado aparece la forma
oxidada (GSSG), cuyo puente disulfuro es altamente t6xico para la célula (BARJA DE
QUIROGA, G. 1991). El grupo tiélico actia como donador de electrones y, por tanto, como
un-nucledfilo que elimina radicales libres.

La adicién nucledfila y las reacciones de sustitucién conducen a la formacidén de
conjugados de glutation que por sucesivas degradaciones se transforman en productos de
excrecion como dcidos mercaptiricos, tioglucurénidos y metiltio, metilsulfinil y metilsulfonil
derivados (MANNERVIK, B. y col. 1989).

Por tanto, el glutation es un importante agente conjugante cuyo mayoritario producto
final son los &cidos mercaptiricos y cuya sintesis se indica en la Figura 7.

Figura 7.- Sintesis de dcidos mercapturicos.

Glutation-S-transferasa

__ GLICINA
XH + GSH XSG o X- CISTEINA
N GLUTAMICO
X - CISTEINA - ACETIL
0

COOH GLUTAMICO

X-SCH.CH
2" . NHCOCH

X - CISTEINA - GLICINA

ACETILACION /\
GLICINA

X - CISTEINA

XH = Compuesto o metabolite activo. (WILLIAMS, R.T. , 1978)
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2.3.- INGESTA DEFICITARIA EN METIONINA.

La ingesta de aminodcidos esenciales es importante fundamentalmente para la sintesis
proteica y el crecimiento. Por tanto, la carencia total o parcial de un aminoécido esencial
puede llevar a un balance negativo de nitrégeno, pérdida de peso, alteracion del crecimiento
en nifios, deficiencias subclinicas y sintomas clinicos que varfan segin el aminodcido
deficiente (SANCHEZ BARCO, M.J., 1990).

A partir de la bibliografia revisada se puede decir que una deficiencia dietética en
metionina puede afectar negativamente a numerosos pardmetros nutricionales, bioquimicos
y fisioldégicos. De ellos, los que se encuentran dentro del marco de esta Tesis serfan los
siguientes:

* Sintesis proteica:

Cuando se ingiere una dieta deficiente en aminodcidos se produce una interrupcion de
la sintesis proteica (MEISTER, A. 1965) y, en el caso de [a metionina, esta interrupcion es
mas efectiva por el papel iniciador de {a misma que presenta la metionina (LEHNINGER,
A.L. 1985b).

Por ello, uno de los primeros efectos encontrados cuando a un animal se le administra
una dieta deficiente en metionina estd ldgicamente en relacion con la velocidad de
crecimiento, la cual es directamente dependiente de la ingesta de metionina, de modo que
ratas que ingieren una dieta deficiente en metionina crecen mds lentamente que ratas que
toman una dieta con un valor de metionina adecuado (PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989).

Durante los afios 60 y 70 se realizaron varios trabajos sobre el tema: encontramos
autores (YAMASHITA, K. y ASHIDA, K. 1969; SAID, A.K. y HEGSTED, D.M. 1970)
que indican que en animales alimentados con dietas carentes en la mayoria de los aminodcidos
esenciales se produce una reduccion del peso corporal menor que la producida en animales
alimentados con dietas carentes de proteina, y explican el proceso como la presencia de
mecanismos bioquimicos desconocidos que inducen cambios adaptativos los cuales van a
permitir la conservacién de los aminodcidos esenciales cuando se ingieren en poca cantidad.
En otros trabajos (SAID, A.K. y col. 1974) la reduccién del peso corporal es
aproximadamente del mismo nivel tanto en ratas alimentadas con ausencia de protefna como
en otras alimentadas con carencia de metionina.

Légicamente, una disminucion en la ingesta de sulfoaminodcidos es de esperar que
afecte a los procesos anabdlicos resultando asi una disminucién del peso corporal de ratas
(SAID, A.K. y col. 1974; GLAZENBURG, E.J. y col. 1983; JABLONSKI, E. y
RAFALSKI, H. 1984; SANCHEZ BARCO, M.J., 1990). En 1974 ZAMENHOF, S. y col.
administraron a ratas gestantes una dieta deficiente en metionina y el peso tanto de las madres
como de los neonatos fueron significativamente menores que el de los alimentados con dietas
completas. Esta reduccidn del crecimiento se ha apreciado también en otros animales de
experimentacién como en las codornices japonesas (SHIM, K.F. y LEE, T.K. 1988) y en
pollos (SAUNDERSON, L. y MACKINLAY, J. 1990).

La administracion de dietas carentes de un aminodcido esencial puede provocar
cambios en el metabolismo proteico de érganos y tejidos. Asi, en gastrocnemio de ratas que
han ingerido dietas carentes de metionina se produce un descenso de la proteina muscular
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(SIDRANSKY, H. y VERNEY, E. 1970). El crecimiento muscular se ve afectado, con una
marcada reduccidn de la tasa de la sintesis proteica muscular (MARTINEZ, J.A. y col.
1987), puesto que el miisculo, abundante en la rata y de tasa metabdlica baja, frente a una
malnutricién por deficiencia de metionina disminuye su peso mds que otros tejidos y érganos
(52% respecto al control), y esto es debido, como ya hemos dicho, al papel! iniciador de la
sintesis proteica de la metionina que hace que el resto de los aminodcidos aportados por la
dieta no pueden ser utilizados con fines sintéticos (SANCHEZ BARCO, M.J., 1990).

* Ingesta:

La ingesta voluntaria de un alimento esta influenciada por numerosos factores
(MERCER, L.P. y col. 1989). En general, los animales de experimentacion cuando ingieren
dietas desequilibradas en algiin nutriente responden, debido a la presencia de mecanismos de
adaptacién, con una supresién voluntana de la ingesta (HARPER, A.E., 1967).

OSBORNE, T.B. y MENDEL, L.B. (1516) y ROSE, W.C. (1931) fueron los
primeros en demostrar que la deficiencia de un aminodcido en la dieta provoca una reduccion
de la ingesta del alimento. Son varias las hipOtesis existentes: segin algunos autores
(HARPER, A.E. y col. 1964) esta disminucion de la ingesta puede deberse a las variaciones
del patrén normal de aminodcidos plasmaticos y, segin otros, (RUSSEK, M. 1971) a la
presencia de receptores hepdticos que monitorizan los niveles de glucosa y amonio.

Se cree que el sistema nervioso central se encuentra intrinsecamente envuelto en el
proceso de regulacién de la ingesta cuando se administran dietas desequilibradas en cuanto
a la concentracion de aminodcidos (ROGERS, Q.R. y LEUNG, M.B., 1973), pero los datos
existentes son poco concluyentes. Mientras que MELLINKOFF, S. (1957) opina que son las
modificaciones en las concentraciones plasmdticas de aminodcidos la sefial que actia sobre
el centro regulador del apetito, ROGERS, Q.R. y LEUNG, M.B. (1973) nos indican que
parece que el centro de la saciedad no esta envuelto en la regulacién de la ingesta de dietas
desequilibradas en aminodcidos. Posteriormente, HARPER, A.E. (1977) indica que en los
animales sometidos a dietas con desequilibrio en aminoécidos, y debido, seguin cree, a la
existencia de un mecanismo cerebral sensible a los cambios en las proporciones de
aminodcidos esenciales, asociado al descenso en la concentracion cerebral del aminodcido
limitante de la dieta, se produce una disminucién temporal en la ingesta. Otros datos los
aportan NODA, K. y CHIKAMORI, K. (1976) de cuyos resultados se concluye que es €l
amonio el que puede deprimir la ingesta de dietas desequilibradas en aminodacidos por accién
sobre el 4rea cortical prepiriforme.

Trabajos como el de VELU, J.G. y col. (1972) indican que la administracion de una
dieta carente de proteina en animales permite un nivel de ingesta satisfactorio si se compara
con otros alimentados con dietas deficientes en un unico aminodcido. En el trabajo realizado
por SANCHEZ BARCO, M.J. (1990) la administracién a ratas de una dieta carente de
metionina y de cisteina provocé una reduccién de la ingesta de un 50% respecto a los
controles.

MERCER, L.P. y col. en 1989 han realizado un reciente trabajo orientado a
esclarecer ¢l mecanismo regulador de la ingesta, en el que administraron a distintos lotes de
animales dietas con concentraciones progresivamente superiores de los distintos aminodcidos
esenciales, desde la deficiencia hasta un valor superior a los requerimientos nutricionales (en
el caso de la metionina desde 0,0 hasta 0,8% de concentracién en la dieta). En cuanto a los
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resultados obtenidos, se vio que la concentracion de cada aminodcido esencial cerebral se
correspondfa linealmente con la concentracién sérica del mismo para cada dieta, por lo que
concluyen que los niveles séricos estdn sujetos a saturacion cinética pero que el nivel de
saturacion no se ha visto en el cerebro debido al rango limitado de concentracion sérica. Por
otro lado, se observé que la histidina cerebral aumentaba en todas las deficiencias de
aminodcidos esenciales y que este aumento era directamente proporcional a 1a disminucién
de la ingesta. Ademads, se vio que se producia un nivel de ingesta préximo en cada limitacién
dietética de aminodcidos esenciales. Todos estos datos, junto con que la histidina es un
aminodcido precursor de neurotransmisores podria indicar que la ingesta voluntaria puede
estar correlacionada con la concentracidn cerebral de histidina, de modo que, el nivel de
histidina cerebral podria ser la sefial fisioldgica de una dieta desequilibrada y proteger al
organismo del potencial perjuicio de su ingesta.

* Balance de nitrégeno:

Segiin los datos de HEGER, J. y FRYDRICH, Z. (1985) realizados en animales de
experimentacién, la ingesta de una dieta carente de aminodcidos esenciales produce una
pérdida de nitrégeno corporal que alcanza su valor mdximo cuando se trata de aminodcidos
azufrados. Asi, parece que la pérdida de nitrégeno por la ingesta deficiente de aminoacidos
depende de la limitacion de aminoédcidos enddgenos que son importantes precursores de la
sintesis proteica de novo HEGER, J. y FRYDRICH, Z. (1985).

Tanto SAID, A.K. y HEGSTED, D.M. (1970) como BENDER, A.E. (1965)
identifican la ingesta de dietas carentes de aminodcidos azufrados como las que producen una
pérdida de nitrégeno corporal comparable a una ingesta de una dieta desprovista de proteina.
Por tanto, comparando lotes de ratas a las que se les administra dietas carentes de cada
aminoéacido esencial, es la deficiencia en sulfoaminodcidos la que produce un balance de
nitrégeno minimo.

Todo esto se explica por la menor eficacia de utilizaciébn que presentan los
sulfoaminodcidos para el crecimiento y el mantenimiento, comparados con el resto de los
aminodcidos, seglin indican HEGER, J. y FRYDRICH, Z. (1985) basados en otros estudios
de andlisis de carcasa (PELLET, P.L. y KABA, H. 1972) y de medidas de oxidacion de
aminodcidos marcados (AGUILAR, T.S. y col. 1972). La menor utilizacién indicada se debe
a que parece que una considerable proporcion de la metionina dietética es requerida como
donador de grupos metilo para la sintesis de dcidos nucleicos y otros componentes esenciales
como colina y metilhistidina asi, para la sintesis de cisteina, taurina y sulfato HEGER, J. y
FRYDRICH, Z. (1985).

En un trabajo reciente realizado en ratas se ha observado que la administracién de
dietas con distintos niveles de metionina no afectaba a los niveles de eliminacién de nitrégeno
total urinario (PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989).

En el estudio de SANCHEZ BARCO, M.J. (1990) la administracién a ratas de una
dieta carente de metionina y de cisteina produjo un aumento de la urea excretada por orina
y una reduccién significativa del balance de nitrégeno respecto al control pero de menor
intensidad que en el trabajo de HEGER, J. y FRYDRICH, Z. (1985). Son muchos los
trabajos que indican el aumento de la urea plasmadtica durante la deficiencia de aminodcidos
esenciales. En el trabajo indicado de SANCHEZ BARCO, M.J., (1990) en ratas, se produjo
una significativa elevacion de la urea en plasma (con un aumento del 135 y 152% frente al
control) que disminuye al final del periodo experimental (aumento del 46% frente al control).
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* Procesos bioquimicos:

1.- Cambios relacionados con la ruta de la transmetilacién-transulfuracién:

Como ya indicamos, la metionina sirve como precursor de sulfato activo (PAPS:
¥ —fosfoadenosil—5'—fosfosulfato), glutation o taurina (GLAZENBURG, E.J. y col. 1983)
pues se convierte rdpidamente a cisteina via transulfuracién por medio de la cistationina
(GREENBERG, D.M. 1975; SINGER, T.P. 1975). Asi, la presencia de metionina y cisteina
en la dieta permite las reacciones de sulfatacién y la conjugacién con glutation y, por tanto,
una reduccién de los sulfoaminoécidos reduce la disponibilidad de los sulfocofactores. Asf lo
demuestran trabajos de PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. (1989) y GLAZENBURG, E.I. y
col. (1983) realizados en animales a los cuales se les ha proporcionado una dieta sulfo
deficiente y en los que el contenido de metionina en la dieta es directamente proporcional al
contenido de glutation hepdtico.

La via metabdlica de transulfuracién es un ciclo bioquimico en el que intervienen
SAM, SAH y 4cido félico. Una deficiencia dietética de metionina puede provocar, como ya
hemos dicho, una demanda de cisteina para la sulfatacién y la biosintesis de giutation, que
puede afectar a la transulfuracién y por tanto a la concentracién de SAM segiin nos indica
REICKS, M. y col. (1992). De hecho, se ha sugerido que la concentracién de SAM es el
factor clave de regulacién de la transuifuracion (FINKELSTEIN, J.D. 1990) y que, tanto
SAM como SAH, cuyas concentraciones hepdticas se alteran con deficiencia dietética de
metionina (HOFFMAN, D.R. y col. 1979), son buenos indicadores sobre estados carenciales
de grupos metilo (HENNING, S.M. y col. 1989). HOFFMAN, R.M. (1984) ha sugerido que
una disminucién de los niveles de SAM en animales alimentados con una dieta
metilodeficiente podria disminuir la metilacion del ADN y provocar la activacién de
oncogenes (COOK, R.J. y col., 1989).

HENNING, S.M. y col. en 1985 realizaron un estudio con ratas en el que se
administré a un lote una dieta deficiente en metionina y cuando se compararon con otro lote
que consumid la misma dieta pero suplementada con metionina los resultados obtenidos
fueron una disminucidn significativa del contenido hepdtico de SAM y de la relacién
SAM:SAH junto con una reduccién de aproximadamente un 50% del glutation hepdtico.
Resultados similares se han obtenido en trabajos realizados anteriormente por
FINKELSTEIN, J.D. y col. (1982) y SHIVARPURKAR N. y POIRIER, L.S. (1983).

También se han realizado estudios a nivel enzimatico de la transulfuracion en animales
con deficiencia dietética de metionina. En pollos, SAUNDERSON, L. y MACKINLAY, J.
(1990), encontraron un incremento en la actividad de la metionin-adenosil transferasa, la
metiltetrahidrofélico-homocistein metiltransferasa, la colina oxidasa y de la betain-homocistein
metiltransferasa, asi como una disminucién de la actividad de la cistationin 3-sintasa en los
animales que consumieron una dieta deficiente en metionina con respecto a los que
consumieron una dieta que cubria los requerimientos de metionina del pollo.

WAGNER, C. (1985) demostré que la glicina metiltransferasa es alostéricamente
inhibida por N°-metil-H,F, que es la forma del poliglutamato que se acumula en las células
durante la deficiencia de metionina. Por tanio, esta regulacion de la glicina metiltransferasa
puede jugar un papel en la conservacion de grupos metilos labiles cuando la ingesta de
metionina es inadecuada.
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2.- Cambios relacionados con el metaboliSmo proteico:

Existen varios trabajos referidos al catabolismo aminoacidico y, en concreto, a los
efectos sobre los enzimas glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) y la glutamato-piruvato
transaminasa (GPT), enzimas esenciales en los procesos oxidativos de los aminodcidos.
AMUBODE, F.O. y FETUGA, B.L. (1984) estudiaron el efecto de la metionina dietética
sobre estos enzimas en pollos y encontraron que la GOT no se afectaba por distintos niveles
de ingesta de metionina ni en plasma ni en el higado, mientras que la GPT plasmdtica tendia
a incrementarse cuando se administraba metionina en niveles entre ei 0,26 y el 0,50% de
contenido en la dieta. SANCHEZ BARCO, M.J. (1990) en el trabajo realizado con
administracién de dietas carentes de metionina y cisteina en ratas vio una disminucién de la
actividad enzimdtica de la GOT como de la GPT muscular con respecto a los controles.

* Sistema nervioso central

La sintesis proteica de las células neuronales parece ser la mds vulnerable a un
inadecuado aporte de aminodcidos durante las fases de mds rdpido crecimiento de las
estructuras cerebrales, ya que el anabolismo proteico y, por tanto, los requerimientos de
aminodcidos son particularmente altos (HUETHER, G. 1989).

El cerebro necesita de los aminodcidos para su crecimiento, desarrollo y funcidén y
puesto que no pueden ser sintetizados por las células cerebrales los obtiene del torrente
sanguineo y, en este punto, se producen interferencias en la captacion y utilizacion cerebral
de aminodcidos que pueden llevar a alteraciones como retraso y trastornos mentales (BANOS,
G. y col. 1973), de hecho, la ausencia de metionina dietética durante la segunda mitad de la
gestacion puede ser tan perjudicial como la ausencia dietética de proteina en el mismo periodo
en cuanto a desarrollo cerebral prenatal se refiere (ZAMENHOF, S. y col. 1974).

Varios aminodcidos, entre ellos la metionina, compiten por el sitio de unidn del
sistema transportador de aminodcidos neutros localizado en la barrera hematoencefdlica
(PARDRIDGE, W.M. 1983). VENERO, J.L. y col. (1992) estudiaron el efecto de la
administracion de una dieta carente en metionina sobre los niveles de distintos
neurotransmisores en la sustancia nigra y el cuerpo estriado, y observaron que la deficiencia
produjo en el cuerpo estriado una reduccién significativa de la concentracidn de triptéfano
{precursor de serotonina) tanto en el sistema serotoninergico como en el dopaminergico, en
este ditimo también se produjo una reduccién significativa del dcido homovanillico
(metabolito de la dopamina). Los autores interpretan los resultados de la siguiente forma: la
metionina es precursora de la cisteina y ésta a su vez interviene en la sintesis de glutation,
el cual no sélo interviene en importantes procesos de detoxificacion (SIES, H. y col 1983)
sino también en el metabolismo oxidativo de las catecolaminas centrales (HOTHERSALL,
J.S. y col. 1982). Por tanto, el glutation es fundamental en el mantenimiento del estado redox
celular (REED, D.J. y col. 1983). Como ademds, una deficiencia dietética de metionina
produce una marcada reduccion del glutation hepdtico podria suceder que afectase también
a la concentracidn de glutation cerebral aunque en menor medida.



Revision Bibliogrdfica 32

2.4. ALGUNOS FARMACOS QOUE INTERACCIONAN CON LA UTILIZACION DE
LA METIONINA,

2.4.1. Analgésicos antiinflamatorios no esteroidicos.

2.4.1.1. Clasificacién farmacoldgica, aplicaciones terapéuticas y
dosificacién.

Se trata de un conjunto de farmacos que se denominan analgésicos periféricos o
antalgésicos y en general analgésicos antiinflamatorios no esterofdicos. Presentan claras
diferencias con los analgésicos opidceos y con los antiinflamatorios esteroidicos y sus
principales acciones son (FLOREZ, J. y col. 1987a; INSEL, P.A. 1991):

- Analgésica: Actian a nivel periférico, son de moderada eficacia y presentan

preferencia sobre dolores reumdticos, cefaleas y mialgias.

- Febrifuga: Disminuyendo la temperatura anormalmente elevada.

- Antiinflamatoria.

Su prototipe es el 4cido acetilsalicilico, pero en la actualidad se han obtenido
numerosos fairmacos que pertenecen a diferentes familias guimicas tal como se indica en el
siguiente cuadro:

Grupos Firmacos prototipo
Acido salicflico Acido acetilsalicflico
Pirazoles Dipirona, Fenilbutazona
Paraaminofenot Paracetamol ¢ Acetaminofeno
Acido indolacético Indometacina
Acido pirrolacético Tolmetin
Acido bencenoacético Diclofenac
Acido propidnico Naproxen
Acido antranilico Acido mefendmico
Oxicams Piroxicam

Aunque la mayoria de los componentes de este grupo poseen las acciones indicadas
anteriormente, la eficacia relativa de cada uno puede ser diferente para cada accién; es decir,
un fdrmaco puede mostrar mayor actividad antiinflamatoria y menor analgésica que otro, o
viceversa. De ahf que su utilizacién en una u otra indicacidn terapéutica dependerd de su
grado de eficacia y de su grado de toxicidad.

Con frecuencia se consumen sin conirol médico, para aliviar dolores moderados o para
bajar la fiebre, bien como firmacos solos 0 en asociacién con otros (FLOREZ, J. y col.
1987a).

* Acid ilsalicd; Aspiring (ASA)

El dcido acetilsalicilico o aspirina (ASA) es un ester acetilado del 4cido salicilico o
2-hidroxibenzoico cuya estructura quimica se muestra en la Figura 8.

El ASA presenta accidn analgésica, para dolores de baja intensidad, antiinflamatoria
y antipirética, realizdndolo de forma rdpida y eficaz (INSEL, P.A., 1991). El mecanismo de
accion es mediante la inhibicidn de la ciclooxigenasa por acetilacién irreversible del enzima
(FLOREZ, 1. y col. 1987a).
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Las dosis de ASA a administrar para sus distintas aplicaciones terapéuticas segun las
revisiones de FLOREZ, J.
y col. (1987a) y de

INSEL, P.A. (1991) son: | mguras.- Formula quimica del cido acetitsalicilica y del acetaminofeno.

Dolor: La eficacia ! COOH ‘
antidlgica en dolor agudo ; 7\
g . g | () 0-co-CHs |
es dosis-dependiente hasta ‘r N
un teChq de unos 1200 ACIDO ACETILSALICILICO 0 ASPIRINA (ASA) |
mg; s1  existe un ?
componente inflamatorio, I

la accién antiinflamatoria
contribuye a reducir el S |
: —{ V> NH—CO-CH
dolor. La frecuencia de HO \} s
administracion dependerd '—_J \
del tipo de dolor y de su J ;
respuesta a la primera | ACETAMINOFENO 0 PARACETAMOL (ACAP)
dosis. Hay dolores que
ceden con una sola dosis,
pero si persisten requieren
dosis de 300-1000 mg cada 4-5 horas.

Las indicaciones antidlgicas mds frecuentes son:

a) Neuralgias, cefaleas, jaquecas, y dolores de diverso tipo y origen (cefaleas de
tension, dolores radiculares, dolores de causa tumoral, dolores dentarios, por infecciones).

b) Dolores postoperatorios y postpartum: si son de pequeia o moderada intensidad
responden a los salicilatos.

c) Dismenorrea: es frecuente la utilizacién de los salicilatos y su eficacia se debe a la
reduccion de prostaglandinas que contribuyen a la patogenia del sindrome.

d) Dolor de origen canceroso: los salicilatos estdn indicados sélo en los primeros
estadios.

Sindromes articulares: Los salicilatos han retenido su posicion preeminente en el
tratamiento de enfermedades reumdticas durante casi 100 afios.

a) Artritis reumatoide: Para el dolor agudo ocasional la dosis es 0,6-1,2 g, y de 4-6
g/dia divididos en 4-6 dosis para mantener la actividad antiinflamatoria, tratando de mantener
un nivel plasmdtico de 15 a 30 mg/100ml. En el tratamiento de fiebre reumadtica aguda la
dosis puede llegar a ser de 4 a 8§ gramos al dfa en dosis divididas.

b) Osteoartritis: Se administrardn dosis de 2-4 mg/dia.

¢) Artritis reumatoide juvenil: La dosis es de 90-130 mg/kg/dia. En la fiebre
reumadtica, 60 mg/kg/dfa, pero si los sintomas son graves puede llegar a 180 mg/kg/dia, con
grave riesgo de toxicidad.

d) Tendinitis, bursitis, etc. Son necesarias dosis de 3-4 g/dia.

Fiebre: La dosis en el adulto es de 500-1000 mg cada 4-6 horas, y en el nino 10-20
mg/kg cada 6 horas.

Prevencion del infarto de miocardio: El ASA esta recomendado para prevenir la
reinfartacién miocdrdica y el riesgo de algunos ataques isquémicos recurrentes en dosis de
650 mg dos veces al dia o 325 mg cuatro veces al dia. Sin embargo, el valor de este
tratamiento no es ficil de establecer (MARTINDALE, 1982). Actualmente se piensa gue en
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el tratamiento o profilaxis de enfermedades asociadas con la hiperagregabilidad plaquetaria,
aunque no se ha establecido la dosis dptima, se piensa que 325 mg o menos por dia es
suficiente para obtener efectos beneficiosos.

y inof p L(ACAP

El acetaminofeno (ACAP) es el derivado de la anilina mds utilizado y se denomina
también paracetamol o N-acetil-p-aminofenol, inicialmente fue identificado como metabolito
activo de la fenacetina. Su férmula quimica aparece en la Figura 8.

Del ACAP destaca la actividad analgésica para dolores moderados y la antipirética de
similar eficacia al ASA, aunque quizd el techo antidlgico sea algo menor. Tiene alguna,
aunque escasa, actividad antiinflamatoria demostrable sdlo en algunos edemas experimentales.

El mecanismo de accion resulta todavia algo oscuro. En relacién con la sintesis de
prostaglandinas, el ACAP puede estimularla (mucosa gdstrica), no modificarla (pulmén y
plaguetas), o inhibirla moderadamente (sistema nervioso central). Quizd eso explicarfa su
escasa eficacia antiinflamatoria, su accién antitérmica y analgésica y su inocuidad a nivel
gastrico (FLOREZ, J. y col. 1987a).

El ACAP se emplea como antipirético y como analgésico menor. La dosis habitual en
adultos es de 500 mg cada 4 horas; en dolores moderados pero algo agudos se puede empezar
con 1 g, y seguir después con 500 mg (FLOREZ, J. y col. 1987a). Se puede llegar a un
maximo de 4 gramos al dia (MARTINDALE 1982). En nifios, la dosis oscila desde 10-15
mg/kg cada 4-6 horas en los de menos de 1 afio, a 250 mg cada 4-6 horas en nifios de 6 afios.
El ACAP se prescribe solo pero, con mayor frecuencia, se incorpora en fdrmulas antidlgicas
y anticatarrales (FLOREZ, J. 1987). No se ha encontrado que su uso crénico pueda Hegar
a producir problemas de tolerancia (MARTINDALE, 1982; SERRANO MOLINA, J.S. 198];
NOYELLE, R.M. y col. 1987).

Naturalmente, en la posologia de los firmacos intervienen numerosos factores entre
los que hay que tener en cuenta las interacciones nutrientes-firmacos. Es muy dificil, en
general, la cuantificacion de estas interacciones sobre la biodisponibilidad y la dosis
terapéutica de un determinado farmaco. Por ello, es de especial valor el intento de ROE
(1989) en este sentido. Esta investigadora ha disefiado un Banco de Datos con el fin de
suministrar al clinico informacién sobre la posologia adecuada para estos farmacos, teniendo
en cuenta dichas interacciones. Sin embargo, en el caso del ACAP, por ejemplo, como indica
HODGES, R.E. (1981), esta informacién no es demasiado itil por tratarse de un firmaco de
libre dispensacion, extendiéndose el problema a todos aquellos medicamentos cuya
dispensacion no estd bajo el control del clfnico.

2.4.1.2, Consumo de estos analgésicos y grupos de riesgo.

El consumo de analgésicos se verifica frecuentemente por automedicacion, ya que la
mayoria de estas sustancias se pueden adquirir sin prescripcion médica, lo cual conduce a un
dificil seguimiento y a una farmacovigilancia a veces deficiente (MENARD, G. y col. 1993).
Ademds, estos medicamentos no estdn exentos de producir toxicidad, sobre todo aquellos
consumidos de forma crénica (RAINSFORD, K. 1984). Un ejemplo, es €l sindrome clinico
denominade nefropatfa analgésica que esta asociada al consumo de analgésicos
antiinflamatorios no esteroidicos, entre los que se encuentran tanto el ASA como ¢l ACAP
(NANRA, R.S., 1993).
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I.a popularidad y consumo de estos analgésicos en general es muy grande en todos los
estratos de poblacién: por ejemplo en nifios y adolescentes (SWEDISH DRUG STATISTIC,
1987) pero, probablemente, sea en el grupo de Personas de Edad Avanzada (PEA) donde es
mds alto (AHONEN, R. y col. 1991). Con la edad, se produce un aumento generalizado tanto
en el consumo como en Ia prescripcién de farmacos, y especialmente en los medicamentos
dispensados sin receta médica ("over-the-counter”, OTC). Asi lo demuestran numerosos
estudios: CHIEN, C.P. y col. (1978) encontraron en un estudio con 244 personas con una
edad por encima de los 60 afios, que entre los fAirmacos mds cominmente utilizados, el 66%
eran analgésicos. En este estudio, el 83% de la poblacién tomaban dos 6 mds farmacos y los
medicamentos OTC constitufan el 40% del total de la medicacion utilizada. GUTTMAN, P.
(1978), con una muestra de 441 PEA, encontré que el 61% tomaban firmacos OTC, de los
cuales ¢l 31% eran analgésicos. OUSLANDER, J.G. (1981), en un estudio realizado en
Estados Unidos observé que los analgésicos eran unos de los medicamentos mas
frecuentemente prescritos.

ROE, D.A. (1984a) seiiala en su estudio que los grupos de medicamentos mds
consumidos por los ancianos son:

l.- agentes antiinfecciosos.

2.- analgésicos y antiinflamatorios.

3.- sedantes, tranquilizantes y antidepresivos
4.- cardiotdnicos, antihipertensivos y diuréticos

Esta misma autora y HATHCOCK, J.N. (1985), enumeran las principales razones que
explicarian, segun su criterio, el excesivo consumo o mala utilizacion de firmacos en este
grupo de poblacion:

a) Prescripciones de varios médicos a los que suelen acudir.

b) Piensan que si una dosis baja resulta inefectiva, una mds alta si lo sera.

¢) Hipocondriasis.

d) Obsesidn respecto a todos los problemas relacionados con su salud.

e) Uso abusivo, en algunas ocasiones, por parte del médico, de farmacos con el fin
de hacer al paciente mds manejable.

f) Dificultades para seguir el régimen de medicacion impuesto, mezclando
incorrectamente diferentes medicamentos.

g) Consumo de farmacos prescritos para otras personas con ¢l fin de probar si les van
bien para su salud.

h) No ser tenido en cuenta muchas veces por los médicos si la dosis que utilizan estd
en relacién con el peso corporal.

WELLING, P.G. (1985) indicé que aunque hay numerosas estadisticas sobre el
consumo de farmacos en las PEA, todas ellas suelen coincidir en que las personas de edad
que viven en sus hogares toman entre 2 y 4 medicamentos distintos al dia, aumentando esta
cifra en los ancianos institucionalizados hasta 5-10 diarios. Se ha comprobado ademds, que
el consumo de farmacos aumenta con la edad. En el estudio de CHEN, L.H. y col. (1985),
se encontrd que el Tylenol (ACAP) era la especialidad mds consumida por los ancianos
institucionalizados, mientras que en los que vivian en sus hogares, ocupaba el segundo lugar.
ROE, D.A. (1984b), en un estudio llevado a cabo en Gran Bretana, confirmé el excesivo
consumo de analgésicos, ya que se sitian inmediatamente después de los diuréticos.

Por ultimo, y sin referirse especificamente a las PEA, SOLM, A. y MENDEN, B.
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(1983) destacaron a modo de ejemplo que el 16% de la poblacién alemana tomaba al menos
un medicamento al dia, el 10% lo hacia una o mds veces a la semana y solo el 57% no lo
hacfan nunca o casi nunca, Estos datos se confirmaron en nuestro pais segiin una estadistica
del afio 1985, que situé al ASA como el primer firmaco mds consumido a continuacién del
ACAP. Como ya se ha comentado, el ACAP es un analgésico de consumo muy extendido,
principalmente en paises anglosajones como Estados Unidos y Gran Bretafia (NOYELLE,
R.M. y col. 1987). En una encuesta realizada a 895 pacientes de consulta reumatoldgica
revelaron que el 49,7% de los enfermos estaban automedicados y que el principio activo mds
frecuente era el ASA (QUENEAU, P. y col. 1984).

En la revisién de INSEL, P.A. 1991 se indica que el ASA ademds de ser el analgésico
estdndar para la comparacion y evaluacién de los demds, ailn es el més prescrito y se estima
que las cantidades consumidas de esta droga en E.E.U.U. son de 10.000 a 20.000 toneladas
anuales.

Se ha realizado recientemente un trabajo por MENARD, G. y col. 1993 mediante
encuesta en seis oficinas de farmacia de una ciudad francesa y durante un solo dia, sobre el
consumo de analgéstcos antiinflamatorios no esteroidicos: el estudio se orienté especialmente
a la obtencidén de datos sobre el porcentaje de automedicacién, de consejo farmacéutico y de
prescripcién médica de estos fAirmacos, sobre el tipo de analgésico consumido, y sobre los
grupos de poblacién consumidores de estos compuestos. Los resultados de la encuesta fueron,
por un lado, que el porcentaje de prescripciébn médica era mayor (62,2%) que la
automedicacion (29,4%) y ésta, mayor que el consejo farmacéutico (8,4%). En cuanto al
farmaco mds dispensado fue el ACAP, en gran medida por ser el menos caro, seguido del
ASA y este Ultimo seguido de las asociaciones medicamentosas anticatarrales. En cuanto a
la edad del consumidor encontraron que la edad mds representada es de 20 a 30 afios con un
21,8% del consumo, seguida de 30-40 (16%), seguida de mds de 60 afios (14,3%), seguida
de 0-10 anos (13,4%), seguida de 10-20 y de 50-60 afios (9,2%) y por iltimo de 40-50 afios
(5,9 %). En cuanto a la distribucién por sexos del consumo encontraron que ¢l consumo en
las mujeres (66,4 %) era mayor que en los hombres (32%).

Otro estudio reciente sobre el consumo de los analgésicos se ha realizado en Noruega
por EGGEN, A.E. en 1993, sobre una poblacidn de 19137 sujetos, de los que 9864 eran
mujeres y 9273 eran hombres. Se les someti6 a dos cuestionarios, uno referido a sus hibitos
y enfermedades y otro a los firmacos consumidos durante los 14 dias que durd la prueba. Se
estudié como influia la edad, el sexo, la menstruacion, la presencia de enfermedades, los
hdbitos y distintos factores socioecondmicos sobre el consumo de analgésicos por los
individuos. Los resultados obtenidos, en cuanto al consumo de éstos compuestos, que fueron
los farmacos mds consumidos (54 % de la poblacion) durante los 14 dias, aproximadamente
el 28% de las mujeres y el 13% de los hombres eran consumidores de analgésicos,
disminuyendo el consumo en los grupos de menor edad. Durante la menstruacién, una
elevada proporcién de mujeres de 15-24 aiios utilizan usualmente analgésicos y a partir de
los 25 aiios el uso disminuye con la edad. El mayor descubrimiento de este trabajo es la
fuerte asociacidn entre el consumo de analgésicos y el dolor de cabeza y algo menor con
infecciones y dolor de espalda o cuello. Otros factores que estdn asociados al uso de
analgésicos son depresion en las mujeres, insomnio en los hombres, el consumo de café y el
nivel de educacién, aunque estos (ltimos con menor significacién que los primeros.

Como resumen de este apartado se puede concluir que debido al excesivo consumo de
medicamentos de este grupo, es muy alta la posibilidad de interacciones entre nutrientes y
farmacos.
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2.4.1.3. Interacciones analgésicos-metionina.
2.4.1.3.1. ACIDO ACETILSALICILICO (ASA).

Que conozcamos, no hay apenas estudios que se hayan enfocado al efecto del consumo
de ASA sobre la biodisponibilidad de ios nutrientes. Por una parte, podriamos indicar una
posible interaccion entre ASA y metionina pues parece afectar al metabolismo general de los
macronutrientes y, entre ellos, la proteina. Y esto es asi, pues el firmaco puede interaccionar
con ¢l catabolismo proteico general, por el papel que el farmaco a dosis altas tiene sobre la
funcién mitocondrial ya que desacopla la fosforilacion oxidativa en el musculo esquelético,
higado y rifién compitiendo con el NAD (nicotin-adenin-dinucledtido) (LORENZQ
VELAZQUEZ, B. 1987) impidiendo la fosforilacién del ADP ain cuando la cadena
respiratoria continua su proceso oxidativo (AZANZA, J.R. y CUENA, R. 1986; HAAS, R.
y col 1985), como consecuencia la eficiencia de la oxidacién de la glucosa, medida como
produccién de ATP (trifosfato de adenosina), decrece a pesar de que aumentan las unidades
de glucosa metabolizadas y el consumo de oxigeno (MIYIHARA, J.T. y KARLER, R. 1965;
THURSTON, J.H. y col. 1970; LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987). Al déficit de ATP
contribuye también el estimulo de la actividad ATP4sica por los salicilatos. Por tanto, también
el metabolismo oxidativo de las grasas y el catabolismo de las proteinas y aminodcidos
aumentan; a dosis altas, contribuyen a este efecto un aumento de secrecién de cortisol por
estimulo hipotaldimico y aumenta el cortisol libre por desacoplamiento de las proteinas
plasmidticas (LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987).

El déficit de ATP puede ser importante con dosis toxicas de los salicilatos y trae una
serie de consecuencias metabolicas: la sintesis de triglicéridos disminuye y puede haber un
balance negativo de nitrégeno, no sélo por el aumento de catabolismo proteico sino por que
la falta de ATP para la reabsorcidn activa de aminodcidos en el riién de lugar a
aminoaciduria. Aunque la activacion corticosuprarenal puede contribuir con esto mediante el
incremento del catabolismo proteico, el mecanismo de la aminoaciduria producida por los
salicilatos se conoce poco (INSEL, P.A. 1991). Las dosis altas de salicilatos pueden provocar
en los animales y en el hombre algunas alteraciones evidenciadas por proteinuria, cilindruria
y aumento del nimero de células en el sedimento de la orina: se trata de lesiones
degenerativas tubulares, pero que son reversibles y desaparecen espontaneamente (LITTER,
M. 1986). El déficit de ATP, al inhibir la sintesis de mucopolisacdridos y mucopéptidos,
puede ser responsable de algunas acciones antiinflamatorias, antireumaticas y de fenémenos
erosivos en la mucosa gastrica (LORENZO VELAZQUEZ, B. 1937).

El ASA es uno de los firmacos mds utilizados en la practica pedidtrica, por ello
MONCKEBERG, F. y col. (1978) estudiaron la cinética de la concentracion plasmética de
salicilatos en nifios menores de 1 afio con desnutricidn severa (marasmus) en comparacién con
nifios que presentan un estado nutritivo normal. A ambos grupos se les administré
intravenosamente 12 mg/Kg peso corporal de ASA. En condiciones normales los salicilatos
se’ unen a la albimina sérica en un porcentaje muy elevado (GILLETE, J. 1972) y una
pequena fraccién queda libre, sin embargo, en los nifios desnutridos la concentracidon de
salicilato libre en plasma aumenta significativamente a la vez que la eliminacion constante de
la misma es mucho menor en los nifios desnutridos que en los normales. Esto tiene una
enorme importancia porque cuando se utilizan los salicilatos como antipiréticos la dosis se
prescribe solamente de acuerdo con los cambios de temperatura. Resultados similares han
obtenido recientemente ASHTON, M. y col. (1993).

