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ABREVIATURAS

:

Aa = aminoácido
ACAP acetaminofenoo paracetamol
AIN-76 = AmericanInstituteof Nutrition (1977)
AH = análisishistológico
AINE = analgésicosantiinflamatoriosno esteroidicos
ASA ácidoacetilsalicílicoo aspirina
ATP = trifosfato de adenosina
BHT = butilhidroxitolueno
CD = carbidopa
CDG = coeficientede digestibilidadde la grasa
CDN coeficientede digestibilidaddel nitrógeno
CEA = coeficientede eficaciaalimentaria
CEP coeficientede eficaciaproteicaparael crecimiento
CI controlde ingesta
COMT catecol-orto-metiltransferasa
CP = control depeso
CUM = coeficientede utilización metabólicadel nitrógeno
CUN = coeficientede utilizaciónnutritiva del nitrógeno
DEP MET = deficienciaen metionina
FTP formiltetrahidrofolatos
GOT glutamatooxalacetatotransaminasa
GPT = glutamatopiruvato transaminasa
GSH = glutation reducido
GSSG glutationoxidado
fi homocisteina
H2F = dibidrofolato
H4F = tetrahidrofolato
HS = parámetroshepáticosy séricos
MT = hepatotoxicidad
185 índice hepatosomático
INF = interaccionesnutrientefármaco
LAAD = L-aminoácidoaromáticodecarboxilasa
LD levodopa
LDSO = levodopa]carbidopa50/5 mg/Kg pesocorporal
LD175 = levodopa/carbidopa175/17,5mg/Kg pesocorporal
MTF = metiltetrahidrofolatos
N = nitrógeno
NABQI N-acetilbenzoquinonaimina
PA = períodode adaptación
PAF = proteínade alta afinidad porel ácidofólico
PAPS = 3 ‘-fosfoadenosil-5-fosfosulfato
PB = períodode balance
PF = lote alimentadoa la par o “pair fed’
PH pesode hígadoy transaminasas
PteGlun = ácido pteroilglutámico+
5AM S-adenosilhomocisteína
5AM = 5-adenosilmetionina
THF = tetrahidrofolatossin sustituir
UDPG = uridin difosfo glucurónido

n
0 de restosde ácidoglutámico
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El estudiode las interaccionesdelos xenobióticosconmacroy micronutrientesesuna
de las áreasprioritarias de investigaciónde nuestro Departamento.Entre los xenobióticos
ocupanun lugar muy importantelos fármacos,sustancias,comosabemos,de incuestionable
eficacia y seguridaden la prevencióny el tratamientode la enfermedadcuyo consumo,a
vecesabusivo,es ya una realidadligadaal estilo de vida de nuestrasociedad.Sin embargo,
no sedebe olvidar que, pesea su utilidad, se trata generalmentede sustanciasextrañasa
nuestro organismo y ajenas a las principales rutas metabólicas relacionadascon la
biotransformaciónde los nutrientes.

El estudio de las interaccionesnutrientes-fármacos(INF) puedeabordarsedesde
diferentesperspectivas.Así, podemosconsiderarel efectode la dietasobrela farmacocinética
del principio activo del medicamentoo, a la inversa, la influencia de los fármacosen la
biodisponibilidadde los nutrientesde la dieta, influenciaquepuedeconstituir un problema
serio, sobre todo en el casode medicamentosde usocrónico. Sin embargo,frecuentemente
la interacciónes mutua, es decir, se planteaen términoscompetitivos entre fármaco y
nutriente.

Comoes sabido,la mayorpartedela informacióndisponiblesobreel temade las INF
se refiere a puntos concretosdel efecto de la dieta sobre la actuación del fármaco: el
momentomásadecuadode administración(anteso despuésde las comidas),la inducción o
potenciaciónde efectossecundarios,etc. Por el contrario, la información es mucho más
escasa cuando consideramosla interacción desde el punto de vista opuesto, aunque
complementario:el efectodel fármacosobrela utilizaciónnutritivade la dieta;actuaciónque,
sobretodo en tratamientosprolongados,puedeoriginar situacionesdedesnutrición,y asu vez
puedenalterar la farmacocinéticadel medicamento,lo que seda el desencadenantede la
situaciónde déficit nutricional.

El trabajo realizadoen estaTesis se centraen el ámbito de los efectosde algunos
fáfmacossobrela bioutilizaciónde los nutrientes,específicamenteen tratamientoscrónicos,
áreade investigaciónque, comoya hemosdicho, seencuentrarelativamentepocoestudiada.
Además,no se disponenen la mayoríade los paísesde bancosde datossobre estafacetade
las INF, que facilitaríanal personalsanitariola laborde evitar susconsecuenciasnegativas
sobre el estadonutricional de los pacientesya que, aunqueen algunasocasioneslas INF
puedenserpositivas,en la mayoríade los casosy contandocon los datosexperimentalesde
quesedispone,no sueleser así.

Segúnnumerosasrevisiones(SWEDISH DRUG STATISTIC, 1987, EGOEN, A.E.
1993), entrelos fármacosquemás comúnmentese utilizan, tantopor prescripciónmédica
comopor automedicación(MENARD, G. y col. 1993), en todos los estratosdepoblaciónse
encuentranlos analgésicosantiinflamatoriosno esteoldicos(AINE) y dentro de estegrupo,
destacanla aspirinao ácido acetilsalicílico(QUENEAU, P. y col, 1984) y el paracetamolo
acetaminofeno(NOYELLE, R.M. y col. 1987).Por estemotivo, en el año 1986se comenzó
en nuestroDepartamentoun proyectocuyo propósitoerael estudiodel consumocrónicode
acetaminofenosobrela utilizaciónnutritiva de la dietaen generaly de la utilizacióndigestiva
y metabólicade la proteínay de la grasaen particular, todo ello con distintoscontenidos
proteicosen la dieta. Estosestudioshan dado lugar a la realizaciónde una TesisDoctoral
(VARELA-MOREIRAS, G, 1989), así como a varias publicaciones nacionales e
internacionales(VARELA-MOREIRAS, G. y col. 1988; 1990a; 199Gb; 1991a). Los
resultadosobtenidosnosanimarona extendernuestroestudioal ácido acetilsalicílico,además
del acetaminofeno,parateneruna ideade la acción decadauno de estosfármacossobre la
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dieta, entreotrascosas,por si sepuedehablarde un efectoglobalde los AINE en el estado
nutricional del individuo.

Nuestro trabajo ha consistido,básicamente,en estudiarlos efectosqueejercen la
administracióncrónicadeácido acetilsalicflicoy de acetaminofenoadosisterapéuticas,sobre
diversos parámetrosindicadoresdel estadonutritivo en ratas, tanto bien nutridascomo
sometidasaalgunassituacionesdedesnutriciónexperimental.El estudioseha orientadohacia
la proteínay muy especialmentea un aminoácido:la metionina,por el papelquedesempeña
estenutrientey susmetabolitosen los procesosde detoxificaciónde xenobióticosen general
y concretamentedel acetaminofenoal ser precursor de glutation (SMITH, C . V. y
MITCHELL, J.R. 1989; MEISTER, A. 198%). Además,comoes sabido, el metabolismo
de la metioniria y del ácido fólico están profundamenterelacionadosen la ruta metabólica
denominadade transmetilación-transulfuración(STIPANUK, M.H., 1986) y existen datos
bibliográficos, aunqueno definitivos, de la interaccióndel ácido acetilsalicfiico con los
niveles de ácido fálico en el organismo(LAWRENCE, V.A. y col. 1984; HOPPNER,K. y
LAMPI, B. 1986). La mayor partede estos estudiosse han realizadoen humanosy están
enfocadosexclusivamentea nivelesséricosdefolatossiendoescasala bibliografíaen relación
con los nivelesde folatosen otros tejidos,comoel hígado.Por lo tanto, entrelos parámetros
quehemosdeterminadose encuentranlos indicadoresde la utilizaciónnutritiva y metabólica
generalde los macronutrientesy los relativosal metabolismode la metioninay los folatos.
Además, y debido al efecto hepatotóxicodel acetaminofeno,hemosrealizado un estudio
histológico del hfgado de los animalestratados con este fármacopara comprobarsi esta
toxicidad varia en función del nivel de metioninaen la dieta.

El problema de las INF se puede acentuaren aquellaspersonascon medicación
múltiple, al concurrirdiversaspatologías,tal como ocurrefrecuentementeen laspersonasde
edadavanzada(WELLING, P.G. 1985). La posibilidadde queseproduzcaninteracciones
aumentacon la administraciónde dos o más fármacosen consumoconcomitante.Además,
si seprodujeseun efectonegativode ambosxenobióticossobre un nutrientedeterminado,el
resultadofinal podríaser aditivo solamente,perotambiénpudierasermayorquela sumade
los efec;osde la interacciónde cadafármacoindependientemente.En este sentido, faltan
estudiosepidemiológicosquetratenel temade las INF y tambiénhay falta de investigación
básicasobre los mecanismospor los que los fármacosy nutrientesinteraccionan.

En esta Tesis, habida cuenta de que el acetaminofenoademás de producir
hepatotoxicidadvíanecesidadesde metionina(PRICE,V.F. y JOLLOW, D.J. 1989) puede
reducirla utilizaciónnutritivadel nitrógeno(VARELA-MOREIRAS, O. y col. 199la), hemos
queridointegrarotro factor negativosobreesteaprovechamientonutritivode la proteína.Este
factor fue la administraciónconjuntade levodopaa distintasdosisy deacetaminofeno,ya que
ambosfármacosson de primera elecciónpor su gran utilidad. Esto seha realizadoen base
a la bibliografíarevisadade la quehemosobtenidodatossobrela interacciónde la levodopa
tanto a nivel de competenciapor los transportadoresde membranacon los aminoácidos
(PEARCE,L.A. y WATERBURY, L.D. 1974),comoanivel del metabolismode la levodopa
con la metionina y la 8-adenosilmetionina(SURTEES, R. y HYLAND, K. 1990;
CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER,L.S. 1991) y, por tanto, con ¡a ruta transmetilación-
transulfuración.A estohay queañadirel hecho prácticode queson muchaslas personas,
fundamentalmentede edadavanzada,quepadecenParkinsony presentanun estadonutritivo
deficiente,queconsumende forma crónicaanalgésicosy levodopa.Estasituaciónnutricional
pareceestarcausada,de una parte,por la enfermedad“per se” que produceun aumentodel
gastoenergético,y deotra, por factoressocialesquellevanaunareducciónde la ingesta,por
las dificultadesque les suponeel comprary prepararselos alimentos.Además,los médicos
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recomiendanuna reducciónde la ingestaproteicapara maximizarla eficaciadel tratamiento
(MARKUS, 11.5. y col. 1993), finalmentequisimosaveriguarsi su mainutrición tambiénse
debeal consumode levodopay si el acetaminofenopodríaacentuaría.

Con todo esto, hemosintentadoreproducirsituacionesde tratamientosimilaresa las
reales,es decir, por un lado administraciónde los fármacosen tratamientocrónico y por
otro, administracióncombinadade levodopa/carbidopaconacetaminofenoen las proporciones
y dosificación empleadasactualmenteen terapéutica,y estudiar si en unas condiciones
nutricionalesóptimaslos fármacosafectanal aprovechamientonutritivo y metabólicode la
proteínay metionina.
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2.1.- LA METIONINA COMO NUTRIENTE

.

2.1.1. Característicasquímicas

.

La nietioninaes un sulfoaminoácidono polaralifático y neutro (LEHNINGER, A.L.
1985a;MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987). Como el restode los aminoácidoses anfótero
(en función del pH del medio sepuedecomportarcomo un ácido o comounabase)y posee
actividad óptica por la presenciade un C asimétrico de modo que los hidrolizados de
proteínaspresentesen tejidos animalesy vegetalessólo apareceel isómeroL (CHEFTEL,
J.C. y col. 1989).

FORMULA QUíMICA:

CH3-S-CH2-CH2-CH-COOH

NW

La metioninaes un aminoácidopresenteen las proteínasde lascélulasdel organismo
y esencialtanto parael hombre(HAUSPIE, C.S. y col. 1987) comopara la rata (McCOY,
R.H. 1949), lo queimplicaquees imprescindibleparala síntesisproteicade estosorganismos
puesno puedensintetizarel esqueletocarbonadode la metioninaapartir deotrosprecursores
de carbonoy nitrógeno(MUN?RO, H.N. y CRIM, M.C. 1987).

2.1.2. Absorción,transportey metabolismo

.

La principal fuente de metioninapara el organismoes la proteínacontenidaen la
dieta. Una vez ingerida la proteína actúan los enzimas proteolíticos en el tracto
gastrointestinal;primero, intervienela pepsinapresenteen el jugo gástrico y después,las
proteasassegregadaspor el páncreas(tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasasA y B,
elastasa)y por las célulasdela mucosaintestinal(aminopeptidasas,dipeptidasas)(CHEFTEL,
J.C. y col. 1989).Despuésdeesteprocesode digestiónproteicaseobtienencomoproductos
finales, aminoácidoslibres, o bien, péptidospequeñosque han de ser absorbidospor las
célulasde la mucosaintestinal (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1988).

Numerososestudios(SCHULTZ, H.N. y CURRAN, M.C. 1970) indican que el
transponede aminoácidos libres al interior de la mucosa imp]ica la existencia de
transportadoresque requierengasto de energía y son específicospara los aminoácidos
neutros,ácidos o básicos. De hecho, se conocenal menoscinco proteínasde transpone
distintassituadasen la membranadel enterocitoa las que se unen los aminoácidosy son
arrastradoshacia el interior mediantetransporteactivo (GUYTON, A.C. 1992). Estos
mecanismosde absorcióntienenunaafinidad muchomayorparatransportarL-esteroisómeros
de aminoácidosqueD-esteroisómeros(SHINDO, H. y col. 1977; GUYTON, A.C. 1988).

Los aminoácidosesenciales,y por tanto la metionina,presentanmenoresdificultades
para su absorciónque los no esenciales(SANCHEZ BARCO, M.J. 1990), siendodicha
velocidadde absorcióndistinta para cadatipo; la metionína,junto con los aminoácidosde
cadenaramificada, son los másrápidamenteabsorbidos(LINDER, M.C. 1988a).

También se ha comprobadola absorción de péptidos pequeños(KIM, Y.S. y
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FREEMAN, H.J. 1977), fundamentalmenteen forma de dipéptidos,por la presenciade
hidrolasasen el bordevelloso y el citosol de las célulasmucosas;el péptidoentraen la célula
y allí sufre la división a aminoácidoslibres los cualespasana la circulación portal en
dirección al hígado. También se sabe que los dipéptidos que se absorben utilizan un
transportadorespecífico(LINDER, M.C. 1988a).Los mecanismosde captaciónde péptidos
son diferentesa los de captaciónde aminoácidospor lo que no existe competenciaentre
ambos(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1988).

Estas proteínas transportadoraspueden modificar su actividad por distintos
mecanismos,así, por ejemplo, una reducción agudade la ingestadietética estimula la
absorciónde metioninalibre pero no tieneun efectosignificativo sobreel péptido metionil-
metionina (LIS, M.T y col, 1972) y el mismo efecto lo ejerce una dieta con elevado
contenidoen metionina(MATI’HEWS, D.M. 1975).

Losaminoácidoslibresprocedentesdel tubodigestivopasanala víaportal y en menor
medidaa la circulacióngeneral,dondese mezclancon otrosaminoácidosprocedentesde los
tejidos y se dirigen al hígado (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987). Los diferentes
aminoácidosse transportanpor el plasmade diferentesformas, concretamentela metionina
unidaa la albúminaplasmática(LINDER, M.C. 1988a).

Los distintos tipos de mecanismos de transporte aminoacídicos celulares
(CHRISTENSEN,H.N., 1964) secaracterizanesencialmentepor la estereoespecificidadque
presentany la capacidadde saturaciónmostrandoafinidad por unosaminoácidosu otrosen
función de característicasquímicascomo aromaticidad,peso molecular y cadenalatera]
(OLDERDORF, W.H. y SZABO; J. 1976).

Numerosostrabajoshan permitido la descripciónde grannúmerode transportadores
aminoacídicos:los pionerosen estecampofueronOXENDER, D. y CHRJSTENSEN,H.N.
en 1963 que, basadosen procesosde competición,identificaron dassistemasde transporte
(sistemaA y L) para aminoácidosneutros en células Ehrlich tumoralesde ratón. Los
aminoácidosneutrosnormalmenteson transportadospor más de un sistema(COLLARINI,
E.J. y OXENDER, DL. 1987). Algunos de los sistemasde transporteconocidospara
aminoácidosneutrosen tejidos y células de los animalessuperioresson los siguientes:

- SistemasNa~ dependientes:
SistemaA: Seencuentraen unaampliavariedadde células(CHRISTENSEN,H.N.

1982) y estáreguladopor la disponibilidadde aminoácidosy de hormonas(COLLARINI,
E.J. y OXENDER, DL. 1987). Lo utilizan la mayoría de los aminoácidosdipolares
(CHRJSTENSEN,H.N. 1990) aunquetransportafundamentalmenteaminoácidosde cadena
corta, polaresy lineales(COLLARINI, E.J. y OXENDER, D.L. 1987). Su actividad seve
reducidaa un pH extracelularbajo (OXENDER, D.L. y CHRISTENSEN,H.N. 1963) y está
sometidoal fenómenocinéticode transinhibiciónqueconsisteen quela presenciade substrato
intracelularreducela velocidadde transportede los aminoácidos(CHRISTENSEN,H.N.
1975).

SistemaASC: También fue localizado en las células de Ehrlich y se encargade
transportaraminoácidosde hasta5 átomosde carbonoy prolinas (CHRISTENSEN,H.N.
1990).

Sistema N: Se encuentra en hepatocitos y esta sujeto a regulación por la
biodisponibilidadde aminoácidos(KILBERG, M.S. y col. 1980). Su denominaciónindica la
presenciade nitrógenoen la cadena,secreeexclusivo de hepatocitospuestoqueno se ha
caracterizadoen otros tipos de células(KILBERG, M .S. 1982).
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- SistemasNa~ independientes:
- SistemaL: En el mismo trabajode OXENDER, D.L. y CHRISTENSEN, H.N. en

1963 anteriormentemencionadolocalizaron y describieroneste sistematransportador.Se
encuentra en una amplia variedad de células (GUIDOTTI, G.G. y col. 1978;
CHRISTENSEN, H.N. 1982). Presentapreferenciapor aminoácidosapolaresde cadena
ramificada(CHRISTENSEN,H.N. 1982). Su actividadtransportadoraseve reguladapor la
disponibilidadde aminoácidos(SHOTWELL, M.A. y col. 1982) y secreeque tambiénpor
el gradientede protones(MITSUMOTO, Y. y col. 1986).Seve sometidoatransestimulación
(COLLARINI, E.J. y OXENDER, D.L. 1987).

SistemaL1..x12: Fue localizadoen hepatocitosde rata (WEISSBACH y col. 1982).
Para ejercer su actividad prefiere aminoácidos de cadenas apolares y ramificadas
(CHRISTENSEN, H.N., 1982). E2 es un sistemade baja afinidad y elevadacapacidad
opuestamentea L1 (COLLARINI y OXENDER 1987). Así, E1 pareceque sirve para
transportarun mayor numerode substratosque L2 (WEISSBACH y col. 1982).

Los transportadoresde aminoácidosneutros ejercen su acción con: fenilalanina,
leucina, tirosina, isoleucina,metionina, triptófano, valina, DOPA (dihidroxifenilalanina>y
cisteina (OLDERDORF, W.H. y SZABO, J. 1976). La metionina se transporta
principalmentepor el sistemaL y en partepor el sistemaA. En los hepatocitosde rata se
transportabifásicamentepor los sistemasE1 y L2 (TANIGUCHI, M. y col. 1989).

El carácterproteico de los transportadores(WHITI7AM, R. y WHEELER, K.D.
1970) seconfirmaen el descensodela actividadtransportadoraque seobservaal trabajarcon
inhibidoresde la síntesisproteica(GUIDOTTI, G.G. y col. 1974).

En teoría, un aminoácido que no es transportado activamentealcanzará una
concentraciónde equilibrio en el fluido intracelular igual al extracelular,sin embargo,la
mayoría de los aminoácidostienen razonesde distribución mayores a 1. Esto puede
producirse por la síntesis intracelular de aminoácidos,que mantieneuna concentración
elevada,bien por degradaciónproteicaen la célulao, probablemente,la causaesquepocos
aminoácidosson transportadossólopor un sistema.OXENDER y CHRISTENSENen 1963
señalanque esto daría una importancia inusual a los niveles de aminoácidoscomo la
metionina que divide su actividad entre los sistemasA y L y podría así explicar la
sensibilidadde la rata a elevadosniveles de metionina dietarios (HARPER, A.E. y col.
1970).

Cadaaminoácidopuedesalir de la célulagraciasa los mismossistemas,aunquela
intervenciónde éstos en el transportepuede ser diferente en la salida y en la entrada
(BATTISTIN, E. y col. 1972).La principal diferenciasepiensaqueresideen las afinidades
de.cadatransportadorpor los aminoácidosdecadaladodela membrana,siendomayorla 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)explicanqueestos sistemasde transpone
de aminoácidosneutrosseencuentranen las membranasluminal y antiluminalde loscapilares
cerebralesde los vertebradosy jueganun papel fundamentalen el metabolismocerebralde
aminoácidosy vías metabólicasrelacionadascon la neurotransmisión(Ej. conversión de
metioninaen 5-Adenosilmetionina)puestoqueseestablecenmecanismosdecompeticiónentre
los aminoácidospor el sitio de unión del transportadoren la barrerahematoencefálica.Así,
una alteración en las concentracionesde aminoácidosplasmáticospuede alterar el perfil
aminoacídicocerebralpues en estos transportadoresde aminoácidosneutros se producen
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movimientosbidireccionalesentre los compartimentossanguíneoy cerebral.

Los aminoácidos,desdela circulaciónportal, pasanal hígadoqueesel órganomás
importantedesdeel punto de vistade transformaciónquímicay (junto con el músculo)de
degradaciónde excesode aminoácidos (LINDER, M.C. 1988a). A partir del pool de
aminoácidoslibresen el plasmaestossetransportantambiéna otrosdestinoscomomúsculo,
riñón, páncreas,cerebro, células epiteliales y otros tejidos periféricos (LINDER, M.C.
1988a).

Los procesosmetabólicoshepáticosson muy sensiblesal torrentede aminoácidosque
penetraen la víscera;así, despuésde ingerir unadieta con elevadocontenidoproteico se
produceunaactivaciónde procesossintéticos,mientrasquela velocidadde síntesisse reduce
cuandodisminuyeel flujo de aminoácidosqueentraen el hígado(entrecomidas,durantela
noche,etc> (LINDER, M.C. 1988a>.

Las proteínas corporales se degradan continuamenteen aminoácidos in situ
(catabolismo)y por consiguiente deben volver a sintetizarseen cantidadesapropiadas
(anabolismo),este “turnover” (renovacióndinámica)es máso menosrápido en función del
tejido (CHEFTEL,J.C. y col. 1989).Los aminoácidosestánsujetosa unaseriedereacciones
metabólicasquerepresentanuna complejaserie de pasosencadenadosquese muestrande
forma esquemáticaen la Figura 1. y se puedenagruparcomoindicamosa continuación:

Anabolismo

:

- Síntesisde proteínas:En el estadonormalo establela síntesisy la degradaciónde
proteínasson iguales(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987).

Proteínashisticas (MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987).
Proteínasplasmáticas:Cercade un terciode los aminoácidosque senecesitaningerir

diariamentecon la dieta se utilizan para la síntesis hepáticade proteínasplasmáticas
(LINDER, M.C. 1988a).La síntesisde albúminaesespecialmentesensiblea la entradade
aminoácidosen el hígado(CLIFFORD, A.J. 1980).

Hormonasproteicas,secrecionesproteicasy péptidos(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C.
1987).

- Síntesisde aminoácidosno esenciales:Se forman en el organismoa partir de
precursorescomo la glucosay usandogrupos aminos derivados de otros aminoácidos
(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987).

- Síntesisde compuestosnitrogenadosno proteicos: Estos compuestosson bases
púricasy pirimidínicas, creatinay adrenalina,cuya degradaciónconlíeva la formación de
ácido úrico, creatininay ácidovanilmandélicorespectivamente(MUNRO, H.N. y CRIM,
M.C. 1987). La síntesisde ácidos nucleicos es especialmentesensible a la entrada de
aminoácidosen el hígado(CLIFFORD, A.J. 1980).

- Funcionesespecíficasde cadaaminoácidos(MUNRO, H.N. y CRiIM, M.C. 1987).

En el organismo,los aminoácidosse puedenencontrarde forma libre y en forma de
proteínas(LINDER, M.C. 1988a).La concentraciónde aminoácidosligadosa proteínasen
los tejidosvienea serpor términomedio2M, mientrasque el depósitodeaminoácidoslibres
es de alrededorde 0,OlM (CHRISTENSEN,H.N. 1964). Muchostrabajosrealizadosen
hígado, músculoy plasniade ratasconfirmanque la concentraciónde aminoácidosen los
tejidos es mayorque la del plasma(LUNN, P.G. y col. 1976).
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Figura 1.- Caracteristicas generales dei metabolismo proteico de los mamíferos
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quedaasegundopor la proteínaingeriday la proteínacorporalcatabolizada(CHEFTEL, J.C.
y col. 1989).

La mayorpartede las proteínasplasmáticassehidrolizanen el hígado.Sin embargo,
no es asíen el casode la albúminapuestoque no se puededecir que en un órganoaislado
determinadotenga lugar el metabolismode la albúmina(WALDMANN, T.A. 1977). Se
piensaque, apartede susfuncionesfisiológicasespecíficas,funcionaen cierta manera,como
unaestructuraalmacenadorade aminoácidosy comovehículode transportede los mismos
a tejidosperiféricosparacompensarlas pérdidasdiarias(LINDER, M.C. 1988a).El glutation
es un tripéptidoque tambiénpuedeconsiderarsecomodepósitoy vehkulode aminoácidos
(LINDER, M.C. 1988a>.De todasformas, la masamuscularesqueléticarepresentala mayor
reservaproteicacorporal y a partir de la cual el organismo puede teneraminoácidosen
tiempode necesidad(LINDER, M.C. 1988a).

Catabolismo

:

El catabolismoseverifica fundamentalmenteanivel intracelularconcretamenteen los
orgánuloslisosomalesdondeactúanlas catepsinas(proteasas)(CHEFTEL,J.C. y col. 1989).
Despuésde una comida rica en proteínaslos aminoácidosllegan al hígado sobre los que
actúanlos enzimasde degradaciónconstituidapor transaminacióny desaminaciónoxidativa.

Debidoal catabolismode las proteínashísticaslos aminoácidosconstituyentesde las
mismasvuelvenal depósitodeaminoácidoslibres pudiendoser reutilizados(MUNRO, H.N.
y CRIM, M.C. 1987).

Los aminoácidos libres presentesen exceso pueden utilizarse como material
combustible(LINDER, M.C. 1988a) lo queconlíevala pérdidadel esqueletocarbonadoen
forma de CO2 o quedaa su disposiciónen forma de glucógeno(aminoácidosglucogénicos)
o grasa(aminoácidoscetogénicos),mientrasque el nitrógenoeseliminadoen forma de urea
(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987) y el átomode azufreseexcretacomo ión sulfato.

Los productosfinales del metabolismodel nitrógeno(urea,amoniaco,ácido úrico y
creatinina)seexcretanpor la orina(LINDER, M.C. 1988a), mientrasque las sustanciasde
la dietaqueno llegana absorberseo las proteínassecretadasa la luz intestinalson eliminadas
por las heces.Por otro lado,algunassustanciasnitrogenadasseeliminanpor la piel, tantoen
forma denitrógenosolublecomoen célulasepitelialesdescamadas.Por últimoexistenalgunas
víasmenoresde eliminaciónde nitrógenocomosecreciónnasal,caídadel cabello,entreotras
(MUNRO, H.N. y CRIM, M.C. 1987). También pequeñascantidadesde aminoácidosse
pierdendiariamentevía urinaria (LINDER, M.C. 1988a).

2.1.3. Necesidadese in2estasrecomendadas

.

En las ratas,segúnel datoque nos indica MUNRO, H.N. (1970), los requerimientos
diarios de metionína son 350 gmoles por 100 g de peso corporal, y el NATIONAL
RESEARCHCOUNCIL de EEUU (1978)indicaquelos requerimientosde sulfoaminoácidos
totalesson el 0,6% de la dieta ingeridade los cualesel 50% debesermetionina.

Las necesidadesde aminoácidosesencialesse basanfundamentalmenteen estudios
sobre balancede nitrógeno, y es de destacarque en los trabajospublicadosa partir de este
método aparecenimportantesvariacionesincluso dentro de un mismo estudio(MUNRO,
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H.N. y CRIM, M.C. 1987), lo que hacedifícil establecerlos requerimientosmínimosde
metionina parael mantenimientodel balancede nitrógenoen la población (YOUNG, V.R.
y col. 1991).

En las Tablas la y lb.- se muestranlos datosexistentesde necesidadesmediasde
metionina realizada a partir de varios trabajos de investigación y de las revisionesde
MUNRO, H.N. (1972) y del NATIONAL RESEARCHCOUNCIL (1991).

Tabla la.- Necesidadesmediasde metioninaen mg por Kg de pesocorporaly por día
en sereshumanosde diferenteedady sexoMIJNRO, H.N. (1972).

Metionina Necesidadmedia

Edad Autor mg/Kg por día

Lactante
Niños 10-12 años

Varón adulto
Varón adulto
Mujer adulta

HOLT y SNYDERMAN (1967)
NAKAGAWA y col. (1964)

MUNRO (1972)
INOUE y col. (1983)

HEGSTED (1963)

50
27
14
11
13

Tabla lb.- Necesidades medias de metionina + cisteinaen mg por Kg de peso corporal
y por día en seres humanosde diferente edadNATIONAL RESEARCHCOUNCIL
(1991).

Metionina + Cisteina Necesidadmedia

Edad mg/Kg por día

Lactantes
Niños (—2 años)
Niños (— 10 años)

Adultos

58

27

22

13

En 1985 la FAO/WHO/UNU propusoque 13 mg de metioninapor Kg y día son los
requerimientosmáximosparamantenerdurantelargo tiempoun adecuadoestatusnutricional
proteicoen hombresadultosjóvenesy sanos.YOUNG, V.R. y sus colaboradores(1991) se
cuestionaronestedatopuestoque los aminoácidossulfuradospuedenser limitantesen algunas
dietas(FAO/WHO/UNIJ, 1985) y realizaronun trabajoen el quepor los resultadosobtenidos
concluyenen que probablementelos requerimientosde metionina sean superioresde los
recomendadospor FAO/WHO/UNU en 1985.

Expresadospor Kg de peso, los requerimientosde proteína y de cadaaminoácido
esencialdecrecenprogresivamenteconformeaumentala edad.Sin embargo,estedescenso
en mucho másacusadoen el caso de los aminoácidosesencialesque en el de las proteínas
totales. De modo que la proporción de las necesidadesproteicas representadaspor los
aminoácidosesencialesdesciendedesdeel 43% en los lactantesal 36% en niños mayoresy
al 19 6 20% en adultos (MUNRO, fiN, y CRIM, M.C. 1988). La ingestaproteicadebe
cubrir las necesidadesrequeridaspara el equilibrio de nitrógeno y para el crecimiento
(FAO/WHO¡UNU, 1985). El descensode los requerimientosde proteínaparael crecimiento,
quese hacecero en el adulto, exceptoen el embarazoy la lactancia,es el responsablede la
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reduccióndel requerimientoproteico con la edad, ya que el componentemantenimiento
disminuyesolo ligeramenteen aquella(MILLWARD, D.J. y RIVERS, J.P. 1988).

Conviene señalar que debido a la existencia de sistemas enzimáticos y rutas
metabólicasespecíficasgranpartede los requerimientosde metioninapuedensustituirsepor
cisteinao cistina (LINIDER, M.C. 1988a). Por otro lado, las necesidadesde aminoácidos
azufradósestáninfluenciadasno sólopor las cantidadesde metionina,cisteinaingeridassino
tambiénpor las de colina y sulfatoinorgánico:así MICHELS, F.C. y SMITH, J.T. (1965)
advienenquelas necesidadesde aminoácidosazufradosen las ratasjóvenespuedenverse
incrementadassi no seaportasuficientesulfato inorgánico.

El nivel de metioninaen la dietaes de gran importanciapuestantoel déficit comoel
excesodan lugar a procesospatológicos.El excesode metioninapresentatoxicidad que se
manifiesta principalmenteen un efecto depresordel crecimiento (EDMONDS, M.S. y
BAKER, D.H. 1987). En cuantoa las consecuenciasdel déficit se trataránampliamenteen
el apartado3.
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2.2.- ALGUNAS FUNCIONES DE LA METIONiNA EN EL METABOLISMO
CELULAR

.

2.2.1.Rutade transmetilación-transulfuración

.

- Una vez en el interior celular,ademásde la síntesisde proteínay de la producción
de energía,la metionina tiene las siguientes funciones: es donador de grupos metilo en
muchosprocesossintéticos(MUDD, S.H. y POOLE, J.R. 1975), esprecursorade cisteina
(LINDER, M.C. 1988a)y además,es el aminoácidoiniciador de la síntesisde proteínaque
respondeal codón de iniciación AUG del ARN mensajero(LEHNINGER, A.L. 1985b).

La degradaciónde la metioninaen la rata severifica en el hígado (MUNRO, H.N.
y CRIM, M.C. 1987), aunquese cree que otros tejidos también pueden tenerun papel
significativoen el metabolismode la metionina, aunqueexactamenteel papelquedesempeñan
los distintostejidos en estemetabolismoin vivo no estabienestablecido(STIPANUK, M.H.
1986).

El primer paso en esta ruta metabólica de la metionina es la formación de un
compuestocon un grupo metil-sulfoniode alta energíallamado5-adenosilmetionina(SAM)
(Figura 2) (LEHNINGER, A.L. 1985c). El enzimametil-adenosil-transferasacataliza la
formaciónde SAM por transferenciade un grupo adenosildel trifosfatode adenosina(ATP)
al átomodeazufrede la metionina.En el hígadodela rata sehanidentificadotres isoenzimas
(1, II y III) de la metil-adenosil-transferasa(SULLIVAN, D.M. y HOFFMAN, J.L. 1983).
Esteprimer pasoes comúnen las dos rutas metabólicasde la metionina, la transmetilación-
transulfuracióny la síntesis de poliaminas, y la SAM es el donador de metilos en las
reaccionesde transmetilacióny el donadorde aminopropilosen la síntesisde poliaminas
(STIPANUK, M.H. 1986). Por tanto, la metioninaes el principal nutriente envueltoen los
procesosde metilación.

Mediantela ruta de transmetilación-transulfuraciónmostradaen la Figura 2, después
de la formaciónde SAM, éstadonaun grupo metiloa átomosde nitrógeno,oxigenoy azufre
de elevadonúmerode biocompuestosgraciasala metiltransferasacorrespondientey seforma
como coproducto de transmetilaciónS-adenosilhomocisteina(SAH) (STIPANUK, M.H.
1986). La SAH por hidrólisisy la acciónde la adenosilhomocisteinasaliberaadenosinay pasa
a homocisteina (LEHNINGER, A.L. 1985c). La homocisteinapuede ser remetiladaa
metionina,pasoen el que intervienenel metiltetrahidrofolato(Metil-H4F) y la betainay se
forman respectivamentetetrahidrofolato(H4F) y dimetilglicina (STIPANUK, M.H. 1986),
o bien,condensadacon sernapor la accióncatalíticade la cistationina-¡3-sintasaparaformar
cistationina, este compuestocon la cistationina-y-liasalibera cisteina, amoniaco y a-
oxobutirato (LEHNINGER, A.L. 1985c). Esta vía metabólicapuede continuar hacia la
formaciónde succinil-CoAo ruta del succinatoconstituyendola degradaciónoxidativade la
metionina.

Esta ruta metabólicaselleva a caboen el hígado,intestino, páncreas,riñón, tejido
adiposoy cerebro(FINKELSTEIN, J.D. 1989), aunquees en el hígado dondemás se ha
estudiadoya queen él se encuentrantodos los enzimasimplicados.

La metioninaademásde esteprocesosigueotrasvíasde metabolizacióncomola ruta
de transaminacióny fue BENEVENGA, N.J. 1984 quien propusoque la metionina era
metabolizadapor un vía alternativaque conlíeva su transaminacióncomoprimer pasoa a-
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Figura 2.- Ruta de la transmetilación - transulfuracián

Aceptor de Metilo
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Clstatlonlna-y-Ilasa

ceto->y-metiolbutiratoqueesunaruta
no estabien establecido.

independientede la formaciónde SAM y cuyo papelaún

Ademásse conoceotra ruta de metabolizaciónde la metioninallamada ruta de las
noliaminas. Esta vía metabólica conlíeva la descarboxilaciónde la SAM por la 5AM
decarboxilasapara formar SAM decarboxiladaquereaccionacon la putrescina,compuesto
que esta formado a partir de la omitina por la acción de la ornitina decarboxilasa
(STIPANUK, M.H. 1986).

La reacciónda lugara la formación de espermidinay esperminapor la transferencia
catalítica del grupo aminopropilo por la espermidina sintasa y espermina sintasa
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respectivamente desde la SAM
decarboxiladaa la putrescina(PEGG.
A.E. y col. 1981). Se libera así 5’-
metiltioadenosinacuyo grupo metilo y
sulfuro se puede reincorporar a la
metionina y la adenina a los
adeninnucleotidos (SCHLENK, F.
1983). La ruta de las poliaminas se
muestraen la Figura3.

Estaruta es importanteparala
síntesisde esperminay espermidinay
posiblemente de otros metiltio-
compuestos.La importanciade estos
compuestosen la fisiología celularaún
no esta bien establecidapero se sabe
que son esencialesparael crecimiento
normalde la célula (TABOR, C.W. y
TABOR, H. 1984).

Se puede decir que el
catabolismodel grupo metilo y del
átomo de azufre de la metionina
parece depender de la ruta de
transmetilación-transulfuración,yaque
la 5 ‘-metiltioadenosina es
eficientementerecicladaa metionina.

Cetoáddo

Aminoácido

aceto-y-metiolbutirato

½
5-Metihioribosa-
1-fosfato

Adenina

ES
8-Adenosilmetionina

S-Adenosilmet¡onina

descarboxilada

Putrescina o
Espermidina

Espermidina
o Espermina

2.2.1.1. Acido félico.

El ácido fólico (del latín folium,
espinacay estáprincipalmentedistribuido

hoja), se encontró primeramenteen las hojas de
en losvegetalesde hojaverde(LEHNINGER, A.L.

1985d).Estecompuestoes
unavitamina hidrosoluble
y la estructurabasede un
grupo de micronutrientes
orgánicos cuyo nombre
genérico es folato,
folacina o ácido pteroil-
glutámico (GREGORY
III, J.F. 1989).

Tanto el ácido
fólico como los distintos
folatos presentan una
estructura química que
esta formada por tres
sillares característicos
(Figura. 4):

Figura 3.- Ruta de las poilaminas.

5-Metlltloadenosina

STIPANUK, MM. (1986>

Figura 4. Estructura química del ácido fálico.

OH
PU ~CH—NH—K~ OO—NH—CH---CH—CH—--COOH

2 2<1 COOH
H2N >14 N

2-Amino-4-Hidroxi- Acido p-amino- Acudo giutínilco
6-medipteridina benzoico

-w

Acido pteroicc

______ II

Mido pteroilglutám¡co (ácida fálico)
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1) unapteridinasustituida,queen el ácidofálico correspondea la 6-metilpterina
2) ácidop-aminobenzoicoo PABA
3) ácido glutámico

La pterinaaromáticaseencuentraunidaal ácido p-aminobenzoicopor un enlaceC9-
NiO y al ácidoglutámicomedianteun enlaceamidoque forman en su unión(GREGORYIII,
J.F. 1989).

La mayorpartedel ácido fálico seencuentraen los alimentosunido aunaestructura
polimérica de ácido glutámico. En el procesode absorciónintestinalen la membranacon
bordeen cepillo del enterocito,el polímerode ácido glutámico deberomperseen unidades
de monoglutamato,por la acciónde la glutamilcarboxipeptidasapresenteen el jugo intestinal
(LINDER, M.C. 1988b).La vitaminaseabsorbeen el yeyunopor transporteactivo, proceso
pH dependiente(ROSE,R.C. y col. 1978; ROSENiBERG,I.H. 1976, 1981; ROSENBERG,
I.H. y col., 1979; HALSTED, C.H. 1980; SELHUB, J. y col., 1983>. Además,existeun
segundomecanismode absorciónpor difusión pasiva (STRUM, 1981; SELHUB y col.,
1983).

Previamentea la entradadel ácido fólico en la sangreportal se transforma,en las
células de la mucosa, en derivados reducidos, metilados o formilados (PERRY, J. y
CHANARiIN, 1. 1973; STRUM, W.B. 1979; SELHUB, J. y col. 1973, 1983). Partedel
folato absorbidosetransportaen la sangreunidoaproteínasplasmáticas;y cercadel 50% del
folato total del organismose encuentraalmacenadoen hígado en forma de poliglutamatos
(LINDER, M.C. 1988b).

El folato estáampliamentedistribuidoen el organismo,tanto en los fluidos intracomo
extracelulares.Las mayoresconcentracionesde ácidofólico seencuentranen el hígadopero
tambiénen el riñón y en las células del sistemahematopoyéticoincluyendoeritrocitos y
leucocitos.HERBERT, V. y ZALUSKY, R. (1961) encontraronqueel contenidoen folato
del liquido cerebroespinales tan alto como el del suero. También se sabeque existe un
intercambiocontinuode folato entrelos fluidosy las célulasde los tejidos.

El poliglutamatose encuentraen el hígado en forma de metiltetrahidrofolatoy se
liberarápidamentealos tejidosperiféricosmedianteel ciclo enterohepático.Sehademostrado
en ratas que los folatos se excretan en la bilis por el hígado y experimentaposterior
reabsorción.El hígadoejerce un efectoreguladorpara mantenerla homeostasisdel folato
(STEINBERG, S.E. 1984). La excreciónse lleva a cabopor vía biliar y tambiénpor vía
urinaria, sin que la vitamina experimentereaccionescatabólicas(o en muy pocaextensión)
(LINDER, M.C. 1988b).

El ácido fólico seconvierte,por reducciónen dos etapasen su forma de coenzima,
en el ácido tetrahidrofólico(H4F). El H4F actúacomo transportadorintermediariode grupos
hidroximetilo, formilo o metilo, en gran númerode reaccionesenzimáticasen la que tales
gruposse transfierendesdeun metabolitoa otro o son interconvertidos(LEHNINGER, A.L.
1985d)de modoquela funciónprimariadel ácidofólico essu intervenciónen el metabolismo
monocarbonado.

Los tetrahidrofolatosson las formas coenzimaticamenteactivas de la vitamina y es
precisoqueel ácidofólico seencuentreen estaformaparaquepuedallevar a cabosu función
(LINDER, M.C. 1988b>en la siguientesreacciones:

a) Reacciónde formaciónde timidilato, que determinao limita la velocidadde síntesis
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de ADN
b) Reaccionesde biosintesisde purinasy
c) Reaccionesde biosintesisde proteínas.

El conjuntode formas coenzimáticasdel ácido fólico se obtienenpor una serie de
variablesestructuralescomoson:

- La pteridina puede existir en tres estados de oxidación: en forma oxidada
(aromática),en forma reducidacomo7,8-dihidro (H2folato) y como5,6,7,8-tetrahidrofolato
(H4folato).

- Los sustituyentesmonocarbonadospuedenencontrarseen las posicionesNi ó N-10
ó en ambas.Estosgruposmonocarbonadostambiénpuedendiferir en su estadode oxidación
dando lugar a un gran número de derivados: 5,10-metilen-H4folato, 5-metil-H4folato, 5-
formil-H4folato, 10-formil-H4folato, 5, l0-metenil-H4folato y 5-formimino-H4folato
(GREGORY III, J.F. 1989).

- El ácido fólico seencuentraunidopor el grupogamma-carboxilodel ácido glutámico
a restosde ácido glutámico unidosentresí medianteenlacespeptídicosy en un rango de
cinco a siete restosen condicionesnormales(LEHNINGER, A.L. 1985d) e incluso másen
diversassituaciones(Ej. deficiencia dietariade folatos) tal como demostraronVARELA-
MOREIRAS, G. y SELHUB, J. (1992).

Para evitar que el
ácidofálico quedeinactivo
en forma de metil-H4F, la
homocisteina se trans-
forma por metilación
(reacción que requiere
vitamina B12), en
metionina como indica el
esquema,de modo,que la
reAcciónpermiteregenerar
el H4F que se utilizará en
la síntesisde ADN y otras
biomoléculas (LINDER,
M.C. 1988b).

El ácido fálico es
de vital importanciaparael organismopuessu deficienciaen los mamíferospuedeprovocar
una disminución del crecimiento y la aparición de determinadasformas de anemia
(LEHNINGER, A.L. 1985d).

Los tejidos con mayor índicede proliferación celular como la médulaósea(órgano
hematopoyéticopor excelencia)son los másseveramenteafectadospor la deficienciadeH4F;
en ausenciade suficientecantidadde vitaminaB12, la síntesisde ADN (necesariapara una
normal hematopoyesis) se reducirá por la escasa biodisponibilidad de timidilato;
consecuentemente,en la médulaósea se forman células sanguíneasmegaloblásticas,que
tienen suficiente material citoplásmico pero insuficiente material genético para dividirse
adecuadamente.En situacionesdeficitariasde ácido fálico apareceun cuadrosimilar, pues
también esta inhibida la replicación del ADN: tanto por la reducción de la síntesis de
timidilato (al faltar metilen-H4F),comopor la de purinas(al faltar de formil-ltF). Asimismo,
un excesode glicina y metioninaen la dieta reducetambiénla biodisponibilidadde metilen-
H4F, bloqueandoel curso normaldelas reaccionesqueconviertenhomocisteinaen metionina,

Hocnooistelna MSUOnIn&

B

5-Metil-H4F 12 H4F

NADP
Sainz

FAD

5,10- Metilen-H4F

FAOH2

NADPH Glicina
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y setaen glicina (LINDER, M.C. 1988b).

