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1.- INTRODUCCION




1.- INTRODUCCION

La cirrosis hepatica constituye actualmente un problema

sanitario de primera magnitud. En los ultimos afios se ha

prestado una atencién creciente al estudio de los cambios

metabélicos de los pacientes cirréticos, especialmente los que
refieren a los hidratos de carbono y proteinas, por Su
patogenia de la encefalopatia hepa-

SEe

importante papel en la
alteraciones del

tica. Mas recientemente se han descrito
repercuten en la composicién en

metabnlismo lipidico que
fosfolipidos de membrana. En algunos de

4cidos grasos de los
deficitario de

existe un verdaderoc estado
(AGFI) de larga cadena,

/

estos pacientes
ciertos acidos grasos poliinsaturados

especialmente, 4cido araguidénico.
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GP 3 art
I forman parte de estructuras celulares y desempefian

Los A

un pa ‘ascendente i imi
papel trascendente en el mantenimiento de la fluidez de las

membranas ectand
! ranas, afectando por tanto la actividad de enzimas y

receptores. El acido araquidénico y otros AGPI de 20 Atomos de

carbono son, ademds, precursores de prostaglandinas y otros

eicosanoides de gran actividad biolégica. Por todo ello, la

carencia en este tipo de compuestos puede afectar negativa-
mente al paciente cirrético en muchos aspectos, entre los que

merece destacarse la funcién renal, a la que contribuyen

decisivamente algunas prostaglandinas.

Los AGFL de cadena larga derivan de los &4cidos grasos
esenciales (AGE) a través de su metaboiismo hepatico por
enzimas de el« ~i6n y desaturacién. Estos procesos requieren
una funcién hepatica normal y un adecuado estado nutricional,
al mismo tiempo que un aporte suficiente de AGE por la dieta.

Nuestro trab se ha emprendido con el objeto de dilucidar la
contribucién de la malnutricién al establecimiento iel estado
deficitario en AGFI de los cirréticos. Para ello se ha estu-
diado un grupc importante de pacientes clasificados en varios
gripos de acuerdo con su estado nutricional, determinéndose
cuantitativamente el perfil de 4cidos grasos en plasma y
fracciones plasmaticas. Al mismo tiempo se ha desarrollado un
modelo experimental de degeneracién hepéatica en ratas para
iniciar la profundizacioén en el conocimiento de los mecanismos
implicados en la instauracion del déficit, especialmente a

través de la determinacién de las enzimas desaturantes.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que el estado

nutricional es decisivo en la produccion del estado

que subraya la importancia de la

compuestos a los pacientes

deficitario en AGPI, lo
suplementacion distética de estos

cirréticos.

cursc de este trabajo se han
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estudiado wuna serie de pacientes con encefalopatia hepética

crénica (EHC) que presentaron también un importante déficit en
AGPI. Estas alteraciones

podrian contribuir a explicar la
patogenia de dicha entidad

clinica, y los pacientes podrian
beneficiarse también de la suplementacién con AGPI.




2.- PARTE TEORICA




2.- PARTE TEORICA

2.1.- ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS (AGPI)

Muchos de los AGPI que se encuentran en la naturaleza

tienen caracter esencial o son derivados de 4acidos grasos

esenciales (AGE). Los AGPI de larga cadena (AGPI-LC), tales
eicosapentaenoico, docosahexaenoico, etc.,

como araguidénico,
papel trascendente en la estructura de las

desempefian un
la actividad celular (Jeffcoat,

membranas y en el control de
1979: Neelands ¥ Clandinin, 1983; Stubbs ¥ Smith, 1984; Owen,

1984). Estos acidos grasos provienen de los AGE de la dieta
través de la actividad de

(linoleicp ¥ a-linolénico) a
diferentes desaturasas y elongasas tisulares. El ‘&cido
iinoleicc 18:2w6) abunda especialmente en los vegetales
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terrestres y es el precursor de los AGPI de la

e k familia w..
acido a«-linolénico (18:3w3) es 2

_ caracteristico -aunque no
exclusivo- de las algas marinas, siendo el origen de los AGPI
de la familia w3 (Figura 1). Por eso,

| las membranas de los
animales terrestres son ricas en AGPI del tipo

wé, especial-

mente acide araquidénico (20:4w6), mientras que en los peces

hay mayor proporcion de AGPI del tipo w3,
dcido eicosapentaenoico (20:5w3) y A4&cido
(22:6w3).

fundamentalmente

docosahexaenoico

Es interesante resaltar que las desaturasas y elongasas son
enzimas de amplia especificidad gue pueden actuar tanto sobre
las series derivadas de los adcidos de origen exégeno, lino-
leico (w6) y a-linolénico (w3), como sobre la serie endégena
derivada del Acido oleicu (w9). Por elleo, en los estados
carenciales de AGE aumenta mucho la produccién del derivado
trienoico de la serie endégena w9, mientras que disminuyen los
derivados tetra vy pentainsaturados de origen exégeno de las

series wb y w3, on el consiguiente aumento del indice

trieno/tetraenc, gque es de interés diagnéstico (Holman,

1960} .