Otro posible mecanismo de interaccién del ASA es con el metabolismo de la metionina



Revision Bibliogrdfica 38

se explica a través de los trabajos realizados sobre el efecto del consumo del firmaco sobre
los folatos ya que, como ya explicamos en el apartado 2.2.1.1., el metabolismo de ambas
moléculas estdn muy interrelacionados.

El estudic de LAWRENCE, V.A. y col. (1984) ha servido de apoyo a las
observaciones previas hechas por ALTER, H.J. y col. 1971 sobre la deplecién de folato
inducida por la administracién de ASA. Se demostré en una mujer sana que presentaba
niveles séricos mds bajos, tanto de félico libre como conjugado, durante el tiempo en el que
estaba tomando dosis terapéuticas de ASA que antes o después de este periodo. Se controld
la ingesta de dcido félico en su dieta y se vio que era similar en tode el periodo de
investigacion. El mecanismo por el cual el ASA desplazd al folato podria ser mediante
acetilacion de la alblimina plasmdtica segtin (LAWRENCE, V.A. y col. 1984), disminuyendo
asf la fijacién proteica de los folatos (FERRY, M. y FOGLIETTI, M.J. 1992). En 1984,
SHEVCHUK, O.A. y ROE, D.A. realizaron un estudio sobre la excrecién de folato durante
un fratamiento con ASA: la eliminacién urinaria de folato no auments durante el perfodo de
administracién de la droga, aunque si se encontré una alteracién en la concentracién y unién
de folato plasmético (SHEVCHUK, O.A. y ROE, D.A. 1985). Los autores sugieren que el
efecto del ASA puede ser un dato importante como explicacién para los bajos valores de
folato encontrados en ciertos grupos de pacientes, incluyendo las PEA, y como un problema
en caso de pacientes en los que simultdneamente a la administraciéon de ASA presentan una
alteracién y/é una ingesta inadecuada de folato y, por tanto, su estatus en folato ya estarfa
previamente comprometido (ROE, D.A. 1985).

Si la administracion de ASA se hace de forma discontinua la disminucién de la
concentracién de folato sérico es rdpidamente invertida segin LAWRENCE, V.A. y col.
(1984), pero ALTER, H.J. y col. (1971) indican que un consumo crénico de ASA y otros
salicilatos puede ejercer un efecto antagonista sobre el estatus de folato bien, por retrasar la
absorcidén (ZIMMERMAN, J. y col. 1985) o bien, por incrementar la excrecién. Los niveles
bajos de folato que se encuentran de forma crénica en pacientes con artritis reumatoide,
podrian explicarse en parte por el uso de ASA (ALTER, H.J. y col. 1971). Otros autores sin
embargo, indican que la administracién crénica de ASA no reduce la biodisponibilidad de
mono o poliglutamilfolato en ratas (HOPPNER, K. y LAMPI, B. 1986). El suplemento
recomendado, por algunos autores, en caso de administracion terapéutica de ASA es de 0,4-
1,0 mg/dia (GARABEDIAN-RUFFALO, S.M. y RUFFALQ, R.L. 1986).

Un trabajo realizado por INOUE, F. y WALSH, R.J. en 1983, traté de estudiar la
posible interaccién entre fenitoina y salicilato cuando se administra un suplemento de folato.
El nivel de fenitoina total del suero disminuia inicialmente por la adicién de ASA.
Posteriormente, después de 4 meses de tratamiento con combinacién de ASA-fenitoina,
aumentan los niveles séricos de fenitoina y la deficiencia sérica de folato. La disminucion del
nivel del folato sérico atribuido al incremento de los requerimientos de folato por el
metabolismo de la fenitoina, la cual es desplazada de sus sitios de unién por el ASA.

Todas estas informaciones han dado lugar a la reciente realizacién de estudios sobre
los posibles efectos de los analgésicos antiinflamatorios no esteroidicos sobre los enzimas
dependientes del folato. Las primeras informaciones al respecto las aportaron HA, T. y col.
en 1990 y, posteriormente BAGGOTT, J.E. y col. en 1992 realizaron un trabajo en el que
se investigaba el efecto de los analgésicos mds importantes sobre la dihidrofolato reductasa
y la fosforibosil-aminoimidazol-carboxamida formiltransferasa (AICAR transformilasa). En
cuanto al ASA los resultados obtenidos sobre su actividad inhibidora enzimdética fueron que
se mostraba activa sobre la AICAR transformilasa e inactiva sobre la dihidrofolato reductasa.
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2.4.1.3.2. ACETAMINOFENO (ACAP).

El mecanismo de interaccién entre el ACAP y la metionina se basa en el metabolismo
del firmaco y la hepatotoxidad que produce:

* Metabolismo v hepatotoxicidad (HT) del ACAP.

El ACAP se metaboliza en un 95% en el higado siguiendo tres vias metabdlicas
principales indicadas en la Figura 9. La vida media de eliminacion es de 2 a 2,5 horas que
aumenta en casos de marcada insuficiencia hepdtica (HATHCOCK, J.N. 1990).

Figura 9. Vias de metabolizacién del ACAP en el higado.
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Estos son los metabolitos obtenidos en orina en porcentajes para dosis terapéuticas y
en el hombre (INSEL, P.A. 1991), aunque existe cierta variabilidad (HOUSTON, J.B. y
LEVY, G. 1976; HUEL J. y LEVY, G. 1981).

En la reciente revisién bibliogrdfica realizada por HATHCOCK, J.N. (1990) se
indican las rutas metabolicas del ACAP; dos de estas vias metabdlicas son fases directas de
conjugacion y dan lugar a los principales metabolitos que son conjugados de sulfato y acido
glucurénico (JOLLOW, D.J. y col. 1974) y que se eliminan finalmente por orina. Menos del
5% se elimina como ACAP sin metabolizar. Una pequefa fraccién (4-5%), sufre una tercera
via de metabolizacién (JOLLOW, D.J. y col. 1974; DAVIS, D.C. y col. 1974} y, utilizando
el sistema de oxidasas mixtas y citocromo P-450, se origina un metabolito altamente reactivo
arilante, la N—acetilbenzoquinonaimina (NABQI) (CORCORAN, G.B. y col. 1980).
Finalmente la NABQI es atrapada e inactivada con glutation elimindndose como conjugado
con cisteina y dcido mercaptirico (MINER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979). Cuando la
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NABQI, no conjugada se forma en cantidades suficientes como para agotar el glutation
(MITCHELL, J.R. y col. 1973) hepdtico reacciona con grupos sulfhidrilos de
macromoléculas proteicas produciendo necrosis hepdtica (BARTOLONE, J.B. y col. 1987;
LUPQ, S. y col. 1987) y dando lugar a la HT caracteristica del ACAP. Esto es debido a que
este producto come compuesto electrofilico tiene capacidad de unién a moléculas nucleofilicas
(MINER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979). Durante la sintesis de los compuestos electrofilicos
se generan radicales orgédnicos, es decir con uno o mds electrones desapareados. Asf, en el
metabolismo del ACAP a NABQI podria estar envuelto la formacion de un radical fenoxilo
que sufrirfa una oxidacién a NABQI (SMITH, C.V. y MITCHELL, J.R. 1989). Ademis
cuando la deplecidn de glutation alcanza un nivel umbral la peroxidacién lipidica que se
desarrolla contribuye como mecanismo adicional a la alteracién celular (COMPORTI, M.
1987).

A dosis terapéuticas, el ACAP en el ratén se metaboliza en; 45% ACAP-sulfato, 35%
ACAP-glucurénido, 4% écido mercaptirico y 12% de ACAP libre (JOLOW, D.J. y col.
1974 y GALINSKY, R.E. y LEVY, G. 1981).

La produccién metabdlica y la excrecion de sulfato disminuye en ratas en ayuno
(MULDER, G.J. y col. 1982) y con deficiencia de proteina (KRIJGSHELD, K.R. y col.
1981b) y en humanos con anorexia nerviosa y con kwashiorkor. Una administracion aguda
de ACAP en ratas produce un deplecidon temporal de sulfato enddgeno (KRIJGSHELD, K.R.
y col. 1979; MORRIS, M.E. y LEVY, G. 1983), pero una administracién prolongada no
disminuye los niveles plasmdticos de este compuesto (REICKS, M. y col. 1988), lo que
sugiere que una administracion prolongada de ACAP incrementa el valor de la produccion
de sulfato, :

La alteracién molecular ocasionada por la NABQI y la fisiopatologia atribuible a la
reaccidon quimica ain no ha sido identificada (SMITH, C.V. y MITCHELL, J.R. 1989). Por
ello, son numerosos los estudios que se han realizado para elucidar el mecanismo toxicolégico
del ACAP. La hipétesis de la union de la NABQ a macromoléculas hepdticas surgié al
comprobar que cuando se provocaba una HT por dosis masivas del faormaco en ratones o
cobayas "Syriam", no habfa una correlacion directa entre los niveles de ACAP en tejidos y
el grado de lesion hepatica (MITCHELL, M.C. y col. 198]; LUPO, S. y col. 1987). Ademds,
al estudiar los efectos del tratamiento con inductores enzimdticos y con inhibidores del
metabolismo microsomal hepdtico, se observd que el grado de necrosis hepdtica era mayor
en los animales que eran previamente tratados con un inductor metabélico, y menor en
aquellos que habfan recibido un inhibidor. Estas observaciones dieron lugar a la hipdtesis de
que el agente téxico no era el ACAP, sino un producto de su transformacién metabdlica. Al
administrar ACAP marcado radioactivamente a animales normales y a animales previamente
tratados con inductores o inhibidores enzimdticos se encontrd, después de analizar muestras
de higado y musculo, que se producia una fijacidén covalente de un derivado del ACAP a
macromoléculas del higado, mientras que tal fijacién no se daba en el misculo esquelético,
donde no habfa transformacidn metabdlica del farmaco (JOLLOW, D.J. y col., 1973;
MITCHELL, M.C. y JOLLOW, D.J. 1975). JOLLOW, D.J. y col. en 1973, demostraron que
la fijacidn covalente del metabolito del ACAP a las proteinas hepdticas no tiene significacién
hasta que la concentracién del firmaco inmodificado en el higado disminuye en mds de un
50%.

Se han estudiado los posibles mecanismos de actuacién para la toxicidad del ACAP
con los andlogos 3,5-dimetilACAP y 2,6-dimetilACAP, en hepatocitos aislados de ratas. Se
encontrd que el ACAP es el mds citotéxico de los tres y que todos ellos producian un
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descenso en las concentraciones de glutation celular. Los resultados indican que los tres
compuestos andlogos causan sus efectos citotdxicos por mecanismos diferentes, aunque la
toxicidad parece estar mediada en todos los casos por sus productos de oxidacién, las
quinoniminas (PORUBEK, D.J. y col. 1987).

Los datos existentes sobre la formacién de la NABQI constituyen la teoria de la unién
covalente y la consecuente muerte celular, pero se han llegado a proponer mecanismos
alternativos para la HT. En cuanto al citocromo P-450, un estudio indica que la HT del
ACAP no va a depender inicamente de la oxidacién mediada por el citocromo P-450 sino que
también depende de la actividad de la cicloxigenasa hepdtica (BEN-ZVI, Z. y col. 1990).
Otros autores nos explican, que la HT producida por la degradacion del ACAP puede
determinarse en parte por los niveles relativos de los diferentes enzimas del sistema P-450
(KALHORN, T.F. y col. 1990).

Otro aspecto, al que han prestado buena atencidn diferentes grupos de investigacion,
ha sido la inhibici6n en la rata de la bomba Na*-K*-ATP-asa durante la HT por ACAP,
confirmdndose que su actividad en la membranas plasmdticas disminuye aproximadamente un
52% dentro de las 3 horas posteriores al tratamiento con 850 mg/Kg de ACAP
(CORCORAN, G.B. y col. 1987b). Otros indican que la HT del ACAP resulta de la
alteracion de la funcién mitocondrial, la cual precede a la pérdida de integridad de la
membrana plasmdtica (BURCHAM, P.C. y HARMAN, A.W. 1990),

Hace algunos afos se descubrid el papel del calcio en la muerte celular a nivel del
higado. Asi, SCHANNE, F.A.X. y col. (1979) comprobaron que la letalidad de numerosos
téxicos aiadidos a cuitivos de hepatocitos dependia de la concentracion de calcio en el medio.
Se ha postulado que la mayoria de los hepatotéxicos actian alterando el funcionamiento de
ia membrana celular y permitiendo la entrada masiva de calcio, el cual va a tener un efecto
letal. De hecho, algunos autores opinan que precisamente esta alteracion en la regulacién del
calcio y el incremento intracelular del mismo es el mecanismo por el cual el ACAP causa
lesion y muerte hepatocelular (CORCORAN, G.B. y col. 1988 y BOOBIS, A.R. y col.
1990). Sin embargo, GREWAL, K.K. y RACZ, W.]. (1993) opinaron que las alteraciones
en la homeostasis del calcio citosdlico producidas por el ACAP no son la principal causa del
proceso hepatotdxico.

También se han realizado trabajos in vitre con cultivo de hepatocitos de ratén en el
que el ACAP produce pérdida de la regulacién i6nica, acumulacién de Ca ** en el nicleo y
fragmentacién de ADN (SHEN, W. y col. 1992), este ltimo efecto no fue signiticativo en
el experimento de MILLER, R. y col. {1993) que se realizé con cultivo de hepatocitos de
trucha y en el que se produjeron efectos como la disminucion de proteina y ADN celular a
la vez que aumentaba la actividad de la lactato deshidrogenasa celular, con el aumento de la
concentracién de ACAP en el medio. También se observé una abundante vacuolizacién
citopldsmica, reduccion de glucégeno y agregacion perinuclear de mitocondrias en un medio
con ACAP.

En el uso normal, el ACAP no es hepatotoxico, pero en casos de sobredosificacidn
en el adulto, puede producir necrosis hepdtica tras la ingestién de una dosis de 10-15 g,
mientras que 25 g 6 mds son potencialmente fatales (INSEL, P.A. 1991).

De este modo, en Estados Unidos sobre todo, se utiliza como preparado de eleccién
para fines suicidas, al no ser necesaria prescripcion médica para su dispensacion. En
Inglaterra y Gales el nimero de muertes por intoxicacion con ACAP van aumentando
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constantemente desde los primeros casos de HT fulminante ya relatados en 1966
(DAVIDSON, D.G.D. y EASTHMAN, W.N. 1966 y MEREDITH, T.I. y VALE, J.A.
1984). Sélo en 1984, se diagnosticaron 176 muertes por intoxicacién con ACAP. Los adultos
son los que presentan los casos mds graves y fulminantes mientras que los nifios raramente
toman ACAP suficiente para provocar el cuadro de mortalidad (MEREDITH, T.J. y col.
1986).

El mismo dfa después de la toma de una dosis hepatotéxica de ACAP pueden aparecer
algunos sintomas leves como nauseas, vomitos, diarrea, etc, de modo que, en este periodo,
los sintomas no reflejan la gravedad potencial del envenenamiento. A las 12-24 horas de la
ingestion empiezan a ser anormales las pruebas de funcién hepdtica, aumentando
espectacularmente las aminotransferasas (aspartato y alanina) y la deshidrogenasa ldctica; se
prolonga el tiempo de protrombina y también aumenta la bilirrubina plasmdtica (FLOREZ,
J. 1987a; INSEL, P.A. 1991). El cuadro cambia a las 24-48 horas, que es cuando comienzan
a apreciarse signos de afeccién hepdtica, en este punto la recuperacién normalmente es rapida
y completa. La intensidad de la alteracion hepdtica crece en los dias siguientes a la vez que
se incrementa la ictericia y la encefalopatia desarrollada al tercer y cuarto dia. Se puede
desarrollar una alteracién renal, acidosis metabdlica e hiperlactiacidemia junto a la lesion
hepdtica. Sin un tratamiento rdpido al cabo de vartos dias dos tercios de los pacientes con una
concentracion plasmdtica de ACAP por encima de la concentracién Iimite pueden morir por
encefalopatia y lesién hepdtica severa (MEREDITH, T.J. y col. 1986). El diagndstico
temprano es vital en el tratamiento de la sobredosis de ACAP y se dispone de métodos para
la rdpida determinacion de concentraciones plasmétivas de la droga, pero el tratamiento no
debe demorarse hasta la obtencién de los resultados del laboratorio. En los casos no fatales
las lesiones hepéticas son reversibles en un periodo de semanas o meses (INSEL, P.A, 1991).

Un estudio realizado por PLACKE, M.E. y col. en 1987 nos define histolégicamente
el proceso hepatotéxico producido después de una ingesta de 600 mg/Kg de peso de ACAP
en ratén: Durante las dos primeras horas aparece citomegalia y rdpida progresion a necrosis.
Ultraestructuralmente aparece vesiculacién, vacuolizacién, y degeneracion de la membrana
mitocondrial y plasmadtica, culmindndose el proceso a las cuatro horas con la muerte celular,
las células quedan esparcidas y a las ocho horas se produce la necrosis centrilobular en gran
extension. Se cree que el reticulo endopldsmico es el punto de activacién y de ataque inicial
del ACAP vy, por ello, se piensa que estos orgdnulos juegan un papel critico en la HT
producida por el ACAP.

En este punto es preciso recordar la Figura 2. (pdg. ), en ella se muestra la ruta
metabolica de transmetilacidn-transulfuracidn de la metionina de forma esquemdtica; en ella,
a partir de la metionina, dietética ¢ endbgena, se sintetiza la S-adenosilmetionina (SAM) y
posteriormente cistefna que, segin el esquema indicado en la Figura 6. (pdg. ), permitird la
sintesis de glutation. Son estas tres biomoléculas, metionina, SAM y glutation, los puntos
claves en el metabolismo y la HT del ACAP.

Muchas son las reacciones de conjugacidn en el metabolismo de compuestos
endégenos y de farmacos, como el ACAP que requieren sulfocofactores tales como sulfato
activo (PAPS: 3’-fosfo-adenosil-5-fosfosulfato), glutation y taurina (GLAZENBURG, E.J.
y col. 1983), por tanto, la metionina sirve como precursor de estos cofactores, ya que se
convierte via transulfuracion, por medio de la cistationina, a cistefna que presenta un papel
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central de metabolismo de fiarmacos

(GREENBERG, D.M. 1975; SINGER, T.P. N
1975). METIONINA | TSR imscion > CISTEINA

El efecto toxico del ACAP se
produce probablemente, como ya se ha
indicado anteriormente, por la activacién del
citocromo P-450, seguramente hacia el
reactivo intermedtario GLUTATION SULFATO
N-acetilbenzoquinonaimina (JOLLOW, D.]J.
y col. 1973; WONG, L.T. y col. 198l
POTTER, W.Z. y col. 1974). Dicho
metabolito intermedio toxico puede ser
detoxificado a través de la unién con
glutation reducido. El glutation conjugado es posteriormente excretado en la bilis o también
en orina, principalmente como dcido mercaptirico (Figura. 7, pdg. ). Un descenso en el nivel
de glutation conduce a la unién del metabolito intermedio reactivo a macromoléculas
celulares, siendo esta unidn probablemente responsable del efecto téxico producido por el
farmaco.

TAURINA

Se ha postulado que, dado que lo que caracterizaba al metabolito intermedio era su
extrema reactividad, parecia ldgico pensar que el derivado formado sufria una conjugacién
inmediata con algin producto enddgeno, el cual ¢jerceria una especie de funcién “tampén”
y que s6lo al consumirse la totalidad de éste, el metabolito reaccionaria con las proteinas del
entorno. Se pensé que el "tampdén" ideal serfa el glutation contenido en el hepatocito,
confirmdndose ésto al descubrirse una notable correlacion inversa entre el nivel de glutation
en higado y el grado de fijacion covalente en las proteinas hepdticas tras ia administracidn del
producto (POTTER, W.Z. y col. 1974). Se concluye en este trabajo que sélo se llega a
producir fijacién covalente cuando la dosis del firmaco es lo suficientemente elevada como
para agotar el glutation disponible. Se considera que el glutation es el mas importante
detoxificador de elevadas dosis de ACAP {(MEISTER, A. 1989b) y la HT producida por el
ACAP va a depender del balance entre la tasa de formacién de la reaccién del metabolito
téxico y la biodisponibilidad del glutation y, por tanto, de su tasa de sintesis (CASTELL,
J.V. y col. 1990).

Aun asf, algunos autores sugieren, que esta union covalente es insuficiente por si
misma para inducir la toxicidad celular provocada por el ACAP (MEREDITH, T.J. y col.
1986).

El efecto protector del glutation segin GALIANA, A. (1987) se deberia a:

- Su capacidad para conjugarse con algunos farmacos o sus metabolitos y dar los
respectivos dcidos mercaptiricos.

- Su capacidad para hacer reversible la inhibicién SH de ciertos enzimas, ya que
ciertos firmacos se fijan a dichos grupos bloqueando su actividad.

- Su efecto protector de la integridad de 1a membrana eliminando hidroperdxidos
lipidicos u otros perdxidos originados en el metabolismo de algunos fdrmacos.

- Proteccién de los ataques electréfilos de los metabolitos alquilantes de algunos
farmacos a algunos lugares nucledfilos de los hepatocitos.

En cuanto a la SAM, se sabe que en algunas patologias hepdticas la actividad
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enzimdtica de la SAM-sintetasa, encargada de sintetizar SAM a partir de metionina y ATP,
se encuentra reducida (MARTIN DUZE, A. y col. 1988) y que en gran nimero de trastornos
hepéticos se produce una reduccién de la concentracién de SAM (PASCALE, R. y col.
1984). Ademds, algunos trabajos han mostrado que existe una correlacidén directa entre una
reduccidn de la concentracién de glutation (GSH) hepdtico y una inhibicién de la SAM
sintetasa y, por tanto, de los niveles de SAM, en el higado de rata (CORRALES, F. y col.
1991). Por tanto, se puede decir que la SAM puede actuar promoviendo las reacciones de la
via de transulfuracién y consecuentemente aumenta la capacidad de detoxificacién de este
sistema metabdlico (ALMASIO, P. y col. 1990), aunque, €l mecanismo de accién preciso de
la SAM en cada uno de estas alteraciones hepdticas no se conoce por €l momento (CUTRIN,
C. y col. 1991).

* p i . tricional de la HT

Ante la posibilidad de que se produzcan suicidios por intoxicacién con ACAP
(ANKER, A. y SMILKSTEIN, M.J. 1993), se han realizado trabajos encaminados a la
prevencidn y tratamiento de los mismos.

El conocimiento del papel del glutation como hepatoprotector en la intoxicacién por
ACAP ha llevado a ensayar las posibilidades de utilizar precursores del glutation asi como
de otros donadores del grupo SH, ya que el glutation exdégeno no es capaz de penetrar en el
interior del hepatocito. La administracién de aminodcidos o dipéptidos que sean buenos
substratos para la transpeptidacién por la gamma-glutamil transferasa incrementa el turnover
hepdtico de glutation (LAUTENBURG, B.H. y SMITH, C.V. 1986). Asi, los primeros
estudios publicados por PRESCOTT, L.F. y col., en 1974, se centraron en la posibilidad de
emplear cisteamina por via intravenosa. Este producto inhibe 1a conversién de ACAP a N-
acetilbenzoquinonaimina (HARVEY, F. y GOULDING, R. 1974) y estimula la sintesis de
glutation (REVESZ, L. y MODIG, H. 1965). El problema de este compuesto es que puede
ocasionar efectos adversos tales como anorexia, nauseas, vomitos, etc.

En la actualidad, debido a su efectividad y tolerancia, es la N-acetilcisteina el
preparado de elecciéon (MEISTER, A. 1989b; INSEL, P.A. 1951; ANKER, A. y
SMILKSTEIN, M.J. 1993). Este producto se puede emplear por via oral, aunque la mayoria
de los autores recomiendan acudir a la via intravenosa (BANDA, P.W. y QUART, B.D.
1987; WONG, B.K. y CORCORAN, G.B. 1987) pues por via oral aparecen frecuentemente
vémitos. Al igual que sucede con otros protectores, la eficacia del tratamiento con N-acetil
cistefna depende del momento de su administracidén. Si se inicia dentro de las primeras 8-10
horas después de ingerir el producto, la proteccidn es virtualmente completa, pero su
efectividad disminuye a partir de ese momento, de tal modo que el efecto beneficioso no se
mantiene cuando han transcurrido mds de 15 horas desde la ingestion del ACAP (PRESCOTT,
L.F. ycol. 1979; BANDA, P.W. y QUART, B.D. 1987; CORCORAN, G.B. y WONG, B.D.
1986; INSEL, P.A. 1991; ANKER, A. y SMILKSTEIN, M.J. 1993). Como hemos indicado
la via intravenosa es la via preferente, aunque algunos pacientes han desarrollado una serie
de procesos como son sarpullido, angioedema, hipotensién y broncoespasmo (BATEMAN,
D.N. y col. 1984 y MANT, T.G.K. y col. 1984). La unién covalente del ACAP representa
una lesién bioquimica capaz de romper la homeostasis del calcio y producir la muerte celular.
La N-acetil-cisteina bloquea la acumulacién del calcio eliminando asi la alteracion hepatica
producida por el ACAP (CORCORAN, G.B. y col. 1987a).

Junto a la N-acetilcisteina existe otro tratamiento alternativo que es la administracién
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de metionina. La prevencién de la HT se puede conseguir mediante la administracién de
comprimidos que contengan simultdneamente ACAP y pequefias cantidades de metionina
(SKOGLUND, L.A. y col. 1986; VINA, I. y col. 1986). Por ejempio, en Gran Bretana, ya
se ha realizado la comercializacién de la asociacién 500 mg de ACAP y 250 mg de
metionina, lo cual ha despertado detractores entre otras causas por el elevado costo. La
metionina reduce la deplecion de glutation después de una dosis téxica de ACAP y actiia
manteniendo la sintesis de glutation (MOLDEUS, P. 1981). Este aminodcido, reduce la
frecuencia y la gravedad de la HT inducida por el ACAP (CROME, P. y col. 1976) y es tan
efectivo como la N-acetil-cisteina (VALE, J.A. y col. 1981). Ademds, es mds barata y puede
administrarse por via oral. El principal inconveniente que presenta es que su eficacia puede
verse reducida por la produccion de vémitos en determinados pacientes. Del mismo modo que
la anterior, debe adminisirarse antes de pasadas 15 horas después de la sobredosis
(MEREDITH, T.J. y col. 1936).

Ademds de N-acetil-cisteina y de la metionina, en los iltimos afos también se estd
estudiando el efecto protector de 1a SAM frente al efecto hepatotéxico del ACAP, cuya
posible utilidad en hepatopatias crénicas fue sugerida por SZANTAY, y col. en 1971 los
cuales demostraron que enfermos de cirrosis hepatica presentaban una reduccion de los
niveles de taurina, sulfatos y de aminodcidos sulfurados, lo que prueba que en estas
condictones patoldgicas, existe una reduccidon de las reacciones de transmetilacion
(GALIANA, A. {987). La SAM se encuentra a la venta en el mercado farmacéutico, ya que
se ha demostrado la accidn hepatoprotectora de la SAM frente a lesiones producidas mediante
agentes hepatotéxicos, ACAP (STRAMENTINOLI, G. y col. 1987; BRAY, G.P. y col.
1992), tetracloruro de carbono, etanol (CUTRIN, C. y col. 1991; CUTRIN, C. y col. 1992)
y frente a trastornos hepdticos como cirrosis (MURIEL, P. 1993), colestasis (ALMASIO, P.
y col. 1990).

STRAMENTINOLI, G. y col. (1987), basados en este efecto, muestran que la
administracion de SAM en ratones es capaz de reducir la mortalidad inducida por elevadas
dosis de ACAP desde un 43% a un 7 u 8% dependiendo de que la dosis de SAM
administrada sea 10 6 20 mg/Kg, valores inferiores a los obtenidos cuando se administra la
misma dosis de ACAP junto con 7,5 mg/Kg de metionina (16,7%). Este efecto se debe a la
disminucion de la alteracién hepdtica ya que los higados de los ratones aparecieron, segln
pruebas histolégicas, marcadamente protegidos cuando se les administré SAM. Los autores
concluyen que posiblemente la proteccién de la SAM dependa de la accion directa de la droga
sobre las macromoléculas microsomales previniendo asi la unién del derivado tdxico y por
lo tanto, que la proteccion se refiere a la ruta de transmetilacidn-transulfuracion mediante
derivados tidlicos capaces de favorecer 1a eliminacion de el agente tdxico formado.

£n este sentido, también se han realizado trabajos (PONSODA, X. y col. 1991) con
cultivos de hepatocitos humanos orientados a estudiar por una parte, el efecto de la
concentracion de SAM en el medio sobre los niveles de glutation, y por otra, este mismo
efecto pero en presencia de ACAP. Asi, se observé un incremento dosis-dependiente del
contenido de glutation intracelular a medida que aumenta la concentracidon de SAM en el
medio, y ademds, si los hepatocitos se incuban con SAM y metionina simultineamente
aparece un efecto aditivo sobre el nivel de glutation intracelular. Por otra parte, si los
hepatocitos se incuban con ACAP en dos medios con y sin SAM, los incubados con SAM
mantienen niveles de glutation mds altos que los que no tienen SAM, por tanto, los autores
concluyen que la SAM previene la deplecion de glutation inducida por €l ACAP.

Por todo esto, BRAY, G.P. y col. (1992) proponen que la SAM podria ser una
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alternativa efectiva en los casos en que la N-acetil-cisteina o la metionina no sean bien
toleradas pues ambos presentan importantes efectos colaterales negativos. Estos autores
continidan en esta linea de investigacion estudiando la proteccién de 1la SAM en dos especies
de ratones frente a la HT del ACAP obteniéndose los siguientes resultados, la administracion
simultanea de ACAP y SAM reduce la mortalidad de los ratones y disminuye la deplecién
de glutation respecto a ratones a los que se les administra solo ACAP, por tanto, el SAM
reduce la HT del ACAP con tal que se administre en las 5 horas después de la ingestién de
ACAP.

* Fact icional infl 1o HT

Ingesta de una dieta deficiente en metionina: Un amplio estudio sobre el tema que nos
ocupa se ha realizado recientemente por PRICE, V.F. y JOLLOW,D.J. en 1989 en el cual
se obtuvieron numerosos datos. En este trabajo se estudiaron los efectos de una ingesta con
varios niveles de metionina sobre diversos pardmetros y su relacién con el metabolismo del
ACAP y su toxicidad,

La ingesta de metionina y cisteina es fundamental para metabolizar el ACAP. Los
procesos de detoxificacidn de sustancias ajenas al organismo en los que intervienen
sulfoaminodcidos incluyen también la conjugacidn con cisteina, metalotioneina y sintesis de
enzimas y de otras protefnas incluidas en estos procesos y en las oxidasas de funcidn mixta
que catalizan la activacién del ACAP (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1988a, 1988b;
PARKE, D.V.y IOANNIDES, C. 1981).

Con una dieta deficiente en sulfoaminodcidos disminuye la sintesis de
3’—fosfoadenosil-—S'—fosfosulfato y de glutation en el higado, y por tanto, disminuye el
aclaramiento de los metabolitos conjugados correspondientes del ACAP (WOODCOCK, B.G.
y WOOD, G.C. 1971; KRIJGSHELD, K.R. y col. 1981b) de modo, que el contenido de
metionina en la dieta es directamente proporcional at contenido de glutation hepdtico (PRICE,
V.F. y JOLLOW, D.J. 1989; GLAZENBURG, E.J. y col. 1983). PRICE, V.F. y
JOLLOW, D.J. en 1989 nos indican que animales con dieta sulfo deficiente, bajas dosis de
ACAP metabolizan 1a droga mas lentamente debido a una marcada reduccion en la capacidad
de sulfatacién y demostraron mediante estudios histolégicos que a medida que disminuye el
contenido de metionina en la dieta con la que se alimenta a los animales, aumenta la
incidencia en los mismos a la lesidn y necrosis hepdtica. Por tanto, en ausencia del
aminodcido hay una relacion lineal entre la muerte de animales de experimentacién y la dosis
de ACAP administrada (GALIANA, A. 1987).

Independientemente del incremento del efecto hepatotdxico inducido por una
disminucién del porcentaje de metionina en la dieta, GLAZENBURG, E.J. y col. en 1983
demostraron que el metabolismo de una elevada dosis de ACAP en ratas estd
sorprendentemente poco afectada con la administracion de una dieta con un contenido
constante 0 muy bajo de metionina y cisteina.

Todas estas observaciones indican la posibilidad de que un estado nutricional deficiente
en cuanto a sulfoaminodacidos se refiere, el cual se puede dar en malnutricion proteica, puede
aumentar la susceptibilidad a la lesion hepdtica por ACAP en humanos (PRICE, V.F. y
JOLLOW, D.J. 1989).

Por otro lado, como hemos indicado en la Figura 2. la via metabdlica de
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transulfuracién es un ciclo bioquimico en el que intervienen SAM, S-adenosilhomocisteina
(SAH) y 4cido félico, y que es el punto clave de sintesis de moléculas sulfuradas requeridas
para la disposicién de ACAP. Una deficiencia dietética de metionina provocaria una demanda
de cistefna para la sulfatacion y la biosintesis de glutation que puede afectar a la
transuifuracién y por tanto a la concentracién de SAM segun nos indica REICKS, M.M. y
col. (1992). En este sentido en 1992 REICKS, M.M. y col. realizaron un estudio con ratones
alimentados con dieta completa (0,5%) y deficiente (0,25%) de metionina y a los que se les
administré un 0,0% y 0,5% de ACAP. Los resultados obtenidos fueron, en cuanto al
crecimiento un reduccidn significativa del lote con ACAP y alimentado con 0,25% de
metionina, en cuanto a la actividad enzimdética, un aumento significativo de la glutation
peroxidasa y de la superéxido dismutasa con el aumento de metionina ingerida y un aumento
también de la glutation S-transferasa con la ingestion de ACAP por la formacion del
metabolito toxico formado que se va a conjugar con el glutation. La concentraciéon de SAM
hepdtica no aumentd con el tratamiento dietético ni con la administracién del farmaco pero
si aumenta la concentracion de SAH y disminuye la relacién SAM:SAH cuando se administra
ACAP del lote alimentado con 0,5% de metionina respecto al que consumi6 0,25% y estas
modificaciones se deben como ya hemos indicado a la pronunciada conversidn de metionina
a cisteina.

La composicién de la dieta y distintos nutrientes también pueden influir en el
metabolismo del ACAP. En este sentido, MARTINELLI, A.L. y col. 1989 observaron que
la ingestién de una dieta compuesta exclusivamente con sacarosa protege a los animales de
los efectos hepatotéxicos del ACAP independientemente de la via de administracién de la
droga.

En el trabajo de PETERSON, F.J. y KNODELL, R.G. (1984) se estudia la posible
accion del dcido ascorbico como protector frente a la lesién hepdtica en ratones. La
administracion de la vitamina en dosis de 1 g/Kg peso una hora antes y después del
tratamiento con ACAP disminuye el dafio hepatocelular, sin embargo, la vitamina E potencia
la HT del ACAP. Una deficiencia en selenio inhibe la necrosis hepdtica producida por este
farmaco debido al incremento de la metabolizacion del ACAP por la GSH-S-transferasa que
provoca la deficiencia (FLOHE, L. 1989). Del trabajo realizado por RAHEJA, K.L. y col.
en 1983, en el que se estudid el efecto de una deficiencia dietética de riboflavina en ratas
sobre la toxicidad del ACAP, mediante distintas pardmetros y determinaciones nutricionales,
plasmdticas e histoldgicas, se concluye que la deficiencia dietética de riboflavina en las ratas
protege de la HT provocada por el ACAP, pero el grado de proteccion depende también del
estado nutricional general del animal. PETERSON, F.J. y col. (1992) en su estudio sobre los
efectos de una dieta deficiente en selenio y vitamina E, observaron que la deficiencia de
ambos nutrientes en ratones, incrementa la mortalidad a la que da lugar el ACAP
independientemente del status de glutation hepatico.

Un factor que puede estimular la toxicidad inducida por el ACAP a través de los
enzimas hepdticos microsomales encargados de la metabolizacion de los fairmacos es el etanol
(PETERSON, FE.I. y col. 1980). REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. (1984) estudian los
efectos de la metionina de la dieta y el etanol sobre la HT por el ACAP en ratones. En el
experimento, se demuestra que una deficiencia de metionina da lugar a una disminucién en
los niveles de GSH, lo que va a predisponer al ratén a aumentar la HT, complementdndose
dicho efecto con el del etanol.

MEHTA, S. y col. en 1982 realizaron un estudio sobre la farmacocinética del ACAP
en nifios con malnutricidn proteico-caldrica y se observé una disminucion de la tasa constante
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de eliminacién y una prolongacion de la vida media plasmética del formaco. Segiin indica el
mismo autor, estos nifios malnutridos tienen comprometida la capacidad de biotransfomacién
de drogas incluso es concebible que la rutas normales de transformacién se saturen con
menores niveles plasméticos y por tanto, este aspecto del metabolismo del ACAP debe
estudiarse minuciosamente y observar la posible influencia sobre la toxicidad del ACAP.
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En diferentes estudios {(VARELA MOREIRAS, G. y col. 1990a, 1991a) se encontré
en ratas, que el ACAP no afecta a la utilizacién digestiva de la proteina pues no se observé
que afectase al coeficiente de digestibilidad del nitrégeno. En el trabajo de VARELA
MOREIRAS, G. (1991a) también se estudié el efecto de la administracién crénica de ACAP
en ratas sobre la utilizacton metabdlica de la proteina de la dieta. Los resultados mostraron
que habia un descenso significativo en esta utilizacion metabdlica del nitrégeno comparando
ratas tratadas con ratas control. El trabajo se realizé administrando dos tipos de dieta una
deficiente en protefna (5% caseina) y otra completa (12% caseina), en los lotes a los que se
les suministré una dieta deficiente junto con el formaco se vio que disminuia también la
utilizacién metabdlica del nitrégeno en los dos balances metabdlicos estudiados (dfas 4-11 y
36-42). Esto puede ser debido a distintos procesos con los que esta asociado el tratamiento
crénico con ACAP. Por una parte, una administracion prolongada de ACAP produce una
disminucién de la excrecion de creatinina (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1589), y por
otra, se produce un incremento de los requerimientos de sulfoaminodcidos para el
metabolismo del ACAP. En el experimento llevado a cabo por PRICE, V.F. y JOLLOW,
D.J. (1989) que como ya hemos dicho se trataron a distintos lotes de ratas con ACAP y se
les administraron distintos niveles de metionina en la dieta, los valores de eliminacion de
nitrégeno urinario se mantuvieron relativamente constantes en todos los lotes. Asi,
independientemente de la ingesta de metionina los autores indicaron que el ACAP no afecta
a la eliminacién urinaria de nitrégeno.