La deficiencia de folato también puede provocar alteracionesneurológicas y
psiquiátricas,quesecaracterizanporquegeneralmenteaparecenasociadasa otros factores
causales(RUNCIE, 1. 1979). Los síntomasen los procesosdepresivospueden verse
agravadospor unadeficienciasecundariade folato (REYNOLDS,E.H. 1976) provocandoun
círculo . “vicioso” de sintomatología: depresión, dieta pobre, deficiencia de folato,
agravamientode la depresión.

Los requerimientosdiarios mínimosde ácido fólico están muy relacionadoscon el
crecimiento corporal y con la capacidadde la vitamina para ser absorbida; se sitúan,
aproximadamente,cercade los 50 vg/día. Sin embargola FAO/WHO ha establecidounas
RecomendacionesDietéticas(RD) delordende200sg/díaparalosvaronesy 180 gg/díapara
las mujeres, suponiendoun 50% de eficaciaen el procesode absorciónde ácido fólico,
aunquela verdaderabiodisponibilidaddel ácido fólico sedesconoce(LINDER, M.C. 1988b,
NATIONAL RESEARCHCOUNCIL, 1991).

El estadonutricionalde un individuoparaunavitaminaesfunciónde variosprocesos.
Con respectoal folato, haydiversosfactoresqueafectanasubiodisponibilidad: la absorción
intestinal,incluyendolas variablesdietéticasy fisiológicas,asícomolos factores intrínsecos
queafectanal metabolismoy la excreciónde la vitamina (GREGORY III, J.F. 1989). Los
requerimientosde ácidofólico sevanaver incrementadosen distintassituacionesfisiológicas
(edad, gestación,lactancia) y patológicas(enfermedadcrónicas) ademásde otros factores
comointeraccióncon xenobióticos,y factoressocioeconómicos(BAILEY, L.B. y CERDA,
J.J. 1988).

2.2.1.2.5-Adenosilmetionina(5AM) y S-Adenosilhomocisteína(SAR).

En el trans-
curso del metabolis-
mo de la metionina,
éstapierde el metilo
del átomode azufre
para transformarse
en homocisteina,
este es el llamado
proceso de
transulfuración.
Paraello, primerola
metionina se
convierte en su
forma activada que
es la S-Adenosil-L-
metionina (SAM)
según la reacción
descritapor primera
vez por CANTONI

Figura 5.- Ruta desde la metionina hasta la homodstelna.
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(S.L. en 1950 indicadaen la Figura. 5., y posteriormente,despuésde cederel grupo metilo,
se libencomoproductode desmetilaciónla S-Adenosilhomocisteína(SAR) (LERNINGER,
A.L., 1985c),procesollamadotransinetilacién.Comoya indicamos,anteriormentetambién
es el iniciador de la síntesisde poliaminas.
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La SAM esuna moléculafisiológicaquese encuentrapresenteen todoslos mamíferos
y ampliamentedistribuidaen sustejidos(GALIANA, A. 1987) y fue aisladapor primeravez
por CANTONI, (S.L. y col. en 1953. La tasade producciónde SAM en hígado de rata es
extremadamenterápida:así,en trabajosrealizadosconadministraciónde metioninamarcada
sedetectó5AM marcadaen menosde cinco minutosy su vida mediafue del orden de diez
minutos. Sin embargo,en el cerebrode la rata la produccióny el consumode SAM es más
lentaqueen el hígadoy estosedebeala menoractividadde la metionin-adenosiltransferasa
cerebral. Las concentracionesnormales de 5AM en hígado y cerebro de rata son
respectivamente29 y 11 pg/g de órgano(BALDESSARINI, R.J. 1975).

La biodisponibilidadde la SAM puedeser incrementadapor un aumentode la entrada
de metioninay su utilización tambiénaumentasi se incrementala biodisponibilidadde los
aceptoresmetilo (BALDESSARINI, R.J. 1975). Además, la administraciónsistémicade
metioninaen ratasproduceun gran aumentode la concentraciónde SAM en hígadoy tejidos
periféricosy un pequeñoincrementoen cerebro(BALDESSARINI, 1966, RUBIN y col.
1974, SCHATZ y SELLINGER, 1875), efecto que también se ha encontradoen conejos
(SALVATORE y col. 1971). Por lo tanto, pareceque la producciónde 5AM en el hígado
dependede la biodisponibilidadde su precursorla metionina(BALDESSARINI, R.J. 1975).

La importanciametabólicadela SAM sebasaen que, ademásdejugarun importante
papel en la síntesisy catabolismode las catecolaminas,es el donadorde metilos esencialen
másde 400 reaccionesbiológicasconocidas,y entre los aceptoresde estosgruposmetilo se
encuentranel guanidinoacetato,neurotransmisores,ácidos nucleicos,drogas,fosfolípidosy
hormonas(STIPANUK, M.H. 1986; GALIANA, A. 1987). Existen procesoscelularesque
implican transmetilacióntanimportantescomola biosintesisde fosfolipidosfundamentalpara
el mantenimientode la fluidez y los procesosde membrana(SCHACHTER, D. 1984). La
especificidadde la metilación dependela naturalezade la metiltransferasaque catalice la
reacción(WILLIAMS, R.T. 1978).Lasnumerosasformas de transmetilaciónincluyensegún
WILLLAMS, R.T. (1978):
- metilación de N en aminas primarias, secundariasy terciarias y N terciario en N-
heterociclos
- metilaciónde grupos OH particularmenteen catecoles
- metilaciónde S en compuestoscon grupos-SH

La SAR es un aminoácidopresenteen el organismoque no forma parte de las
proteínas(LERNINGER, A.L. 1985a),y ha demostradoserde gran interésbioquímicopor
tratarsede un neurotransmisor(GALIANA, A. 1987).

La concentracióncelular de SAH o la relaciónde SAM a SAH puedeservir comoun
feedbackreguladorde las reaccionesbiológicasde metilación,de modo que la mayoríade
las metiltransferasasqueutiliza la SAM son inhibidaspor la SAR (STIPANUK, M.H. 1986).
Esto es así, pues la mayoríade las metiltransferasastienen una similar afinidadparaSAM
y SAR y dada la gran importanciade la transmetilaciónes necesariomanteneruna relación
SAM/SAH dentrode una límites muy estrictos(CORRALES IZQUIERDO, F. 1992).

La 5AM se utiliza en el tratamientode hepatopatíascrónicaspuesseha visto que los
niveles hepáticos de 5AM disminuyen drásticamentedespuésde la administración de
tetraclorurode carbono, y queaumentana valores normalescon administraciónde 5AM
exógena.Así, en los últimos añosse han llevadoa cabonumerosostrabajosparadeterminar
el papel terapéuticode la SAM frente a enfermedadeso como protectorfrente a drogas.
Comohepatoprotectores virtualmenteatóxicay la DL 50 i.v. es superiora 2 g/Kg de rata
(GALIANA, A. 1987).
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2.2.2. Síntesisy nivelescelulares de siutation.

Los experimentos
en hígado de rata
realizadospor BLOCH,K.
y ANKER, H.S. (1947) y
BRAUNSTEIN, A.E. y
col. (1948) demostraronla (1) Al?
síntesisde glutation desde
sustresaminoácidoscons- L-Glutamato+ L-dstelna
tituyentes. Los enzimas
quecatalizan la síntesisde
glutation son y-
glutamilcistein sintetasay (2)

la glutation sintetasa
(MEISTER, A. 1989a).
La síntesisse verifica en
dos pasos(1) y (2) donde
la reacciónlimitante esla primerapor inhibición “feedback”
H.N. (1990).

del glutation CHRISTENSEN,

Este glutation así
obtenido se le denomina
glutation reducido (GSH)
y en el organismo,debido
a su función, puede
oxidarse formándose
glutation oxidado que
presenta un grupo
disulfuro (GSSG) ~4)(5)
(KOSOWER,EM. 1989).

(5)
La reducción de

GSSG a GSH se realiza
enzimáticamente por la
glutation disulfuro
reductasa(MEISTER, A.

1989a) y se encargade mantenerun nivel elevado de GSH celular (3). El rango de
concentracióncelular de GSH seencuentraentre0,1 y 10 mM (KOSOWER,E.M. 1989) y
suponeel 99,5% de glutation total (GSH + GSSG)(MEISTER, A. 1989a).

Portanto, el glutationpuedeconsiderarsecomoun componentecelularesencialpuesto
queunaprolongadaalteracióndel mantenimientode su concentracióncelular adecuadapone
en peligro la supervivenciade la célula (KOSOWER, E.M. 1989).

El movimientode glutation se veriticaprincipalmentedesdeel elevadonúmerode
célulasdeorigen,especialmentehepáticas,hacíael riñón dondeel péptidoesdegradadoy sus
aminoácidosreutilizadosCHRJSTENSEN,H.N. (1990).

El glutation es un biocompuestocon propiedadesmultifuncionalesy realiza papeles
vitales en células de todos los estadosevolucionados(DOUGLAS, K.T. 1989), y es el
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Figura 8.- Síntesis de glutation (GSH).
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Glutafion dlsulfum + NADPH + — 2 glutation + NADP

(4)

Hp +2GHS GSSG+2H202

ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + >420
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principal responsabledel mantenimientodel estado de oxido-reducciónde las células
(CORRALES IZQUIERDO, F. 1992).Así, el glutationreducidoparticipaen varios tipos de
reaccionesenzimáticascomocoenzima,como cosubstrato,o como partede la arquitectura
mólecular del substrato. Es una molécula crucial en diversidad de procesos como
detoxificaciónde xenobióticos,eliminaciónde peróxidode hidrógeno,peróxidosorgánicos
y radicales libres y posiblementetransporte de aminoácidos a través de membranas
(DOUGLAS, K.T. 1989).Se encuentraincluido en los procesosinflamatoriospor contribuir
en la estructuradel leucotrieno,y en las respuestashormonales.El glutation disulfuro es
substratode la glutation reductasae intervieneen la regulación de la vía de la hexosa
monofosfatoy de la fosforilación oxidativa.

Muchas reaccionesimportantesde conjugaciónen el metabolismode compuestos
endógenosy de fármacos requieren sulfocofactorestales como sulfato activo (PAPS:
3’—fosfoadenosil—5’—fosfosulfato),glutation, o taurina (GLAZENBURG, E.J. y col.
1983). La cisteinapresentaun papel centralen el metabolismode drogascomoprecursorde
estoscompuestos(SINGER,T.P. 1975) y la metioninapor serprecursorade la cisteina.Las
reaccionesde detoxificaciónconsumenglutation hepáticolo que conducea un estimulación
compensatoriade su síntesis(LAUTERBURG, B.H. y col. 1980).

El nivel de glutation celular dependede la biodisponibilidadde sus aminoácidos
componentesy siendola cisteinaes el aminoácidolimitante más frecuente(MEISTER, A.
1989b). En trabajosrealizadoscon hepatocitoscultivadossedemuestraque la velocidadde
transporteal interior intracelularde la cisteínadoblaa la de la metionina.Por tanto, si sólo
seconsideraestedato, la cisteinapareceser la principal fuentede glutation (TANIGUCHI,
M. y col. 1989). Aún así, la concentraciónde cisteinaen el medioes demasiadobajapara
detectarsey, por tanto, es la metioninael sulfoaminoácidomás efectivo para mantenerel
nivel intracelular de glutation puestoque, aunquela velocidadde transportees baja, sirve
como precursorde glutation al convertirse,como se indica en la Figura2, rápidamentea
cisteinavía transulfuración(TANIGUCHI, M. y col. 1989).

Ciertos aminoácidosy dipéptidos estimulan el tumover de glutation hepático, de
hecho,estudiosin vivo demuestranel efectoestimuladordirectode la metioninasobreel flujo
de glutation hepático,y aunquedebenestarincluidos varios mecanismosen la regulacióndel
flujo de glutation no estamuy claracuales la señalresponsabledel incrementode esteflujo
en presenciade metionina(LAUTERBURG, B.H. y SMITH, C.V. 1986).

2.2.1.1.Glutation y detoxilicaciónde fármacos.

La mayoría de las drogas, xenobióticosy moléculasendógenasson convertidas
metabolicamentea especiesmás polares para facilitar su excreción. La transformación
metabólicageneralmenteserealizaen dos pasos:primerose producela activaciónmetabólica
del compuestoa un reactivointermedioy comosegundafasese producela desactivacióndel
mismo con una sustanciapolar (como el glutation reducido) para formar un producto de
eliminación. El productointermedioactivadopuedeserun problemapotencialsi escapazde
reaccionarcon moléculascelularescríticas que alteren la estructuray función celular de
forma que no seacompatiblecon la viabilidad de la célula (SMITH, C.V. y MITCHELL,
J.R. 1989).

La naturalezaquímicade los compuestoso los reactivosintermediosque pueden
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reaccionarconglutation (GSH)sepuedenclasificarsegúnSMITH, C.V. y MITCHELL, J.R.
(1989) en:

Electrófilos fuerteso no substratosde la GSH-S-transferasa:Ej. furosemida.
Electrófilosdébileso substratosde la GSH-S-transferasa:Ej. acetaminofeno.
Radicaleslibres orgánicos:Ej. tetraclorurode carbono.
Generadoresde especiesoxígeno-reactivas:Ej. nitrofurantoina.

El glutation se caracterizapor su actividadantioxidantequesedebea la capacidad
reductorade su grupo másreactivo, el grupo tiólico desu cisteinaqueseencargadeproteger
de la oxidacióna grupos-SH esencialesde las proteínasy como resultadoaparecela forma
oxidada ((SSS(S), cuyo puentedisulfuro es altamentetóxico para la célula (BARJA DE
QUIROGA, G. 1991). El grupo tiólico actúacomo donadordeelectronesy, por tanto, como
un nucleófilo queelimina radicaleslibres.

La adición nucleófila y las reaccionesde sustitución conducena la formación de
conjugadosde glutation que por sucesivasdegradacionesse transformanen productosde
excrecióncomoácidosmercaptúricos,tioglucurónidosy metiltio, metilsulfinil y metilsulfonil
derivados(MANNERVIK, B. y col. 1989).

Por tanto, el glutation es un importanteagenteconjugantecuyo mayoritarioproducto
final son los ácidosmercaptúricosy cuya síntesisse indicaen la Figura7.

Figura 7.- S(ntes¡s de ácidos mercaptúricos.

Glutatjon-S-transferasa GUCINA

XH + GSI-I — XSG o X - CISTEINA

GLUTAMICO

X - CISTEINA - ACETIL
o

COOH GLUTAMICO
X-SCH CHX

2 X NHCOCH

X - CISTEINA - GLICINA

ACETILACION
GLICINA

X - CISTEINA

XH — Compuesto o metabolito activo. <WILLIAMS, R.T. .1978)
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2.3.- INGESTA DEFICITARIA EN METIONINA.

La ingestade aminoácidosesencialesesimportantefundamentalmenteparala síntesis
proteicay el crecimiento.Por tanto, la carenciatotal o parcial de un aminoácidoesencial
puedellevar a un balancenegativode nitrógeno,pérdidade peso, alteracióndel crecimiento
en niños, deficiencias subclínicasy síntomasclínicos que varían según el aminoácido
deficiente(SANCHEZ BARCO, M.J., 1990).

A partir de la bibliografía revisadase puededecir que una deficiencia dietéticaen
metioninapuedeafectarnegativamentea numerososparámetrosnutricionales,bioquímicos
y fisiológicos. De ellos, los que se encuentrandentro del marco de esta Tesis sedan los
siguientes:

* Síntesisproteica:

Cuandose ingiereunadietadeficienteen aminoácidosseproduceunainterrupciónde
la síntesisproteica(MEISTER, A. 1965) y, en el caso de la metionina,estainterrupciónes
más efectivapor el papel iniciador de la mismaque presentala metionina (LEHNINGER,
A.L. 1985b).

Por ello, uno de los primerosefectosencontradoscuandoa un animal sele administra
una dieta deficiente en metionina está lógicamenteen relación con la velocidad de
crecimiento, la cual es directamentedependientede la ingestade metionina, de modo que
ratas que ingieren unadieta deficiente en metioninacrecenmás lentamenteque ratasque
tomanunadietacon un valor de metioninaadecuado(PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989).

Durantelos años60 y 70 se realizaronvarios trabajos sobreel tema: encontramos
autores(YAMASHITA, K. y ASHIDA, K. 1969; SAID, A.K. y HEGSTED, D.M. 1970)
queindicanqueen animalesalimentadoscondietascarentesen la mayoríadelos aminoácidos
esencialesseproduceuna reduccióndel pesocorporalmenorque la producidaen animales
alimentadoscon dietas carentesde proteína,y explican el procesocomo la presenciade
mecanismosbioquímicosdesconocidosque inducen cambiosadaptativoslos cuales van a
permitir la conservaciónde los aminoácidosesencialescuandoseingierenen pocacantidad.
En otros trabajos (SAID, A.K. y col. 1974) la reducción del peso corporal es
aproximadamentedel mismonivel tanto en ratasalimentadascon ausenciade proteínacomo
en otrasalimentadascon carenciade metionina.

Lógicamente,unadisminuciónen la ingestade sulfoaminoácidosesde esperarque
afectea los procesosanabólicosresultandoasí una disminución del pesocorporal 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, 5. y col.
administrarona ratasgestantesunadietadeficienteen metioninay el pesotantode las madres
comode los neonatosfueronsignificativamentemenoresqueel de los alimentadoscon dietas
completas.Esta reducción del crecimiento se ha apreciadotambiénen otros animales de
experimentacióncomoen las codornicesjaponesas(SHIM, K.F. y LEE, T.K. 1988) y en
pollos (SAUNDERSON,L. y MACKINLAY, J. 1990).

La administración de dietas carentesde un aminoácidoesencial puede provocar
cambiosen el metabolismoproteicode órganosy tejidos. Así, en gastrocnemiode ratasque
han ingerido dietas carentesde metionina seproduceun descensode la proteínamuscular
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(SIDRANSKY, U. y VERNEY, E. 1970). El crecimientomuscularseve afectado,con una
marcadareducciónde la tasa de la síntesis proteicamuscular(MARTíNEZ, J.A. y col.
1987), puestoqueel músculo,abundanteen la ratay de tasametabólicabaja, frente a una
malnutriciónpordeficienciade metioninadisminuyesu pesomásqueotros tejidosy órganos
(52% respectoal control), y estoesdebido, comoya hemosdicho, al papel iniciador de la
síntesisproteicade la metioninaquehacequeel resto de los aminoácidosaportadospor la
dieta no puedenser utilizadoscon 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 animalesdeexperimentacióncuandoingieren
dietas desequilibradasen algúnnutrienteresponden,debidoa la presenciade mecanismosde
adaptación,con unasupresiónvoluntariade la ingesta(HARPER, A.E., 1967).

OSBORNE, T.B. y MENDEL, L.B. (1916) y ROSE, W.C. (1931) fueron los
primerosendemostrarquela deficienciade un aminoácidoen la dietaprovocaunareducción
de la ingestadel alimento. Son varias las hipótesis existentes:según algunos autores
(HARPER,A.E. y col. 1964)estadisminuciónde la ingestapuededebersea lasvariaciones
del patrón normal de aminoácidosplasmáticosy, segúnotros, (RUSSEK, M. 1971) a la
presenciade receptoreshepáticosquemonitorizanlos nivelesde glucosay amonio.

Se cree queel sistemanerviosocentral se encuentraintrinsecamenteenvueltoen el
procesode regulaciónde la ingestacuandoseadministrandietasdesequilibradasen cuanto
a la concentraciónde aminoácidos(ROGERS,Q.R. y LEUNG, M.B., 1973),pero los datos
existentessonpococoncluyentes.Mientrasque MELLINKOFF, 5. (1957) opinaque son las
modificacionesen las concentracionesplasmáticasde aminoácidosla señalqueactúasobre
el centro reguladordel apetito,ROGERS,Q.R. y LEUNG, MB. (1973) nos indican que
parecequeel centrode la saciedadno esta envueltoen la regulaciónde la ingestade dietas
desequilibradasen aminoácidos.Posteriormente,HARPER, A.E. (1977) indica queen los
animalessometidosa dietas con desequilibrioen aminoácidos,y debido, segúncree, a la
existenciade un mecanismo cerebral sensible a los cambios en las proporcionesde
aminoácidosesenciales,asociadoal descensoen la concentracióncerebraldel aminoácido
limitante de la dieta, se produceuna disminución temporal en la ingesta. Otros datos los
aportanNODA, K. y CHIKAMORI, K. (1976) de cuyosresultadosseconcluyequees el
amonioel quepuededeprimir la ingestade dietasdesequilibradasen aminoácidospor acción
sobreel áreacortical prepiriforme.

Trabajoscomoel de VELU, J.G.y col. (1972) indican quela administraciónde una
dieta carentede proteínaen animalespermiteun nivel de ingestasatisfactoriosi secompara
con otros alimentadoscondietasdeficientesen un único aminoácido.En el trabajorealizado
por SANCHEZ BARCO, M.J. (1990) la administracióna ratasde una dieta carentede
metionina y de cisteinaprovocó una reducción de la ingestade un 50% respectoa los
controles.

MERCER, L.P. y col, en 1989 han realizado un reciente trabajo orientado a
esclarecerel mecanismoreguladorde la ingesta,en el queadministrarona distintos lotes de
animalesdietascon concentracionesprogresivamentesuperioresde los distintosaminoácidos
esencia1~s,desdela deficienciahastaun valor superiora los requerimientosnutricionales(en
el caso de la metioninadesde0,0 hasta0,8% de concentraciónen la dieta). En cuantoa los
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resultadosobtenidos,se vio que la concentraciónde cadaaminoácidoesencialcerebralse
correspondíalinealmentecon la concentraciónséricadel mismo paracadadieta, por lo que
concluyen que los niveles séricos están sujetosa saturacióncinética pero que el nivel de
saturaciónno se ha visto en el cerebrodebidoal rangolimitado de concentraciónsérica.Por
otro lado, se observó que la histidina cerebral aumentabaen todas las deficiencias de
aminoácidosesencialesy queesteaumentoera directamenteproporcionala la disminución
de la ingesta.Además,se vio quese producíaun nivel deingestapróximo en cadalimitación
dietética de aminoácidosesenciales.Todos estos datos, junto con que la histidina es un
aminoácidoprecursorde neurotransmisorespodría indicar que la ingestavoluntaria puede
estarcorrelacionadacon la concentracióncerebralde histidina, de modo que, el nivel de
histidina cerebralpodría ser la señal fisiológica de una dieta desequilibraday protegeral
organismodel potencialperjuicio de su ingesta.

* Balancede nitrógeno:

Segúnlos datosde HEGER, J. y FRYDRICH, Z. (1985) realizadosen animalesde
experimentación,la ingestade una dieta carentede aminoácidosesencialesproduceuna
pérdidade nitrógenocorporalquealcanzasu valor máximo cuandose trata de aminoácidos
azufrados.Así, pareceque la pérdidade nitrógenopor la ingestadeficiente de aminoácidos
dependede la limitación de aminoácidosendógenosque son importantesprecursoresde la
síntesisproteicade novo HEGER, J. y FRYDRICH, Z. (1985).

Tanto SAID, A.K. y HEGSTED, D.M. (1970) como HENDER, A.E. (1965)
identificanla ingestade dietascarentesdeaminoácidosazufradoscomolas queproducenuna
pérdidade nitrógenocorporalcomparablea unaingestade unadietadesprovistade proteína.
Por tanto, comparandolote~ de ratas a las que se les administradietas carentesde cada
aminoácidoesencial,es la deficienciaen sulfoaminoácídosla queproduceun balancede
nitrógenomínimo.

Todo esto se explica por la menor eficacia de utilización que presentan los
sulfoaminoácidospara el crecimientoy el mantenimiento,comparadoscon el resto de los
aminoácidos,segúnindican HEGER, J. y FRYDRICH, Z. (1985) basadosen otros estudios
de análisis de carcasa(PELLET, P.L. y KARA, H. 1972) y de medidasde oxidación de
aminoácidosmarcados(AGUILAR, T.S. y col. 1972).La menorutilizaciónindicadasedebe
a queparecequeunaconsiderableproporciónde la metioninadietética es requeridacomo
donadorde gruposmetilo parala síntesisde ácidosnucleicosy otros componentesesenciales
comocolina y metilhistidinaasí,para la síntesisde cisteina,taurinay sulfato HEGER, J. y
FRYDRICH, Z. (1985).

En un trabajo recienterealizadoen ratasse ha observadoque la administraciónde
dietascondistintosnivelesde metioninano afectabaalos nivelesdeeliminaciónde nitrógeno
total urinario (PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989).

En el estudiode SANCHEZ BARCO, M.J. (1990) la administracióna ratasde una
dieta carentede metioninay de cisteinaprodujo un aumentode la urea excretadapor orina
y una reducciónsignificativa del balancede nitrógenorespectoal control pero de menor
intensidadque en el trabajo de HEGER, J. y FRYDRICH, Z. (1985). Son muchos los
trabajosque indican el aumentode la ureaplasmáticadurantela deficienciade aminoácidos
esenciales.En el trabajo indicadode SANCHEZBARCO, M.J., (1990)en ratas,se produjo
una significativa elevaciónde la ureaen plasma(con un aumentodel 135 y 152% frente al
control) que disminuyeal final del períodoexperimental(aumentodel 46% frenteal control).



RevisiónBibliográfica 30

* Procesosbioquímicos:

1.- Cambiosrelacionadosconla ruta de la transmetilación-transulfuración

:

Como ya indicamos, la metionina sirve como precursorde sulfato activo (PAPS:
3’—fosfoadenosil----5’—fosfosulfato),glutationo taurina(GLAZENBURG, EJEy col. 1983)
puesse convienerápidamentea cisteina vía transulfuraciónpor medio de la cistationina
(GREENBERG,DM. 1975; SINGER,T.P. 1975). Así, la presenciade metioninay cisteina
en la dieta permitelas reaccionesde sulfatacióny la conjugacióncon glutationy, por tanto,
unareducciónde los sulfoaminoácidosreducela disponibilidadde los sulfocofactores.Así lo
demuestrantrabajosde PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. (1989) y GLAZEN?BURG, E.J. y
col. (1983) realizadosen animalesa los cuales se les ha proporcionadouna dieta sulfo
deficientey en los queel contenidode metioninaen la dietaesdirectamenteproporcionalal
contenidode glutation hepático.

La vía metabólicade transulfuraciónes un ciclo bioquímicoen el que intervienen
SAM, SAH y ácido fólico. Una deficienciadietéticade metioninapuedeprovocar,comoya
hemosdicho, unademandade cisteinapara la sulfatacióny la biosintesisde glutation, que
puedeafectara la transulfuracióny por tanto a la concentraciónde SAM segúnnos indica
REICKS, M. y col. (1992). De hecho,seha sugeridoque la concentraciónde 5AM es el
factor clave de regulaciónde la transulfuración(FINKELSTEIN, J.D. 1990) y que, tanto
5AM como SAH, cuyasconcentracioneshepáticasse alteran con deficiencia dietética de
metionina(HOFFMAN, D.R. y col. 1979), son buenosindicadoressobreestadoscarenciales
de gruposmetilo (HENNING, S.M. y col. 1989).HOFFMAN, R.M. (1984)ha sugeridoque
una disminución de los niveles de 5AM en animales alimentados con una dieta
metilodeficientepodría disminuir la metilación del ADN y provocar la activación de
oncogenes(COOK, R.J. y col., 1989).

HENNING, S.M. y col. en 1989 realizaron un estudio con ratas en el que se
administróa un lote unadietadeficienteen metioninay cuandosecompararoncon otro lote
que consumióla misma dieta pero suplementadacon metionina los resultadosobtenidos
fueron una disminución significativa del contenido hepático de SAM y de la relación
SAM:SAH junto con unareducciónde aproximadamenteun 50% del glutation hepático.
Resultados similares se han obtenido en trabajos realizados anteriormente por
FINKELSTEIN, J.D. y col. (1982) y SHIVARPURKAR N. y POIRIER, LS. (1983).

Tambiénsehanrealizadoestudiosanivel enzimáticode la transulfuraciónen animales
con deficienciadietéticade metionina.En pollos, SAUNDERSON,L. y MACKINLAY, J.
(1990), encontraronun incrementoen la actividad de la metionin-adenosiltransferasa,la
metiltetrahidrofólico-homocisteinmetiltransferasa,lacolinaoxidasay dela betain-homocistein
metiltransferasa,así comounadisminuciónde la actividad de la cistationin ¡3-sintasaen los
animales que consumieronuna dieta deficiente en metionina con respecto a los que
consumieronunadietaquecubríalos requerimientosde metioninadel pollo.

WAGNER, C. (1985) demostróque la glicina metiltransferasaes alostéricamente
inhibidapor N5-metil-H

4F, quees la forma del poliglutamatoque se acumulaen las células
durantela deficienciade metionina.Por tanto, estaregulaciónde la glicina metiltransferasa
puedejugar un papel en la conservaciónde grupos metilos labiles cuando la ingestade
metioninaes inadecuada.



RevisiónBibliográfica 31

2.- Cambiosrelacionadoscon el metabolismoproteico

:

- Existen varios trabajosreferidos al catabolismoaminoacidicoy, en concreto, a los
efectossobrelos enzimasglutamato-oxalacetatotransaminasa(GOT) y la glutamato-piruvato
transaminasa(GPT), enzimasesencialesen los procesosoxidativos de los aminoácidos.
AMUBODE, F.O. y FETUGA, B.L. (1984) estudiaronel efectode la metioninadietética
sobre estosenzimasen pollos y encontraronque la GOT no seafectabapor distintosniveles
de ingestade metioninani en plasmani en el hígado,mientrasque la GPT plasmáticatendía
a incrementarsecuandose administrabametioninaen niveles entreel 0,26 y el 0,50% de
contenido en la dieta. SANCHEZ BARCO, M.J. (1990) en el trabajo realizado con
administraciónde dietas carentesde metioninay cisteinaen ratasvio unadisminuciónde la
actividadenzimáticade la GOT comode la GPT muscularcon respectoa los controles.

* Sistemanerviosocentral

La síntesis proteica de las células neuronalespareceser la más vulnerablea un
inadecuadoaporte de aminoácidosdurantelas fases de más rápido crecimiento de las
estructurascerebrales,ya queel anabolismoproteico y, por tanto, los requerimientosde
aminoácidosson particularmentealtos (HUETHER, G. 1989).

El cerebronecesitade los aminoácidosparasu crecimiento,desarrolloy función y
puestoque no puedenser sintetizadospor las células cerebraleslos obtiene del torrente
sanguíneoy, en estepunto, seproduceninterferenciasen la captacióny utilización cerebral
deaminoácidosquepuedenllevar aalteracionescomoretrasoy trastornosmentales(BAÑOS,
G. y col. 1973),de hecho, la ausenciade metioninadietéticadurantela segundamitad de la
gestaciónpuedeser tanperjudicialcomola ausenciadietéticade proteínaen el mismoperíodo
en cuantoa desarrollocerebralprenatalse refiere(ZAMENI{OF, 5. y col. 1974).

Varios aminoácidos,entreellos la metionina, compitenpor el sitio de unión del
sistema transportadorde aminoácidosneutros localizado en la barrerahematoencefálica
(PARDRIDGE, W.M. 1983). VENERO, J.L. y col. (1992) estudiaronel efecto de la
administración de una dieta carente en metionina sobre los niveles de distintos
neurotransmisoresen la sustancianigray el cuerpoestriado,y observaronquela deficiencia
produjo en el cuerpoestriado una reducciónsignificativa de la concentraciónde triptófano
(precursorde serotonina)tanto en el sistemaserotoninergicocomoen el dopaminergico,en
este último también se produjo una reducción significativa del ácido homovanillico
(metabolitode la dopamina).Los autoresinterpretanlos resultadosde la siguienteforma: la
metioninaes precursorade la cisteinay éstaa su vez intervieneen la síntesisde glutation,
el cual no sólo intervieneen importantesprocesosde detoxificación(SIES, H. y col 1983)
sino tambiénen el metabolismooxidativo de las catecolaminascentrales(HOTHERSALL,
J.S.y col. 1982).Por tanto, el glutation es fundamentalen el mantenimientodel estadoredox
celular (REED, D.J. y col. 1983). Como además,una deficiencia dietéticade metionina
produceuna marcadareduccióndel glutation hepáticopodríasucederqueafectasetambién
a la concentraciónde glutation cerebralaunqueen menormedida.
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2.4. ALGUNOS FARMACOS OUE INTERACCIONAN CON LA UTIILIZACION DE

LA METIONINA

.

2.4.1. Anal2ésicosantiinflamatoriosno esterofdicos

.

2.4.1.1. Clasificación farmacológica, aplicaciones terapéuticas y
dosificación.

Se trata de un conjunto de fármacosque se denominananalgésicosperiféricoso
antalgésicosy en general analgésicosantiinflamatoriosno esteroidícos.Presentanclaras
diferencias con los analgésicosopiáceos y con los antiinflamatoriosesteroidicosy sus
principalesaccionesson (FLOREZ, J. y col. 1987a; INSEL, P.A. 1991):

- Analgésica: Actúan a nivel periférico, son de moderadaeficacia y presentan
preferenciasobre doloresreumáticos,cefaleasy mialgias.
- Febrífuga: Disminuyendola temperaturaanormalmenteelevada.
- Antiinflamatoria.

Su prototipo es el ácido acetilsalicílico, pero en la actualidad se han obtenido
numerososfármacosquepertenecena diferentesfamilias químicastal como se indica en el
siguientecuadro:

Grupos Fármacosprototipo
Acido salicílico Acido acetilsalieflico

Pirazoles Dipirona, Fenilbutazona
Paraaminofenol Paracetamolo Acetaminofeno

Acido indolacético Indometacina
Acido pirrolacético Tolmetín

Acido bencenoacético Diclofenac
Acido propiónico Naproxen
Acido antranflico Acido mefenámico

Oxicams Piroxicani

Aunquela mayoríade los componentesde estegrupo poseenlas accionesindicadas
anteriorfnente,la eficaciarelativade cadauno puedeser diferenteparacadaacción;esdecir,
un fármacopuedemostrarmayoractividad antiinflamatoriay menoranalgésicaqueotro, o
viceversa.De ahí que su utilización en una u otra indicación terapéuticadependeráde su
grado de eficaciay de sugradode toxicidad.

Confrecuenciaseconsumensin controlmédico,paraaliviar doloresmoderadoso para
bajar la fiebre, bien como fármacossoloso en asociacióncon otros (FLOREZ, J. y col.
1987a).

* Acido acetilsalicílicoo Aspirina (ASA

)

El ácido acetilsalicílicoo aspirina (ASA) es un esteracetiladodel ácido salicílico o
2-hidroxibenzoicocuya estructuraquímicase muestraen la Figura8.

El ASA presentaacciónanalgésica,para doloresde baja intensidad,antiinflamatoria
y antipirética,realizándolode forma rápiday eficaz (INSEL, P.A., 1991).El mecanismode
acciónes mediantela inhibición de la cicloaxigenasapor acetilaciónirreversibledel enzima
(FLOREZ,J. y col. 1987a).

32
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Las dosisde ASA a administrarparasusdistintasaplicacionesterapéuticassegúnlas
revisionesde FLOREZ, J.
y col. (1987a)y de _____________________________________________________
INSEL, P.A. (1991) son:

Dolor: La eficacia
antiálgicaen dolor agudo
esdosis-dependientehasta
un techo de unos 1200
mg; si existe un
componenteinflamatorio,
la acción antiinflamatoria
contribuye a reducir el
dolor. La frecuencia de
administración dependerá
del tipo de dolor y de su
respuesta a la primera
dosis. Hay dolores que
ceden con una sola dosis, ______________________________________________________

pero si persistenrequieren
dosisde 300-1000mg cada4-5 horas.

Las indicacionesantiálgicasmásfrecuentesson:
a) Neuralgias,cefaleas,jaquecas,y dolores de diverso tipo y origen (cefaleasde

tensión,doloresradiculares,dolores de causatumoral, doloresdentarios,por infecciones).
b) Dolores postoperatoriosy postpartum:si son de pequeñao moderadaintensidad

respondena los salicilatos.
c) Dismenorrea:es frecuentela utilización de los salicilatosy su eficaciasedebea la

reducciónde prostaglandinasque contribuyena la patogeniadel síndrome.
d) Dolor de origen canceroso:los salicilatos están indicadossólo en los primeros

estadios.

Síndromesarticulares: Los salicilatos han retenido su posición preeminenteen el
tratamientode enfermedadesreumáticasdurantecasi 100 años.

a) Artritis reumatoide:Parael dolor agudoocasionalla dosises 0,6-1,2g, y de 4-6
g/díadivididos en 4-6 dosisparamantenerla actividadantiinflamatoria,tratandode mantener
un nivel plasmáticode 15 a 30 mg/lOOml. En el tratamientode fiebre reumáticaagudala
dosispuedellegar a ser de 4 a 8 gramosal día en dosisdivididas.

b) Osteoartritis:Seadministrarándosisde 2-4 mg/día.
c) Artritis reumatoidejuvenil: La dosis es de 90-130 mg/kg/día. En la fiebre

reumática,60 mg/kg/día,pero si los síntomasson gravespuedellegar a 180 mg/kg/día,con
grave riesgode toxicidad.

d) Tendinitis, bursitis, etc. Son necesariasdosisde 3-4 g/día.

Fiebre: La dosisen el adulto es de 500-1000mg cada4-6 horas,y en el niño 10-20
mg/kg cada6 horas.

Prevencióndel infarto de miocardio: El ASA esta recomendadopara prevenir la
reinfartaciónmiocárdicay el riesgode algunosataquesisquémicosrecurrentesen dosisde
650 mg dos vecesal día o 325 mg cuatro veces al día. Sin embargo,el valor de este
tratamientono es fácil de establecer(MARTINDALE, 1982). Actualmentese piensaqueen

Figura 8.- Fomiula química del ácddo acetIlsalleilIco y del aoetam¡nofeuo.
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el tratamientoo profilaxis de enfermedadesasociadascon la hiperagregabilidadplaquetaria,
aunqueno se ha establecidola dosis óptima, se piensaque 325 mg o menospor día es
suficienteparaobtenerefectosbeneficiosos.

* Acetaininofenoo Paracetamol<ACAP

)

El acetaminofeno(ACAP) esel derivadode la anilina másutilizado y sedenomina
tambiénparacetamolo N-acetil-p-aminofenol,inicialmentefue identificadocomometabolito
activo de la fenacetina.Su fórmula químicaapareceen la Figura8.

Del ACAP destacala actividadanalgésicaparadoloresmoderadosy la antipiréticade
similar eficaciaal ASA, aunquequizá el techo antiálgico sea algo menor. Tiene alguna,
aunqueescasa,actividadantiinflamatoriademostrablesóloen algunosedemasexperimentales.

El mecanismode acciónresulta todavía algo oscuro. En relacióncon la síntesisde
prostaglandinas,el ACAP puedeestimularía(mucosagástrica), no modificarla (pulmón y
plaquetas),o inhibiría moderadamente(sistemanerviosocentral). Quizá eso explicaríasu
escasaeficacia antiinflamatoria,su acción antitérmicay analgésicay su inocuidad a nivel
gástrico(FLOREZ, J. y col. 1987a).

El ACAP seempleacomoantipiréticoy comoanalgésicomenor.La dosishabitualen
adultosesde 500mg cada4 horas;en doloresmoderadosperoalgoagudossepuedeempezar
con 1 g, y seguir despuéscon 500 mg (FLOREZ, 3. y col. 1987a). Se puede llegar a un
máximo de 4 gamosal día (MARTINDALE 1982). En niños, la dosisoscila desde10-15
mg/kgcada4-6 horasen los de menosde 1 año, a250 mg cada4-6 horasen niñosde 6 años.
El ACAP seprescribesolopero,con mayorfrecuencia,seincorporaen fórmulasantiálgicas
y anticatarrales(FLOREZ, 3. 1987). No se ha encontradoquesu uso crónicopueda llegar
a producirproblemasde tolerancia(MARTINDALE, 1982;SERRANOMOLINA, 3.5. 1981;
NOYELLE, R.M. y col. 1987).

Naturalmente,en la posologíade los fármacosintervienennumerososfactoresentre
los que hay que teneren cuentalas interaccionesnutrientes-fármacos.Es muy difícil, en
general, la cuantificaciónde estas interaccionessobre la biodisponibilidad y la dosis
terapéuticade un determinadofármaco. Por ello, es de especialvalor el intento de ROE
(1989) en este sentido. Esta investigadoraha diseñadoun Banco de Datos con el fin de
suministraral clínico informaciónsobrela posologíaadecuadaparaestosfármacos,teniendo
en cuentadichasinteracciones.Sin embargo,en el casodel ACAP,por ejemplo,comoindica
HODGES,R.E. (1981), estainformaciónno esdemasiadoútil por tratarsede un fármacode
libre dispensación, extendiéndoseel problema a todos aquellos medicamentoscuya
dispensaciónno estábajo el-control del clínico.

2.4.1.2.Consumode estosanalgésicosy gruposde riesgo.

El consumode analgésicosseverifica frecuentementepor automedicación,ya que la
mayoríade estassustanciassepuedenadquirir sin prescripciónmédica, lo cual conducea un
difícil seguimientoy a unafarmacovigilanciaavecesdeficiente(MENARD, G. y col. 1993).
Además,estosmedicamentosno estánexentosde producir toxicidad, sobre todo aquellos
consumidosde forma crónica(RAINSFORD,K. 1984). Un ejemplo,es el síndromeclínico
denominado nefropatía analgésica que esta asociada al consumo de analgésicos
antiinflamatoriosno esteroidicos,entrelos quese encuentrantanto el ASA comoel ACAP
(NANRA, R.S., 1993).
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La popularidady consumode estosanalgésicosen generales muy grandeen todoslos
estratosde población:por ejemploen niñosy adolescentes(SWEDISHDRUG STATISTIC,
1987) pero, probablemente,seaen el grupode Personasde EdadAvanzada(PEA) dondees
másalto (AHONEN, R. y col. 1991).Con la edad,seproduceun aumentogeneralizadotanto
en el consumocomo en la prescripciónde fármacos,y especialmenteen los medicamentos
dispensadossin receta médica (“over-the-counter”, OTC). Así lo demuestrannumerosos
estudios:CHIEN, C.P. y col. (1978) encontraronen un estudiocon 244 personascon una
edadpor encimade los 60 años,que entrelos fármacosmáscomúnmenteutilizados,el 66%
erananalgésicos.En esteestudio,el 83% de la poblacióntomabandosó másfármacosy los
medicamentosOTC constituíanel 40% del total de la medicaciónutilizada. GU’1%UMAN, P.
(1978),con una muestrade 441 PEA, encontróqueel 61% tomabanfármacosOTC, de los
cuales el 31% eran analgésicos.OUSLANDER, J.G. (1981), en un estudio realizadoen
Estados Unidos observó que los analgésicoseran unos de los medicamentos más
frecuentementeprescritos.

ROE, D.A. (1984a) señalaen su estudio que los grupos de medicamentosmás
consumidospor los ancianosson:

1.- agentesantiinfecciosos.
2.- analgésicosy antiinflamatorios.
3.- sedantes,tranquilizantesy antidepresivos
4.- cardiotónicos,antihipertensivosy diuréticos

Estamismaautoray HATHCOCK, J.N. (1985),enumeranlas principalesrazonesque
explicarían, segúnsu criterio, el excesivoconsumoo mala utilización de fármacosen este
grupo de población:

a) Prescripcionesde vahosmédicosa los que suelenacudir.
b) Piensanque si una dosisbaja resulta inefectiva, una másalta silo será.
c) Hipocondriasis.
d) Obsesiónrespectoa todos los problemasrelacionadoscon su salud.
e) Uso abusivo,en algunasocasiones,por partedel médico, de fármacoscon el fin
de haceral pacientemásmanejable.
O Dificultades para seguir el régimen de medicación impuesto, mezclando
incorrectamentediferentesmedicamentos.
g) Consumode fármacosprescritosparaotraspersonascon el fin de probarsi les van
bien para su salud.
h) No ser tenido en cuentamuchasvecespor los médicossi la dosis que utilizan está
en relacióncon el pesocorporal.

WELLING, P.G. (1985) indicó que aunque hay numerosasestadísticassobre el
consumode fármacosen las PEA, todasellas suelencoincidir en que las personasde edad
que viven en sus hogarestomanentre2 y 4 medicamentosdistintos al día, aumentandoesta
cifra en los ancianosinstitucionalizadoshasta5-10 diarios. Se ha comprobadoademás,que
el consumode fármacosaumentacon la edad. En el estudiode CHEN, L.H. y col. (1985),
se encontróque el Tylenol (ACAP) era la especialidadmás consumidapor los ancianos
institucionalizados,mientrasqueen los que vivíanen sushogares,ocupabael segundolugar.
ROE, D.A. (1984b), en un estudio llevado a caboen Gran Bretaña,confirmé el excesivo
consumode analgésicos,ya que se sitúan inmediatamentedespuésde los diuréticos.

Por último, y sin referirseespecíficamentea las PEA, SOLM, A. y MENDEN, 8.
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(1983) destacarona modode ejemploqueel 16% de la poblaciónalemanatomabaal menos
un medkamentoal día, el 10% lo hacía una o másvecesa la semanay solo el 57% no lo
hacíannuncao casi nunca.Estosdatosseconfirmaronen nuestropaíssegúnunaestadística
del año 1985, que situó al ASA comoel primer fármaco másconsumidoa continuacióndel
ACAP. Comoya seha comentado,el ACAP es un analgésicode consumomuy extendido,
principalmenteen paísesanglosajonescomo EstadosUnidos y Gran Bretaña(NOYELLE,
R.M. y col. 1987). En una encuestarealizadaa 895 pacientesde consultareumatológica
revelaronqueel 49,7%de los enfermosestabanautomedicadosy queel principio activomás
frecuenteera el ASA (QUENEAU, P. y col. 1984).