También es destacable la competencia existente entre los
acidos de las diferentes familias por las enzimas desatu-
rantes. La A& desaturasa aumenta su afinidad con el numero de
dobles enlaces del sustrato (Brenner y Peluffo, 1966). En la
dieta occidental habitual, el linoleico es mucho mas abundan-

te, sir. -mbargoc, que el a-linolénico, por lo que resulta el

para dicha enzima, predominando, por
especialmente el acido

sustrato preferente

tanto, los componentes de la serie w6,
en las membranas de las células humanas. Ademés,

e la relacidn 18:2w6,/18:3w3 puede incluso

de los AGFI de la serie w3
Budowski ¥

araquidénico,
el aumento dietario d
llegar a suprimir la sintesis
1966; Putnam Y enl, 1982;
1971: Eddy, 1973).

(Brenner Peiuffo,

Crawford, 1985;




La A® desaturasa se inhibe, por otra parte, por los AGPI

finales de las series w3 y w6, mientras que la A5 desaturasa

se inhibe por un exceso de los precursores
series (Brenner vy Peluffo,

exogenos de ambas

1966; Brenner y col, 1969; Brenner
y Peluifo, 1965). Por Wltimo, vale la pena subrayar también
que los prcoductos finales de la familia w3 (20:5 y «2:6)
inhiben competitivamente la actuacién de la cicloxigenasa y de
las lipoxigenasas sobre el acido araquidénico, afectando, por

tanto, la sintesis de los eiccsanoides de la serie 2 (Budowski
¥ Crawtoré. 1985,

La formacion de eicosanoides a partir de determinados AGPI
reviste un interés especial, porque estas sustancias (prosta-
glandinas, tromboxanos, prostaciclinas, leucotrienos, etc.)
tienen una gran actividad biolégica y pueden contribuir en
gran manera a la modulacion de la' funcionalidad celular
(Samuelson, 1978; Lewis, 1984). Como puede observarse en la
Figura 1, los eicosanoides de la serie 1 derivan del &cido
eicosatriencico (20:3w6), los de la serie 2 derivan del &acido
eicosatetraenoico (araguidénico, 20:4w6) y los de la serie 3
derivan del &cido eicosapentaenoico (20:5w3). Por lo expuesto
anteriormente, los eicosanoides mas abundantes son los de la
serie 2, aunque pueden aumentar mucho los de la serie 3 cuando

la dieta es muy rica en pescado y otros productos marinos.

Conviene subrayar gque los derivados de las distintas series

pueden tener actividades diferentes. Quiza el ejemplo mas
de los tromboxanos. En efecto, el

caracteristico es el

tromboxano de la serie 2, derivada del araquidénico, (TXA2),

agregante plaguetario, mientras gque el trom-

es un potente
del acido eicosapentaenoico,

hoxano de la serie 3, derivado

escasa actividad proagregante sobre
isiopatolégicas

las plague-
tiene iriudables repercusiones £

Gustafson, 981) .

i
o
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Los AGPI ¢ % i 1 i
3 AGPI de mayor longitud e insaturacién, especialmente el

4 o i .
cido docosahexaenoico (22:6w3), abundan en las estructuras

nerviosas, como la retina y el

s . cerebro y parecen contribuir
decisivamente a su funcionalidad (Galli y Socini, 1983).

2.2.- DEFICIENCIA EN AGPI

2.2.1.- Generalidades

La esencialidad de los AGPI fue puesta de manifiesto por
Burr y Burr en (1929) en animales de experimentacién y ha sido
extensanente documentada cespués (Mead y Fulco, 1976; Holman,
1966: Sinclair, 1958). Mucho mas escasa es la informacién
sobre este tipo de deficiencia en la especie humana. En los
afios cincuenta se seflalaron deficiencias en lactantes alimen-
tados con formulas muy pobres en AGE, con sintomas como piel
seca y escamosa, eczema, irritabilidad y aumento sustancial en
la ingesta calodrica {Hansen, 1957; Hansen y col, 1958). Los
primeros casos de adultos con este tipo de deficiencia apare-
cieron en los afios setenta como resultadc de la alimentacién
parenteral total sin suplementos de AGE, con sintomas cuténeos
de tipo eczema, dificultades para la curacion de heridas e
jrritabilidad (Paulsrud y col, 1972: Fleming y col, 1976;

McCarthy y col, 1978; Riella y cel, 1975

tres AGPI considerados tradicionalmente como esen—
y araquidoénico, antiguo

De los

ciales (linoleico, a-linolénico

wyitageno F"), el 4cido linoieico ha sido considerado como el

mas importante por varias razones:
. - o e e
a) El organismo humano puede sintetizar acilao araguidon

a
partir del &acido ijinoleico de la dieta (Brenner,.
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de a-linclénico en la dieta habitual de los
paises occidentales es muy

b) Las cantidades

pequefia y durante mucho tiem
po
se ha dudado de su esencialidad (Holman ¥ col, 1982)

La aplicacisdn tépica de 4&acido linoleico puede corregir
directamente las alteraciones cuténeas de la deficiencia en

AGE (Elias y col, 1980).

Sin embargo, se ha podido constatar recientemente que no se
puede reducir el aporte de AGE al acido linoleico de manera
exclusiva, senalandose condiciones diversas en las gque se
necesitan derivados wé de mas de 18 atomos de carbono asi como

acidos grasos de la serie w3.