Si el ACAP estd recomendado en dosis diarias de mds de 4 gramos mas del 50% de
esta dosis se conjuga con sulfato o con glutation (REICKS, M. y HATHCOCK, }.N. 1988a).
La ingesta de ACAP y su metabolismo bajo estas condiciones representa 13,2 mmol/dia de
sulfato mds la deplecién de glutation. Virtualmente todo el glutation deriva del metabolismo
de la metionina o cisteina y en humanos la mayoria del sulfato urinario deriva de la oxidacion
de sulfoaminodcidos (SABRY, Z.1. y col. 1965 y KRIJGSHELD, K.R. y 1981a). Por tanto,
la conjugacién de ACAP con sulfato y glutation requiere cantidades estequiométricas de
sulfoaminodcidos y su consumo prolongado produce un incremento de los requerimientos de
sulfoaminodcidos a través de la deplecion de sulfato y glutation (REICKS, M. y col. 1987;
HATHCOCK, J.N. 1987). De hecho, el tratamiento crénico con ACAP esta asociado a una
disminucién prolongada de los niveles tisulares de glutation (REICKS, M. y col. 1988;
REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1988a, 1989), al aumento de la actividad de la glutation
S-transferasa (REICKS, M. y col. 1992) y al aumento de la oxidacién de [*C]fenilalanina que
indica un aumento de la biodisponibilidad del aminodcido para la oxidacién debido a la
deficiencia de metionina que induce el ACAP (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1989).
Ademds, estudios con roedores han mostrado que una administracién prolongada de ACAP
puede producir deficiencia de metionina o inducirla si se le administra una dieta deficiente
en aminodcidos sulfurados por la adicional demanda el metabolismo det ACAP
(HATHCOQOCK, I.N. 1990). Se produce entonces, la inhibicidén de la sintesis de proteina,
disminucidn de cisteina libre en el plasma, y excrecién de creatinina y N—metilnicotinamida,
aunque parece no afectar a los requerimientos de metionina para las reacciones de metilacion
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de farmacos y otros compuestos (HATHCOCK, J.N. 1987, REICKS, M. y HATHCOCK,
J.N. 1989). Un reciente trabajo de MICHELLI, L. y col. (1993) demostraron en ratas que
la administracion de ACAP da lugar a una reduccién significativa de los niveles de glutation
cerebrales, especialmente en el hipotdlamo y en la corteza cerebral, aunque el mecanismo
bioquimico que da lugar a este efecto es aln desconocido.

Los efectos de la administracién prolongada de ACAP sobre los indicadores de la
funcion de 1a metionina estdn indicados en el siguiente cuadro (HATHCOCK, J.N. 1990).

Indicador Efecto
Crecimiento Disminuido
Sintesis de proteinas Disminuida
Cistefna libre en hfgado Disminuida
Glutation hepdtico Disminuido
Oxidacién de L—["C]Fenilalanina Incrementada
N—Metilnicotinamina en orina Disminuida
Creatinina en muisculo No afectada
Creatinina en plasma No afectada
Creatinina es orina Disminuida

La disminucién del crecimiento puede deberse al posible efecto directo inhibidor del
crecimiento del ACAP, McLEAN, A.E.M. y col. (1989), nos indica como en ratas
alimentadas con una dieta que contenia un 1% de ACAP se produce una disminucion del
crecimiento dosis-dependiente, y que este efecto se debe a la deplecidon de aminodcidos en el
curso del metabolismo del ACAP. En este experimento la dosis utilizada era equivalente a
la dosis humana normalmente utilizada y, por tanto, la posibilidad de inducir una deficiencia
de aminodcidos con el uso crénico de ACAP en una dosis normal es elevada. Los indicadores
primarios del status de metionina, alterados por niveles ACAP que no generan HT,
demuestran que la deficiencia de metionina puede ser inducida por el ACAP cuando las
ingestas de aminodcidos sulfurados son marginales (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N.
1689).
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2.4.2.- Antiparkinsonianos: Levodopa

2.4.2.1. Clasificacién farmacoldgica, aplicaciones terapéuticas vy
dosificacién.

La levodopa es el fidrmaco que se utiliza en primera instancia para el tratamiento de
la enfermedad de Parkinson. Por ello, en primer lugar indicamos, aunque brevemente, las
caracteristicas y sintomatologia fundamental de la enfermedad y posteriormente trataremos
bdsicamente algunos aspectos de la farmacologia de la levodopa a partir de las revisiones
realizadas por FLOREZ, J. y col., (1987b), PLUM, F. y POSNER, JI.B. (1988) y
CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S. (1991).

Los ganglios basales presentan diversas funciones entre las que destacan la capacidad
de controlar la actividad motora y una de sus disfunciones es la llamada enfermedad de
Parkinson conocida también como un sindrome acinético-rigido. Dentro de la arquitectura de
los ganglios basales, es el cuerpo estriado (nicleo caudado y putamen) el que recibe la mayor
parte de las aferencias que llegan desde diversas dreas o niicleos y a su vez, éste emite
informacién canalizindola a través del globo pdlido y de la zona reticulata de la sustancia
negra. Desde el punto de vista neuroquimico la via nigroestriada es de naturaleza
dopaminérgica y se origina en las neuronas pigmentadas de la zona compacta de la sustancia
negra. Algunas de las neuronas situadas en el nicleo caudado son de naturaleza colinérgica,
de modo que se acepta la existencia en condiciones normales de una funcién contrapuesta y
equilibrada entre la actividad dopaminérgica y colinérgica, de manera que la disminucion de
una se acompana de la hiperactividad de la segunda. La destruccidn de las neuronas
dopaminérgicas inhibitorias situadas en la sustancia negra da lugar a la enfermedad de
Parkinson, es una lesién degenerativa de via nigroestriada, con pérdida profunda de dopamina
a este nivel. La pérdida de la catecolamina subyace a todas las manifestaciones motoras
principales del parkinsonismo.

La enfermedad de Parkinson fue descrita por primera vez por James Parkinson en
1817 como "pardlisis agitante” y es un sindrome que se caracteriza por: bradicinesia (lentitud
y pobreza de movimientos), rigidez muscular (percibida por el examinador como un aumento
de la resistencia de los mdsculos al movimiento pasivo), temblor en reposo (usualmente se
calma con el movimiento voluntario), anormalidades en la postura y en la marcha, ademads
de otras incapacidades funcionales como alteraciones del habla, de actividades delicadas,
facies inexpresiva, depresion y eventualmente demencia. Los sintomas de fa enfermedad de
Parkinson no se desarrollan hasta que aproximadamente un 80% de las neuronas de la
sustancia negra han sido destruidas. A pesar de que la fisiopatologia de la enfermedad se
conoce bien, su eticlogfa atin no se conoce.

El Parkinson es una enfermedad exclusivamente humana, por tanto, no se pueden
provocar simultdneamente todos los sintomas en animales de experimentacion (ANTAL, J.
y JASZSAGI-NAGI, E. 1978). Asi, solamente se ha conseguido provocar un sindrome
similar al parkinsonismo en primates cuando se les administra MPTP (N-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) (BURNS, R.S. y col. 1983).

Como hemos dicho, en el cuerpo estriado existe un equilibrio entre los componentes
inhibitorios dopaminérgicos y los excitatorios colinérgicos y, por tanto, una de las estrategias
terapéuticas para el parkinson es la de bloquear Ia hiperactividad colinérgica producida al
existir una hipofuncién dopaminérgica. Sin embargo, el restablecimiento de la transmision
dopaminérgica mediante diversas sustancias de las cuales la levodopa es el prototipo
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constituye la linea fundamental de tratamiento de la enfermedad.

La dopamina, como tal molécula, no atraviesa la barrera hematoencefdlica cuando se
administra en forma sistémica por lo que no tiene efectos terapéuticos, de este modo se
recurre a la administracion del aminodcido precursor inmediato de la dopamina, la levodopa
(L-3,4-dihidroxifenilalanina). La levodopa se absorbe en el intestino, y posteriormente
atraviesa la barrera hematoencefdlica mediante el transportador de aminodcidos neutros y pasa
al tejido estriatal donde se descarboxila produciendo dopamina. I.as neuronas dopaminérgicas
que sobreviven en la enfermedad de Parkinson captan la levodopa tratando de compensar la
actividad perdida. La estructura quimica de la levodopa se muestra en la Figura 10.

Figura X.-Formula guimica de la levodopa y de los inhibidores de la LAAD
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La L-aminodcido aromdtico decarboxilasa es un enzima que se encuentra en células
de naturaleza y localizacion diversas, asi, fuera del sistema nervioso central (SNC) se
encuentra en la células de la mucosa intestinal, de los capilares cerebrales y en el higado, de
tal modo que el 95% de la levodopa administrada sola se convierte en dopamina fuera del
SNC. Por esto, la administracién concurrente de levodopa con un inhibidor de la L-
aminodcido aromdtico decarboxilasa disminuye en gran medida la descarboxilacion del
fairmaco en los tejidos periféricos. Estos inhibidores son la carbidopa y ia benserazida cuya
férmula quimica se muestra en la Figura 10. estos xenobidticos no atraviesan la barrera
hematoencefdlica por ello no ejercen su accién en el SNC.

La ventajas de la terapéutica combinada de un inhibidor de la L-aminodcido aromdtico
decarboxilasa y levodopa son: 1) La dosis de levodopa puede reducirse en un 75%, 2)
disminuyen en gran medida los efectos secundarios y las interacciones de la administracion
de una elevada dosis de levodopa y 3) aumenta el porcentaje de pacientes que presentan
mejoria asi como el grado de dicha mejoria.

En cuanto a los preparados y la dosificacién para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson encontramos asociaciones de carbidopa/levodopa (CL) en proporcién 1/10 o de
benserazida/levodopa (BL) en proporcidn 1/4. Las dosis iniciales son 25/250 mg/dia de CL
o de 25/100 de BL. Las dosis de mantenimiento son 50-75/500-750 mg/dia de CL y de 100-
200/400-800 de BL. Las dosis maximas serdn 150/1500 mg/dia de CL y 150/600 de BL.
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2.4.2.1. Consumo de levodopa y estado nutritivo de enfermos de Parkinson.

* Consumao de levodopa

Como hemos indicado, la enfermedad de Parkinson es un sindrome clinico de etiologia
desconocida, en el que se produce una lesién degenerativa en los ganglios basales del encéfalo
y, especificamente, del sistema dopaminérgico nigroestriatal (CEBARDAUM, I.M. y
SCHLEIFER, L.S. 1991), una degeneracién supone que el tratamiento se administrard
durante un amplio periodo de tiempo, encontramos asi publicaciones de tratamientos
administrados durante periodos de 2 hasta 17 anos (SWEET, R.D. y McDOWELL, F.H.
1675; YAHR, M.D. 1978; CEBARDAUM, J.M. y McDOWELL, F.H. 1986; UITTI, R.J.
1993). Después de 4 a 8 afios de tratamiento los pacientes se vuelven refractarios al
tratamiento y la medicacién pierde su eficacia paulatinamente por lo que se tiene que recurrir
a otras drogas antiparkinsonianas (LITTER, M. 1988}.

Aunque, un 5% de los pacientes de Parkinson a los que se les administra levodopa no
experimentan beneficio alguno y a pesar de los efectos secundarios de la medicacion
(FLOREZ, J. y col. 1987b), la combinacién de levodopa con un inhibidor de la L-aminodcido
aromdtico decarboxilasa es actualmente el preparado mds efectivo disponible para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S.
1991).

La incidencia de la enfermedad aumenta con la edad: afecta al 1% de los adultos
mayores de 65 aiios en todo el mundo y usualmente se manifiesta después de los 55 anos
(MARTILLA, R.J. 1983). Segtin MUTCH, W.J. y col. (1986) el Parkinson es una alteracion
neuroldgica crénica que afecta al 1 por 1000 de la poblacién.

Los avances en la farmacoterapia del parkinsonismo logrados en los tltimos 25 afios
han reducido en forma notable ia morbilidad de Ia enfermedad y constituyen un triunfo en la
farmacologia de la enfermedad (CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S. 1991).
Concretamente en cuanto a la levodopa, la mortalidad se ha reducido a la mitad desde que
aparecid el firmaco y se produce un progreso mas lento en la intensidad de los sintomas
cuando el tratamiento con levodopa se inicia poco después de que se diagnostica la
enfermedad de Parkinson (HOEHN, M. 1983, DIAMOND, S.G. y col. 1987); por esto, el
tratamiento con levodopa debe iniciarse temprano en el curso de la enfermedad
(CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S. 1991).

El estudio de las interacciones de la levodopa sobre los distintos nutrientes es
gspecialmente interesante pues los enfermos de Parkinson son pacientes que en su mayoria
estan delgados y desnutridos (MARKUS, H.S. y col. 1993). Se ha sugerido que esto podria
ser el resultado de, un incremento del gasto de las reservas de nutrientes del organismo, o
por efecto del tratamiento terapéutico {VARDI, J. y col. 1976).

Por una parte, el Parkinson es una enfermedad que cursa con una sintomatologia
caracterizada por temblor, bradiquinesia, rigidez y trastornos de postura, marcha y equilibrio
(FLOREZ, J. y col. 1987b), procesos que podrian aumentar los requerimientos de energfa
o de determinados nutrientes. De hecho, se ha demostrado que en pacientes con Parkinson
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y en reposo, tanto de mediana edad como en ancianos, se produce un incremento del gasto
energético (LEVI, S. y col. 1990; BROUSELLE, E. y col. 1991; COX, M. y col. 1992) con
respecto a personas no Parkinsonianas.

Ademds, los pacientes de Parkinson presentan numerosos sintomas que pueden
disminuir la ingesta: alteraciones en la deglucion, descordinacién mano-boca debida a los
movimientos involuntarios que produce la enfermedad (LIEBERMAN, A.N. y col. 1980);
disminucién del apetito, produccién excesiva de saliva, y alteraciones en la motilidad
intestinal, como lentificacién del vaciamiento gdstrico y constipacidon (TANNER, C. y col.
1987). La disminucién de la ingesta también se puede producir por factores sociales como
aislamiento y dificultades que presentan concretamente estos pacientes para comprar y
prepararse los alimentos (ABBOTT, H. y col. 1992a y b).

Junto con todo lo anterior, se ha postulado que la reduccion del nivel de proteina de
la dieta en determinadas tomas maximiza la eficacia del tratamiento (RILEY, D. y LANG,
A.E. 1588); por lo que frecuentemente, se recomienda la disminucidén de la ingesta proteica
directamente sin indicar la necesidad de una compensacidn dietaria.

La presencia de todas o de algunas de estas circunstancias en los enfermos de
Parkinson, el aumento del gasto energético, la disminucion de la ingesta total y parcial de
proteina, produce en ellos variaciones de los indicadores del estado nutritivo como lo indican
diferentes trabajos: WAXMAN, M. y col. (1990); MARCUS, H.S. y col. (1992); ABBOTT,
H. y col. (1992a y b); PARE, S. y col. (1992); MARKUS, H.S. y col. (1993) han
demostrado la reduccidn del peso corporal que se produce en estos pacientes, ademds de que
un elevado porcentaje de los mismos presentan un IMC (indice de masa corporal) menor de
20. ABBOTT, H. y col. (1992b) estudiaron también otros pardmetros bioquimicos y cuando
se compararon niveles plasmdticos de pacientes parkinsonianos con un grupo control sano,
se encontré una reduccidn significativa (p < 0,05) en los niveles de albtimina, vitamina A,
vitamina E, hierro y cinc. Estas deficiencias parecen estar relacionadas, segiin estos autores,
con una ingesta deficitaria para la demanda resultante de su alterado estado neuromuscular.

Por otra parte, se ha postulado que durante 1a enfermedad de Parkinson aparece stress
oxidativo durante el cual se forma peroxido de hidrégeno y radicales libres derivados del
oxigeno, que pueden provocar dafios celulares y jugar un papel importante en la progresidn
de la enfermedad (PARKINSON STUDY GROUP, 1989; FAHN, S. y COHEN, G. 1992).
Ademas el metabolismo quimico y enzimdtico de la dopamina puede aumentar el nivel de
especies de radicales libres por si mismo (JENNER, P. 1993). Algunos indicadores del stress
oxidativo (FAHN, S. y COHEN, G. 1992) son: (1) reduccién de la mayorfa de las sustancias
reductoras, como ascorbato, glutation o tocoferol; (2) cambio en el estado redox celular tal
como un incremento en la razén glutation oxidado a glutation reducido; (3) acumulacidén de
macromoléculas como perdxidos lipidicos, proteinas oxidadas y ADN alterado.

Si esta hipétesis es vdlida, durante la enfermedad de Parkinson se puede provocar una
disminucién de antioxidantes y, por tanto, la disminucion plasmdtica de vitamina E y cinc
indicada en el trabajo de ABBOTT, H. y col. (1992b) resultaria del incremento de los
requerimientos de estos antioxidantes. Sin embargo, en el trabajo de IMENEZ-JIMENEZ,
F.J. y col. (1993) se observd que las concentraciones de carotenoides séricos aparentemente
no estdn relacionados con el riesgo de desarrollar Parkinson. PERRY, T.L. y col. (1982)
mostraron una reduccidn de los niveles de glutation reducido (GSH) en la sustancia nigra en
enfermos de Parkinson y sugirieron que era debido a su utilizacion por algunas toxinas alli
acumuladas. Por otro lado, RIEDERER, P. y col. (1989) mostraron que los niveles de
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glutation total (GSH + GSSG) en enfermos de Parkinson eran 50 % menores que los valores
control. La relacién glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) se inclina a favor
de la forma oxidada (JENNER, P, 1993).

En este sentido, bajo condiciones H, O
fisioldgicas el glutation reducido (GSH) se H O 2

encarga de eliminar el peréxido de 2 T2  GLUTATION PEROXIDASA
hidrégeno cuando se encuentra en baja

concentracién, que se ha liberado por el | 2 GSH GSSG
metabolismo de la dopamina, formandose asi

glutation oxidado (GSSG) (FAHN, S. y

COHEN, G. 1992; YOSHIKAWA, T, GLUTATION REDUCTASA +
1993), como indica la figura: NADP* NADPH + H

Una pequefia pero significativa
reduccién de la glutation peroxidasa se
encontrd en la sustancia nigra de pacientes de Parkinson lo cual, se supone debido a la
alteracion de este drea del cerebro mediada por los radicales libres y el peréxido de hidrégeno
(KISH, S.J. y col. 1985).

2.4.2.3. Interacciones levodopa-metionina.

Primeramente definimos un mecanismo de interaccion de la levodopa con la
bioutilizacién de la metionina que se verifica a través de su principal via metabdlica, la ruta
de transmetilacién-transulfuracién, indicada esquemdticamente en la Figura 11.

Para desarrollar este punto es necesario indicar las principales vias metabdlicas de la
levodopa que aparecen en la Figura 11. En ella se indica que después de una administracién
de levodopa, ésta es ampliamente metilada, mediante la catecol O-metiltransferasa (COMT),
a 3-O-metildopa, la cual se convierte en &cido homovanillico por decarboxilacién
(WURTMAN, R.J. y ROSE, C.M. 1970). Esta es la ruta metabdlica mayoritaria de levodopa
exégena en los mamiferos (WURTMAN, R.J. y col. 1970a). El grupo metildonador en la O-
metilacidén, tanto de levodopa como de dopamina, es la S-adenosilmetionina (SAM)
(AXELROD, J. y TOMCHICK, R. 1958), que ademds es el compuesto donador de grupos
metilo en el metabolismo extraneuronal de catecolaminas (AXELROD, J. 1971). Por esto,
se han realizado diferentes trabajos enfocados al estudio del efecto de la administracion de
levodopa sobre los niveles corporales de SAM. WURTMAN, R.J. y ROSE, C.M. (1970);
WURTMAN, R.J. y col. (1970b) y ORDONEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. (1973a)
demostraron que las concentraciones de SAM en cerebro y rifién disminuyen marcadamente
cuando a las ratas se les administra una dosis comparable a la utilizada en el tratamiento de
la enfermedad de Parkinson. Por tanto, la administracion de levodopa disminuye la
concentracién de SAM en tejidos disminuyendo asi la biodisponibilidad de este metildonador
para las reacciones de transmetilacién.

Recientemente se han realizado mds trabajos sobre el tema. TAUFEK, H.R. y BONE,
A.H. en 1980 también demostraron la reduccién de los niveles tisulares de SAM con
administracidn de levodopa e iproniacida (IMAQ) y la reversibilidad del efecto con la
administracién de una dosis equimolecular a la cantidad de levodopa de metionina.
SURTEES, R. y HYLLAND, K. en 1990, demostraron que un aumento de la concentracion
de levodopa en el SNC en nifios produce, por una parte, una marcada reduccién de la
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Figura 11.- Vias metabdlicas de la levedopa.
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AD = Aldehido deshidrogenasa; COMT = Catecol-O-metiltransterasa; DBH = Dopamina hidroxilasa; LAAD
= L-Aminoacido aromatico decarboxilasa; MAO = Monoaminooxidasa.

concentracién de SAM en el fluido cerebroespinal debido, segin los autores, a la formacion
enddgena de levodopa y, por otra, un aumento de los niveles de 3-metoxitirosina, lo que
sugiere que la concentracién de SAM es el factor gobernante en el SNC de la metilacion de
la -levodopa. Por todo esto, SURTEES, R. y HYLAND, K. (1990) proponen que seria
interesante considerar ia administracidn conjunta de SAM o de otros metildonadores,
metionina o betaina, cuando se trata a los pacientes con levodopa.

Existen discrepancias en cuanto al papel de la SAM en la sintomatologia de la
enfermedad, puesto que, por un lado, MEGNA, G. y col. (1977) realizaron un estudio en el
que se administraron 60 mg de SAM durante [5 dias a sujetos afectados de Parkinson que
estaban tratados crénicamente con levodopa y se observé que favorecia la remision de algunos
sintomas de la enfermedad. Por otro lado, CHARLON, C.G. y WAY, E.L. (1978)
observaron que la administracion intracerebroventricular de SAM en ratones induce la
aparicion de temblores de forma dosis-dependiente. Ademas una reciente investigacion
(CROWELL, B.G. y col. 1993) demostré en ratas que la administracion de SAM tiene efecto
hipocinético.

WURTMAN, R.J. y ROSE, C.M. (1970) opinan que parece posible que una
prolongada administracion de levodopa cause una relativa disminucién de metionina en el
organismo. En una terapia prolongada con levodopa la relacion DOPAC/HVA (acido 3,4-
dihidroxifenilacético/dcido 3-metoxi-4-hidroxifenilacético) que se excreta aumenta, reflejando
una deplecion de dadores metito necesarios para el metabolismo por la COMT, y por tanto
buena parte de la metionina dietética es utilizada por el metabolismo de grandes dosis
terapéuticas de levodopa (CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S. 1991). La
concentracién tisular de metionina va a variar en funcién de la condiciones experimentales;
ORDONEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. (1973a) realizaron un trabajo en ratas en el que con
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una primera inyeccién de levodopa (i.e., 30-100 mg/Kg) no se encontraron ninguna variacién
en las concentraciones séricas y cerebrales de metionina libre; si se administran dos
inyecciones de levodopa en un intervalo de 45 minutos se reduce un 40% la concentracidn
de metionina sérica aunque no se afecta a la concentracién de metionina cerebral; y sélo
después de cuatro inyecciones, la concentracidn de metionina cerebral disminuye
significativamente. Al igual que ocurre con la SAM segiin el trabajo de TAUFEK, H.R. y
BONE, A.H. en 1980 se produce una reduccién de los niveles tisulares de metionina con
administracién de levodopa e iproniacida (IMAO) y el efecto es reversible con la
administracién de una dosis equimolecular a la cantidad de levodopa de metionina. En el
trabajo indicado anteriormente de SURTEES, R. y HYLAND, K. en 1990, no aparecen
alteraciones en la concentracién de metionina en el fluido cerebroespinal de nifios tratados con
levodopa. La rata tiene todos los enzimas necesarios para regenetar grupos metilo desde la
serina (ORDONEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. 1973b), por tanto, ORDONEZ, L.A. y
WURTMAN, R.J. (1974) y SURTEES, R. y HYLAND, K. (1990), sugieren que la
capacidad de mantener las concentraciones de metionina después de una dosis de levodopa
capaz de disminuir la concentracién cerebral de SAM y la de metionina sérica, es el resultado
de la regeneracién de metionina a partir de la homocisteina formada después de la
trasmetilacién de dopa y sus derivados catecélicos.

Los enzimas necesarios para la sintesis de metionina a partir de la serina requieren
entre otros cofactores dcido félico y vitamina B,,. En el trabajo d¢ ORDONEZ, L.A. y
WURTMAN, R.J. (1974) se estudié el efecto de una deficiencia dietética crénica de 4cido
félico sobre la transmetilacién cerebral cuando se administra a ratas levodopa en una dosis
comparable a la terapéutica. Entre los efectos encontrados, aparecié una disminucidn
significativa de la concentracion cerebral de SAM en los animales deficientes en folato. Estas
investigaciones mostraron que mientras que la deficiencia de folato "per se" alteraba el
metabolismo cerebral de los grupos metilo, la levodopa incrementaba la transmetilacién en
este tejido dificultando la capacidad cerebral para mantener los niveles de metionina. Esto
sugiere que durante el tratamiento crénico con levodopa, la utilizacion excesiva de las vias
de sintesis de novo de grupos metilo podria incrementar los requerimientos nutricionales de
dcido félico y vitamina B,,. En el trabajo indicado anteriormente de SURTEES, R. y
HYLAND, K. (1990) no aparecen alteraciones en la concentracién de 5-metiltetrahidrofolato
en el fluido cerebroespinal de nifios tratados con levodopa. Finalmente, si la deficiencia
relativa o absoluta de 4cido félico y vitamina B12 contribuye a los efectos secundarios
cerebrales de la levodopa ain no esta determinado.

Se ha postulado también, aunque aln no esta claro que asi ocurra, que el tratamiento
de Parkinson con levodopa estimula la formacién de perdxido de hidrégeno (BLIN, J. y col.
1988) y como ya indicamos en el punto anterior el encargado de neutralizar este compuesto
es el glutation reducido. De hecho, en un trabajo reciente realizado por MYTILINEOU, C.
y col. (1993) con cultivos de c€lulas del mesencéfalo, observaron un aumento del 125,2 %
respecto’ al valor control en el contenido de glutation reducido cuando al cultivo se le afade
levodopa.

Otro mecanismo de interaccion de la levodopa con la metionina se verifica a nivel de
absorcién por la existencia de mecanismos competitivos entre el firmaco y la metionina,
ademds de con otros aminodcidos, por la proteina de transporte correspondiente.

En el punto 1.- de esta revisién ya vimos como la absorcion intestinal de la proteina
se verifica en la membrana luminal de las células epiteliales por la presencia de distintas
proteinas de transporte especificas a las que se unen los aminodcidos (también péptidos
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pequefios) y son arrastrados hacia el interior mediante transporte activo (GUYTON, A.C.
1992). Estos mecanismos de transporte tienen una afinidad mucho mayor para transportar L-
esteroisomeros de aminodcidos que D-esteroisémeros (SHINDO, H. y col. 1977; GUYTON,
A.C. 1988). Por tanto, cuando en la luz intestinal se encuentran simultdneamente la levodopa
(L-dopa) y determinados aminodcidos neutros, como la L-metionina (PEARCE, L.A. y
WATERBURY, L.D. 1974), el L-triptéfano (LEHMANN, J. 1973) o la L-fenilalanina
(GRANERUS, A K. y col. 1971), se produce una inhibicién de la absorcién del medicamento
o del aminodcido por competencia por el transportador.

La competitividad por los transportadores va a dar lugar 16gicamente, por un lado, a
la disminucidn de la disponibilidad del farmaco (OLDENDORF, W.H. 1971; DANIEL, P.M.
y col. 1976; RECHES, A. y FAHN, S. 1982) y, por tanto, de su eficacia farmacoldgica y,
por otro, a la reduccidn de la absorcién y biodisponibilidad de algunos aminodcidos
{(GRANERUS, A K. y col. 1971; LEHMANN, }. 1973; PEARCE, L.A. y WATERBURY,
L.D. 1974).

En cuanto a la disminucidén de la biodisponibilidad del firmaco por la presencia de
compuestos proteicos en la dieta hay trabajos suficientes para constatar esta teoria
GILLESPIE, N. G. y col. (1973); PEARCE, L.A. y WATERBURY, L.D. (1974); MENA,
I. y COTZIAS, G.C. (1975). Este dato esta recogido en numerosas revisiones generales de
interacciones farmaco-nutriente (ROE, D.A. 1984a; SHILS, M.E. y YOUNG, V.R. (1988);
GARABEDIAN-RUFFALQO, S.M. y RUFFALQ,R.L. 1986; WALTER-SACK, 1. 1987za;
WALTER-SACK, I. 1987b), en las que en la mayoria se recomienda una baja ingesta
proteica en enfermos de Parkinson tratados crénicamente con levodopa (WELLING, P.G.
1977).

Trabajos realizados sobre el tema en los (ltimos afios dan lugar a conclusiones a veces
contradictorias; NUTT, J.G. y col. (1989) indican que en la mayoria de los pacientes la
variacion de la concentracion plasmdtica de aminodcidos neutros no es un contribuyente
importante en la fluctuacion de la respuesta clinica de la levodopa. Sin embargo, CROXSON,
S. y col. (1991) demuestran una relacion directa entre una reduccidén de la ingesta de
aminodcidos neutros y la mejora significativa de los pacientes tratados. Anteriormente,
McDOWELL, F.H. y SWEET, R.D. (1976} indican que el 4cido glutimico, fenilalanina y
metionina producen una inhibicién de la reabsorcidn intestinal de mas del 50% de la levodopa
administrada mientras que el resto de los aminodcidos sélo la inhiben en un 10%.

En el trabajo de PARE, S. y col. (1992) se concluye con que en individuos no
hospitalizados con Parkinson que se encuentren altamente motivados se puede mantener un
ingesta con una dieta restringida en proteina pues la ingesta de la mayoria de los nutrientes
en estos casos suele ser adecuada. Sin embargo, aquellos pacientes cuya ingesta se vea
seriamente comprometida no deben ser sometidos a esta restriccidon proteica a no ser que
experimenten grandes fluctuaciones al tratamiento con levodopa. Todos estos datos han dado
lugar a la realizacién de trabajos como el de KARSTAEDT, P.J. y PINCUS, J.H. (1993) en
el que se cuestiona si la utilizacién de un edulcorante artificial (Aspartame), compuesto que
es hidrolizado en el intestino dando lugar a fenilalanina, podria dar lugar a variaciones en la
respuesta al tratamiento con levodopa, concluyéndose finalmente que ingestas moderadas de
aspartame no producian efectos adversos en los pacientes con Parkinson.

En cuanto a la alteracion de la absorcién de aminodcidos en presencia de levodopa en
1971 GRANERUS, A.K. y col. realizaron un estudio en nueve pacientes con Parkinson a los
que les administraban via oral L-fenilalanina y levodopa y por los resultados obtenidos por
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la concentracidn plasmadtica de L-fenilalanina, la levodopa reduce la tasa de absorcion de este
aminodctdo cuando ambos se encuentran simultdneamente en el lumen intestinal.

LEHMANN, J. en 1971 planted la posibilidad de que el tratamiento con levodopa
produjera una deficiencia de triptéfano por el mecanismo competitivo anteriormente
comentado. De hecho, en 1973 demostré que seis pacientes de Parkinson tratados con
levodopa y después de haber ingerido triptéfano presentaban niveles de triptéfano sérico mas
bajos que los que presentaban después de una toma similar de aminodcido y sin
administracién de farmaco. También LEHMANN, J. en 1971 propuso que esta interaccién
levodopa-triptéfano fuera la responsable de la depresién y otros efectos secundarios
producidos por la levodopa, ya que vio que una administracién de triptéfano presenta efectos
beneficiosos sobre los efectos secundarios psiquidtricos inducidos por la levodopa y esto seria
asi, por que si la levodopa inhibe competitivamente la absorcidn intestinal de triptéfano
también podria inhibir la entrada del mismo al cerebro lo que producirfa una reduccién de
la sintesis de serotonina o 5-hidroxitriptamina que provocaria la depresién a la que da lugar
el tratamiento con levodopa.

El proceso de competicién parece ser que no s6lo se produce al nivel intestinal, sino
ademds en las células endoteliales de los capilares cerebrales donde, como ya indicamos
anteriormente, también se encuentra el sistema de transporte para aminodcidos neutros
(OLDENDORF, W.H. 1971; DANIEL, P.M. y col. 1976) el cual es capaz de saturarse y
por ¢l que se establece una competitividad entre los aminodcidos circulantes de la sangre y
la levodopa para atravesar la barrera hematoencefilica y acceder al cerebro (RICHTER, J1.J.
y WAINER, A. 1971; DANIEL, P.M. y col. 1976; PARDRIDGE, W.M. 1977; NUTT, 1.G.
y col. 1984; PARDRIDGE, W.M. y CHOI, T.B. 1986; KURLAN, R. 1987). Este punto
constituye una interaccién importante pues, por una parte los pacientes de Parkinson presentan
variaciones en las concentraciones de neurotransmisores cerebrales (BIRKMAYER, W. 1976)
y por tanto la levodopa debe acceder al cerebro para producir los cambios neuroquimicos
orientados a la disminucién de los sintomas de la enfermedad y, ademds, distintos
aminodcidos deben también acceder al cerebro por su papel precursor de distintos
neurotransmisores (ANTAL, J. y JASZSAGI-NAGI, E. 1978).

El trabajo (BATTISTIN, L. y col. 1971) nos proporciona datos sobre la concentracion
sérica y cerebral y de almacenamiento en las distintas regiones cerebrales de metionina y
fenilalanina, con estos datos, ANTAL, J. y JASZSAGI-NAGI, E. (1978) estudiaron el efecto
en ratas de la administracién, bajo condiciones agudas, de levodopa sobre las concentraciones
plasmdticas y cerebrales y la distribucién en las distintas regiones cerebrales de metionina y
de fenilalanina y por tanto sobre la formacién de neurotransmisores. Los resultados obtenidos
fueron que la administracion del firmaco aumenta la concentracién de metionina plasmdtica
y disminuye, durante varias horas después, el almacenamiento cerebral de la misma, sin
embargo, esta disminucién de la incorporacién de metionina al cerebro fue significativa o no
en funcidn de la zona cerebral estudiada. Estos autores relacionan este dltimo efecto con los
datos de WURTMAN, R.J. y col. (1970a) que nos indican la disminucidn de la concentracién
de SAM cerebral con administracién de levodopa. En cuanto al efecto sobre las niveles de
fenilalanina se vio que la administracién de levodopa no afectaba a la concentracidn
plasmdtica de fenilalanina aunque si aumentaban los niveles cerebrales en general.
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2.5. TECNICAS DE DETERMINACION DE BIODISPONIBILIDAD

Como sabemos, la biodisponibilidad de los nutrientes estA condicionada por diferentes
factores que se podrian clasificar como:

* Propios del hombre: Estado de salud o enfermedad, situacién fisioldgica
(crecimiento, gestacién, envejecimiento, etc), variaciones individuales {composicién corporal,
historia dietética, adaptacidn, etc.).

* Propios de la dieta: presencia de interacciones entre nutrientes o con xenobidticos
como firmacos, aditivos, contaminantes, componentes no nutritivos de los alimentos.

* Procesos industriales y culinarios: fundamentalmente por tratamientos térmicos.

Por todo esto, se nos plantea la dificuitad de conocer la bioutilizacion de un nutriente
determinado, que vendria condicionada por los diferentes factores antes relacionados y que,
por tanto, tiene una problemadtica diferente para cada uno de los considerados en esta Tesis,
que a continuacién relacionamos.

2.5.1. Proteina

Con respecto a este nutriente resumimos a continuacion las revisiones sobre técnicas
de biodisponibilidad en las que se indican los indices mds utilizados, asi como su fundamento
para conocer el valor nutritivo de la proteina de la dieta limitdndonos a las que consideramos
fundamentales:

El papel fundamental de este nutriente, como es sabido, es el de formar proteinas
corporales y su valor nutritivo depende de Ia proporcién en que la proteina dietética pueda
incorporarse a la de los tejidos corporales. El concepto de calidad de la proteina trata de
cuantificar el papel de este nutriente y se debe seiialar la necesidad de tenerlo en cuenta al
objeto de poder estimar sus recomendaciones dietéticas, puesto que no todas las proteinas
tienen la misma capacidad de proporcionar aminodcidos iitiles al organismo (MUNRO, H.N.
y CRIM, M.C. 1987).

Por tanto, en principio, una proteina tiene mejor calidad nutricional que otra, cuando
su composicién en aminodcidos se parece mas a la de la proteina corporal aunque en su valor
nutritivo influya también su biodisponibilidad. Una cuantificacién de esta idea es lo que se
pretende mediante el pardmetro NPU (Ner Protein Utilization) que expresa el porcentaje de
nitrégeno proteico incorporado a nuestros tejidos, descontando del ingerido el que se elimina
por heces y orina. Por tanto, una proteina serd mejor utilizada cuanto mas alto sea el NPU.
Por consiguiente, y basdndonos en este pardmetro, €s posible cuantificar la calidad de la
proteina de los alimentos (MILLER, D.S. y BEMDER, D.E. 1955).

En el estudio de las interacciones farmaco-nutriente, surge la posibilidad de que
algunos de estos xenobidticos pudieran influir en la utilizacién nutritiva de la proteina. Es en
esta parcela en la que se incluye una parte del contenido de ésta Tesis que aqui presentamos.

Antes de comentar las diferentes técnicas utilizadas para la determinacién de la
proteina es conveniente que recordemos, brevemente, las etapas que deciden la utilizacion
nutritiva de la misma. La cuantificacién de la utilizacién nutritiva de la proteina de un
alimento se lleva a cabo por diversas técnicas que permiten obtener distintos pardmetros de
los que merecen destacarse los que aparecen resenados en la Figura 12.



Revision Bibliogrdfica 60

El valor proteico

ura 12.- Biodisponibill i i
Figura 12 ponibilidad de la Proteina. de un alimento
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Nitrégeno endégeno uﬁhnaﬂﬁg o del afio 1970 (VARELA y

alimentario col.), se indicaban los
indices mds corrientemente
usados, asi como su
fundamento para conocer la calidad proteica. Posteriormente, se han incrementado
considerablemente estos métodos, aquf nos vamos a limitar a citar varias revisiones que
consideramos fundamentales: las indicadas por VARELA-MOREIRAS, G. (1989) que incluye
la publicada por la UNIVERSIDAD DE LAS NACIONES UNIDAS en ¢l afio 1980, la de
BODWELL, C.E. (1977), la de CRIM, M.C. y MUNRQO, H.N. (1984) y la de FIDANZA,
F. (1984) y actualizada con otras mds recientes como la de LINDER, M.C. (1985a),
MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. (1987) y CHEFTEL, J.C. y col. (1989).

Segiin BLOCK, R. y MITCHELL, H. (1947), el potencial nutritivo de una proteina
de la dieta viene determinado en funcién del aminoicido limitanie de la misma, este
aminodcido esencial serd el que se encuentre presente en menor concentracién en relacion con
las necesidades del individuo.

Los indices de calidad nutricional de la proteina los podemos clasificar:
Indic ufimicos:

La calificacién quimica de una proteina por su valor nutritivo tiene, como objetivo
principal, determinar el aminodcido limitante de 1a misma, y se determina sobre la base de
su contenido en aminodcidos esenciales con relacién a las necesidades del individuo. Los
indices quimicos no permiten aclarar los efectos negativos del exceso de aminodcidos o de
los factores antinutricionales presentes en el alimento proteico.