En la revisiónde INSEL, P.A. 1991 seindicaqueel ASA ademásde ser el analgésico
estándarparala comparacióny evaluaciónde los demás,aún es el másprescritoy seestima
que las cantidadesconsumidasde estadrogaen E.E.U.U. sonde 10.000a 20.000toneladas
anuales.

Se ha realizadorecientementeun trabajo por MENARD, G. y col. 1993 mediante
encuestaen seisoficinasde farmaciade unaciudadfrancesay duranteun solo día, sobreel
consumode analgésicosantiinflamatoriosno esteroidicos:el estudiose orientóespecialmente
a la obtenciónde datossobreel porcentajede automedicación,de consejofarmacéuticoy de
prescripciónmédicade estos fármacos,sobreel tipo de analgésicoconsumido,y sobre los
gruposde poblaciónconsumidoresdeestoscompuestos.Los resultadosde la encuestafueron,
por un lado, que el porcentaje de prescripción médica era mayor (62,2%) que la
automedicación(29,4%) y ésta, mayor que el consejofarmacéutico(8,4%). En cuantoal
fármacomásdispensadofue el ACAP, en gran medidapor ser el menoscaro, seguidodel
ASA y este último seguidode las asociacionesmedicamentosasanticatarrales.En cuantoa
la edaddel consumidorencontraronquela edadmásrepresentadaesde20 a 30 añoscon un
21,8% del consumo,seguidade 30-40 (16%), seguidade másde 60 años(14,3%),seguida
de0-10años(13,4%), seguidade 10-20y de 50-60años(9,2%) y por último de 40-50años
(5,9 %). En cuantoa la distribuciónpor sexosdel consumoencontraronqueel consumoen
las mujeres(66,4%)eramayor que en los hombres(32%).

Otro estudiorecientesobreel consumode los analgésicosseha realizadoen Noruega
por EGOEN, A.E. en 1993, sobre unapoblación de 19137 sujetos, de los que 9864 eran
mujeresy 9273 eranhombres.Se les sometióa dos cuestionarios,uno referidoa sushábitos
y enfermedadesy otro a los fármacosconsumidosdurantelos 14 díasqueduróla prueba.Se
estudiócomoinfluía la edad, el sexo, la menstruación,la presenciade enfermedades,los
hábitos y distintos factores socioeconómicossobre el consumo de analgésicospor los
individuos. Los resultadosobtenidos,en cuantoal consumodeéstoscompuestos,quefueron
los fármacosmás consumidos(54% de la población)durantelos 14 días,aproximadamente
el 28% de las mujeres y el 13% de los hombres eran consumidoresde analgésicos,
disminuyendoel consumoen los grupos de menor edad. Durante la menstruación,una
elevadaproporciónde mujeresde 15-24 añosutilizan usualmenteanalgésicosy a partir de
los 25 añosel uso disminuyecon la edad. El mayor descubrimientode este trabajo es la
fuerte asociaciónentreel consumode analgésicosy el dolor de cabezay algo menorcon
infecciones y dolor de espaldao cuello. Otros factores que están asociadosal uso de
analgésicosson depresiónen lasmujeres,insomnioen los hombres,el consumode café y el
nivel de educación,aunqueestos últimos con menorsignificaciónque los primeros.

Comoresumende esteapartadose puedeconcluirquedebidoal excesivoconsumode
medicamentosde este grupo, es muy alta la posibilidadde interaccionesentrenutrientesy
fármacos.
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2.4.1.3. Interaccionesanalgésicos-metionina.

2.4.1.3.1.ACIDO ACETILSALICILICO (ASA).

Queconozcamos,no hayapenasestudiosquese hayanenfocadoal efectodelconsumo
de ASA sobre la biodisponibilidadde los nutrientes.Por una parte, podríamosindicar una
posibleinteracciónentreASA y metioninapuespareceafectaral metabolismogeneralde los
macronutrientesy, entreellos, la proteína.Y estoesasí,puesel fármacopuedeinteraccionar
con el catabolismoproteicogeneral,por el papel que el fármacoa dosisaltastiene sobrela
función mitocondrial ya quedesacoplala fosforilación oxidativa en el músculoesquelético,
hígado y riñón compitiendo con el NAD (nicotin-adenin-dinucleótido)(LORENZO
VELAZQUEZ, B. 1987) impidiendo la fosforilación del ADP aún cuando la cadena
respiratoriacontinuasu procesooxidativo (AZANZA, J.R. y CUENA, R. 1986; HAAS, R.
y col 1985), como consecuenciala eficiencia de la oxidación de la glucosa,medida como
producciónde ATP (trifosfatode adenosina),decrecea pesarde que aumentanlas unidades
deglucosametabolizadasy el consumode oxígeno(MIYIHARA, J.T. y KARLER, R. 1965;
THURSTON, J.H. y col. 1970; LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987). Al déficit de ATP
contribuyetambiénel estímulode la actividadATPásicapor los salicilatos.Portanto,también
el metabolismooxidativo de las grasasy el catabolismode las proteínas y aminoácidos
aumentan;a dosisaltas, contribuyena esteefecto un aumentode secreciónde cortisol por
estimulo hipotalámicoy aumentael cortisol libre por desacoplamientode las proteínas
plasmáticas(LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987).

El déficit de ATP puedeser importantecondosistóxicasde los salicilatosy trae una
seriede consecuenciasmetabólicas:la síntesisde triglicéridos disminuyey puedehaberun
balancenegativode nitrógeno,no sólo por el aumentode catabolismoproteicosino por que
la falta de ATP para la reabsorción activa de aminoácidosen el riñón de lugar a
aminoaciduria.Aunque la activacióncorticosuprarenalpuedecontribuir con esto medianteel
incrementodel catabolismoproteico, el mecanismode la aminoaciduriaproducidapor los
salicilatosseconocepoco(INSEL, P.A. 1991).Las dosisaltasde salicilatospuedenprovocar
en los animalesy en el hombrealgunasalteracionesevidenciadaspor proteinuria,cilindruria
y aumento del número de células en el sedimentode la orina: se trata de lesiones
degenerativastubulares,pero que son reversiblesy desaparecenespontáneamente(LLITER,
M. 1986). El déficit de ATP, al inhibir la síntesisde mucopolisacáridosy mucopéptidos,
puedeser responsablede algunasaccionesantiinflamatorias,antireumáticasy de fenómenos
erosivosen la mucosagástrica(LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987).

El ASA es uno de los fármacosmás utilizados en la practicapediátrica, por ello
MONCKEBERG, E. y col. (1978) estudiaronla cinéticade la concentraciónplasmáticade
salicilatosen niñosmenoresde 1 añocondesnutriciónsevera(marasmus)en comparacióncon
niños que presentan un estado nutritivo normal. A ambos grupos se les administró
intravenosamente12 mg/Kg pesocorporal de ASA. En condicionesnormaleslos salicilatos
se unen a la albúmina sérica en un porcentajemuy elevado (GILLETE, J. 1972) y una
pequeñafracción queda libre, sin embargo,en los niños desnutridosla concentraciónde
salicilato libreen plasmaaumentasignificativamentea la vez que la eliminaciónconstantede
la misma es mucho menor en los niños desnutridosque en los normales.Esto tiene una
enormeimportanciaporquecuandose utilizan los salicilatoscomoantipiréticosla dosis se
prescribesolamentede acuerdocon los cambiosde temperatura.Resultadossimilareshan
obtenidorecientementeASHTON, M. y col. (1993).

Otroposiblemecanismode interaccióndel ASA esconel metabolismode la metionina
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seexplicaatravésde los trabajosrealizadossobreel efectodel consumodel fármacosobre
los folatos ya que, como ya explicamosen el apartado2.2.1.1.,el metabolismode ambas
moléculasestánmuy interrelacionados.

El estudio de LAWRENCE, V.A. y col. (1984) ha servido de apoyo a las
observacionespreviashechaspor ALTER, H.J. y col. 1971 sobre la depleción de folato
inducida por la administraciónde ASA. Se demostróen una mujer sana que presentaba
niveles séricosmásbajos,tanto de fólico libre como conjugado,duranteel tiempo en el que
estabatomandodosisterapéuticasde ASA queanteso despuésde esteperíodo.Secontrolé
la ingestade ácido fólico en su dieta y se vio que era similar en todo el períodode
investigación. El mecanismopor el cual el ASA desplazóal folato podría ser mediante
acetilaciéndela albúminaplasmáticasegún(LAWRENCE, V.A. y col. 1984),disminuyendo
así la fijación proteicade los folatos (FERRY, M. y FOGLIETU, M.J. 1992). En 1984,
SHEVCHUK, O.A. y ROE, D.A. realizaronun estudiosobrela excreciónde folato durante
un tratamientocon ASA: la eliminaciónurinariade folato no aumentéduranteel períodode
administraciónde la droga,aunquesi se encontróunaalteraciónen la concentracióny unión
de folato plasmático(SHEVCHUK, O.A. y ROE, D.A. 1985). Los autoressugierenqueel
efecto del ASA puedeser un dato importantecomoexplicaciónpara los bajos valoresde
folatoencontradosen ciertosgrupos depacientes,incluyendolas PEA, y como un problema
en caso de pacientesen los quesimultáneamentea la administraciónde ASA presentanuna
alteración y/ó una ingestainadecuadade folato y, por tanto, su estatusen folato ya estaría
previamentecomprometido(ROE, D.A. 1985).

Si la administración de ASA se hace de forma discontinuala disminución de la
concentraciónde folato sérico es rápidamenteinvertida segúnLAWRENCE, V.A. y col.
(1984),pero ALTER, H.J. y col. (1971) indican que un consumocrónicode ASA y otros
salicilatospuedeejercerun efectoantagonistasobreel estatusde folato bien,por retrasarla
absorción(ZIMMERMAN, J. y col. 1985) o bien, por incrementarla excreción.Los niveles
bajos de folato que se encuentrande forma crónica en pacientescon artritis reumatoide,
podríanexplicarseenpartepor el uso de ASA (ALTER, H.J. y col. 1971).Otrosautoressin
embargo,indican que la administracióncrónicade ASA no reducela biodisponibilidadde
mono o poliglutamilfolatoen ratas (HOPPNER, K. y LAMPI, B. 1986). El suplemento
recomendado,por algunosautores,en casodeadministraciónterapéuticade ASA esde 0,4-
1,0 mg/día (GARABEDIAN-RUEFALO, S.M. y RUFFALO, R.L. 1986).

Un trabajo realizadopor INOUE, F. y WALSH, R.J. en 1983, trató de estudiarla
posibleinteracciónentrefenitoinay salicilatocuandoseadministraun suplementode folato.
El nivel de fenitoina total del suero disminuía inicialmente por la adición de ASA.
Posteriormente,despuésde 4 mesesde tratamientocon combinaciónde ASA-fenitoina,
abmentanlos nivelesséricosde fenitoinay la deficienciaséricade folato. La disminucióndel
nivel del folato sérico atribuido al incremento de los requerimientosde folato por el
metabolismode la fenitoina, la cual es desplazadade sussitios de unión por el ASA.

Todasestasinformacioneshan dado lugara la recienterealizaciónde estudiossobre
los posiblesefectosde los analgésicosantiinflamatoriosno esteroidicossobre los enzimas
dependientesdel folato. Lasprimerasinformacionesal respectolas aportaronHA, T. y col.
en 1990 y, postenormenteBAGGOrF, J.E. y col. en 1992 realizaronun trabajoen el que
se investigabael efectode los analgésicosmásimportantessobrela dihidrofolatoreductasa
y la fosforibosil-aminoimidazol-carboxamidaformiltransferasa(AICAR transformilasa).En
cuantoal ASA los resultadosobtenidossobresu actividadinhibidoraenzimáticafueronque
semostrabaactivasobrela AICAR transformilasaeinactiva sobrela dihidrofolatoreductasa.
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2.4.1.3.2. ACETAMINOFENO (ACAP).

El mecanismode interacciónentreel ACAP y la metioninasebasaen el metabolismo

del fármacoy la hepatotoxidadque produce:

* Metabolismo y hepatotoxicidad CHi’) del ACAP

.

El ACAP se metaboliza en un 95% en el hígado siguiendo
principalesindicadasen la Figura9. La vida mediade eliminaciónes
aumentaen casosde marcadainsuficienciahepática(HATHCOCK, J.

tres vías metabólicas
de 2 a 2,5 horas que
N. 1990).

Figura 9. Vias de metabolización del ACAP en el hígado.
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Estos son los metabolitosobtenidosen orinaen porcentajesparadosisterapéuticasy
en el hombre(INSEL, P.A. 1991), aunqueexistecierta variabilidad (HOUSTON, J.B. y
LEVY, G. 1976; HUEL, J. y LEVY, G. 1981).

En la reciente revisión bibliográfica realizadapor HATHCOCK, J.N. (1990) se
indican las rutasmetabolicasdel ACAP; dos de estasvías metabólicasson fasesdirectasde
conjugacióny dan lugara los principalesmetabolitosque son conjugadosde sulfato y ácido
glucurónico(JOLLOW, D.J. y col. 1974) y que seeliminan finalmentepor orina. Menosdel
5% seelimina comoACAP sin metabolizar.Unapequeñafracción (4-5%), sufreunatercera
vía de metabolización(JOLLOW, D.J. y col. 1974; DAVIS, D.C. y col. 1974) y, utilizando
el sistemade oxidasasmixtasy citocromoP-450, seoriginaun metabolitoaltamentereactivo
arilante, la N—acetilbenzoquinonaimina(NABQI) (CORCORAN, G.B. y col. 1980).
Finalmentela NABQI es atrapadae inactivadacon glutationeliminándosecomoconjugado
con cisteinay ácido mercaptúrico(MINER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979). Cuandola
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NABQI, no conjugadase forma en cantidadessuficientescomo para agotar el glutation
(MITCHELL, J.R. y col. 1973) hepático reacciona con grupos sulfhidrilos de
macromoléculasproteicasproduciendonecrosishepática(BARTOLONE, J.B. y col. 1987;
LUPO, 5. y col. 1987) y dandolugara la HT característicadel ACAP. Estoes debidoa que
esteproductocomocompuestoelectrofílicotienecapacidaddeunióna moléculasnucleofílicas
(MINER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979).Durantela síntesisdelos compuestoselectroffiicos
segeneranradicalesorgánicos,esdecir con uno o máselectronesdesapareados.Así, en el
metabolismodel ACAP a NABQI podríaestarenvueltola formaciónde un radical fenoxilo
que sufriría una oxidación a NABQI (SMITH, C.V. y MITCHELL, J.R. 1989). Además
cuandola depleciónde glutation alcanzaun nivel umbral la peroxidaciónlipídica que se
desarrollacontribuyecomo mecanismoadicionala la alteracióncelular (COMPORTI, M.
1987).

A dosisterapéuticas,el ACAP en el ratónsemetabolizaen: 45% ACAP-sulfato,35%
ACAP-glucurónido,4% ácido mercaptúricoy 12% de ACAP libre (JOLOW, D.J. y col.
1974 y GALINSKY, R.E. y LEVY, G. 1981).

La producción metabólica y la excreciónde sulfato disminuye en ratas en ayuno
(MULDER, G.J. y col. 1982) y con deficienciade proteína(KRIJGSHELD, K.R. y col.
198ib) y en humanoscon anorexianerviosay con kwashiorkor. Unaadministraciónaguda
de ACAP en ratasproduceun deplecióntemporalde sulfatoendógeno(KRIJGSHELD,K.R.
y col. 1979; MORRIS, M.E. y LEVY, G. 1983), pero una administraciónprolongadano
disminuye los niveles plasmáticosde este compuesto(REICKS, M. y col. 1988), lo que
sugiereque unaadministraciónprolongadade ACAP incrementael valor de la producción
de sulfato.

La alteraciónmolecularocasionadapor la NARQI y la fisiopatologíaatribuiblea la
reacciónquímicaaúnno ha sido identificada(SMITH, C.V. y MITCHELL, J.R. 1989). Por
ello, sonnumerososlos estudiosquesehanrealizadoparaelucidarel mecanismotoxicológico
del ACAP. La hipótesisde la unión de la NABQ a macromoléculashepáticassurgió al
comprobarque cuandoseprovocabaunaHT por dosis masivasdel fármacoen ratoneso
cobayas“Syriam’, no habíaunacorrelacióndirectaentrelos nivelesde ACAP en tejidos y
el gradode lesiónhepática(MITCHELL, M.C. y col. 1981; LUPO, 5. y col. 1987). Además,
al estudiar los efectosdel tratamientocon inductoresenzimáticosy con inhibidores del
metabolismomicrosomalhepático, se observóqueel gradode necrosishepáticaeramayor
en los animalesque eran previamentetratados con un inductor metabólico, y menor en
aquellosquehablanrecibidoun inhibidor. Estasobservacionesdieronlugara la hipótesisde
queel agentetóxico noerael ACAP, sino un productode su transformaciónmetabólica.Al
administrarACAP marcadoradioactivamentea animalesnormalesy a animalespreviamente
tratadoscon inductoreso inhibidoresenzimáticosseencontró,despuésde analizarmuestras
de hígado y músculo, que seproducíauna fijación covalentede un derivadodel ACAP a
macromoléculasdel hígado, mientrasque tal fijación no sedabaen el músculoesquelético,
donde no había transformaciónmetabólica del fármaco (JOLLOW, D.J. y col., 1973;
MITCHELL, M.C. y JOLLOW, D.J. 1975).JOLLOW, D.J. y col, en 1973, demostraronque
la fijación covalentedel metabolitodel ACAP alas proteínashepáticasno tienesignificación
hastaque la concentracióndel fármacoinmodificadoen el hígadodisminuye en másde un
50%.

Se han estudiadolos posiblesmecanismosde actuaciónpara la toxicidad del ACAP
conlos análogos3,5-dimetilACAPy 2,6-dimetilACAP, en hepatocitosaisladosde ratas. Se
encontró que el ACAP es el más citotóxico de los tres y que todos ellos producíanun
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descensoen las concentracionesde glutation celular. Los resultadosindican que los tres
compuestosanálogoscausansus efectoscitotóxicos por mecanismosdiferentes,aunquela
toxicidad pareceestar mediada en todos los casos por sus productosde oxidación, las
quinoniminas(PORUBEK, D.J. y col. 1987).

Los datosexistentessobrela formacióndela NABQI constituyenla teoríade la unión
covalentey la consecuentemuerte celular, pero se han llegado a proponermecanismos
alternativospara la HT. En cuanto al citocromo P-450, un estudio indica que la HT del
ACAP no vaa dependerúnicamentedela oxidaciónmediadaporel citocromoP-450sinoque
tambiéndependede la actividad de la cicloxigenasahepática(BEN-ZVI, Z. y col. 1990).
Otros autores nos explican, que la Hl producidapor la degradacióndel ACAP puede
determinarseen partepor los niveles relativosde los diferentesenzimasdel sistemaP-450
(KALHORN, T.F. y col. 1990).

Otro aspecto,al quehan prestadobuenaatencióndiferentesgrupos de investigación,
ha sido la inhibición en la rata de la bomba Na~-K~-ATP-asadurantela HT por ACAP,
confirmándosequesu actividaden la membranasplasmáticasdisminuyeaproximadamenteun
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
alteración de la función mitocondrial, la cual precedea la pérdidade integridad de la
membranaplasmática(BURCHAM, P.C. y HARMAN, A.W. 1990).

Hace algunosañossedescubrióel papel del calcio en la muertecelular a nivel del
hígado.Así, SCHANNE, F.A.X. y col. (1979) comprobaronque la letalidadde numerosos
tóxicosañadidosa cultivos dehepatocitosdependíade la concentraciónde calcio en el medio.
Se ha postuladoque la mayoríade los hepatotóxicosactúanalterandoel funcionamientode
la membranacelular y permitiendola entradamasivade calcio, el cual va a tenerun efecto
letal. De hecho,algunosautoresopinanqueprecisamenteestaalteraciónen la regulacióndel
calcio y el incrementointracelulardel mismo es el mecanismopor el cual el ACAP causa
lesión y muerte hepatocelular(CORCORAN, G.B. y col. 1988 y BOOBIS, A.R. y col.
1990). Sin embargo,GREWAL, K.K. y RACZ, W.J. (1993)opinaron que las alteraciones
en la homeostasisdel calcio citosólicoproducidaspor el ACAP no son la principal causadel
procesohepatotóxico.

Tambiénse han realizadotrabajos in vitro con cultivo de hepatocitosde ratón en el
queel ACAP producepérdidade la regulacióniónica, acumulaciónde Ca 2+ en el núcleoy
fragmentaciónde ADN (SHEN, W. y col. 1992), esteúltimo efectono fue significativo en
el experimentode MILLER, R. y col. (1993) que se realizó con cultivo de hepatocitosde
truchay en el quese produjeronefectoscomola disminuciónde proteínay ADN celular a
la vez queaumentabala actividadde la lactatodeshidrogenasacelular,con el aumentode la
concentraciónde ACAP en el medio. También se observó una abundantevacuolización
citoplásmica,reducciónde glucógenoy agregaciónperinuclearde mitocondriasen un medio
con ACAP.

En el uso normal, el ACAP no es hepatotóxico,pero en casosde sobredosificación
en el adulto, puede producir necrosishepáticatras la ingestión de una dosis de 10-15 g,
mientrasque25 g ó másson potencialmentefatales(INSEL, P.A. 1991).

De este modo,en EstadosUnidos sobretodo, se utiliza comopreparadode elección
para fines suicidas, al no ser necesanaprescripción médica para su dispensación.En
Inglaterra y Gales el número de muertespor intoxicación con ACAP van aumentando
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constantementedesde los primeros casos de HT fulminante ya relatados en 1966
(DAVIDSON, D.G.D. y EASTHMAN, W.N. 1966 y MEREDITH, T.J. y VALE, J.A.
1984).Sóloen 1984, sediagnosticaron176 muertespor intoxicacióncon ACAP. Los adultos
son los quepresentanlos casosmásgravesy fulminantesmientrasquelos niños raramente
toman ACAP suficientepara provocarel cuadro de mortalidad (MEREDITH, T.J. y col.
1986).

El mismodíadespuésde la tomade unadosishepatotóxicadeACAP puedenaparecer
algunossíntomaslevescomo nauseas,vómitos, diarrea,etc, de modo que, en esteperíodo,
los síntomasno reflejan la gravedadpotencialdel envenenamiento.A las 12-24 horasde la
ingestión empiezan a ser anormales las pruebas de función hepática, aumentando
espectacularmentelas aminotransferasas(aspartatoy alanina)y la deshidrogenasaláctica; se
prolongael tiempo de protrombinay tambiénaumentala bilirrubina plasmática(FLOREZ,
J. 1987a; INSEL, ItA. 1991).El cuadrocambiaa las 24-48horas,que escuandocomienzan
aapreciarsesignosdeafecciónhepática,en estepuntola recuperaciónnormalmenteesrápida
y completa.La intensidadde la alteraciónhepáticacrece en los díassiguientesa la vez que
se incrementala ictericia y la encefalopatíadesarrolladaal tercery cuarto día. Se puede
desarrollarunaalteraciónrenal, acidosismetabólicae hiperlactiacidemiajunto a la lesión
hepática.Sin un tratamientorápidoal cabodevahosdíasdosterciosdelos pacientesconuna
concentraciónplasmáticade ACAP por encimade la concentraciónlímite puedenmorir por
encefalopatíay lesión hepáticasevera (MEREDITH, T.J. y col. 1986). El diagnóstico
tempranoes vital en el tratamientode la sobredosisde ACAP y se disponede métodospara
la rápidadeterminaciónde concentracionesplasmátivasde la droga,pero el tratamientono
debedemorarsehastala obtenciónde los resultadosdel laboratorio.En los casosno fatales
las lesioneshepáticassonreversiblesen un períodode semanaso meses(INSEL, RA. 1991).

Un estudiorealizadopor PLACKE, M.E. y col, en 1987nosdefinehistológicamente
el procesohepatotóxicoproducidodespuésde una ingestade 600 mg/Kg depesode ACAP
en ratón: Durantelas dosprimerashorasaparececitomegaliay rápidaprogresióna necrosis.
Ultraestructuralmenteaparecevesiculación,vacuolización,y degeneraciónde la membrana
mitocondrialy plasmática,culminándoseel procesoa lascuatrohorasconla muertecelular,
las célulasquedanesparcidasy a las ocho horasseproducela necrosiscentrilobularen gran
extensión.Secreequeel retículoendoplásmicoes el puntode activacióny de ataqueinicial
del ACAP y, por ello, se piensaque estos orgánulosjuegan un papel crítico en la HT
producidapor el ACAP.

* PaDel de la metionina y su metabolismo en la HT del ACAP

.

En este punto esprecisorecordar la Figura2. (pág. ), en ella se muestrala ruta
metabólicade transmetilación-transulfuraciónde la metioninadeforma esquemática;en ella,
a partir de la metionina,dietéticao endógena,se sintetizala 5-adenosilmetionina(SAM) y
posteriormentecisteinaque, segúnel esquemaindicadoen la Figura6. (pág. ), permitirála
síntesisde glutation. Son estastres biomoléculas,metionina,SAM y glutation, los puntos
clavesen el metabolismoy la HT del ACAP.

Muchas son las reaccionesde conjugación en el metabolismo de compuestos
endógenosy de fármacos,comoel ACAP que requierensulfocofactorestalescomo sulfato
activo (PAPS: 3’-fosfo-adenosil-5-fosfosulfato),glutation y taurina(GLAZEN?BURG, E.J.
y col. 1983), por tanto, la metioninasirve como precursorde estos cofactores,ya que se
conviertevía transulfuración,por medio de la cistationina,a cisteinaquepresentaun papel
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central de metabolismo de fármacos
(GREENBERG,D.M. 1975;SINGER,T.P.
1975). METIONINA ~ CISTEINA

El efecto tóxico del ACAP se
produce probablemente,como ya se ha
indicadoanteriormente,por la activacióndel
citocromo P-450, seguramentehacia el TAURINA
reactivo intermediario GLUTATION SULFATO
N-acetilbenzoquinonaimina(JOLLOW,D .J.
y col. 1973; WONG, L.T. y col. 1981;
POITER, W.Z. y col. 1974). Dicho
metabolito intermedio tóxico puede ser
detoxificado a través de la unión con
glutation reducido.El glutationconjugadoes posteriormenteexcretadoen la bilis o también
en orina, principalmentecomoácidomercaptúrico(Figura.7, pág. ). Un descensoen el nivel
de glutation conducea la unión del metabolito intermedio reactivo a macromoléculas
celulares, siendoesta unión probablementeresponsabledel efectotóxico producidopor el
fármaco.

Se ha postuladoque, dado que lo que caracterizabaal metabolito intermedioera su
extremareactividad, parecíalógico pensarque el derivado formadosufría una conjugación
inmediatacon algúnproductoendógeno,el cual ejerceríaunaespeciede función ‘tampón’
y quesóloal consumirsela totalidadde éste,el metabolitoreaccionadaconlas proteínasdel
entorno. Se pensó que el “tampón’ ideal sería el glutation contenidoen el hepatocito,
confirmándoseéstoal descubrirseunanotablecorrelacióninversaentreel nivel de glutation
en hígadoy el gradode fijación covalenteen lasproteínashepáticastras la administracióndel
producto (POTTER, W.Z. y col. 1974). Se concluye en este trabajo que sólo se llega a
producir fijación covalentecuandola dosisdel fármacoes lo suficientementeelevadacomo
para agotar el glutation disponible. Se consideraque el glutation es el más importante
detoxificadorde elevadasdosisde ACAP (MEISTER, A. 1989b) y la HT producidapor el
ACAP va a dependerdel balanceentre la tasade formación de la reaccióndel metabolito
tóxico y la biodisponibilidaddel glutation y, por tanto, de su tasa de síntesis (CASTELL,
J.V. y col. 1990).

Aún así, algunosautoressugieren,queesta unión covalentees insuficientepor si
misma para inducir la toxicidad celular provocadapor el ACAP (MEREDITH, T.J. y col.
1986).

E] efectoprotectordel glutation segúnGALIANA, A. (1987) sedeberíaa:

- Su capacidadpara conjugarsecon algunos fármacoso sus metabolitosy dar los
respectivosácidosmercaptúricos.

- Su capacidadpara hacer reversiblela inhibición SH de ciertos enzimas,ya que
ciertosfármacosse fijan a dichosgrupos bloqueandosu actividad.

- Su efectoprotectorde la integridad de la membranaeliminandohidroperóxidos
lipídicos u otros peróxidosoriginadosen el metabolismode algunosfármacos.

- Protecciónde los ataqueselectrófilos de los metabolitosalquilantesde algunos
fármacosa algunoslugaresnucleófilos de los hepatocitos.

En cuanto a la SAM, se sabe que en algunaspatologías hepáticasla actividad
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enzimáticade la SAM-sintetasa,encargadade sintetizarSAM a partir de metioninay ATP,
seencuentrareducida(MARTIN DUZE, A. y col. 1988) y queen grannúmerode trastornos
hepáticosse produceuna reducción de la concentraciónde SAM (PASCALE, R. y col.
1984). Además,algunostrabajoshan mostradoque existeuna correlacióndirectaentreuna
reducciónde la concentraciónde glutation (GSH) hepático y una inhibición de la 5AM
sintetasay, por tanto, de los nivelesde SAM, en el hígadode rata (CORRALES,F. y col.
1991). Por tanto, se puededecir que la SAM puedeactuarpromoviendolas reaccionesde la
vía de transulfuracióny consecuentementeaumentala capacidadde detoxificaciónde este
sistemametabólico(ALMASIO, P. y col. 1990),aunque,el mecanismodeacciónprecisode
la SAM en cadaunode estasalteracioneshepáticasno seconocepor el momento(CUTRIN,
C. y col. 1991).

* Prevencióny tratamientonutricionalde la HT

.

Ante la posibilidad de que se produzcan suicidios por intoxicación con ACAP
(ANKER, A. y SMILKSTEIN, M.J. 1993), se han realizado trabajosencaminadosa la
prevencióny tratamientode los mismos.

El conocimientodel papel del glutation como hepatoprotectoren la intoxicaciónpor
ACAP ha llevado a ensayarlas posibilidadesde utilizar precursoresdel glutation así como
de otros donadoresdel grupoSH, ya queel glutation exógenono es capazde penetraren el
interior del hepatocito.La administraciónde aminoácidoso dipéptidos que sean buenos
substratosparala transpeptidaciónpor la gamma-glutamiltransferasaincrementael turnover
hepáticode glutation (LAUTENIBURG, B.H. y SMITH, C.V. 1986). Así, los primeros
estudiospublicadospor PRESCO’1’T,L.F. y col., en 1974, secentraronen la posibilidadde
emplearcisteaminapor vía intravenosa.Esteproductoinhibe la conversiónde ACAP a N-
acetilbenzoquinonaimina(HARVEY, F. y GOULDING, R. 1974) y estimulala síntesisde
glutation (REVESZ, L. y MODIG, H. 1965). El problemade estecompuestoesquepuede
ocasionarefectosadversostalescomoanorexia,nauseas,vómitos, etc.

En la actualidad,debido a su efectividad y tolerancia, es la N-acetilc¡steínael
preparadode elección (MEISTER, A. 1989b; INSEL, P.A. 1991; ANKER, A. y
SMILKSTEIN, M.J. 1993). Esteproductosepuedeemplearpor vía oral, aunquela mayoría
de los autoresrecomiendanacudir a la vía intravenosa(BANDA, P.W. y QUART, B.D.
1987; WONG, B.K. y CORCORAN, G.B. 1987) puespor vía oral aparecenfrecuentemente
vómitos. Al igual quesucedecon otros protectores,la eficaciadel tratamientocon N-acetil
cisteinadependedel momentode su administración.Si seinicia dentrode las primeras8-lo
horas despuésde ingerir el producto, la protecciónes virtualmente completa, pero su
efectividaddisminuyea partir de esemomento,de tal modoque el efectobeneficiosono se
mantienecuandohantranscurridomásde 15 horasdesdela ingestióndel ACAP (PRESCOTT,
UF. y col. 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).Comohemosindicado
la vía intravenosaes la vía preferente,aunquealgunospacienteshan desarrolladouna serie
de procesoscomo son sarpullido, angioedema,hipotensióny broncoespasmo(BATEMAN,
D.N. y col. 1984 y MANT, T.G.K. y col. 1984).La unión covalentedel ACAP representa
unalesiónbioquímicacapazde romperla homeostasisdel calcioy producir la muertecelular.
La N-acetil-cisteínabloqueala acumulacióndel calcio eliminandoasíla alteraciónhepática
producidapor el ACAKP (CORCORAN,G.B. y col. 1987a).

Juntoa la N-acetilcisteínaexisteotro tratamientoalternativoquees la administración
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de metionina. La prevenciónde la HT se puedeconseguirmediantela administraciónde
comprimidosque contengansimultáneamenteACAP y pequeñascantidadesde metionina
(SKOGLUND, L.A. y col. 1986; VIÑA, J. y col. 1986). Por ejemplo,en GranBretaña,ya
se ha realizado la comercializaciónde la asociación500 mg de ACAP y 250 mg de
metionina, lo cual ha despertadodetractoresentreotras causaspor el elevadocosto. La
metioninareducela depleciónde glutation despuésde una dosis tóxica de ACAP y actúa
manteniendola síntesis de glutation (MOLDEUS, P. 1981). Este aminoácido,reducela
frecuenciay la gravedadde la HT inducidaporel ACAP (CROME, P. y col. 1976) y estan
efectivocomola N-acetil-cisteína(VALE, J.A. y col. 1981). Además,es másbaratay puede
administrarsepor vía oral. El principal inconvenienteque presentaes que su eficaciapuede
versereducidapor la producciónde vómitosen determinadospacientes.Del mismomodoque
la anterior, debe administrarseantes de pasadas 15 horas después de la sobredosis
(MEREDITH, T.J. y col. 1986).

Ademásde N-acetil-cisteínay de la metionina,en los últimos añostambiénse está
estudiandoel efectoprotectorde la SAM frente al efecto hepatotóxicodel ACAP, cuya
posible utilidad en hepatopatíascrónicas fue sugeridapor SZANTAY, y col. en 1971 los
cuales demostraronque enfermosde cirrosis hepáticapresentabanuna reducción de los
niveles de taurina, sulfatos y de aminoácidossulfurados, lo que prueba que en estas
condiciones patológicas, existe una reducción de las reaccionesde transmetilación
(GALIANA, A. 1987). La SAM seencuentraa la ventaen el mercadofarmacéutico,ya que
se ha demostradola acciónhepatoprotectorade la SAM frente alesionesproducidasmediante
agenteshepatotóxicos,ACAP (STRAMENTINOLI, G. y col. 1987; BRAY, G.P. y col.
1992), tetraclorurode carbono,etanol(CUTRIN, C. y col. 1991; CUTRIN, C. y col. 1992)
y frentea trastornoshepáticoscomocirrosis (MURIEL, P. 1993), colestasis(áLMASIO, P.
y col. 1990).

STRAMENTINOLI, G. y ccl. (1987), basadosen este efecto, muestran que la
administraciónde SAM en ratoneses capazde reducir la mortalidad inducidapor elevadas
dosis de ACAP desde un 43% a un 7 u 8% dependiendode que la dosis de SAM
administradasea 10 ó 20 mg/Kg, valoresinferiores a los obtenidoscuandoseadministrala
mismadosis de ACAP junto con 7,5 mg/Kg de metionina (16,7%). Esteefecto sedebea la
disminución de la alteraciónhepáticaya que los hígadosde los ratonesaparecieron,según
pruebashistológicas,marcadamenteprotegidoscuandoseles administróSAM. Los autores
concluyenqueposiblementela proteccióndela SAM dependade la accióndirectade ladroga
sobre las macromoléculasmicrosomalespreviniendoasí la unión del derivadotóxico y por
lo tanto, que la protecciónse refiere a la ruta de transmetilación-transulfuraciónmediante
derivadostiólicos capacesde favorecerla eliminaciónde el agentetóxico formado.

En estesentido,tambiénsehan realizadotrabajos(PONSODA, X. y col. 1991)con
cultivos de hepatocitoshumanosorientadosa estudiar por una parte, el efecto de la
concentraciónde SAM en el medio sobrelos niveles de glutation, y por otra, estemismo
efecto pero en presenciade ACAP. Así, se observóun incrementodosis-dependientedel
contenido de glutation intracelulara medidaque aumentala concentraciónde SAM en el
medio, y además,si los hepatocitosse incuban con 5AM y metionina simultáneamente
apareceun efecto aditivo sobre el nivel de glutation intracelular. Por otra parte, si los
hepatocitosse incubancon ACAP en dos medioscon y sin SAM, los incubadoscon SAM
mantienennivelesde glutation másaltos que los que no tienenSAM, por tanto, los autores
concluyenque la SAM previenela depleciónde glutation inducidapor el ACAP.

Por todo esto, BRAY, G.P. y col. (1992) proponenque la SAM podría ser una
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alternativaefectiva en los casos en que la N-acetil-cisteínao la metionina no sean bien
toleradaspuesambos presentanimportantesefectoscolateralesnegativos. Estos autores
continúanen estalínea de investigaciónestudiandola protecciónde la SAM en dosespecies
de ratonesfrentea la HT del ACAP obteniéndoselos siguientesresultados,la administración
simultaneade ACAP y 5AM reducela mortalidadde los ratonesy disminuyela depleción
de glutation respectoa ratonesa los quese les administrasolo ACAP, por tanto, el SAM
reducela HT del ACAP con tal queseadministreen las 5 horasdespuésde la ingestiónde
ACAP.

* Factoresnutricionales <me influyen en la HT

Ingestade unadietadeficienteen metionina:Un amplio estudiosobreel temaquenos
ocupaseha realizadorecientementepor PRICE, V.F. y JOLLOW,D.J. en 1989 en el cual
seobtuvieronnumerososdatos.En estetrabajo se estudiaronlos efectosde una ingestacon
vahosnivelesde metioninasobrediversosparámetrosy su relacióncon el metabolismodel
ACAP y su toxicidad.

La ingestade metioninay cisteinaes fundamentalpara metabolizarel ACAP. Los
procesos de detoxificación de sustanciasajenas al organismoen los que intervienen
sulfoaminoácidosincluyen tambiénla conjugacióncon cisteina,metalotioneinay síntesisde
enzimasy de otrasproteínasincluidasen estosprocesosy en las oxidasasde función mixta
que catalizan la activacióndel ACAP (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1988a, 1988b;
PARKE, D.V.y IOANNIDES, C. 1981).

Con una dieta deficiente en sulfoaminoácidos disminuye la síntesis de
3‘—fosfoadenosil—5‘—fosfosulfatoy de glutation en el hígado,y por tanto, disminuyeel
aclaramientode los metabolitosconjugadoscorrespondientesdelACAP (WOODCOCK,B.G.
y WOOD, G.C. 1971; KRIJGSHELD, K.R. y col. 1981b)de modo, que el contenidode
metioninaen la dietaesdirectamenteproporcionalal contenidodeglutationhepático(PRICE,
V.F. y JOLLOW, D.J. 1989; GLAZEN?BURG, E.J. y col. 1983). PRICE, V.F. y
JOLLOW, D.J. en 1989 nos indican queanimalescon dieta sulfo deficiente,bajasdosisde
ACAP metabolizanla drogamáslentamentedebidoa unamarcadareducciónen la capacidad
de sulfatacióny demostraronmedianteestudioshistológicosquea medidaque disminuyeel
contenido de metionina en la dieta con la que se alimentaa los animales, aumentala
incidencia en los mismos a la lesión y necrosis hepática. Por tanto, en ausenciadel
aminoácidohayunarelaciónlineal entrela muertede animalesdeexperimentacióny la dosis
de ACA-P administrada(GALIANA, A. 1987).

Independientementedel incremento del efecto hepatotóxico inducido por una
disminución del porcentajede metioninaen la dieta, GLAZENBURG, E.J. y col, en 1983
demostraron que el metabolismo de una elevada dosis de ACAP en ratas está
sorprendentementepoco afectadacon la administraciónde una dieta con un contenido
constanteo muy bajo de metioninay cisteina.

Todasestasobservacionesindicanla posibilidaddequeun estadonutricionaldeficiente
en cuantoa sulfoaminoácidosserefiere, el cual se puededaren ma.lnutriciónproteica,puede
aumentarla susceptibilidad a la lesión hepáticapor ACAP en humanos(PRICE, V.F. y
JOLLOW, D.J. 1989).

Por otro lado, como hemos indicado en la Figura 2. la vía metabólica de



RevisiónBibliográfica 47

transulfuraciónes un ciclo bioquímicoen el que intervienenSAM, S-adenosilhomocisteína
(SAH) y ácidofólico, y que es el punto clavede síntesisde moléculassulfuradasrequeridas
parala disposiciónde ACAP. Unadeficienciadietéticade metioninaprovocaríaunademanda
de cisteina para la sulfatación y la biosíntesis de glutation que puede afectar a la
transulfuracióny por tanto a la concentraciónde 5AM segúnnos indica REICKS, M.M. y
col. (1992).En estesentidoen 1992 REICKS, M.M. y col. realizaronun estudioconratones
alimentadoscon dieta completa(0,5%) y deficiente(0,25%) de metioninay a los que se les
administró un 0,0% y 0,5% de ACAP. Los resultadosobtenidosfueron, en cuanto al
crecimiento un reducción significativa del lote con ACAP y alimentadocon 0,25% de
metionina, en cuantoa la actividad enzimática,un aumentosignificativo de la glutation
peroxidasay de la superóxidodismutasaconel aumentode metioninaingeriday un aumento
también de la glutation S-transferasacon la ingestión de ACAP por la formación del
metabolitotóxico formadoque seva a conjugarcon el glutation. La concentraciónde SAM
hepáticano aumentócon el tratamientodietéticoni con la administracióndel fármacopero
si aumentala concentraciónde SAH y disminuyela relaciónSAM:SAH cuandose administra
ACAP del lote alimentadocon 0,5% de metioninarespectoal queconsumió0,25% y estas
modificacionesse debencomoya hemosindicadoa la pronunciadaconversiónde metionina
a cisteina.

La composición de la dieta y distintos nutrientes también pueden influir en el
metabolismodel ACAP. En estesentido, MARTINELLI, A.L. y col. 1989 observaronque
la ingestiónde unadieta compuestaexclusivamentecon sacarosaprotegea los animalesde
los efectoshepatotóxicosdel ACAP independientementede la vía de administraciónde la
droga.

En el trabajode PETERSON,F.J. y KNODELL, R.G. (1984) se estudiala posible
acción del ácido ascórbicocomo protector frente a la lesión hepáticaen ratones. La
administraciónde la vitamina en dosis de 1 g/Kg peso una hora antes y despuésdel
tratamientocon ACAP disminuyeel dañohepatocelular,sin embargo,la vitaminaE potencia
la HT del ACAP. Unadeficienciaen selenioinhibe la necrosishepáticaproducidapor este
fármacodebidoal incrementode la metabolizacióndel ACAP por la GSH-S-transferasaque
provocala deficiencia(FLOHÉ, L. 1989).Del trabajo realizadopor RAHEJA, K.L. y col.
en 1983, en el que seestudióel efectode unadeficiencia dietéticade riboflavina en ratas
sobrela toxicidad del ACAP, mediantedistintasparámetrosy determinacionesnutricionales,
plasmáticase histológicas,seconcluyequela deficienciadietéticade riboflavina en las ratas
protegede la HT provocadapor el ACAP, peroel gradode proteccióndependetambiéndel
estadonutricionalgeneraldel animal.PETERSON,F.J.y col. (1992)en su estudiosobrelos
efectosde una dieta deficienteen selenio y vitamina E, observaronque la deficienciade
ambos nutrientes en ratones, incrementala mortalidad a la que da lugar el ACAP
independientementedel statusde glutation hepático.

Un factor que puedeestimularla toxicidad inducidapor el ACAP a través de los
enzimashepáticosmicrosomalesencargadosdela metabolizaciónde los fármacosesel etanol
(PETERSON,F.J. y col. 1980). REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. (1984) estudian los
efectosde la metioninade la dieta y el etanol sobrela HT por el ACAP en ratones.En el
experimento,sedemuestraqueuna deficienciade metioninada lugar a unadisminuciónen
los nivelesde GSH, lo que va a predisponeral ratón a aumentarla HT, complementándose
dicho efectocon el del etanol.

MEHTA, 5. y col. en 1982 realizaronun estudiosobrela farmacocinéticadel ACAP
en niñoscon malnutriciónproteico-calóricay seobservóunadisminuciónde la tasaconstante
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de eliminacióny unaprolongaciónde la vida mediaplasmáticadel fármaco.Segúnindicael
mismo autor,estosniños malnutridostienencomprometidala capacidaddebiotransfomación
de drogasincluso es concebibleque la rutas normalesde transformaciónse saturencon
menoresniveles plasmáticosy por tanto, este aspectodel metabolismodel ACAP debe
estudiarseminuciosamentey observarla posibleinfluenciasobrela toxicidad del ACAP.

* Efecto del ACAP sobre la biodisnonibilidad de proteína y la metionina

.

En diferentesestudios(VARELA MOREIRAS, G. y col. 1990a, 1991a)seencontró
en ratas,queel ACAP no afectaa la utilización digestivade la proteínapuesno seobservó
que afectaseal coeficientede digestibilidad del nitrógeno. En el. trabajo de VARELA
MOREIRAS, G. (1991a)tambiénseestudióel efectode la administracióncrónicade ACAP
en ratassobrela utilización metabólicade la proteínade la dieta. Los resultadosmostraron
quehabíaun descensosignificativo en estautilización metabólicadel nitrógenocomparando
ratas tratadascon ratascontrol. El trabajose realizó administrandodos tipos de dieta una
deficienteen proteína(5% caseína)y otra completa(12% caseína),en los lotes a los que se
les suministró una dieta deficientejunto con el fármaco se vio que disminuía tambiénla
utilización metabólicadel nitrógenoen los dosbalancesmetabólicosestudiados(días4-11 y
36-42). Esto puedeser debidoa distintosprocesoscon los queestaasociadoel tratamiento
crónico con ACAP. Por unaparte, una administraciónprolongadade ACAP produceuna
disminuciónde la excreciónde creatinina(REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1989), y por
otra, se produce un incremento de los requerimientosde sulfoaminoácidospara el
metabolismodel ACAP. En el experimentollevado a cabopor PRICE, V.F. y JOLLOW,
D.J. (1989) quecomo ya hemosdicho se tratarona distintos lotesde ratascon ACAP y se
les administrarondistintos nivelesde metionina en la dieta, los valoresde eliminación de
nitrógenio urinario se mantuvieron relativamenteconstantes en todos los lotes. Así,
independientementede la ingestade metioninalos autoresindicaronque el ACAP no afecta
a la eliminación urinaria de nitrógeno.