La esencialidad de los 4cidos grasos de la serie w3 se ha
seflalado por primera vez para la especie humana por Holman y
colaboradores en una nina alimentada por via parenteral total
durante un importante periodo de tiempo con una foérmula pobre
en a-linolénicc, aunque rica en &cido linoleico (Holman y ceol,
1982). Asimismo se han descrito casos semejantes en adultos
(Bjerve y col, 1987). Mucho mé&s recientemente Ballabriga y
col. han descrito una disminucidn de 22:6w3 en la retina de
lactantes con malnutricién proteico-energética severa (Mar-
tinez y col, 1988) ¥y Uauy ¥y col. han demostrado alteraciones
en el electrorretinograma de los recién nacidos prematuros de

muy bajo pesoc que revierten por suplementacion de 22:6w3 a la

dieta (Uauy y col, 1989).

refiere a los AGPI-LC, su eventual esencia—

Por lo gue 8e
de Brenner Yy colaboradores sobre el

lidad nace de los estudios
ican una pérdida progresiva de

jecimiento (Brenner,

metabolismo de los AGE, gque ind

la A6 desaturasa €n animales por el enve
otra parte, parece probable

cimiento. En

1982;: Peluffo Y col . 1970). For

que esta enzima no aparezc
té recién nacidos ae los
efecto, esta
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mamiferos, incluida la especi
ros, incluida la especie humana, requieren un cierto
AGPI-LC ademas de linoleico Yy a-linolénico. En este

aporte de

sentido, es interesante el hecho de que el

contenido en AGPI-
LC de la leche

materna de distintas especies animales esta
inversamente relacionado con el grado de

madurez del sistema
nervioso central en el momento del nacimiento (Crawford y col
’

1981), subrayando el papel crucial de estos 4cidos en el

~ & 1 1 1 3 3
desarrollo cerebral. Por lo que se refiere al recién nacido

humano, y resaltando este mismo aspecto, se ha sefialado
recientemente que, como cabia esperar, los AGPI-LC son mas

abundantes en l: leche de madres de prematuros (Bitman y col,
1883

La capacidad de biosintetizar AGPI-LC a partir de precur-
sores exogencs no s tampoco comin a todas las especies
(Rivers y col, 1976; Sargent y col, 1989) ni guizas a todas
las razas humanas (Sinclair, 1981). En estos casos se trata de
animales carnivorcs o d que, como los esquimales,
carecen de productos veget 5 a su consumo dietético, por
lo que reciben en la carne O en el pescado cantidades impor-

tantes de AGPI-LC.

Para todas estas situaciones es i6gico que los AGE no sean
solamente los compuestos de 18 atomos de carbono (linoleico ¥
a-linolénico), que es lo habitual, sino también sus homglogos

supericres de 20 4tomos de carbcno (araquidénico y eicosa-

pentaenoico). Esto podria ser particularmente importante en

el periodo neonatal, cuando los AGPI-LC, especial-mente los

- . 1 ) Ve
de la serie w3, intervienen de forma critica en .a constru

] ] isteme i t $ col,
cién de membranas del sistema nervioso central (King Y

1982). Como ya hemos indicado, la

1971; Paturneau-Jouas Y o
suficientes de AGPI-LC perc

leche humana contiene cantidades

' : he de vaca
esto no es asi en muchas foérmulas procedentes de leche
16n i antil ~ carecen de estos
an destino 4 ia 4limentacién infantil, QU carecen Qe
o st y 3 i

L iC 11 . o (Paul y Southgate,
-1 on ri - - linoleico (Faul § o8
ACPI-1LC aungue son ticas en acido
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Durante los Ultimos cinco afios nuestro grupo de trabajo

1978).

ha realizado una investigacién detallada de los efectos

: i . de la
composicion lipidica de la dieta

sobre la composicién de

las fracciones lipidicas de la
membrana de los hematies en recién

dcidos grasos del plasma y de

nacidos a término y
pretérmino durante el primer mes de vida (DeLucchi vy col,
1988; Pita y col (en premsa),; Gil y col, 1986; Delucehi ¥
eol, 1987; Gil y col, 198B; Pita ¥y col, 1988; Pita v col (a5
prensa)p) confirmando la conveniencia de disminuir la cantidad
de linoleico y aumentar las de araquiddénico, eicosapentaenoico
y docosahexaenocico en dichas férmulas, asi come las ventajas
de incluir los mismos nucleétidos gque contiene la leche huma-

parecen favorecer de alguna manera la biosintesis de

Por supuesto, el problema es aun mas importante en el caso
de los prematuros. Por esc se esta ensayando en la actualidad
el enriquecimiento de las férmulas eu AGPI-LC a base (aungque
no exclusivamente) de aceite de pescado hasta casdd'gualar la
composicion de la leche humana (Liu v col, 1987; Koletzko ¥
col, 1987). Se ha indicado muy renientemente que es.e tipo de
formulas utilizadas en la alimentacidn del ¥ prematuro propor-
ciona una composicién en los AGPI de la fraccién plasmatica de
los ésteres de colesterol muy cemejante a la que se encuentra

con la alimentacién materna (Kole .40 y col, 1987) .