Aminograma: Es la composicidn en aminodcidos de la proteina.

Relaciéon huevo de un aminodcido: Es ia relacién, en tanto por ciento, entre el

contenido de un aminodcido en la proteina problema y el contenido en la proteina de huevo.

Cémputo quimico (Chemical Score): En el concepto de BLOCK, R. y MITCHELL,
H. (1947), indica la relacion entre los mg de aminodcido limitante por g de proteina problema

y los mg del mismo aminodcido en una proteina de referencia.
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Indice de _aminodcidos esenciales (AAE) de Oser: Es la media geométrica de las

relaciones huevo de los diez aminodcidos esenciales.

Lisina Disponible: Segin CARPENTER, K.J. (1960), se considera disponible la lisina
cuyo grupo amino no estd bloqueado. Es un indice correlacionable con los indices bioldgicos
en las proteinas cuyo aminodcido limitante sea la lisina.

Indices enzimdticos: Este método se basa en medir la liberacion de aminodcidos
esenciales después de la exposicién de la proteina a la accién de una o varias proteasas bajo
unas condiciones normalizadas permitiendo estimar la digestibilidad proteica, el valor
bioldgico y/o la disponibilidad bioldgica de algunos aminodcidos.

Indices Bioldgicos:

Basicamente la evaluacion de una fuente proteica comienza con ¢l andlisis de nitrégeno
y los aminodcidos mediante pruecbas biolégicas, que presentan como criterio de eficacia la
ganancia de peso o la retencidn de nitrédgeno. La utilizacién bioldgica de una proteina depende
primariamente de su digestibilidad por las peptidasas, composicién, absorcién y transporte
(SWAINGOOD, H.A. y CATIGNANI, G.L. 1991). Cuando el ensayo bioldgico se hace de
forma que determinade aminodcido (aportado por una proteina) sea nutricionalmente limitante
el resultado indica la disponibilidad biolégica de ese aminodcido limitante. Los ensayos
bioldégicos conducen a una clasificacién de las protefnas en funcién de su valor nutritivo y
permiten descubrir las alteraciones de la calidad proteica. Las pruebas biolégicas son las
siguientes:

Coeficiente de Digestibilidad (CD) de Proteina: Se define como la relacién porcentual

entre la cantidad de nitrégeno absorbido y el ingerido. Cuando el nitrégeno absorbido se
determina por diferencia entre el nitrégeno ingerido y el fecal total se obtiene el CD Aparente
(CDA); si el valor del nitrégeno fecal se corrige con la eliminacién del nitrégeno fecal
enddgeno determinado previamente, se obtiene el CD Verdadero (CDV). Revisado también
por SARWAR, G. (1987) Y SWAINGOOD, H.A. y CATIGNANI, G.L. (1991).

Valor Biol6gico de 1a Proteina (VB): Se denomina asi al procedimiento cldsico de
medicion de la calidad de las proteinas a partir de los cambios en las proteinas orgdnicas.

Segtin el concepto original d¢ THOMAS y MITCHELL, expresa el tanto por ciento de
nitrégeno retenido del absorbido y supone medir la ingesta de nitrégeno procedente de las
proteinas de la dieta y la eliminacién de nitrégeno por heces y orina.

Utilizacidn Neta de la Proteina (NPU = Net Protein Utilization: Expresa el tanto por

ciento de nitrégeno retenido del ingerido y es, aritméticamente, el producto del VB por CDV.

Coeficiente de Eficacia Proteica en Crecimiento (PER = Protein Efficiency Ratio):
Expresa la ganancia en peso de los animales, en gramos, por gramo de protefna ingerida, por
tanto, acredita la proteina utilizada para el crecimiento o el mantenimiento del peso.

Coeficiente de Eficacia Proteica Neta (NRP = Net Protein Rarig): cuando se incluye
la pérdida de peso de un lote de ratas alimentadas con una dieta carente de proteinas, €stas
pueden valorarse por su capacidad para el mantenimiento y crecimiento con esta
determinaciéon: NPR = ganancia de peso + pérdida de peso del lote alimentado sin
proteinas/proteinas ingeridas
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r Bruto de la Proteina (GPV = Gr in Vi ; Para su determinacion se
utilizan tres lotes de animales. Uno de ellos ingiere una dieta bdsicamente de cereales, otro
se alimenta de la misma dieta suplementada con la proteina problema y el tercero, la dieta
bdsica suplementada con caseina. El GPV expresa el aumento de peso debido a la
suplementacion con la proteina problema, en relacién porcentual con el efecto de la
suplementacion en caseina.

Deplecion proteica: Expresa la cantidad de proteina necesaria para recuperar el peso
en animales previamente sometidos a una dieta con un nivel de proteina insuficiente.

Indices basados en la determinacién de nitrégeno corporal: Expresan el porcentaje

entre el nitrégeno ingerido y el aumento de nitrégeno corporal después de Ja ingestién de la
proteina problema. Dicho concepto fue posteriormente revisado y se expresa actualmente
como Valor Productivo de la Proteina (PPV = Protein Productive Value).

Indices microbiolégicos: Existen diversas técnicas para determinar la disponibilidad
de un aminodcido utilizando cultivos de diferentes gérmenes cuyas exigencias en aminoécidos
esenciales son conocidas. Han sido muy utilizados "Tetrahymena piriformis” y sobre todo
"Estreptococus zymogenes” cuyas necesidades en aminodcidos son semejantes a las de los
mamiferos. Los microorganismos también tienen sus propios enzimas proteoliticos y su
crecimiento sobre la proteina a estudiar puede utilizarse como indice de calidad proteica.

Otras técnicas e indices:

Por (ltimo, existen también una serie de técnicas que tratan de relacionar el contenido
de aminodcidos del suero con la cantidad y calidad de las proteinas ingeridas. Asi mismo, las
relaciones azufre-nitrégeno, nitrégeno-creatinina, y azufre-creatinina en la orina pueden ser
un indice de calidad nutritiva de la proteina de la dieta. Otra técnica alternativa mds reciente,
ha sido el estudio de la respuesta del metabolismo proteico a diferentes condiciones
nutricionales, mediante el uso de isétopos, con los que se marcan los aminodcidos
administrados por infusién. A continuacidn, se mide la dilucidn del isétopo en el organismo
y asi se puede obtener una estimacién del pool metabélico.

Por otro lado si, como ya hemos dicho, no resulta ficil conocer la calidad de la
proteina ingerida, tampoco lo es conocer la proteina histica a la que va destinada. En este
sentido, . recordemos que nuestras estructuras proteicas estdn en equilibrio dindmico,
intercambiando aminodcidos entre la sangre y los otros tejidos, con distintas velocidades y
ritmos de recambio (turnover). Una consecuencia de €sto es que para poder interpretar el
papel nutricional de la proteina de la dieta hace falta considerar al menos dos escalones: I)
La relacién de la composicién en aminoécidos de la protefna de la dieta con la del "pool”
general de aminodcidos sanguineos y 2) la relacion de estos aminodcidos del "pool” sanguineo
con la composicion en aminodcidos de los diferentes tejidos a los que van a incorporarse.
Conviene también significar que en el "pool” de aminoécidos no se diferencian los absorbidos
de 1a dieta de los que proceden de la degradacion de las protefnas histicas y que, por tanto,
van a ser utilizados en igualdad de condiciones en la biosintesis de las diferentes proteinas
de los tejidos de nuestro organismo.
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2.5.2.- Grasa

Como es sabido, ¢l proceso digestivo que sigue la grasa es bastante complejo al
intervenir en él numerosos factores. Sin embargo, pese a esta complejidad, la eficacia
digestiva, cuantificada por el Coeficiente de Digestibilidad (CD), es extremadamente elevada.
Asi, como ejemplo, en un trabajo de nuestro Departamento (VARELA, G. y col. 1986) se
encontrd para el aceite de oliva crudo un CD de 0,99. Este coeficiente tan alto adquiere una
significacién mayor si tenemos en cuenta algunas consideraciones:

En primer lugar, hay que hacer notar lo que todavia tiene de vdlido la revisién pionera
de DEUEL, J.R. en el ano 1955. Asi, este autor destaca que hay que diferenciar los
conceptos muchas veces confusos de digestibilidad y absorcién, ya que suelen considerarse
sindénimos. Sin embargo, para el bioquimico y el fisiblogo, absorcion y digestibilidad
constituyen dos aspectos diferentes del proceso, aunque a menudo relacionados. También
conviene recordar aqui los trabajos ya cldsicos de VARELA, G. (1963) y VARELA, G. y
MURILLO, A. (1975) sobre digestibilidad del aceite de oliva en comparacién con otras
grasas.

En esta eficacia digestiva, hay que tener en cuenta, fundamentalmente, factores
relacionados con el fisiologismo del hombre que la ingiere, otros ligados a la propia grasa
y en general factores dietéticos varios.

En cuanto a los factores ligados al hombre podemos destacar la edad del individuo.
Diversos investigadores han demostrado que los nifios menores de un afio absorben las grasas
de forma ineficaz (SOBEL y col. 1949). Por otra parte, las grasas son absorbidas y
metabolizadas mds lentamente en individuos de edad avanzada que en jovenes adultos
(BECKER y col. 1950). Ademis, influyen otros aspectos fisioldgicos, segin nos indica
MCcNEIL, N.I. (1988) de modo que, por un lado, los lipidos de la mucosa intestinal pueden
afiadirse a la grasa luminal durante su paso a través del intestino delgado e introducirse en
el pool metabélico lipidico existente en ese punto.

En relacidn con los factores dietéticos que pueden influir en la digestibilidad, conviene
resaltar la revision de GRANDE COVIAN, F. (1988). Recuerda este autor que en general,
con igual grado de saturacion, los 4cidos grasos de cadena corta se absorben mejor que los
de mayor tamaiio (DEUEL y HALLMAN, 1940). Ademds, a igualdad de peso molecular,
las grasas insaturadas van a ser mejor absorbidas que las saturadas y mas cuanto mayor sea
su grado de insaturacién. También se sabe que los triglicéridos con dcidos grasos de cadena
impar son absorbidos mds lentamente que los de cadenas pares (ALFIN-SLATER, R.B. y
AFTERGOOD, L. 1987). Se ha demostrado que los triglicéridos con dcido palmitico en
posicion 2 son absorbidos mejor que las grasas con dcido palmitico en otras posiciones, o con
otros dcidos grasos en posicion 2. TOMARELLI y col. (1968) y FILER y col. (1969)
indicaron que la absorcién se ve afectada negativamente cuando el dcido palmitico, el dcido
estedrico o ambos aparecen en las posiciones 1,3 del triglicérido.

Existen otros factores dietéticos que pueden influir en la cuantificacién de la eficacia
digestiva para la grasa. Un ejemplo de constituyente de la dieta que podria modificar este
parametro es la proteina dietética. Hay autores, PRIMROSE, M.F. y BURR, G.O. (1955)
entre otros, que opinan que las grasas son peor digeridas tras ingerir una dieta relativamente
baja en proteina (14%) que una alta (30%), aunque hay otros investigadores que no
encontraron una disminucién de la digestibilidad en perros o humanos que ingerfan dietas
bajas en proteina (JAGERRQOQOS, B.H. 1955). Por otro lado, COFFEY, R.J. (1955) opina
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que los niveles proteicos no tienen mucha importancia en cuanto a la digestibilidad de la
grasa.

También el volumen de la ingesta grasa puede llegar a modificar el CD de la misma
con mayor sensibilidad que el tipo de grasa empleada ya que, como es sabido, existe un
proceso de adaptacién cuali y cuantitativo del aparato digestivo al tipo y nivel de grasa
normalmente ingerido por el animal. La tasa con la que las grasas abandonan el intestino se
ve primeramente aumentada cuando hay cantidades importantes; el porcentaje de grasas
absorbidas disminuye por que una parte se pierde en las heces antes de que puedan ser
absorbidas por la mucosa intestinal. La administracién de grasas en pequefias cantidades,
tanto si son de absorcion lenta como si son de absorcidn rdpida, no parece afectar a su
utilizacién nutritiva, sin embargo, cuando una grasa de absorcion lenta es suministrada en alta
dosis, puede perderse una cantidad considerable en heces probablemente porque la grasa que
llega al colon no puede llegar a absorberse segin nos indica McNEIL, N.1. (1988). En lo que
concierne a su valor nutricional, no parece tener importancia el hecho de que 1a grasa sea de
absorcion rdpida o lenta (ALFIN-SLATER, R.B. y AFTERGOOD, L. 1987).

En resumen, pensamos que es de interés sefalar que dentro de un margen de
variaciones en las que influyen circunstancias propias del hombre, de la grasa y de los
animales de experimentacién en los que se ensaya, la digestibilidad de las grasas mds
habitualmente utilizadas en los diferentes procesos culinarios o industriales es muy elevada
y que también a efectos practicos, estos procesos, fundamentalmente los culinarios, en general
no afectan a la digestibilidad.

2.5.3. Acido félico

Las muiltiples formas en que el folato aparece en los tejidos hace que el andlisis de la
distribucién de folato sea una labor dificil e incémoda (KRUMDIECK, C.L. y col. 1983;
SELHUB, J. 1980). El método tradicional que combina cromatografia DEAE-celulosa con
ensayos microbioldgicos (SILVERMAN, M. y col. 1961; BIRD, O.D. y col. 1965), incluye
la realizacidn de miiltiples cromatogramas y la recopilacion de muiltiples fracciones. Cada una
de estas fracciones se tratan con pteroilpoliglutamato hidrolasas que producen la ruptura de
los poliglutamilfolatos a sus respectivos derivados monoglutdmicos. Entonces, se realizan los
ensayos microbioldgicos usando dos, o hasta tres organismos.

Otros métodos, incluyendo ios basados en la ruptura selectiva del enlace Cg-N,, (ETO,
I. y KRUMDIECK, C.L. 1982) y los que se realizan sobre complejos ternarios de timidilato
sintasa con H-5-fluordeoxiuridinamonofosfato (SILVERMAN, M. y col. [961) y 5,10-
metilentetrahidrofolatos (PRIEST, D.G. y col. 1980 y 1981), comprenden también numerosos
pasos.

El método descrito y utilizado en nuestros experimentos estd disefiado para analizar
la molécula completa de folato en un procedimiento constituido sdlo por dos pasos. En ¢l
primero, los folatos presentes en el extracto del tejido se purifican por cromatografia de
afinidad utilizando folato de leche unido a proteina como la matriz afinidad (SELHUB, J. y
col. 1980 y 1988). En el siguiente paso, la mezcla de folato purificada se analiza utilizando
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) en combinacién con un sistema de
deteccién de diodo array (SELHUB, J. 1989).
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3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Este disefo estd estructurado en tres experimentos A, B, y C que hemos diferenciado
a efectos practicos.

En el experimento A las pruebas se realizaron segun el disefio experimental indicado
en la Figura I en cuatro lotes diferentes de 10 ratas Wistar en crecimiento. Tres lotes
consumieron una dieta ajustada en todos los nutrientes y satisfactoria para las necesidades
normales en dicha edad con un nivel proteico del 12% (Caseina + DL-Metionina). El cuarto
lote también consumid una dieta al 12% de proteina, pero se diferencia del anterior en que
no fue suplementada con DL-Metionina. Por tanto, la fraccién proteica estuvo constituida en
este Ultimo lote exclusivamente por casefna.

Por otro lado, en la Figura II se esquematizan y relacionan los diferentes pardmetros
controlados y determinaciones efectuadas, que se detallardn en el apartado correspondiente.

También se esquematiza en las Figura III, el calendario de las determinaciones
realizadas en los diferentes perfodos de administracién del farmaco, que fueron siempre
precedidas de un periodo de adaptacion de los animales a la dieta.

En el experimento B se establecié un disefio experimental indicado en la Figura IV
para cinco lotes diferentes de 6 ratas Wistar en crecimiento todas machos. Todos los lotes
consumieron una dieta ajustada en todos los nutrientes y satisfactoria para las necesidades
normales en dicha edad con un nivel proteico del 12% (Caseina + DI-Metionina).

En la Figura V se esquematizan y relacionan los diferentes parametros controlados y
determinaciones efectuadas en esta parte de la experimentacion y en la Figura VI, se
esquematiza el calendario de las determinaciones realizadas en el periodo experimental.

El experimento C se disefié para 6 lotes de 6 ratas Wistar macho aduitas y en las
Figuras VII, VIII y IX se muestran, respectivamente, el disefio experimental, pardmetros y
determinaciones calculadas y calendario seguido.

Para las tres pruebas, los animales fueron alojados individualmente en células
metabdlicas donde consumieron la dieta experimental durante tres dias como periodo de
adaptacién y durante el periodo de experimentacidn.
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FIGURA I: EXPERIMENTOQ A: DISENO EXPERIMENTAL

(DURACION: 43 DIAS)

LOTES EXPERIMENTALES N° ANIMALES PROTEINA DIETARIA
* CONTROL 10 Caseina + DL-metionina
* ACIDO ACETILSALICILICO (ASA) 10 Idem

* ACETAMINOFENO (ACAP) 10 Idem

* ACETAMINOFENOQO (ACAP DEF MET) 10 Caseina

FIGURA II: EXPERIMENTO A: PARAMETROS E INDICES

PARAMETROS Y

DETERMINACIONES INDICES CALCULADOS

* Peso * Coeficiente de eficacia alimentaria (CEA)

* Ingesta * Coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento (CEP)
* Nitrégeno fecal * Coeficiente de utilizacion digestiva del nitrégeno (CDN)
* Grasa fecal * Coeficiente de utilizacion digestiva de la grasa (CDG)

* Peso del higado * Indice hepatosomatico (IHS)

* Transaminasas
* Histologia hepatica



FIGURA HI: EXPERIMENTO A: CALENDARIQO DE DETERMINACIONES

"Dfal2345678910111213141516171819202122

N° = N¢ del dia experimental CP = Control de peso PB = Periodo de balance AH = Andlisis histolégico
PA = Periodo de adaptacién Cl = Control de ingesta ~ PH = Peso de higado y transaminasas
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FIGURA IV: EXPERIMENTO B: DISENO EXPERIMENTAL
(DURACION 32 Dias)

LOTES EXPERIMENTALES N° ANIMALES PROTEINA
DIETARIA
* CONTROL 6 Caseina + DL-metionina
* ACIDO ACETILSALICILICO (ASA) 6 Idem
* ALIMENTADO A LA PAR CON
LOTE ASA 6 Idem
* ACETAMINOFENO (ACAP) 6 Idem
* ALIMENTADO A LA PAR CON
LOTE ACAP 6 : Idem

FIGURA V; EXPERIMENTO B: PARAMETROS E INDICES

PARAMETROS Y

DETERMINACIONES INDICES CALCULADOS

* Peso * Coeficiente de eftcacia alimentaria (CEA)
* Ingesta * Coeficiente eficacia proteica para el

* Peso del higado crecimiento {CEP)

* Concentracion de S-adenosilmetionina (SAM)  * Indice hepatosomdtico (THS)

y S-adenosilhomocisteina (SAH) hepdticos * Relacién SAM/SAH

* Concentracién y distribucion de los folatos
en suero e higado.



FIGURA VI: EXPERIMENTO B;: CALENDARIO DE DETERMINACIONES

||N°|17“|18|19|20|21i22|23I24|25l26|27|28|29|30|31l.32"

| cp | 1 ‘ |
e . . .. . .
s |

N° = N° del dia experimental CP = Control de peso CI = Control de ingesta

PA = Periodo de adaptacién HS = Pardmetros hepéticos y séricos.
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FIG VII: EXPERIMENT : DISENO EXPERIMENTAL

(DURACION: 30 Dfas)

LOTES EXPERIMENTALES N° ANIMALES PROTEINA
DIETARIA
* CONTROL ALIMENTADO A LA PAR 6 Caseina+ DL-metionina
* ACETAMINOFENO (ACAP) 6 Idem
* LEVODOPA/CARBIDOPA (50/5 mg/kg)
(LD50) 6 Idem
* LEVODOPA/CARBIDOPA (175/17,5 mg/Kg)
(LD175) 6 Idem
* ACAP + LD50 6 Idem
* ACAP + LDI75 6 Idem

FIGURA VIII; EXPERIMENTO C; DISENO EXPERIMENTAL

PARAMETROS Y DET ACI

* Peso

* Ingesta

* Nitrégeno fecal

* Nitrégeno urinario

INDICES CALCUILADOS

* Coeficiente de eficacia alimentaria (CEA)

* Coeficiente eficacia proteica para crecimiento (CEP)

* Coeficiente de utilizacién digestiva del nitrégeno (CDN)

* Coeficiente de utilizacién metabdlica del nitrégeno (CUM)
* Coeficiente de utilizacion neta del nitrégeno (CUN)



FIGURA IX: EXPERIMENTO C: CALENDARIO DE DETERMINACIONES

| e
| pa
| cp
| c1

| ne
| cp
| c
| pB

N©¢ == N° del dia experimental PA = Periodo de adaptacién CP = Control de peso
CI = Control de ingesta PB = Periodo de balance






Material y Métodos 73

3.2, ANIMALES E INSTALACIONES

Se emplearon siempre ratas Wistar, machos y hembras en el primer ensayo y
tinicamente machos en la segunda y tercera pruebas, procedentes del Servicio de Animales
del Centro Mixto Departamento de Nutricién y Bromatologia I e Instituto de Nutricién CSIC-
UCM (Facuitad de Farmacia U.C.M.), seleccionadas entre las de una misma camada para
cada prueba y para que el peso inicial medio en cada una fuera del mismo orden, con una DS
mdxima inicial de + 2,0 g.

- ]ﬁ Durante los periodos
B EBEDEHO/ 7 JAULA METABOLICA experimentales, estuvieron alojados
Aimento = 75— en células individuales de
liquido 2 metabolismo. Las células de
: metabolismo se mantuvieron en una
habitacién termorregulada a 22 +
COMEDERO 2°C, con un contro} automdtico luz-
Alimento sélido oscuridad (12:12) horas y con un

sistema apropiado para la renovacion
RECOGIDA DE ORINA de aire. Estas células metabdlicas,

r-li;_ ' i RECOGIDA DE HECES con comedero y bebedero externos,

— permiten el control satisfactorio de la

(RecePTonES

ingesta, ademds de la recogida por separado de heces y _ '
orina. ét__,} e (00 de léistico

En todas los pruebas se realizé un control diario .
de la ingesta y cada 48 horas del peso corporal de los e
animales lo que permitié el célculo de la dosis de T /
fdrmaco por Kg de peso. Las recogidas de heces y orina T
se realizaron en cdpsulas de Petri concéntricas: una <__
mayor para las heces y otra menor, en el interior de la |- 7
misma, que contenfa dcido sulfurico diluido (4%.) para
la orina. A esta iltima cdpsula se le adapté un cono de
pldstico sobre el que se colocé un papel de filtro,
empapado en el mismo 4cido sulfiirico diluido, con el fin de evitar posibles pérdidas de
nitrégeno. Durante los periodos de balance, se recogieron diariamente las heces y orinas, y
se almacenaron individualmente en bolsas de pldstico herméticas mantenidas en armario
congelador a -30°C hasta la realizacion de los andlisis.

En el experimento A se realizaron ademas, por un lado, en el dltimo dia del
experimento la anestesia por inhalacién de cloroformo, de 9 animales 3 correspondientes al
lote control (CONTROL) sin firmaco, 3 correspondientes al lote que consumié dieta con
caseina + DL-metionina (ACAP) y 3 al carente del suplemento de DL-metionina (ACAP
DEF MET), ambas tratadas con acetaminofeno. A continuacién, se extrajo rdpidamente el
higado de los 9 animales, se colocaron sobre capa de hielo picado y se pesaron en balanza
de precision. El higado se introdujo en formol al 7% en proporcion 7/1 en volumen, para su
posterior estudio histolégico. También en el dltimo dia del experimento (dia 43) se anestesio
al resto de los animales por inhalacién de cloroformo, se realizd la extraccion y pesada rapida
de los higados, que congelamos inmediatamente por inmersion en N, liquido y mantuvimos
en armario congelador a -30°C, hasta que se realizé la determinacién de la actividad de
enzimas transaminasas.
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En el experimento B ¢l dia 32 que se corresponde con el dltimo dia del experimento
se anestesi6 a los animales por inyeccién de pentobarbital sédico y se extrajeron higados y
sueros que se trataron (seglin procedimiento de preparacién, ver apartado 3.4, Técnicas
analiticas) para el andlisis de contenido en S-Adenosilmetionina, S-Adenosithomocisteina y
folatos.
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3.3. DIETAS UTILIZADAS Y ADMINISTRACION DE FARMACOS

3.3.1. Experimentos A v B:

Las dietas suministradas a los animales de experimentacién en las dos primeras
pruebas se prepararon en nuestro Departamento.

El proceso consistid en pesar cada componente por separado para ser homogeneamente
mezclados. Los correctores vitaminico y mineral se realizaron independientes el uno a
continuacion del otro pero con la misma sistemdtica. Asi, se pesaron los compuestos de
menor a Mayor peso para asegurar una mejor homogeneidad de mezcla de los mismos. A la
grasa empleada (aceite de oliva) se le adicioné un conservante (BHT, 50 mg/Kg dieta) para
evitar una posible reaccion de oxidacion. Posteriormente, todos los ingredientes se mezclan
exhaustivamente para terminar con una doble tamizacién con dos luces de malla diferentes,
Las dietas se prepararon en dos periodos diferentes dentro de cada prueba, uno al comienzo
del experimento y otro al final del mismo para conseguir una buena conservacion.

De este modo, en el primer ensayo se suministraron dos tipos de dietas semisintéticas
isocaléricas del mismo nivel proteico pero diferenciadas en su contenido en DL-Metionina,
Es importante destacar que, como es sabido, las necesidades de aminodcidos sulfurados de
la rata en crecimiento no son cubiertas por el aporte de caseina y, por tanto, se complementa
la proteina dietaria hasta las recomendaciones dietéticas para este animal con la cantidad
necesaria de DL-Metionina. En el segundo tipo de dieta no existe este suplemento, pues el
objetivo era estudiar precisamente, el efecto de una dieta deficiente de DL-Metionina en ratas
tratadas con Acetaminofeno.

En la segunda prueba la dieta administrada a todos los animales fue dieta completa,
es dectr, la que contenia el suplemento adecuado de DL-metionina.

La composicidn por 100 g de sustancia seca de las dietas fue:

1? -Dieta semisintética con el 12% de proteina (Caseina + DI-Metionina):

Caseina (*) 11,76
DL-Metionina 0,24

Grasa. (aceite de oliva) 3,0
Celulosa microcristalina 5,0
Complemento mineral 3,343
Complemento vitaminico 0,1168
Almidén de trigo y sacarosa al 50% c.s.p.
2% - Dieta semisintética con el 12% de proteina (Caseina):

Caseina (*) 12

Grasa (aceite de oliva) 8,0
Celulosa microcristalina 5,0
Complemento mineral 3,343
Complemento vitaminico 0,1168
Almidon de trigo y sacarosa al 50% c.s

(*) Casein alkaliloslich. E. Merck, Darmstadt. Contenido aproximado en sulfoaminodcidos
2,6 %.
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La composicién del complemento mineral (en mg para 100 g de dieta) fue la siguiente:
IK 0,021; SO,Cu.5H,0 2,472; FNa 0,243; SO,Fe.7H,0 19,904; SO,Mn.H,0 16,904; CINa
90,63, CO;Mg 76,978; SOMg.7H,0 225,0; PO,HCa 680,0; PO H,K 820,0; POH,Na
226,45; CO;Ca 1000,0; CO,;Zn 2,556; CO,HK 610,343; SeO;Na 0,024; CrO,Na,; 1,110.

La composicién del complemento vitaminico (en mg/Kg de dieta) fue la siguiente:
Vitamina A 1,514 mg; Vitamina D1 1111 UI; Vitamina E 33,33 mg; Vitamina K 0,055 mg;
Colina 1111,11 mg de CI; Acido félico 1,11 mg; Niacina 22,22 mg; Pantotenato Ca 8,88
mg; Riboflavina 3,33 mg; Tiamina 4,44 mg; Vitamina B 6,66 mg; Vitamina B,, 0,055 mg.

3.3.2. Experimento C:

La dieta utilizada fue AIN-76A (American Institute of Nutrition, 1977) (Dyets Inc.,
2508 Easton Avenue, P.O. Box A, Bethiehem, Pennsylvania 18017}, con la siguiente
composicién (g/Kg): Caseina, 200; DL-Metionina, 3; almidén de maiz, 150; sacarosa, 500;
celulosa, 50; aceite de oliva, 50; corrector mineral, 35; corrector vitaminico, 10; colina
bitartrato, 2. La principal diferencia entre esta dieta y las de los experimentos A y B fue su
contenido proteico formado en este caso por un 18% del total de la dieta y sin modificaciones
en el contenido necesario de DL-metionina.

Administracién de farmacos

Durante todos los experimentos se ajustd diariamente al peso del animal la dosis de
fdrmaco y se mezclé homogeneamente con la dieta correspondiente. El dcido acetilsalicilico
y el acetaminofeno se administraron como productos puros pulverizados y se obtuvieron de
la Cooperativa Farmacéutica Espafiola (COFARES, Madrid). La levodopa y carbidopa se
administraron a partir de tabletas trituradas en mortero hasta pulverizacién (SINEMET,
Merck, Sharp and Dohme de Espaiia, S.A.) cuya composicion es de: carbidopa 25 mg,
levodopa 250 mg y excipiente, c.s.

Las dosis administradas a los animales de cada experimento, las hemos obtenido a
partir de la bibliograffa revisada indicada para dosis humanas, a las que hemos aplicado los
factores de conversién para dosificacién equivalente. Estos factores se encuentran indicados
en tablds en FREIREICH, G. y col. (1966) y proporcionan factores de conversién
aproximados para convertir dosis expresadas en mg/Kg peso corporal en una especie a una
dosis por superficie corporal equivalente expresada igualmente en mg/Kg peso corporal en
otras especies. Las dosis reales aplicadas fueron:

En el experimentg A:

* Lote ASA: 448 + 55 mg aspirina/Kg peso corporal
* Lote ACAP: 573 & 59 mg acetaminofeno/Kg peso corporal
* Lote ACAP DEF MET: 410 2 62 mg acetaminofeno/Kg peso corporal

En el experimento B:

* Lote ASA: 450 mg aspirina/Kg peso corporal
* Lote ACAP: 600 mg acetaminofeno/Kg peso corporal
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En el experimento C:

* Lote ACAP: 600 mg acetaminofeno/Kg peso corporal

* Lote LD30: 50/5 mg levodopa/carbidopa/Kg peso corporal

* Lote LD175: 175/17,5 mg levodopa/carbidopa/Kg peso corporal

* Lote ACAP + L.D50: 600/50/5 mg acetaminofeno/levodopa/carbidopa/Kg peso corporal

* Lote ACAP + LDI175: 600/175/17,5 mg acetaminofeno/levodopa/carbidopa/Kg peso
corporal
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3.4. TECNICAS ANALITICAS

Tanto en las dietas preparadas como en las heces y orinas obtenidas hemos tomado
muestras alicuotas por triplicado y realizado las siguientes determinaciones:

HUMEDAD
Por pérdida de peso en estufa a 105°C hasta peso constante.

PROTEINA
Mediante la determinacidén de nitrégeno total por el método Kjeldahl y conversién a
proteina multiplicando por el factor 6,25 (A.Q.A.C., 1975).

EXTRACTO ETEREQ

Por el método Soxhlet, utilizando el sistema Soxtec de extraccion (Mod.1040.
Tecator, Suecia). La extraccidn se realizd con éter de petrdleo (punto de ebullicién entre 40
y 60°C) y pesada, previa desecacion total, del extracto etéreo.

Para los andlisis bioquimicos tisulares se han utilizado las siguientes técnicas:

GLUTAMATO _ PIRUVATO __TRANSAMINASA (GPT) Y GLUTAMATO
OXALACETATO TRANSAMINASA (G EN HIGADO:

Se determinaron por el método standard comercializado por Boehringer Mannheim
GmbH (N° referencia 124354).

E] procedimiento consistié en pesar aproximadamente y por triplicado 1 g de higado
y llevarlos a 20 ml con solucién tampén a 0°C y pH=7,4 formado por CINa 0,15M y
CO;HNa 0,005M. A continuacién, se trituraron con un homogenizador de tejidos (ULTRA-
TORRAX, Janke and Kunkel KG, IKA WECK) durante 45 segundos, hasta conseguir un
perfecto homogeneizado. El siguiente paso consistié en centrifugar las muestras durante 10
minutos a 3000 r.p.m. y a 4°C, separando el sobrenadante resultante con una pipeta Pasteur.
De dicho sobrenadante se ensayaron distintas diluciones para que la concentracién de enzima
entrase dentro de la curva de calibrado previamente establecida. Todas las operaciones de
manipulacidn de las muestras se realizaron sobre capa de hielo picado. Posteriormente se
efectuaron las lecturas en un espectrofotémetro (PU 8620 UV/VIS/NIR Philips) a una
longitud de onda de 546 nm.

EXTRACCION Y ANALISIS DEL ACIDO FOLICO Y DERIVADOS EN HIGADO:

Para la extraccién de dcido félico en higado y cerebro se siguid el procedimiento de
SELHUB, J y col. 1988, se tomaron alicuotas de aproximadamente 1 g, se trocearon
finalmente, y se incluyeron en 10 voliimenes de una solucidén tampén que contenia: 10
mmol/L 2-mercaptoetanol y 2% ascorbato sédico en 0,1 mol/L [bis (2-hidroxietil) imino] tris
(hidroximetil)-metano a pH 7,85. Después de 15 minutos sometidos a coccién, los tubos que
contenian las muestras se enfriaron en bafio de hielo, se homogeneizaron las muestras, y se
centrifugaron a 20000 rpm (36000 g) durante 15 minutos. Los sobrenadantes resultantes se
introdujeron en vacutainers y se mantuvieron asf a 70°C hasta el posterior andlisis de folatos.

El andlisis de los folatos tisulares se realizé usando un método reciente que combina
Cromatograffa de Afinidad y HPLC de par idnico para la determinacidn de la concentracidn
y distribucién de los folatos (VARELA-MOREIRAS, G. y col. 1991b). El procedimiento
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consiste en varios pasos:

* Purificacién, mediante cromatografia de afinidad, de la proteina lactea de alta afinidad con
el dcido félico (PAF) a partir de suero comercial pulverizado.

* Fijacion de la PAF purificada mediante reaccién con bromuro de ciandgeno (CNBr) a la
Sefarosa 4B activada.

* Purificacién de los folatos procedentes de los extractos tisulares mediante el empleo de la
preparacion de PAF-Sefarosa como una matriz de afinidad.

* Andlisis cromatografico de la preparacion de folato purificada mediante HPLC de par iénico
el cual se encuentra conectado a un sistema de deteccién UV de diodos.

El proceso comienza con la preparacién de la columna de folato Sefarosa:
Lo primero fue activar la Sefarosa para ello, se mezclaron 400 ml de Sefarosa 4B con 400

ml de agua mediante agitacion magnética y a la suspension se la adicionaron 30 g de CNBr.
Se adiciond lentamente NaOH 5 M para ajustar el pH entre 10-11 y se utiliza hielo para
mantener la temperatura alrededor de 20°C. Cuando se ha disuelto totalmente el CNBr en
estas condiciones, se considera que la activacién ha terminado, se procedié entonces a la
filtracién en vacio de la suspensién y posteriormente al lavado con solucién de NaHCO, 0,1
M en frio. A la Sefarosa activada se le hizo reaccionar con 1,6-diaminohexano (1,8 g)
disuelto previamente en 400 ml de NaHCO; 0,1 M y a pH 9. La mezcla se agité durante 48
horas en una habitacién fria, posteriormente se vuelve a filtrar y lavar con bicarbonato sédico
y finalmente se resuspende a temperatura ambiente en 400 ml de NaHCQ; 0,1 M.

Continuamos con 1a unién del folato a la Sefarosa, asi, a la suspension de Sefarosa
se le afiadid una suspensién de 4 g de 4dcido félico en 50 ml de agua y NaOH | N, se agité
y ajustd el pH a 8,5. En este momento se afadié 4 g de l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida-HCl a temperatura ambiente y se procedié a agitacién continua durante 3 horas
y se mantuvo durante 48 horas en habitacion fria. La suspension se lavd y se separd el folato
no unido con 4 litros de CINa 2 M que contenia buffer de fosfato potdsico 0,05 My pH 7,
2 litros de agua, 1 litro de dcido acético 0,2 M y 2 litros de agua. Finalmente la matriz de
Sefarosa se resuspendid en un volumen igual de agua, se introdujo en la columna (7 X 40
cm), se lavd en 1 litro de buffer de fosfato potdsico | M de pH 7 y con 1 litro de agua. La
columna ya estaba preparada.

El siguiente paso consistié en la purificacién de PAF desde suero de leche desecado:
4 Kg de suero se suspendieron en 8 litros de agua y se ajustdé el pH a 7 con NaOH 5 M, se

sometié a centrifugacion (10 min a 20000 g) y la fraccion sobrenadante se introdujo en la
columna folato-Sefarosa anteriormente preparada a temperatura ambiente, Se procedié al
lavado de la columna con 2 litros de CINa 1 M que contenia 0,05 M Tris CiH, a pH 7,4
seguido de 1 litro de agua. La PAF absorbida se eluyd con dcido acético 0,2 M. Durante el
lavado 4dcido se controlé el pH del efluente y cuando llegé a ser dcido, se separd una fraccién
de 300 ml, de los cuales 0,2 ml se reservé para la determinacion de la actividad de la PAF
y el resto se liofilizé. La columna folato-Sefarosa se regeneré por lavado con 400 ml de
buffer de fosfato potdsico 1| M de pH 7,4 y con 1 litro de agua. Este proceso se repitid
utilizando una serie de 9 fracciones mds de suero.

A continuacién se determind ia actividad de la PAF:

Para ello se prepararon dos mezclas: una de 4cido félico [*H] (20-40 uCi/nmol,
Amersham, Arlington Heights, IL) con dcido félico no marcado a la radiactividad especifica
deseada, y otra llamada dextrano cubierto de carbén, en la que 1 g de dextrano T20 se
disolvié en 100 ml de agua y se afiadieron 2,5 g de carbdn dcido lavado (Norit A) se agitd



Material y Mérodos 80

durante una hora y se guardd refrigerada.

El procedimiento consiste en mezclar en un tubo 0,1 ml de buffer de fosfato potdsico
1M y pH 7,4, 0,05 ml de la solucién de 4cido félico [*H], 0,1 ml de albimina sérica bovina,
suficiente PAF para unir 2-30 pmo! de 4cido félico y agua hasta un volumen final de I ml.
Después de 15 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron finalmente a la mezcla de
incubacién 0,25 mi de la suspension dextrano cubierto de carbén y se procedié a
centrifugacién (10 min 2000 g). 0,5 ml del sobrenadante se analizé en contador de liquido
de centelleo y la actividad de la PAF se determina por la siguiente formula:

Unidades de PAF/ml proteina = 2,5 (dpm-blanco)/ V{SA)

Siendo: V = volumen en ml de la solucién original de proteina PAF afadida a la mezcla de
incubacién y SA = la actividad especifica de la solucién de 4cido félico [’H] utilizada en
dpm/pmol (desintegraciones por minuto).