Si el ACAP estárecomendadoen dosisdiariasde másde 4 gramosmásdel 50% de
estadosisseconjugacon sulfatoo conglutation(REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1988a).
La ingestade ACAP y su metabolismobajo estascondicionesrepresenta13,2 mmol/díade
sulfato másla depleciónde glutation.Virtualmentetodo el glutationderivadel metabolismo
de la metioninao cisteinay en humanosla mayoríadel sulfatourinarioderivade la oxidación
de sulfoaminoácidos(SABRY, Z.I. y col. 1965 y KRIJGSHELD, K.R. y 1981a).Por tanto,
la conjugaciónde ACAP con sulfato y glutation requierecantidadesestequiométricasde
sulfoaminoácidosy su consumoprolongadoproduceun incrementode los requerimientosde
sulfoaminoácidosa través de la depleciónde sulfato y glutation (REICKS, M. y col. 1987;
HATHCOCK, J.N. 1987). De hecho,el tratamientocrónicoconACAP estaasociadoa una
disminución prolongadade los niveles tisulares de glutation (REICKS, M. y col. 1988;
REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1988a, 1989),al aumentodela actividadde la glutation
S-transferasa(REICKS,M. y col. 1992) y al aumentode la oxidaciónde [‘4C]fenilalaninaque
indica un aumentode la biodisponibilidad del aminoácidopara la oxidación debido a la
deficienciade metioninaque induceel ACAP (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N. 1989).
Además;estudioscon roedoreshan mostradoque unaadministraciónprolongadade ACAP
puedeproducirdeficiencia de metioninao inducirla si se le administraunadieta deficiente
en aminoácidos sulfurados por la adicional demanda el metabolismo del ACAP
(HATHCOCK, FN. 1990). Se produceentonces,la inhibición de la síntesisde proteína,
disminuciónde cisteinalibre en el plasma,y excrecióndecreatininay N—metilnicotinamida,
aunquepareceno afectara los requerimientosde metioninaparalas reaccionesde metilación
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de fármacosy otros compuestos(HATHCOCK, J.N. 1987, REICKS, M. y HATHCOCK,
J.N. 1989). Un recientetrabajo de MICHELLI, L. y col. (1993) demostraronen ratasque
la administraciónde ACAP da lugar a unareducciónsignificativa de los nivelesde glutation
cerebrales,especialmenteen el hipotálamoy en la cortezacerebral, aunqueel mecanismo
bioquímicoqueda lugar a esteefecto es aún desconocido.

Los efectosde la administraciónprolongadade ACAP sobre los indicadoresde la
función de la metioninaestánindicadosen el siguientecuadro(HATHCOCK, JKN. 1990).

Indicador Efecto

Crecimiento Disminuido
Sfntesisde proteínas Disminuida

Cisteinalibre en hígado Disminuida
Glutationhepático Disminuido

Oxidaciónde L—[’4C]Fenilalanina Incrementada
N—Metilnicotinaniinaen orina Disminuida

Creatininaen músculo No afectada
Creatininaen plasma No afectada
Creatininaes orina Disminuida

La disminucióndel crecimientopuededeberseal posibleefectodirecto inhibidor del
crecimiento del ACAP, McLEAN, A.E.M. y col. (1989), nos indica como en ratas
alimentadascon una dieta queconteníaun 1 % de ACAP seproduceuna disminucióndel
crecimientodosis-dependiente,y queesteefectose debeala depleciónde aminoácidosen el
curso del metabolismodel ACAP. En esteexperimentola dosis utilizadaera equivalentea
la dosis humananormalmenteutilizaday, por tanto, la posibilidaddeinducir unadeficiencia
de aminoácidosconel uso crónicode ACAP en unadosisnormaleselevada.Los indicadores
primarios del status de metionina, alterados por niveles ACAP que no generan HT,
demuestranque la deficiencia de metioninapuedeser inducida por el ACAP cuandolas
ingestasde aminoácidossulfuradosson marginales(REICKS, M. y HATHCOCK, J.N.
1989).
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2.4.2.-Antioarkinsonianos: Levodona

2.4.2.1. Clasificación farmacológica, aplicaciones terapéuticas y

dosificación.

La levodopaesel fármacoque se utiliza en primeninstanciapara el tratamientode
la enfermedadde Parkinson.Por ello, en primer lugar indicamos,aunquebrevemente,las
característicasy sintomatologíafundamentalde la enfermedady posteriormentetrataremos
básicamentealgunosaspectosde la farmacologíade la levodopaa partir de las revisiones
realizadaspor FLOREZ, J. y col., (1987b), PLUM, F. y POSN?ER, J.B. (1988) y
CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER,L.S. (1991).

Los gangliosbasalespresentandiversasfuncionesentrelas quedestacanla capacidad
de controlar la actividad motora y una de sus disfuncioneses la llamada enfermedadde
Parkinsonconocidatambiéncomoun síndromeacinético-rígido.Dentrode la arquitecturade
los gangliosbasales,esel cuerpoestriado(núcleocaudadoy putamen)el querecibela mayor
partede las aferenciasque llegan desdediversasáreaso núcleos y a su vez, éste emite
informacióncanalizándolaa través del globo pálido y de la zona reticulatade la sustancia
negra. Desde el punto de vista neuroquimico la vía nigroestriadaes de naturaleza
dopaminérgicay seoriginaen las neuronaspigmentadasde la zonacompactade la sustancia
negra. Algunasde las neuronassituadasen el núcleocaudadoson de naturalezacolinérgica,
de modoque seaceptala existenciaen condicionesnormalesde una función contrapuestay
equilibradaentrela actividaddopaminérgicay colinérgica,de maneraquela disminuciónde
una se acompañade la hiperactividad de la segunda.La destrucciónde las neuronas
dopaminérgicasinhibitorias situadasen la sustancianegra da lugar a la enfermedadde
Parkinson,esunalesióndegenerativade víanigroestriada,conpérdidaprofundadedopamina
a este nivel. La pérdida de la catecolaminasubyacea todas las manifestacionesmotoras
principalesdel parldnsonismo.

La enfermedadde Parkinsonfue descritapor pnmeravez por JamesParkinsonen
1817como‘parálisisagitante” y esun síndromequesecaracterizapor: bradicinesia(lentitud
y pobrezade movimientos),rigidez muscular(percibidaporel examinadorcomoun aumento
de la resistenciade los músculosal movimientopasivo), temblor en reposo(usualmentese
calma con el movimientovoluntario), anormalidadesen la posturay en la marcha,además
de otras incapacidadesfuncionalescomo alteracionesdel habla, de actividadesdelicadas,
facies inexpresiva,depresióny eventualmentedemencia.Los síntomasde la enfermedadde
Parkinson no se desarrollanhastaque aproximadamenteun 80% de las neuronasde la
sustancianegrahan sido destruidas.A pesarde que la fisiopatologíade la enfermedadse
conocebien, su etiologíaaún no seconoce.

El Parkinson es una enfermedadexclusivamentehumana,por tanto, no se pueden
provocar simultáneamentetodos los síntomasen animalesde experimentación(ANTAL, J.
y JASZSAGI-NAGI, E. 1978). Así, solamentese ha conseguidoprovocar un síndrome
similar al parkinsonismoen primatescuandoselesadministraMPTP(N-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina)(BURNS, R.S. y col. 1983).

Como hemosdicho, en el cuerpoestriadoexisteun equilibrio entrelos componentes
inhibitoriosdopaminérgicosy los excitatorioscolinérgicosy, por tanto, unade las estrategias
terapéuticaspara el parkinsones la de bloquearla hiperactividadcolinérgicaproducidaal
existir unahipofuncióndopaminérgica.Sin embargo,el restablecimientode la transmisión
dopaminérgicamediantediversas sustanciasde las cuales la levodopa es el prototipo
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constituyela Eneafundamentalde tratamientode la enfermedad.

La dopamina,comotal molécula,no atraviesala barrerahematoencefálicacuandose
administra en forma sistémicapor lo que no tiene efectos terapéuticos,de este modo se
recurrea la administracióndel aminoácidoprecursorinmediatode la dopamina,la levodopa
(L-3 ,4-dihidroxifenilalanina).La levodopa se absorbeen el intestino, y posteriormente
atraviesala barrerahematoencefálicamedianteel transportadorde aminoácidosneutrosy pasa
al tejido estriataldondesedescarboxilaproduciendodopamina.Las neuronasdopaminérgicas
quesobrevivenen la enfermedadde Parkinsoncaptanla levodopatratandode compensarla
actividadperdida.La estructuraquímicade la levodopase muestraen la Figura 10

.

Figura X.-Formula química de la levodopa y de los inhibidores de la LAAD
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BENSERAZIDA CARBIDOPA

La L-aminoácidoaromáticodecarboxilasaes un enzimaque seencuentraen células
de naturalezay localización diversas,así, fuera del sistema nervioso central (SNC) se
encuentraen la célulasde la mucosaintestinal,de los capilarescerebralesy en el hígado,de
tal modo queel 95% de la levodopaadministradasola seconvieneen dopaminafuera del
SÑC. Por esto, la administración concurrentede levodopacon un inhibidor de la L-
aminoácido aromático decarboxilasadisminuye en gran medida la descarboxilacióndel
fármacoen los tejidos periféricos. Estosinhibidoresson la carbidopay la benserazidacuya
fórmula química se muestra en la Figura 10. estos xenobióticosno atraviesanla barrera
hematoencefálicapor ello no ejercensu acciónen el SNC.

La ventajasdela terapéuticacombinadade un inhibidorde la L-aminoácidoaromático
decarboxilasay levodopason: 1) La dosis de levodopapuede reducirseen un 75%, 2)
disminuyenen gran medidalos efectossecundariosy las interaccionesde la administración
de una elevadadosis de levodopay 3) aumentael porcentajede pacientesque presentan
mejoríaasí comoel gradode dicha mejoria.

En cuantoa los preparadosy la dosificaciónparael tratamientode la enfermedadde
Parkinsonencontramosasociacionesde carbidopa/levodopa(CL) en proporción 1/10 o de
benserazida/levodopa(BL) en proporción 1/4. Las dosisiniciales son 25/250mg/díade CL
o de 251100 de BL. Las dosisde mantenimientoson 50-75/500-750mg/díadeCL y de 100-
200/400-800de BL. Lasdosis máximasserán150/1500mg/díade CL y 150/600de BL.
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2.4.2.1.Consumo de levodopay estadonutritivo de enfermos de Parkinson.

* Consumode levodona

Comohemosindicado,la enfermedadde Parkinsonesun síndromeclínico deetiología
desconocida,en el queseproduceunalesióndegenerativaen los gangliosbasalesdel encéfalo
y, específicamente,del sistema dopaminérgiconigroestriatal (CEBARDAUM, J.M. y
SCHLEIFER, L.S. 1991), una degeneraciónsuponeque el tratamiento se administrará
durante un amplio período de tiempo, encontramosasí publicacionesde tratamientos
administradosduranteperíodosde 2 hasta 17 años(SWEET, R.D. y McDOWELL, F.H.
1975; YAHR, M.D. 1978; CEBARiDAUM, J.M. y McDOWELL, F.H. 1986; UIrI’I, R.J.
1993). Despuésde 4 a 8 años de tratamientolos pacientesse vuelven refractarios al
tratamientoy la medicaciónpierdesu eficaciapaulatinamentepor lo quese tienequerecurrir
a otras drogasantiparkinsonianas(LITTER, M. 1988).

Aunque, un 5% de los pacientesde Parkinsona los queseles administralevodopano
experimentanbeneficio alguno y a pesarde los efectossecundariosde la medicación
(FLOREZ, J. y col. 1987b), la combinaciónde levodopaconun inhibidordela L-aminoácido
aromático decarboxilasaes actualmenteel preparadomás efectivo disponible para el
tratamientode la enfermedadde Parkinson (CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S.
1991).

La incidenciade la enfermedadaumentacon la edad: afecta al 1 % de los adultos
mayoresde 65 añosen todo el mundo y usualmentese manifiestadespuésde los 55 años
(MARTILLA, R.J. 1983).SegúnMUTCH, W.J.y col. (1986)el Parkinsones unaalteración
neurológicacrónicaqueafectaal 1 por 1000de la población.

Los avancesen la farmacoterapiadel parkinsonismologradosen los últimos 25 años
han reducidoen forma notablela morbilidadde la enfermedady constituyenun triunfo en la
farmacología de la enfermedad (CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S. 1991).
Concretamenteen cuantoa la levodopa,la mortalidadse ha reducidoa la mitad desdeque
aparecióel fármaco y se produceun progresomáslento en la intensidadde los síntomas
cuando el tratamiento con levodopa se inicia poco despuésde que se diagnostica la
enfermedadde Parkinson(HOEHN, M. 1983, DIAMOND, 5.0. 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).

* Estado nutritivo de enfermosde Parkinson

El estudio de las interaccionesde la levodopa sobre los distintos nutrientes es
especialmenteinteresantepueslos enfermosde Parkinsonsonpacientesque en su mayoría
estándelgadosy desnutridos(MARKUS, H.S. y col. 1993). Seha sugeridoqueestopodría
ser el resultadode, un incrementodel gasto de las reservasde nutrientesdel organismo,o
por efectodel tratamientoterapéutico(VARDI, J. y col. 1976).

Por una parte, el Parkinsones una enfermedadque cursacon una sintomatología
caracterizadapor temblor,bradiquinesia,rigidez y trastornosdepostura,marchay equilibrio
(FLOREZ, J. y col. 1987b), procesosque podríanaumentarlos requerimientosde energía
o de determinadosnutrientes.De hecho, seha demostradoque en pacientescon Parkinson
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y en reposo,tanto de medianaedadcomoen ancianos,seproduceun incrementodel gasto
energético(LEVI, S. y col. 1990;BROUSELLE, E. y col. 1991; COX, M. y col. 1992)con
respectoa personasno Parkinson¡anas.

Además, los pacientesde Parkinson presentannumerosossíntomas que pueden
disminuir la ingesta: alteracionesen la deglución, descordinaciónmano-bocadebidaa los
movimientosinvoluntariosqueproducela enfermedad(LIEBERMAN, A.N. y col. 1980);
disminución del apetito, producción excesiva de saliva, y alteracionesen la motilidad
intestinal,como lentificacióndel vaciamientogástrico y constipación(TANNER, C. y col.
1987). La disminuciónde la ingestatambiénse puedeproducir por factores socialescomo
aislamiento y dificultades que presentanconcretamenteestos pacientespara comprar y
prepararselos alimentos(ABBOfl, H. y col. 1992ay b).

Juntocon todo lo anterior, se ha postuladoque la reduccióndel nivel de proteínade
la dieta en determinadastomas maximiza la eficacia del tratamiento(RILEY, D. y LANG,
A.E. 1988);por lo que frecuentemente,se recomiendala disminuciónde la ingestaproteica
directamentesin indicar la necesidadde unacompensacióndietaria.

La presenciade todas o de algunasde estas circunstanciasen los enfermosde
Parkinson,el aumentodel gastoenergético,la disminuciónde la ingestatotal y parcial de
proteína,produceen ellos variacionesde los indicadoresdel estadonutritivo comolo indican
diferentestrabajos:WAXMAN, M. y col. (1990);MARCUS, H.S. y col. (1992); ABBOTI,
H. y col. (1992a y b); PARE, S. y col. (1992); MARKUS, H.S. y col. (1993) han
demostradola reduccióndel pesocorporalque seproduceen estospacientes,ademásde que
un elevadoporcentajede los mismospresentanun IMC (índicede masacorporal)menorde
20. ABBOT1’, H. y col. (19921»estudiarontambiénotrosparámetrosbioquímicosy cuando
secompararonniveles plasmáticosde pacientesparkinsonianoscon un grupo control sano,
seencontróuna reducciónsignificativa(p < 0,05) en los nivelesde albúmina,vitaminaA,
vitaminaE, hierro y cinc. Estasdeficienciasparecenestarrelacionadas,segúnestosautores,
conuna ingestadeficitariaparala demandaresultantede sualteradoestadoneuromuscular.

Porotra parte,sehapostuladoquedurantela enfermedadde Parkinsonaparecestress
oxidativo duranteel cual se forma peróxido de hidrógenoy radicaleslibres derivadosdel
oxígeno,quepuedenprovocardañoscelularesy jugar un papel importanteen la progresión
de la enfermedad(PARKINSON STUDY GROUP, 1989; FAHN, 5. y COHEN, G. 1992).
Ademásel metabolismoquímico y enzimáticode la dopaminapuedeaumentarel nivel de
especiesde radicaleslibrespor si mismo (JENNER,P. 1993).Algunosindicadoresdel stress
oxidativo (FAHN, 5. y COHEN, G. 1992) son: (1) reducciónde la mayoríade las sustancias
reductoras,comoascorbato,glutation o tocoferol; (2) cambioen el estadoredox celular tal
como un incrementoen la razónglutation oxidado a glutation reducido; (3) acumulaciónde
macromoléculascomoperóxidoslipídicos, proteínasoxidadasy ADN alterado.

Si estahipótesises válida, durantela enfermedadde Parkinsonsepuedeprovocaruna
disminución de antioxidantesy, por tanto, la disminuciónplasmáticade vitamina E y cinc
indicada en el trabajo de ABBOTT, H. y col. (1992b) resultaríadel incrementode los
requerimientosde estosantioxidantes.Sin embargo,en el trabajode JIMENEZ-JIMENEZ,
F.J. y col. (1993) se observóquelas concentracionesde carotenoidesséricosaparentemente
no estánrelacionadoscon el riesgode desarrollarParkinson.PERRY, T.L. y col. (1982)
mostraronuna reducciónde los nivelesde glutation reducido (GSH)en la sustancianigra en
enfermosde Parkinsony sugirieronqueera debidoa su utilizaciónpor algunastoxinasallí
acumuladas.Por otro lado, RiIEDERER, P. y col. (1989) mostraronque los niveles de
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glutationtotal (GSH + GSSG)en enfermosde
control. La relaciónglutation oxidado((355(3)
de la forma oxidada(JENNER,P. 1993).

En este sentido, bajo condiciones
fisiológicasel glutation reducido(GSH) se
encarga de eliminar el peróxido de
hidrógeno cuando se encuentra en baja
concentración,que se ha liberado por el
metabolismodela dopamina,formándoseasí
glutation oxidado (055(3) (FAHN, 5. y
COHEN, (3. 1992; YOSHIKAWA, T.
1993), comoindica la figura:

Una
reducción

pequeña pero significativa
de la glutation peroxidasa se

Parkinsoneran50 % menoresquelosvalores
a glutationreducido(GSH) seinclina a favor

HO
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NADP~
NADPH + H +

encontró en la sustancianigra de pacientesde Parkinson lo cual, se suponedebido a la
alteracióndeesteáreadel cerebromediadapor los radicaleslibresy el peróxidode hidrógeno
(KISH, S.J.y col. 1985).

2.4.2.3. Interacciones levodopa-metionina.

Primeramentedefinimos un mecanismo de interacción de la levodopa con la
bioutilización de la metioninaqueseverifica a travésde su principal vía metabólica,la ruta
de transmetilación-transulfuración,indicadaesquemáticamenteen la Figura 11.

Paradesarrollarestepuntoes necesarioindicar las principalesvíasmetabólicasde la
levodopaqueaparecenen la Figura11. En ella se indica quedespuésde una administración
de levodopa,éstaesampliamentemetilada,mediantela catecolO-metiltransferasa(COMT),
a 3-0-metildopa, la cual se convierte en ácido homovanillico por decarboxilación
(WURTMAN, R.J. y ROSE,C.M. 1970).Estaesla ruta metabólicamayoritariade levodopa
exógenaen los mamíferos(WURTMAN, R.J. y col. 1970a).El grupometildonadoren la O-
metilación, tanto de levodopa como de dopamina, es la S-adenosilmetionina(5AM)
(AXELROD, J. y TOMCHICK, R. 1958), queademásesel compuestodonadorde grupos
metilo en el metabolismoextraneuronalde catecolaminas(AXELROD, J. 1971). Por esto,
se han realizadodiferentestrabajosenfocadosal estudio del efecto de la administraciónde
levodopasobrelos nivelescorporalesde SAM. WURTMAN, R.J. y ROSE, C.M. (1970);
WURTMAN, R.J. y col. (1970b) y ORDONEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. (1973a)
demostraronque las concentracionesde SAM en cerebroy riñón disminuyenmarcadamente
cuandoa las ratasse les administraunadosis comparablea la utilizada en el tratamientode
la enfermedad de Parkinson. Por tanto, la administración de levodopa disminuye la
concentraciónde SAM en tejidosdisminuyendoasí la biodisponibilidadde estemetildonador
paralas reaccionesde transmetilación.

Recientementesehan realizadomástrabajossobreel tema.TAUFEK, H.R. y BONE,
A.H. en 1980 también demostraronla reducción de los niveles tisulares de SAM con
administraciónde levodopae iproniacida (IMAO) y la reversibilidad del efecto con la
administración de una dosis equimolecular a la cantidad de levodopa de metionina.
SURTEES,R. y HYLAND, K. en 1990, demostraronqueun aumentode la concentración
de levodopaen el SNC en niños produce, por una parte, una marcadareducción de la

H20
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Figura 11.- V(as metabólicas de la levodapa.
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concentraciónde SAM en el fluido cerebroespinaldebido,segúnlos autores,a la formación
endógenade levodopay, por otra, un aumentode los nivelesde 3-metoxitirosina,lo que
sugiereque la concentraciónde SAM es el factor gobernanteen el SNC de la metilaciónde
la -levodopa. Por todo esto, SURTEES,R. y HYLAND, K. (1990) proponenque seria
interesanteconsiderar la administración conjunta de SAM o de otros metildonadores,
metioninao betaina,cuandose trataa los pacientescon levodopa.

Existen discrepanciasen cuantoal papel de la SAM en la sintomatologíade la
enfermedad,puestoque, por un lado, MEGNA, (3. y col. (1977) realizaronun estudioen el
quese administraron60 mg de SAM durante15 díasa sujetosafectadosde Parkinsonque
estabantratadoscrónicamentecon levodopay seobservóquefavorecíala remisióndealgunos
síntomas de la enfermedad. Por otro lado, CHARLON, C.G. y WAY. E.L. (1978)
observaronque la administración intracerebroventricularde SAM en ratones induce la
aparición de tembloresde forma dosis-dependiente.Además una reciente investigación
(CROWELL, B.G. y col. 1993)demostróen ratasquela administraciónde SAM tieneefecto
hipocinético.

WURTMAN, R.J. y ROSE, C.M. (1970) opinan que pareceposible que una
prolongadaadministraciónde levodopacauseuna relativadisminuciónde metionhinaen el
organismo.En una terapiaprolongadacon levodopala relaciónDOPAC/HVA (ácido 3,4-
dihidroxifenilacético/ácido3-metoxi-4-hidroxifenilacético)queseexcretaaumenta,reflejando
una depleciónde dadoresmetilo necesariosparael metabolismopor la COMT. y por tanto
buena parte de la metionina dietética es utilizada por el metabolismode grandesdosis
terapéuticas de levodopa (CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S. 1991). La
concentracióntisularde metioninava a variar en función de la condicionesexperimentales;
ORDOÑEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. (1973a)realizaronun trabajoen ratasen el que con
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unaprimerainyeccióndelevodopa(i.e., 30-100mg/Kg) no seencontraronningunavariación
en las concentracionesséricas y cerebralesde metionina libre; si se administran dos
inyeccionesde levodopaen un intervalo de 45 minutos se reduceun 40% la concentración
de metionina sérica aunqueno se afecta a la concentraciónde metionina cerebral; y sólo
después de cuatro inyecciones, la concentración de metionina cerebral disminuye
significativamente.Al igual que ocurrecon la SAM segúnel trabajode TAUFEK, H.R. y
BONE, A.H. en 1980 se produceuna reducciónde los nivelestisularesde metionina con
administración de levodopa e iproniacida (IMAO) y el efecto es reversible con la
administraciónde una dosis equimoleculara la cantidadde levodopade metionina. En el
trabajo indicado anteriormentede SURTEES,R. y HYLAND, K. en 1990, no aparecen
alteracionesen la concentraciónde metioninaen el fluido cerebroespinaldeniñostratadoscon
levodopa.La rata tiene todos los enzimasnecesariospararegenerargruposmetilo desdela
serna(ORDONEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. 1973b), por tanto, ORDONIEZ, L.A. y
WURTMAN, R.J. (1974) y SURTEES, R. y HYLANID, K. (1990), sugieren que la
capacidadde mantenerlas concentracionesde metioninadespuésde una dosisde levodopa
capazdedisminuirla concentracióncerebralde SAM y la demetioninasérica,esel resultado
de la regeneraciónde metionina a partir de la homocisteinaformada despuésde la
trasmetilaciónde dopay susderivadoscatecólicos.

Los enzimasnecesanosparala síntesisde metioninaa partir de la sermarequieren
entreotros cofactoresácido fálico y vitamina B12. En el trabajo de ORDOÑEZ, LA. y
WURTMAN, R.J. (1974) se estudióel efectode unadeficienciadietéticacrónicade ácido
fólico sóbrela transmetilacióncerebralcuandose administraa rataslevodopaen unadosis
comparablea la terapéutica.Entre los efectos encontrados,apareció una disminución
significativade la concentracióncerebralde5AM en los animalesdeficientesen folato. Estas
investigacionesmostraronque mientrasque la deficiencia de folato ‘per se” alterabael
metabolismocerebralde los grupos metilo, la levodopaincrementabala transmetilaciónen
este tejido dificultando la capacidadcerebralpara mantenerlos niveles de metionina. Esto
sugierequeduranteel tratamientocrónico con levodopa,la utilización excesivade las vías
de síntesisde novo de grupos metilo podría incrementarlos requerimientosnutricionalesde
ácido fólico y vitamina B12. En el trabajo indicado anteriormentede SURTEES, R. y
HYLAND, K. (1990) no aparecenalteracionesen la concentraciónde 5-metiltetrahidrofolato
en el fluido cerebroespinalde niños tratadoscon levodopa.Finalmente,si la deficiencia
relativa o absolutade ácido fólico y vitamina B12 contribuyea los efectossecundarios
cerebralesde la levodopaaúnno estadeterminado.

Seha postuladotambién,aunqueaúnno estaclaroque asíocurra,que el tratamiento
de Parkinsonconlevodopaestimulala formaciónde peróxidode hidrógeno(BLIN, J. y col.
1988) y como ya indicamosen el puntoanteriorel encargadode neutralizarestecompuesto
es el glutationreducido.De hecho,en un trabajo recienterealizadopor MYTILINEOU, C.
y col. (1993) con cultivos de célulasdel mesencéfalo,observaronun aumentodel 125,2 %
respect&al valor control en el contenidode glutationreducidocuandoal cultivo se le añade
levodopa.

Otro mecanismode interacciónde la levodopacon la metioninaseverificaa nivel de
absorciónpor la existenciade mecanismoscompetitivosentreel fármacoy la metionina,
ademásde con otros aminoácidos,por la proteínade transportecorrespondiente.

En el punto 1.- de estarevisiónya vimoscomo la absorciónintestinalde la proteína
se verifica en la membranaluminal de las células epitelialespor la presenciade distintas
proteínasde transponeespecíficasa las que se unen los aminoácidos(también péptidos



RevisiónBibliográfica 57

pequeños)y son arrastradoshaciael interior mediantetransporteactivo (GUYTON, A.C.
1992). Estosmecanismosde transportetienen unaafinidadmuchomayorparatransportarL-
esteroisómerosde aminoácidosqueD-esteroisómeros(SHINDO, 1-1. y col. 1977; GUYTON,
A.C. 1988). Portanto, cuandoen la luz intestinalseencuentransimultáneamentela levodopa
(L-dopa) y determinadosaminoácidosneutros, como la L-metionina (PEARCE, L.A. y
WATERBURY, L.D. 1974), el L-triptófano (LEHMANN, J. 1973) o la L-fenilalanina
(GRANERUS,A.K. y col. 1971), seproduceunainhibiciónde la absorcióndel medicamento
o del aminoácidopor competenciapor el transportador.

La competitividadpor los transportadoresva adarlugar lógicamente,por un lado, a
la disminucióndela disponibilidaddel fármaco(OLDENDORF,W.H. 1971; DANIEL, P.M.
y col. 1976; RECHES, A. y FAHN, 5. 1982) y, por tanto, de su eficacia farmacológicay,
por otro, a la reducción de la absorción y biodisponibilidad de algunos aminoácidos
(GRANERUS,A.K. y col. 1971; LEHMANN, J. 1973; PEARCE,L.A. y WATERBURY,
L.D. 1974).

En cuantoa la disminuciónde la biodisponibilidaddel fármacopor la presenciade
compuestosproteicos en la dieta hay trabajos suficientes para constatar esta teoría
GILLESPIE, N. (3.y col. (1973); PEARCE,L.A. y WATERBURY, L.D. (1974);MENA,
1. y COTZIAS, G.C. (1975). Estedatoestarecogidoen numerosasrevisionesgeneralesde
interaccionesfármaco-nutriente(ROE, D.A. 1984a;SHILS, M.E. y YOUNG, V.R. (1988);
GARABEDIAN-RUFFALO, S.M. y RUFFALO,R.L. 1986; WALTER-SACK, 1. 1987a;
WALTER-SACK, 1. 1987b), en las que en la mayoría se recomiendauna baja ingesta
proteicaen enfermosde Parkinson tratadoscrónicamentecon levodopa(WELLING, P. (3.

1977).

Trabajosrealizadossobreel temaen los últimos añosdanlugaraconclusionesaveces
contradictorias;Nun, J.G. y col. (1989) indican que en la mayoríade los pacientesla
variación de la concentraciónplasmáticade aminoácidosneutros no es un contribuyente
importanteen la fluctuacióndela respuestaclínicade la levodopa.Sin embargo,CROXSON,
5. y col. (1991) demuestranuna relación directa entre una reducciónde la ingestade
aminoácidosneutros y la mejora significativa de los pacientestratados. Anteriormente,
McDOWELL, F.H. y SWEET, R.D. (1976) indican queel ácido glutámico, fenilalaninay
metioninaproducenunainhibición de la reabsorciónintestinalde másdel 50% de la levodopa
administradamientrasqueel restode los aminoácidossólo la inhiben en un 10%.

En el trabajo de PARE, 5. y col. (1992) se concluye con que en individuos no
hospitalizadoscon Parkinsonquese encuentrenaltamentemotivadosse puedemantenerun
ingestacon una dietarestringidaen proteínapuesla ingestade la mayoríade los nutrientes
en estos casossuele ser adecuada.Sin embargo,aquellospacientescuya ingestase vea
seriamentecomprometidano deben ser sometidosa estarestricción proteicaa no ser que
experimentengrandesfluctuacionesal tratamientocon levodopa.Todosestosdatoshandado
lugar a la realizaciónde trabajoscomoel de KARSTAEDT, P.J. y PINCUS,J.H. (1993) en
el quesecuestionasi la utilizaciónde un edulcoranteartificial (Aspartame),compuestoque
es hidrolizadoen el intestinodandolugara fenilalanina,podríadar lugara variacionesen la
respuestaal tratamientocon levodopa,concluyéndosefinalmentequeingestasmoderadasde
aspartameno producíanefectosadversosen los pacientescon Parkinson.

En cuantoa la alteraciónde la absorciónde aminoácidosen presenciade levodopaen
1971 GRANERUS,A.K. y col. realizaronun estudioen nuevepacientesconParkinsona los
que les administrabanvía oral L-fenilalaninay levodopay por los resultadosobtenidospor
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la concentraciónplasmáticade L-fenilalanina,la levodopareducela tasade absorciónde este
aminoácidocuandoambosse encuentransimultáneamenteen el lumen intestinal.

LEHMANN, J. en 1971 planteéla posibilidadde que el tratamientocon levodopa
produjera una deficiencia de triptófano por el mecanismo competitivo anteriormente
comentado.De hecho, en 1973 demostróque seis pacientesde Parkinson tratados con
levodopay despuésde haberingeridotriptófano presentabannivelesde triptófanosérico más
bajos que los que presentabandespués de una toma similar de aminoácido y sin
administraciónde fármaco.TambiénLEHMANN, 1 en 1971 propusoqueestainteracción
levodopa-triptófanofuera la responsablede la depresión y otros efectos secundarios
producidospor la levodopa,ya quevio queunaadministraciónde triptófanopresentaefectos
beneficiosossobrelos efectossecundariospsiquiátricosinducidospor la levodopay estosería
así, por que si la levodopainhibe competitivamentela absorciónintestinal de triptófano
tambiénpodría inhibir la entradadel mismo al cerebrolo queproduciría una reducciónde
la síntesisde serotonínao 5-hidroxitriptaminaqueprovocaríala depresióna la que da lugar
el tratamientocon levodopa.

El procesode competiciónpareceser queno sólo seproduceal nivel intestinal, sino
ademásen las células endotelialesde los capilarescerebralesdonde, como ya indicamos
anteriormente,también se encuentrael sistemade transportepara aminoácidosneutros
(OLDENDORF, W.H. 1971; DANIEL, P.M. y col. 1976) el cual es capazde saturarsey
por el queseestableceunacompetitividadentre los aminoácidoscirculantesde la sangrey
la levodopaparaatravesarla barrerahematoencefálicay accederal cerebro(RICHTER, J.J.
y WAINER, A. 1971; DANIEL, P.M. y col. 1976; PARDRIDGE,W.M. 1977; NUT]?’, J.G.
y col. 1984; PARDRIDGE,W.M. y CROl, T.B. 1986; KURLAN, R. 1987). Estepunto
constituyeunainteracciónimportantepues,porunapartelospacientesde Parkinsonpresentan
variacionesen lasconcentracionesdeneurotransmisorescerebrales(BIRKMAYER, W. 1976)
y por tanto la levodopadebeaccederal cerebropara producir los cambiosneuroquimicos
orientados a la disminución de los síntomas de la enfermedady, además, distintos
aminoácidosdeben 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) nosproporcionadatossobrela concentración
sérica y cerebraly de almacenamientoen las distintas regionescerebralesde metionina y
fenilalanina,con estosdatos,ANTAL, J. y JASZSAGI-NAGI, E. (1978)estudiaronel efecto
en ratasdela administración,bajocondicionesagudas,de levodopasobrelas concentraciones
plasmáticasy cerebralesy la distribuciónen las distintasregionescerebralesde metioninay
de fenilalaninay por tantosobrela formaciónde neurotransmisores.Los resultadosobtenidos
fueronque la administracióndel fármacoaumentala concentraciónde metioninaplasmática
y disminuye,durantevarias horas después,el almacenamientocerebralde la misma, sin
embargo,estadisminuciónde la incorporaciónde metioninaal cerebrofue significativao no
en función de la zonacerebralestudiada.Estosautoresrelacionanesteúltimo efectocon los
datosdeWURTMAN, RJ.y col. (1970a)quenos indicanla disminuciónde la concentración
de 5AM cerebralcon administraciónde levodopa.En cuantoal efectosobre las nivelesde
fenilalanina se vio que la administraciónde levodopa no afectabaa la concentración
plasmáticade fenilalaninaaunquesi aumentabanlos nivelescerebralesen general.
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2.5. TECNICAS DE DETERMINACION DE BIODISPONIBILIDAD

Comosabemos,la biodisponibilidadde los nutrientesestÁcondicionadapordiferentes
factoresque sepodríanclasificarcomo:

* Propios del hombre: Estado de salud o enfermedad, situación fisiológica
(crecimiento,gestación,envejecimiento,etc),variacionesindividuales(composicióncorporal,
historia dietética,adaptación,etc.).

* Propiosde la dieta: presenciade interaccionesentrenutrienteso con xenobióticos
comofármacos,aditivos, contaminantes,componentesno nutritivos de los alimentos.

* Procesosindustrialesy culinarios: fundamentalmentepor tratamientostérmicos.

Por todo esto,senosplanteala dificultad de conocerla bioutilizacióndeun nutriente
determinado,quevendríacondicionadapor los diferentesfactoresantesrelacionadosy que,
por tanto, tieneunaproblemáticadiferenteparacadauno de los consideradosen estaTesis,
quea continuaciónrelacionamos.

2.5.1. Proteína

Con respectoa estenutnenteresumimosa continuaciónlas revisionessobretécnicas
de biodisponibilidaden las queseindican los índicesmásutilizados,asícomosufundamento
paraconocerel valor nutritivo de la proteínade la dietalimitándonosa las queconsideramos
fundamentales:

El papel fundamentálde este nutriente,como es sabido, es el de formar proteínas
corporalesy su valor nutritivo dependede la proporciónen que la proteínadietéticapueda
incorporarsea la de los tejidos corporales.El conceptode calidadde la proteínatrata de
cuantificarel papel de estenutrientey se debeseñalarla necesidadde tenerloen cuentaal
objeto de poderestimarsus recomendacionesdietéticas,puestoqueno todas las proteínas
tienenla mismacapacidaddeproporcionaraminoácidosútiles al organismo(MUNRO, H.N.
y CRIM, M.C. 1987).

Por tanto, en principio, unaproteínatienemejor calidadnutricional que otra, cuando
su composiciónen aminoácidosseparecemása la de la proteínacorporalaunqueen su valor
nutritivo influya tambiénsu biodisponibilidad.Unacuantificaciónde estaideaes lo que se
pretendemedianteel parámetroN¿PU (Net Protein Utilization) queexpresael porcentajede
nitrógenoproteicoincorporadoanuestrostejidos,descontandodel ingeridoel quese elimina
por hecesy orina. Por tanto, unaproteínaserámejor utilizadacuantomásalto seael NPU.
Por consiguiente,y basándonosen esteparámetro,es posible cuantificarla calidad de la
proteínade los alimentos(MILLER, D.S. y BEMDER, D.E. 1955).

En el estudio de las interaccionesfármaco-nutriente,surge la posibilidad de que
algunosde estosxenobióticospudieraninfluir en la utilizaciónnutritiva de la proteína.Es en
estaparcelaen la queseincluye unapartedelcontenidode éstaTesisqueaquípresentamos.

Antes de comentarlas diferentes técnicas utilizadaspara la determinaciónde la
proteínaes convenientequerecordemos,brevemente,las etapasquedecidenla utilización
nutritiva de la misma. La cuantificaciónde la utilización nutritiva de la proteínade un
alimento se lleva a cabopor diversastécnicasquepermiten obtenerdistintosparámetrosde
lo~ quemerecendestacarselos que aparecenreseñadosen la Figura 12.
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12.- Blodlspanlbllldaddeleproteína. El valor proteicoFigura de un al i men t o
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endógena (CHEFTEL, J.C. y col.

NItrógeno 1989). Existen numerosos
fecal métodos para valorar la

Nitrógeno calidad nutricional de una

Nitrógeno eI~mInado Nitrógeno proteína. En la revisión
Nitrógeno endógeno ~ o~ ~ del año 1970 (VARELA y
alimentarlo col.), se indicaban los

índicesmáscorrientemente
usados, así como su

fundamento para conocer la calidad proteica. Posteriormente,se han incrementado
considerablementeestos métodos,aquí nos vamos a limitar a citar varias revisionesque
consideramosfundamentales:las indicadasporVARiELA-MOREIRAS, 0. (1989)queincluye
la publicadapor la UNIVERSIDAD DE LAS NACIONES UNIDAS en el año 1980, la de
BODWELL, C.E. (1977), la de CRIM, M.C. y MUNRO, H.N. (1984) y la de FIDANZA,
F. (1984) y actualizadacon otras más recientescomo la de LINDER, M.C. (1985a),
MUNIRO, H.N. y CRIM, M.C. (1987)y CHEFTEL, J.C. y col. (1989).

SegúnBLOCK, R. y MITCHELL, H. (1947), el potencial nutritivo de una proteína
de la dieta viene determinadoen función del aminoácido limitante de la misma, este
aminoácidoesencialseráel queseencuentrepresenteen menorconcentraciónen relacióncon
las necesidadesdel individuo.

Los índicesde calidadnutricional de la proteínalos podemosclasificar:

IndicesOufmicos

:

La calificación químicade unaproteínapor su valor nutritivo tiene, comoobjetivo
principal, determinarel aminoácidolimitante de la misma,y sedeterminasobrela basede
su contenidoen aminoácidosesencialescon relacióna las necesidadesdel individuo. Los
indices químicosno permitenaclararlos efectosnegativosdel excesode aminoácidoso de
los factoresantinutricionalespresentesen el alimentoproteico.

Aminoerama:Es la composiciónen aminoácidosde la proteína.

Relación huevo de un aminoácido: Es la relación, en tanto por ciento, entre el

contenidode un aminoácidoen la proteínaproblemay el contenidoen la proteínade huevo.
Cómputo químico (ChemicalScore’I: En el concepto de BLOCK, R. y MITCHELL,

H. (1947), indica la relación entrelos mg de aminoácidolimitantepor g de proteínaproblema
y los mg del mismo aminoácidoen unaproteínade referencia.
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Indice de aminoácidosesenciales<AAE) de Oser: Es la media geométricade las
relacioneshuevode los diez aminoácidosesenciales.

Lisina Disponible:SegúnCARPENTER,Kb). (1960),seconsideradisponiblela lisina
cuyo grupoamino no estábloqueado.Es un índice correlacionablecon los índicesbiológicos
en las proteínascuyo aminoácidolimitante seala lisina.

Indices enzimáticos:Este método se basaen medir la liberación de aminoácidos
esencialesdespuésde la exposiciónde la proteínaa la acciónde unao varias proteasasbajo
unas condicionesnormalizadaspermitiendoestimar la digestibilidad proteica, el valor
biológico y/o la disponibilidadbiológica de algunosaminoácidos.

Indices BioIó2icos

:

Básicamentelaevaluacióndeunafrenteproteicacomienzaconel análisisdenitrógeno
y los aminoácidosmediantepruebasbiológicas, quepresentancomo criterio de eficacia la
gananciade pesoo la retenciónde nitrógeno.La utilizaciónbiológicade unaproteínadepende
primariamentede su digestibilidadpor las peptidasas,composición,absorcióny transporte
(SWAINGOOD,H.A. y CATIGNANI, G.L. 1991). Cuando el ensayobiológico sehacede
forma que determinado aminoácido (aportado por unaproteína)seanutricionalmentelimitante
el resultadoindica la disponibilidadbiológica de eseaminoácidolimitante. Los ensayos
biológicosconducena unaclasificaciónde las proteínasen función de su valor nutritivo y
permiten descubrirlas alteracionesde la calidad proteica. Las pruebasbiológicas son las
siguientes:

Coeficientede Di2estibilidad(CD) deProteína:Sedefinecomola relaciónporcentual
entre la cantidadde nitrógenoabsorbido y el ingerido. Cuandoel nitrógenoabsorbidose
determinapor diferenciaentreel nitrógenoingerido y el fecal total seobtieneel CD Aparente
(CDA); si el valor del nitrógeno fecal se corrige con la eliminación del nitrógenofecal
endógenodeterminadopreviamente,seobtieneel CD Verdadero(CDV). Revisadotambién
por SARWAR, (3. (1987) Y SWAINGOOD, H.A. y CATIGNANI, G.L. (1991).

Valor Biológico de la Proteína <VB): Se denominaasí al procedimientoclásicode
medición de la calidad de las proteínas a partir de los cambiosen las proteínasorgánicas.
Según el conceptooriginal de THOMAS y MITCHELL, expresael tanto por ciento de
nitrógenoretenidodel absorbidoy suponemedir la ingestade nitrógenoprocedentede las
proteínasde la dieta y la eliminaciónde nitrógenopor hecesy orina.

Utilización Neta dela Proteína(NPU = Nel Protein Utilization: Expresael tantopor
cientode nitrógenoretenidodel ingeridoy es, aritméticamente,el productodel VB por CDV.

Coeficientede EficaciaProteicaen Crecimiento(PER = Protein Efficiencv Ratio)

:

Expresala gananciaen pesode los animales,engramos,porgramode proteínaingerida,por
tanto, acreditala proteínautilizadaparael crecimientoo el mantenimientodel peso.

Coeficientede EficaciaProteicaNeta <NRP = NetProtein Ratiot cuandose incluye
la pérdidade pesode un lote de ratasalimentadascon una dieta carentede proteínas,éstas
pueden valorarse por su capacidad para el mantenimiento y crecimiento con esta
determinación: NPR = gananciade peso + pérdida de peso del lote alimentado sin
proteínas/proteínasingeridas
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Valor Bruto de la Proteína <GPV = (Jross Protein Value): Para su determinación se
utilizan tres lotes de animales.Uno de ellos ingiere una dieta básicamentede cereales,otro
sealimentade la mismadieta suplementadacon la proteínaproblemay el tercero, la dieta
básica suplementadacon caseína. El GPV expresa el aumento de peso debido a la
suplementacióncon la proteína problema, en relación porcentual con el efecto de la
suplementaciónen caseína.

Depleciónproteica:Expresala cantidadde proteínanecesanapara recuperarel peso
en animalespreviamentesometidosa una dietacon un nivel de proteínainsuficiente.

Indicesbasadosen la determinaciónde nitrógenocorporal: Expresanel porcentaje
entreel nitrógenoingerido y el aumentode nitrógenocorporaldespuésde la ingestiónde la
proteínaproblema.Dicho conceptofue posteriormenterevisadoy se expresaactualmente
como Valor Productivode la Proteína(PPV = Protein Productive Value).

Indicesmicrobiológicos:Existen diversastécnicaspara determinarla disponibilidad
deun aminoácidoutilizandocultivos dediferentesgérmenescuyasexigenciasen aminoácidos
esencialesson conocidas.Han sido muy utilizados “Tetrahymenapiriformis” y sobre todo
“Estreptococuszymogenes’ cuyasnecesidadesen aminoácidosson semejantesa las de los
mamíferos. Los microorganismostambién tienen sus propios enzimasproteolíticos y su
crecimiento sobre la proteína a estudiar puede utilizarse como índice de calidad proteica.