2,2.2.- Indice trieno-tetraeno
anteriormente gue la deficiencia en AGE se
por el indice de

Hemos sefialado
ha venido cuantificando tradicionalmente
Holman (20:3w9/20:4w6) (Holman, 1960). Este autor establecid
inicialmente un valor superior a 0.4 para indicar el deéficit ¥

L : L Uy
ponteriormente ha reconslideradao esta cifra para dejarl

(Holman 1y col,
utilidad, debe tensrse en

i ] g 1979). Aungue esce
italor superior a 80.0 ¥ &

indice ha demostrado ampliamente su
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cuenta que su aplicacién solo es adecuada cuando

i los sistemas
metabollzantes hepaticos estan

intactos. Horrobin y Cunnane
efecto que la aplicacién de
incorrecta en animales que

han senalado en

este indice seria

carecen de 6 desaturasa, en la
Librosis quistica (donde la enzima es poco activa),

en situa-

ciones carenciales de 2zinc (que es un cofactor de dicha

enzima) o en el caso de determinados cAnceres donde el sistema
=
1

enzimatico se hace mds activo frente al 4cido oleico (Horrobin

Yy Cunnane, 1581).

2.2.3.- Deficiencia experimental de AGPI

Debido al importante papel que desempefian los metabolitos
del Acido araguidénico en las reacciones inflamatorias, se ha
ensayado con cierto éxito el establecimiento de una situacién
carencial en AGE en algunos estados patolégicos tales como la
nefritis inflamatoria del lupus murino, una enfermedad similar
al lupus eritematoso sistémico humanc. En estos casos parece
ser también interesante la suplementacién dietética con AGPI

de la serie w3, r razones de competencia con la serie wé

o)

(Needleman y col, 1986).

2.3.- ALTERACIONES DE AGPI EN DIVERSOS ESTADOS PATOLOGICOS

Fste tema ha sido abordado fundamentalmente por el grupo de
y Johnson, 1981; Holman, 1981; Holman, 1986).

Adem4s de las situaciones ya comentadas, Holman ha sefialado la
perfil de los AGPI en plasma

Holman (Holman

existencia de alteraciones en el

lipi 1l en
o en las fracciones de fosfolipidos y ésteres de colestero

ii

i ! n irrosis
guistica, enfermedad de Crhon, clrros

sindrome de Reye, sindrome de fjogren-

1A T e 3 te*
degeneracion neuronal multlsis
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mica, hipotiroidismo,

‘ sindrome hepato-pancreo-renal Y sindrome
de obesidad de Prader-Willi en“re otras. En la

mayor parte de

} diffciles y se invocan
eneralme zZon Wak e
g railmente razones de malnutricién o fallos metabélicos.

i0s casos las interpretaciones son

los trabajos de Horrobin se han centrado

3 1
especlalmente en los casos en los gue las alteraciones de los

AGFI provienen fundamentalmente de la baja actividad de la

A5 desaturasa, por lo que preccniza la utilizacién dietética
del 4cido gamma-linolénico (18:3w6), que no necesita dicha
enzima para originar A&cido araquidénico (Horrobin, 1982).
Estas condiciones patolégicas incluyen entre otras la dia-
betes mellitus, alteraciones ciclicas femeninas, enfermedades
inmunitarias e inflamatorias como la artritis reumatoide,
eczema atépico, alcoholismo y alguncs trastornos psiquia-

tricos.

desprende facilmente que la determinacion
en e ] 2 o sus fracciones de los AGPI puede tener una gran
utilidad en el 1laboratorio clinico. De hecho, los datos
podrian tener incluso un valor pronéstico. Asi, nuestro grupo
de trabajo ha comunicado recientemente los resultados obte-
nidos en este campc en nineos traumatizadcs sometidos a nutri-
ci6én parenteral total (Maldonado y col, 1987). Como se ha
sefialado anteriormente, la nutricién parenteral total exenta
Ae lipidos puede originar una deficiencia en AGPI. En este
problema se agrava por ia intensa utilizacién d=l

caso, el

4cido aragquilénico caracteristica del dafio tisular. Los

] 1t i ‘ i fi f te
valores de AGPI plasmaticos en estos nifos sefalan claramen

la gravedad e incluso pueden predecir la muerte.




2.4.- AGPI EN ENFERMEDADES HEPATICAS

L s primeras investigaciones sobre
de A(PI datan de alrededor del

los niveles plasmaticos
| ; afio 1960. Asi, Caren y Corbo
estuclaron estos niveles en pacientes con cirrosis, fibrosis
guistica y hepatitis (Caren y Corbo, 1966). Encontraron un
aumen ‘0 de palmitico (16:0), palmitoleico (16:1w7) y oleico
(18:1v'9) y wuna disminucién de linocleico (18:2w6) y araqui-
doénice (20:4wE) en tocas las fracciones plasmaticas,
especialmente en los ésteres de colesterol, a la gue los
autores senalan como mas sensible a la enfermedad hepatica.
Las alteraciones fueron mayores en la cirrosis que en la
hepati:is, siendo intermedias en la fibrosis quistica,
atriburéndcse 1los cambios en este caso a la cirrosis
concom tante. Los autores sugieren gque las causas de las
alteraciones nc son ni la dieta ni la absorcién, que no eran

defecticsas.