La siguiente fase consistié en preparar la matriz PAF-Sefarosa:

La columna PAF-Sefarosa debe tener una capacidad para al menos 25-50 Kilounidades
(30-60 nmol) por ml de volumen y sabemos que tenemos aproximadamente 5000 Kilounidades
a partir de las 10 preparaciones séricas. Se procedid a la suspension en 250 ml de NaHCO,
0,1 M de las preparaciones de PAF purificada que se encontraban como polvo liofilizado. Se
activé aproximadamente 1ml de Sefarosa por cada 50-70 Kilounidades de PAF, que se
suspendié en 50 ml de NaHCO, y se mezcld con la solucion de PAF. Se agitd durante 2
horas a temperatura ambiente y se mantuvo durante 48 horas a 4°C. Se procedié al lavado
de la matriz con 2 litros de CINa 2 M en Tris Cl 0,05 M a pH 7,4, 1 litro de agua, 2 litros
de 4cido trifluoroacético 0,02 M, 2 litro de buffer fosfato potdsico 0,05 M pH 74 y
finalmente con 1 litro de agua. La Sefarosa se suspendié en un volumen igual de azida de
sodio al 0,3% y se guardd en nevera.

En este punto, se procedi6 a la purificacién de los folatos extraidos del higado por
cromatografia de afinidad:

Para ello, a una alicuota del sobrenadante con aproximadamente 2-15 nmol de folato
total se le adicion6é una cantidad traza de 4cido félico tritiado (0,2 uCi 4cido félico PH];
Amersham, Arlington Heights, IL) y se aplicé sobre la columna de afinidad de 1 ml
compuesta por Sefarosa 4B y PAF. Después de su uso, la columna se lavé con 5 ml de dcido
triflouracético 0,02 M, 5 ml de agua y 5 ml de buffer fosfato potdsico | M pH 7.4. y después
de la aplicacién de cada muestra la columna se lavé con 10 ml del mismo buffer seguido de
10 ml de agua. El folato absorbido elufa por la columna con dcido trifluoroacético 0,02 M
que contenia ditioeritritol 10 mM, para ello previamente se lava la columna con 1 ml de esta
solucidn descartdndose la fraccidn de lavado. Los siguientes 1,5 mli incluyen la fraccidn dcida,
que se recogié en un tubo por separado y se neutralizé a pH 7,5 por la adicién de 0,02 ml
de piperazina 1 M. A una alicuota de 0,05 ml se le realizo el recuento de radioactividad para
determinar la recuperacién de folato. Si la recuperacidn es menor del 85% es inaceptable y
la purificacién debe repetirse con una fraccidn menor de sobrenadante.

Finalmente se procedié al andlisis de los folatos:

Una alicuota de 1ml se empleé para el andlisis de la distribucién de los folatos y se
empled para ello HPLC combinada con un sistema de deteccién de diodos. Las caracteristicas
del sistema HPLC son una columna C-18 Econophere {5y, 4,6 X 100 mm) y un gradiente
formado por dos soluciones que contenfan: 5 mM fosfato de tetrabutilamonio, 0,5 mM
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ditioeritritol, y 25mM CINa. La solucion A se hizo con agua y la solucién B con un 65% de
acetonitrilo y 35% de agua. La columna se equilibré con una mezcla que contenfa 90% de
Ay 10% de B y se mantuvo un flujo constante de Iml/min. Las caracteristicas del sistema
de deteccion de diodos son que controla la actividad del folato en la columna y es capaz de
determinar simultdneamente la absorcidn a 280, 350 y 258nm.

Con este método, los diferentes folatos quedan registrados segin el nimero de
residuos de glutamato. Por lo tanto, aquellos que tienen el mismo nimero de glutamatos se
registran en un mismo grupo, con tres diferentes fracciones: grupo 1, que contiene 10-
formiltetrahidrofolatos, tetrahidrofolatos y dihidrofolatos; grupo 2 formado por 5-
formiltetrahidrofolatos, y grupo 3 formado por S-metiltetrahidrofolatos. En el andlisis
espectral el tiempo de retencién no es suficiente para la identificacion de todos los folatos,
esto es asi, pues en un mismo drea pueden haber eluido mds de un compuesto perteneciente
al mismo grupo, y se requiere una caracteristica diferencial espectral especifica que nos
proporciona el sistema de deteccion de diodos. Finalmente para la identificacién de los
compuestos derivados del anillo pteridinico se realizé segin los valores observados en las
lecturas de absorcién UV a 258 y 350 nm, que son diferentes para cada grupo estructural.

Para la determinacién cuantitativa se procedié como sigue: los folatos reducidos y
tritiados fueron sometidos a cromatografia de par ionico y se analizaron las fracciones
recogidas para estimar el contenido de [°’H] folato bajo cada pico de drea. De estos
cromatogramas se obtuvieron valores de coeficientes molares del pico expresados como picos
de drea integrados para cada derivado pteridinico. La concentracion de folato contenida en
cada pico se puede determinar basada en estos coeficientes pues, el coeficiente molar del pico
esta definido en unidades de pico de drea integradas por nmol de folato. Estas dreas
integradas son reproducibles solo si la tasa de flujo de la fase movil se mantiene constante.

Las determinaciones fueron realizadas en el « Vitamin Bioavailability Laboratory »
perteneciente al Human Nutrition Research Center on Aging at Tufts University, Boston
(EEUU).

EXTRACCION Y ANALISIS DE S-ADENOSIEMETIONINA (SA Y DE S-
ADENOSILHOMOCISTEINA (8 EN HIGADQO:

La extraccién de SAM y SAH se realizO mediante el método de FELL, D. y col.
(1985) ligeramente modificado utilizando HPLC de fase reversa. Los higados congelados se
homogeneizaron en 2 volimenes con 4cido perclorico 0,4 M, se centrifugaron 10 min a 5000
g. Los sobrenadantes obtenidos se guardan a -70°C hasta el andlisis de la concentracion de
SAM y SAH.

Se ajusté el pH con hidréxido potdsico hasta 6,5-7,5 y cuando finalizé la precipitacién
de la sal de perclorato, los 2 ml de sobrenadante neutralizados se aplicaron a un cartucho de
Sep-Pak C,; que habiamos cargado con 1ml de metanol y lavado con agua. Los eluyentes
fueron 1,2 ml de dcido acético 0,175 M, seguido de 3 m] de metanol al 25% en 4cido acético
0,175 M. La fase estacionaria fue uBondapak C3 (5 um, 300 X 9,9 mm). La fase movil fue
dcido octanosulfonico 5SmM en metanol al 5%, pH 4,0. Se utilizaron 100 ul como muestra
para el HPLC y finalmente se detectd Ia absorbancia de cada compuesto a 254 nm.

Las determinaciones fueron realizadas en el « Vitamin Bioavailability Laboratory »
perteneciente al Human Nutrition Research Center on Aging at Tufts University, Boston
(EEUU).
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3.5. HIST IA. ES I0 MO LOGICOQ DEL HIG

Las muestras de higado fueron introducidas en botes de pldstico y conservadas en
formol al 7% fueron analizadas en el laboratorio del Dr. Santiago Oya del Departamento de
Biologia Celular (Facultad de Medicina) de la U.C.M.

Las muestras de higado se procesaron para su observacién con microscopia dptica.
Para ello describiremos el procedimiento que se siguid para la realizacién de esta técnica.

METODO DE MICROSCOPIA OPTICA

La técnica empleada fue un método de rutina frecuentemente utilizado en este
departamento durante mucho tiempo y revisado ya, desde 1949, por ADDISON, W.H.F.

1.- Fijacién. La fijacién de los higados se realizé mediante inmersidn en formalina
neutra tamponada al 10%. La solucidn se preparé con la siguiente sistemética:

Disolver en | litro de formalina al 10%: 4 g de fosfato dcido de sodio monohidratado

y 6,5 g de fosfato disédico anhidro y a pH de la disolucién 6,5-7.5.

3.- Inclusién en parafina. Previamente se procedid al lavado y deshidratacién de las
piezas con alcohol etilico de graduacién creciente.

2.- Método de tincidn. Las piezas fueron fijadas en formol al 10% tefiidos con
hematoxilina y eosina (HEINDENHAIN, M. 1896) como sigue:

~ Colorantes empieados:

- Hematoxilina de Carazzi, preparada de la siguiente forma:

En mortero anadir 0,5 g de Hematoxilina, 0,1 g de iodato potdsico y 25 g de alumbre
potdsico (sulfato aluminico potdsico), mezclar y pulverizar. Afadir 100 ml de glicerina
bidestilada, mezclar bien; afadir poco a poco 400 ml de agua bidestilada. Mover hasta
conseguir una mezcla homogénea, con disolucion de todos los componentes. Poner en frasco
transparente a la luz para su maduracion (aproximadamente 10 dias). Filtrar antes de usar.

- Eosina alcohdlica, se preparé una solucién inicial de conservacidn ilimitada, del
siguiente modo: Disolver 1 g de eosina Y amarilla (soluble en agua) en 20 ml de agua
destilada. Posteriormente anadir y disolver 80 ml de etanol de 95° ¢ 96°. La solucién de
trabajo se obtuvo mezclando una parte de la solucién inicial anterior con 3 partes de etanol
de 80°. Antes de su uso, afadir 0,5 ml de 4cido acético glacial a cada 100 mi de la mezcla
de colorante.

- Procedimiento de tincidn;

- Desparafinar mediante empleo de alcoholes de distinta graduacién ¢ hidratar con
agua.

- Tratar con hematoxilina de Carazzi, 10 minutos.

- Lavar con agua del grifo circulante, 10 minutos.

- Contrastar con la eosina alcohélica, de 30 segundos a 2 minutos (depende del
envejecimiento de la eosina).

- Deshidratar con alcoholes, aclarar con xileno y montar el corte.

Posteriormente los materiales de estudio fueron procesados para su observacion con
microscopia electrénica. Para ello describiremos sucesivamente los distintos procedimientos
que se siguieron para la realizacion de esta técnica.
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METODO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA
1. Fijacién:

Para la fijacién se emplearon dos tipos de soluciones fijadoras, el glutaraldehido
tamponado con cacodilato (SABATINI, D.D. y col., 1963) y el tetréxido de osmio
tamponado (RHODIN, J., 1954).

a) -Glutaraldehido tamponado con cacodilato:
Glutaraldehido al 12,5% 10 c.c.
Solucidn de cacodilato sédico 0,1 M 10 c.c.; pH resultante 7,4.

b) Solucién de tetréxido de osmio tamponado:
Se preparé mezclando a partes iguales 1a solucidn de tetréxido de osmio y de tampoén,
que a continuacién describimos:

Solucidn de tetroxido de osmio

Tetréxido de osmio 0,1g

Agua bidestilada 5c.c.
(Se mantiene durante 8 horas para que se disuelva el tetréxido de osmio).

Solucién de tampén

Acetato sédico 1,904 g en 100 c.c. de agua bidestilada libre de CO,
Veronal sddico 2,58 g en 100 c.c. de agua bidestilada libre de CO,
Acido clorhidrico 0.1 N 100 c.c.; pH resuitante 7,4

Para la realizacidn de la fijacién, los productos obtenidos fueron previamente fijados
en glutamldehldo tamponado en el que se mantuvieron por espacio de dos horas y
posteriormente en tetréxido de osmio. El glutaraldehido se conserva antes y durante el fijado
bajo refrigeracién. A continuacién, el producto se lavé en solucién tampén 0 en tampdn
sacarosa, durante 5 a 10 minutos y posteriormente se fijaba en tetréxido de osmio tamponado,
por espacio de una hora.

2. Inclusién

Utilizamos, para la inclusion del tejido, los métodos Vestopal (RYTER, A. y
KELLENBERGER, E., 1958), Epon (LUFT, J.H., 1961) y Araldita (MAALOE, O. y
BIRCH-ANDERSEN, A., 1956).

a) Método del Vestopal
Después de fijado el producto se realizaron los siguientes pasos destinados a

deshidratar el tejido:

Lavado en tampén 10-15 minutos
Acetona al 50% 15-30 "
Acetona al 70% 30 "
Acetona al 90% 60 "
Acetona al 100% 60 "

En este momento se puede incluir el material en la sustancia comercial Vestopal. Es
este un producto que tiene la propiedad de polimerizar, haciéndose sélido en determinadas
condiciones; para ello es necesario prepararlo del siguiente modo:



Material y Métodos 84

Vestopal 20 c.c.
Iniciador Vestopal 0,2 c.c.
Activador Vestopal 0,1 c.c.

Después de agitado con varillas de vidrio y sedimentado, se mezclé una parte del
producto con tres partes de acetona (100%), y a continuacién se introdujo en él los
fragmentos tisulares que acabamos de extraer de la acetona al 100%. 1.os tejidos, introducidos
ya en Vestopal mezclado con las tres partes de acetona, se dejaron al descubierto durante dos
horas, con lo cual se produce evaporacién de la acetona. Ya en el Vestopal puro se procedié
al traslado de los productos de puncién a las cdpsulas de gelatina (GILEV, V.P., 1958)
situdndolos en su base. Después de cuatro horas de permanencia en medio ambiente, se
introducen en estufa a 60°C, donde permaneceran 48 horas, con lo cual quedé la inclusidn
en Vestopal finalizada.

b) Método de Epon;

Después de fijado el producto de puncién se procedié a la deshidratacién con
alcoholes:

Alcohol al 50% 10 minutos
Alcohol al 70% 10 "
Alcohol al 80% 10 "
Alcohol al 96% 20 "
Alcohol al 100% 6 "

A continuacién se hacen los siguientes pasos:

Oxido de propileno 15 minutos
Mezcla de Epon y Oxido de Propileno a partes iguales 12 horas (T? ambiente)
Mezcla definitiva 48 horas (en estufa a 60° C)

La obtencién de la solucién definitiva del Epon se realizé de la siguiente forma:

Mezcla A: Epon 31 cc.
D.D.S.A. 50 c.c.
Mezcla B: Epon 50 c.c.
M.N.A, 45 c.c.

Mezcla definitiva: 10 c.c. de A + 20 c.c. de B + 0,47 de catalizador DMP. 30.

¢) Método Araldita:

Una vez fijados los productos de puncién en glutaraldehido se lavaron tres veces en
solucién buffer, de la siguiente forma:

- 1° lavado (5-10 minutos)

- 2° lavado (5-10 minutos)

- 3° lavado (12 horas)

- Postfijacion:

Después del dltimo bafio en buffer se pasaron a solucién de osmio al 1% en buffer
fosfato y se dejaron en esta solucién de media hora a 2 horas. A continuacién se decantaron
el fijador (solucion de osmio-buffer fosfato} y se lavaron tres veces con buffer, dejandolos
en éste dltimo cinco minutos cada vez.
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- Deshidratacidn:
Acetona al 30% .15 minutos
Acetona al 50% .dos pases de 15 minutos cada uno
Acetona al 70% + Acetato de Uranilo al 2% .12 horas
Acetona al 100% .dos pases de 15 minutos cada uno
Acetona al 100% desecada con SO,Cu deshidratado .dos pases de 15 minutos cada uno
Oxido de propileno .dos pases de 15 minutos cada uno

- Inclusién:

Mezcla de Durcopan I + Oxido de propileno (1-3) 60 minutos

Mezcla de Durcopan I + Oxido de propileno (1-1) 60 "

Mezcla de Durcopan I + Oxido de propileno (3-) 12 horas

Mezcla de Durcopan I 2-4 horas

Mezcla de Durcopan | 12 "

Mezcla de Durcopan II r "

A continuacién se introdujeron los tejidos en cdpsulas de gelatina (GILEV, V.P.,
1958) y llenar éstas con Durcopan II, manteniéndolas en estufa a 70-75°C, durante 48-50
horas.

Preparacion de la mezcla Durcopan [:

Componente B (Azul} 10 c.c.
Componente A/M (Rojo) 10 c.c.
Componente D (Verde) 0,1-0,2 c.c.

Preparacién de la mezcla Durcopan II:

Componente B (Azul) 10 c.c.
Componente A/M (Rojo) 10 c.c.
Componente D (Verde) 0,1-0,2 c.c.
Componente C (Amarillo) 0,3-0,4 c.c.

La preparacién de las mezclas ha de realizarse afadiendo los componentes por el
orden citado.

El motivo de haber utilizado tres tipos de inclusion diferentes, fue porque hemos
observado que cuando usdbamos el Vestopal, los cortes ultrafinos vistos al microscopio
electrénico con pequefios aumentos tenian un gran contraste, mientras que, a grandes
aumentos, las membranas celulares se hacian difuminadas. Con el Epon ocurria 1o contrario.
También hemos podido apreciar que con el método Epon, en ¢l contrate de los cortes es
imprescindible usar un piomo preparado de una forma extraordinariamente meticulosa, ya que
de no proceder asi, se produce un fino punteado que entorpece la vision y priva de nitidez
la microfotografia. El tercer método, la Araldita, da también una gran nitidez a las
membranas y permite su estudio fundamentalmente a aumentos intermedios.

3. Corte

Después de quitar la cdpsula de gelatina a los bloques formados, se sostuvieron €stos
en un soporte, de tal forma que pueda visualizarse con el microscopio estereoscopico la zona
donde hemos situado el tejido. Con una cuchilla se quita la resina de los lados de la pieza,
y mediante un corte horizontal la situada por encima de €sta. De esta forma el tejido queda
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situado en la punta de una pirdmide mds o menos truncada. A continuacién, se coloco el
bloque en un ultramicrotomo y se procedié al corte.

Hemos utilizado el Ultramicrotomo LKB, empleando cuchillas de vidrio fabricadas
con aparato LKB. Los cortes obtenidos en balsa de agua, formada en la cuchilla, segin
método ya muy cldsico, fueron seleccionados antes de ser utilizados, aprovechando
unicamente los de color grisdceo o plateado, es decir, los de un espesor que oscila entre 500
y 900 A. Después de extendidos los cortes, cambiando momentdneamente la tension
superficial mediante vapores de éter, cloroformo o xilol, son recogidos en las cldsicas rejillas.

De todas las muestras procuramos efectuar cortes de control de buen grosor, para ser
observados al microscopio 6ptico y servirnos de orientacion. Estos cortes fueron obtenidos
con el Ultramicrotomo LKB mediante el dispositivo especial para tal fin y la tincién de las
muestras fue con Azul de Metileno.

4. Contraste de cortes ultrafinos:

Las soluciones utilizadas fueron descritas respectivamente por WATSON (1958) Y
REYNOLDS, E.S. (1963):

a) Acetato de uranilo
A 20 c.c. de agua bidestilada se le afiadié acetato de uranilo, calentando lentamente
al mismo tiempo. Se dejé de afiadir uranilo cuando el liquido toma color amarillo tenue.

b) Citrato de plomo 2,66 g
Citrato de sodio deshidratado 352¢g
Agua bidestilada 60,0 c.c.

Agitar intensamente durante 30 minutos y afadir a continuacién 16 c.c. de NaOH
I/N.

Forma de realizacidn:

Los cortes fueron contrastados en solucién de acetato de uranilo por espacio de 20
minutos. A continuacién fueron lavados en agua bidestilada, secados y contrastados en citrato
de plomo durante tres minutos, El exceso de plomo puede eliminarse mediante una solucién
al 0,2% de hidréxido sddico.

3.0 i6n
Los cortes asi obtenidos fueron estudiados en un microscopio electrénico Philips 201

que pertenece al Servicio de Microscopia Electrénica del Departamento de Biologia Celular
de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.
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3.6. PARAMETROS E INDICES CALCULADOS

* INGESTA SOLIDA E INCREMENTO DE PESO

-Coeficiente de Eficacia Alimentaria (CEA)

Incremento de peso del animal (g/dia)

CEA=
Ingesta total (g sustancia seca/dfa)

* UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA Y COEFICIENTE DE EFICACIA
PROTEICA

-Coeficiente de Digestibilidad del Nitrégeno (CDN): Relacidn porcentual de la

cantidad de nitrégeno absorbido del ingerido. El nitrégeno absorbido se ha determinado por
diferencia entre el ingerido y el fecal total

I1-F 1 = Nitrégeno ingerido total
CDN =

I F = Nitrégeno fecal total

-Coeficiente de Eficacia Proteica para el Crecimiento (CEP): Expresa, numéricamente,

la ganancia de peso corporal en relacién con la cantidad de proteina ingerida.

Ganancia de peso corporal
CEP =

Cantidad de proteina consumida (N x 6,25}

- Coeficiente de Utilizacién Metabdlica del Nitrégeno (CUM): Se refiere al tanto por

ciento de nitrégeno retenido del absorbido. El nitrégeno retenido se ha determinado por
diferencia entre el absorbido y el eliminado por orina.

I-(F + U)
CUM =

I-F U = Nitrégeno urinario total

- Coeficiente de Utilizacién Neta del Nitrégeno (CUN): Expresa, globalmente, la

utilizacion digestiva y metabdlica de nitrogeno por el organismo. Es el tanto por ciento de
nitrégeno retenido del ingerido.

I-(F + U)

CUN =
I
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* UTILIZACION DIGESTIVA DE LA GRASA

-Coeficiente de Digestibilidad de la Grasa (CDG): Relacién porcentual de la cantidad

de grasa absorbida de 1a ingerida. La grasa absorbida se determiné por diferencia entre la
ingerida y la fecal total:

GI - GF GI = Grasa ingerida.
CDG =

GI GF = QGrasa fecal total.

* PARAMETROS Y DETERMINACIONES HEPATICAS Y SERICAS:

-Indice Hepatosomdtico (IHS):

Peso de higado (g)
IHS =

Peso corporal total del animal (g)

- Transaminasas (GOT v GPT):

Determinadas como ya hemos indicado y expresadas en Ul/g de higado.

- Concentracién de S-adenosilmetionina y S-adenosilhomocisteina:

Determinadas como ya hemos indicado y expresadas en nmol/g de higado.

- Concentracién y distribucién de los folatos:
Determinadas como ya hemos indicado y expresada para el suero en ng/ml de suero

y para el higado en nmol/g de drgano.
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3.7. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados en el experimento A y B se trataron estadisticamente mediante el test
de la T de Student y se establecid el nivel de significacion: P < 0,05. En el caso del andlisis
del contenido y distribucién de folatos, se utilizé ademads, es test de ajuste de Bonferroni
(DAVID, H.A. 1980).

Los resultados del experimento C se trataron estadisticamente con andlisis de varianza
mediante ANOVA de una via.






4.- RESULTADOS






EXPERIMENTO A

* Efectos de la administracién de dcido acetilsalicilico y acetaminoteno durante 43
dias con ingestas "ad libitum", sobre algunos parémetros nutricionales y

bioquimicos. Tratamiento estadistico.

* Efecto de la deficiencia dietética de metionina, con administracion prolongada (43
dias) de acetaminofeno, sobre algunos pardmetros nutricionales y determinaciones

hepéticas relativas a la toxicidad producida por el fairmaco. Tratamiento estadistico.







Resultados A

TABLA 1
PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (43 DIAS)

LOTE CONTROL

RATA PESO1 A PESO S.S.1. CEA PESO H IHS

N° (g) (g/dia) (g/dia) (2) (%)

1 57 2.4 8,0 0,30 7.4 53,8

2 56 1,5 7,6 0,20 6,0 48,9

3 55 2,0 8.4 0,24 8,0 55,9

4 57 1,4 8,1 0,17 55 47.5

5 58 2,2 8,4 0,27 7,0 52,2

6 59 1,2 7,8 0,15 5,2 47,1

7 57 2.4 8,5 0,29 8,0 493

8 59 2.4 8,2 0,30 6,6 49,4

9 60 2,4 9,7 0,24 6,7 41,3

10 55 2,1 8,1 0,27 6,2 48,6

MEDIA 57.3 2,0 8.3 0,24 6,6 49,4

+ DS +1,7 +0,5 +0,6 +0,05 +1,2 +42
TABLA 2

PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (43 DIAS)

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA PESO I A PESO S.S.L CEA PESO H IHS

N° (g) (g/dia) (g/dia) (2) (%)

11 59 0,8 5,6 0,14 4,3 46,7

12 60 0,5 5,6 0,10 3,4 40,6

13 58 0,8 6,1 0,13 4,2 50,0

14 58 0,6 5,8 0,11 4,2 49,0

15 60 0,3 5,1 0,06 3.9 53,9

16 58 1,2 6,0 0,21 3,5 35,0

17 58 1,2 5,8 0,21 4,4 43,7

18 58 1,4 7,2 0,19 4,1 34,8

19 56 1,0 6,2 0,16 3,6 39,9

20 57 1,5 7,6 0,20 6,5 52,8

MEDIA 58,2 0,9 6,1 0,15 4,4 43,7

+ DS +1,2 +0.4 +0,8 +0,05 +1,1 17,2

PESO I = Peso inicial PESO H = Peso dei higado

S.S.1. = Dieta ingerida en sustancia seca IHS = Indice hepatosomatico

CEA = Coeficiente de eficacia alimentaria
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TABLA 3
PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (43 DIAS)

LOTE ACETAMINOFENO

RATA PESO 1 A PESO S.S.L CEA PESO H THS
N° &) (g/dia) (g/dia) (& (%)
21 60 1,9 7,7 0,25 5,9 46,8
22 55 1,4 6,8 0,20 5,4 47,0
23 60 1,3 6,8 0,19 6,2 54,3
24 60 1,5 7,8 0,20 7,1 62,8
25 60 2,0 8,5 0,24 6,5 44,5
26 57 2,3 8,8 0,26 7,7 49,5
27 56 1,1 7,0 0,16 5,4 52,1
28 60 1,8 8,8 0,20 7,5 54,9
29 58 1,5 7,4 0,20 5,9 48,2
30 36 1,8 8,9 0,21 6,0 50,2

MEDIA 58,2 1,6 7,9 0,21 6,4 51,5

+ DS +2,0 +0,4 +0,8 10,03 +0,9 +5,4

TABLA 4

PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (43 DIAS)

LOTE ACETAMINOFENQ DEFICIENTE EN METIONINA

RATA PESO I A PESO S.S.L CEA PESO H IHS

N° (8) (g/dia) (g/dia) (g) (%)

31 60 0,9 6,3 0,14 4,9 50,5

32 55 0,6 5,6 0,10 4.4 55,0

33. 59 1,1 7,0 0,16 4,7 48,3

34 57 0,4 5,1 0,09 4,9 64,4

35 58 0,7 4,6 0,16 3,0 51,5

36 59 1,1 6,9 0,16 5,4 51,1

37 59 0,3 4,7 0,06 3,2 43,3

38 58 0,8 5,2 0,16 4.4 50,6

39 60 0,5 5,2 0,09 3,6 45,2

40 59 0,4 5,0 0,09 3,3 442

MEDIA 58,4 0,7 5,6 0,12 4.4 50,6

+ DS +1,5 +0,3 +0,9 +0,04 +0,8 +6,3

PESO I = Peso inicial PESO H = Peso del higado

S.S.1. = Dieta ingerida en sustancia seca _ [HS = Indice hepatosomdtico

CEA = Coeficiente de eficacia alimentaria
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TABLA 5
PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (43 DIAS)

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

LOTE PESOi APESO S.S.L CEA PESOH IHS
(g) (g/dia)  (g/dia) (&) (%)
CONTROL: .
MEDIA 57,3 2,0 8,3 0,24 6,6 49 4
+ DS +1,7 +0,5 +0,6 10,05 +1,2 +4,2
U\SA:
MEDIA 58,2 0,9 6,1 0,15 4.4 437
+ DS +1,2 +0,42 +0,8*  +0,052  +1,12 +7,2
ACAP:
MEDIA 58,2 1,6 7.9 0,21 6,4 51,5
+ DS +2.,0 +0,4 +0,8 +0,03 +0,9 +5,4
ACAP DEF
MET:
MEDIA 58,4 0,7 56 0,12 4,4 50,6
+ DS +1,5 +0,3b +0,9®  +0,04®  +0,8° +6,3

ASA = Acido acetilsalicilico
ACAP = Acetaminofeno
ACAP DEF MET = Acetaminofeno y deficiencia en metionina

PESO I = Peso inicial PESO H = Peso del higado
S.S.1. = Dieta ingerida en sustancia seca IHS = Indice hepatosomadtico
CEA = Coeficiente de eficacia alimentaria

Los resultados estdn expresados como valor medio + DS para 10 animales por lote; a = p
< 0,05, cuando se compara con el lote control, b = p =< 0,03, lote ACAP DEF MET
significativamente diferente cuando se compara con el lote ACAP.
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FIGURA 1. EVOLUCION DIARIA DE LA INGESTA SOLIDA EN EL LOTE
CONTROL.
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FIGURA 2. EVOLUCION DIARIA DE LA INGESTA SOLIDA EN EL LOTE ACIDO

ACETILSALICILICO.,
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Los resultados estdn expresados como valor medio + error estindar por lote y dia.
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FIGURA 3.

g ing

FIGURA 4,

g ing

Los resultados estdn expresados como valor medio + error estdndar por lote y dia.
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO (CDN)

LOTE CONTROL

TABLA 6
DIAS 4-11
RATA N° N INGERIDO N FECAL CDN
{mg/dia) (mg/dfa)
1 138 10 0,93
2 150 10 0,93
3 165 11 0,93
4 183 16 0,91
5 148 8 0,95
6 177 11 0,94
7 142 10 0,93
8 165 11 0,93
9 168 14 0,92
10 158 9 0,94
MEDIA + DS 159 + 14,8 11 +2,3 0,93 + 0,01
TABLA 7
DIAS 34-43
RATA N° N INGERIDO N FECAL CDN
(mg/dia) {mg/dfa)
2 168 13 0,92
3 176 16 0,91
4 155 12 0,92
6 161 14 0,91
7 202 i2 0,94
9 221 16 0,93
MEDIA + DS 181 + 25,8 14 +£1,9 0,92 + 0,01
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO (CDN)

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

TABLA 8
DIAS 4-11
RATA N¥ N INGERIDO N FECAL CDN
{mg/dia) (mg/dia)
11 138 11 0,92
12 126 6 0,95
i3 133 11 0,92
14 107 9 0,91
15 110 9 0,92
16 123 8 0,94
17 127 7 0,95
18 131 8 0,94
19 125 7 0,95
20 153 11 0.93
MEDIA + DS 127 + 13,1 9+ 1,8 0,93 + 0,01
TABLA 9
DIAS 34-43
RATA N° N INGERIDO N FECAL CDN
(mg/dia) {mg/dia)
11 105 7 0,94
12 9% 6 0.94
14 127 10 0,92
15 103 0 0,91
18 176 14 ' 0,92
20 175 14 0,92
MEDIA + DS 131 + 35,9 10 + 3,6 0,93 + 0,01
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO (CDN)

LOTE ACETAMINOFENO

TABLA 10
DIAS 4-11
RATA N° N INGERIDO N FECAL CDN
(mg/dia)} (mg/dia)
21 157 9 0,94
22 133 9 0,93
23 134 11 0,92
24 161 13 0,92
25 161 8 A 0,95
26 150 8 0,95
27 158 9 0,95
28 172 10 0,94
29 169 10 0,94
30 191 15 0,92
MEDIA + DS 159 + 17,3 10 + 2,4 0,94 + 0,01
TABLA 11
DIAS 34-43
RATA N° N INGERIDO N FECAL CDN
(mg/dia) (mg/dia)
22 147 8 0,94
23 139 10 0,93
25 166 13 0,92
26 185 12 ' 0,93
27 148 9 0,94
28 177 13 0,92
29 139 9 0,93
MEDIA + DS 157 + 18,9 11 + 2,1 0,93 + 0,01
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO (CDN)

LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA

TABLA 12
DIAS 4-11
RATA N* N INGERIDO N FECAL CDN
(mg/dia) (mg/dia)
31 147 10 0,93
32 142 11 0,92
33 144 10 0,93
34 131 9 0,93
35 103 9 0,91
36 132 8 0,94
37 119 8 0,93
38 122 9 0,93
39 123 9 0,92
40 112 7 0,94
MEDIA + DS 127 + 14,5 9+14 0,93 + 0,0!
TABLA 13
DIAS 34-43
RATA N° N INGERIDO N FECAL CDN
(mg/dia) (mg/dia)
3 132 11 0,91
32 94 8 0,91
34 91 6 0,93
36 134 S 0,93
37 85 7 0,91
39 92 7 0,93
MEDIA + DS 104 + 22,0 8+ 2,1 0,92 + 0,01
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO (CDN)

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

TABLA 14
DIAS 4-11
LOTE N INGERIDO N FECAL CDN
(mg/dia) (mg/dia)

CONTROL 159 £+ 14,8 11 +£2,3 0,93 £+ 0,01
ASA 127 + 13,1 9+ 1,8 0,93 + 0,01
ACAP 159 + 17,3 10 + 2,4 0,94 + 0,01

ACAP DEF MET 127 + 14,5 9+ 14 0,93 + 0,01
TABLA 15
DIAS 34-43
LOTE N INGERIDO N FECAL CDN
3 (mg/dia) (mg/dia)

CONTROL 181 £25,8 14 + 1,9 0,92 + 0,01
ASA 131 + 35,9 10 + 3,6 0,93 + 0,01
ACAP 157 + 18,9 11 + 2,1 0,93 + 0,01

ACAP DEF MET 104 + 22,0 8+ 2,1 0,92 + 0,01

Los resultados estin expresados como valor medio + desviacion estdndar.

ASA = Acido acetilsalicilico

ACAP = Acetaminofeno

ACAP DEF MET = Acetaminofeno y deficiencia en metionina
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TABLA 16
COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO (CEP)

LOTE CONTROL

RATA  CEPI  CEPI CEPII CEPIV  CEPV CEP
N© TOTAL

1 2,84 2,13 2,03 ) ) 2,35

2 2,93 1,56 1,49 0,82 1,27 1,61

3 3,88 1,97 1,36 1,23 1,16 1,93

4 3,27 1,39 0,91 0,59 0,81 1,33

5 3,23 2,40 1,72 ) ) 2,11

6 2,41 2,69 0,66 0,52 0,23 1,21

7 3,44 2,07 1,78 2,04 2,04 2,28

9 2,95 2,55 0,97 1,65 1,56 1,93

10 3,95 1,61 1,28 ) ) 2,09

MEDIA 3,21 2,04 1,35 1,14 1,18 1,87
+ DS +0,50 +0,45 +0,45 +0,61 +0,62  +0,40

TABLA 17
COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO (CEP)

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA CEP I CEPII CEPII CEPIV CEPV CEP
N© TOTAL

11 3,01 0,13 1,45 0,76 0,69 1,08

12 1,07 1,08 1,05 1,18 -0,02 0,78

13 2,89 0,34 0,13 ) () 0,99

14 1,33 1,47 1,20 0,52 0,87 0,88

15 2,23 0,16 0,38 0,45 0,88 0,44

16 2,84 1,85 0,91 ) ) 1,63

18 2,12 0,77 1,70 1,70 1,51 1,52

19 2,82 0,02 1,39 ) ) 1,27

20 3,07 1,72 1,47 0,67 1,83 1,59

MEDIA 2,37 0,94 1,13 0,88 0,95 1,13
+ DS +0,74 +0,69 +0,47 +0,48 +0,65 +0,40

PERIODOS (dias): I = 4-11; II = 12-19; IIl = 20-27; IV = 28-35; V = 36-43; T = 4-43
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TABLA 18
COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO (CEP)

LOTE ACETAMINOFENO

RATA CEP I CEPII CEPII CEPIV CEPV CEP
N° TOTAL
21 2,93 1,24 1,67 1,85 () 1,93
22 2,19 1,46 0,34 1,88 1,62 1,62
23 1,66 1,77 1,45 1,64 0,92 1,46
24 2,79 1,61 1,29 0,15 ) 1,55
25 3.01 1,54 1,65 1,93 0,87 1,86
26 3,13 2,05 1,93 1,13 1,32 2,04
27 2,42 0,65 0,52 0,92 1,31 1,24
28 2,90 1,03 1,56 1,26 0,89 1,60
29 2,91 0,79 1,37 0,92 1,35 1,59
30 3,02 1,24 0,81 1,49 ) 1,61

MEDIA 2,70 1,34 1,26 1,32 1,18 1,65

+ DS +0,46 +0,44 +0,53 +0,56 +0,29 +0,23

TABLA 19
COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO {(CEP)

LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA

RATA CEP I CEPII CEPIL CEPIV  CEPV CEP
N© TOTAL
31 1,81 0,46 0,44 1,48 0,94 1,08
32 1,94 0,19 0,31 1,02 0,64 0,81
33 2,24 0,87 1,07 1,20 () 1,24
34 1,51 0,53 0,49 0,77 -0,05 0,69
35 0,12 0,38 0,58 -1,02 ) 1,23
36 0,88 1,49 1,08 1,27 0,70 1,25
37 1,87 0,53 0,64 0,16 0,75 0,45
39 1,61 0,84 0,64 0,29 0,64 0,69
40 0,92 1,33 0,92 0,47 =) 0,70

[ MEDIA 1,43 0,73 0,68 0,59 0,60 0,94

+ DS +0,67 +0,44 +0,28 +0,80 10,34 +0,30

PERIODOS (dfas): [ = 4-11; IT = 12-19; TII = 20-27; IV = 28-35; V = 36-43; T = 4-43
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FIGURA 5. COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO
(CEP) GLOBAL Y SEMANAL.
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Los resultados estdn expresados como valor medio + error estdndar por lote.

a = significativo frente al lote control (p < 0,05), b = significativo frente al lote
acetaminofeno (p < 0,09).