Otras técnicase índices

:

Por último, existentambién una seriede técnicasque tratan de relacionar el contenido
de aminoácidosdel suero con la cantidad y calidad de las proteínas ingeridas. Así mismo, las
relaciones azufre-nitrógeno, nitrógeno-creatinina, y azufre-creatinina en la orina pueden ser
un índice de calidad nutritiva de la proteína de la dieta. Otra técnicaalternativa más reciente,
ha sido el estudio de la respuesta del metabolismo proteico a diferentes condiciones
nutricionales, mediante el uso de isótopos, con los que se marcan los aminoácidos
administrados por infusión. A continuación, se mide la dilución del isótopoen el organismo
y así se puedeobtener una estimación del pooi metabólico.

Por otro lado si, como ya hemos dicho, no resulta fácil conocer la calidad de la
proteína ingerida, tampoco lo es conocer la proteína histica a la que va destinada. En este
sentido, recordemos que nuestras estructuras proteicas están en equilibrio dinámico,
intercambiando aminoácidos entre la sangre y los otros tejidos, con distintas velocidadesy
ritmos de recambio (turnover). Una consecuenciade ésto es que para poder interpretar el
papel nutricional de la proteína de la dieta hace falta considerar al menos dos escalones:1)
La relación de la composiciónen aminoácidosde la proteínade la dieta con la del “pool”
general de aminoácidos sanguíneos y 2) la relacióndeestosaminoácidosdel “pool” sanguíneo
con la composición en aminoácidos de los diferentestejidos a los quevan a incorporarse.
Conviene también significar que en el “peol” de aminoácidos no se diferencian los absorbidos
de la dieta de los queprocedende la degradaciónde las proteínashísticasy que, por tanto,
van a ser utilizados en igualdad de condiciones en la biosintesisde las diferentesproteínas
de los tejidos de nuestroorganismo.
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2.5.2.-Grasa

Como es sabido,el procesodigestivo que sigue la grasa es bastantecomplejo al
intervenir en él numerosos factores. Sin embargo,pese a esta complejidad, la eficacia
digestiva, cuantificada por el Coeficientede Digestibilidad(CD), esextremadamenteelevada.
Así, como ejemplo, en un trabajode nuestroDepartamento(VARELA, G. y col. 1986) se
encontró para el aceite de oliva crudo un CD de 0,99. Estecoeficientetan alto adquiereuna
significación mayorsi tenemosen cuentaalgunasconsideraciones:

En primer lugar, hayquehacernotarlo quetodavíatienede válido la revisiónpionera
de DEUEL, J.R. en el año 1955. Así, este autor destacaque hay que diferenciar los
conceptosmuchasvecesconfusosde digestibilidady absorción,ya quesuelenconsiderarse
sinónimos. Sin embargo, para el bioquímico y el fisiólogo, absorción y digestibilidad
constituyendos aspectosdiferentesdel proceso,aunquea menudorelacionados.También
convienerecordaraquí los trabajosya clásicosde VARELA, 0. (1963) y VARELA, (3. y
MURILLO, A. (1975) sobre digestibilidaddel aceite de oliva en comparacióncon otras
grasas.

En esta eficacia digestiva, hay que tener en cuenta, fundamentalmente,factores
relacionadoscon el fisiologismo del hombreque la ingiere, otros ligadosa la propia grasa
y en generalfactoresdietéticosvarios.

En cuanto a los factores ligados al hombrepodemosdestacarla edaddel individuo.
Diversos investigadores han demostrado quelos niñosmenoresde un añoabsorbenlas grasas
de forma ineficaz (SOBEL y col. 1949). Por otra parte, las grasasson absorbidasy
metabolizadas más lentamenteen individuos de edad avanzadaque en jóvenes adultos
(BECY&R y col. 1950). Además, influyen otros aspectosfisiológicos, según nos indica
McNTEIL, N.I. (1988) de modo que, por un lado, los lípidosde la mucosaintestinalpueden
afladirse a la grasa luminal durantesu pasoa travésdel intestinodelgadoe introducirseen
el pooL metabólicolipídico existenteen esepunto.

En relación con los factores dietéticos que pueden influir en la digestibilidad,conviene
resaltarla revisiónde GRANDECOVIAN, F. (1988). Recuerda este autor que en general,
con igual gradode saturación,los ácidosgrasosde cadenacortaseabsorbenmejor quelos
de mayor tamaño(DEUEL y HALLMAN, 1940). Además,a igualdadde pesomolecular,
las grasas insaturadas van a ser mejor absorbidasque las saturadasy máscuantomayor sea
su grado de insaturación. También se sabe que los triglicéridos con ácidos grasos de cadena
impar son absorbidos más lentamente que los de cadenas pares (ALFIN-SLATER, R.B. y
AFTERGOOD,L. 1987). Se ha demostrado que los triglicéridos con ácido palmítico en
posición 2 son absorbidos mejor que las grasas con ácido palmítico en otras posiciones, o con
otros ácidos grasos en posición 2. TOMARELLI y col. (1968) y FILER y col. (1969)
indicaron que la absorciónse ve afectada negativamente cuando el ácido palmítico, el ácido
esteárico o ambos aparecen en las posiciones 1,3 del triglicérido.

Existen otros factores dietéticos que pueden influir en la cuantificaciónde la eficacia
digestiva para la grasa. Un ejemplo de constituyente de la dieta que podría modificar este
parámetro es la proteína dietética. Hay autores, PRIMROSE, M.F. y BURR, (3.0. (1955)
entre otros, que opinan que las grasas son peor digeridas tras ingerir una dieta relativamente
baja en proteína (14%) que una alta (30%), aunque hay otros investigadores que no
encontraron una disminución de la digestibilidad en perros o humanos que ingerían dietas
bajas en proteína (JAGERROOS, B.H. 1955). Por otro lado, COFFEY, R.J. (1955) opina
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que los niveles proteicosno tienen mucha importanciaen cuantoa la digestibilidadde la
grasa.

También el volumen de la ingesta grasa puede llegar a modificar el CDde la misma
con mayor sensibilidad que el tipo de grasa empleada ya que, como es sabido, existe un
proceso de adaptacióncuali y cuantitativodel aparatodigestivo 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 cantidadesimportantes; el porcentajede grasas
absorbidas disminuye por que una parte se pierde en las heces antes de que puedan ser
absorbidas por la mucosa intestinal. La administración de grasas en pequeñas cantidades,
tanto si son de absorción lenta como si son de absorción rápida, no parece afectar a su
utilizaciónnutritiva, sin embargo,cuandounagrasadeabsorciónlentaessuministradaen alta
dosis,puedeperderseunacantidadconsiderableen hecesprobablementeporquela grasaque
llegaal colon no puedellegara absorbersesegúnnosindicaMcNEIL, N.I. (1988).En lo que
conciernea suvalor nutricional,no parecetenerimportanciael hechodeque la grasaseade
absorción rápida o lenta (ALFIN-SLATER, R.B. y AFTER(3OOD, L. 1987).

En resumen,pensamosque es de interés señalar que dentro de un margen de
variacionesen las que influyen circunstanciaspropias del hombre, de la grasa y de los
animalesde experimentaciónen los que se ensaya,la digestibilidadde las grasasmás
habitualmenteutilizadasen los diferentesprocesosculinarios o industrialeses muy elevada
y quetambiénaefectosprácticos,estosprocesos,fundamentalmentelosculinarios,en general
no afectana la digestibilidad.

2.5.3. Acido fálico

Las múltiplesformasen queel folato apareceen los tejidos hacequeel análisisde la
distribuciónde folato sea una labor difícil e incómoda(KRUMDIECK, C.L. y col. 1983;
SELHUB, J. 1980). El métodotradicional quecombinacromatografíaDEAE-celulosacon
ensayosmicrobiológicos(SILVERMAN, M. y col. 1961; BIRD, O.D. y col. 1965), incluye
la realizaciónde múltiplescromatogramasy la recopilaciónde múltiples fracciones.Cadauna
de estasfraccionesse tratancon pteroilpoliglutamatohidrolasasqueproducenla rupturade
los poliglutamilfolatosa sus respectivosderivadosmonoglutámicos.Entonces,serealizanlos
ensayosmicrobiológicosusandodos, o hastatres organismos.

Otrosmétodos,incluyendolos basadosen la rupturaselectivadel enlaceC9-N10(ETO,
1. y KRUMDIECK, C.L. 1982) y los quese realizansobrecomplejostemariosde timidilato
sintasacon H-5-fluordeoxiuridinamonofosfato(SILVERMAN, M. y col. 1961) y 5,10-
metilentetrahidrofolatos(PRIEST,D.G. y col. 1980y 1981),comprendentambiénnumerosos
pasos.

El método descrito y utilizado en nuestros experimentos está diseñado para analizar
la molécula completa de folato en un procedimiento constituido sólo por dos pasos.En el
primero, los folatos presentes en el extracto del tejido se purifican por cromatografía de
afinidad utilizando folato de leche unido a proteína como la matriz afinidad (SELHUB, 3. y
col. 1980 y 1988). En el siguientepaso, la mezclade folato purificadaseanalizautilizando
cromatografíade líquidos de alta resolución (HPLC) en combinacióncon un sistemade
detecciónde diodo array (SELHUB, 3. 1989).
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3.1. DISFlÑO EXP-TAL 

Este diseño esta estructurado en tres experimentos A, B, y C que hemos diferenciado 
a efectos prácticos. 

En el experimento A las pruebas se realizaron según el diseño experimental indicado 
en la Figura 1 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% (Caseína + DL-Metionina). El cuarto 
lote también consumió una dieta al 12% de proteína, pero se diferencia del anterior en que 
no fue suplementada con DL-Metionina. Por tanto, la fracción proteica estuvo constituida en 
este último lote exclusivamente por caseína. 

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

También se esquematiza en las Figura III, el calendaiio de las determinaciones 
realizadas en los diferentes períodos de administración del fármaco, que fueron siempre 
precedidas de un perfodo de adaptación de los animales a la dieta. 

En el experimento B se estableció un diseño 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% (Caseína + DL-Metionina). 

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

El experimento C se diseñó para 6 lotes de 6 ratas Wistar macho adultas y en las 
Figuras VII, VIII y IX se muestran, respectivamente, el diseño experimental, parámetros y 
determinaciones calculadas y calendario seguido. 

Para las tres pruebas, los animales fueron alojados individualmente en células 
metabólicas donde consumieron la dieta experimental durante tres días como perfodo de 
adaptación y durante el período de experimentación. 
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FIGURA 1: EXPERIMENTO A: DISENO EXPERIMENTAL

(DURACION: 43 DÍAS)

LOTESEXPERIMENTALES N0 ANIMALES PROTEINA DIETARIA

* CONTROL
* ACIDO ACETILSALICILICO (ASA)
* ACETAMINOFENO (ACAP)
* ACETAMINOFENO (ACAP DEF MET)

10
10
10
lo

Caseína+ DL-metionina
Idem
Idem
Caseína

FIGURA II: EXPERIMENTO A: PARÁMETROSE INDICES

PARÁMETROSY
DETERMINACIONES INDICES CALCULADOS

* Peso
* Ingesta
* Nitrógenofecal
* Grasafecal
* Peso del hígado
* Transaminasas
* Histología hepática

* Coeficientede eficaciaalimentaria(CEA)
* Coeficiente de eficacia proteica para el crecimiento (CEP)
* Coeficiente de utilización digestiva del nitrógeno (CDN)
* Coeficiente de utilización digestivade la grasa(CDG)
* Indice hepatosomático (IHS)
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FIGURA IV: EXPERIMENTOB: DISEÑO EXPERIMENTAL

(DURACION 32 Días)

LOTES EXPERIMENTALES N0ANIMALES PROTEíNA
DIETARIA

* CONTROL
* ACIDO ACETILSALICILICO (ASA)
* ALIMENTADO A LA PAR CON

LOTE ASA
* ACETAMINOFENO (ACAP)
* ALIMENTADO A LA PAR CON

LOTE ACAP

6 Caseína + DL-metionina
6 Idem

6 Idem
Idem6

6 Idem

FIGURA V: EXPERIMENTOB: PARAMETROSE INDICES

PARAMETROSY
DETERMINACIONES INDICES CALCULADOS

* Peso
* Ingesta
* Pesodel hígado
* Concentraciónde 5-adenosilmetionina(SAM)
y 5-adenosilbomocisteina(SAH) hepáticos
* Concentracióny distribuciónde los folatos

* Coeficiente de eficacia alimentaria (CEA)
* Coeficiente eficacia proteica para el

crecimiento (CEP)
* Indice hepatosomático(IHS)
* Relación SAM/SAH

en suero e hígado.
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FIGURA VII: EXPERIMENTOC: DISENO EXPERIMENTAL

(DURACION: 30 Días)

LOTES EXPERIMENTALES N0 ANIMALES PROTEíNA
DIETARIA

* CONTROL ALIMENTADO A LA PAR
* ACETAMINOFENO (ACAP)
* LEVODOPA/CARBIDOPA(50/5 mg/kg)

(LD5O)
* LEVODOPA/CARBIDOPA(175/17,5mg/Kg)

(LD175)
* ACAP + LD5O

* ACAP + LD175

6
6

6

6
6
6

Caseína+ DL-metionina
Idem

Idem

Idem
Idem
Idem

FIGURA VIII: EXPERIMENTOC: DISEÑO EXPERIMENTAL

PARAMETROSY DETERMINACIONES

:

* Peso
* Ingesta
* Nitrógeno fecal
* Nitrógeno urinario

INDICES CALCULADOS

* Coeficiente
* Coeficiente
* Coeficiente
* Coeficiente
* Coeficiente

de eficaciaalimentaria(CEA)
eficaciaproteicaparacrecimiento(CEP)
de utilizacióndigestivadel nitrógeno(CUN)
de utilización metabólicadel nitrógeno(CUM)
de utilización netadel nitrógeno(CUN)
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3.2. ANIMALES E INSTALACIONES

Se emplearonsiempre ratas Wistar, machos y hembrasen el primer ensayoy
únicamentemachosen la segunday tercerapruebas,procedentesdel Serviciode Animales
del CentroMixto Departamentode Nutrición y Bromatología1 e InstitutodeNutriciónCSIC-
UCM (Facultadde FarmaciaU.C.M.), seleccionadasentrelas de una mismacamadapara
cadapruebay paraqueel pesoinicial medioen cadauna fueradel mismoorden,con unaDS
máximainicial de + 2,0 g.

recogidapor separadode hecesy

En todaslos pruebasserealizó un control diario
de la ingestay cada48 horasdel pesocorporal de los
animales lo que permitió el cálculo de la dosis de
fármacopor Kg depeso.Las recogidasde hecesy orina
se realizaron en cápsulasde Petri concéntricas:una
mayor para las heces y otra menor, en el interior de la
misma, que contenía ácido sulfúrico diluido (4%.) para
la orina. A esta última cápsulase le adaptóun cono de
plástico sobre el que se colocó un papel de filtro,
empapado en el mismo ácido sulfúrico diluido, con el

Durante los períodos
experimentales,estuvieron alojados
en células individuales de
metabolismo. Las células de
metabolismose mantuvieronen una
habitación termorreguladaa 22 +
20C, con un control automáticoluz-
oscuridad (12:12) horas y con un
sistemaapropiadoparala renovación
de aire. Estas células metabólicas,
con comederoy bebederoexternos,
permitenel controlsatisfactoriode la

fin de evitar posiblespérdidasde
nitrógeno.Durantelos períodosdebalance,se recogierondiariamentelas hecesy orinas, y
se almacenaronindividualmenteen bolsas de plástico herméticasmantenidasen armario
congeladora -300C hastala realizaciónde los análisis.

En el exuerimentoA se realizaron además,por un lado, en el último día del
experimentola anestesiapor inhalaciónde cloroformo, de 9 animales3 correspondientesal
lote control (CONTROL) sin fármaco, 3 correspondientesal lote que consumiódieta con
caseína+ DL-metionina(ACAP) y 3 al carentedel suplementode DL-metionina (ACAP
DEF MET), ambastratadascon acetaminofeno.A continuación,seextrajo rápidamenteel
hígado de los 9 animales,se colocaronsobrecapade hielo picadoy sepesaronen balanza
de precisión.El hígadoseintrodujo en formol al 7% en proporción7/1 en volumen,parasu
posteriorestudiohistológico. Tambiénen el último día del experimento(día 43) seanestesió
al restode los animalesporinhalaciónde cloroformo,serealizó laextraccióny pesadarápida
de los hígados,que congelamos inmediatamente por inmersión en N

2 liquido y mantuvimos
en armario congelador a -30

0C, hasta que se realizó la determinación de la actividad de
enzimas transaminasas.

JAULA METABOLICABEBEDERO~

Alimento
liquido >

Paaadoc

Rata

COMEDERO
AJimento sólido

RECOGIDA DE ORINA

RECOGIDA DE HECES

ingesta,ademásde la
onna.

RECEPTORES

............Oonodep¿áaUco

~rGápsÑsdePet1



Material y Métodos 74

En el experimento B el día 32 que se corresponde con el último díadel experimento
seanestesióa los animalespor inyecciónde pentobarbitalsódicoy seextrajeronhígadosy
suerosque se trataron (según procedimientode preparación,ver apartado3.4. Técnicas
analíticas)parael análisis de contenidoen 5-Adenosilmetionina,S-Adenosilhomocisteínay
folatos.
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3.3. DIETAS UTILIZADAS Y ADMINIISTRACION DE FARMACOS

3.3.1. ExperimentosA y

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

El procesoconsistióen pesarcadacomponentepor separadoparaserhomogeneamente
mezclados. Los correctores vitamínico y mineral se realizaron independientes el uno a
continuación del otro pero con la misma sistemática. Así, se pesaron los compuestosde
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 reacción de oxidación. Posteriormente,todoslos ingredientesse mezclan
exhaustivamente para terminar con una doble tamizacióncon dos lucesde malla diferentes.
Las dietas se prepararon en dos períodos 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
isocalóricasdel mismo nivel proteicopero diferenciadasen su contenidoen DL-Metionina.
Es importantedestacarque, comoes sabido, las necesidadesde aminoácidossulfuradosde
la rataen crecimientono son cubiertaspor el aportede caseínay, por tanto, se complementa
la proteína dietaria hasta las recomendaciones dietéticas para este animal con la cantidad
necesariade DL-Metionina. En el segundotipo de dieta no existeeste suplemento,puesel
objetivoeraestudiarprecisamente,el efectode unadietadeficientede DL-Metioninaen ratas
tratadascon Acetaminofeno.

En la segunda prueba la dieta administrada a todos los animales fue dieta completa,
esdecir, la queconteníael suplementoadecuadode DL-metionina.

La composiciónpor 100 g de sustanciasecade las dietasfue:

a -Dieta semisintéticacon el 12% de proteína(Caseína+ DL-Metionina)

:

Caseína(*) 11,76
DL-Metionina 0,24
Grasa(aceitede oliva) 8,0
Celulosamicrocristalina 5,0
Complementomineral 3,343
Complementovitamínico 0,1168
Almidón de trigo y sacarosa al 50% c.s.p.

- Dieta semisintéticacon el 12% de uroteina(Caseína>

:

Caseína(*) 12
Grasa(aceitede oliva) 8,0
Celulosamicrocristalina 5,0
Complementomineral 3,343
Complementovitamínico 0,1168
Almidón de trigo y sacarosa al 50% c.s

(*) Caseinalkalilóslich. E. Merck, Darmstadt.Contenidoaproximadoen sulfoaminoácidos
2,6 %.
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La composicióndelcomplementonxineral(en mgpara100g dedieta)fuela siguiente:
1K 0,021; SO4Cu.5H202,472;FNa0,243;SO4Fe.7H2019,904;SO4Mn.H2016,904;CíNa
90,63; CO3Mg 76,978; SO4Mg.7H20 225,0; PO4HCa 680,0; PO4H2K 820,0; PO4H,Na
226,45; CO3Ca 1000,0; CO3Zn 2,556;CO3HK 610,343;SeO3Na0,024;CrO4Na2; 1,110.

La composicióndel complementovitamínico (en mg/Kg de dieta) fue la siguiente:
Vitamina A 1,514 mg; Vitamina Dl 1111 UI; VitaminaE 33,33 mg; VitaminaK 0,055 mg;
Colina 1111,11 mg de Cl-; Acido fólico 1,11 mg; Niacina 22,22 mg; PantotenatoCa 8,88
mg; Riboflavina 3,33 mg; Tiamina4,44 mg; Vitamina B6 6,66mg; Vitamina B12 0,055 mg.

3.3.2. ExoerimentoC

:

La dieta utilizada fue AIN-76A (AmericanInstituteof Nutrition, 1977) (Dyets Inc.,
2508 Easton Avenue, P.O. Box A, Bethlehem,Pennsylvania18017), con la siguiente
composición(g/Kg): Caseína,200; DL-Metionina, 3; almidón de maíz, 150; sacarosa,500;
celulosa, 50; aceite de oliva, 50; correctormineral, 35; correctorvitamínico, 10; colina
bitartrato,2. La principal diferenciaentreestadieta y las de los experimentosA y B fue su
contenidoproteicoformadoen estecasopor un 18% del total de la dietay sin modificaciones
en el contenidonecesariode DL-metionina.

Administraciónde fármacos

Durantetodos los experimentosse ajustó diariamenteal pesodel animal la dosisde
fármacoy semezcióhomogeneamentecon la dietacorrespondiente.El ácido acetilsalicílico
y el acetaminofenoseadministraroncomoproductospurospulverizadosy se obtuvieronde
la CooperativaFarmacéuticaEspañola(COFARES, Madrid). La levodopay carbidopase
administraron a partir de tabletastrituradas en mortero hastapulverización(SINEMET,
Merck, Sharp and Dohme de España,S.A.) cuya composiciónes de: carbidopa25 mg,
levodopa250 mg y excipiente,c.s.

Las dosisadministradasa los animalesde cadaexperimento,las hemosobtenidoa
partir de la bibliografía revisadaindicadaparadosishumanas,a las quehemosaplicadolos
factoresde conversiónparadosificaciónequivalente.Estosfactoresse encuentranindicados
en tablás en FREIREICH, G. y col. (1966) y proporcionan factores de conversión
aproximadosparaconvertirdosisexpresadasen mg/Kg pesocorporalen una especiea una
dosis por superficiecorporalequivalenteexpresadaigualmenteen mg/Kg pesocorporal en
otrasespecies.Las dosisrealesaplicadasfueron:

En el exoerimentoA

:

* Lote ASA: 448 ±55 mg aspirina/Kgpesocorporal
* Lote ACAP: 573 + 59 mg acetaminofeno/Kgpesocorporal
* Lote ACAP DEF MET: 410 + 62 mg acetaminofeno/Kgpesocorporal

En el experimentoB

:

* Lote ASA: 450 mg aspirina/Kgpesocorporal
* Lote ACAP: 600mg acetaminofeno/Kgpesocorporal
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En el exoerimentoC

:

* Lote ACAP: 600 mg acetaminofeno/Kgpesocorporal
* Lote LD5O: 50/5 mg levodopa/carbidopa]Kgpesocorporal
* Lote LD175: 175/17,5mg levodopa/carbidopa/Kgpesocorporal
* Lote ACAP + LD5O: 600/50/5mg acetaminofeno/levodopa/carbidopalKgpesocorporal
* Lote ACAP + LD175: 600/175/17,5mg acetaminofeno/levodopa/carbidopalKgpeso
corporal
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3.4. TECNICAS ANALíTICAS

Tanto en lasdietaspreparadascomoen las hecesy orinasobtenidashemostomado

muestrasalícuotaspor triplicado y realizadolas siguientesdeterminaciones:
HUMEDAD

Por pérdidade pesoen estufaa 1050C hastapesoconstante.

PROTEINA
Mediantela determinaciónde nitrógenototal por el métodoKjeldahl y conversióna

proteínamultiplicandopor el factor 6,25 (A.O.A.C., 1975).

EXTRACTO ETEREO
Por el método Soxhlet, utilizando el sistema Soxtec de extracción (Mod. 1040.

Tecator, Suecia).La extracciónse realizócon éterde petróleo(puntode ebullición entre40
y 600C) y pesada,previa desecacióntotal, del extractoetéreo.

Paralos análisisbioquñnicostisularesse han utilizado las siguientestécnicas:

GLUTAMATO PIRUVATO TRANSAMINASA (GPT) Y GLUTAMATO
OXALACETATO TRANSAMINASA (GO]’) EN HíGADO

:

Se determinaronpor el métodostandardcomercializadopor BoehringerMannheim
GmbH (N0 referencia124354).

El procedimientoconsistióen pesaraproximadamenteypor triplicado 1 g de higado
y llevarlos a 20 ml con solución tampón a 00C y pH=7,4 formado por CíNa 0,1SM y
CO

3HNa0,005M. A continuación,setrituraron conun homogenizadorde tejidos (ULTRA-
TORRAX, Jankeand Kunkel KG, IKA WECK) durante45 segundos,hastaconseguirun
perfectohomogeneizado.El siguientepasoconsistióen centrifugarlas muestrasdurante10
minutosa 3000r.p.m. y a 4

0C, separandoel sobrenadanteresultantecon unapipetaPasteur.
De dichosobrenadanteseensayarondistintasdilucionesparaque la concentraciónde enzima
entrasedentrode la curvade calibradopreviamenteestablecida.Todas las operacionesde
manipulaciónde las muestrasse realizaronsobre capade hielo picado. Posteriormentese
efectuaronlas lecturas en un espectrofotómetro(PU 8620 UV/VIS/NIR Philips) a una
longitud de ondade 546 nm.

EXTRACCION Y ANALISIS DEL ACIDO FOLICO Y DERIVADOS EN HíGADO

:

Parala extracciónde ácido fólico en hígadoy cerebrosesiguió el procedimientode
SELHUB, J y col. 1988, se tomaron alícuotas de aproximadamente1 g, se trocearon
finalmente, y se incluyeron en 10 volúmenesde una solución tampón que contenía: 10
mmol/L 2-mercaptoetamoly 2% ascorbatosódicoen 0, 1 mol/L [bis(2-hidroxietil) imino] tris
(hidroximetil)-metanoa pH 7,85. Despuésde 15 minutossometidosa cocción,los tubosque
conteníanlas muestrasseenfriaronen bañode hielo, se homogeneizaronlas muestras,y se
centrifugarona 20000rpm (36000 g) durante15 minutos. Los sobrenadantesresultantesse
introdujeronen vacutainersy semantuvieronasía700(2 hastael posterioranálisisde folatos.

El análisisde los folatos tisularesse realizó usandoun métodorecienteque combina
CromatografíadeAfinidad y HPLC de pariónico para la determinaciónde la concentración
y distribución de los folatos (VARELA-MOREIRAS, G. y col. 1991b). El procedimiento
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consisteen variospasos:
* Purificación,mediantecromatografíade afinidad, dela proteínalácteade altaafinidadcon
el ácido fólico (PAF) a partir de suerocomercialpulverizado.
* Fijación de la PAF purificada mediantereaccióncon bromuro de cianógeno(CNIBr) a la
Sefarosa4B activada.
* Purificaciónde los folatosprocedentesde los extractostisularesmedianteel empleode la
preparaciónde PAF-Sefarosacomouna matriz de afinidad.
* Análisiscromatográficode la preparaciónde folatopurificadamedianteHPLC depar iónico
el cual seencuentraconectadoa un sistemade detecciónUV de diodos.

El procesocomienzacon la prenaraciónde la columnade folato Sefarosa

:

Lo primero fue activar la Sefarosaparaello, se mezclaron400 ml de Sefarosa4B con 400
ml deaguamedianteagitación magnéticay a la suspensiónse la adicionaron30 g de CNBr.
Se adicionó lentamenteNaOH 5 M para ajustarel pH entre 10-11 y se utiliza hielo para
mantenerla temperaturaalrededorde 200(2. Cuandose ha disuelto totalmenteel CNBr en
estascondiciones,seconsideraque ¡a activaciónha terminado,se procedióentoncesa la
filtración en vacío de la suspensióny posteriormenteal lavadocon soluciónde NaHCO3 0,1
M en frío. A la Sefarosaactivada se le hizo reaccionarcon 1 ,6-diaminohexano(1,8 g)
disueltopreviamenteen 400 ml de NaiHCO30,1 M y a pH 9. La mezclaseagitó durante48
horasen unahabitaciónfría, posteriormentesevuelvea filtrar y lavarconbicarbonatosódico
y finalmentese resuspendea temperaturaambienteen 400 ml de NaHCO3 0, 1 M.

Continuamoscon la unión del folato a la Sefarosa,así, a la suspensiónde Sefarosa
se le añadióuna suspensiónde 4 g de ácidofólico en 50 ml de aguay NaOH 1 N, se agitó
y ajustó el pH a 8,5. En este momento se añadió4 g de I-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida-HCla temperaturaambientey seprocedióa agitacióncontinuadurante3 horas
y se mantuvodurante48 horasen habitaciónfría. La suspensiónse lavó y seseparóel folato
no unido con 4 litros de CINa 2 M que conteníabuffer de fosfatopotásico0,05 M y pH 7,
2 litros de agua, 1 litro de ácido acético0,2 M y 2 litros de agua.Finalmentela matriz de
Sefarosase resuspendióen un volumenigual de agua,se introdujoen la columna(7 x 40
cm), se lavó en 1 litro de buffer de fosfato potásico1 M de pH 7 y con 1 litro de agua.La
columnaya estabapreparada.

El siguientepasoconsistióen la purificacióndePAF desdesuerode lechedesecado

:

4 Kg de suero se suspendieronen 8 litros de aguay se ajustóel pH a 7 con NaOH 5 M, se
sometió a centrifugación(10 mm a 20000g) y la fracción sobrenadantese introdujo en la
columna folato-Sefarosaanteriormentepreparadaa temperaturaambiente.Se procedióal
lavado de la columnacon 2 litros de CíNa 1 M que contenía0,05 M Tris CIH, a pH 7,4
seguidode 1 litro de agua.La PAF absorbidase eluyó con ácido acético0,2 M. Duranteel
lavadoácido secontrolóel pH del efluentey cuandollegó a serácido, seseparóuna fracción
de 300 mí, de los cuales0,2 ml se reservópara la determinaciónde la actividadde la PAF
y el resto se liofilizó. La columnafolato-Sefarosase regenerópor lavado con 400 ml de
buffer de fosfato potásico 1 M de pH 7,4 y con 1 litro de agua. Este procesose repitió
utilizando una serie de 9 fraccionesmásde suero.

A continuaciónse determinóla actividadde la PAF

:

Para ello se prepararondos mezclas: una de ácido fólico [
3H] (20-40 ~¡Ci/nmol,

Amersham,Arlington Heights, IL) con ácidofólico no marcadoa la radiactividadespecífica
deseada,y otra llamadadextrano cubierto de carbón, en la que 1 g de dextrano T20 se
disolvió en 100 ml de aguay se añadieron2,5 g de carbón ácido lavado (Norit A) se agitó
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duranteunahora y seguardórefrigerada.

El procedimientoconsisteen mezclaren un tubo 0,1 ml de buffer de fosfato potásico
1M y pH 7,4, 0,05 ml de la soluciónde ácido fólico [3H],0,1 ml de albúminaséricabovina,
suficientePAF paraunir 2-30pmol de ácido fólico y aguahastaun volumenfinal de 1 ml.
Despuésde 15 minutosa temperaturaambiente,se añadieronfinalmentea la mezclade
incubación 0,25 ml de la suspensióndextrano cubierto de carbón y se procedió a
centrifugación(10 mm 2000g). 0,5 ml del sobrenadanteseanalizóen contadorde líquido
de centelleoy la actividadde la PAF sedeterminapor la siguienteformula:
UnidadesdePAF/ml proteína= 2,5 (dpm-blanco)/V(SA)
Siendo:V = volumenen ml de la soluciónoriginal de proteínaPAFañadidaa la mezclade
incubación y SA = la actividadespecíficade la solución de ácido fólico [3H] utilizada en
dpm/pmol (desintegracionespor minuto).

La siguientefaseconsistióen prepararla matriz PAF-Sefarosa

:

La columnaPAF-Sefarosadebetenerunacapacidadparaal menos25-50Kilounidades
(30-60nmol) por ml devolumeny sabemosquetenemosaproximadamente5000Kilounidades
a partir de las 10 preparacionesséricas.Se procedióa la suspensiónen 250 ml de NaHCO

3
0,1 M de las preparacionesdePAFpurificadaqueseencontrabancomopolvo liofilizado. Se
activó aiproximadamenteimí de Sefarosapor cada 50-70 Kilounidadesde PAF, que se
suspendióen 50 mIL de NaHCO3 y se mezciócon la soluciónde PAF. Se agitó durante2
horasa temperaturaambientey se mantuvodurante48 horasa 4o(2~ Se procedióal lavado
de la matriz con 2 litros de CíNa2 M en Tris Cl 0,05 M a pH 7,4, 1 litro de agua,2 litros
de ácido trifluoroacético0,02 M, 2 litro de buffet fosfato potásico0,05 M pH 7,4 y
finalmentecon 1 litro de agua.La Sefarosase suspendióen un volumen igual de azidade
sodio al 0,3% y seguardóen nevera.

En este punto, seprocedióa la purificaciónde los folatos extraídosdel hígadopor
cromatografíade afinidad:

Paraello, a unaalícuotadel sobrenadantecon aproximadamente2-15 nmol de folato
total se le adicionó una cantidadtrazade ácido fólico tritiado (0,2 gCi ácido fólico flH];
Amersham, Arlington Heights, IL) y se aplicó sobre la columna de afinidad de 1 ml
compuestapor Sefarosa4B y PAF. Despuésde suuso, la columnaselavó con5 ml de ácido
triflouracético0,02M, 5 ml de aguay 5 ml de buffer fosfato potásico1 M pH 7,4. y después
de la aplicacióndecadamuestrala columnase lavó con 10 ml del mismobuffer seguidode
10 ml de agua. El folato absorbidoeluíapor la columnacon ácido trifluoroacético0,02 M
queconteníaditioeritritol 10 mM, paraello previamentese lavala columnacon 1 ml de esta
solucióndescartándosela fraccióndelavado.Los siguientes1,5 ml incluyenla fracciónácida,
quese recogióen un tubo por separadoy se neutralizóa pH 7,5 por la adición de 0,02 ml
depiperazina1 M. A unaalícuotade 0,05 ml se le realizóel recuentode radioactividadpara
determinarla recuperaciónde folato. Si la recuperaciónes menordel 85% es inaceptabley
la purificación deberepetirsecon una fracción menorde sobrenadante.

Finalmenteseprocedió al análisisde los folatos

:

Unaalícuotade 1 ml seempleópara el análisisde la distribuciónde los folatos y se
empleóparaello HPLC combinadaconun sistemade deteccióndediodos.Lascaracterísticas
del sistemaHPLC son una columna(2-18 Econophere(Sg, 4,6 >< 100 mm) y un gradiente
formado por dos solucionesque contenían: 5 mM fosfato de tetrabutilamonio,0,5 mM
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ditioeritritol, y 25mM CíNa. La solución A se hizocon aguay la soluciónB con un 65% de
acetonitriloy 35% de agua.La columnaseequilibró con unamezclaquecontenía90% de
A y 10% de B y se mantuvoun flujo constantede lml/min. Las característicasdel sistema
de detecciónde diodos son quecontrolala actividad del folato en la columnay es capazde
determinarsimultáneamentela absorcióna 280, 350 y 258nm.

Con este método, los diferentes folatos quedan registradossegún el número de
residuosde glutamato.Por lo tanto, aquellosque tienenel mismo númerode glutamatosse
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 5-metiltetrahidrofolatos.En el análisis
espectralel tiempo de retenciónno es suficientepara la identificaciónde todos los folatos,
estoesasí,puesen un mismo áreapuedenhabereluido másde un compuestoperteneciente
al mismo grupo, y se requiereuna característicadiferencial espectralespecíficaque nos
proporcionael sistema de detecciónde diodos. Finalmentepara la identificación de los
compuestosderivadosdel anillo pteridinico se realizó segúnlos valoresobservadosen las
lecturasde absorciónUV a 258 y 350 nm, que son diferentespara cadagrupoestructural.

Para la determinacióncuantitativase procediócomo sigue: los folatos reducidosy
tritiados fueron sometidosa cromatografíade par iónico y se analizaron las fracciones
recogidaspara estimar el contenido de ~H] folato bajo cada pico de área. De estos
cromatogramasse obtuvieronvaloresde coeficientesmolaresdelpico expresadoscomopicos
de áreaintegradosparacadaderivadopteridínico.La concentraciónde folato contenidaen
cadapico sepuededeterminarbasadaen estoscoeficientespues, el coeficientemolardel pico
esta definido en unidades de pico de área integradaspor nmol de folato. Estas áreas
integradasson reproducible~solo si la tasa de flujo de la fase móvil se mantieneconstante.

Las determinacionesfueronrealizadasen el « Vitamin Bioavailability Laboratory»
pertenecienteal Human Nutrition ResearchCenteron Aging at Tufts University, Boston
(EEUU).

EXTRACCION Y ANALISIS DE 5-ADENOSILMETIONINA (5AM) Y DE 5

-

ADENOSILHOMOCISTEIINA (54ff> EN HíGADO

:

La extracción de SAM y SAH serealizómedianteel métodode FELL, D. y col.
(1985) ligeramentemodificadoutilizandoHPLC de fasereversa.Los hígadoscongeladosse
homogeneizaronen 2 volúmenesconácidoperclórico0,4 M, secentrifugaron10 mm a 9000
g. Los sobrenadantesobtenidosseguardana~70oChastael análisisde la concentraciónde
5AM y SAH.

Seajustóel pH con hidróxidopotásicohasta6,5-7,5 y cuandofinalizó la precipitación
de la sal de perclorato,los 2 ml de sobrenadanteneutralizadosseaplicarona un cartuchode
Sep-PakC18 que habíamoscargadocon imí de metanoly lavado con agua. Los eluyentes
fueron 1,2 ml de ácidoacético0,175 M, seguidode 3 ml de metanolal 25% en ácido acético
0,175 M. La faseestacionariafue ~BondapakC18 (5 ~m,300 x 9,9 mm). La fasemóvil fue
ácido octanosulfónico5mM en metanolal 5%, pH 4,0. Se utilizaron 100 jd comomuestra
para el HPLC y finalmentese detectóla absorbanciade cadacompuestoa 254 nm.

Las determinacionesfueron realizadasen el « Vitamin Bioavailability Laboratory
pertenecienteal Human Nutrition ResearchCenter on Aging at Tufts University, Boston
(EEUU).
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3.5. HISTOLOGIA. ESTUDIO MORFOLOGICO DEL HíGADO

.

Las muestrasde hígado fueron introducidasen botes de plástico y conservadasen
formol al 7% fueronanalizadasen el laboratoriodel Dr. SantiagoOyadel Departamentode
Biología Celular (Facultadde Medicina) de la U.C.M.

Las muestrasde hígado se procesaronparasu observacióncon microscopiaóptica.
Paraello describiremosel procedimientoquese siguió para la realizaciónde estatécnica.

METODO DE MICROSCOPIAOPTICA

La técnica empleadafue un método de rutina frecuentementeutilizado en este

departamentodurantemucho tiempoy revisadoya, desde1949, por ADDISON, W.H.F.

1.- Fijación. La fijación de los hígadosse realizó medianteinmersión en formalina
neutratamponadaal 10%. La solución sepreparócon la siguientesistemática:

Disolveren 1 litro de formalinaal 10%: 4 g de fosfatoácidode sodio monohidratado
y 6,5 g de fosfatodisódicoanhidro y a pH de la disolución6,5-7,5.
3.- Inclusión en parafina. Previamentese procedióal lavadoy deshidrataciónde las

piezascon alcohol etílico de graduacióncreciente.
2.- Método de tinción. Las piezas fueron fijadas en formol al 10% teñidos con

hematoxilinay eosina(HEINDENIHAIN, M. 1896)comosigue:

- Colorantesempleados

:

- Hematoxilinade Carazzi,preparadade la siguienteforma:
En morteroañadir0,5 g de Hematoxilina,0,1 g de iodatopotásicoy 25 g de alumbre

potásico (sulfato alumínico potásico), mezclar y pulverizar. Añadir 100 ml de glicerina
bidestilada, mezclar bien; añadir poco a poco 400 ml de aguabidestilada. Mover hasta
conseguiruna mezclahomogénea,con disoluciónde todos loscomponentes.Poneren frasco
transparentea la luz parasu maduración(aproximadamente10 días). Filtrar antesde usar.

- Eosinaalcohólica,se preparóunasolución inicial de conservaciónilimitada, del
siguientemodo: Disolver 1 g de eosina Y amarilla (soluble en agua)en 20 ml de agua
destilada. Posteriormenteañadir y disolver80 ml de etanol de 9? ó 960. La solución de
trabajoseobtuvo mezclandouna partede la solución inicial anteriorcon 3 partesde etanol
de 800. Antes de su uso, añadir0,5 ml de ácido acéticoglacial a cada100 ml de la mezcla
de colorante.

- Procedimientode tinción

:

- Desparafinarmedianteempleode alcoholesde distinta graduacióne hidratarcon
agua.
- Tratarcon hematoxilinade Carazzi, 10 minutos.

Lavar con aguadel grifo circulante,it) minutos.
- Contrastarcon la eosinaalcohólica, de 30 segundosa 2 minutos (dependedel
envejecimientode la eosina).
- Deshidratarcon alcoholes,aclararcon xileno y montarel corte.

Posteriormentelos materialesde estudiofueronprocesadospara su observacióncon
microscopiaelectrónica.Paraello describiremossucesivamentelos distintosprocedimientos
quesesiguieronparala realizaciónde esta técnica.
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METODO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

1. Fijación

:

Para la fijación se emplearondos tipos de solucionesfijadoras, el glutaraldehido
tamponadocon cacodilato (SABATINI, D.D. y col., 1963) y el tetróxido de osmio
tamponado(RHODIN, J., 1954).

a) .Glutaraldehidotamponadocon cacodilato:
Glutaraldehidoal 12,5% 10 c.c.
Soluciónde cacodilatosódico0,1 M 10 c.c.; pH resultante7,4.

i» Soluciónde tetróxido de osmio tamponado:
Sepreparómezclandoa partesigualesla soluciónde tetróxidodeosmioy detampón,

quea continuacióndescribimos:

Soluciónde tetróxido de osmio
Tetróxido de osmio 0,1 g
Agua bidestilada 5 c.c.

(Se mantienedurante8 horaspara que se disuelvael tetróxido de osmio).

Solución de tampón

Acetatosódico 1,904 g en 100 c.c. de aguabidestiladalibre de (202
Veronal sódico 2,58 g en 100 c.c. de aguabidestiladalibre de CO~
Acido clorhídrico 0.1 N 100 c.c.; pH resultante7,4

- Parala realizaciónde la fijación, los productosobtenidosfueronpreviamentefijados
en glutaraldehido tamponadoen el que se mantuvieron por espacio de dos horas y
posteriormenteen tetróxidodeosmio. El glutaraldehidoseconservaantesy duranteel fijado
bajo refrigeración. A continuación,el producto se lavó en solución tampón o en tampón
sacarosa,durante5 a 10 minutosy posteriormentesefijaba en tetróxidodeosmiotamponado,
por espaciode unahora.

2. Inclusión

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

a) Métododel Vestonal
Despuésde fijado el producto se realizaron los siguientes pasos destinadosa

deshidratarel tejido:
Lavadoen tampón 10-15 minutos
Acetonaal 50% 15-30 II

Acetonaal 70% 30
Acetonaal 90% 60
Acetonaal 100% 60
En estemomentosepuedeincluir el materialen la sustanciacomercialVestopal. Es

esteun productoque tiene la propiedadde polimerizar, haciéndosesólido en determinadas
condiciones;paraello es necesarioprepararlodel siguientemodo:
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Vestopal 20 c.c.
Iniciador Vestopal 0,2 c.c.
Activador Vestopal 0,1 c.c.

Despuésde agitado con varillas de vidrio y sedimentado,se mezclóuna partedel
producto con tres partes de acetona(100%), y a continuación se introdujo en él los
fragmentostisularesqueacabamosde extraerde la acetonaal 100%.Los tejidos,introducidos
ya en Vestopalmezcladocon las trespanesde acetona,sedejaronal descubiertodurantedos
horas,conlo cual seproduceevaporaciónde la acetona.Ya en el Vestopalpuroseprocedió
al trasladode los productosde puncióna las cápsulasde gelatina (GILEV, V.P., 1958)
situándolosen su base. Despuésde cuatro horas de permanenciaen medio ambiente,se
introducenen estufaa 600C, dondepermanecerán48 horas,con lo cual quedóla inclusión
en Vestópalfinalizada.

b) Método de Enon

:

Despuésde fijado el producto de punción se procedió a la deshidratacióncon
alcoholes:

Alcohol al 50% 10 minutos
Alcohol al 70% 10
Alcohol al 80% 10
Alcohol al 96% 20
Alcohol al 100% 60”

A continuaciónsehacenlós siguientespasos:

Oxido de propileno 15 minutos
Mezcla de Epon y Oxido de Propilenoapanesiguales 12 horas (T~ ambiente)
Mezcla definitiva 48 horas (en estufaa 600 C)

La obtenciónde la solucióndefinitiva del Epon se realizó de la siguienteforma:

Mezcla A: Epon 31 c.c.
D.D.S.A. 50 c.c.

Mezcla B: Epon 50 c.c.
M.N.A. 45 c.c.