Alginos afios mas tarde, en 1977, Gunnlangsson y Berkowitz
obtuviseron datos similares en la fraccién de acidos grasos
libres del plasma pero atribuyeron los cambios al mal funcio-
namierto hepatico de los pacientes cirréticos (Gunnlaugsson Y
Berkowtitz, 1977). Por otra parte Wilcox, Dunn y Schenker, en
1978, después de obtener datos similares en todas las frac-

ciones plasmaticas de enfermos hepaticos sefialaron tanto a la
disfuncién hepatica como los factores
Acidos grasos

malalsorcién comoc a la

caus: ntes de las alteraciones del perfil de los

{Nil Iox y col, 4 0

Fysteriormente, los trabajos del grupo de Holman represen-—

tan una contribucién importante al conocimiento de las

de los acido grasos plasmaticos en

alteraciones del perfil

3 ] NG ‘neluvendo las € ermedades
dis lintos estaacs patnlégicos, incluyendo 1as enfe
Hoiman, 1981, Holman,

hepiticas (Holman ¥ Johnson,
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1986) Este autor encuentra una

o disminucién generalizada de
| mas de 18 carbonos en los fosfolipidos plasmaticos en
paclentes cirrdticos sin que
(18:2w6) por

AGFI de

disminuya el 4cido linoleizo
lo que sugiere que el origen de las alteraciones

e i d o
es mas metabdlico que nutricional v sefiala la conveniencia de

Sul.anf_nrw-\ Wall o S 3 3
plementar co acido araqguidénico (20:4wf) la dieta de estos

pacientes.

El grupo de Bereziat ha demostrado, por otra parte, un
empobrecimiento en araguidénico en las lipoproteinas
anormales caracteristicas de la colestasis asi como en los
lipidos plasméticos y plaquetarios de cirrdticos (Bereziat y
enl . 198N Estos ultimos datos han sido confirmados per Owen
y col. en las plaguetas (Owen y col, 1981) y eritrocitos (Owen

enfermos con distintas hepatopatias.

J.5.- COMPUESTOS QUIMICOS COMO AGENTES  HEPATOTOXICOS. SU
EMPLEO EN EL DESARRCLLO DE MODELOS EXPERIMENTALES.

Existen en la actualidad wuna gran cantidad de compuestos
quimicos de naturaleza diversa que bien de forma directa o
bien como consecuencia de su biotransformacién actian como
agentes hepatotéxicos. lLas alteraciones gque inducen, dependen
de la naturaleza del toéxico, dosis y via de administracion,

idiosincrasia del individuo ¥y medio ambiente, asi como de la

precencia de Otros téxicos y farmacos gue actuan de forma

sinérgica potenciando sus efectos.

ticacetamida,

e : .
Entre estos compuestocs podemos citar: 148
bromotriclorometano ¥ tetracloruro de

etanol, cloroformo,

3 P 1Q0E - i
carbono (Corongiu ¥ col, 1983; Zimmermann y cOL. 1986; Harris
. pol 1982; Shibayama 19g88) que han sido eados como
11 o ’ 4 ’ e ’ q

i jme ] estos el
inductores de Cirrosis experimenta.,




el de usoc mas generalizado.

Paraddjicamente el CClq fue ampliamente empleado como

anestésico (Jones, 1983) hasta que se pusieron de manifiesto

sus efectos hepato y nefrotéxicos. Cameron y Karunaratne

{1936 chearvaros 1a Gy : .
(1 ) observaron la aparicién de necrosis centrilobular e

higado graso tras la administracién de CCls4 a la rata Yy
establecieron las condiciones necesarias para la induccién de

ia cirrcsis:

a) La dosis debia exceder la dosis minima hepatotéxica

b) La administracién debia ser de forma continuada ¥y en

intervalos cortos para evitar la regeneracién del

parénguima hepatico.

El intervalo de la dosis que puede ser ensayada se puede
situar entre 0.033-0.006 ml/Kg de peso que administrados por
via subcutanea la dosis minima para gque se produzcan
cambios histoloégicos y 0.5 ml/100 g de pesoc que administrados

provocan la muerte del animal en unas 5

l.a administracién intragéastrica de 0.25 ml de CClq por 100
g de peso origina la muerte de aproximadamente la 1/3 parte de
los hepatocitos (transcurridas 12 horas). El dafio es compen-—
sado por la regeneracién del parénquima hepatico que es maxima

a las 48 horas de la administracién del toéxico y disminuye

progresivamente (Smuckler y col, 1376).

i n
Las alteraciones mas naotables y tempranas Se observa

el reticulo endoplasmatico, ¥ posteriormente

primeramente en
lisosomas y membrana plasmatica

gn el napeleo, mitocondria,
un transporte de la alteraci6n del reticulo
estos organulos (Smuckler ¥ Arcasoy, 1969;
: R e e
Probablemente el reticulo endoplasmatico




i
€8 &l  primero  en
I « en afectarse ya que contiene la mayoria del

(Sato y Omura, 1978) vy este

citocromo P-450 ti
e participa en la
biotransformacién del C i

1sformacién del CCl4 en radical triclorometilo (.CClj) Y

otros oli I
s metabolitos reactivos que se unen covalentemente a

proteinas y fosfolipidos.