PERIODOS (dias): 1 = 4-11; I = 12-19; III = 20-27; IV = 28-35; V = 36-43: T = 4-43
ACAP DEF MET = Acetaminofeno deficiente en metionina.
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

LLOTE CONTROL
TABLA 20
DIAS 4-11
RATA N° GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
(mg/dia) (mg/dia)
1 567 9 0,98
2 617 9 0,99
3 679 12 0,98
4 751 14 0,98
5 610 9 0,99
6 727 10 0,99
7 581 9 0,98
8 679 11 0,98
9 689 10 0,98
10 647 10 0,98
MEDIA + DS 655 + 60,9 10 +£ 1,7 0,98 + 0,00
TABLA 21
DIAS 34-43
RATA N° GRASA INGERIDA GRASA FECAL CDG
(mg/dia) {mg/dia)
2 692 13 0,98
3 621 20 0,97
4 637 10 0,98
6 661 13 0,98
7 831 15 0,98
9 908 17 0,98
MEDIA + DS 742 + 105,8 15 + 3,5 0,98 + 0,00
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

TABLA 22
DIAS 4-11
RATA N° GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
(mg/dia) (mg/dia)
11 569 10 0,98
12 519 6 0,99
13 547 17 0,97
14 441 12 0,97
15 454 12 0,97
16 505 7 0,99
17 521 9 0,98
18 539 9 0,98
19 512 11 0,98
20 630 20 0,97
MEDIA + DS 524 + 54,1 11 + 44 0,98 + 0,00
TABLA 23
DIAS 34-43
RATA N° GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
(mg/dia) (mg/dia)
11 430 4 0,99
12 407 5 0,99
14 520 9 0,98
15 425 8 (3,98
18 724 14 0,98
20 717 14 0,98
MEDIA + DS 537 + 1473 9+43 0.98 + 0,00
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

LOTE ACETAMINOFENO

TABLA 24
DIAS 4-11
RATA N° GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
(mg/dia) (mg/dia)
21 645 10 0,98
22 547 10 0,98
23 549 16 0,97
24 661 44 0,93
25 660 11 0,98
26 617 12 0,98
27 650 9 : 0,99
28 705 10 0,99
29 692 11 0,98
30 786 21 0,97
MEDIA + DS 652 + 70,7 15 £ 10,6 0,97 + 0,02
TABLA 25
DIAS 34-43
RATA N° GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
_ {mg/dia) (mg/dia)
22 602 9 0,98
23 569 12 0,98
25 684 15 0,98
26 761 12 0,98
27 610 9 0,98
28 729 8 ' 0,99
29 571 15 0,97
MEDIA + DS 647 + 77,8 11 +29 0,98 + 0,01
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA

TABLA 26
DIAS 4-11
RATA N° GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
(mg/dia) (mg/dia)
31 555 14 0,97
32 636 14 0,97
33 544 11 0,98
34 495 6 0,99
35 389 6 0,98
36 500 7 0,98
37 449 5 0,99
38 455 9 0,98
39 462 11 0,97
40 422 9 0,98
MEDIA + DS 511 + 899 9+ 3,1 0,98 + 0,01
TABLA 27
DIAS 34-43
RATA N° GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
(mg/dfa) (mg/dia)
31 497 25 0,95
32 356 10 0,97
34 342 10 0,97
36 504 10 0,98
37 321 6 0,98
39 348 6 0,98
MEDIA + DS 395 + 82,8 11 + 7,0 0,97 + 0,01
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

TABLA 28
I DIAS 4-11
LOTE GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
(mg/dia) (mg/dia)

CONTROL 655 + 60,9 10 + 1,7 0,98 + 0,00
ASA 524 + 54,1 11 + 4,4 0,98 + 0,01
ACAP 652 + 70,7 15 + 10,6 0,97 + 0,02

ACAP DEF MET 511 + 89,9 9+3,1 0,98 + 0,01 N
TABLA 29 -
DIAS 34-43
LOTE GRASA INGERIDA  GRASA FECAL CDG
(mg/dia) (mg/dia)

CONTROL 742 + 105,8 15 + 3,5 0,98 + 0,00
ASA 537 + 147,3 9+43 0.98 + 0,00 |
ACAP 647 + 77,8 11 +29 0,98 + 0,01 ]

ACAP DEF MET 395 + 82,8 11 +7,0 0,97 + 0,01

Los resultados estin expresados como valor medio + desviacion estdndar.

ASA = Acido acetilsalicilico
ACAP = Acetaminofeno

ACAP DEF MET = Acetaminofeno y deficiencia en metionina
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TRANSAMINASAS HEPATICAS
Ul/g = Actividad enzimatica en Unidades Internacionales por gramo de érgano.
TABLA 30: LOTE CONTROL

RATA N° GPT (Ul/g) GOT (Ul/g)

2 10 16

3 10 24

4 9 16

6 11 49

7 8 41

9 14 ‘ 35
MEDIA + DS 10 + 2,3 30 + 13,4

TABLA 31: LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA N° GPT (Ul/g) GOT (Ul/g)

11 13 50

12 16 63

14 10 37

15 12 50

18 13 53

20 9 46
MEDIA + DS 12 + 2,9 50 + 10,8

TABLA 32: LOTE ACETAMINOFENO

RATA N° GPT (Ul/g) GOT (Ul/g)

22 7 : 58

23 9 32

25 10 26

26 11 41

27 17 33

28 8 19

29 16 46
MEDIA + DS 11 + 3,9 36 + 13,5

TABLA 33: LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA

RATA N° GPT (Ul/g) GOT (Ul/g)
31 9 19
32 10 23
34 4 39
36 5 30
37 6 31
39 1 19

MEDIA + DS 8 + 3,1 ' 27 + 7,9
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FIGURA 6. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRANSAMINASAS HEPATICAS.
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ACAP DEF MET = acetaminofeno y deficiencia en metionina.

Los resultados estdn expresados como valor medio + error estdndar por lote.

a = significativo frente al lote control (p < 0,05).

Ul/g 6rgano = Actividad enzimdtica en Unidades Internacionales por gramo de érgano.
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Microscopia dptica

En el estudio histolégico las preparaciones observadas del lote control son normales
completamente, como vemos en la Figura 7 mientras que en los lotes tratados con
acetaminofeno aparecen distintos grados de degeneracidn en funcidn de que se les haya
administrado suficiente metionina o no.

En el lote acetaminofeno (ACAP) encontramos hepatocitos con citoplasma vacuolizado
(Figura 8).

En el lote acetaminofeno con deficiencia en metionina (ACAP DEF MET)
encontramos en el parénquima hepdtico extensas zonas de necrosis (Figura 9), asi como
ligeros infiltrados mononucleares alrededor de los vasos. (Figura 10).

Microscopia electrénica

En el estudio estructural de los higados del lote ACAP se aprecia una vacuolizacién
detl citoplasma celular (Figuras 11 y 12) evidencidndose algunas células que conservan restos
citoplasmadticos de mitocondrias y reticulo endopldsmico rugoso.

En el estudio uitraestructural de los higados del lote ACAP DEF MET se aprecian los
hepatocitos (Figura 13), con gran abundancia de reticulo endopldsmico rugoso en situacion
perinuclear con mitocondrias de matriz densa y granulos de glucégeno (Figura 14). El nucleo
estd constituido por cromatina laxa evidencidndose los nucleolos.

FIGURA 7. PREPARACION DE UN CORTE DE HIGADO CORRESPONDIENTE AL
LOTE CONTROL.
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FIGURA 8. PREPARACION DE UN CORTE DE HIGADO CORRESPONDIENTE AL
LOTE ACETAMINOFENOQ.
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FIGURA 9. PREPARACION DE UN CORTE DE HIGADO. CORRESPONDIENTE AL
LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA.
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FIGURA 10. PREPARACION DE UN CORTE DE HIGADO CORRESPONDIENTE AL
LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA.

FIGURA 11. MICROFOTOGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO
CORRESPONDIENTE AL LOTE ACETAMINOFENO.
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FIGURA 14. MICROFOTOGRAFIA DE UN CORTE DE HIGADO
CORRESPONDIENTE AL LOTE ACETAMINOFENO CON
DEFICIENCIA EN METIONINA.







EXPERIMENTO B

Efecto de la administracién de dcido acetilsalicilico y de acetaminoteno durante 32
dias, con ingestas pareadas, sobre algunos parametros nutricionales generales y
algunos intermediarios metabdélicos de la ruta de transmetilacion-transulfuracion

de la metionina y los folatos. Tratamiento estadistico.
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PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (32 DIAS)
TABLA 34
LOTE CONTROL "AD LIBITUM"

RATA PESO[ A PESO S.S.L CEA PESO H [HS
N© (g) (g/dia) (g/dia) (2) (%)
1 46 4.3 12,0 0.36 12,199 67.8
2 47 5.4 13,7 0.39 10,980 51,2
3 47 5,7 14,7 0.39 12,301 54,7
4 50 573 13,7 0.38 12,081 56,6
5 46 5,5 15,2 0.36 13,703 63,4
6 45 3,0 10,2 0.30 6,999 50,1

MEDIA 46,8 4,9 13,2 0,36 11,377 57,3

+ DS + 1,7 + 1,0 + 1,8 + 0,03+ 2,313 + 7,0

TABLA 35

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO
RATA  PESOI APESO  SSIL CEA PESO H THS
N (®) (g/dfa) (g/dia) @) (%)
7 47 2,3 9,4 0,24 6,193 52,5
8 48 2,6 9,4 0,28 6,829 52,6
9 46 2,5 8,7 0,29 6,035 48,9
10 47 2,6 9,3 0,28 6,967 54,7
11 47 2,6 9,2 0,29 6,010 46,6
12 45 3,0 8,8 0,34 6,738 48,5
MEDIA 46,7 2,6 9,1 0,29 6,462 50,6
+ DS + 1,0 + 0,2 +0,3 +0,03  +0430 +3,1

TABLA 36

LOTE ALIMENTADO A LA PAR CON EL LOTE ACIDO ACETILSALICILICO
RATA  PESOI  APESO  S.S.L CEA PESO H IHS
N° () (g/dia) (g/dia) (g) (%)
13 45 3,4 9,4 0,36 6,690 44,2
14 47 3,2 9,4 0,34 5,717 38,9
15 48 2,7 8,6 0,32 6,445 48,2
16 44 3,2 9.3 0,34 6,488 45,6
17 47 2,9 9,2 0,32 5,916 42,7
18 48 2,8 8,7 0,32 5,857 43,3
MEDIA 46,5 3,0 9,1 0,33 6,185 43,8
+ DS + 1,6 + 0,3 + 0,4 +0,02  +0403 £31

PESO I = Peso inicial; S.8.I1. = Dieta ingerida en sustancia seca; CEA = Coeficiente de
eficacia alimentaria; PESO H = Peso del higado; IHS = Indice hepatosomatico.
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PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (32 DIAS)

TABLA 37
LOTE ACETAMINOFENO
RATA  PESOI APESO  SS.L CEA  PESOH  IHS
N° (8) (g/dia) (g/dia) (2) (%)
20 46 2,6 9,5 0,27 6,169 48,8
21 50 2,6 9,5 0,27 6,007 45,7
22 45 2,7 9,5 0,28 6,186 47,8
23 45 2,6 9,5 0,28 7,810 61,7
24 50 2,5 9,5 0,26 6,643 52,4
MEDIA 47,2 2,6 9,5 0,27 6,563 51,3
+DS  +26  +0,l +00 +00l +£073 63
TABLA 38
LOTE ALIMENTADO A LA PAR CON EL LOTE ACETAMINOFENO
RATA  PESOI APESO  SS.L CEA  PESOH  THS
N° &) (g/dia) (g/dia) @ (%) |

26 50 2,8 9,5 0,29 6,869 49,9
27 47 2,7 9,5 0,29 5,384 40,9
28 45 3,1 9,5 0,32 5,849 41,4
29 45 3,1 9,5 0,32 5,820 41,5
30 49 2,9 9,5 0,31 6,624 47,3
MEDIA 47,2 2,9 9,5 0,31 6,109 44,2
+DS  +23 +02  +£00  +£001 +0616 =+4,1

PESO I.= Peso inicial; S.5.1. = Dieta ingerida en sustancia seca; CEA = Coeficiente de
eficacia alimentaria; PESO H = Peso del higado; IHS = Indice hepatosomadtico
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TABLA 39
PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (43 DIAS)
RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

LOTE PESOI APESO S.S.L CEA PESOH IHS
(g) (g/dla)  (g/dia) (g)
CONTROL:
MEDIA 46,8 4,9 13,2 0,36 11,377 57,3
+ DS + 1,7 + 1,0 + 1,8 +003 +2313 +7,0
ASA:
MEDIA 46,7 2,62b 9,1 0,20 £462% 506"
+ DS + 1,0 + 0,2 +03 +0,03 +0430 + 3,1
PFASA:
MEDIA 46,5 3,0 9,12 0,33 6,185 43,8
+ DS + 1,6 + 0,3 + 0,4 +0,02 <0403 + 3,1
ACAP:
MEDIA 47,2 2,64 952 0,27%» 65632  5]13Pb
+ DS + 2,6 + 0,1 + 0,0 + 0,01 £ 0,736 + 6,3
PF ACAP: .
MEDIA 47,2 2,9 9,5 0,31 6,109 442
+ DS + 2.3 + 0,2 + 0,0 + 0,01 £ 0,616 + 4.1

PESO I = Peso inicial; §.S.1. = Dieta ingerida en sustancia seca; CEA = Coeficiente de
eficacia alimentaria; PESO H = Peso del higado; IHS = Indice hepatosomatico.

ASA: Acido acetilsalicilico; ACAP: Acetaminofeno; PF: Alimentado a la par con el lote con
farmaco correspondiente.

a = significativo frente al lote control (p < 0,05); b = significativo frente al lote alimentado
a la par correspondiente (p < 0,05).



Resultados B

126

FIGURA 15. EVOLUCION

DEL PESO CORPORAL EN EL LOTE ACIDO

ACETILSALICILICO Y SU CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR

("Pair fed").
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FIGURA 16. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL EN EL LOTE ACETAMINOFENO
Y SU CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR ("Pair fed").
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TABLA 40
COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO (CEP)
DURANTE TODO EL PERIODO EXPERIMENTAL

RATA | CONTROL ASA  "PAIR FED" ASA ACAP "PAIR FED" ACAP
1 5,81 3,96 5,86 . 4,41 4,74
2 6,35 4,48 5,52 4,41 4,58
3 6,26 4,63 5,09 4,58 5,25
4 6,31 4,48 5,52 4,41 5,25
5 5,91 4,56 4,60 4,24 4,91
6 4,69 5,55 5,18

MEDIA 5,89 4,61 5,29 - 4,41 4,95

+ DS +0,63 +0,52 10,44 +0,12 +0,30

FIGURA 17. COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO

(CEP).
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Los resultados estdn expresados como valor medio 1 error estandar.
a = significativo frente al lote alimentado a la par correspondiente (p < 0,05).

ASA = dcido acetilsalicilico; ACAP = acetaminofeno; "PAIR FED" = lote alimentado a
la par con el lote con farmaco correspondiente.
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TABLA 41
CONCENTRACION DE FOLATOS EN SUERO (ng/ml)
RATA | ASA "PAIR FED" ASA ACAP "PAIR FED" ACAP
1 47 64 52 90
2 78 59 65 57
3 53 91 53 172
A 199 82 64 158
5 33 48 38 49
__ 6 51
MEDIA 68 68 54 96
+ DS + 68,57 + 14,41 + 11,20 + 55,52
TABLA 42
CONCENTRACION DE FOLATOS EN HIGADO (nmol/g)
RATA ASA "PAIR FED" ASA ACAP "PAIR FED" ACAP
1 24,96 14,29 21,95 25,05
2 37.47 30,12 15,20 1433
3 33,74 16,20 18,64 20,00
. 25.00 22.92 22.89 21,40
5 43,19 13,48 19,17 19,86
6 17.53 58.74 13.76
MEDIA 30,31 25,96 19,57 19,07
+ DS + 9,48 + 17,25 + 3,03 + 432
TABLA 43

CONCENTRACION DE FOLATOS EN SUERO E HIGADO
RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

LOTE

SUERO (ng/ml)

HIGADO (nm/g)

ACIDO ACETILSALICILICO
"PAIR FED" DEL ACETILSALICILICO
ACETAMINOFENO
"PAIR FED" DEL ACETAMINOFENO

68 + 68,57
68 + 14,41
54 £ 11,20
96 + 55,52

ASA = Acido acetilsalicilico

ACAP = Acetaminofeno

30,31 + 9,48
25,96 + 17,25
19,57 + 3,03
19,07 + 4,32

"PAIR FED" = Alimentado a la par con el lote con firmaco correspondiente.
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TABLA 44

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS DERIVADOS DEL ANILLO

PTERIDINICO EN EL HIGADO EN EL LOTE ACIDO ACETILSALICILICO Y SU

CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR ("PAIR FED")

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO "PAIR FED"

DERIVADO THF MTF FTF THF MTF FTF
PTERIDINICO
1 22,4 44.0 33,5 18,4 69,4 12,2
2 43,9 45,5 13,4 40,4 52,1 8,2
3 14,9 54,8 30,3 45,5 46,0 8,6
4 41,2 43,7 11,2 8,1 442 48,1
5 37,2 49,1 12,6 36,6 57,3 4,6
6 39,4 37,6 23,1 27,2 37,1 8.3
MEDIA 33,2 45,8 20,7 294 51,0 15,0
+ DS +11,70 +5,78 +9.,70 +14,22 +11,35 + 16,39
TABLA 45

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS DERIVADOS DEL ANILLO
PTERIDINICO EN EL HIGADO EN EL LOTE ACETAMINOFENO Y SU
CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR ("PAIR FED")

LOTE ACETAMINOFENO "PAIR FED"
DERIVADO THF MTF FTF THF MTF FTF
PTERIDINICO
1 32,1 37,5 30,4 491 33,5 17,4
2 46,0 50,1 3,0 71,5 17,0 6,3
3 495 45,0 5,4 31,9 30,9 36,5
4 45,5 45,5 3.8 45,4 41,5 11,9
5 489 38,1 11,5 39,5 315 29,2
6 48,5 497 1,6
MEDIA 44 .4 43,4 11,8 47,6 34,0 17,1
+ DS +7,09 15,68 +10,88 | + 13,35 +11,02 +13,47

THF = Tetrahidrofolatos sin sustituir
MTF = Metiltetrahidrofolatos
FTF = Formiltetrahidrofolatos.
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FIGURA 18. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS DERIVADOS DEL ANILLO
PTERIDINICO EN EL HIGADO. RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO
ESTADISTICO. ‘
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Los resuitados estdn expresados como % =+ error estandar.

THF = Tetrahidrofolatos no sustituidos

MTF = Metiltetrahidrofolatos

FTF = Formiltetrahidrofolatos.

"PAIR FED" = Alimentado a la par con ¢l lote con fdrmaco correspondiente.
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TABLA 46

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS EN EL HIGADO SEGUN EL
NUMERO DE RESTOS DE ACIDO PTEROILGLUTAMICO CON

ADMINISTRACION CRONICA DE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA PteGlul PteGiu2 PteGlud PteGiu5 PteGlu6 PteGlu7
1 33 53 0,0 54,4 335 2.8
2 16,5 6,3 4,4 52,0 257 0,0
3 11,7 20,6 0,0 48,3 19,4 0,0
4 3.8 13,0 35 52,0 26,5 0,0
5 8.1 6,6 5,1 53,3 26,8 1,1
6 7,6 29.8 0,0 51,1 11,6 0,0
MEDIA 8.5 13,6 2,2 51,8 239 0,6
+DS +4.99 +9,83 +2,43 +2.,05 +7.51 +1,14
TABLA 47

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS EN EL HIGADO SEGUN EL
NUMERO DE RESTOS DE ACIDO PTEROILGLUTAMICO EN EL LOTE
ALIMENTADO A LA PAR CON EL LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA PteGlul PteGlu2 PteGlud PteGlu5 PteGlu6 PteGlu7
1 9,6 9,9 0,0 40,1 40,4 0,0
2 3.3 4,0 3,7 48,4 41,3 0,0
3 2.3 4,8 0,0 31,4 51,0 10,6
4 15,6 21,0 0,0 35,5 28,3 0,0
3 12,4 6,9 0,0 56,0 21,5 0,0
6 19,9 20,4 2,3 425 15,0 0,0
MEDIA 10,5 11,2 1,0 42,3 32,9 1,8
+DS§ +6,90 +7,66 +1,61 +8,89 113,61 +4.33

PteGlu n = dcido pteroilglutdmico + n° de restos de dcido glutdmico.




Resultados B

132

TABLA 48

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS EN EL HIGADO SEGUN EL
NUMERO DE RESTOS DE GLUTAMICO CON ADMINISTRACION CRONICA DE

ACETAMINOFENO
RATA | PteGlul | PteGlu2 | PteGlu4 | PteGlus PteGlu6 | PteGlu7
1 6,7 22,7 0,0 33,5 36,8 0,0
2 3,4 4,5 0,0 34,4 49,2 8,6
3 3.6 0,0 0,0 55,0 41,3 0,0
4 3,6 7,3 2,6 44,1 41,6 1,1
5 3,3 73 2,7 55,7 33,0 0,0
6 3,2 0,0 0,0
MEDIA 3.9 6,9 0,9 44.5 40,4 1,9
+DS +1,35 +8,38 +1,37 +10,71 +6,07 +3,75
TABLA 49

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS EN EL HIGADQ SEGUN EL
NUMERO DE RESTOS DE GLUTAMICO EN EL LOTE ALIMENTADO A LA PAR

CON EL LOTE ACETAMINOFENO

RATA PteGlul PteGlu2 PteGlu3 PteGlu4 PteGlu5 PteGlub
1 3,0 0,0 1,7 495 43,7 2,1
2 4.1 4,0 0,0 19,5 57,9 14,4
3 53 25,3 0,0 34,2 34,5 0,9
4 6,8 4,2 0,0 43,6 44,2 1,2
5 7,4 11,4 0,0 40,0 31,1 11
6 3,6 2,5 0,0 62,9 38,4 0,0
MEDIA 5,0 7,9 0,28 41,6 41,6 3,3
4+ DS +1,78 +9,33 +0,69 +14,60 +9,46 +5,49

PteGlu n = 4cido pterotlglutimico + n° de restos de dcido glutdmico.




Resultados B 133

FIGURA 19. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS EN EL HIGADO SEGUN
EL NUMERO DE RESTOS DE ACIDO PTEROILGLUTAMICO. RESUMEN DE
RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO.
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PG n = dcido pteroliglutdmico + n® de restos de dcido glutdmico.
"PAIR FED" = Alimentado a la par con el lote con fdrmaco correspondiente.
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TABLA 50

CONCENTRACION HEPATICA DE S-ADENOSILMETIONINA (SAM), S-
ADENOSILHOMOCISTEINA (SAH) Y RELACION SAM/SAH EN EL LOTE ACIDO
ACETILSALICILICO Y SU CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR

("PAIR FED")
LOTE ACIDO ACETILSALICILICO "PAIR FED"
RATA SAM SAH SAM/SAH SAM - SAH SAM/SAH
(nmol/g) (nmol/g) (nmol/g) (nmol/g)
1 151,90 77,60 1,96 98,31 42,77 2,30
2 83,60 79,00 1,06 77,15 49,36 1,56
3 125,50 75,05 1,67 72,33 40,59 1,79
4 77,24 48,91 1,58 95,00 46,50 2,46
5 146,13 66,36 2,20 132,00 53,55 2,04
MEDIA 116,9 69,38 1,69 94,99 46,55 2,03
+DS +34.8 +12,4 +0,43 +23,6 +35,2 +0,37
TABLA 51

CONCENTRACION HEPATICA DE S-ADENOSILMETIONINA (SAM), S-
ADENOSILHOMOCISTEINA (SAH) Y RELACION SAM/SAH EN EL LOTE
ACETAMINOFENO Y SU CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR

("PAIR FED")
LOTE ACETAMINOFENO "PAIR FED"
RATA SAM SAH SAM/SAH SAM SAH SAM/SAH
(nmol/g) (nmol/g) (nmol/g) (nmol/g)

1 109,86 46,81 2,35 76,71 45,01 1,70

2 79,46 42,47 1,87 101,36 49,13 2,07

3 61,86 33,10 1,87 87,55 45,84 1,91

4 83,73 40,8 2,05 92,26 42,47 2,15
MEDIA 83,72 40,79 2,03 89,59 45,61 1,96

+DS +19,8 15,7 +0,22 +10,45 +2,7 +0,20
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FIGURA 20. CONCENTRACION HEPATICA DE S-ADENOSILMETIONINA (SAM),
S-ADENOSILHOMOCISTEINA (SAH) Y RELACION SAM/SAH. RESUMEN DE
RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO.
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"PAIR FED" = Alimentado a la par con el lote con firmaco correspondiente.
Los resultados estin expresados como valor medio £ error estandar.
a = significativo (p < 0,01) frente al correspondiente lote alimentado a la par.






EXPERIMENTO C

Efecto de la administracién de acetaminofeno, levodopa:carbidopa y asociacion de
los tres farmacos durante 30 dias, con ingestas pareadas, sobre algunos parametros
nutricionales generales y la utilizacion nutritiva de la proteina.

Tratamiento estadistico.
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PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (30 DIAS)

TABLA 52
LOTE CONTROL
RATA N° PESO INICIAL A PESO S.S.I. CEA
(g) (g/dfa) (g/dia)
1 190 3,7 16,7 0,22
2 192 3.8 16,7 0,23
3 180 4,3 16,7 0,25
4 178 3.4 16,7 0,20
5 172 4,4 16,7 0,26
6 189 3.0 16,7 0,18
MEDIA + DS 183,5 +8.,0 3,8 +0,5 16,7 +0,0 0,22 40,03
TABLA 53
LOTE ACETAMINOFENO
RATA N° PESO INICIAL A PESO S.S.1 CEA
(&) (g/dia) (g/dia)
7 188 3.3 16,1 0.21
8 187 3.7 16,7 0,22
9 182 3,7 16,7 0,22
10 183 3,7 16,7 0.22
11 170 3,0 16,7 0,18
12 185 3.6 16,7 0,22
MEDIA + DS 182,5 +6,5 3,5 +0,3 16,6 £0,2 0,21 +0,02
TABLA 54
LOTE LD50
RATA N° PESO INICIAL A PESO S.S.L CEA
(2) (g/dia) (g/dia)
13 192 5,6 16,7 0,33
14 190 3,4 16,7 0,20
15 182 4,1 16,7 0.24
16 189 3.8 16,7 0,23
17 171 3,7 16,7 0.22
18 184 4.0 16,7 0,24
MEDIA + DS 184,7 £7.7 4,1 +0.,8 16,7 +0,0 0,24 +0,04

S.S.1. = Dieta ingerida en sustancia seca; CEA = Coeficiente de eficacia alimentaria.
LD50 = Levodopa/Carbidopa 50/5 mg/Kg peso corporal
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PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (30 DIAS)

TABLA 55
LOTE LD175
RATA N° PESO INICIAL A PESO S.S.I CEA
) (g/dia) —__ (g/dia)
19 194 3,2 16,7 0,19
20 175 3,6 16,7 0,22
21 181 3,7 16,7 0,22
22 175 3,6 16,7 0,22
23 196 3,4 16,7 0,20
24 181 3,4 16,7 0,20
MEDIA + DS 183,7 49,2 3,5 +0,2 16,7 +0,0 0,21 +0,01
TABLA 56
LOTE ACETAMINOFENO + LD50
RATA N° PESO INICIAL A PESO S.S.L CEA
(8) (g/dia) (g/dia)
25 182 3,9 16,7 0,23
26 192 3,6 16,7 0,21
27 194 4,3 16,7 0,25
28 176 4,2 16,7 0,25
29 181 3,7 16,6 0,22
30 171 3,8 16,7 0,23
MEDIA + DS 182,7 +8,9 3,9 +0,3 16,7 +0,0 0,23 +0,02
TABLA 57
LOTE ACETAMINOFENO + LD175
RATA N° PESO INICIAL A PESO S.S.IL CEA
(g) (g/dia) (g/dia) N
31 176 3,3 16,7 0,19
32 191 4,1 16,7 0,24
33 195 4,0 16,7 0,24
34 183 3,3 16,7 0,20
35 183 4,1 16,7 0,24
36 173 3,6 16,7 0,21
MEDIA + DS 183,5 +8,4 3,7 +0,4 16,7 +0,0 0,22 +0,02

CEA = Cocficiente de eficacia alimentaria; S.S.1. = Dieta ingerida en sustancia seca.
LD5S0 = Levodopa/Carbidopa 50/5 mg/Kg peso corporal.
LDI75 = Levodopa/Carbidopa 175/17,5 mg/Kg peso corporal.
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TABLA 58

PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (30 DIAS)

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

LOTE PESO INICIAL A PESO S.S.1 CEA
(g) (g/dia) (g/dia)
CONTROL:
- MEDIA +DS 183,5 +£8,0 3,8 +0,5 16,7 +0,0 0,22 +0,03
ACAP:
MEDIA +DS 182,5 £6,5 3,5 +0,3 16,6 +0,2 0,21+0,02
LD350:
MEDIA +DS 184,7 +7,7 4,1 +£0,8 16,7 +0,0 0,24 +£0,04
LDI175:
MEDIA +DS 183,7 +9,2 35 +0,2 16,7 +£0,0 0,21 +0.01
ACAP+LD5SO:
MEDIA +DS 182,7 +8,9 39 +0,3 16,7 +0,0 0,2340,02
ACAP+LDI175:
MEDIA +DS 183,5 +8,4 3,7 40,4 16,7 £0,0 0,22 +0,02

CEA = Coeficiente de eficacia alimentaria
S.8.1. = Dieta ingerida en sustancia seca

ACAP = Acetaminefeno

L.D50 = Levodopa/Carbidopa 50/5 mg/Kg peso corporal

LD175 = Levodopa/Carbidopa 175/17,5 mg/Kg peso corporal
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TABLA 59
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA
PERIODQO DIAS 22-36

LOTE CONTROL ALIMENTADO A LA PAR

DETERMINACIONES

RATA N° N ingerido N fecal N orina
(mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)

1 539 27 150

2 539 21 189

3 539 23 126

4 539 23 147

5 539 24 186

6 539 28 210

MEDIA + DS 5390 +0,0 24,3 +2.,6 168,0 +31,8
INDICES CALCULADOS
RATA N° CDN CEP CUM CUN
1 0,95 1,24 0,71 0,67
2 0,96 1,25 0,64 0,61
3 0,96 1,41 0,75 0,72
4 0,96 1,13 0,71 0,68
5 0,95 1,45 0,64 0,61
6 0,95 0,99 0,59 0,56
MEDIA + DS 0,95 +0,00 1,24 +0,17 0,67 +0,06 0,64 +0,06

CDN = Coeficiente de digestibilidad del nitrégeno

CEP = Coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento
CUM = Coeficiente de utilizacion metabdlica del nitrégeno
CUN = Coeficiente de utilizacién nutritiva del nitrégeno
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TABLA 60
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA
PERIODO DIAS 22-30

LOTE ACETAMINOFENO

DETERMINACIONES

RATA N° N ingerido N fecal N orina
(mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)

7 493 23 101

8 539 27 248

9 539 27 190

10 539 21 220

11 539 34 139

12 539 29 139

MEDIA + DS 531,3 +18,8 26,8 +4,6 172,8 +£55,9

INDICES CALCULADOS

RATA N° CDN CEP CUM CUN
7 0,95 1,15 0,78 0,75
8 0,95 1,23 0,52 0,49
9 0,95 1,24 0,63 0,60
10 0,96 1,23 0,57 0,55
11 0,94 0,98 0,72 0,68
12 0,95 1,20 0,73 0,69
MEDIA + DS 0,95 +£0,01 1,17 £0,10 0,66 +0,10 0,63 +0,10

CDN = Coeficiente de digestibilidad del nitrégeno

CEP = Coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento
CUM = Coeficiente de utilizacién metabdlica del nitrégeno
CUN = Coeficiente de utilizacién nutritiva del nitrégeno
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TABLA 61
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA
PERIODO DIAS 22-30

LOTE LD50
DETERMINACIONES

RATA N° N ingerido N fecal N orina
(mg/dia) (mg/dia)} (mg/dia)

13 539 23 139

14 539 24 : 197

15 539 21 176

16 539 26 178

17 539 25 178

18 539 26 204

MEDIA + DS 539,0 +0,0 242 +1.9 178,7 +£22,6

INDICES CALCULADOS

RATA N° CDN CEP CUM CUN
13 0,96 1,84 0,73 0,70
14 0,96 1,13 0,62 0,59
15 0,96 1,35 0,66 0,63
16 0,95 1,28 0,65 0,62
17 0,95 1,22 0,65 0,62
18 0,95 1,31 0,60 0,57
MEDIA + DS 0,95 £0,00 1,35 +025 0,65 +0,04 0,62 +0,04

LD50 = Levodopa/Carbidopa 50/5 mg/Kg pesc corporal
CDN = Coeficiente de digestibilidad del nitrégeno

CEP = Coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento
CUM = Coeficiente de utilizacién metabdlica del nitrégeno
CUN = Coeficiente de utilizacion nutritiva del nitrégeno
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TABLA 62
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA
PERIOCDO DIAS 22-30

LOTE LD175
DETERMINACIONES
RATA N° N ingerido N fecal N orina
(mg/dia) (mg/dia) {mg/d{a)
19 539 24 146
20 521 29 174
21 539 25 155
22 539 29 220
23 539 26
24 539 25 157
" MEDIA + DS 536,0 +7,3 26,3 +2.2 170,4 +29,5

INDICES CALCULADOS

RATA N° CDN CEP - CUM CUN
19 0,96 1,07 0,72 0,68
20 0,94 1,20 0,65 0,61
21 0,95 1,22 0,70 0,66
22 0,95 1,20 0,57 0,54
23 0,95 1,13
24 0,95 1,12 0,69 0,66
MEDIA + DS 0,95 +0,01 1,16 +0,06 0,67 +0,06 0,63 £0,06

LD175 = Levodopa/Carbidopa 175/17,5 mg/Kg peso corporal
CDN = Coeficiente de digestibilidad del nitrégeno

CEP = Coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento
CUM = Coeficiente de utilizacion metabdlica del nitrégeno
CUN = Coeficiente de utilizacion nutritiva del nitrégeno
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TABLA 63
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA
PERIODO DIAS 22-30

LOTE ACETAMINOFENO + LD50

DETERMINACIONES

RATA N° N ingerido N fecal N orina
(mg/dia) {mg/dia) {mg/dia)

25 539 26 160

26 539 23 173

27 533 19 138

28 539 22 217

29 508 22 161

30 539 27 : 157

MEDIA + DS 532,8 +12,4 23,2 +£2,9 167,7 +26,7

INDICES CALCULADOS

RATA N° CDN CEP CUM CUN
25 0,95 1,30 0,69 0,65
26 0,96 1,19 0,66 0,64
27 0,96 1,41 0,73 0,70
28 0,96 1,39 0,58 0,55
29 0,96 1,23 0,67 0,64
30 0,95 1,25 0,69 0,66
MEDIA + DS 0,96 £0,00 1,29 +0,09 0,67 +0,05 0,64 +0,05

LD50 = Levodopa/Carbidopa 50/5 mg/Kg peso corporal
CDN = Coeficiente de digestibilidad del nitrégeno

CEP = Coeficiente de eficacia proteica para €l crecimiento
CUM = Coeficiente de utilizacién metabélica del nitrégeno
CUN = Coeficiente de utilizacidn nutritiva del nitrégeno
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TABLA 64
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA
PERIODO DIAS 22-30

LOTE ACETAMINOFENO + LD175

DETERMINACIONES

RATA N° N ingerido N fecal N orina
{mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)

31 546 27 170

32 539 25 150

33 535 22 212

34 566 29 183

35 539 ‘ 25 189

36 539 28 180

MEDIA + DS 544,7 +£10,8 26,0 +£2,5 180,7 £20,5

INDICES CALCULADOS

RATA N°¢ CDN CEP CUM CUN
31 0,95 1,08 0,67 0,64
32 0,95 1,36 0,71 0,68
33 0,96 1,34 - 0,59 0,56
34 0,95 1,10 0,66 0,62
35 0,95 1,36 0,63 0,60
36 0,95 1,18 0,65 0,61
MEDIA £ DS 0,95 +0,00 1,24 +0,13 0,65 +0,04 0,62 +0,04

LD175 = Levodopa/Carbidopa 175/17,5 mg/Kg peso corporal
CDN = Coeficiente de digestibilidad del nitrégeno

CEP = Coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento
CUM = Coeficiente de utilizacién metabdlica del nitrégeno
CUN = Coeficiente de utilizacién nutritiva del nitrégeno
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TABLA 65 _
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA
PERIODO DIAS 22-30

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

DETERMINACIONES
LOTE N ingerido -N fecal N orina
(mg/dfa) (mg/dia) (mg/dia)
CONTROL 539,0 £0,0 24,3 +£2,6 168,0 +31,8
ACAP 531,3 +18,8 26,8 +4.6 172,8 +55,9
LD50 539,0 +£0,0 242 £1,9 178,7 £22,6
LD175 536,0 £7,3 26,3 £2,2 170,4 +29,5
ACAP + LD50 532,8 +12,4 23,2 2.9 167,7 +26,7
ACAP + LD175 544,7 +10,8 26,0 +2,5 180,7 +20,5
INDICES CALCULADOS
LOTE CDN CEP CUM CUN
CONTROL 0,95 +0,00 1,24 +0,17 0,67 +£0,06 0,64 +0,06
ACAP 0,95 +0,01 1,17 +0,10 0,66 +0,10 0,63 +0,10
LD50 0,95 +0,00 1,35 £0,25 0,65 +0,04 0,62 +0,04
LD175 0,95 +0,01 1,15 +0,06 0,67 +0,06 0,63 +0,06
ACAP+LD50 0,96 +0,00 1,29 +0,09 0,67 +0,05 0,64 +0,05
ACAP+LDI175 0,95 £0,00 1,23 £0,13 0,65 +0,04 0,62 £0,04

CDN = Coeficiente de digestibilidad del nitrégeno

CEP = Coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento
CUM = Coeficiente de utilizacién metabdlica del nitrégeno
CUN = Coeficiente de utilizacidn nutritiva del nitrégeno
ACAP = Acetaminofeno

LD50 = Levodopa/Carbidopa 50/5 mg/Kg peso corporal
LD175 = Levodopa/Carbidopa 175/17,5 mg/Kg peso corporal
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5.1. ACIDO ACETIISALICILICO (ASA).

En este apartado vamos a tratar de la influencia que la administracién crénica de dcido
acetilsalicilico {ASA) ejerce sobre los distintos pardmetros nutricionales y bioquimicos
estudiados en ratas adecuadamente nutridas. La ingesta en el experimento A fue "ad libitum"
en los lotes control y ASA y, en el experimento B se alimentaron a la par el lote ASA y el
que fue su control "pair fed". Con todo ello, compararemos estadisticamente los resultados
obtenidos entre los lotes de ratas a los que no se les administré firmaco con los que
consumieron ASA.

Queremos recordar en primer lugar, y como ya se ha explicado detalladamente en el
apartado MATERIAL Y METODOS, que en todos los animales se controlé la ingesta sélida
diariamente, y las variaciones de peso corporal en periodos de 2-3 dias. Ello nos permitid
observar la evolucién del animal de experimentacién y analizar los posibles cambios
interperiodos en los pardmetros nutricionales generales.

En cuanto a la dosis administrada a las ratas se ha calculado, como ya indicamos en
el apartado MATERIAL Y METODOS, mediante una tabla obtenida de FREIREICH, G. y
col. (1966) que nos proporciona los factores de conversién para dosificacion equivalente
segln la superficie corporal. Asi, a partir de la dosis terapéutica en humanos, obtenemos la
dosis equivalente y conviene indicar que la dosis de ASA empleada aunque elevada, se
encuentra dentro del rango de dosis terap€uticamente empleadas para humanos y en
experimentacidn para los animales utilizados: ratas.

5.1.1. Parametr nerales; ingesta sdélida 1, crecimiento, coeficien
de eficacia alimentaria (CEA del hi indice hepatosomdtico (TH.

Al analizar los resultados del experimento A, indicados en la Tabla 5 se observa una
reduccion significativa (p < 0,05) en la ingesta total de los animales a los que se les habia
administrado ASA (6,1 + 0,8 g/dia) frente a los controles (8,3 + 0,6 g/dia) en todos los
perfodos estudiados. Estas diferencias comienzan ya en los primeros dias de consumo de ASA
y continiian a lo largo de todo el proceso. En las Figuras 1 y 2 se muestra la evolucién diaria
de la ingesta sélida de ambos lotes ASA y control. Por tanto, el consumo de ASA da lugar
a una modificacion importante de la ingesta, debida posiblemente a las conocidas alteraciones
que ejerce el firmaco sobre la mucosa géstrica (FLOREZ, J. 1987a; LORENZO
VELAZQUEZ, B. 1987).