Mezcladefinitiva: 10 c.c. de A + 20 c.c. de B + 0,47de catalizadorDMP. 30.

c) Método Araldita

:

Una vez fijados los productosde punciónen glutaraldehidose lavarontresvecesen

solución buffer, de la siguienteforma:

- 10 lavado(5-10 minutos)
- 20 lavado (5-10 minutos)
- 30 lavado (12 horas)

- Postfijación:
Despuésdel último bañoen buffer sepasarona solución de osmioal 1 % en buffer

fosfato y sedejaronen estasoluciónde media horaa 2 horas.A continuaciónsedecantaron
el fijador (soluciónde osmio-bufferfosfato) y se lavarontresvecescon buffer, dejándolos
en ésteúltimo cinco minutoscadavez.
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Acetona
Acetona
Acetona
Acetona

Deshidratación:
al 30%
al 50%
al 70% + Acetatode Uranilo al 2%
al 100%

Acetonaal 100% desecadacon SO4Cudeshidratado
Oxido depropileno

15 minutoscadauno
.15 minutos
.dospasesde
.12 horas
.dospasesde 15 minutoscadauno
.dospasesde 15 minutoscadauno

.dos pasesde 15 minutoscadauno

- Inclusión:

de Durcopan1
de Durcopan1
de Durcopan1
de Durcopan1
de Durcopan1
de DurcopanII

+ Oxido de propileno (1-3)
+ Oxido de propileno (1-1)
+ Oxido de propileno (3-)

60 minutos
6O
12 horas
2-4 horas
12
1

A continuaciónse introdujeron los tejidos en cápsulasde gelatina (GILEV, V.P.,
y llenar éstascon Durcopan II, manteniéndolasen estufa a 70~75oC, durante48-50

Preparaciónde la mezclaDurcopan1

:

ComponenteB (Azul)
ComponenteA/M (Rojo)
ComponenteD (Verde)

10 c.c.
10 c.c.
0,1-0,2c.c.

Preparaciónde la mezclaDurcopanII

:

Componente
Componente
Componente
Componente

B (Azul)
A/M (Rojo)
D (Verde)
C(Amarillo)

10 c.c.
10 c.c.
0,1-0,2c.c.
0,3-0,4c.c.

La preparaciónde las mezclasha de realizarseañadiendolos componentespor el
ordencitado.

El motivo de haber utilizado tres tipos de inclusión diferentes, fue porque hemos
observadoque cuando usábamosel Vestopal, los cortes ultrafinos vistos al microscopio
electrónico con pequeñosaumentostenían un gran contraste,mientras que, a grandes
aumentos,lasmembranascelularessehacíandifuminadas.Con el Eponocurríalo contrario.
También hemospodido apreciarque con el métodoEpon, en el contratede los cortes es
imprescindibleusarun plomopreparadodeunaformaextraordinariamentemeticulosa,yaque
de no procederasí, seproduceun fino punteadoqueentorpecela visión y priva de nitidez
la microfotografía. El tercer método, la Araldita, da también una gran nitidez a las
membranasy permitesu estudiofundamentalmentea aumentosintermedios.

3. Corte

Despuésde quitar la cápsulade gelatinaa los bloquesformados,sesostuvieronéstos
en un soporte,de tal forma quepuedavisualizarsecon el microscopioestereoscópicola zona
dondehemossituadoel tejido. Con unacuchilla sequita la resmade los lados de la pieza,
y medianteun cortehorizontal la situadapor encimade ésta. De estaforma el tejido queda

Mezcla
Mezcla
Mezcla
Mezcla
Mezcla
Mezcla

1958)
horas.
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situadoen la puntade una pirámide más o menostruncada.A continuación, se colocó el
bloqueen un ultramicrotomoy se procedióal corte.

Hemosutilizado el UltramicrotomoLKB, empleandocuchillasde vidrio fabricadas
con aparatoLKB. Los cortes obtenidosen balsade agua, formadaen la cuchilla, según
método ya muy clásico, fueron seleccionadosantes de ser utilizados, aprovechando
únicamentelos de color grisáceoo plateado,es decir, los de un espesorqueoscilaentre500
y 900 Á. Despuésde extendidos los cortes, cambiando momentáneamentela tensión
superficialmediantevaporesdeéter,cloroformoo xilol, son recogidosen las clásicasrejillas.

De todaslas muestrasprocuramosefectuarcortesde controlde buengrosor,paraser
observadosal microscopioóptico y servimosde orientación.Estoscortes fueronobtenidos
con el UltramicrotomoLKB medianteel dispositivo especialpara tal fin y la tinción de las
muestrasfue con Azul de Metileno.

4. Contraste de cortes ultrafinos

:

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

a) Acetatode uranilo
A 20 c.c. de aguabidestiladase le añadióacetatode uranilo, calentandolentamente

al mismo tiempo. Se dejó de añadiruranilocuandoel líquido toma color amarillo tenue.
b) Citrato de plomo 2,66 g

Citrato de sodio deshidratado 3,52 g
Agua bidestilada 60,0 c.c.

Agitar intensamentedurante30 minutos y añadira continuación 16 c.c. de NaOH
uN.

Formade realización:
Los cortes fueroncontrastadosen soluciónde acetatode uranilo por espaciode 20

minutos.A continuaciónfueronlavadosen aguabidestilada,secadosy contrastadosen citrato
de plomo durantetres minutos.El excesode plomo puedeeliminarsemedianteuna solución
al 0,2% de hidróxido sódico.

Los cortesasí obtenidosfueronestudiadosen un microscopioelectrónicoPhilips 201
queperteneceal Servicio de MicroscopiaElectrónicadel Departamentode Biología Celular
de la Facultadde Medicina de la UniversidadComplutensede Madrid.
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3.6. PARAMETROS E INDICES CALCULADOS

* INGESTA SOLIDA E INCREMENTO DE PESO

-Coeficientede Eficacia Alimentaria (CEA

>

CEA-
Incrementode pesodel animal (g/día)

Ingestatotal (g sustanciaseca/día)

* UTILLZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA Y COEFICIENTE DE EFICACIA
PROTEICA

-Coeficiente de Digestibilidad del Nitró2eno (CDN): Relación porcentual de la
cantidadde nitrógenoabsorbidodel ingerido. El nitrógenoabsorbidose ha determinadopor
diferenciaentreel ingerido y el fecal total

CDN=
I-F

1

1 = Nitrógenoingerido total

E = Nitrógenofecal total

-Coeficientede EficaciaProteicaparael Crecimiento(CEP):Expresa,numéricamente,

la gananciade pesocorporalen relacióncon la cantidadde proteínaingerida.

Gananciade pesocorporal
CEP=

Cantidadde proteínaconsumida(N x 6,25)

- Coeficientede Utilización Metabólicadel Nitróeeno(CUMt Serefierea] tantopor
ciento de nitrógeno retenidodel absorbido. El nitrógeno retenidose ha determinadopor
diferenciaentreel absorbidoy el eliminado por orina.

CUM=
1 - (E + U)

I-F U = Nitrógenourinario total

- Coeficientede Utilización Neta del Nitróeeno(CUN>: Expresa,globalmente,la
utilización digestivay metabólicade nitrógenopor el organismo.Es el tanto por cientode
nitrógenoretenidodel ingerido.

1 - (E + U)
CUN-

1
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* UTILIZACION DIGESTIVA DE LA GRASA

-Coeficientede Di2estibilidadde la Grasa<CDG): Relaciónporcentualde la cantidad
de grasaabsorbidade la ingerida. La grasaabsorbidasedeterminópor diferenciaentrela
ingeriday la fecal total:

61 - OF (31 = Grasaingerida.
CDG=

(II OF = Grasafecal total.

* PARAMETROS Y DETERMINACIONES LIEPATICAS Y SERICAS:

-IndiceHenatosomático(IHS’>

:

Pesode hígado(g)
IHS=

Pesocorporal total del animal (g)

- Transaminasas<GO]’ y GP]’)

:

Determinadascomo ya hemosindicadoy expresadasen UI/g de hígado.

- Concentraciónde 5-adenosilmetioninay S-adenosilhomocisteína

:

Determinadascomo ya hemosindicadoy expresadasen nmol/gde hígado.

- Concentracióny distribuciónde los folatos

:

Determinadascomoya hemosindicadoy expresadaparael suero en ng/ml de suero
y parael hígadoen nmol/gde órgano.
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3.7. TRATAMIENTO ESTADíSTICO

Los resultadosen el experimentoA y B se trataronestadísticamentemedianteel test
de la T de Studenty seestablecióel nivel de significación:P < 0 05 En el casodel análisis
del contenidoy distribución de folatos, se utilizó además,es testde ajustede Bonferroni
(DAVID, H.A. 1980).

Los resultadosdel experimento(2 se trataronestadísticamenteconanálisisde varianza
medianteANOVA de una vía.





4.- RESULTADOS





EXPERIMENTO A

* Efectosde la administraciónde ácidoacetilsalicílico y acetaminofenodurante43

díascon ingestas“ad libitum”, sobrealgunosparámetrosnutricionalesy

bioquímicos.Tratamientoestadístico.

* Efectode la deficienciadietéticade metionina,con administraciónprolongada(43

días)de acetaminofeno,sobrealgunosparámetrosnutricionalesy determinaciones

hepáticasrelativasa la toxicidad producidapor el fármaco.Tratamientoestadístico.





ResultadosA

TABLA 1
PARÁMETROS GENERALES

PERIODO COMPLETO (43 DIAS)

LOTE CONTROL

RATA PESO1
(g)

A PESO 5.5.1. CHA PESOH
(g¡día) (g/día) (g)

11-15
(%)

1
1
1
1
1
1
1
1
10

57
56
55
57
58
59
57
59
60
55

2,4 8,0 0,30 7,4
1,5 7,6 0,20 6,0
2,0 8,4 0,24 8,0
1,4 8,1 0,17 5,5
2,2 8,4 0,27 7,0
1,2 7,8 0,15 5,2
2,4 8,5 0,29 8,0
2,4 8,2 0,30 6,6
2,4 9,7 0,24 6,7
2,1 8,1 0,27 6,2

53,8
48,9
55,9
47,5
52,2
47,1
49,3
49,4
41,3
48,6

MEDIA
+ DS

57,3
+17

2,0 8,3 0,24 6,6
+05 ±0,6 ±0,05 +1,2

49,4
+42

TABLA 2
PARAMETROSGENERALES

PERIODOCOMPLETO (43 DIAS)

LOTE ACIDO ACETILSALICIILICO

RATA PESO1
(g)

A PESO S.S.I. CHA PESOH
(gldía) (g/día) (g)

IHS
(%)

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

59
60
58
58
60
58
58
58
56
57

0,8 5,6 0,14 4,3
0,5 5,6 0,10 3,4
0,8 6,1 0,13 4,2
0,6 5,8 0,11 4,2
0,3 5,1 0,06 3,9
1,2 6,0 0,21 3,5
1,2 5,8 0,21 4,4
1,4 7,2 0,19 4,1
1,0 6,2 0,16 3,6
1,5 7,6 0,20 6,5

46,7
40,6
50,0
49,0
53,9
35,0
43,7
34,8
39,9
52,8

MEDIA
+ DS

58,2
+12

0,9 6,1 0,15 4,4
+04 ±0,8 +005 +1,1

43,7
+72

PESO1 Pesoinicia]
S.S.I. = Dieta ingeridaen sustanciaseca
CEA = Coeficientede eficaciaalimentaria

PESOH = Pesodel hígado
IHS = Indice hepatosomático

95
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TABLA 3
PARAMETROSGENERALES

PERIODOCOMPLETO (43 DIAS)

LOTE ACETAMINOFENO

RATA PESO1 A PESO S.S.I. CEA PESOH
(g) (g/día) (g/día) (g)

IHS
(%)

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

60 1,9 7,7 0,25 5,9
55 1,4 6,8 0,20 5,4
60 1,3 6,8 0,19 6,2
60 1,5 7,8 0,20 7,1
60 2,0 8,5 0,24 6,5
57 2,3 8,8 0,26 7,7
56 1,1 7,0 0,16 5,4
60 1,8 8,8 0,20 7,5
58 1,5 7,4 0,20 5,9
56 1,8 8,9 0,21 6,0

46,8
47,0
54,3
62,8
44,5
49,5
52,1
54,9
48,2
50,2

MEDIA
+ DS

58,2 1,6 7,9 0,21 6,4
+2,0 +0 4 ±0,8 +0,03 +0 9

51,5
±5,4

TABLA 4
PARAMETROSGENERALES

PERIODO COMPLETO (43 DIAS)

LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA

RATA PESO 1 A PESO S.S.I. CEA PESO H
(g) (g/dia) (g/día) (g)

IHS
(%)

31
32
33.
34
35
36
37
38
39
40

60 0,9 6,3 0,14 4,9
55 0,6 5,6 0,10 4,4
59 1,1 7,0 0,16 4,7
57 0,4 5,1 0,09 4,9
58 0,7 4,6 0,16 3,0
59 1,1 6,9 0,16 5,4
59 0,3 4,7 0,06 3,2
58 0,8 5,2 0,16 4,4
60 0,5 5,2 0,09 3,6
59 0,4 5,0 0,09 3,3

50,5
55,0
48,3
64,4
51,5
51,1
45,3
50,6
45,2
44,2

MEDIA
+ DS

58,4 0,7 5,6 0,12 4,4
+1,5 +03 +09 +0,04 +08

50,6
±6,3

PESO1 = Pesoinicial
S.S.I. = Dieta ingerida en sustanciaseca
CEA = Coeficiente de eficaciaalimentaria

PESOH = Pesodel hígado
IHS = Indice hepatosomático
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TABLA 5
PARAMETROS GENERALES

PERIODO COMPLETO (43 DíAS)

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADíSTICO

ASA = Acido acetilsalicílico
ACAP = Acetaminofeno
ACAP DEF MET = Acetaminofenoy deficienciaen metionina

PESO1 = Pesoinicial
S.S.I. = Dieta ingeridaen sustanciaseca
CEA = Coeficientede eficacia alimentaria

PESOU = Pesodel hígado
IHS = Indice hepatosomático

Los resultadosestánexpresadoscomo valor medio ±DS para 10 animalespor lote; a = p
c 0,05, cuandose comparacon el lote control, b = p < 0 05 lote ACAP DEF MET

LOTE PESOi A PESO S.S.I. CEA PESOH IHS
(g) (g/día) (g¡día) (g) (%)

CONTROL:
MEDIA 57,3 2,0 8,3 0,24 6,6 49,4
+ DS +1,7 ±0,5 +06 +005 +1 2 +4,2

ASA:
MEDIA 58,2 0,9 6,1 0,15 4,4 43,7
+ DS +1,2 ±0,4k +osa +oosa ±í,ía +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 5,6 0,12 4,4 50,6
+ DS +1,5 +O3b +o9b +OO4b ±O,8h +6,3

significativamentediferentecuandose comparacon el lote ACAP.
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FIGURA 1. EVOLUCION DIARIA DE LA INGESTA SOLIDA EN EL LOTE
CONTROL.

FIGURA 2. EVOLUCION DIARIA DE LA INGESTA SOLIDA EN EL LOTE ACIDO
ACETILSALICILICO.
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Los resultadosestánexpresadoscomovalor medio + error estándarpor lote y día.
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EVOLUCION DIARIA DE LA INGESTA SOLIDA
ACETAMINOFENO.
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FIGURA 4. EVOLUCION DIARIA DE LA INGESTA SOLIDA EN EL LOTE
ACETAMiINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA.
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Los resultadosestánexpresadoscomo valor medio + errorestándarpor lote y día.



COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO (CDN)

LOTE CONTROL

TABLA 6

DíAS 4-11

RATA N0 N INGERIDO N FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDN

1
1
1
1
1
1
1
1
1
10

138 10
150 10
165 11
183 16
148 8
177 11
142 10
165 11
168 14
158 9

0,93
0,93
0,93
0,91
0,95
0,94
0,93
0,93
0,92
0,94

MEDIA + DS 159 + 14,8 11 + 2,3 0,93 + 001

TABLA 7

DíAS 34-43

RATA N0 N INGERIDO N FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDN

9
9
9
9
9
9

168 13
176 16
155 12
161 14
202 12
221 16

0,92
0,91
0,92
0,91
0,94
0,93

MEDIA ±DS 181 ±25,8 14 + 1,9 0,92 + 001
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO(CDN)

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

TABLA 8

DíAS 4-11

RATA N” N INGERIDO N FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDN

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

138 11
126 6
133 11
107 9
110 9
123 8
127 7
131 8
125 7
153 11

0,92
0,95
0,92
0,91
0,92
0,94
0,95
0,94
0,95
0,93

MEDIA + DS 127 + 13 1 9 ±1,8 0,93 ±0,01

TABLA 9

DíAS 34-43

RATA N0 N INGERIDO N FECAL
(mg/día) (mg¡día)

CDN

11
12
14
15
18
20

105 7
99 6

127 10
103 9
176 14
175 14

0,94
0,94
0,92
0,91
0,92
0,92

MEDIA + DS 131 + 35 9 10 ±3,6 0,93 ±0,01



COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO (CDN)

LOTE ACETAMINOFENO

TABLA 10

DIAS 4-11

RATA N0 N INGERIDO N FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDN

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

157 9
133 9
134 11
161 13
161 8
150 8
158 9
172 10
169 10
191 15

0,94
0,93
0,92
0,92
0,95
0,95
0,95
0,94
0,94
0,92

MEDIA + DS 159 + 17,3 10 ±2,4 0,94 + 0 01

TABLA 11

DIAS 34-43

RATA N0 N INGERIDO N FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDN

22
23
25
26
27
28
29

147 8
139 10
166 13
185 12
148 9
177 13
139 9

0,94
0,93
0,92
0,93
0,94
0,92
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 MiETIONINA

TABLA 12

DíAS 4-11

RATA N0 N INGERIDO N FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDN

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

147 10
142 11
144 10
131 9
103 9
132 8
119 8
122 9
123 9
112 7

0,93
0,92
0,93
0,93
0,91
0,94
0,93
0,93
0,92
0,94

MEDIA+DS 127±14,5 9+14 093+0,01

TABLA 13

DíAS 34-43

RATA N0 N INGERIDO N FECAL

(mg/día) (mg/día)

CDN

31
32
34
36
37
39

132 11
94 8
91 6
134 9
85 7
92 7

0,91
0,91
0,93
0,93
0,91
0,93

MEDIA+DS 104±22,0 8+21 092+0,01
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DEL NITROGENO (CDN)

RESUMENDE RESULTADOSY TRATAMIENTO ESTADISTICO

TABLA 14

DíAS 4-11

LOTE N INGERIDO N FECAL CDN
(mg/día) (mg/día)

CONTROL 159 + 14,8 11 + 2,3 0,93 ±0,01

ASA 127 + 13,1 9 + 1,8 0,93 +001

ACAP 159 + 17,3 10 + 2,4 0,94 ±0,01

ACAP DEF MET 127 + 14,5 9 + 1,4 0,93 + 0 01

TABLA 15

DIAS 34-43

LOTE N INGERIDO N FECAL CDN

(mg/día) (mg/día)

CONTROL 181 +25,8 14 + 1,9 0,92 + 001

ASA 131 + 35,9 10 + 3,6 0,93 + 0 01

ACAP 157 + 18,9 11 + 2,1 0,93 + 001

ACAP DEF MET 104 + 22,0 8 + 2,1 0,92 + 001

Los resultados están expresadoscomovalor medio ±desviaciónestándar.

ASA = Acido acetilsajicílico
ACAP = Acetaxninofeno
ACAP DEF MET = Acetaminofenoy deficienciaen metionina

104



ResultadosA

TABLA 16

COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO (CEP)

LOTE CONTROL

RATA CEP 1 CEP II CEP III CEP IV CEP y CEP
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 1 CEP II CEP III CEP IV CEP V CEP
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 0,88 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 ±040

PERíODOS(días): 1 = 4-11; II = 12-19; III = 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 1 CEPII CEP III CEP IV CEP y CEP
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

MEUJA 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 ENMETIONINA

RATA CEP 1 CEP II CEP III CEP IV CEP y CEP
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 0,92 133 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 +0 34 ±0,30

PERíODOS(días): 1 = 4-11; II = 12-19; III = 20-27; IV = 28-35; V = 36-43; T 4-43
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FIGURA 5.
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COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO
(CEP) GLOBAL Y SEMANAL.

Los resultadosestánexpresadoscomovalor medio + error estándarpor lote.
a = significativo frente al lote control (p = 0,05), b = significativo frente al lote
acetaminofeno(p =0,05).
PERíODOS(días): 1 = 4-11; II = 12-19; III = 20-27; IV 28-35; V 36-43; T = 4-43
ACAP DEP MET = Acetaminofenodeficienteen metionina.
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

LOTE CONTROL

TABLA 20

DIAS 4-11

RATA N0 GRASA INGERIDA GRASA FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDG

1
1
1
1
1
1
1
1
1
10

567 9
617 9
679 12
751 14
610 9
727 10
581 9
679 11
689 10
647 10

0,98
0,99
0,98
0,98
0,99
0,99
0,98
0,98
0,98
0,98

MEDIA+DS 655+60,9 10+17 0,98+000

TABLA 21

DIAS 34-43

RATA N0 GRASA INGERIDA GRASA FECAL
(mg/día) (mg/día>

CDG

9
9
9
9
9
9

692 13
621 20
637 10
661 13
831 15
908 17

0,98
0,97
0,98
0,98
0,98
0,98

MEDIA+DS 742+105,8 15+35 0,98+000
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

TABLA 22

DíAS 4-li

RATA N0 GRASAINGERIDA GRASAFECAL
(mg/día) (mg/día)

CDG

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

569 10
519 6
547 17
441 12
454 12
505 7
521 9
539 9
512 11
630 20

0,98
0,99
0,97
0,97
0,97
0,99
0,98
0,98
0,98
0,97

MEDIA+DS 524+541 11+44 098+0,00

TABLA 23

DíAS 34-43

RATA N0 GRASA INGERIDA GRASA FECAL

(mg/día) (mg/día)

CDG

11
12
14
15
18
20

430 4
407 5
520 9
425 8
724 14
717 14

0,99
0,99
0,98
0,98
0,98
0,98

MEDIA+DS 537+1473 9+43 098+0,00
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

LOTE ACETAMINOFENO

TABLA 24

DíAS 4-11

RATA N0 GRASA INGERIDA GRASA FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDG

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

645 10
547 10
549 16
661 44
660 11
617 12
650 9
705 10
692 11
786 21

0,98
0,98
0,97
0,93
0,98
0,98
0,99
0,99
0,98
0,97

MEDIA ±DS 652 + 70,7 15 + 10,6 0,97 + 0 02

TABLA 25

DIAS 3443

RATA N0 GRASA INGERIDA GRASA FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDG

22
23
25
26
27
28
29

602 9
569 12
684 15
761 12
610 9
729 8
571 15

0,98
0,98
0,98
0,98
0,98
0,99
0,97

MEDIA + DS 647 + 77,8 11+29 0,98 +001
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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

(mg/día) (mg/día)

CDG

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

555 14
636 14
544 11
495 6
389 6
500 7
449 5
455 9
462 11
422 9

0,97
0,97
0,98
0,99
0,98
0,98
0,99
0,98
0,97
0,98

MEDIA + DS 511 + 899 9 ±3,1 0,98 + 001

TABLA 27

DíAS 34-43

RATA N0 GRASA INGERIDA GRASA FECAL
(mg/día) (mg/día)

CDC

31
32
34
36
37
39

497 25
356 10
342 10
504 10
321 6
348 6

0,95
0,97
0,97
0,98
0,98
0,98

MEDIA + DS 395 + 828 11 + 7,0 0,97 + 001
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COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDAD DE LA GRASA (CDG)

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADíSTICO

TABLA 28

DíAS 4-11

LOTE GRASA INGERIDA GRASA FECAL CDG
(mg/día) (mg/día)

CONTROL 655+60,9 10+17 0,98+000

ASA 524 + 54,1 11+44 0,98 +001

ACAP 652 + 70,7 15 + 10,6 0,97 + 0 02

ACAPDEFMET 511 + 89,9 9 + 31 0,98 + 001

TABLA 29

DíAS 34-43

LOTE GRASAINGERIDA GRASAFECAL CDG
(mg/día) (mg/día)

CONTROL 742 + 105,8 15 + 3 5 0,98 + 0 00

ASA 537+ 147,3 9+43 0.98+000

ACAP 647 + 77,8 11 ±2,9 0,98 + 001

ACAPDEFMET 395 + 82,8 11 ±7,0 0,97 + 001

Los resultados están expresadoscomo valor medio + desviaciónestándar.

ASA = Acido acetilsalicílico
ACM’ = Acetanúnofeno
ACAP DEF MET = Acetaminofenoy deficienciaen metionina
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TRANSAMINASAS HEPATICAS
UJ/g = Actividad enzimáticaen UnidadesInternacionalesporgramode órgano.

TABLA 30: LOTE CONTROL

RATA N~’ GPT(UI/g) GOT(UI/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+ 134

TABLA 31: LOTE AUPO ACETILSALICILICO

RATA N0 GPT (UI/g) GOT (UI/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 + 108

TABLA 32: LOTE ACETAMINOFENO

RATA Nt~ GPT (UIIg) GOl (UI/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+39 36+135

TABLA 33: LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA

RATA N<~ GPT (UI/g) GOT (UI/g)

31 9 19
32 10 23
34 4 39
36 5 30
37 6 31
39 11 19

MEDIA+DS 8±3,1 27+79
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FIGURA 6. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TRANSAMiINASAS HEPATICAS.
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ACAP DEF MET = acetaminofenoy deficienciaen metionina.
Los resultados están expresados como valor medio + error estándar por lote.
a = significativo frenteal lote control (p = 0,05).
UI/g órgano = Actividad enzimáticaen UnidadesInternacionalespor gramode órgano.
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Microscopiaóptica

En el estudiohistológico las preparacionesobservadasdel lote control son normales
completamente,como vemos en la Figura 7 mientras que en los lotes tratados con
acetaminofenoaparecendistintos gradosde degeneraciónen función de que se les haya
administradosuficientemetioninao no.

En el lote acetaminofeno(ACAP)encontramoshepatocitoscon citoplasmavacuolizado
(Figura 8).

En el lote acetaminofenocon deficiencia en metionina (ACAP DEF MET)
encontramosen el parénquimahepáticoextensaszonasde necrosis (Figura 9), así como
ligeros infiltrados mononuclearesalrededorde los vasos.(Figura 10).

Microscopiaelectrónica

En el estudioestructuralde los hígadosdel lote ACAP seapreciauna vacuolización
del citoplasmacelular (Figuras11 y 12) evidenciándosealgunascélulasque conservanrestos
citoplasmáticosde mitocondriasy retículoendoplásmicorugoso.

En el estudioultraestructuralde los hígadosdel lote ACAP DEF MET seaprecianlos
hepatocitos(Figura 13), con gran abundanciade retículoendoplásmicorugosoen situación
perinuclearcon mitocondriasde matrizdensay gránulosde glucógeno(Figura 14). El núcleo
estáconstituidoporcromatinalaxa evidenciándoselos nucleolos.

FIGURA 7. PREPARACION DE UN CORTE DE HíGADO CORRESPONDIENTE AL
LOTE CONTROL.
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FIGURA 8. PREPARACION DE UN CORTE DE HIGADO CORRESPONDIENTE AL
LOTE ACETAMINOFENO.

r

FIGURA 9. PREPARACIONDEUN CORTE DE liTIGADO CORRESPONDIENTE AL
LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA.
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FIGURA 10. PREPAiRACION DE UN CORTE DE liTIGADO CORRESPONDIENTE AL
LOTE ACETAMINOFENO DEFICIENTE EN METIONINA.

FIGURA 11. MICROFOTOGRAFíA DE UN CORTE DE
CORRESPONDIENTE AL LOTE ACETAMPJOFENO.

HíGADO
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FIGURA 14. MICROFOTOGRAFíA DE UN
CORRESPONDIENTE AL LOTE
DEFICIENCIA EN METIOMNA.
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EXPERIMENTO B

Efecto de la administraciónde ácidoacetilsalicflicoy deacetaminofenodurante32

días, con ingestaspareadas,sobrealgunosparámetrosnutricionalesgeneralesy

algunosintermediariosmetabólicosde la ruta de transmetilación-transulfuración

de la metioninay los folatos.Tratamientoestadístico.
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PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (32 DíAS)

TABLA 34
LOTE CONTROL “AD LIBITUM

RATA PESO 1 A PESO S.S.I. CEA PESO H IHS
(g) (g/día) (g/día) (g) (%)

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 5,3 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 +70

TABLA 35
LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA PESO 1 A PESO S.S.I. CEA PESO H IHS
(g) (g/día) (g/día) (g) (%)

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 +0,430 +31

TABLA 36
LOTE ALIMENTADO A LA PAR CON EL LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA PESO 1 A PESO S.S.I. CEA PESO H JHS
(g) (g/día) (g/día) (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 +16 +0,3 +04 ±0,02 +0,403 +31

PESO 1 — Pesoinicial; S.S.1. = Dieta ingeridaen sustanciaseca; CEA — Coeficientede
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PARAMiETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO (32 DIAS)

TABLA 37
LOTE ACETAMINOFENO

RATA PESO 1 A PESO S.S.I. CEA PESO H IHS
(g) (g/día) (g/día) (g) (%)

20
21
22
23
24

46 2,6 9,5 0,27 6,169 48,8
50 2,6 9,5 0,27 6,007 45,7
45 2,7 9,5 0,28 6,186 47,8
45 2,6 9,5 0,28 7,810 61,7
50 2,5 9,5 0,26 6,643 52,4

MEDJA
+DS

47,2 2,6 9,5 0,27 6,563 51,3
+26 +01 +00 +0,01 +0736 ±6,3

LOTE
TABLA 38

ALIMENTADOA LA PARCONEL LOTE ACETAMINOFENO

RATA PESO1 A PESO S.S.I. CEA PESOH IHS
(g) (g/día) (g/dia) (g) (%)

26
27
28
29
30

50 2,8 9,5 0,29 6,869 49,9
47 2,7 9,5 0,29 5,384 40,9
45 3,1 9,5 0,32 5,849 41,4
45 3,1 9,5 0,32 5,820 41,5
49 2,9 9,5 0,31 6,624 47,3

MEDIA
+DS

47,2 2,9 9,5 0,31 6,109 44,2
+23 ±0,2 +00 +0,01 ±0,616 +41

PESOI.= Pesoinicial; S.S.I. = Dieta ingeridaen sustanciaseca;CEA = Coeficientede
eficaciaalimentaria;PESOH = Pesodel hígado;IHS = Indice hepatosomático
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TABLA 39
PARAMETROS GENERALES

PERIODO COMPLETO (43 DíAS)
RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADíSTICO

PESO1 — Pesoinicial; S.S.I. = Dieta ingeridaen sustanciaseca;CEA = Coeficientede
eficaciaalimentaria;PESO H = Pesodel hígado; IHS = Indice hepatosomático.

ASA: Acido acetilsaliciico;ACAP: Acetaminofeno;PF: Alimentadoa la parcon el lote con
fármacocorrespondiente.

a = significativo frenteal lote control (p =0,05); b = significativofrenteal lote alimentado

LOTE PESO1 A PESO 5.5.1. CEA PESO H IHS
(g) (g/día) (g/día) (g)

CONTROL:
MEDIA 46,8 4,9 13,2 0,36 11,377 57,3
+DS +1,7 +10 +18 +003 +2313 +7,0

ASA:
MEDIA 46,7 2,6 ab 9,1 a 0,29 ab 6,462 a 50,6 h

+DS +1,0 +02 +03 +003 +0430 +3,1

PFASA:
MEDIA 46,5 3,0 9,1 a 0,33 6,185 43,8
+DS +16 +03 +04 ±0,02 +0403 +3,1

ACAP:
MEDIA 47,2 2,6 ab 95 a

027ab 6,563 a 51,3 b

+DS +26 +01 +00 +001 ±0,736 +6,3

PF ACAP:
MEDIA 47,2 2,9 9,5 a 0,31 6,109 44,2
±DS +23 +02 +00 +001 +0616 +4,1

a la par correspondiente(p = 0,05).
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FIGURA 15. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL
ACETILSALICILICO Y SU CORRESPONDIENTE LOTE
(t1Pafr fed”).
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FIGURA 16. EVOLUCION DEL PESOCORPORAL EN EL LOTE ACETAMIINOFENO
Y SU CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR (“Pafr 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

6
6
6
6
6

5,81 3,96 5,86 4,41 4,74
6,35 4,48 5,52 4,41 4,58
6,26 4,63 5,09 4,58 5,25
6,31 4,48 5,52 4,41 5,25
5,91 4,56 4,60 4,24 4,91
4,69 5,55 5,18

MEDIA 5,89 4,61 5,29 4,41 4,95
+ DS +0 63 +0,52 +0 44 +0 12 +0,30

FIGURA 17. COEFICIENTE DE EFICACIA PROTEICA PARA EL CRECIMIENTO
(CEP).
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Los resultados
a = significativo frenteal lote alimentadoa

ACAP “PAIR VED

estánexpresadoscomo valor medio + errorestándar.
la par correspondiente(p =0,05).

ASA = ácidoacetilsalicílico; ACAP = acetaminofeno;‘PAIR FED’ = lote alimentadoa

a a

la par con el lote con fármacocorrespondiente.
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TABLA 41
CONCENTRACIONDE FOLATOS EN SUERO(ng/mi)

RATA ASA ‘PAIR FED’ ASA ACAP PAIR FED” ACAP

6
6
6
6
6
6

47 64 52 90
78 59 65 57
53 91 53 172
199 82 64 158
33 48 38 49

51

MEDIA 68 68 54 96
+ DS + 68,57 + 14,41 + 11,20 + 5552

TABLA 42

CONCENTRACIONDE FOLATOS EN lIGADO (nmoi/g)

RATA ASA ‘PAIR FED ASA ACAP “PAIR FED ACAP

6
6
6
6
6
6

24,96 14,29 21,95 25,05
37,47 30,12 15,20 14,33
33,74 16,20 18,64 20,00
25,00 22,92 22,89 21,40
43,19 13,48 19,17 19,86
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
CONCENTRACIONDE FOLATOS EN SUERO E HíGADO

RESUMEN DE RESULTADOSY TRATAMIENTO ESTADíSTICO

LOTE SUERO (ng/mi) HIGADO (nm/g)

ACIDO ACETILSALICILICO 68 + 68,57 30,31 ± 9,48
PAIR FED’ DEL ACETILSALICILICO 68 + 14,41 25,96 ±17,25

ACETAMINOFENO 54 + 11,20 19,57 ± 3,03
“PAIR FED” DEL ACETAMINOFENO 96 + 55,52 19,07 + 4 32

ASA = Acido acetilsalicílico
ACAP = Acetaminofeno
“PAIR FED” = Alimentadoa la par con el lote con fármacocorrespondiente.

128



Resultados B

TABLA 44

DISTRIBUCION PORCENTUALDE FOLATOS DERIVADOS DEL ANILLO
PTERIDINICO EN EL HíGADO EN EL LOTE ACIDO ACETILSALICILICO Y SU

CORRESPONDIENTELOTE ALIMENTADO A LA PAR (“PAIR FED”)

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO ‘PAIR FED’

DERIVADO THF MTF FTF
PTERIDINICO

THF MTF FTF

1 22,4 44,0 33,5
2 43,9 45,5 13,4
3 14,9 54,8 30,3
4 41,2 43,7 11,2
5 37,2 49,1 12,6
6 39,4 37,6 23,1

18,4 69,4 12,2
40,4 52,1 8,2
45,5 46,0 8,6
8,1 44,2 48,1

36,6 57,3 4,6
27,2 37,1 8,3

MEDIA 33,2 45,8 20,7
+ DS +1170 +578 ±9,70

29,4 51,0 15,0
+14,22 +11 35 ±16,39

TABLA 45

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS DERIVADOS DEL ANILLO
PTERIDINICO EN EL HíGADO EN EL LOTE ACETAMINOFENO Y SU
CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR <“PAIR FED”)

LOTE ACETAMINOFENO PAIR FED”

DERIVADO THF MTF FTF
PTERIDINICO

THF MTF FTF

32,1 37,5 30,4
2 46,0 51,1 3,0
3 49,5 45,0 5,4
4 45,5 45,5 8,8
5 48,9 38,1 11,5
6

49,1 33,5 17,4
71,5 17,0 6,3
31,9 30,9 36,5
45,4 41,5 11,9
39,5 31,5 29,2
48,5 49,7 1,6

MEDIA 44,4 43,4 11,8
+ DS +709 +568 +10 88

47,6 34,0 17,1
+ 13,35 +11,02 +13 47

THF = Tetrahidrofolatossin sustituir
MTF = Metiltetrahidrofolatos
FTF = Formiltetrahidrofolatos.
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FIGURA 18. DISTRIBUCION PORCENTUAL DEFOLATOS DERIVADOS DEL ANILLO
PTERIDINICO EN EL HíGADO. RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO

ESTADISTICO.
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Los resultadosestánexpresadoscomo % + error estándar.
THF = Tetrahidrofolatosno sustituidos
MTF = Metiltetrahidrofolatos
FTF = Formiltetrahidrofolatos.

r

Y

JI
ir

1

TIff THF MTF MTF FTP FTF

60

50

40

30

20

10

o

PAIR FED = Alimentadoa la par con el lote con fármacocorrespondiente.
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TABLA 46
DISTRIRUCION PORCENTUAL DE FOLATOS EN EL HíGADO SEGUN EL

NUMERO DE RESTOS DE ACIJE PTEROILGLUTAMICO CON
ADMINISTRACION CRONICA DE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA PteGlul PteGlu2 PteGlu4 PteGlu5 PteGlu6 PteGlu7

6
6
6
6
6

3,3
16,5
11,7
3,8
8,1
7,6

5,3
6,3

20,6
13,0
6,6

29,8

0,0
4,4
0,0
3,5
5,1
0,0

54,4
52,0
48,3
52,0
53,3
51,1

33,5
25,7
19,4
26,5
26,8
11,6

2,8
0,0
0,0
0,0
1,1
0,0

MEDIA
+DS

8,5
+499

13,6
+9,83

2,2
+243

51,8
+2,09

23,9
+7 51

0,6
+1,14

TABLA 47
DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS EN EL HíGADO SEGUN EL

NUMERO DE RESTOS DE ACIDO PTEROILGLUTAMiICO EN EL LOTE
ALIMENTADO A LA PAR CON EL LOTE ACIDO ACETILSALICILICO

RATA PteGluI PteGlu2 PteGlu4 PteGlu5 PteGlu6 PteGlu7

6
6
6
6
6
6

9,6
3,3
2,3
15,6
12,4
19,9

9,9
4,0
4,8

21,0
6,9

20,4

0,0
3,7
0,0
0,0
0,0
2,3

40,1
48,4
31,4
35,5
56,0
42,5

40,4
41,3
51,0
28,3
21,5
15,0

0,0
0.0
10,6
0,0
0,0
0,0

MEDIA
+DS

10,5
+690

11,2
±7,66

1,0
+1 61

42,3
+8,89

32,9
±13,61

1,8
+4 33

PteGlun = ácido pteroilglutámico+ n0 de restos de ácido glutámico.
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TABLA 48
DISTRIBUCION PORCENTUALDE FOLATOS EN EL HíGADO SEGUNEL

NUMERO DE RESTOSDE GLUTAMICO CON ADMINISTRACION CRONICA DE
ACETAMINOFENO

RATA PteGlul PteGlu2 PteGlu4 PteGlu5 PteGlu6 PteGIu7

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 7,3 2,7 55,7 33,0 0,0 ¡
6 3,2 0,0 0,0

MEDIA
+DS

3,9
+ 1,35

6,9
±8,38

0,9
+1 37

44,5
+1071

40,4
¡ ±6,07

1,9

±3,75

DISTRIBUCION PORCENTUAL
TABLA 49
DE FOLATOS EN EL HíGADO SEGUN EL

NUMERO DE RESTOSDE GLUTAMICO EN EL LOTE ALIMENTADO A LA PAR
CON EL LOTE ACETAMINOFENO

RATA PteGlul PteGlu2 PteGlu3 PteGlu4 PteGlu5 PteGlu6

6
6
6
6
6
6

3,0
4,1
5,3
6,8
7,4
3,6

0,0
4,0

25,3
4,2
11,4
2,5

1,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

49,5
19,5
34,2
43,6
40,0
62,9

43,7
57,9
34,5
44,2
31,1
38,4

2,1
14,4
0,9
1,2
1,1
0,0

MEDIA
+DS

5,0
+ 1,78

7,9
+9 33

0,28
+0 69

41,6
+14,60

41,6
±9,46

3,3
+5,49

PteGíun = ácidopteroilglutámico + n0 de restosde ácidoglutámico.
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FIGURA 19. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE FOLATOS EN EL HíGADOSEGIJN
EL NUMERO DE RESTOS DE ACIDO PFEROILGLUTAMICO. RESUMEN DE

RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADíSTICO.
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TABLA 50

CONCENTRACION HEPATICA DE 5-ADENOSILMETIONINA (SAM), 5-
ADENOSILHOMOCISTEINA (SAH) Y RELACION SAM/SAH EN EL LOTE ACIDO
ACETILSALICIIJICO Y SU CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR

(“PAIR FED”)

LOTE ACIDO ACETILSALICILICO “PAIR FED

RATA SAM SAH SAM/SAH 5AM SAH SAM/SAH
(nmoí/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 72,53 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 +5 2 +0,37

TABLA 51

CONCENTRACION HEPATICA DE 5-ADENOSILMETIONINA (SANt), 5-
ADENOSILHOMOCISTEINA(SAIF Y RELACIONSAM/SAHEN EL LOTE

ACETAMINOFENOY SU CORRESPONDIENTE LOTE ALIMENTADO A LA PAR
(“PAIR FED”)

LOTE ACETAMINOFENO ‘PAIR FED’

RATA 5AM

(nmol/g)

SAR

(nmoí/g)

SAM/SAH SAM

(nmol/g)

SAH

(nmol/g)

SAM/SAH

4
4
4
4

109,86
79,46
61,86
83,73

46,81
42,47
33,10
40,8

2,35
1,87
1,87
2,05

76,71
101,86
87,55
92,26

45,01
49,13
45,84
42,47

1,70
2,07
1,91
2,15

MEDIA
+DS

83,72
+ 19,8

40,79
±5,7

2,03
+0,22

89,59
±10,45

45,61
+2 7

1,96
+020
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FIGURA 20. CONCENTRACION HEPATICA DE 5-ADENOSILMETIONINA (5AM),
S-ADENOSILHOMOCISTEINA (SAlt Y RELACION SAM/SAH. RESUMEN DE

RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADíSTICO.
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“PAIR FED’ = Alimentado a la par con el lote con fármaco correspondiente.
Los resultadosestánexpresadoscomo valor medio + error estándar.
a = significativo (p = 0,01) frentea] correspondientelote alimentadoa la par.
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EXPERIMENTO C

Efectode la administracióndeacetaminofeno,levodopa:carbidopay asociaciónde

los tres fármacos durante 30 días, con ingestas pareadas, sobre algunos parámetros

nutricionalesgeneralesy la utilizaciónnutritiva de la proteína.

Tratamiento estadístico.
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PARAMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO <30 DíAS)

TABLA 52
LOTE CONTROL

RATA N0 PESO INICIAL
(g)

A PESO 5.5.1.
(g/día) (g/día)

CEA

6
6
6
6
6
6

190
192
180
178
172
189

3,7 16,7
3.8 16,7
4,3 16,7
3,4 16,7
4,4 16,7
3,0 16,7

0,22
0,23
0,25
0,20
0,26
0,18

MEDIA + DS 183,5 +8 0 3 8+0,5 16,7 ±0,0 0,22 +003

LOTE
TABLA 53

ACETAMiINOFENO

10
11
12

183
170
185

3,7 16,7
3,0 16,7
3,6 16,7

0,22
0,18
0,22

MEDIA + DS 182,5 +65 35+0,3 166+02 0,21 +002

TABLA 54
LOTE LDSO

RATA N0 PESOINICIAL
(g)

A PESO 5.5.1.
(g/día) (g/día)

CEA

13
14
15
16
17
18

192
190
182
189
171
184

5,6 16,7
3,4 16,7
4,1 16,7
3,8 16,7
3,7 16,7
4,0 16,7

0,33
0,20
0.24
0,23
0,22
0,24

MEDIA + DS 184,7 +7 7 4 1 +0,8 16 7+0,0 0,24 +0 04

S.S.I. = Dieta ingerida en sustanciaseca;
LDSO = LevodopalCarbidopa 50/5 mg/Kg peso corporal

CEA = Coeficiente de eficacia alimentaria.
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PARÁMETROS GENERALES
PERIODO COMPLETO <30 DIAS)

TABLA 55
LOTE LDI7S

RATA N0 PESOINICIAL A PESO S.S.I.

(g) (g/día) (gAlia)

CEA

19
20
21
22
23
24

194 3,2 16,7
175 3,6 16,7
181 3,7 16,7
175 3,6 16,7
196 3,4 16,7
181 3,4 16,7

0,19
0,22
0,22
0,22
0,20
0,20

MEDIA + DS 183,7 +92 3,5 +02 16,7 +00 021 +001

TABLA 56
LOTE ACETAMINOFENO + LDSO

RATA N0 PESOINICIAL A PESO S.S.I.
(g) (g/día) (g/día)

CEA

25
26
27
28
29
30

182 3,9 16,7
192 3,6 16,7
194 4,3 16,7
176 4,2 16,7
181 3,7 16,6
171 3,8 16,7

0,23
0,21
0,25
0,25
0,22
0,23

MEDIA + DS 182,7 ±8,9 3,9 +0 3 16,7 +0 0 0 23+0 02

TABLA 57
LOTE ACETAMINOFENO + LD17S

RATA N0 PESO INICIAL A PESO S.S.I.
(g) (g/dfa) (g/día)

CEA

31
32
33
34
35
36

176 3,3 16,7
191 4,1 16,7
195 4,0 16,7
183 3,3 16,7
183 4,1 16,7
173 3,6 16,7

0,19
0,24
0,24
0,20
0,24
0,21

MEDIA + DS 183,5 ±8,4 3,7 +0 4 16,7 +0 0 0,22 ±0,02

CEA = Coeficientedeeficaciaalimentaria;S.S.I. = Dieta
LD5O Levodopa/Carbidopa50/5 mg/Kg pesocorporal.
LDL7S = Levodopa/Carbidopa175/17,5mg/Kg pesocorporal.

ingerida en sustancia seca.