La propagacién de la alteracién del reticulo endoplasmico a

otros organulos bien pudiera ser el resultado de una serie de
factores cooperativos (Castro y col, 1984; Levy y Brabec,
1984; Castro y Diaz Gomez, 1972; Diaz Gémez y col, 1973:
Castro y col, 1973; Diaz Gémez y Castro, 1980; Wirtz, 1974;
Ades, 1982):

a) La existencia en el hepatocito de varios sitios de
activacién del CClg (reticulo endoplasmatico, nucleo,

mitocondria) de diferente intensidad y consecuencias.

Transporte de proteinas y fosfolipidos alterados desde el
reticuleo endoplasmaticc a otros organulos utilizando los

mismos srocedimientos que para ios componentes no

La inhibicién de la sintesis proteica en el reticuleo
endoplasmatico gue incide negativamente en la sustitucién

de proteinas de recambio rapido en los ofros orgéanulcs.

2.5.1.- Mecanismos de toxicidad del CCls

La administracion de CClgq a animales de experimentacién

origina cambios patolégicos como acumulacion
polirribosomal, inhibicién de la

la membrana celular ¥ muerte

de triacilgli-
céridos, disgregacién
sintesis proteica, ruptura de

del hepatocito.

5 T o .
oS mecanlsmos SE propusieron inicialmente Lpara explicar 8
S _ g




accioén toxi

ca. Estos mecanismos no se excluyen mutuamente;:

a) Peroxidacién de los lipidos de membrana (Recknagel, 1967;

Glende y col, 1976; Benedetti y col, 1977).
La administracién de CCly va sequida de disminucién en la
concqétracién de citocromo P-450, sugiriendo que el CClg se
metaboliza por oxidasas de funcién mixta del . retfculo
endoplasmatico (Castro y col, 1968; Smuckler y col, 1967;
Reynolds, 1963). La reaccién inicial es la reduccién del CClg
por el citocromo P-450, origindndose Cl. y CCli3. (Noguchi y
¢ol, 1982,; Noguchi y col, 1982p; Tomasi y col, 1983; Fover ¥
eol, 1580: Albano vy col;, 1982).: El radiecal likre CE1s
reacciona rapidamente con U para producir el radical
peroxitriclorometilo CC130;. (Packer y col, 1978), especie muy
reactiva con los acidos grasos poliinsaturados, como el acido
araquidénico, iniciandose de este modo la peroxidacién

lipidica (Forni y cel, 1983).

b) Unién covalente de metabolitos derivados del CClg¢ a

lipides y proteinas microsomales.

La disminucién del citocromo P-450 ocurre cpando existe
peroxidacién lipidica pero no metabolismo de hidrocarburos
halogenados (Glende Yy col, 1976) asi comoc por union covalente

del CCls en ausencia de peroxidacién lipidica (Musuda, 1981;

Yamazoe y col, 1573; Degroot y Haus, 1Sl1). Parece probable la

participacidn de ambos mecanismos en la génesis del dafio

obstante el conocimiento

hepatico producido por el (Clg. Bo
CCly no explica los

de los procesos Jue experimenta el
producen en el hepatocito.

cambios patolégicos que S€ .
alteracién en-la homeostasils

Actualmente se hipotetiza una
ig je las it ciones
hepatocelular §s] "Cal* come origen Ade€ las alteraclon

5 13 e = ] e
patologicas inducidas pcr el CClg-
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rn 1 homeaa £ 1 2 il -
Ll la homeostasis hepatica del Ca2+ participan 3 mecanismos

que mantienen una concentracién citoplasmatica de Cal+ libre

0.2 pM:

Saiida hacia e! medio extracelular de Ca2* a través de la

membrana plasmatica

Secuestro de Ca?t por la mitocondria

Se- uestro de Ca?* por el reticulo endoplasmatico

Los mecanismos 2 y 3 son sensibles a bajas concentraciones
de CClg, aungue la inhibicién de ellos vaya acompaifiada por una
elevacion de la concentracion de Ca2+ citoplasmatica debido a

la funciona.idad de la ATPasa de la membrana plasmatica.

Esta Gltime s¢ l.ahibe reversiblemente por altas concen-
traciones a 'is lo que se traduce en un aumento de la
concentracion citoplasmatica de Ca2+ (Figura 2). Debemos hacer
notar gue esta seria la situacién que se produciria en los
hepatocitos en s que el CClg va alcanzando progresivamente
niveles mas altos como consecuencia de procesos de difusién y

transporte (Brattin y Waller, 1984).

la elevacién de la concentracion de Cal+ citoplasmatica
podria afectar a procesos tales comec sintesis proteicay
secrecion lipoproteica. Recientemente se ha puesto de
manifiesto que la inhibicion en la sintesis proteica coincide

con una hipometilaciodn del OH en posicién 2' del anillo ae

ribosa de rRNA citoplasmatico (Clawson ¥ col, 1987). Esta

: : ; .
hipometilacion del rRNA pudiera deberse a la activacién d

: - 5
demetilasas © proteasas que destruyan selectivamente

consecuencia de la elevacion citoplas-

metilasas rRNA como

-~

matica cde Ca+".
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3.~ MATERIAL Y METODOS

3.1.- PACIENTES

o en pacientes cirréticos con y

jcia (EHC) y en un grupo control

El estudio ha sido realizad
sin encefalopatia hepatica crén

de individuos sanos.

ron ingresados en el Hospital de Bellvitge

Los pacientes fue
estableci6 el diagnéstico de cirrosis

cuando esto no fue
El

(Barcelona) donde se
por criterios histolégicos O,
clinico—biolégiCo—gammagréficos.
por criterios clinicos
altera-

hepatica
posible, " por criterios
de EBC fuy establecido

diagndstico
orientacién temporoespacial.