Al estudiar los incrementos de peso del experimento A encontramos, como era de
esperar que también los animales que consumieron ASA tienen un crecimiento medio diario
significativamente menor (0,9 + 0,4 g/dia) que los controles (2,0 + 0,5 g/dfa; p < 0,001)
(Tabla 5). Esto podria deberse a la menor ingesta exclusivamente. Sin embargo, en el
experimento B (Tabla 39) también observamos una reduccidn significativa (p < 0,01) del
incremento de peso de los animales que consumieron ASA (2,6 + 0,2 g/dia) respecto al
grupo alimentado a la par con €l (3,0 + 0,3 g/dia), lo que indica que el consumo crénico del
formaco influye negativamente sobre €l crecimiento, aunque no hemos encontrado otros
trabajos referentes a este punto. En la Figura 7 se muestran las curvas de crecimiento del lote
que consumid ASA respecto a su correspondiente "pair fed" y se puede observar la reduccién
del mismo en el primero. Estos resultados respecto al crecimiento se observan también
claramente al considerar el aprovechamiento nutritivo de la dieta basado en el CEA, que es
el cociente entre el incremento de peso del animal (g/dia) y la ingesta (g/dia). Este pardmetro
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muestra diferencias significativas (p < 0,005) entre el lote que consumidé ASA (0,15 + 0,09)
y el lote control (0,24 + 0,05) (Tabla 5) en el experimento A. Por ello, parece que el ASA
no sélo actia negativamente en las condiciones estudiadas sobre la ingesta sino también sobre
la utilizacién nutritiva de la dieta. De hecho, en el experimento B se verifica que la
administracién cronica de ASA reduce significativamente (p < 0,01) el valor de CEA (0,29
+ 0,03) frente al valor de su lote "pair fed" (0,33 £ 0,02) (Tabla 39), lo que nos indica que
pese a no existir diferencias significativas en la cantidad de dieta consumida entre ambos
lotes, el ASA actia reduciendo la utilizacién nutritiva general de la dieta. El CEA del lote
ASA es menor considerando globalmente el perfodo de experimentacion, pero si se divide la
prueba en periodos de 15 dias, observamos que el CEA de la primera quincena del lote ASA
(0,29 + 0,01) es significativamente menor (p < 0,01) que e! del lote alimentado a la par
(0,35 + 0,04) mientras que el CEA de la segunda quincena del lote ASA (0,31 + 0,06) no
varia significativamente respecto al CEA "pair fed" (0,36 £ 0,01) en el mismo periodo. Por
tanto, el efecto es mds marcado en el periodo inicial del consumo del firmaco coincidiendo
con el periodo de mayor crecimiento y de inmadurez enzimdtica de los animales.

En cuanto al peso del higado, vemos que aparecen, en el experimento A, diferencias
significativas entre el lote ASA (4,4 + 1,1 g) y el lote control (6,6 £ 1,2 g) (Tabla 5) que
se explicarfan por una disminucién del peso total, puesto que al independizar los valores de
peso de higado y peso total del animal, es decir, aplicando el IHS, no aparecen diferencias
significativas entre el lote ASA (43,7 + 7,2) y el lote control (49,4 + 4,2) (Tabla 5).

En el experimento B, (Tabla 39) se muestra que, como era de esperar, tanto el lote
con administracién de ASA como su lote "pair fed" muestran pesos hepdticos y corporales
significativamente menores (p < 0,01) que los valores del lote control (ingesta "ad libitum"),
debido a las menores ingestas de los primeros. Comparando el peso del higado de los
animales que consumieron ASA (6,462 + 0,43) con el de su control "pair fed" (6,185 &
0,40) (Tablas 39), se observa que, aunque no de forma significativa el peso de los higados
del lote ASA es superior al del lote "pair fed". Si comparamos el IHS entre el lote ASA (50,6
+ 3,1) con su respectivo lote "pair fed" (43,8 + 3,1) (Tabla 39) se observa que el lote con
administracién de firmaco presenta un indice significativamente superior (p < 0,01), lo que
nos puede indicar que a igualdad de ingesta la administracion del firmaco influye
fundamentalmente sobre el crecimiento general pero también sobre el crecimiento hepdtico
aunque en sentido inverso, posiblemente debido a alteraciones metabdlicas que podrian dar
lugar a un ligero aumento del peso del higado. En cuanto a bibliografia sobre el tema que nos
ocupa, no hemos encontrado ninguna referencia con quién comparar nuestros resultados.

nitrégeno (CD coeficiente de eficacia proteica el imiento (CEP),

Segliin YOUNG, V.R. y PELLET, P.L. (1987), el CDN es un pardmetro
extremadamente importante cuando se estudia la influencia de diferentes factores externos (Ej.
drogas) sobre la utilizacién digestiva de la proteina que, por otro lado, tiene la ventaja de no
presentar grandes fluctuaciones individuales por su metodologia. Hemos estudiado esta
digestibilidad en dos periodos de balance: el primero realizado durante 7 dias, entre los dias
4 y 11 del periodo experimental en lo que correspenderia a un consumo de farmaco de corta
duracién, y el segundo de 10 dias, correspondiente a los dias 34-43, en lo que serfa un
consumo de farmaco de larga duracidn,
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Desde el punto de vista digestivo, si consideramos los datos del CDN en las Tablas
14 y 15 encontramos gue ni en la primera semana de administraciéon de ASA (0,93 £ 0,01
frente al lote control 0,93 + 0,01), ni tampoco después de un consumo crénico del farmaco
{0,93 £ 0,01 con un control 0,92 + 0,01), se afecta significativamente este indice.

Por otra parte, estudiamos el coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento
(CEP), que expresa la ganancia en peso de los animales, en gramos, por gramo de proteina
ingerida. Este concepto, que engloba tanto aspectos nutritivos como metabolicos, es
probablemente el método mds empleado, por su facilidad de realizacién, para la evaluacion
de la calidad nutritiva de la proteina. Se ha calculado este pardmetro, por una parte durante
todo el periodo experimental y, por otra, en periodos de 8 dias de duracién, para poder
observar su evolucion.

En el experimento A, el CEP total obtenido (Tablas 16,17) para el lote control (1,87
+ 0,40) es significativamente superior al CEP total del lote ASA (1,13 + 0,40) (Figura 5).
Del mismo modo, en el experimento B, en el que se estudia el efecto del firmaco y no de
la ingesta pues, como hemos dichos son lotes alimentados a la par, (Tabla 40), ocurre
también que el CEP del lote ASA (6,61 + 0,52) es significativamente menor al de su
correspondiente control "pair fed” (5,29 + 0,44) (Figura 9). Estos cambios encontrados en
la utilizacién nutritiva de la proteina, en los animales que consumieron ASA, deberin
achacarse a la influencia del formaco sobre la utilizacién metabélica de dicho nutriente, y
pueden ser debidas, por un lado, a que dosis altas de salicilatos pueden provocar en animales
y hombre, proteinuria, cilindruria y aumento del nimero de células en el sedimento de la
orina, como consecuencia de lesiones degenerativas tubulares reversibles (LITTER, M.
1986), lo que significa que podria producirse por estas causas un incremento de la excrecion
de nitrégeno. Por otra parte, el ASA actia sobre la funcién mitocondrial desacoplando la
fosforilacién oxidativa en el musculo esquelético, higado y rifién, por competencia con el
NAD impidiendo la fosforilacién del ADP, ain cuando la cadena respiratoria continua su
proceso oxidativo (AZANZA, J.R. y CUENA, R. 1986; HAAS, R. y col. 1985). En
consecuencia, a pesar de que aumentan las unidades de glucosa metabolizadas y el consumo
de oxigeno, la eficiencia de la oxidacion de la glucosa, medida como produccién de ATP,
disminuye (THURSTON, J.H. y col. 1970; MIYIHARA, J.T. 1965; LORENZQO
VELAZQUEZ, B. 1987). Esto implica un déficit de ATP que, al no generarse de forma
Optima, provoca un aumento en el catabolismo de los sustratos de la fosforilacidn para
obtener la energia que necesita la célula; estos sustratos son, entre otros, los aminodcidos
(LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987). Por tanto, creemos que un aumento del catabolismo
aminoacidico podria manifestarse como una reduccién del CEP. Ademds, con dosis ioxicas
de salicilatos, el déficit de ATP puede ser importante puesto que puede dar lugar a un balance
negativo de nitrégeno, no solo por el aumento del catabolismo proteico, sino porque la faita
de ATP para la reabsorcion activa de aminodcidos en el riidén da lugar a aminoaciduria
(LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987). De todos modos, se conoce poco €l mecanismo de la
aminoaciduria provocada por salicilatos (INSEL, P.A. 1991). Junto con todo esto, al déficit
de ATP contribuye el estimulo de la actividad ATPasica de los salicilatos (LORENZO
VELAZQUEZ, B. 1987).

Considerando las variaciones en el coeficiente de eficacia proteica a lo largo de toda
la prueba dividida en periodos de 8 dias en el experimento A (Figura 5) y en periodos de 15
dias en el experimento B, observamos que el efecto significativo (p < 0,05) del farmaco
sobre la utilizacidn nutritiva de la proteina, se produce sobre todo en la primera parte,
durante los primeros 15 dias y en ambos estudios, ya que a partir de la tercera semana
desaparecen las diferencias y, por tanto, puede ser que se produzca una adaptacion enzimatica
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del animal al consumo del fArmaco y/o una reduccién de las necesidades proteicas para el
crecimiento por ¢l aumento de la edad, de modo que el efecto del firmaco sobre el
aprovechamiento nutritivo de la prote{na no sea suficiente para modificar el CEP.

5.1.3. Coeficiente de utilizacién digestiva de la grasa (CDG).

Se ha determinado la influencia del fAirmaco sobre la digestibilidad de la grasa, tanto
por la importancia del nutriente en si, como por que nos permite conocer la utilizacién
digestiva de la dieta en general y detectar si estd alterada. Por ello, la determinacién del CDG
es un pardmetro que utilizamos para diagnosticar ¢l funcionalismo digestivo en general.

En nuestro trabajo, como ya hemos visto, la digestibilidad de la proteina no se afecta
en ninglin caso, ni en la fase inicial ni en la final, por lo que cabe suponer que tampoco se
encuentre alterada la digestibilidad lipidica. Es de destacar que en la bibliografia consultada
no hemos encontrado trabajos equivalentes al de nuestro disefio experimental en cuanto al
posible efecto de los farmacos ensayados sobre la digestibilidad de la grasa. De la misma
forma que para el CDN, al comparar los resultados con el lote control (Tablas 28,29) no
influye de forma significativa ni el efecto ni la duracién de la administracién del firmaco
sobre el valor de CDG. Los valores obtenidos para el lote ASA son en el primer y segundo
periodo 0,98 + 0,00 y 0,98 + 0,00 respectivamente.

5.1.4. Enzimas glutamato-oxalacetato transaminasa (GO [utamato-piruvato
transaminasa (G en higado.

El higado es el principal drgano en cuanto a catabolismo de aminodcidos se refiere
(LINDER, M.C. 1988a): por ello, modificaciones bioquimicas en los sistemas metabdlicos
de los aminodcidos en el higado (Ej. niveles de transaminasas) pueden ser indicativas de
algunas deficiencias dietéticas (BURNETTE, M.A. y BABCOCK, M.J. 1978). Ademds de
las variaciones encontradas en el [HS, los valores enzimdticos de GOT obtenidos muestran
diferencias significativas (p < 0,05) entre el lote ASA (50 £+ 10,8 Ul/g) (Tabla 31) y el lote
control (30 £ 13,4 Ul/g) (Tabla 30) (Figura 6) que creemos pueden deberse al efecto que el
ASA ejerce sobre la fosforilacion oxidativa, que da lugar, como dijimos anteriormente, a un
aumento del catabolismo aminoacidico (LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987). Para que los
aminodcidos entren en la fosforilacién debe, primeramente, producirse una transaminacién
del aminodcido a un cetodcido (SANCHEZ-JIMENEZ, F. y NUNEZ DE CASTRO, 1. 1991),
lo cual podria concordar con el aumento de la actividad transamindsica en el higado. Sin
embargo, los valores de GPT no muestran diferencias significativas entre el lote que
consumié ASA (12 + 2,9 Ul/g) (Tabla 31) y el lote contro! (10 + 2,3 Ul/g) (Tabla 30). De
todos modos, no hemos encontrado datos sobre el efecto de la administracion de ASA sobre
niveles de transaminasas en higado.

5.1.5. Componentes de [a ruta de transmetilacién-transulfuracion:

En este apartado hemos tratado de esclarecer si la administracion crénica de ASA
modifica de forma cualitativa o cuantitativa los folatos en el organismo, tanto a nivel sérico
como hepdtico, y todo ello en base a distintos trabajos publicados que inducen a pensar que
podria ser asi, pero que sin embargo, no permiten llegar a una conclusion clara. Como es
sabido, el andlisis del contenido y distribucion de folatos presenta numerosos problemas
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metodoldgicos, sobre todo debido al gran nimero de derivados oxidados y reducidos que
presenta, y a la dificultad de cuantificarlos tanto a nivel de sustitucién del anillo pteridinico,
como en la longitud de la cadena glutdmica. En este trabajo hemos utilizado el método de
VARELA-MOREIRAS, G. y col. (1991b) que emplea cromatograffa de afinidad y HPLC,
y que ha sido ya demostrada su utilidad en diversas publicaciones (VARELA-MOREIRAS,
G. y SELHUB, J. 1992; VARELA-MOREIRAS, G. y col. 1992) en el estudio de la accién
de diferentes efectores sobre el metabolismo de los folatos.

Por otra parte, hemos visto que la administracién crénica de ASA puede disminuir el
aprovechamiento nutritivo de la proteina y, ademds como ya hemos indicado, sabemos que
los folatos intervienen de forma activa en el metabolismo de la metionina. Por todo ello,
hemos querido ver si la administracién del firmaco afecta al propio metabolismo de la
metionina midiendo los niveles hepaticos de sus metabolitos (SAM y SAH).

5.1.5.1. Contenido sérico y hepitico de dcido félico. Distribucién de los
folatos en higado.

El metabolismo celular del folato comprende diferentes reacciones en cada una de las
cuales interviene un derivado del 4dcido félico; éstos difieren entre si en la estructura del anillo
pteridinico y en la longitud de cadena del dcido glutdmico.

Por tanto la determinacidn de la distribucion de los folatos tiene el valor de contribuir
a un mejor entendimiento del metabolismo celular folato-dependiente, muy especialmente en
lo que se refiere al efecto de firmacos y otros nutrientes.

En diferentes estudios, se ha sugerido la posibilidad de una interaccion del ASA sobre
el 4cido félico sérico, debido a que la vitamina se encuentra unida a las proteinas plasmaticas
en grandes proporciones aunque de una forma débil y ello hace que, sea vulnerable al
desplazamiento por la accién de algunos farmacos, entre ellos el ASA (LAWRENCE, V.A.
y col. 1984). La bibliografia que existe a este respecto, generalmente en humanos, es
contradictoria. Asi, el estudio de LAWRENCE, V.A. y col. (1984) ha servido de apoyo a
las observaciones previas hechas por ALTER, H.J. y col. (1971) sobre la deplecién de folato
inducida por la administracién de ASA: en él encontraron que en una mujer sana presentaba
niveles séricos mds bajos, tanto de félico libre como conjugado, durante un periodo en el que
estaba tomando dosis terapéuticas de ASA que antes o después del tratamiento. Se controld
la ingesta de 4cido folico en su dieta y se vio que era similar en todo el periodo de
investigacidn, Estos datos coinciden con los obtenidos por SHEVCHUK, O.A. y ROE, D.A.
(1985) en los que se encontraba una alteracidon en la concentracién y unidn de folato
plasmdtico en 16 mujeres sanas a las que se les controld la ingesta de esta vitamina y se les
administré 3,9 g de ASA diariamente durante 3 dfas. Los autores sugieren que el efecto del
ASA puede ser importante como explicacidn para los bajos valores de folato encontrados en
clertos grupos de individuos, incluyendo las personas de edad avanzada. Esto seria un
problema en caso de pacientes por ejemplo, de artritis reumatoide, en los que
simultineamente a la administracion de ASA presentan una ingesta inadecuada de folato vy,
por tanto, sus niveles corporales en folato ya estarian previamente comprometidos (ALTER,
H.J. y col. 1971; SHEVCHUK, O.A. y ROE, D.A. 1985; ROE, D.A. 1985).

Sin embargo, el mecanismo de accidn del ASA sobre los folatos se desconoce.
Algunos autores, explican que la causa por la cual el ASA desplaza al folato podria ser la
acetilacion de la albiimina plasmdtica, disminuyéndose asf la fijacion proteica de la vitamina
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(LAWRENCE, V.A. y col. 1984). Por otra parte, se vio que la eliminacién urinaria de folato
no aumentaba durante el periodo de administracién del ASA (SHEVCHUK, O.A. y ROE,
D.A. 1984). Por lo que, segin ZIMMERMAN, J. y col. (1985) y la revisién de GREGORY
111, J.F. (1989), el ASA lo que hace es retrasar la absorcién de los folatos. Sin embargo,
HOPPNER, K. y LAMPI, B. (1986), indican que la administracién crénica de ASA no
reduce la biodisponibilidad de mono o poligiutamilfolato en ratas. En nuestros resultados a
nivel sérico, no han aparecido diferencias significativas (p < 0,05) entre las concentraciones
de folatos (Tabla 42) de las ratas del lote ASA (68 + 68,5 ng/ml) y las del lote alimentado
a la par (68 + 17,4 ng/ml) y se trata de una administracién crénica durante 30 dias y con un
control exhaustivo de la ingesta, con las limitaciones ldgicas que supone la extrapolacién de
resultados de la rata a humanos.

En el metabolismo celular del folato indicado en el esquema inicial comprende
diferentes reacciones en cada una de las cuales intervienen determinados enzimas. Se estdn
realizando estudios muy interesantes sobre los posibles efectos de los analgésicos
antiinflamatorios no esterofdicos sobre los enzimas dependientes del folato. Las primeras
informaciones al respecto las aportaron HA, T. y col. en 1990 y, posteriormente BAGGOTT,
J.E. y col. en 1992 realizaron un trabajo en el que se investigaba el efecto de los analgésicos
mds importantes sobre la dihidrofolato reductasa y la fosforibosil-aminoimidazol-carboxamida
formiltransferasa (AICAR transformilasa). En cuanto al ASA los resultados obtenidos sobre
la inhibicion competitiva con estos enzimas dependientes del folato fueron que se mostraba
activo sobre la AICAR transformilasa e inactivo sobre la dihidrofolato reductasa. El trabajo
concluye con que las propiedades antiinflamatorias de los analgésicos antiinflamatorios no
esteroidicos son resultado, en parte, de la interferencia con el metabolismo del folato.

El higado es principal almacén de folatos en el organismo y gjerce un efecto regulador
para mantener la homeostasis de la vitamina (STEINBERG, S.E. 1984). Por tanto, la
determinacién cuantitativa y cualitativa de los folatos a nivel hepdtico va a permitir evaluar
si la ingesta crénica de ASA induce o no deficiencia de 4cido félico en el higado. Ademds,
VARELA-MOREIRAS, G. y SELHUB, J. (1992), indican que una disminucién de la
concentracién total de folato conlleva variaciones en la formacién de los distintos
poliglutamatos independientemente del efector que cause esta deficiencia (VARELA-
MOREIRAS, G. y col. 1992). También, EICHNER, E.R. y col. (1979) sugirieron que si €l
ASA provoca una disminucion de los folatos séricos, esto podria perjudicar a la captacion
celular y una pequeiia proporcién de los folatos desplazados podria llegar a la orina o las
heces y, por tanto, la administracidon diaria de ASA podria causar con el tiempo una
deficiencia tisular de folatos.

En nuestros resultados en cuanto a concentracién de folatos en el higado, no
aparecieron diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores del lote ASA (30,31 +
9,48 nmol/g) y los valores del lote "pair fed" (25,96 + 17,25 nmol/g) (Tabla 42). De
acuerdo con esto, y como era de esperar, tampoco aparecieron variaciones en la distribucién
de los folatos hepdticos segin la longitud de la cadena glutdmica (Figura 11) entre los lotes
ASA y "pair fed", solamente en el lote ASA se produjo un incremento significativo (p <
0,05) de los derivados pentaglutimicos (51,8 % + 2,1) respecto al grupo alimentado a la par
(42,3 % + 8,9) a expensas de los derivados hexa y heptaglutdmicos (Tabla 45,46). También
encontramos pequeiios cambios en la distribucién de los folatos derivados del anillo
pteridinico (Figura 10): se ha visto una disminucidn en el lote con administracién de ASA en
cuanto al contenido de 5-metiltetrahidrofolato (45,8 % + 5,8) respecto a los controles "pair
fed" (51,0 % £ 11,3) (Tabla 43), lo que podria estar relacionado, segin observaciones
previas realizadas por VARELA-MOREIRAS, G. y SELHUB, J. (1992}, con que una
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deficiencia de folatos en tejidos estd asociada a una disminucién en la proporcién de 5-
metiltetrahidrofolato.

Por tanto, por los resultados obtenidos en este estudio se demuestra que la
administracién cronica de ASA no provoca cambios cuantitativos ni cualitativos importantes
de los folatos hepaticos en las ratas.

5.1.5.2. Contenido hepdtico de S-adenosilmetionina (SAM) y S-
adenosilhomocisteina (SAM). Relacién SAM/SAH,

Como hemos expuesto anteriormente en nuestras condiciones experimentales, el ASA
afecta, a la utilizacién nutritiva de la proteina y, segiin la bibliografia, también a los niveles
séricos de dcido félico. Un punto en comiin entre ambos nutrientes podria ser el metabolismo
celular de la metionina, es decir, la ruta de transmetilacidn-transulfuracién, puesto que, por
una parte, el metiltetrahidrofolato es esencial para la regeneracion de la SAM (STIPANUK,
M.H. 1986) y, por otra, la metionina a partir de esta via puede seguir la ruta del succinato
produciendose la degradacion oxidativa de este aminodcido (STIPANUK, M.H. 1986).

El estudio se ha realizado en el higado, por ser el érgano en el que se sabe que se
encuentran todos los enzimas implicados en la ruta transmetilacion-transulfuracion
(FINKELSTEIN, J.D. 1989). En esta ruta, la metionina se transforma a su forma activa, la
SAM que es el donador de metilos esencial en mds de 400 reacciones bioldgicas conocidas
(GALIANA, A. 1987). Por ello, la alteracion de las concentraciones hepdticas de este
compuesto podria afectar negativamente a numerosas rutas metabdlicas.

Nuestros resuitados demuestran que la administracién crénica de ASA no afecta
significativamente (Figura 20) a los niveles hepdticos de SAM (116,9 + 34,8 nmol/g)
respecto a su lote control "pair fed" SAM (94,99 + 23,6 nmol/g) (Tabla 50), aunque
aumenta significativamente (p < 0,05) la concentracién de SAH (69,38 + 12,4 nmol/g)
cuando se administra ASA respecto al valor control SAH (46,55 + 5,2 nmol/g) (Tabla 50).
Dada la importancia de los procesos de transmetilacién es necesario mantener una relacion
SAM/SAH dentro de unos limites determinados (CORRALES 1ZQUIERDQ, F. 1992), asi
la administracion de ASA no modificé este cociente SAM/SAH (1,69 + 0,43) respecto al lote
alimentado a la par (2,03 + 0,37) (Tabla 50).

Por tanto, las modificaciones causadas por la administracién prolongada de ASA en
las concentraciones de SAM y SAH no modifican la capacidad de metilacion en las ratas.
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5.2. ACETAMINOFENO (ACAP).

En este Capitulo nos referiremos, a la influencia del acetaminofeno (ACAP) sobre
distintos pardmetros nutricionales, bioquimicos y a su toxicidad determinada mediante cortes
histolégicos observados a microscopia éptica y electrénica, todo ello en ratas adecuadamente
nutridas. La ingesta en el experimento A fue "ad libitum", y en el experimento B se
alimentaron a la par el lote que consumié ACAP y otro control al que denominamos "pair
fed". Para ello, compararemos estadisticamente los resultados obtenidos entre los lotes de
ratas no ingirieron ACAP y los que consumieron firmaco.

Las dosis administradas a los animales, 570 + 59 mg/Kg peso corporal en el
experimento A y 600 mg/Kg peso corporal en el experimento B y C, son del mismo orden
a las empleadas por otros autores como: BEIERSCHMITT, W.P. y col. (1989), DE
MORAIS, S. y WELLS, P.G. (1989), SATO, C. e IZUNI, M. (1989), etc. Y como ya
explicamos en el apartado MATERIAL Y METODOS vy en el caso del ASA, se han obtenido
de una tabla de FREIREICH, G. y col. {1966) que nos proporciona los factores de conversion
para dosificacién equivalente segin la superficie corporal para distintas especies. La dosis
administrada a los animales que consumieron una dieta deficiente en metionina es algo menor
(410 + 62 mg/Kg peso corporal) v se ha utilizado también por autores como: PRICE, V.F.
y JOLLOW, D.J. (1989), BEN-ZVI, Z. y col. (1990).

5.2.1. Parametros generales: ingesta sélida corporal, crecimiento, coeficiente

de eficacia alimentaria (CEA), peso del higado e indice hepatosomdtico (THS).

En cuanto a la accién del firmaco sobre los distintos pardmetros nutricionales
generales, en el experimento A encontramos que el ACAP consumido durante 43 dias, por
ratas nutridas con una dieta adecuada a sus necesidades reduce algo la cantidad de dieta
ingerida (7,9 + 0,8 g/dfa) (Tabla 5), respecto al lote control (8,3 + 0,6 g/dia), aunque las
diferencias no llegan a ser significativas hasta el dia 33 del periodo experimental a partir del
cual la ingesta global (dias 33-43) del lote ACAP (61,3 + 6,1 g) es significativamente menor
(p = 0,05) que la del lote control en ese mismo periodo (71,3 + 9,7 g).

En cuanto al crecimiento, en el experimento A donde los animales consumian dieta
"ad libitum", la administracién crénica de ACAP reduce, aunque no de forma significativa,
el incremento de peso de los animales (1,6 + 0,4 g/dia) (Tabla 5) con respecto al lote control
(2,0 + 0,5 g/dfa) (Tablas 1 y 5). Cuando la ingesta es exactamente la misma, lotes ACAP
y control "pair fed" (9,5 + 0,0 g/dia) (Tabla 39) en el experimento B, el incremento de peso
si se reduce significativamente (p < 0,01) con el consumo del fairmaco (2,6 +£ 0,1 y 2,9 +
0,2 p/dia respectivamente) (Tabla 39). En la Figura 8 se muestra la evolucién diaria del
crecimiento en los lotes alimentados a la par ACAP y su "pair fed". Estos datos son
comparables a los obtenidos por VARELA-MOREIRAS, G. y col. (1991a). También,
McLEAN, A.E.M. y col. (1989) encontraron una disminucién del crecimiento dosis-
dependiente en ratas alimentadas con una dieta que contenia un 1% de ACAP. REICKS, M.
y HATHCOCK, J.N. (1989) encontraron una reduccién del crecimiento en ratones cuando
se aumenta la dosis de ACAP en dietas con un 0,5% de metionina durante dos semanas. Los
autores explican que este efecto puede deberse al posible efecto inhibidor del crecimiento del
farmaco, por la deplecién de aminodcidos que produce en el curso de su metabolismo, que
implica un aumento de los requerimientos de metionina (REICKS, M. y col. 1987;
HATHCOCK, J.N. 1987). Por ello, creemos que se podria dar lugar a una reduccién de la
biodisponibilidad de la metionina para la sintesis proteica necesaria para el crecimiento del
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mismo modo que ocurre cuando se administran dietas deficientes en este aminodcido (PRICE,
V.F. y JOLLOW, D.J. 1989). Ademds, los hepatocitos se encuentran alterados en los
animales que consumieron ACAP, como indicaremos mds adelante en el estudio histoldgico,
lo que también puede afectar la sintesis proteica, pues como es sabido el higado es uno de
los principales 6rganos en cuanto a metabolismo proteico se refiere (LINDER, M.C. 1988a).

Para intentar independizar los pardmetros ingesta y crecimiento, utilizamos el
coeficiente de eficacia alimentaria {CEA) que, como es sabido, expresa el cociente entre el
incremento de peso y la sustancia seca ingerida, y encontramos en €l experimento A que,
aunque disminuye en los animales con administracién de ACAP (0,21 + 0,03) respecto a los
animales controles (0,24 + 0,05), esta reduccién no es significativa (Tabla 5). VARELA-
MOREIRAS, G. y col. (1988) obtuvieron anteriormente resultados similares también en ratas.
Por tanto, vemos que en animales con administracion crénica de ACAP que comen "ad
libitum” (experimento A) se reduce la ingesta, el crecimiento y el CEA aunque no de forma
significativa. En el experimento B, cuando se fija la ingesta, se reducen significativamente
(p = 0,01) tanto el crecimiento como el CEA (0,27 + 0,01) del lote ACAP respecto al lote
control "pair fed" (0,31 + 0,01) (Tabla 39) lo que nos indica que es el consumo del fdrmaco
el que da Jugar a un retraso del crecimiento y menor aprovechamiento nutritivo de la dieta.

En el experimento A, la administracion de ACAP, reduce aunque no
significativamente el peso del higado (6,4 + 0,9 g) respecto al control (6,6 + 1,2 g) (Tabla
5). Asi, al relacionar el peso del higado con el peso total del animal mediante €l indice
hepatosomdtico (IHS) no aparecen diferencias significativas entre el valor del lote ACAP
(51,5 £ 5,4) y el valor del lote control (49,4 + 4,2) (Tabla 5). Anteriormente VARELA-
MOREIRAS, G. (1989) obtuvieron resultados parecidos con el mismo nivel de significacion
y administracion de ACAP. En el experimento B, no aparecen diferencias significativas entre
el peso hepdtico del lote ACAP (6,563 + 0,736 g) y su correspondiente "pair fed" (6,109
£ 0,616 g) (p < 0,05), siendo el primero algo mayor que el segundo. Sin embargo, el [HS
se ve significativamente incrementado con el consumo del farmaco (lote ACAP 51,3 + 6,3,
lote "pair fed" 44,2 1+ 4,1) (p < 0,05). Por lo tanto, el consumo del firmaco no sélo afecta
al peso total, sino que también al peso del higado en particular, posiblemente por las
alteraciones metabolicas que origina el farmaco.

5.2.2. Utilizaciéon nutritiva de la proteina: coeficiente de utilizacion digestiva del
nitrégeno (CDN) y coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento (CEP).

Desde el punto de vista digestivo, si consideramos los datos del CDN para ratas que
consumieron ACAP junto con una dieta adecuada a sus necesidades (Tablas 14,15),
encontramos que ni en la primera semana de balance (0,94 + 0,01, lote ACAP vs 0,93 £
0,01, lote control), ni tampoco después de un consumo crénico del fairmaco (0,93 + 0,01)
frente al control (0,92 + 0,01), se afecta significativamente este indice. Por tanto, el ACAP,
en estas condiciones, no afecta a la utilizacion de la proteina a nivel digestivo.

Al analizar los resultados del CEP en el experimento A, que nos indican la utilizacién
de la proteina para el crecimiento durante todo el perfodo experimental en animales
alimentados "ad libitum", encontramos que no aparecen diferencias significativas entre el CEP
del lote control (1,87 + 0,40) y el CEP del lote que consumié ACAP (1,65 + 0,23) (Figura
5). Resultados similares se obtuvieron anteriormente por VARELA-MOREIRAS, G. y col.
(1988, 1991a). Segun estos resultados, el ACAP no parece afectar al CEP cuando los
animales pueden libremente regular la ingesta, pese a las modificaciones encontradas en su
crecimiento. Posteriormente, en el experimento B, al igualar las ingestas del lote ACAP y su
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control, si encontramos una reduccién significativa del CEP en los animales que consumieron
ACAP (4,41 £ 0.12) respecto al lote "pair fed" (4,95 + 0,30) (Tabla 40, Figura 9). ).
También quisimos comprobar en que perfodo del consumo de ACAP, se afecta este indice.
Para ello, consideramos las variaciones en el CEP a lo largo de toda la prueba dividida en
periodos de 8 dias y observamos que el efecto significativo (p < 0,05) del fadrmaco sobre la
utilizacién nutritiva de la proteina se produce en la primera parte del estudio, durante los
primeros 15 dias, ya que a partir de la tercera semana desaparecen las diferencias, en parte
posiblemente por una adaptacidn enzimdtica del animal al consumo del farmaco (Figura 7).
No obstante, no debemos olvidar que estos resultados corresponden a animales alimentados
con dietas con unos contenidos en nutrientes adecuados para el crecimiento.

Todos estos cambios encontrados en la utilizacién nutritiva de la proteina, determinada
mediante ¢l CEP, por la administracién de ACAP, indicados en el experimento A (Figura 5),
y en el experimento B (Tabla 40 y la Figura 9) deberdn relacionarse con la influencia del
firmaco sobre la utilizacién metabdlica de dicho nutriente, pues como ya hemos comentado
no hay variaciones en el CDN. La disminucién observada del aprovechamiento proteico para
el crecimiento puede deberse, segin diversos autores, al incremento de los requerimientos de
metionina para llevar a cabo la metabolizacién de ACAP (GREENBERG, D.M. 1975;
REICK, M. y col. 1987, HATHCOCK, J.N. 1987; REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1989;
HATHCOCK, J.N. 1990). Para ello, la metionina utiliza la ruta metabdlica transmetilacion-
transulfuracién que da lugar a la sintesis de cisteina (STIPANUK, M.H. 1986) y a la de
glutation (MOLDEUS, P. 1981), péptido encargado en gran medida de neutralizar el producto
téxico resultado de la metabolizacién del ACAP (MINER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979;
MEISTER, A. 1989b). Este aumento de la utilizacién del aminodcido para metabolizar el
ACAP podria comprometer a la metionina para la sintesis proteica, especialmente porque es
el aminodcido iniciador de la misma (LEHNINGER, A.L. 1985b). Ademds, como veremos
mds adelante, el ACAP produce hepatotoxicidad en la rata y, por tanto, alteraciones en el
hepatocito que también podrian dar lugar a modificaciones en la sintesis proteica.

El hecho de que en nuestras condiciones, el efecto del ACAP reduciendo el CEP
aparezcan en los primeros 15 dias de la prueba podria deberse a que las necesidades de
metionina para la sintesis de proteinas estructurales, esenciales para el crecimiento, son mas
altas en este periodo (NATIONAL RESEACH COUNCIL, 1991), por elio el efecto reductor
de la tasa de utilizacién metabdlica de la proteina en el primer periodo de administracidn de
farmaco (15 primeros dias) es mds marcado. Pensamos también, que este efecto mds acusado
en las etapas iniciales de consumo de firmaco, puede ser debido a una saturacién de los
sistemas enzimdticos detoxificadores que no se encuentren completamente desarroliados a
temprana edad, y estarfa en relacién con el mecanismo hepatotéxico del farmaco aiin no
elucidado completamente.

5.2.3. Coeficiente de utilizacién digestiva de la grasa (CDG).

En el lote control se observa tanto en el primer pericdo de balance (0,98 + 0,00),
como en el segundo (0,98 + 0,00), unos valores de CDG excelentes y del mismo orden que
en otros trabajos: SAN FELIU, P. (1983); VARELA, G. (1963) y VARELA, G. y
MURILLO, A. (1975) (Tablas 28,29).

En el lote con administracion de ACAP con respecto a las cifras de CDG, no se
encuentran diferencias significativas con los controles, ni en el perfodo inicial (0,97 + 0,02)
ni tampoco para el periodo final (0,98 + 0,01) (Tablas 28,29). Resultados similares se
obtuvieron anteriormente en el Departamento por VARELA-MOREIRAS, G. y col. (1990b).
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5.2.4. Estudio morfolégico del higado: observacién mediante microscopia 6ptica

y electrénica v andlisis histoldgico.

Como ya indicamos en el apartado de Revisién Bibliogrdfica, en el transcurso del
metabolismo del ACAP se origina un metabolito electrofflico téxico, llamado N-
acetilbenzoquinonaimina (NABQI) JOLLOW, D.J. y col. 1974). Las células hepdticas se
protegen de dicho compuesto mediante el glutation por la formacién de dcidos mercaptiiricos
atéxicos (MINER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979; MEISTER, A. 1989a). Cuando la NABQI
se forma en cantidades suficientes para agotar el glutation, reacciona con grupos sulfidrilos
de macromoléculas hepdticas dando lugar a necrosis (MINER, D.J. y KISSINJER, P,T. 1974,
INSEL, P.A. 1991). Ademas, la sintesis de glutation depende directamente de la
disponibilidad de sulfoaminodcidos como la metionina (MOLDEUS, P. 1981; PRICE, V.F,
y JOLLOW, D.]J. 1989; HATHCOCK, J.N. 1990)

Un estudio realizado por PLACKE, M.E. y col. en 1987a nos define histolégicamente
el proceso hepatotéxico producido después de una ingesta de una dosis aguda de 600 mg/Kg
de peso de ACAP en raton: durante las dos primeras horas aparece citomegalia y raptda
progresiéon a necrosis. Ultraestructuralmente aparece vesiculacion, vacuolizacién, y
degeneracion de la membrana mitocondrial y plasmaética, culmindndose el proceso a las cuatro
horas con la muerte celular, las células quedan esparcidas y a las ocho horas se produce la
necrosis centrilobular en gran extension. Se cree que el reticulo endopldsmico es el punto de
activacién y de ataque inicial del ACAP y, por ello, se piensa que estos orgdnulos juegan un
papel critico en la hepatotoxicidad producida por ei ACAP. En nuestro estudio observamos
que la dosis de 570 + 59 mg de ACAP/Kg administrada durante 43 dias en ratas con ingesta
de dieta completa y "ad libitum" produce vacuolizacidn del citoplasma de los hepatocitos
(Figura ) aunque respetdndose la arquitectura del parénquima hepdtico, lo que confirma que
el ACAP, en nuestras condiciones es un farmaco hepatotdxico en ratas. Esta hepatotoxicidad
puede ser debida en gran medida por la teoria de la unién covalente, indicada bédsicamente
en el parrafo anterior, en la que la NABQI se une a proteinas hepdticas por agotamiento del
glutation reducido. Pero las ratas consumieron una dieta completa que cubria sus necesidades
en cuanto a sulfoaminodcidos se refiere, por ello, creemos que también intervienen otros
mecanismos toxicos alternativos del ACAP aiin no elucidados completamente, como pérdida
de integridad de la membrana plasmdtica por alteracién de la funcién mitocondrial
(BURCHAM, P.C. y HARMAN, A.W. 1990) o modificaciones en la homeostasis celular del
calcio (CORCORAN, G.B. y col. 1988; BOOBIS, A.R. y col. 1990, SHEN, W. y col.
1992).