Resultados C 140
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TABLA 58
PARÁMETROS GENERALES

PERIODO COMPLETO (30DíAS)

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADíSTICO

LOTE PESOINICIAL A PESO 5.5.1. CEA
(g) (g/día) (g/día)

CONTROL.
MEDIA +DS 183,5 +8 0 3 8+0,5 167+0 0 0,22 +003

ACAP:
MEDIA +DS 182,5 +65 3 5+0,3 166+02 0,21+002

LD5O:
MEDIA +DS 184,7 +7 7 4 1+0,8 16 7+00 0,24 +0 04

LDL7S:
MEDIA +DS 183,7 +9 2 3 5+0,2 16,7 ±0,0 0,21 +0 01

ACAP+LD5O:
MEDIA +DS 182,7 +8 9 3 9+0,3 16 7+00 0,23+0,02

ACAP+LD17S:
MEDIA +DS 183,5 +8 4 3 7+0,4 16,7 ±0,0 0,22 +0 02

CEA = Coeficiente de eficacia alimentaria
S.S.1. = Dieta ingeridaen sustanciaseca

ACAP = Acetaminofeno
LDSO = LevodopalCarbidopa 50/5 mg/Kg pesocorporal

LD175 = LevodopalCarbidopa175/17,5mg/Kg pesocorporal
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TABLA 59
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA

PERIODODIAS 22-30

LOTE CONTROL ALIMENTADO A LA PAR

DETERMINACIONES

RATA N0 N ingerido N fecal N orina
(mg/día) (mg/día) (mg/día)

6
6
6
6
6
6

539 27 150
539 21 189
539 23 126
539 23 147
539 24 186
539 28 210

MEDIA + DS 539 0+0,0 24,3 +2 6 168,0 +31 8

INDICES CALCULADOS

RATA N0 CDN CEP CUM CUN

6
6
6
6
6

0,95 1,24 0,71 0,67
0,96 1,25 0,64 0,61
0,96 1,41 0,75 0,72
0,96 1,13 0,71 0,68
0,95 1,45 0,64 0,61
0,95 0,99 0,59 0,56

MEDIA +DS 0,95 +000 124 +0,17 067+006 064+006

— Coeficientede digestibilidaddel nitrógeno
— Coeficientede eficaciaproteicaparael crecimiento

— Coeficientedeutilización metabólicadel nitrógeno
— Coeficiente de utilización nutritiva del nitrógeno

142
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TABLA 60
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA

PERIODO DíAS 22-30

LOTE ACETAMINOFENO

DETERMINACIONES

RATA N0 N ingerido N fecal
(mg/día) (mg/día)

N orina
(mg/día)

1
1
1
10
11
12

493 23
539 27
539 27
539 21
539 34
539 29

101
248
190
220
139
139

MEDIA + DS 531 3+18 8 268+46 172 8+55,9

INDICES CALCULADOS

RATA N0 CDN CEP CUM CUN

1
1
1
10
11
12

0,95 1,15 0,78
0,95 1,23 0,52
0,95 1,24 0,63
0,96 1,23 0,57
0,94 0,98 0,72
0,95 1,20 0,73

0,75
0,49
0,60
0,55
0,68
0,69

MEDIA + DS 0 95+0,01 117 +0 10 0,66 +0 10 0,63 +0 10

— Coeficientede digestibilidaddel nitrógeno
= Coeficientede eficaciaproteicaparael crecimiento
= Coeficientede utilización metabólicadel nitrógeno
= Coeficientede utilización nutritiva del nitrógeno

CDN
CEP
CUM
CUN
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TABLA 61
UTILLZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA

PERIODODíAS 22-30

LOTE LD5O

DETERMiINACION?ES

RATA N0 N ingerido N fecal
(mg/día) (mg/día)

N orina
(mg/día)

13
14
15
16
17
18

539 23
539 24
539 21
539 26
539 25
539 26

139
197
176
178
178
204

MEDIA + DS 539,0 ±0,0 24,2 +1 9 178 7+22 6

INDICES CALCULADOS

RATA N0 CDN CEP CUM CUN

13
14
15
16
17
18

0,96 1,84 0,73
0,96 1,13 0,62
0,96 1,35 0,66
0,95 1,28 0,65
0,95 1,22 0,65
0,95 1,31 0,60

0,70
0,59
0,63
0,62
0,62
0,57

MEDIA + DS 0,95 +0 00 1,35 ±0,25 0 65 +0,04 0,62 ±0,04

LevodopalCarbidopa50/5 mg/Kg pesocorporal
Coeficientededigestibilidaddel nitrógeno
Coeficientedeeficaciaproteicaparael crecimiento
Coeficientede utilización metabólicadel nitrógeno
Coeficientede utilizaciónnutritiva del nitrógeno

144
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TABLA 62
UTILLZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA

PERIODO DIAS 22-30

LOTE LD17S

DETERMINACIONES

RATA N0 N ingerido N fecal
(mg/día) (mg/día)

N orina
(mg/día)

19
20
21
22
23
24

539 24
521 29
539 25
539 29
539 26
539 25

146
174
155
220

157

MEDIA + DS 536 0+7 3 26,3 ±2,2 170 4+29,5

INDICES CALCULADOS

RATAN0 CDN CEP CUM CUN

19
20
21
22
23
24

0,96 1,07 0,72
0,94 1,20 0,65
0,95 1,22 0,70
0,95 1,20 0,57
0,95 1,13
0,95 1,12 0,69

0,68
0,61
0,66
0,54

0,66

MEDIA + DS 0,95 ±0,01 116 +0 06 0,67 +0 06 0,63 +0 06

LD175 = Levodopa/Carbidopa175/17,5mg/Kg pesocorporal
CDN = Coeficientede digestibilidad del nitrógeno
CEP = Coeficientede eficaciaproteicaparael crecimiento
CUM = Coeficientede utilización metabólicadel nitrógeno
CUN = Coeficiente de utilización nutritiva del nitrógeno



TABLA 63
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA

PERIODO DíAS 22-30

LOTE ACETAMINOFENO + LDSO

DETERMINACIONES

RATA N0 N ingerido N fecal
(mg/día) (mg/día)

N orina
(mg/día)

25
26
27
28
29
30

539 26
539 23
533 19
539 22
508 22
539 27

160
173
138
217
161
157

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

~RATAN0

¡ 25
26
27
28
29
30

INDICES CALCULADOS

CDN CEP CUM CUN

0,95 1,30 0,69
0,96 1,19 0,66
0,96 1,41 0,73
0,96 1,39 0,58
0,96 1,23 0,67
0,95 1,25 0,69

0,65
0,64
0,70
0,55
0,64
0,66

MEDIA + DS 0,96 +0 00 1 29+0,09 0 67+0 05 0,64 ±0,05

Levodopa/Carbidopa50/5 mg/Kg pesocorporal
Coeficientede digestibilidaddel nitrógeno
Coeficientede eficaciaproteicaparael crecimiento
Coeficientede utilización metabólicadel nitrógeno
Coeficientede utilizaciónnutritiva del nitrógeno
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LD5O =

CDN=
CEP=
CUM=
CUN=
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TABLA 64
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA

PERIODODIAS 22-30

LOTE ACETAMINOFENO + LD17S

DETERMINACIONES

RATA N0 N ingerido N fecal
(mg/día) (mg/día)

N orina
(mg/día)

31
32
33
34
35
36

546 27
539 25
539 22
566 29
539 25
539 28

170
150
212
183
189
180

MEDIA + DS 5447+108 260+25 1807+20,5

INDICES CALCULADOS

RATA N0 CDN CEP CUM CUN

31
32
33
34
35
36

0,95 1,08 0,67
0,95 1,36 0,71
0,96 1,34 0,59
0,95 1,10 0,66
0,95 1,36 0,63
0,95 1,18 0,65

0,64
0,68
0,56
0,62
0,60
0,61

MEDIA + DS 095+0,00 1,24 ±0,13 0,65 +004 0,62 +004

LD175 = LcvodopalCarbidopa175/17,5mg/Kg pesocorporal
CDN = Coeficientede digestibilidaddel nitrógeno
CEP = Coeficientede eficaciaproteicaparael crecimiento
CUM = Coeficientede utilización metabólicadel nitrógeno
CUN = Coeficiente de utilización nutritiva del nitrógeno
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TABLA 65
UTILIZACION NUTRITIVA DE LA PROTEINA

PERIODO DLAS 22-30

RESUMEN DE RESULTADOS Y TRATAMIENTO ESTADíSTICO

DETERMINACIONES

LOTE N ingerido N fecal N orina

(mg/día) (mg/día) (mg/día)

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

LDSO 539,0 ±0,0 24,2 +1 9 178,7 +22 6

LD17S 536,0±7,3 26,3 +2 2 170,4 +29 5

ACAP + LD5O 532 8+12,4 23,2 +29 167,7 +267

ACAP + LD17S 544 7+10,8 26,0 +2 5 180,7 +205

INDICES CALCULADOS

LOTE CDN CEP CUM CUN

CONTROL 0,95 +000 1 24+0,17 067+006 064+006

ACAP 0,95 +001 117+0,10 066+010 063+010

LDSO 0,95 +000 1,35 ±0,25 065+004 062+004

LD175 0,95 +001 115 +0,06 0 67+006 0 63+006

ACAP+LD5O 0,96 +0 00 1,29 ±0,09 0,67 ±0,05 0,64 ±0,05

ACAP+LDI7S 0,95 ±0,00 1,23 ±0,13 0 65+0 04 0 62+0 04

CDN = Coeficientede digestibilidaddel nitrógeno
CEP = Coeficientede eficaciaproteicaparael crecimiento
CUM = Coeficientede utilización metabólicadel nitrógeno
CUN = Coeficientede utilizaciónnutritiva del nitrógeno
ACAP = Acetaminofeno
LDSO = Levodopa/Carbidopa50/5 mg/Kg pesocorporal
LD17S = Levodopa/Carbidopa175/17,5 mg/Kg pesocorporal
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5.1. ACIDO ACETILSALICILICO CASA)

.

En esteapartadovamosatratardela influenciaquelaadministracióncrónicadeácido
acetilsalicílico (ASA) ejerce sobre los distintos parámetrosnutricionales y bioquímicos
estudiadosen ratasadecuadamentenutridas.La ingestaen el experimentoA fue “ad libitum’
en los lotescontrol y ASA y, en el experimentoB sealimentarona la par el lote ASA y el
que fue su control ‘pair fed’. Con todo ello, compararemosestadísticamentelos resultados
obtenidos entre los lotes de ratas a los que no se les administró fármaco con los que
consumieronASA.

Queremosrecordaren primerlugar, y como ya sehaexplicadodetalladamenteen el
apanadoMATERIAL Y METODOS, que en todoslos animalessecontrolóla ingestasólida
diariamente,y las variacionesde pesocorporal en períodosde 2-3 días. Ello nospermitió
observar la evolución del animal de experimentacióny analizar los posibles cambios
interperiodosen los parámetrosnutricionalesgenerales.

En cuantoa la dosisadministradaa las ratasseha calculado,comoya indicamosen
el apartadoMATERIAL Y METODOS, medianteuna tabla obtenidade FREIREICH, G. y
col. (1966) que nos proporcionalos factoresde conversiónpara dosificación equivalente
segúnla superficiecorporal.Así, a partir de la dosisterapéuticaen humanos,obtenemosla
dosis equivalentey convieneindicar que la dosis de ASA empleadaaunqueelevada,se
encuentradentro del rango de dosis terapéuticamenteempleadaspara humanos y en
experimentaciónparalos animalesutilizados: ratas.

5.1.1.Parámetros2enerales:in~estasólida.cesoi~orcoraI.crecimiento,coeficiente
deeficaciaalimentaria(CEA). cesodel hígadoe índice hecatosométicoCHIS)

.

Al analizarlos resultadosdel experimentoA, indicadosen la Tabla 5 se observauna
reducciónsignificativa (p =0,05) en la ingestatotal de los animalesa los quese les había
administradoASA (6 1 + 0 8 g/día) frente a los controles (8,3 ±0,6 g/día) en todos los
períodosestudiados.Estasdiferenciascomienzanya en los primerosdíasdeconsumodeASA
y continúanalo largode todoelproceso.En las Figuras 1 y 2 semuestrala evolucióndiaria
de la ingestasólida de amboslotes ASA y control. Por tanto, el consumode ASA da lugar
aunamodificaciónimportantedela ingesta,debidaposiblementea las conocidasalteraciones
que ejerce el fármaco sobre la mucosa gástrica (FLOREZ, J. 1987a; LORENZO
VELAZQUEZ, B. 1987).

Al estudiarlos incrementosde pesodel experimentoA encontramos,como erade
esperar que también los animales que consumieron ASA tienen un crecimiento medio diario
significativamentemenor(0,9 ±0,4 g/dia) quelos controles(2,0±0,5 g/dia; p =0,001)
(Tabla 5). Esto podría debersea la menor ingestaexclusivamente.Sin embargo,en el
experimentoB (Tabla 39) tambiénobservamosuna reducción significativa (p = 0,01) del
incrementode pesode los animalesque consumieronASA (2,6 ±0,2 g/día) respectoal
grupoalimentadoa la par con él (3,0 ±0,3 g/día),lo queindicaqueel consumocrónicodel
fármaco influye negativamentesobreel crecimiento,aunqueno hemos encontradootros
trabajosreferentesa estepunto. En la Figura7 semuestranlas curvasdecrecimientodel lote
queconsumióASA respectoa su correspondiente‘pair fed” y sepuedeobservarla reducción
del mismo en el primero. Estos resultadosrespectoal crecimientose observantambién
claramente al considerar el aprovechamiento nutritivo de la dieta basado en el CEA, que es
el cocienteentreel incrementode pesodel animal (g/día)y la ingesta(g/dia).Esteparámetro
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muestradiferenciassignificativas(p =0,005) entreel lote queconsumióASA (0,15±0,05)
y el lote control (0 24 + 0,05) (Tabla5) en el experimentoA. Porello, parecequeel ASA
no sóloactúanegativamenteen lascondicionesestudiadassobrela ingestasino tambiénsobre
la utilización nutritiva de la dieta. De hecho, en el experimentoB se verifica que la
administracióncrónicade ASA reducesignificativamente(p =0,01) el valor de CEA (0,29
±0,03) frenteal valor de su lote “pair fed” (0 33 + 0 02) (Tabla39), lo quenos indicaque
pesea no existir diferenciassignificativasen la cantidadde dieta consumidaentreambos
lotes, el ASA actúareduciendola utilizaciónnutritiva generalde la dieta. El CEA del lote
ASA esmenorconsiderandoglobalmenteel períodode experimentación,pero si sedivide la
pruebaen períodosde 15 días,observamosque el CEA de la primeraquincenadel lote ASA
(0,29 ±0,01) es significativamentemenor (p = 0,01) que el del lote alimentadoa la par
(0,35 ±0,04) mientrasqueel CEA de la segundaquincenadel lote ASA (0 31 + 0,06) no
varíasignificativamenterespectoal CEA “pair fed (0,36±0,01)en el mismo período.Por
tanto, el efectoes másmarcadoen el períodoinicial del consumodel fármacocoincidiendo
con el períodode mayor crecimientoy de inmadurezenzimáticade los animales.

En cuantoal pesodel hígado,vemosqueaparecen,en el experimentoA, diferencias
significativasentreel lote ASA (4,4 ±1,1 g) y el lote control (6 6 + 1 2 g) (Tabla5) que
seexplicaríanpor unadisminucióndel pesototal, puestoqueal independizarlos valoresde
pesode hígadoy pesototal del animal, esdecir, aplicandoel IHS, no aparecendiferencias
significativasentreel lote ASA (43,7 ±7,2) y el lote control (49 4 + 4 2) (Tabla5).

En el experimentoB, (Tabla39) se muestraque, comoerade esperar,tanto el lote
con administraciónde ASA comosu lote “pair fed” muestranpesoshepáticosy corporales
significativamentemenores(p < 0,01)quelos valoresdel lote control (ingesta‘ad libitum’),
debido a las menoresingestasde los primeros. Comparandoel peso del hígado de los
animalesque consumieronASA (6,462 + 0 43) con el de su control “pair fed” (6,185 +
0,40) (Tablas39), seobservaque, aunqueno de forma significativael pesode los hígados
del loteASA essuperioral del lote pair fed”. Si comparamosel IHS entreel lote ASA (50,6
±3,1) con su respectivolote ‘pair fed (43,8±3,1) (Tabla39) seobservaqueel lote con
administraciónde fármacopresentaun indice significativamentesuperior(p =0,01), lo que
nos puede indicar que a igualdad de ingesta la administración del fármaco influye
fundamentalmentesobre el crecimientogeneralpero tambiénsobreel crecimientohepático
aunqueen sentido inverso,posiblementedebidoa alteracionesmetabólicasquepodríandar
lugara un ligero aumentodel pesodel hígado.En cuantoa bibliografíasobreel temaquenos
ocupa, no hemosencontradoningunareferenciacon quién compararnuestrosresultados.

5.1.2. Utilización nutritiva de la proteína:coeficientede utilizacióndigestivadel
nitrógeno<CDN) y coeficientede eficaciaproteicacarael crecimiento(CEP)

.

Según YOUNG, V.R. y PELLET, P.L. (1987), el CUN es un parámetro
extremadamenteimportantecuandoseestudiala influenciadediferentesfactoresexternos(Ej.
drogas)sobrela utilización digestivade la proteínaque,porotro lado, tienela ventajade no
presentargrandesfluctuacionesindividuales por su metodología. Hemos estudiadoesta
digestibilidaden dos períodosde balance:el primero realizadodurante7 días,entrelos días
4 y 11 del períodoexperimentalen lo quecorresponderíaa un consumode fármacodecorta
duración, y el segundode 10 días, correspondientea los días 34-43, en lo que seríaun
consumode fármacode largaduración.
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Desdeel punto de vista digestivo, si consideramoslos datosdel CDN en las Tablas
14 y 15 encontramosque ni en la primera semanade administraciónde ASA (0 93 + 0,01
frenteal lote control 0 93 + 0,01), ni tampocodespuésde un consumocrónicodel fármaco
(0 93 + 0 01 con un control 0 92 + 0 01), se afectasignificativamenteeste índice.

Por otra parte, estudiamosel coeficientede eficacia proteicapara el crecimiento
(CEP),queexpresala gananciaen pesode los animales,en gramos,por gramode proteína
ingerida. Este concepto, que engloba tanto aspectos nutritivos como metabólicos, es
probablementeel método másempleado,por su facilidad de realización,parala evaluación
de la calidad nutritiva de la proteína.Se ha calculadoesteparámetro,por una partedurante
todo el períodoexperimentaly, por otra, en períodosde 8 días de duración, para poder
observarsu evolución.

En el experimentoA, el CEPtotal obtenido(Tablas16,17)parael lote control (1,87
+ 0,40) es significativamentesuperioral CEPtotal del lote ASA (1,13±0,40) (Figura5).
Del mismo modo,en el experimentoB, en el que se estudiael efectodel fármaco y no de
la ingestapues, como hemosdichos son lotes alimentadosa la par, (Tabla 40), ocurre
tambiénque el CEP del lote ASA (6,61 + 0 52) es significativamentemenor al de su
correspondientecontrol ‘pair fed” (5,29 ±0,44) (Figura 9). Estoscambiosencontradosen
la utilización nutritiva de la proteína, en los animales que consumieronASA, deberán
achacarsea la influenciadel fármaco sobre la utilización metabólicade dicho nutriente, y
puedenser debidas,por un lado, a quedosisaltasde salicilatospuedenprovocaren animales
y hombre,proteinuria, cilindruria y aumentodel númerode células en el sedimentode la
orina, como consecuenciade lesionesdegenerativastubularesreversibles (LITTER, M.
1986), lo quesignificaquepodríaproducirsepor estascausasun incrementode la excreción
de nitrógeno. Por otra parte, el ASA actúasobre la función mitocondrial desacoplandola
fosforilación oxidativa en el músculoesquelético,hígado y riñón, por competenciacon el
NAD impidiendo la fosforilación del ADP, aún cuando la cadenarespiratoriacontinuasu
proceso oxidativo (AZANZA, J.R. y CUENA, R. 1986; HAAS, R. y col. 1985). En
consecuencia,a pesardequeaumentanlas unidadesdeglucosametabolizadasy el consumo
de oxigeno, la eficienciade la oxidaciónde la glucosa,medidacomoproducciónde ATP,
disminuye (THURSTON, J.H. y col. 1970; MIYIHARA, J.T. 1965; LORENZO
VELAZQUEZ, B. 1987). Esto implica un déficit de ATP que, al no generarsede forma
óptima, provoca un aumentoen el catabolismode los sustratosde la fosforilación para
obtenerla energíaquenecesitala célula; estos sustratosson, entreotros, los aminoácidos
(LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987). Por tanto, creemosqueun aumentodel catabolismo
aminoacidicopodría manifestarsecomouna reduccióndel CEP. Además,con dosistóxicas
de salicilatos,el déficit de ATP puedeser importantepuestoquepuededar lugara un balance
negativode nitrógeno,no solo porel aumentodel catabolismoproteico, sino porquela falta
de ATP para la reabsorciónactiva de aminoácidosen el riñón da lugar a aminoaciduria
(LORENZOVELAZQUEZ, B. 1987).De todos modos, seconocepocoel mecanismode la
aminoaciduriaprovocadapor salicilatos (INSEL, P.A. 1991). Junto con todo esto,al déficit
de ATP contribuyeel estimulo de la actividad ATPásicade los salicilatos (LORENZO
VELAZQUEZ, B. 1987).

Considerandolas variacionesen el coeficientede eficaciaproteicaa lo largo de toda
la pruebadividida en períodosde 8 días en el experimentoA (Figura5) y en períodosde 15
días en el experimentoB, observamosque el efectosignificativo (p =0,05) del fármaco
sobre la utilización nutritiva de la proteína, se producesobre todo en la primera parte,
durantelos primeros 15 días y en ambosestudios,ya que a partir de la tercera semana
desaparecen las diferencias y, por tanto, puede ser que se produzca una adaptación enzimática
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del animal al consumodel fármacoy/o unareducciónde las necesidadesproteicasparael
crecimiento por el aumento de la edad, de modo que el efecto del fármaco sobre el
aprovechamientonutritivo de la proteínano seasuficienteparamodificarel CEE>.

5.1.3. Coeficientedeutilización digestivade la grasa(CDC>

.

Se ha determinadola influenciadel fármacosobrela digestibilidadde la grasa,tanto
por la importanciadel nutriente en sí, como por quenos permite conocerla utilización
digestivade la dietaen generaly detectarsi estáalterada.Porello, la determinacióndel CDG
esun parámetroqueutilizamosparadiagnosticarel funcionalismodigestivoen general.

En nuestrotrabajo,comoya hemosvisto, la digestibilidadde la proteínano seafecta
en ningún caso,ni en la faseinicial ni en la final, por lo quecabesuponerque tampocose
encuentrealteradala digestibilidadlipídica. Es de destacarque en la bibliografíaconsultada
no hemosencontradotrabajosequivalentesal de nuestrodiseñoexperimentalen cuantoal
posibleefectode los fármacosensayadossobre la digestibilidadde la grasa.De la misma
forma quepara el CDN, al compararlos resultadoscon el lote control (Tablas28,29) no
influye de forma significativa ni el efecto ni la duración de la administracióndel fármaco
sobreel valor de CDG. Los valoresobtenidosparael lote ASA son en el primer y segundo
período0,98 ±0,00y 0,98 + 0 00 respectivamente.

5.1.4. Enzimas~lutamato-oxalacetatotransaminasa(GO]’) y siutamato-piruvato
transaminasa (GPT) en híiado

.

El hígadoes el principal órganoen cuantoa catabolismode aminoácidosse refiere
(LINDER, M.C. 1988a):por ello, modificacionesbioquímicasen los sistemasmetabólicos
de los aminoácidosen el hígado (Ej. nivelesde transaminasas)puedenser indicativasde
algunasdeficienciasdietéticas(BURNETTE, M.A. y BABCOCK, M.J. 1978). Ademásde
las variacionesencontradasen el IHS, los valoresenzimáticosde GOT obtenidosmuestran
diferenciassignificativas(p =0,05) entreel lote ASA (50 + 10 8 UI/g) (Tabla31) y el lote
control(30 + 13 4 UI/g) (Tabla30) (Figura6) quecreemospuedendeberseal efectoqueel
ASA ejercesobrela fosforilación oxidativa, queda lugar, comodijimos anteriormente,a un
aumentodel catabolismoaminoacídico(LORENZO VELAZQUEZ, B. 1987). Paraque los
aminoácidosentrenen la fosforilación debe,primeramente,producirseuna transaminación
delaminoácidoa uncetoácido(SANCHEZ-JIMENEZ,F. y NUNEZ DE CASTRO,1. 1991),
lo cual podríaconcordarcon el aumentode la actividad transaminásicaen el hígado.Sin
embargo, los valores de GPT no muestran diferencias significativas entre el lote que
consumióASA (12 ±2,9 UI/g) (Tabla31) y el lote control (10 ±2,3 UI/g) (Tabla30). De
todos modos,no hemosencontradodatossobreel efectode la administraciónde ASA sobre
nivelesde transaminasasen hígado.

5.1.5. Componentesde la ruta de transnietilación-transulfuración

:

En este apartadohemostratadode esclarecersi la administracióncrónica de ASA
modifica de forma cualitativao cuantitativalos folatosen el organismo,tantoa nivel sérico
comohepático,y todo ello en basea distintos trabajospublicadosque inducena pensarque
podríaser así, pero quesin embargo,no permiten llegar a una conclusiónclara. Comoes
sabido, el análisis del contenido y distribución de folatos presentanumerososproblemas
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metodológicos,sobre todo debido al gran númerode derivadosoxidadosy reducidosque
presenta,y a la dificultad de cuantificarlostantoa nivel de sustitucióndel anillo pteridínico,
como en la longitud de la cadenaglutámica. En estetrabajohemosutilizado el método de
VARELA-MOREIRAS, G. y col. (1991b)queempleacromatografíade afinidad y HPLC,
y queha sido ya demostradasu utilidad en diversaspublicaciones(VARELA-MOREIRAS,
G. y SELHUB, J. 1992; VARELA-MOREIRAS, G. y col. 1992) en el estudiode la acción
de diferentesefectoressobreel metabolismode los folatos.

Por otra parte,hemosvisto que la administracióncrónicade ASA puededisminuirel
aprovechamientonutritivo de la proteínay, ademáscomo ya hemosindicado, sabemosque
los folatos intervienen de forma activa en el metabolismode la metionina. Por todo ello,
hemosquerido ver si la administracióndel fármaco afecta al propio metabolismode la
metioninamidiendo los niveleshepáticosde susmetabolitos(SAM y SAH).

5.1.5. 1. Contenidoséricoy hepáticode ácido fólico. Distribución de los
folatosen hígado.

El metabolismocelulardel folato comprendediferentesreaccionesen cadauna de las
cualesintervieneun derivadodel ácidofólico; éstosdifieren entresí en la estructuradel anillo
pteridínico y en la longitudde cadenadel ácidoglutámico.

Por tanto la determinaciónde la distribución de los folatostiene el valor de contribuir
a un mejor entendimientodel metabolismocelularfolato-dependiente,muy especialmenteen
lo quese refiere al efectode fármacosy otros nutrientes.

En diferentesestudios,seha sugeridola posibilidadde unainteraccióndel ASA sobre
el ácidofólico sérico, debidoa quela vitaminaseencuentraunidaa las proteínasplasmáticas
en grandesproporcionesaunquede una forma débil y ello hace que, sea vulnerableal
desplazamientopor la acciónde algunosfármacos,entreellosel ASA (LAWRENCE, V.A.
y col. 1984). La bibliografía que existe a este respecto, generalmenteen humanos,es
contradictoria.Así, el estudiode LAWRENCE, V.A. y col. (1984)ha servidode apoyoa
las observacionespreviashechaspor ALTER, H.J. y col. (1971)sobrela depleciónde folato
inducidapor la administraciónde ASA: en él encontraronqueen una mujer sanapresentaba
nivelesséricosmásbajos,tantode fálico librecomoconjugado,duranteun períodoen el que
estabatomandodosisterapéuticasde ASA queanteso despuésdel tratamiento.Se controló
la ingestade ácido fólico en su dieta y se vio que era similar en todo el período de
investigación.Estosdatoscoincidencon los obtenidosporSHEVCHUK, O.A. y ROE, D.A.
(1985) en los que se encontrabauna alteración en la concentracióny unión de folato
plasmáticoen 16 mujeressanasa las quese les controló la ingestade estavitamina y se les
administró3,9 g de ASA diariamentedurante3 días. Los autoressugierenqueel efectodel
ASA puedeser importantecomoexplicaciónpara los bajosvaloresde folato encontradosen
ciertos grupos de individuos, incluyendo las personasde edad avanzada.Esto sería un
problema en caso de pacientes por ejemplo, de artritis reumatoide, en los que
simultáneamentea la administraciónde ASA presentanunaingestainadecuadade folato y,
por tanto, susnivelescorporalesen folato ya estaríanpreviamentecomprometidos(ALTER,
H.J. y col. 1971; SHEVCHUK, O.A. y ROE, D.A. 1985; ROE, D.A. 1985).

Sin embargo,el mecanismode acción del ASA sobre los folatos se desconoce.
Algunos autores,explican quela causapor la cual el ASA desplazaal folato podría ser la
acetilaciónde la albúminaplasmática,disminuyéndoseasíla fijación proteicade la vitamina
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(LAWRENCE, V.A. y col. 1984). Porotra parte,sevio quela eliminaciónurinaria defolato
no aumentabaduranteel períodode administracióndel ASA (SHEVCHUK, O.A. y ROE,
D.A. 1984).Por lo que, segúnZIMMERMAN, J. y col. (1985) y la revisiónde GREGORY
III, J.F. (1989), el ASA lo quehacees retrasarla absorciónde los folatos. Sin embargo,
HOPPNER,K. y LAMPI, B. (1986), indican que la administracióncrónica de ASA no
reducela biodisponibilidadde mono o poliglutamilfolatoen ratas. En nuestrosresultadosa
nivel sérico, no han aparecidodiferenciassignificativas<p =0,05)entrelas concentraciones
de folatos (Tabla42) de las ratasdel lote ASA (68 ±68,5 ng/mí) y las del lote alimentado
a la par(68 ±17,4 ng/mí)y setratade una administracióncrónicadurante30 díasy con un
controlexhaustivode la ingesta,con las limitacioneslógicasquesuponela extrapolaciónde
resultados de la rata a humanos.

En el metabolismocelular del folato indicado en el esquemainicial comprende
diferentesreaccionesen cadauna de las cualesintervienendeterminadosenzimas.Se están
realizando estudios muy interesantessobre los posibles efectos de los analgésicos
antiinflamatoriosno esteroídicossobre los enzimasdependientesdel folato. Las primeras
informacionesal respectolas aportaronHA, T. y col. en 1990y, posteriormenteBAGGOTT,
J.E. y col, en 1992 realizaronun trabajoen el que seinvestigabael efectode los analgésicos
másimportantessobrela dihidrofolatoreductasay la fosforibosil-aminoimidazol-carboxamida
formiltransferasa(AICAR transformilasa).En cuantoal ASA los resultadosobtenidossobre
la inhibición competitivacon estosenzimasdependientesdel folato fueron que semostraba
activo sobrela AICAR transformilasae inactivo sobrela dihidrofolato reductasa.El trabajo
concluyecon que las propiedadesantiinflamatoriasde los analgésicosantiinflamatoriosno
esteroidicosson resultado,en parte,de la interferenciacon el metabolismodel folato.

El hígadoesprincipal almacénde folatosen el organismoy ejerceun efectoregulador
para mantenerla homeostasisde la vitamina (STEINBERG, S.E. 1984). Por tanto, la
determinacióncuantitativay cualitativade los folatosanivel hepáticova a permitir evaluar
si la ingestacrónicade ASA induceo no deficienciade ácido fólico en el hígado. Además,
VARELA-MOREIRAS, G. y SELHUB, J. (1992), indican que una disminución de la
concentración total de folato coníleva variaciones en la formación de los distintos
poliglutamatos independientementedel efector que cause esta deficiencia (VARELA-
MOREIRAS, G. y col. 1992).También,EICHNER, E.R. y col. (1979) sugirieronquesi el
ASA provocaunadisminución de los folatos séricos,esto podríaperjudicara la captación
celular y unapequeñaproporción de los folatos desplazadospodría llegar a la orina o las
heces y, por tanto, la administración diaria de ASA podría causarcon el tiempo una
deficienciatisularde folatos.

En nuestros resultados en cuanto a concentraciónde folatos en el hígado, no
aparecierondiferenciassignificativas (p =0,05) entrelos valoresdel lote ASA (30 31 +
9,48 nmol/g) y los valores del lote ‘pair fed” (25,96 ±17,25 nmol/g) (Tabla 42). De
acuerdocon esto,y comoerade esperar,tampocoaparecieronvariacionesen la distribución
de los folatos hepáticossegúnla longitud de la cadenaglutámica(Figura II) entrelos lotes
ASA y “pair fed’, solamenteen el lote ASA se produjo un intrementosignificativo (p =

0,05)de los derivadospentaglutámicos(51,8 % ±2,1) respectoal grupoalimentadoala par
(42,3 % ±8,9) a expensasde los derivadoshexay heptaglutámicos(Tabla45,46).También
encontramospequeñoscambios en la distribución de los folatos derivados del anillo
pteridínico(Figura10): seha visto unadisminuciónen el lote conadministraciónde ASA en
cuantoal contenidode 5-metiltetraliidrofolato(45 8 56 + 5,8) respectoa los controles“pair
fed’ (51 0 56 + 11,3) (Tabla 43), lo que podríaestar relacionado,según observaciones
previas realizadaspor VARELA-MOREIRAS, O. y SELHUB, J. (1992), con que una
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deficiencia de folatos en tejidos está asociadaa una disminuciónen la proporción de 5-
metiltetrahidrofolato.

Por tanto, por los resultadosobtenidos en este estudio se demuestraque la
administracióncrónicade ASA no provocacambioscuantitativosni cualitativosimportantes
de los folatos hepáticosen las ratas.

5. 1.5.2. Contenido hepático de S-adenosilmetionina (SAM) y
adenosilbomocisteina (SAMt Relación SAM/SAH.

Comohemos expuesto anteriormente en nuestras condiciones experimentales, el ASA
afecta, a la utilización nutritiva de la proteína y, según la bibliografía, también a los niveles
séricosde ácido fólico. Un puntoen comúnentreambosnutrientespodríaser el metabolismo
celular de la metionina, es decir, la ruta de transmetilación-transulfuración, puesto que, por
una parte, el metiltetrahidrofolatoes esencialpara la regeneraciónde la SAM (STIPANUK,
M.H. 1986)y, por otra, la metioninaa partir de estavía puedeseguir la ruta del succinato
produciendosela degradaciónoxidativa de esteaminoácido(STIPANUK, Mdl. 1986).

El estudiose ha realizadoen el hígado,por ser el órganoen el que se sabequese
encuentran todos los enzimas implicados en la ruta transmetilación-transulfuración
(FINKELSTEIN, J.D. 1989). En estaruta, la metioninase transformaa su formaactiva, la
SAM que esel donadorde metilos esencialen másde 400 reaccionesbiológicasconocidas
(GALIANA, A. 1987). Por ello, la alteración de las concentracioneshepáticasde este
compuesto podría afectar negativamente a numerosas rutas metabólicas.

Nuestros resultadosdemuestranque la administracióncrónica de ASA no afecta
significativamente (Figura 20) a los niveles hepáticos de SAM (116 9 + 34,8 nmol/g)
respectoa su lote control ‘pair fed” SAM (94,99 ±23,6 nmol/g) (Tabla 50), aunque
aumentasignificativamente(p = 0,05) la concentración de SAR (69 38 + 12,4 nmol/g)
cuando se administra ASA respecto al valor control SAH(46 55 + 5,2 nmol/g) (Tabla50).
Dada la importancia de los procesos de transmetilación es necesario mantener una relación
SAM/SAH dentro de unos limites determinados (CORRALES IZQUIERDO, E 1992), así
laadministracióndeASAno modificó estecocienteSAM/SAH (1,69±0,43)respectoa] lote
alimentadoa la par (2,03 ±0,37) (Tabla 50).

Por tanto, las modificacionescausadaspor la administraciónprolongadade ASA en
las concentracionesde 5AM y SAH no modifican la capacidadde metilaciónen las ratas.
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5.2. ACETAMINOFENO (ACAP)

.

En esteCapítulonos referiremos,a la influenciadel acetaminofeno(ACAP) sobre
distintosparámetrosnutricionales,bioquímicosy a su toxicidad determinadamediantecortes
histológicosobservadosa microscopiaópticay electrónica,todo ello en ratasadecuadamente
nutridas. La ingestaen el experimentoA fue “ad libitum’, y en el experimentoB se
alimentarona la par el lote queconsumióACAP y otro control al quedenominamos“pair
fed”. Paraello, compararemosestadisticamentelos resultadosobtenidosentrelos lotes de
ratasno ingirieron ACAP y los queconsumieronfármaco.

Las dosis administradasa los animales, 570 + 59 mg/Kg peso corporal en el
experimentoA y 600 mg/Kg pesocorporal en el experimento13 y C, son del mismo orden
a las empleadaspor otros autores como: BEIERSCHMITT, W.P. y col. (1989), DE
MORAIS, 5. y WELLS, P.G. (1989), SATO, C. e IZUNI, M. (1989), etc. Y como ya
explicamosen el apanadoMATERIAL Y METODOSy en el casodel ASA, sehanobtenido
de unatablade FREIREICH, O. y col. (1966)quenosproporcionalos factoresdeconversión
paradosificaciónequivalentesegúnla superficiecorporalpara distintasespecies.La dosis
administradaa los animalesqueconsumieronunadietadeficienteen metioninaesalgo menor
(410 ±62 mg/Kg pesocorporal)y sehautilizado tambiénporautorescomo: PRICE, V.F.
y JOLLOW, D.J. (1989), BEN-ZVI, Z. y col. (1990).

5.2.1.Parámetrosgenerales:in~estasólida.pesoconjoral. crecimiento,coeficiente
de eficaciaalimentaria(CEA’>. pesodel hígadoe índicehepatosomático([RS’>

.

En cuanto a la acción del fármaco sobre los distintos parámetros nutricionales
generales,en el experimentoA encontramosqueel ACAP consumidodurante43 días, por
ratas nutridascon una dieta adecuadaa sus necesidadesreduce algo la cantidadde dieta
ingerida(7,9 ±0,8 g/día) (Tabla5), respectoal lote control (8 3 + 0 6 g/día), aunquelas
diferenciasno llegan a sersignificativashastael día33 delperíodoexperimentala partir del
cual la ingestaglobal (días33-43)del lote ACAP (61,3 ±6,1 g) essignificativamentemenor
(p =0,05)que la del lotecontrol en esemismo período(71,3 ±9,7 g).

En cuantoal crecimiento,en el experimentoA donde los animalesconsumíandieta
“ad libitum’, la administracióncrónicade ACAP reduce,aunqueno de forma significativa,
el incrementodepesode losanimales(1,6 ±0,4 g/día)(Tabla5) conrespectoal lote control
(2,0 ±0,5 g/dla) (Tablas 1 y 5). Cuandola ingestaesexactamentela misma, lotes ACAP
y control ‘pair fed’ (9,5 ±0,0g/día) (Tabla39) en el experimentoE, el incrementode peso
si sereducesignificativamente(p =0,01)con el consumodel fármaco(2 6 + 0 1 y 2,9 ±
0,2 g/día respectivamente)(Tabla39). En la Figura8 se muestrala evolución diaria del
crecimiento en los lotes alimentadosa la par ACAP y su ‘pair fed’. Estos datos son
comparablesa los obtenidos por VARELA-MORERAS, O. y col. (1991a). También,
McLEAN, A.E.M. y col. (1989) encontraronuna disminución del crecimiento dosis-
dependienteen ratasalimentadascon unadietaqueconteníaun 1% de ACAP. REICKS, M.
y HATHCOCK, J.N. (1989) encontraronuna reduccióndel crecimientoen ratonescuando
seaumentala dosisde ACAP en dietascon un 0,5% de metioninadurantedossemanas.Los
autoresexplicanqueesteefectopuededeberseal posibleefectoinhibidor del crecimientodel
fármaco,por la depleciónde aminoácidosque produceen el curso de su metabolismo,que
implica un aumento de los requerimientosde metionina (REICKS, M. y col. 1987;
HATHCOCK, J.N. 1987). Por ello, creemosque sepodríadar lugara una reducciónde la
biodisponibilidadde la metioninaparala síntesisproteicanecesariapara el crecimientodel
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mismomodoqueocurrecuandose administrandietasdeficientesen esteaminoácido(PRICE,
V.F. y JOLLOW, D.J. 1989). Además, los hepatocitosse encuentranalterados en los
animalesqueconsumieronACAP, como indicaremosmásadelanteen el estudiohistológico,
lo que tambiénpuedeafectarla síntesisproteica,puescomoes sabidoel hígadoes uno de
los principalesórganosen cuantoametabolismoproteicoserefiere (LINDER, M.C. 1988a).

Para intentar independizar los parámetrosingesta y crecimiento, utilizamos el
coeficientede eficaciaalimentaria(CEA) que, comoes sabido, expresael cocienteentreel
incrementode pesoy la sustanciasecaingerida, y encontramosen el experimentoA que,
aunquedisminuyeen los animalesconadministraciónde ACAP (0,21 ±0,03) respectoa los
animalescontroles(0,24 ±0,05), estareducciónno es significativa (Tabla5). VARELA-
MOREIRAS, G. y col. (1988)obtuvieronanteriormenteresultadossimilarestambiénen tatas.
Por tanto, vemosque en animalescon administracióncrónica de ACAP que comen ‘ad
libitum” (experimentoA) sereducela ingesta,el crecimientoy el CEA aunqueno de forma
significativa. En el experimentoE, cuandosefija la ingesta,sereducensignificativamente
(p =0,01) tantoel crecimientocomoel CEA (0,27+ 0 01)del lote ACAP respectoal lote
control “pair fed” (0,31 ±0,01) (Tabla39) lo quenos indicaqueesel consumodel fármaco
el queda lugar a un retrasodel crecimientoy menoraprovechamientonutritivo de la dieta.

En el experimento A, la administración de ACAP, reduce aunque no
significativamenteel pesodel hígado (6,4 ±0,9 g) respectoal control (6,6 ±1,2 g) (Tabla
5). Así, al relacionarel pesodel hígado con el pesototal del animal medianteel indice
hepatosomático(JHS) no aparecendiferenciassignificativasentreel valor del lote ACAP
(51 5 + 5 4) y el valor del lote control (49,4 ±4,2) (Tabla 5). AnteriormenteVARELA-
MOREIRAS, G. (1989) obtuvieronresultadosparecidoscon el mismo nivel de significación
y administraciónde ACAP. En el experimentoE, no aparecendiferenciassignificativasentre
el pesohepáticodel lote ACAP (6,563 + 0 736 g) y su correspondiente‘pair fed” (6,109
+ 0,616g) (p =0,05), siendoel primeroalgo mayorque el segundo.Sin embargo,el JHS
seve significativamenteincrementadocon el consumodel fármaco(lote ACAP 51 3 + 6,3,
lote ‘pair fed” 44,2 ±4,1) (p =0,05). Porlo tanto,el consumodel fármacono sóloafecta
al peso total, sino que también al peso del hígado en particular, posiblementepor las
alteracionesmetabólicasqueorigina el fármaco.

5.2.2.Utilización nutritiva de la proteína:coeficientede utilización digestivadel
nitrógeno(CDN) y coeficientede eficaciaproteicaparael crecimiento(CEP).

Desdeel punto de vista digestivo,si consideramoslos datosdel CDN para ratasque
consumieron ACAP junto con una dieta adecuadaa sus necesidades(Tablas 14,15),
encontramosqueni en la primerasemanade balance(0,94 + 0 01 lote ACAP vs 0,93 +
0,01, lote control), ni tampocodespuésde un consumocrónico del fármaco(0 93 + 0 01)
frente al control (0,92 ±0,01),seafectasignificativamenteesteíndice. Por tanto, el ACAP,
en estascondiciones,no afectaa la utilización de la proteínaa nivel digestivo.

Al analizarlos resultadosdel CEPen el experimentoA, que nos indicanla utilización
de la proteínapara el crecimiento durante todo el periodo experimentalen animales
alimentados“ad libitum”, encontramosqueno aparecendiferenciassignificativasentreel CEP
del lote control (1,87±0,40) y el CEPdel lote queconsumióACAP (1,65 ±0,23) (Figura
5). Resultadossimilaresse obtuvieronanteriormentepor VARELA-MOREIRAS, G. y col.
(1988, 1991a). Según estos resultados,el ACAP no pareceafectar al CEP cuandolos
animalespuedenlibrementeregularla ingesta,pesea las modificacionesencontradasen su
crecimiento.Posteriormente,en el experimentoE, al igualarlas ingestasdel lote ACAP y su
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control, si encontramosunareducciónsignificativadel CEPen los animalesqueconsumieron
ACAP (4,41 ±0.12) respectoal lote “pair fed” (4,95 ±0,30) (Tabla40, Figura 9). ).
También quisimoscomprobaren queperíododel consumode ACAP, se afectaeste índice.
Paraello, consideramoslas variacionesen el CEPa lo largo de toda la pruebadividida en
períodosde 8 díasy observamosqueel efectosignificativo (p =0,05)del fármacosobrela
utilización nutritiva de la proteínaseproduceen la primen partedel estudio, durantelos
primeros 15 días, ya quea partir de la tercerasemanadesaparecenlas diferencias,en parte
posiblementepor unaadaptaciónenzimáticadel animal al consumodel fármaco(Figura 7).
No obstante,no debemosolvidar que estosresultadoscorrespondena animalesalimentados
con dietascon unoscontenidosen nutrientesadecuadosparael crecimiento.