(estado de consciencia,

ciones del ritmo del suefio,...):




3.2.~ EVALUACION NUTRICIONAL DE LOS PACIENTES CIRROTICOS

Todos los 1 : ] ici
paclentes han sido evaluados nutricionalmente a

Su 1ingreso mediante la Jdeterminacién de tres parametros

sencillos: pliegue cutédneo del triceps (TSF),
muscular del brazo (MAMC) vy albuimina

perimetro
sérica (SA), represen-
corporal, proteina muscular y proteina
visceral, respectivamente. E1 TSF fue medido con un cali-

brador Holtain (Crosswell, Crymuch, Reino Unido). El perime-

tativos de la grasa

tro braquial (MAC) se midié con una cinta métrica, y el MAMC
se calculé segan la férmula: MAMC (cm) = MAC (cm) x TSF (cm)
(Butterworth y Blackburn, 1976).

lLos limites inferiores a la normalidad de cads parametro
coinciden con el valor del quinto percentil de la distribucidn
de valores de dichos parametros hallada en la poblacidén sana
del 4rea geografica servida por el Fospital de FPellvitge
(Gassull y col, 1984). Por debajo de este limite se han
fijado, de forma arbitrariay convencional, tres intervalos
gue definen el grado de afectacién (leve, moderada, severa)
de cada parametro. Estos valores, expresados en forma de

porcentaje de la media de la poblacién sana, se detallan en la

Tabla A.

A efectos de este estudio (Abad y col, 1987) se han

clasificado los pacientes en tres grupos:

Grupo A: "Estado nutricional 'aceptable'": Incluye el

conjunto de pacientes no adscritos a los grup®s siguientes.

B: "Malnutricién energético-proteica 'moderada’":

Grupo : -
cumpla alguno de 105 siguientes

Cuando el estado nutricional

~riterios: ; L
am i S a! ve de 1<
- Afectacitn severa de la albumina sérica ¥ leve ¢




parametros restantes.

- Afectacidén severa de la albumina sérica Yy moderada de otro
parametro.

Afectacién moderada de dos parametros y leve del tercero.

Grupo C: "Malnutricién energético-proteica 'severa'": on &l
se incluyen los pacientes cuyc estado nutricional coincida
con uno de los siguientes supuestos:
- Afectacién de 2 ¢ los 3 parametros de forma severa.
Afectacién severa de 1 parametro y moderada de los
restantes.
Afectacién de los 3 parametrocs de forma moderada.

fectacidn severa de un parametro, moderada de otro y leve
del tercero.
Afectacidén severa de la proteina muscular y moderada de la

albumina sérica.




TABLA A: Intervalos definitorios de los grados de afectacién

de cada parametro, expresados como porcentaje de la

media poblacional.

PLIEGUE CUTANEO TRICEPS:

Leve Moderado Severo

Hombres: 35%-32% 31%-28% 27%

Mujeres: 45%-41%

PERIMETRO MUSC. BRAZO:

Moderado Severo

Hombres: ; 75%-69% 68%

Mujeres:

ALBUMINA SERICA:

Moderado

Ambos sexo0s: 75%-61%

AR AR DM = o

lidad = ' into.
(o): Limite inferior de la normalidad = percentil quin
e ) - (=




3.3.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Q I ieg ]
o8 nha 4desarrolladeo un modelo

&
experimental de cirrosis
utilizando rat 1 ini
ilzando ratas macho de la raza' Wistar, suministradas por el

servicio de animales de la Universidad de Granada.

3.4.- ACONDICIONAMIENTO DE LOS ANIMALES

Los animales fueron colocados en Jjaulas dotadas de
bebederos y comederos suficientemente amplios gque permitian

una alimentacion "ad libitum'.

El animalaric consistia en una habitacién cerrada,
ventilada mediante un extractor automatizado e iluminada
durante un pericdo de doce horas, coincidente aproximadamente
con el natural, temporizado automaticamente. La temperatura se
mantuve entre 22°C y 24°C gracias a un termostato conectado a

una fuente de calor.

3.5.- TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES

El desarrollo del modelo experimental se ha llevado a cabo
on ratas de unos 115 g de peso inicial por tratamiento con
CClg (0.15 ml por 100 g de peso de una solucién en parafina al
10%, en inyeccion intraperitonal tres veces a la semana
durante nueve semanas) (£1-Dessoukey Y col, 1977). Al grupo

control se le administré parafina liquida en idénticas

condiciones.

Al cabo de este periodo de tiempo, dichas ratas fueron

sacrificadas por decapitacion.




3.6.- APARATOS

3.6.1.- Centrifugacién
Para la separacién el plasma y extraccién lipidica se
utiliz6 una centrifuga refrigerada BECKMAN TJ-6.