5.2.5. Enzimas glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) vy glutamato-piruvato
transaminasa (GPT) en higado,

Los enzimas GOT y GPT estdn encargadas de la transaminacién de grupos amino en
una primera fase de los procesos catabdlicos de los aminodcidos (SANCHEZ-JIMENEZ, F.
y NUNEZ DE CASTRO, 1. 1991). Cuando se producen determinadas patologias, hepadticas
y miocdrdicas fundamentalmente, se produce un aumento de GOT y de GPT plasmaticas por
lo que se utilizan habitualmente como indicadores de diagndstico (HENRY, J.B. 1988). Existe
una amplia descripcién bibliografica sobre el efecto del ACAP en el aumento en la actividad
transamindsica sérica, al ser uno de los pardmetros bioquimicos mas utilizados para
determinar la posible alteracion hepdtica causada por el fairmaco (CROME, P. y col. 1976;
SKOGLUND, L.A. y col. 1986). Asi, CROME, P. y col. en 1976 demostrd en su estudio
que la ingestién de una dosis alta de ACAP eleva la GOT plasmatica en la mayoria de los
pacientes que constituian su muestra. FLOREZ, J. y col. 1987a indican que ¢l aumento de
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la GOT y GPT séricas se produce a las 12-24 horas de la ingestién de una dosis téxica de
ACAP. Debido a este efecto tan marcado en plasma, y sabiendo que el higado es el principal
érgano en el metabolismo de amino4cidos, podria ocurrir que se afectasen también los niveles
de transaminasas hepaticas. Nuestros resultados muestran un ligero aumento en la actividad
enzimdtica de los valores de GOT (36 + 13,5 Ul/g 6rgano) y GPT (11 + 3,9 Ul/g 6rgano)
del lote ACAP (Tabla 32) frente a los valores control (GOT 30 + 13,4 Ul/g érgano y GPT
10 + 2,3 Ul/g organo) (Tabla 30). Sin embargo y teniendo en cuenta la gran dispersién de
resultados no aparecen diferencias significativas entre ambos lotes (Figura 6).

5.2.6. Componentes v metabolitos de la ruta transmetilacién-transulfuracién (t-t).

Tanto por los datos de este estudio como por otros anteriores (VARELA-MOREIRAS,
G. 1989), podemos decir que el ACAP, en determinadas condiciones experimentales,
disminuye el aprovechamiento nutritivo de la proteina. Esto puede deberse a distintos
factores, como ya discutimos anteriormente, siendo uno de ellos el incremento de las
necesidades de metionina para el metabolismo del ACAP (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N.
1989; HATHCOCK, J.N. 1990) via sintesis de cisteina y posteriormente de glutation para
neutralizar la NABQI (HATHCOCK, J.N. 1990). Para que se verifique este proceso es
necesario que la metionina sufra la ruta t-t indicada en la Figura 2. del apartado Revisién
Bibliografica. Por ello, esta parte del estudio esta orientada a observar, si el incremento del
funcionamiento de esta ruta por la administracién crénica de ACAP, puede afectar a algunos
de los componentes (folatos) o metabolitos (SAM y SAH) que intervienen en ella.

5.2.6.1. Contenido sérico y hepatico de acido félico. Distribucion de los
folatos en higado.

La intervencién de los folatos en la ruta t-t se indica en la Figura 2. del apartado 2
de la Revision Bibliogrifica y se ha comentado ampliamente en el apartado 5. 1. de esta Tesis:
y tiene como paso crucial que el S-metiltetrahidrofolato es esencial para la regeneracion de
la SAM. Bibliogrificamente este tema no ha sido muy estudiado y por ello, no hemos
encontrado trabajos similares al nuestro. BAGGOTT, E. y col. (1992) realizaron un estudio
sobre el efecto de los principales analgésicos antiinflamatorios no esteroidicos sobre los
enzimas dependientes del folato, en cuanto a los resultados obtenidos sobre el ACAP, vieron
que no mostraba actividad inhibitoria sobre los enzimas estudiados y los autores explican que
este hecho es debido a su escasa actividad antiinflamatoria, es decir, que las propiedades
antifolato no aparecen en firmacos que solo tienen actividades analgésicas y antipiréticas.

En nuestro trabajo, tanto las concentraciones séricas de folatos en el lote ACAP (54
+ 11,20 ng/ml) como hepdticas (19.57 £+ 3,01 nmol/g) no son significativamente diferentes
de las de su control "pair fed"” (96 + 55,52 ng/ml en suero) y (19,07 + 4,32nmol/g en
higado) (Tabla 42).

En cuanto a la distribucién de los folatos hepdticos segiin el nimero de restos de
glutdmico, no aparecen diferencias entre los dos grupos: ACAP y "pair fed" (Figura). En
ambos lotes, las fracciones de derivados penta y hexaglutdmicos representan las mayores
fracciones (aproximadamente 85 %) con pequeiios incrementos de las otras fracciones para
el lote ACAP (Tabla 48,49; Figura).

La distribucién de folatos hepdticos en funcién de la estructura del anillo pteridinico,
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presenta pequeifias diferencias entre los dos lotes ACAP y "pair fed" (Figura 10) aunque no
llegan a ser significativas. Asi, en el lote ACAP aumenta la fraccion de 5-
metiltetrahidrofolatos (43 % + 5,7) respecto al lote control (34 % + 11,0) y disminuyen
las fracciones de formiltetrahidrofolatos (11 % + 10,9 vs 17 % + 13,5) y los folatos no
sustituidos (44 % + 7,1 vs 48 % + 13,3) (Tabla 44).

Por tanto, podemos decir que la administracién prolongada de ACAP no afecta de
forma significativa a los niveles corporales de 4cido félico ni a su distribucidn en las ratas.

5.2.6.2. Contenido hepitico de S-adenosilmetionina (SAM) y de S-
adenosilhomocisteina (SAH), Relacion SAM/SAH.

Como ya se ha expuesto anteriormente, a partir de la metionina y mediante la ruta t-t
se obtiene cistefna (STIPANUK, M.H. 1986}, aminoacido que presenta un papel central en
el metabolismo de muchos firmacos (GREENBERG, D.M. 1975). Este hecho es
especialmente claro en el caso del ACAP pues la cisteina es un constituyente del glutation
(CHRISTENSEN, H.N. 1990), tripéptido encargado de la neutralizacién del metabolito toxico
del ACAP: la NABQI (MEISTER, A. 1989b). Por este mecanismo, algunos autores explican
el aumento de los requerimientos de metionina cuando se consume ACAP (REICKS, M. y
HATHCOCK, J.N. 1989). Si esto es asf, los distintos productos formados en la ruta podrian
afectarse de alguna forma y concretamente en el higado, pues es donde se conoce la
existencia de todos los enzimas necesarios para esta via metabdlica (FINKELSTEIN, J.D.
1989).

El importante papel de la SAM en el caso de la administracién de fdrmacos
hepatotéxicos, se debe, ademds, a que en gran nimero de trastornos hepdticos se produce una
reduccidn de los niveles de SAM (PASCALE, R. y col. 1984); por tanto, se puede decir que
la SAM puede actuar promoviendo las reacciones de la via de transulfuracién y
consecuentemente aumenta la capacidad de detoxificacién de este sistema metabdlico
(ALMASIO, P. y col. 1990), aunque el mecanismo de accidn preciso de la SAM en cada una
de las alteraciones hepdticas no se conoce por el momento (CUTRIN, C. y col. 1991). Por
otra parte, la SAM se encuentra a la venta en el mercado farmacéutico, ya que se ha
demostrado su accion hepatoprotectora frente a lesiones producidas mediante agentes t6xicos,
entre ellos el ACAP (STRAMENTINOLI, G. y col. 1987; BRAY, G.P. y col. 1992).

Se ha sugerido que la concentracion de SAM es el factor clave en la regulacidn de la
via t-t (FINKELSTEIN, J.D. 1990). Por ello, en 1992 REICKS, M.M. y col. realizaron un
estudio con ratones alimentados con dieta completa y deficiente de metionina (0,5% y 0,25%
respectivamente) y a los que se les administré un 0,5% de ACAP. La concentracion de SAM
hepdtica no aumentd con el tratamiento dietético ni con la administracion del farmaco, pero
si lo hizo la concentracién de SAH y, por tanto, disminuyd la relacion SAM:SAH cuando se
administré ACAP al lote alimentado con 0,5% de metionina respecto al que consumio 0,25 %
y estas modificaciones se deben, segun los autores, a la pronunciada conversion de metionina
a cisteina, y concluyen que una prolongada administracién de ACAP en ratones no altera la
disponibilidad de los grupos metilo para las reacciones de metilacion. En nuestros resultados
no se afectaron los niveles hepdticos de SAM (83,72 + 19,8 nmol/g), ni de SAH (69,38 +
12,4 nmol/g), ni la relacion SAM/SAH (2,03 + 0,22) en las ratas que consumieron
cronicamente ACAP con respecto a su control “pair fed" (89,59 + 10,45 nmol/g; 46,55 &
5,2 nmol/g y 1,96 + 0,20 respectivamente).
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5.3. ACETAMINOFENO Y DEFICIENC ME A

En este apartado nos referiremos al efecto que produce el consumo de ACAP en ratas
cuando consumen una dieta cuya tnica fuente de aminodcidos es la casefna. Estudiamos los
mismos pardmetros nutricionales, bioquimicos y la toxicidad originada por el farmaco
determinada mediante cortes histol6gicos observados a microscopia 6ptica y electrénica. Con
este fin, compararemos los resultados de los lotes con administracién de ACAP con aportes
adecuado (fuente proteica caseina + DL-metionina) y deficiente de metionina (fuente proteica
caseina)-ambos al mismo nivel de proteina en la dieta.

5.3.1. Pardmetros generales: ingesta sdlida, peso corporal, crecimiento, coeficiente
de eficacia alimentaria (CEA), peso del higado e indice hepatosomdtico (THS).

- Como es conocido, se ha especulado por muchos autores CROME, P. y col. (1976),
SKOGLUND, L.A. y col. (1986), LAUTENBURG, B.H. y SMITH, C.V. (1986),
MEREDITH, T.J. y col. (1986), PRICE, V.F. y JOLLOW, D.]. (1989), McCLEAN,
A.EM. y col. (1989), HATHCOCK, J.N. (1990), que la metionina puede actuar como
agente protector frente a la hepatotoxicidad producida por el ACAP. Por esta razon, se ha
tratado de estudiar si un déficit dietario prolongado en dicho aminodcido esencial, puede
potenciar los efectos de la administracién de ACAP sobre los diferentes pardmetros
estudiados: ingesta, crecimiento, CEA e IHS.

En este sentido, se observa, como era de esperar, un efecto adicional negativo cuando
se reduce el contenido de metionina en la dieta (lote ACAP DEF MET), y es entonces cuando
el déficit de metionina junto con la administracién del fdrmaco ocasionan una disminucién
significativa en todos los perfodos estudiados (p < 0,001) tanto del peso (0,7 + 0,3 g/dfa
vs 1,6 £ 0,4 g/dia en el lote ACAP) como de la ingesta de las ratas (5,6 + 0,9 g/dia vs 7,9
+ 9,8 g/dia, en el lote ACAP) (Tabla 5). Se sabe que el crecimiento, cuando se ingiere una
dieta deficiente en aminodcidos disminuye, pues se produce una interrupcion de la sintesis
proteica (MEISTER, A. 1963), y en el caso de la metionina esta interrupcién es més efectiva,
como ya hemos indicado, por el papel iniciador de la misma que presenta la metionina
(LEHNINGER, A.L. 1985b). Por tanto, uno de los primeros efectos encontrados cuando a
un animal se le administra una dieta deficiente en metionina, estd en relacidn con el
crecimiento y es directamente dependiente de ia ingesta del aminodcido. Asi, las ratas que
ingieren una dieta deficiente en metionina reducen los procesos anabédlicos y crecen mds
lentamente que las que toman una dieta con un valor de metionina normal (GLAZENBURG,
E.J. y col. 1983; PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989). Como hemos visto al comienzo de
este apartado, el consumo prolongado de ACAP reduce el incremento de peso respecto a
animales controles, por tanto, podriamos decir que el consumo crénico de ACAP afecta al
crecimiento y que en casos de malnutricidn proteica este efecto seria mucho mds marcado.

En cuanto al efecto sobre la reduccién de la dieta ingerida OSBORNE, T.B. y
MENDEL, L.B. (1916) y ROSE, W.C. (1931) fueron los primeros en demostrar que la
deficiencia de un aminoécido en la dieta provoca una reduccidn de la ingesta del alimento.
Son varias las hipdtesis existentes: segun algunos autores (HARPER, A.E. y col. 1964) esta
disminucion de la ingesta puede deberse a las variaciones del patrén normal de aminoécidos
plasmadticos y, segin otros (RUSSEK, M. 1971), a la presencia de receptores hepdticos que
monitorizan los niveles de glucosa y amonio. Por tanto, como la reduccién de la ingesta se
ve poco afectada por la administracién del farmaco el efecto creemos que se produce
fundamentalmente por la malnutricién proteica.
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El aprovechamiento nutritivo de la dieta basado en el CEA se reduce también
significativa (p < 0,001) y drasticamente en el lote ACAP DEF MET (0,12 £ 0,04) frente
al lote ACAP (0,21 + 0,03) (Tablas 5). Asi, el déficit en el aminodcido origina un mal
aprovechamiento nutritivo general de la dieta y, como el firmaco que "per se" también
reduce este aprovechamiento, ambos efectos actian conjuntamente y producen un resultado
negativo mayor en este indice.

Al estudiar el peso del higado se producen diferencias significativas (p < 0,005) entre
el lote ACAP DEF MET (4,4 + 0,8 g) y el lote ACAP (6,4 + 0,9 g) (Tablas 5). Al
independizar los valores de peso de higado y peso total del animal mediante el IHS, vemos
que tampoco aparecen diferencias significativas entre ambos lotes observandose un valor (50,6
+ 6,3) para el lote ACAP DEF MET y (51,5 + 5,4) para ¢l lote ACAP (Tablas 5). Por lo
que se deduce que la disminucién del peso del higado en el lote con dieta deficiente en
metionina es directamente proporcional a la disminucion del peso total del animal.

También VARELA-MOREIRAS, G. y col. (1990a y 1991a) en las ratas a las que se
les administré ACAP y con desnutricion proteica experimental encuentran menor incremento
de peso, ingesta sélida, CEA y peso de higado, mientras que no se producen diferencias
significativas en el IHS. De este modo, podria compararse en cierta medida con nuestro caso,
por el escaso aporte en proteina, y consecuentemente en metionina, que se produciria en el
experimento de los autores mencionados.

5.3.2. Utilizacién nutritiva de la proteina: coeficiente de utilizacién digestiva del
nitrégeno (CDN) v coeficiente de eficacia proteica (CEP).

La deficiencia de metionina en la dieta, no influye negativamente sobre el CDN en
animales que consumieron ACAP, ni en el primer periodo de balance en el lote ACAP DEF
MET (0,93 + 0,01) ni en administracién prolongada (0,92 + 0,01) (Tablas 14,15) frente al
lote ACAP. Por tanto, la administracién cronica de ACAP y los distintos niveles de metionina
en la dieta, no afectan a la digestibilidad del nitrégeno ni tampoco a la eliminacion, pues
algunos autores han observado en ratas alimentadas con distintos niveles de metionina y
administrando 1a misma dosis que nosotros de ACAP, que no varian los niveles de nitrégeno
total urinario (PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989).

El CEP del lote ACAP (1,65 £ 0,23) es significativamente superior (p < 0,001)
(Figura 5) al CEP del lote ACAP DEF MET (0,94 + 0,31) (Tablas 18,19). Por tanto, la
accion conjunta de la deficiencia en metionina y la administracion de ACAP, producen un
efecto en los animales significativamente negativo (p < 0,05) en cuanto a la utilizacién de
la proteina se refiere con respecto al lote ACAP. Y esto se asi, pues en el lote ACAP
observamos que se producia una adaptacién al consumo del farmaco a partir de la tercera
semana de administracion de farmaco y en el lote ACAP DEF MET no se consigue esta
adaptacion en ningin periodo estudiado (Figura 5) .

Los cambios encontrados en la utilizacidén nutritiva de la proteina determinada
mediante el CEP con administracién de ACAP indicados en las Tablas 18 y 19 y en la Figura
5, deberdn relacionarse con la influencia del fdrmaco sobre la utilizacion metabdlica de este
nutriente pues, como ya hemos indicado, no hay variaciones en el CDN. Esta disminucidn
observada en la utilizacton metabdélica puede deberse, por una parte a que la ingesta cronica
de proteina deficiente en algun aminoécido esencial actia, como ya hemos dicho, provocando
una interrupcion de la sintesis proteica (MEISTER, A. 1963), y por otra, a que el farmaco
incrementa los requerimientos de metionina para llevar a cabo su metabolizacion y acentia
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este déficit (MINER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979; HATHCOCK, J.N. 1990) y, por
iltimo, a que estos trastornos pueden acentuar, como luego veremos, la toxicidad del ACAP.

5.3.3. Coeficiente de utilizacién digestiva de la grasa (CDG).

Los valores que se obtuvieron de CDG en el lote ACAP DEF MET no son
significativamente diferentes con su control, ni en el primer balance (0,98 + 0,01) ni
tampoco en el segundo (0,97 + 0,01) (Tablas 28,29).

5.3.4. Estudio morfolégico del higado: andlisis histolégico observacidn
mediante microscopia éptica v electrénica,

La administracion de una dosis de 410 + mg de ACAP/Kg con déficit dietético de
metionina en rata, produjo aparicién en el parénquima hepatico de extensas zonas de necrosis
(Figura 14), as{ como ligeros infiltrados de mononucleares alrededor de los vasos (Figura 15).
En el experimento de PRICE V.F. y JOLLOW, D.J. (1989), se demuestra mediante estudios
histolégicos que a medida que disminuye el contenido de metionina en la dieta con la que se
alimenta a los animales de experimentacién, aumenta la incidencia en los mismos de la lesién
y necrosis hepdtica, lo cual coincide con nuestros resultados. Por lo que la metionina aparece
en buena medida como protector frente a la hepatotoxicidad producida por el ACAP tal como
indican también (CROME, P. y col. 1976; MOLDEUS, P. 1981; MEREDITH, T.J. y col.
1986). En ausencia del aminodcido hay una relacidn lineal entre la muerte de animales de
experimentacion y la dosis de ACAP administrada (GALIANA, A. 1987). Ademds, segtn
COMPORTI, M. (1987), cuando la deplecién de glutation alcanza un nivel umbral la
peroxidacién lipidica que se desarrolla contribuye como mecanismo adicional a la alteracion
celular. Todas estas observaciones indican la posibilidad de que un estado nutricional
deficiente, en cuanto a sulfoaminodcidos se refiere, puede aumentar la susceptibilidad a la
lesién hepdtica por ACAP.

5.3.5. Enzimas glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT) v glutamato-piruvato
transaminasa en higado.

En cuanto al efecto del contenido en metionina en la dieta sobre la GOT y la GPT,
hemos encontrado trabajos como los de AMUBODE, F.O. y FETUGA, B.L. (1984) que
encontraron que la GOT en pollos no se afectaba por distintos niveles de ingesta de metionina
ni en plasma ni en el higado, mientras que la GPT plasmadtica tendia a incrementarse cuando
se administraba metionina en niveles entre el 0,26 y el 0,50% de contenido en la dieta.
SANCHEZ BARCO, M.J. (1990), en un trabajo realizado con administracién de dietas
carentes de metionina y cisteina en ratas, vio una disminucidn de la actividad enzimdtica tanto
de la GOT como de la GPT muscular con respecto a los controles. Respecto a nuestros
resultados, en el lote ACAP DEF MET los valores obtenidos no presentan diferencias
significativas en GOT (27 + 7,9 Ul/g é6rgano) y GPT (8 + 3,1 Ul/g d6rgano) (Tabla 33)
frente al lote ACAP pero con aporte adecuado en metionina de GOT (36 + 13,5 Ul/g
6rgano) y GPT (11 % 3,9 Ul/g drgano) (Tabla 32). Sabemos que un déficit proteico
disminuye la actividad la actividad transamindsica hepdtica por encontrarse reducida la sintesis
proteica (MARCOS, A. 1982; VARELA MOREIRAS, G. 1989) en la que es especialmente
importante la metionina (LEHNINGER, A.L. 1985b), y que ademds, existe alteracién
hepdtica histolégicamente comprobada como ya indicamos anteriormente, lo cual posiblemente
afecte también a la sintesis proteica. Sin embargo, nosotros hemos encontrado que la
administracién crénica de ACAP no afecta significativamente a los niveles de transaminasas
hepéticas y AMUBODE, F.O. y FETUGA, B.L. (1984) encontraron que distintos niveles de
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metionina dietéticos tampoco provocaban variaciones a este nivel; por lo tanto, podria ser que
ambas circunstancias, como es en nuestro caso: consumo de ACAP y deficiencia dietética de
metionina, tampoco fueran causa de modificacién en los valores normales de GOT y GPT
hepdticas. De todos modos, los resultados presentan un elevado grado de dispersién.
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5.4. ACETAMINOFENQ (ACAP) Y LEVODOPA:CARBIDOPA (L.D:CD)

Conocida la interaccion entre el ACAP y la metionina a nivel metabdlico y sabiendo
que una administracién crénica puede reducir la utilizacién nutritiva de la dieta y de la
proteina en determinadas condiciones experimentales (VARELA-MOREIRAS, G y col.
1991a), hemos querido estudiar otro medicamento: levodopa, para comprobar este
aprovechamiento nutritivo. Este nuevo factor lo introducimos en base a los resultados
obtenidos anteriormente para el ACAP y por la bibliografia consultada, en la que hemos
encontrado datos sobre la interaccion de la levodopa con la absorcién y el metabolismo de
aminodcidos, especialmente con la metionina (ORDONEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. 1973a;
PEARCE, L.A. y WATERBURY, L.D. 1974).

Hemos querido establecer unas condiciones experimentales lo mds parecidas posible
a la reales: tanto en lo que se refiere a las dosis (hemos mantenido la dosis de 600 mg
ACAP/Kg de rata, las dosis de levodopa son 50 (Lote LD:CD50) y 175 (Lote LD:CD175)
mg/Kg rata) correspondientes a la dosis minima y mdxima empleadas en terapéutica, como
en la utilizacién ademds de la levodopa, que como se verifica en la mayoria de los casos, se
administra asociada a un inhibidor de la L-aminoicido aromdtico decarboxilasa {FLOREZ,
J. y col. 1987b). la carbidopa, que se administré en dosis de 5 y 17,5 mg/Kg rata
respectivamente para cada dosis de levodopa, todo ello a partir de comprimidos SINEMET.
Las dosis se obtuvieron, como en los experimentos anteriores, a partir de una tabla obtenida
de FREIREICH, G. y col. (1966) que nos proporcionan los factores de conversién para
dosificacién equivalente en funcién de la superficie corporal entre distinta especies
(MATERIAL Y METODOS).

Finalmente, como Ultima condicidn experimental, hemos querido proporcionar una
situacion nutricional 6ptima para lo cual empleamos un contenido dietético de proteina éptimo
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1990) con el fin de estudiar si, en condiciones
nutricionalmente adecuadas, se afectan el aprovechamiento nutritivo de la dieta y la proteina
con la administracién de los firmacos indicados en animales adultos ACAP, LD:CD35Q,
LD:CD175, ACAP+LD:CD50 y ACAP+LD:CD175.

5.4.1. Pardmetros generales: peso corporal v coeficiente de eficacia alimentaria
(CEA).

La administracién de 600 mg ACAP/Kg en ratas jévenes (entre aproximadamente 182
y 185 g) y con un aporte 6ptimo de proteina no produce diferencias significativas (p < 0,05)
en el incremento de peso (3,5 + 0,3 g/dfa) frente al lote control "pair fed" (3,8 £ 0,5 g/dfa)
(Tablas, ). Esto a diferencia de los casos anteriores, creemos que puede deberse, por un lado,
al aporte proteico que es mds elevado y, por tanto, posiblemente suficiente para metabolizar
el formaco sin reducir la cantidad de metionina que debe dirigirse a la sintesis proteica o a
la ruta de transmetilacién-transulfuracién, y por otro lado, a que los animales al ser de mds
edad, estdn fuera del periodo de crecimiento rdpido, reduciéndose las demandas de metionina
para la sintesis proteica derivada del mismo.

L.a administracién de LD:CD tanto para dosis de 50:5 como para 175:17,5 mg/Kg
peso corporal, no afecta significativamente (p < 0,05) al incremento de peso (4,1 + 0,8
g/dia y 3,5 £ 0,2 g/dfa respectivamente) (Tabla ) frente al lote alimentado a la par (3,8 +
0,5 g/dia) (Tabla ). Del mismo modo que en el caso anterior, la demanda de metionina para
el metabolismo del firmaco (WURTMAN, R.J. y ROSE, C.M. 1970; CEBARDAUM, J.M.
y SCHLEIFER, L.S. 1991) no es suficiente para modificar este pardmetro.
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La administracién conjunta de ACAP y de LD:CD, en las dos dosis indicadas
antertormente, tampoco afectan al incremento de peso frente a los valores control, es decir,
frente al lote "pair fed" y lotes con administracién de un dnico fiarmaco.

El coeficiente de eficacia alimentaria (CEA) no se afecta ni con la administracion de
ACAP (0,21 + 0,02), ni con la administracion de LD:CD50 (0,24 + 0,04), ni tampoco con
las administraciones conjuntas con LD:CD175 (0,21 + 0,01), ni con ACAP+LD:CD50 (0,23
+0,02). Por tanto, ninguno de los farmacos, ni las distintas dosis, ni la administracion
conjunta de los dos afectan a la utilizacion nutritiva de la dieta en ratas adultas jévenes que
consumen una dieta con aporte dptimo de proteina.

5.4.2. Utilizacién nutritiva de la proteina: coeficiente de utilizacién digestiva del
nitrégeno (CDN), coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento (CEP),

coeficiente de utilizacion nutritiva del nitrégeno (C coeficiente de utilizacidn

metabélica del nitrégeno (CUM).

En este apartado, hemos estudiado los indices relacionados con la absorcidn y
disponibilidad nutritiva y metabdlica de la proteina. Todo ello en base a que el ACAP, como
ya sabemos, necesita metionina para su metabolismo (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N.
1988a) y en determinadas condiciones puede disminuir el aprovechamiento nutritivo de la
proteina. En cuanto a la levodopa se refiere, por una parte, puede interferir en la absorcion
de algunos aminodcidos (GRANERUS, A.K. y col. 1971; LEHMANN, J. 1973; PEARCE,
L.A. y WATERBURY, L.D. 1974); por otro lado, interacciona con la metionina, pues
necesita del aminodcido para su metabolismo (CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S.
1991), de forma que la SAM es el metildonador utilizado por la COMT en el sistema
nervioso central para la metilacién de la levodopa (AXELROD, J. y TOMCHICK, R. 1958).
Todo esto conduce, cuando se administra levodopa, a una reduccidn de los niveles de SAM
en el cerebro, fluido cerebroespinal y el rificn (WURTMAN, R.J. y ROSE, C.M. 1970;
SURTEES, R. y HYLAND, K. 1990) y de la metionina sérica y cerebral en determinadas
condiciones experimentales (ORDONEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. 1973a).

La administracion de ACAP no afectd significativamente al CDN (0,95 + 0,01), ni
al CEP (1,17 + 0,10), ni al CUM (0,66 + 0,10), ni al CUN (0,63 + 0,10) respecto a los
valores del lote "pair fed" que fueron: 0,95 + 0,00, 1,24 £ 0,17, 0,67 £ 0,06 y 0,64 +
0,06 respectivamente.

Estos resultados nos indican que posiblemente los individuos adultos tengan el sistema
enzimdtico completamente desarrollado y capaz de metabolizar el firmaco sin que esto
suponga una demanda de metionina tal que pueda modificar los indices estudiados. Por tanto,
en animales de aproximadamente 183 g bien nutridos la administraciéon de ACAP no parece
rebasar la capacidad de detoxificacidn del mismo. Ademds, como ya hemos dicho, en estos
animales, con respecto a las pruebas anteriores se encuentra reducida la demanda proteica
para el crecimiento y, por tanto, toda la metionina necesaria para entrar en la ruta
transmetilacién-transulfuracién se encuentra disponible para este fin. Finalmente también
puede ocurrir que el elevado contenido proteico de la dieta, pueda subsanar el incremento de
los requerimientos de metionina que produce el ACAP (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N.
1989) y, por tanto, no se modificaria la utilizacion nutricional de la proteina.

I.a administracién de LD:CDS50 y de LD:CD175, es decir, de una dosis minima y
mdxima terapéutica de levodopa, tampoco afectan significativamente a estos indices
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indicativos de digestibilidad y utilizacidén de la proteina respecto a los valores control (Tabla).
Existen datos bibliogrdficos como para intuir que o bien, en la absorcién o en el metabolismo
de la levodopa, podria producirse algin efecto significativo a este nivel, aunque sin embargo,
esto no se da en nuestras condiciones experimentales. Creemos que se debe a, igual que
explicamos en el caso del ACAP, a que los individuos adultos presentan un sistema
enzimatico perfectamente desarrollado, que las necesidades de metionina para el crecimiento
estdn reducidas, de forma que el metabolismo del firmaco y, por tanto, la demanda de la ruta
transmetilacién-transulfuracién no supone una necesidad tal como para modificar estos
indices. Ademds hay que afiadir un elevado contenido proteico en la dieta, que nos impida
ver el posible efecto reductor de la absorcién de aminodcidos. Y por otra parte, la utilizacién
de carbidopa, compuesto que hemos empleado para proporcionar unas condiciones lo mds
proximas posibles a las utilizadas habitualmente en terapéutica, que reduce la toxicidad de la
levodopa su y otros efectos secundarios (FLOREZ, J. y col. 1987b; CEBARDAUM, J.M.
y SCHLEIFER, L.S. 1991b).

La administracién conjunta de los farmacos estudiados y de forma crénica en animales
adultos de ACAP+LD:CD50 y de ACAP+LD:CD175 no afecté significativamente (p <
0,05) a ninguno de los indices calculados en cuanto a aprovechamiento nutritivo de la proteina
(Tabla). Por tanto, para justificarlo debemos indicar lo mismo que en los casos anteriores,
que en las condiciones experimentales proporcionadas, es decir, en animales jévenes de unos
183 g que ingieren dietas completas y correctas no se afectan ni la digestibilidad de la
proteina ni los indices indicativos de aprovechamiento nutritivo de la misma con la
administracién de ACAP, LD:CD en dos dosis distintas y con los dos firmacos
simultineamente.
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Se ha estudiado la interaccién de algunos farmacos dcido acetilsalicilico (ASA), de
acetaminofeno (ACAP) y levodopa (LD), a dosis terapéuticas, sobre la situacidn nutricional
de ratas "Wistar" en crecimiento y adultas jévenes. Los pardmetros determinados son, por
una parte, indicadores de la utilizacién nutritiva y metabdlica general de macronutrientes vy,
por otra, de la ruta metabdlica de transmetilacion-transulfuracién de la metionina.

En una primera parte, hemos estudiado la influencia que ASA y ACAP producen sobre
distintos pardmetros nutricionales y bioquimicos generales, en ratas adecuadamente nutridas.
Por otro lado, hemos estudiado el efecto de la administracion de ACAP sobre dichos
pardmetros nutricionales y bioquimicos generales en ratas cuando se les administra una dieta
deficiente en sulfoaminodcidos. En este apartado, hemos realizado también un estudio
histolégico de los higados de los lotes control y de los que consumieron ACAP con el fin de
analizar el grado de hepatotoxicidad del fAirmaco en nuestras condiciones y si se incrementa
por el efecto de la deficiencia dietética de metionina. En esta parte se han empleado cuatro
lotes de ratas a las que se les ha administrado ASA y ACAP mezclados con la dieta
consumida “ad libitum" durante seis semanas. Se han determinado los siguientes pardmetros:
peso corporal, ingesta sélida, peso del higado, nitrégeno fecal, grasa fecal y enzimas
transaminasas (GOT y GPT); 1o que nos han permitido el cdlculo de los siguientes indices:
Coeficiente de Eficacia Alimentaria (CEA), Indice Hepatosomdtico (IHS), Coeficiente de
Digestibilidad del Nitrégeno (CDN), Coeficiente de Eficacia Proteica para el Crecimiento
(CEP) y Coeficiente de Digestibilidad de la Grasa (CDG).

Una segunda parte, ha consistido en estudiar los efectos de la administracion de ASA
y ACAP sobre los niveles tisulares de dcido félico y otros componentes y metabolitos de la
ruta de transmetilacion-transulfuracion. Todo eilo con el fin de comprobar, si en condiciones
nutricionales adecuadas, el consumo de estos farmacos afecta al metabolismo de la metionina.
Con este fin, se han empleado cinco lotes de ratas, de los cuales dos han consumido firmaco
(ASA o ACAP) durante las cuatro semanas que duré la prueba y otros dos que se han
alimentado a la par con los anteriores y se utilizaron como controles. En esta fase, a
diferencia de la primera parte, se ha provocado que no existiesen diferencias significativas
en la ingesta entre los animales que consumieron firmaco y sus controles. Se han determinado
los siguientes parametros: peso corporal, peso del higado, concentracion de folatos en suero
e higado y distribucion hepdtica de los mismos y concentracidn en higado de S-
adenosilmetionina (SAM) y S-adenosilhomocisteina (SAH); lo que nos han permitido el
cdlculo de los siguientes indices: Coeficiente de Eficacia Alimentaria (CEA), Indice
Hepatosomatico {IHS), Coeficiente de Eficacia Proteica para el Crecimiento (CEP) y relacién
SAM/SAH.

Hemos continuado en esta linea con una tercera parte en la que se ha estudiado el
efecto de la administracion simultdnea de acetaminofeno y de levodopa (cuyo metabolismo
es dependiente de la ruta transmetilacié-transulfuracion) a distintas dosis, durante cuatro
semanas, sobre pardmetros nutricionales generales y sobre la utilizacién nutritiva de la
proteina, todo ello en seis lotes de ratas adultas jévenes. Los lotes fueron uno control
(alimentado a la par con los demds), tres lotes que consumieron un tnico farmaco (ACAP o
LD en dos dosis distintas) y dos lotes a los que se les administraron los dos conjuntamente
(ACAP y LD en dos dosis distintas). En esta tercera parte se han determinado los siguientes
pardmetros: peso corporal, nitrégeno ingerido, nitrégeno fecal, nitrégeno urinario; lo que nos
han permitido el cdlculo de los siguientes indices: Coeficiente de Eficacia Alimentaria (CEA),
Coeficiente de Digestibilidad del Nitrdgeno (CDN), Coeficiente de Eficacia Proteica para el
Crecimiento (CEP), Coeficiente de Utilizacidn Metabdlica del Nitrégeno (CUM) vy
Coeficiente de Utilizacién Nutritiva del Nitrégeno (CUN).
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Los resultados obtenidos nos han permitido extraer las siguientes conclusiones:

Acidg acetilsalicilico:

Primera conclusidn: La administracién de dcido acetilsalicilico en nuestras condiciones
experimentales, no modifica a nivel digestivo la absorcién de proteina y grasa. Sin embargo,
el farmaco interfiere con el crecimiento y la utilizacién metabolica de la proteina dietaria,
tanto cuando los animales comen "ad libitum", como cuando se les limita la ingesta. Este
efecto, es menos acusado cuanto mayor es la edad del animal.

Segunda conclusién: El consumo prolongado de 4cido acetilsalicilico, no altera las
reservas séricas y hepdticas de folato total. Este hecho, concuerda con que tampoco aparezcan
modificaciones en la distribucion de los folatos, ni en la elongacién de la cadena de residuos
de glutdmico, ni en el porcentaje de derivados segiin la estructura del anillo pteridinico, como
serian de esperar en el caso de observar una deficiencia de folatos en el organismo.

Tercera conclusién: Los niveles hepdticos de S-adenosilmetionina y S-
adenosilhomocisteina, moléculas indicadoras del ciclo de los compuestos monocarbonados,
no sufren modificaciones importantes con respecto a los valores control cuando se administrd
dcido acetilsalicilico, al igual que ocurre con la relacion SAM/SAH.

Cuarta conclusién: Pese al efecto observado sobre el crecimiento y la utilizacién
metabdlica de la proteina dietaria y las modificaciones en los pardmetros hepdticos
(transaminasas € Indice hepatosomdtico) inducidas por la administracion de 4cido
acetilsalicflico; no se afecta la ruta de transmetilacidn-transulfuracién de la metionina, ni en
cuanto a intermedios metabdlicos ni en cuanto al ciclo de los folatos. Por todo ello, parece
que los procesos de transmetilacion generales del organismo no estan comprometidos con el
consumo de dcido acetilsalicilico.

Acetaminofeno;

Quinta conclusién: El consumo de acetaminofeno y en nuestras condiciones
experimentales no interfiere a nivel digestivo con la absorcion de proteina y grasa. Sin
embargo, cuando a los animales en perfodo de crecimiento rdpido se alimentan a la par, si
afecta al crecimiento y la utilizacién metabdlica de la proteina dietaria. Cuando las ratas se
alimetan "ad libitum" o cuando son adultas jévenes, el posible incremento de los
requerimientos de metionina producido por el consumo del farmaco, no produce un efecto
apreciable sobre su metabolismo proteico.

Sexta conclusién: Los resultados histol6gicos obtenidos indican que €l acetaminofeno
en las condiciones estudiadas, produce un efecto generalizado en los hepatocitos de
vacuolizacién del citoplasma.

Séptima conclusién: La administracién prolongada de acetaminofeno no altera las
reservas hepdticas y séricas de folato total. Este hecho esta de acuerdo con que no aparezcan
modificaciones en la distribucién de los folatos, ni en la elongacién de la cadena de residuos
de glutdmico, ni en el porcentaje de derivados segiin la estructura del anillo pteridinico que
serian de esperar en el caso de observar una deficiencia de folatos en el organismo.
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Octava conclusion: Los niveles de S-adenosilmetionina y S-adenosilhomocisteina
hepdticos, intermedios metabdlicos de la ruta de transmetilacién-transulfuraciéon de la
metionina, y la relacion SAM/SAH no se modifican con respecto a los valores control cuando
se administra acetaminofeno.

Novena conclusion: Los efectos observados de la administracién de acetaminofeno en
nuestras condiciones experimentales, sobre el crecimiento y las histologia hepdtica, no afectan
a la ruta de transmetilacidon-transulfuracion de la metionina, ni en cuanto a intermediarios
metabolicos ni en cuanto al ciclo de los folatos. Por todo ello, parece que los procesos de
transmetilacion generales del organismo no estan comprometidos con el consumo de
acetaminofeno.

Décima conclusion: La administracion de acetaminofeno a animales que consumen una
dieta deficiente en metionina, no interfiere con la absorcién de la proteina y grasa, sin
embargo, en estas condiciones el retraso en el crecimiento y la reduccién de la utilizacion
metabdlica de la proteina y, se pronuncia drdsticamente si se compara con las ratas que
consumen el firmaco y una dieta equilibrada.

Undécima conclusién: Aunque, no se observan modificaciones significativas en los
indices hepiéticos estudiados, la deficiencia de metionina ejerce un efecto potenciador de la
hepatotoxicidad producida por la administracién de acetaminofeno en ratas, asi encontramos
en el higado de estos animales deficientes extensas zonas de necroticas.

Levodopa:

Duodécima conclusién: La administracién aisladamente o de forma conjunta con
acetaminofeno de levodopa/carbidopa, en dosis incluidas dentro del rango terapéutico, a ratas
aduitas jévenes y con un aporte éptimo de proteina dietética, no afecta ni a la utilizacidn
digestiva ni metabdlica de la proteina a pesar del posible efecto potenciador competitivo de
las vias de detoxificacidn de ambos firmacos.
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