Todosestoscambiosencontradosen la utilizaciónnutritivade la proteína,determinada
medianteel CEP, por la administraciónde ACAP, indicadosen el experimentoA (Figura5),
y en el experimentoB (Tabla40 y la Figura9) deberánrelacionarsecon la influenciadel
fármacosobrela utilización metabólicade dicho nutriente,puescomoya hemoscomentado
no hayvariacionesen el CDN. La disminuciónobservadadel aprovechamientoproteicopara
el crecimientopuededeberse,segúndiversosautores,al incrementodelos requerimientosde
metionina para llevar a cabo la metabolizaciónde 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).Paraello, la metioninautiliza la ruta metabólicatransmetilación-
transulfuraciónque da lugar a la síntesisde cisteina(STIPANUK, M.H. 1986) y a la de
glutation(MOLDEUS,P. 1981),péptidoencargadoen granmedidade neutralizarel producto
tóxico resultadode la metabolizacióndel ACAP (MINER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979;
MEISTER, A. 1989b). Este aumentode la utilización del aminoácidopara metabolizarel
ACAP podríacomprometera la metioninaparala síntesisproteica,especialmenteporquees
el aminoácidoiniciador de la misma(LEHNINGER, A.L. 1985b). Además,comoveremos
másadelante,el ACAP producehepatotoxicidaden la rata y, por tanto, alteracionesen el
hepatocitoque tambiénpodríandar lugar a modificacionesen la síntesisproteica.

El hecho de que en nuestrascondiciones,el efecto del ACAP reduciendoel CEP
aparezcanen los primeros 15 días de la pruebapodríadebersea que las necesidadesde
metioninaparala síntesisde proteínasestructurales,esencialesparael crecimiento,son más
altasen esteperíodo(NATIONAL RESEACHCOUNCIL, 1991),porello el efectoreductor
de la tasade utilización metabólicade la proteínaen el primerperíodode administraciónde
fármaco(15 primerosdías)esmásmarcado.Pensamostambién,queesteefectomásacusado
en las etapasiniciales de consumode fármaco,puedeser debido a una saturaciónde los
sistemasenzimáticosdetoxificadoresque no se encuentrencompletamentedesarrolladosa
tempranaedad, y estaríaen relación con el mecanismohepatotóxicodel fármacoaún no
elucidadocompletamente.

5.2.3. Coeficientede utilizacióndi2estivade la 2rasa(CDG’>

.

En el lote control se observatanto en el primer períodode balance(0,98 ±0,00),
comoen el segundo(0,98±0,00), unosvaloresde CDG excelentesy del mismoordenque
en otros trabajos: SAN FELIU, P. (1983); VARELA, G. (1963) y VARELA, G. y
MURILLO, A. (1975) (Tablas28,29).

En el lote con administraciónde ACAP con respectoa las cifras de CDG, no se
encuentrandiferenciassignificativasconlos controles,ni en el períodoinicial (0,97 ±0,02)
ni tampocopara el períodofinal (0 98 + 0 01) (Tablas28,29). Resultadossimilares se
obtuvieronanteriormenteen el Departamentopor VARELA-MOREIRAS, O. y col. (1990b).
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5.2.4. Estudio morfolózico del hí2ado: observaciónmediantemicrosconía óptica
y electrónica y análisis bistoió2icu

.

Como ya indicamosen el apartadode Revisión Bibliográfica, en el transcursodel
metabolismo del ACAP se origina un metabolito electrofílico tóxico, llamado N-
acetilbenzoquinonaimina(NABQI) (JOLLOW, D.J. y col. 1974). Las células hepáticasse
protegende dicho compuestomedianteel glutationpor la formacióndeácidosmercaptúricos
atóxicos(MINER, D.J. y KISSINJER,P.T. 1979; MEISTER,A. 1989a). Cuandola NABQI
se forma en cantidades suficientes para agotar el glutation, reacciona con grupos sulfidrilos
de macromoléculashepáticasdandolugaranecrosis(MINER, D.J. y KISSINJER,P,T. 1974;
INSEL, P.A. 1991). Además, la síntesis de glutation depende directamentede la
disponibilidadde sulfoaminoácidoscomo la metionina(MOLDEUS, P. 1981; PRICE, V.F.
y JOLLOW, D.J. 1989; HATHCOCK, J.N. 1990)

Un estudiorealizadopor PLACKE, M.E. y col. en 1987anos definehistológicamente
el procesohepatotóxicoproducidodespuésde unaingestade unadosisagudade 600 mg/Kg
de pesode ACAP en ratón: durantelas dos primerashoras aparececitomegaliay rápida
progresión a necrosis. Ultraestructuralmenteaparece vesiculación, vacuolización, y
degeneraciónde lamembranamitocondrialy plasmática,culminándoseel procesoa lascuatro
horas con la muertecelular, las célulasquedanesparcidasy a las ocho horas se producela
necrosiscentrilobularen gran extensión.Secreeque el retículo endoplásmicoesel puntode
activacióny de ataqueinicial del ACAP y, porello, sepiensaqueestosorgánulosjueganun
papel crítico en la hepatotoxicidadproducidapor el ACAP. En nuestroestudioobservamos
quela dosisde 570 ±59 mg de ACAP/Kg administradadurante43 díasen ratascon ingesta
de dieta completay “ad libitum producevacuolización del citoplasmade los hepatocitos
(Figura) aunquerespetándosela arquitecturadel parénquimahepático,lo queconfirmaque
el ACAP, en nuestrascondicioneses un fármacohepatotóxicoen ratas. Estahepatotoxicidad
puedeser debidaen gran medidapor la teoríade la unión covalente,indicadabásicamente
en el párrafoanterior,en la que la NAEQI se unea proteínashepáticaspor agotamientodel
glutation reducido.Perolas ratasconsumieronunadietacompletaquecubríasusnecesidades
en cuantoa sulfoaminoácidosse refiere, por ello, creemosque también intervienenotros
mecanismostóxicosalternativosdel ACAP aún no elucidadoscompletamente,comopérdida
de integridad de la membranaplasmática por alteración de la función mitocondrial
(BURCHAM, P.C. y HARMAN, A.W. 1990)o modificacionesen la homeostasiscelulardel
calcio (CORCORAN, G.B. y col. 1988; BOOEIS, A.R. y col. 1990, SHEN, W. y col.
1992).

5.2.5. Enzimas2lutamato-oxalacetatotransaminasa<GO]’) y 2hltamato-DiruvatO
transaminasa<GP]’) en hfrado

.

Los enzimasGOT y GP]’ estánencargadasde la transaminacióndegruposamino en
una primerafasede los procesoscatabólicosde los aminoácidos(SANCHEZ-JIMENEZ,F.
y NUÑEZ DE CASTRO,1. 1991). Cuandose producendeterminadaspatologías,hepáticas
y miocárdicasfundamentalmente,seproduceun aumentode GOT y de GP]’ plasmáticaspor
lo quese utilizan habitualmentecomoindicadoresdediagnóstico(HENRY, J.B. 1988).Existe
unaampliadescripciónbibliográfica sobreel efectodel ACAP en el aumentoen la actividad
transaminásicasérica, al ser uno de los parámetrosbioquímicos más utilizados para
determinarla posiblealteraciónhepáticacausadapor el fármaco(CROME, P. y col. 1976;
SKOGLUND, L.A. y col. 1986). Así, CROME, P. y col. en 1976 demostróen su estudio
que la ingestión de una dosis alta de ACAPeleva la GO]’ plasmática en la mayoría de los
pacientes que constituían su muestra. FLOREZ, J. y col. 1987a indican que el aumento de
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la GO]’ y OPT séricasseproducea las 12-24 horasde la ingestiónde una dosis tóxica de
ACAP. Debidoa esteefectotanmarcadoen plasma,y sabiendoqueel hígadoes el principal
órganoenel metabolismodeaminoácidos,podríaocurrir queseafectasentambiénlos niveles
de transaminasashepáticas.Nuestrosresultadosmuestranun ligero aumentoen la actividad
enzimáticade los valoresde GO]’ (36 ±13,5 UI/g órgano) y GPT (11 ±3,9 UI/g órgano)
del lote ACM’ (Tabla32) frentea los valorescontrol (GO]’ 30 + 13,4UI/g órganoy C3PT
10 ±2,3 UI/g órgano)(Tabla30). Sin embargoy teniendoen cuentala gran dispersiónde
resultadosno aparecendiferenciassignificativasentreamboslotes (Figura6).

5.2.6. Componentesy metabolitosdela rutatransmetilación-transulfuración(t-t’>

.

Tantopor los datosdeesteestudiocomoporotrosanteriores(VARELA-MOREIRAS,
0. 1989), podemosdecir que el ACAP, en determinadascondiciones experimentales,
disminuye el aprovechamientonutritivo de la proteína. Esto puede debersea distintos
factores, como ya discutimos anteriormente,siendo uno de ellos el incrementode las
necesidadesde metionina para el metabolismodel ACAP (REICKS, M. y HATHCOCK, J.N.
1989; HATHCOCK, J.N. 1990) vía síntesisde cisteinay posteriormentede glutation para
neutralizar la NABQI (HATHCOCK, J.N. 1990). Para que se verifique este procesoes
necesarioque la metionina sufra la ruta t-t indicadaen la Figura 2. del apanadoRevisión
Bibliográfica. Por ello, estapartedel estudioestaorientadaa observar,si el incrementodel
funcionamientode estarutapor la administracióncrónicade ACAP, puedeafectara algunos
de los componentes(folatos) o metabolitos(5AM y SAH) que intervienenen ella.

5.2.6.1. Contenidosérico y hepático de ácido fólico. Distribución de los
folatos en hígado.

La intervención de los folatos en la ruta t-t se indica en la Figura2. del apartado2
de la RevisiónBibliográficay sehacomentadoampliamenteen el apanado5.1.de estaTesis:
y tiene comopasocrucial queel 5-metiltetrahidrofolatoesesencialpara la regeneraciónde
la SAM. Eibliográficamenteeste tema no ha sido muy estudiadoy por ello, no hemos
encontradotrabajossimilaresal nuestro.BAGOOTT, E. y col. (1992)realizaronun estudio
sobre el efecto de los principalesanalgésicosantiinflamatoriosno esteroidicossobre los
enzimasdependientesdel folato, en cuantoa los resultadosobtenidossobreel ACAP, vieron
queno mostrabaactividadinhibitoriasobrelos enzimasestudiadosy los autoresexplicanque
este hecho es debido a su escasaactividadantiinflamatoria,es decir, que las propiedades
antifolatono aparecenen fármacosquesolo tienenactividadesanalgésicasy antipiréticas.

En nuestrotrabajo,tanto las concentracionesséricasde folatos en el lote ACAP (54
+ 11 20 ng/mí)comohepáticas(19.57+ 3 01 nmol/g) no son significativamentediferentes
de las de su control ‘pair fed” (96 + 55 52 ng/ml en suero) y (19,07 ±4,32nmol/g en
hígado) (Tabla42).

En cuanto a la distribución de los folatos hepáticossegún el númerode restos de
glutámico,no aparecendiferenciasentrelos dos grupos: ACM’ y ‘pair fed” (Figura). En
amboslotes, las fraccionesde derivadospenta y hexaglutámicosrepresentanlas mayores
fracciones(aproximadamente85 %) con pequeñosincrementosde las otras fraccionespara
el lote ACAP (Tabla48,49;Figura).

La distribuciónde folatoshepáticosen función de la estructuradel anillo pteridínico,
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presentapequeñasdiferenciasentrelos dos lotesACAP y “pair fed” (Figura 10) aunqueno
llegan a ser significativas. Así, en el lote ACAP aumenta la fracción de 5-
metiltetrahidrofolatos(43 % ± 5,7) respectoal lote control (34 % ±11,0) y disminuyen
las fraccionesde formiltetrahidrofolatos(11 % ±10,9 vs 17 % + 13,5) y los folatos no
sustituidos (44 % ±7,1 vs 48 % ±13,3) (Tabla 44).

Por tanto, podemosdecir que la administraciónprolongadade ACAP no afecta de
forma significativa a los niveles corporales de ácido fólico ni a su distribución en las ratas.

5.2.6.2. Contenido hepático de S-adenosilmetionina (SAM) y de S-
adenosilhomocisteína (SAH). Relación SAM]SAH.

Comoya se ha expuesto anteriormente, a partir de la metionina y mediante la ruta t-t

seobtienecisteina(STIPANUK, M.H. 1986),aminoácidoque presentaun papel central en
el metabolismo de muchos fármacos (GREENBERG; D.M. 1975). Este hecho es
especialmente claro en el caso del ACAPpues la cisteina es un constituyente del glutation
(CHRISTENSEN,H.N. 1990),tripéptidoencargadodela neutralizacióndel metabolitotóxico
del ACAP: la NABQI (MEISTER, A. 1989b).Por estemecanismo,algunosautoresexplican
el aumento de los requerimientos de metioninacuandose consumeACAP (REICKS, M. y
HATHCOCK,J.N. 1989). Si esto es así, los distintos productos formados en la ruta podrían
afectarse de alguna forma y concretamente en el hígado, pues es donde se conoce la
existencia de todos los enzimas necesarios para esta vía metabólica (FINXELSTEIN, J.D.
1989).

El importante papel de la SAM en el caso de la administración de fármacos
hepatotóxicos, se debe, además, a que en gran número de trastornos hepáticos se produce una
reducción 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 vía de transulfuración y
consecuentemente aumenta la capacidad de detoxificación de este sistema metabólico
(ALMASIO, P. y col. 1990),aunqueel mecanismode acciónprecisode la 5AM en cadauna
de las alteracioneshepáticasno seconoceporel 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 acción hepatoprotectora frente a lesiones producidas mediante agentes tóxicos,
entreellosel ACAP (STRAMENTINOLI, G. y col. 1987; BRAY, G.P. y col. 1992).

Se ha sugeridoquela concentraciónde SAM esel factor clave en la regulaciónde la
vía t-t (FINKELSTEIN, J.D. 1990). Por ello, en 1992 REICKS, M.M. y col, realizaron un
estudiocon ratonesalimentadoscon dietacompletay deficientede metionina(0,5% y 0,25%
respectivamente) y a los que se les administró un 0,5% de ACAP. La concentración de SAM
hepática no aumentó con el tratamiento dietético ni con la administración del fármaco, pero
silo hizo laconcentraciónde SAH y, por tanto, disminuyóla relaciónSAM:SAH cuandose
administró ACAPal lote alimentado con 0,5% de metionina respecto al que consumió 0,25%
y estasmodificacionesse deben,segúnlos autores,a lapronunciadaconversiónde metionina
a cisteina, y concluyen que una prolongada administración de ACAPen ratones no altera la
disponibilidad de los grupos metilo para las reacciones de metilación. En nuestrosresultados
no se afectaron los niveles hepáticos de SAM(83 72 + 19 8 nmol/g), ni de SAH(69,38 +
12,4 nmol/g), ni la relación SAM/SAH (2,03 ± 0,22) en las ratas que consumieron
crónicamente ACAPcon respecto a su control “pair fed” (89,59±10,45 nmoUg; 46,55 +
5,2 nmol/g y 1,96 ±0,20 respectivamente).



Discusión de Resultados 164

5.3. ACETAMINOFENO Y DEFICIENCIA EN METIONINA

.

En esteapanadonosreferiremosal efectoqueproduceel consumode ACAP en ratas
cuando consumen una dieta cuya única fuente de aminoácidos es la caseína. Estudiamos los
mismos parámetrosnutricionales, bioquímicos y la toxicidad originada por el fármaco
determinada mediante cortes histológicos observados a microscopiaópticay electrónica.Con
estefin, compararemoslos resultadosde los lotes con administraciónde ACAP con aportes
adecuado(fuenteproteicacaseína+ DL-metionina)y deficientedemetionina(fuenteproteica
caseína)-ambosal mismo nivel de proteínaen la dieta.

5.3.1.Parámetrospenerales:infestasólida.nesocornoral. crecimiento,coeficiente
de eficacia alimentaria <CEA’>. nesodel hfeadoe índice hepatosoinático(IHS)

.

Comoesconocido,se ha especuladopor muchosautoresCROME, P. y col. (1976),
SKOGLUND, L.A. y col. (1986), LAUTENIBURO, B.H. y SMITH, C.V. (1986),
MEREDITH, T.J. y col. (1986), PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. (1989), McCLEAN,
A.E.M. y col. (1989), HATHCOCK, J.N. (1990), que la metionina puedeactuarcomo
agenteprotectorfrente a la hepatotoxícidadproducidapor el ACAP. Por estarazón, se ha
tratado de estudiar si un déficit dietarioprolongadoen dicho aminoácidoesencial,puede
potenciar los efectos de la administración de ACAP sobre los diferentes parámetros
estudiados:ingesta,crecimiento,CEA e 1HS.

En estesentido,seobserva,comoeradeesperar,un efectoadicionalnegativocuando
sereduceel contenidode metioninaen la dieta(lote ACAP DEF ME]’), y es entoncescuando
el déficit de metioninajunto con la administracióndel fármacoocasionanunadisminución
significativa en todos los períodosestudiados(p = 0,001) tanto del peso(0 7 + 0 3 g/dia
vs 1 6 + 0,4 g/díaen el lote ACAP) comode la ingestade las ratas(5,6 ±0,9 g/dia Vs 7,9
±9,8 g/día, en el lote ACAP) (fabla5). Sesabequeel crecimiento,cuandose ingiere una
dieta deficienteen aminoácidosdisminuye,puesseproduceuna interrupciónde la síntesis
proteica(MEISTER, A. 1965),y en el casodela metioninaestainterrupciónes másefectiva,
como ya hemosindicado, por el papel iniciador de la misma que presentala metionina
(LEHNINOER, A.L. 1985b).Por tanto, uno de los primerosefectosencontradoscuandoa
un animal se le administra una dieta deficiente en metionina, está en relación con el
crecimientoy es directamentedependientede la ingestadel aminoácido.Así, las ratasque
ingieren una dieta deficiente en metionina reducenlos procesosanabólicosy crecenmás
lentamentequelasque tomanunadietacon un valor de metioninanormal (GLAZEN?BURG,
E.J. y col. 1983; PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989). Comohemosvisto al comienzode
este apanado,el consumoprolongadode ACAP reduceel incrementode pesorespectoa
animalescontroles,por tanto, podríamosdecirqueel consumocrónicode ACAP afectaal
crecimientoy que en casosde malnutriciónproteicaesteefecto seríamuchomásmarcado.

En cuanto al efecto sobre la reducciónde la dieta ingerida OSBORNE, T.B. y
MENDEL, L.B. (1916) y ROSE, W.C. (1931) fueron los primeros en demostrar que la
deficienciade un aminoácidoen la dietaprovocauna reducciónde la ingestadel alimento.
Son varias las hipótesisexistentes:segúnalgunosautores(HARPER,A.E. y col. 1964) esta
disminuciónde la ingestapuededebersea las variacionesdel patrónnormalde aminoácidos
plasmáticosy, segúnotros (RUSSEK, M. 1971),a la presenciade receptoreshepáticosque
monitorizan los niveles de glucosa y amonio. Por tanto, como la reducción de la ingesta se
ve poco afectadapor la administracióndel fármaco el efecto creemosque se produce
fundamentalmentepor la malnutriciónproteica.
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El aprovechamientonutritivo de la dieta basado en el CEA se reduce también
significativa (p =0,001)y drásticamenteen el lote ACAP DEF ME]’ (0,12 ±0,04) frente
al lote ACAP (0,21 ±0,03) (Tablas5). Así, el déficit en el aminoácidoorigina un mal
aprovechamiento nutritivo general de la dieta y, como el fármaco que “per se” también
reduceeste aprovechamiento,ambosefectosactúanconjuntamentey producenun resultado
negativomayor en esteindice.

Al estudiarel pesodel hígadoseproducendiferenciassignificativas(p =0,005)entre
el lote ACAP DEF ME]’ (4,4 + 0 8 g) y el lote ACAP (6,4 ±0,9 g) (Tablas5). Al
independizar los valores de peso de hígado y peso total del animal mediante el IHS, vemos
quetampocoaparecendiferenciassignificativasentreamboslotesobservándoseun valor (50,6
+ 6,3) parael lote ACAP DEF MET y (51,5 ±5,4) parael lote ACAP (Tablas5). Por lo
que se deduceque la disminución del pesodel hígado en el lote con dieta deficiente en
metionina es directamente proporcional a la disminucióndel pesototal del animal.

También VARELA-MOREIRAS, G. y col. (1990a y 1991a) en las ratas a las que se
le~ administróACAP y condesnutriciónproteicaexperimentalencuentranmenorincremento
de peso, ingestasólida, CEA y pesode hígado, mientras que no se producendiferencias
significativasen el JHS. Deestemodo,podríacompararseen ciertamedidacon nuestrocaso,
por el escasoaporteen proteína, y consecuentemente en metionina, que se producida en el
experimentode los autoresmencionados.

5.3.2. Utilización nutritiva de la proteína:coeficientede utilización digestivadel
nitrógeno(CDNI y coeficientede eficaciaproteica(CEPí

.

La deficiencia de metionina en la dieta, no influye negativamente sobre el CDNen
animales que consumieron ACAP, ni en el primer período de balance en el lote ACAPDEF
ME]’ (0,93 ±0,01) ni en administraciónprolongada(0,92 1 0,01) (Tablas14,15) frenteal
lote ACAP. Por tanto, la administración crónica de ACAPy los distintos niveles de metionina
en la dieta, no afectan a la digestibilidaddel nitrógenoni tampocoa la eliminación,pues
algunos autores han observado en ratas alimentadas con distintos niveles de metionina y
administrandola mismadosisquenosotrosde ACAP, queno varíanlos nivelesde nitrógeno
total urinario (PRICE, V.F. y JOLLOW, D.J. 1989).

El CEP del lote ACAP (1,65 ±0,23) es significativamentesuperior (p = 0,001)
(Figura 5) al CEPdel lote ACAP DEF ME]’ (094 + 0 31) (Tablas18,19). Por tanto, la
acción conjunta de la deficiencia en metionina y la administración de ACAP, producen un
efecto en los animales significativamente negativo (p = 0,05)en cuantoa la utilización de
la proteína se refiere con respecto al lote ACAP. Y esto se así, pues en el lote ACAP
observamos que se producía una adaptación al consumo del fármaco a partir de la tercera
semanade administraciónde fármacoy en el lote ACAP DEF ME]’ no se consigue esta
adaptación en ningún período estudiado (Figura 5)

Los cambios encontrados en la utilización nutritiva de la proteína determinada
mediante el CEPcon administración de ACAPindicados en las Tablas 18 y 19 y en la Figura
5, deberánrelacionarsecon la influenciadel fármacosobrela utilizaciónmetabólicade este
nutrientepues,como ya hemos indicado, no hay variaciones en el CDN. Esta disminución
observadaen la utilización metabólica puede deberse, por una parte a que la ingesta crónica
deproteínadeficienteen algún aminoácidoesencialactúa, comoya hemosdicho, provocando
una interrupciónde la síntesis proteica (MEISTER, A. 1965), y por otra, a que el fármaco
incrementa los requerimientos de metionina para llevar a cabo su metabolización y acentúa
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este déficit (MIN?ER, D.J. y KISSINJER, P.T. 1979; HATHCOCK, J.N. 1990) y, por
último, a que estos trastornos pueden acentuar, como luego veremos, la toxicidad del ACAP.

5.3.3. Coeficientede utilización digestiva de la grasa <CDG)

.

Los valores que se obtuvieron de CDG en el lote ACAP DEF MET no son
significativamentediferentescon su control, ni en el primer balance (0,98 + 0 01) ni
tampocoen el segundo(0,97 ±0,01) (Tablas28,29).

5.3.4. Estudio morfol6~ico del hfgado: análisis histológicoy o b ser y a c i ó n
mediantemicroscoDía óptica y electrónica

.

La administraciónde una dosisde 410 ±mg de ACAP/Kg con déficit dietéticode
metioniriaen rata,produjo apariciónenel parénquimahepáticodeextensaszonasdenecrosis
(Figura14),asícomoligerosinfiltradosdemononuclearesalrededorde los vasos(Figura15).
En el experimentode PRICEV.F. y JOLLOW, DJ. (1989),sedemuestramedianteestudios
histológicosquea medidaquedisminuyeel contenidode metioninaen la dietacon la quese
alimentaa los animalesdeexperimentación,aumentala incidenciaen los mismosde la lesión
y necrosishepática,lo cualcoincidecon nuestrosresultados.Por lo quela metioninaaparece
en buena medida como protector frente a la hepatotoxicidad producida por el ACAPtal como
indican también(CROME, P. y col. 1976; MOLDEUS, P. 1981; MEREDITH, T.J. y col.
1986). En ausenciadel aminoácidohay una relación lineal entrela muertede animalesde
experimentacióny la dosisde ACAP administrada(GALIANA, A. 1987). Además,según
COMPORTI, M. (1987), cuando la depleción de glutation alcanza un nivel umbral la
peroxidaciónlipídica quesedesarrollacontribuyecomo mecanismoadicional a la alteración
celular. Todas estasobservacionesindican la posibilidad de que un estado nutricional
deficiente, en cuantoa sulfoaminoácidosse refiere, puedeaumentarla susceptibilidada la
lesión hepática por ACAP.

5.3.5. Enzimas~lutainato-oxalacetatotransaminasa<GOT) y ~lutamato-mnivato
transaminasa <GP]’) en Nado

.

En cuantoal efectodel contenidoen metioninaen la dieta sobrela GO]’ y la GPT,
hemosencontradotrabajoscomo los de AMUBODE, F.O. y FETUGA, B.L. (1984) que
encontraron que la GOTen pollos no se afectaba por distintos niveles de ingesta de metionina
ni en plasma ni en el hígado, mientras que la GPTplasmática tendía a incrementarse cuando
se administrabametionina en niveles entreel 0,26 y el 0,50% de contenidoen la dieta.
SANCHEZ BARCO, M.J. (1990), en un trabajo realizadocon administraciónde dietas
carentesdemetioninay cisteinaen ratas,vio unadisminuciónde laactividadenzimáticatanto
de la GO]’ como de la GPT muscular con respectoa los controles.Respectoa nuestros
resultados,en el lote ACM’ DEE ME]’ los valores obtenidosno presentandiferencias
significativasen GOT (27 ±7,9 UI/g órgano)y GP]’ (8 ±3,1 UI/g órgano)(Tabla33)
frente al lote ACAP pero con aporteadecuadoen metioninade GO]’ (36 + 13 5 UI/g
órgano) y GP]’ (11 + 3 9 UI/g órgano) (Tabla 32). Sabemosque un déficit proteico
disminuyela actividadla actividadtransaminásicahepáticaporencontrarsereducidala síntesis
proteica(MARCOS, A. 1982; VARELA MOREIRAS, G. 1989)en la queesespecialmente
importante la metionina (LENNINGER, A.L. 1985b), y que además,existe alteración
hepáticahistológicamentecomprobadacomoya indicamosanteriormente,lo cualposiblemente
afecte también a la síntesis proteica. Sin embargo,nosotros hemos encontradoque la
administración crónica de ACAPno afecta significativamente a los niveles de transaminasas
hepáticas y AMUBODE,F.O. y FETUGA, B.L. (1984) encontraron que distintos niveles de
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metioninadietéticostampocoprovocabanvariaciones a estenivel; por lo tanto,podríaserque
ambascircunstancias,comoes en nuestrocaso:consumode ACAP y deficienciadietéticade
metionina, tampocofuerancausade modificaciónen los valoresnormalesde GO]’ y GPT
hepáticas.De todos modos, los resultadospresentanun elevadogradodedispersión.
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5.4. ACETAMINOFENO (ACAP) Y LEVODOPA:CARBIDOPA (LD:CD

)

Conocidala interacciónentreel ACAP y la metioninaa nivel metabólicoy sabiendo
que una administracióncrónica puede reducir la utilización nutritiva de la dieta y de la
proteínaen determinadascondicionesexperimentales(VARELA-MOREIRAS, G y col.
1991a), hemos querido estudiar otro medicamento: levodopa, para comprobar este
aprovechamientonutritivo. Este nuevo factor lo introducimos en base a los resultados
obtenidosanteriormentepara el ACAP y por la bibliografíaconsultada,en la que hemos
encontradodatossobrela interacciónde la levodopacon la absorcióny el metabolismode
aminoácidos,especialmentecon la metionina(ORDONEZ,L.A, y WURTI’.4AN, R.J. 1973a;
PEARCE,L.A. y WATERBURY, L.D. 1974).

Hemosqueridoestablecerunascondicionesexperimentaleslo másparecidasposible
a la reales: tanto en lo que se refiere a las dosis (hemos mantenidola dosis de 600 mg
ACAP/Kg de rata, las dosisde levodopason 50 (Lote LD:CD5O) y 175 (Lote LD:CD175)
mg/Kg rata) correspondientes a la dosis mínima y máxima empleadas en terapéutica, como
en la utilizaciónademásdela levodopa,que como severifica en la mayoríade los casos,se
administraasociadaa un inhibidor de la L-aminoácidoaromáticodecarboxilasa(FLOREZ,
J. y col. 1987b): la carbidopa,que se administró en dosis de 5 y 17,5 mg/Kg rata
respectivamentepara cada dosis de levodopa,todo ello a partir de comprimidosSINEME]’.
Lasdosis seobtuvieron,comoen los experimentosanteriores,a partir de unatabla obtenida
de FREIREICH, G. y col. (1966) que nos proporcionanlos factores de conversiónpara
dosificación equivalente en función de la superficie corporal entre distinta especies
(MATERIAL Y METODOS).

Finalmente,como última condición experimental,hemosquerido proporcionaruna
situaciónnutricionalóptimaparalo cualempleamosun contenidodietéticode proteínaóptimo
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1990) con el fin de estudiarsi, en condiciones
nutricionalmente adecuadas, se afectan el aprovechamiento nutritivo de la dieta y la proteína
con la administración de los fármacos indicados en animales adultos ACAP, LD:CDSO,
LD:CD175, ACAP+LD:CD5O y ACAP+LD:CD175.

5.4.1. Parámetros generales:cesocorvoral y coeficiente de eficacia alimentada
(CEA’>

.

La administraciónde 600mg ACAP/Kg en ratasjóvenes(entreaproximadamente182
y 185 g> y conun aporteóptimodeproteínano producediferenciassignificativas(p =0,05)
en el incrementodepeso(3 5 + 0 3 gldía) frenteal lote control “pair fed” (3 8 + 0 5 g/día)
(fablas,).Estoa diferenciade los casosanteriores,creemosquepuededeberse,por un lado,
al aporteproteicoquees máselevadoy, por tanto, posiblementesuficienteparametabolizar
el fármaco sin reducir la cantidadde metioninaque debedirigirse a la síntesisproteicao a
la ruta de transmetilación-transulfuración,y por otro lado, a que los animalesal ser de más
edad,estánfueradel períodode crecimientorápido, reduciéndoselas demandasde metionina
parala síntesisproteicaderivadadel mismo.

La administraciónde LD:CD tanto paradosisde 50:5 comopara 175:17,5 mg/Kg
pesocorporal, no afecta significativamente(p =0,05) al incrementode peso(4,1 + 0 8
g/díay 3 5 + 0 2 g/dia respectivamente)(Tabla ) frente al lote alimentadoala par (3,8 ±
0,5 g/día) (Tabla).Del mismo modo queen el casoanterior, la demandade metioninapara
el metabolismodel fármaco(WURTMAN, R.J. y ROSE,C.M. 1970; CEBARDAUM, J.M.
y SCHLEIFER,L.S. 1991) no essuficientepara modificaresteparámetro.
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La administraciónconjunta de ACAP y de LD:CD, en las dos dosis indicadas
anteriormente,tampocoafectanal incrementode peso frente a los valores control, es decir,
frente al lote “pair fed” y lotes con administración de un único fármaco.

El coeficientede eficaciaalimentaria(CEA) no se afectani con la administraciónde
ACAP (0,21 + 0 02), ni con la administraciónde LD:CD5O (0,24 ±0.04), ni tampococon
las administracionesconjuntascon LD:CD175 (0,21 ±0,01),ni con ACAP+LD:CD5O(0,23
+0,02). Por tanto, ninguno de los fármacos,ni las distintas dosis, ni la administración
conjunta de los dos afectan a la utilización nutritiva de la dieta en ratas adultasjóvenesque
consumen una dieta con aporte óptimo de proteína.

5.4.2.Utilización nutritiva de la proteína: coeficientede utilización digestiva del
nitró2eno <CDN). coeficientede eficacia proteica para el crecimiento <CEP)

.

coeficientede utilización nutritiva del nitrógeno <CLIN) y coeficientede utilización
metabólica del nitrógeno (CUM)

.

En este apanado, hemos estudiado los índices relacionados con la absorción y
disponibilidadnutritiva y metabólicade la proteína.Todo ello en basea queel ACAP, como
ya sabemos,necesitametioninapara su metabolismo(REICKS, M. y HATHCOCK, J.N.
1988a) y en determinadascondicionespuededisminuir el aprovechamientonutritivo de la
proteína. En cuantoa la levodopaserefiere,poruna parte,puedeinterferir en la absorción
de algunosaminoácidos(GRANERUS,A.K. y col. 1971; LEHMANN, J. 1973; PEARCE,
LA. y WATERBURY, L.D. 1974); por otro lado, interaccionacon la metionina,pues
necesitadel aminoácidopara su metabolismo(CEBARDAUM, J.M. y SCHLEIFER, L.S.
1991), de forma que la 5AM es el metildonador utilizado por la COMTen el sistema
nerviosocentralparala metilaciónde la levodopa(AXELROD, J. y TOMCHICK, R. 1958).
Todo estoconduce,cuandoseadministralevodopa,a unareducciónde los nivelesde 5AM
en el cerebro, fluido cerebroespinal y el riñón (WURTMAN,R.J. y ROSE, C.M. 1970;
SURTEES, R. y HYLAND, K. 1990) y de la metioninaséricay cerebralen determinadas
condicionesexperimentales(ORDONEZ, L.A. y WURTMAN, R.J. 1973a).

La administraciónde ACAP no afectósignificativamenteal 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) respectoa los
valoresdel lote “pair fed” que fueron: 0,95 ±0,00, 1,24 + 0 17 0 67 + 0 06 y 0,64 +
0,06 respectivamente.

Estosresultadosnosindican queposiblementelos individuosadultostenganel sistema
enzimático completamente desarrollado y capaz de metabolizar el fármaco 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 administración de ACAPno parece
rebasar la capacidad de detoxificación del mismo. Además, 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 necesariapara entrar en la ruta
transmetilación-transulfuraciónse encuentradisponible para este fin. Finalmentetambién
puedeocurrir queel elevadocontenidoproteicode la dieta, puedasubsanarel incrementode
los requerimientosde metionina que produce el ACAP(REICKS, M. y HATHCOCK,J.N.
1989) y, por tanto, no se modificaría la utilización nutricionalde la proteína.

La administraciónde LD:CD5O y de LD:CD175, es decir, de una dosis mínima y
máxima terapéuticade levodopa, tampoco afectan significativamentea estos indices
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indicativos de digestibilidady utilizacióndela proteínarespectoa los valorescontrol (Tabla).
Existendatosbibliográficoscomoparaintuir queo bien, en la absorcióno enel metabolismo
de la levodopa,podríaproducirsealgúnefectosignificativoa estenivel, aunquesin embargo,
esto no se da en nuestrascondicionesexperimentales.Creemosque sedebea, igual que
explicamos en el caso del ACAP, a que los individuos adultos presentanun sistema
enzimáticoperfectamentedesarrollado,quelas necesidadesde metioninaparael crecimiento
estánreducidas,de forma queel metabolismodel fármacoy, por tanto, la demandadela ruta
transmetilación-transulfuraciónno supone una necesidadtal como para modificar estos
índices.Ademáshay queañadirun elevadocontenidoproteicoen la dieta, que nos impida
ver el posibleefectoreductorde la absorciónde aminoácidos.Y’ por otra parte, la utilización
de carbidopa,compuestoquehemosempleadoparaproporcionarunascondicioneslo más
próximasposiblesa lasutilizadashabitualmenteen terapéutica,quereducela toxicidadde la
levodopasu y otros efectossecundarios(FLOREZ, J. y col. 1987b; CEBARDAUM, J.M.
y SCHLEIFER, L.S. 1991b).

La administración conjunta de los fármacos estudiadosy de forma crónica en animales
adultosde ACAP+LD:CD5O y de ACAP+LD:CD175 no afectósignificativamente(p =
0,05) a ninguno de los índicescalculadosen cuanto a aprovechamientonutritivo de la proteína
(Tabla). Por tanto, parajustificarlo debemosindicar lo mismo que en los casosanteriores,
queen las condicionesexperimentalesproporcionadas,esdecir, en animalesjóvenesde unos
183 g que ingieren dietascompletasy correctasno se afectan ni la digestibilidadde la
proteína ni los índices indicativos de aprovechamientonutritivo de la misma con la
administración de ACAP, LD:CD en dos dosis distintas y con los dos fármacos
simultáneamente.
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Se ha estudiado la interacción de algunos fármacos ácido acetilsalicílico (ASA), de
acetaminofeno(ACAP) y levodopa(LD), a dosis terapéuticas,sobrela situaciónnutricional
de- ratas “Wistar” en crecimientoy adultasjóvenes.Los parámetrosdeterminadosson, por
una parte,indicadoresde la utilización nutritiva y metabólicageneralde macronutrientesy,
porotra, de la ruta metabólicade transmetilación-transulfuraciónde la metionina.

En una primera parte, hemos estudiado la influenciaqueASA y ACAP producensobre
distintosparámetrosnutricionalesy bioquímicosgenerales,en ratasadecuadamentenutridas.
Por otro lado, hemos estudiadoel efecto de la administración de ACAP sobre dichos
parámetrosnutricionalesy bioquímicosgeneralesen ratascuandoseles administrauna dieta
deficiente en sulfoaminoácidos.En este apanado,hemos realizado también un estudio
histológico de los hígadosde los lotescontrol y de los queconsumieronACAP con el fin de
analizarel gradode hepatotoxicidaddel fármacoen nuestrascondicionesy si se incrementa
por el efecto de la deficienciadietéticade metionina. En estapartese han empleadocuatro
lotes de ratas a las que se les ha administradoASA y ACAP mezcladoscon la dieta
consumida “ad libitum” durante seis semanas. Se han determinado los siguientes parámetros:
peso corporal, ingesta sólida, peso del hígado, nitrógeno fecal, grasa fecal y enzimas
transaminasas(GOT y GPT); lo que nos han permitido el cálculo de los siguientesíndices:
Coeficientede Eficacia Alimentaria (CEA), Indice Hepatosomático (IHS), Coeficiente de
Digestibilidad del Nitrógeno (CDN), Coeficientede Eficacia Proteicaparael Crecimiento
(CE?) y Coeficientede Digestibilidadde la Grasa(CDG).

Una segundaparte, ha consistidoen estudiarlos efectosde la administraciónde ASA
y ACA? sobrelos nivelestisularesde ácido fólico y otros componentesy metabolitosde la
rutade transmetilación-transulfuración.Todo ello con el fin de comprobar,si en condiciones
nutricionalesadecuadas,el consumodeestosfármacosafectaal metabolismode la metionina.
Con estefin, sehan empleadocinco lotesde ratas,de los cualesdoshan consumidofármaco
(ASA o ACAP) durantelas cuatro semanasque duró la prueba y otros dos que se han
alimentadoa la par con los anterioresy se utilizaron como controles. En esta fase, a
diferenciade la primeraparte, sehaprovocadoque no existiesendiferenciassignificativas
en la ingesta entre los animales que consumieron fármaco y sus controles. Se han determinado
los siguientesparámetros:pesocorporal,pesode] hígado,concentraciónde folatosen suero
e hígado y distribución hepática de los mismos y concentraciónen hígado de 5-
adenosilmetionina(SAM) y S-adenosilhomocisteína(SAH); lo que nos han permitido el
cálculo de los siguientes índices: Coeficiente de Eficacia Alimentaria (CEA), Indice
1-lepatosomático (IHS), Coeficiente de Eficacia Proteica para el Crecimiento (CEP) y relación
SAM/SAH.

Hemoscontinuadoen esta línea con una terceraparte en la que se ha estudiadoel
efectode la administraciónsimultáneade acetaminofenoy de levodopa(cuyo metabolismo
es dependientede la ruta transmetilació-transulfuración)a distintasdosis, durantecuatro
semanas,sobre parámetrosnutricionalesgeneralesy sobre la utilización nutritiva de la
proteína, todo ello en seis lotes de ratas adultasjóvenes.Los lotes fueron uno control
(alimentadoa la par con Los demás),tres lotesque consumieronun único fármaco(ACA? o
LD en dosdosis distintas) y dos lotesa los que se les administraronlos dosconjuntamente
(ACAP y LD en dosdosisdistintas).En estatercerapartese han determinadolos siguientes
parámetros:pesocorporal,nitrógenoingerido,nitrógenofecal, nitrógenourinario; lo quenos
hanpermitidoel cálculode los siguientesíndices: Coeficientede EficaciaAlimentaria(CEA),
Coeficientede Digestibilidaddel Nitrógeno(CDN), Coeficientede Eficacia Proteicaparael
Crecimiento (CEP), Coeficiente de Utilización Metabólica del Nitrógeno (CUM) y
Coeficientede Utilización Nutritiva del Nitrógeno(CUN).
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Los resultadosobtenidosnos han permitido extraerlas siguientesconclusiones:

Acido acetilsalicílico

:

Primeraconclusión:La administracióndeácidoacetilsalicílicoen nuestrascondiciones
experimentales,no modifica a nivel digestivo la absorciónde proteínay grasa.Sin embargo,
el fármacointerfierecon el crecimientoy la utilización metabolicade la proteínadietaria,
tanto cuandolos animalescomen“ad libitum”, comocuandose les limita la ingesta. Este
efecto,es menosacusadocuantomayores la edaddel animal.

Segundaconclusión:El consumoprolongadode ácido acetilsalicílico, no alteralas
reservasséricasy hepáticasde folato total. Estehecho,concuerdacon quetampocoaparezcan
modificacionesen la distribución de los folatos, ni en la elongaciónde la cadenade residuos
de glutámico,ni en el porcentajedederivadossegúnla estructuradel anillo pteridinico,como
seríande esperaren el casode observarunadeficienciade folatos en el organismo.

Tercera conclusión: Los niveles hepáticos de 5-adenosilmetionina y 5-
adenosilhomocisteina,moléculasindicadorasdel ciclo de los compuestosmonocarbonados,
no sufrenmodificacionesimportantesconrespectoalos valorescontrolcuandoseadministró
ácido acetilsalicílico,al igual queocurrecon la relaciónSAMISAH.

Cuarta conclusión: Peseal efecto observadosobre el crecimientoy la utilización
metabólica de la proteína dietaria y las modificaciones en los parámetroshepáticos
(transaminasase índice hepatosomático) inducidas por la administración de ácido
acetilsalicflico;no se afectala ruta de transmetilación-transulfuraciónde la metionina,ni en
cuanto a intermediosmetabólicosni en cuantoal ciclo de los folatos. Por todo ello, parece
que los procesos de transmetilación generales del organismo no estan comprometidos con el
consumo de ácido acetilsalicílico.

Acetaminofeno

:

Quinta conclusión: El consumo de acetaminofenoy en nuestrascondiciones
experimentalesno interfiere a nivel digestivo con la absorciónde proteína y grasa. Sin
embargo,cuandoa los animalesen períodode crecimientorápidosealimentana la par, si
afecta al crecimiento y la utilización metabólicade la proteínadietaria. Cuandolas ratasse
alimetan “ad libitum’ o cuando son adultas jóvenes, el posible incremento de los
requerimientosde metioninaproducidopor el consumodel fármaco, no produceun efecto
apreciablesobre su metabolismoproteico.

Sextaconclusión:Los resultadoshistológicosobtenidosindicanqueel acetaminofeno
en las condiciones estudiadas,produce un efecto generalizadoen los hepatocitosde
vacuolizacióndel citoplasma.

Séptimaconclusión: La administraciónprolongadade acetaminofenono altera las
reservashepáticasy séricasde folato total. Estehechoestade acuerdoconqueno aparezcan
modificacionesen la distribuciónde los folatos, ni en la elongaciónde la cadenade residuos
de glutámico, ni en el porcentajede derivadossegúnla estructuradel anillo pteridínicoque
serían de esperar en el casode observarunadeficienciade folatos en el organismo.
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Octava conclusión: Los niveles de S-adenosilmdtioninay S-adenosilhomocisteina
hepáticos, intermedios metabólicos de la ruta de transmetilación-transulfuraciónde la
metionina,y la relaciónSAM/SAH no semodificancon respectoa los valorescontrolcuando
seadministraacetaminofeno.

Novenaconclusión:Los efectosobservadosde la administraciónde acetaminofenoen
nuestrascondicionesexperimentales,sobreel crecimientoy las histologíahepática,no afectan
a la ruta de transmetilación-transulfuraciónde la metionina, ni en cuantoa intermediarios
metabólicosni en cuantoal ciclo de los folatos. Por todo ello, pareceque los procesosde
transmetilación generalesdel organismono estan comprometidoscon el consumo de
acetaminofeno.

Décima conclusión: La administración de acetaminofeno a animales que consumen una
dieta deficiente en metionina, no interfiere con la absorciónde la proteína y grasa, sin
embargo,en estascondicionesel retrasoen el crecimientoy la reducciónde la utilización
metabólica de la proteínay, se pronunciadrásticamentesi se comparacon las ratasque
consumenel fármacoy una dieta equilibrada.

Undécimaconclusión: Aunque,no se observanmodificacionessignificativasen los
índiceshepáticosestudiados,la deficienciade metioninaejerceun efectopotenciadorde la
hepatotoxicidadproducidapor la administraciónde acetaminofenoen ratas,asíencontramos
en el hígadode estos animalesdeficientesextensaszonasde necroticas.

Levodona

:

Duodécimaconclusión: La administraciónaisladamenteo de forma conjunta con
acetaminofeno de levodopa./carbidopa, en dosis incluidas dentro del rango terapéutico, a ratas
adultas jóvenes y con un aporte óptimo de proteína dietética, no afecta ni a la utilización
digestiva ni metabólica de la proteína a pesar del posible efecto potenciador competitivo de
las vías de detoxificaciónde ambosfármacos.
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