En la preparacion de suspensiones microsomales se utilizé
una centrifuga refrigerada BECKMAN J 2-21.

La separacién definitiva de microsomas se realizé con una
ultracentrifuga BECKMAN L8-70M.

3.6.2.- Cromatografia

La cromatografia en capa fina se realizo en placas de
vidrio de 20 x 5 cm y de 3 mm de espesor. Sobre estas placas
se extendié, mediante un dispositivo Shandon-Unoplan con
posibilidad de regular el espesor de la capa adsorbente, el

silicagel preparado.

El transporte de las placas se realizé con un soporte
. +4lico, utilizédndose una estufa SELECTA mod. 210 para la
activ-.ién y un des=acador de amplias dimensiones para la

-

conservacién de éstas hasta el momento en que fueron usadas.

Las muestras fueron aplicadas con micropipetas de cristal

EMIL-WORKS de enrase automatico por estrangulamiento.

tografica se l1levé a cabo en ~ubetas de
de vidrio ajustada a

La ssparacion croma
vidrio de 56 x 56 x 10 c¢cm con tapadera

esmeril, efectuandose el revelado de las placas en una campana
i ’

n vapores C yodo.

saturada co!
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La cromactografia gas-liquido fue realizada en
grag HEWLETT-PACK
grafo LETT-PACKARD modelo 5890A,

ionizacion de

un cromatoé-
dotado con detector de

llama y conectado a un integrador HP 3393 A. La

columna utilizada, semicapilar de 30 m de longitud y 0.750 mm
de diametro interior, con wuna fase estacionaria SP-2330 de

N &k o o o s q 3
Q.20 W de espesor, fue suministrada por TEKNOKROMA
(Barcelona).

La inyeccion de la muestra en el cromatégrafo de gases se

efectué -~n microjeringas HAMILTON de 10 micruiitros de
capa. ids

3.6.3.- Termostatizacién y gaseo
La metilacién y evaporacién de las muestras se llevo a cabo

un bafioc termostatizado SELECTA Precis-term ifprecisién %

3.6.4.- Espectrofotometria

Las medidas fotocolorimétricas de la concentracién de
proteinas, colesterol y de triacilglicéridos, as{ como las de
las actividades transaminasas (GOT y GPT), se realizaron en un

espectrofotometro BECKMAN DU-70.

; o : ; . e LR
En la determinacion fotocolorimétrica de fosforo se utilizo

un espectrofotometro COLEMAN modelo 6/2v.

3.6.5.- Medida de rac iactividad :
radiactividad se llevé a cabo ep un
medelo LS-7540, coa

La medicién de la
contador de centelleo ligquido BECKMAN

compensacion automatica de guenching.




3.€.6.- Aparatos de medida auxiliar y otros

a5 pesadas de los reactivos se realizaron en una balanza
METWER H 20 T

(Pmax 160 g; error 0.01 mg). Para pesadas gque

no ‘equerian tante exactitud se utilizé wuna balanza SATORIUS

(Pmix 160 g; error 0.1 mg). Los animales de experimentacién

e R i e S, e e PPl 5 gy b ~ O
fueion pesados en un granatoric COROS.

la medida del pH de las soluciones amortiguadoras se llevé

a cabo en un pHmetro PHM. &4 Research de la firma RADIOMETER

{Cop tnhaguen) .

L os tubos se agitaron con un vibrador de 1la firma HEIDOLPH

- ”
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ejido se realizé en un aparato tipo

er manual"” con pistilo de vidrio esmerilado.
in congelador LIEHBER.

de pequenas cantidades de reactivo se

netas automaticas.

I,3s cortes de los higados se realizaron en un vibratomo
dd - - . —

: ] a2 la ol racion jos se
POLARON Watford Enclana. Para la observacién de los higado

ytilize un microscoplo PHOTOMICROSCOPE III de la casa ZEISS

3.7.- REACTIVGS

reactivos generales procedian

e
ded W D
: RISt R

MERCE (Alemania), PANREAC

(Alemanla) .




nd aeterminacién de ceolesterol

se llevo a cabo con un Kit:
lonotest-colesterol, método CHOD-PAP de

la casa BOEHRINGER

b
ighalida] .

La determinacidén de triacilglicéridos se llevé a cabo con

Triglycerides enzymatique trinder de ia casa BIOTROL

determinacién de las actividades transaminasas (GOT y

cabo con un Kit: Test-Combination GOT/GPT de

(Alemania) .

de elevado grado de pureza fueron

(Granada) .

estiandar de los esteres metilicos de acidos

TEKNOKROMA (Barcelona).

-adiactivos empleados: !4C-acido palmitico
especifica 58 mCi/mmol, pureza radioquimica
lincléice (18:2wf) (actividad eapecifica 59
radioguimica 98.8%), procedian de la firma

(Amersham, Reino Unido).

o= =t 71 aYrOn 3 - 1 ta
- man uv ] = Il ..ﬂ un banD hl 1 aqha haS

rifuc.dos a 4°C durante 10 minutos a 2500 rpm;

3 > = ] 8 [ Steur
con ayuda de una pipeta pa

e siendo
se recogio :
76°C hasta el momento de ser

SR e | = - 3
mantenlac d




3.9.- OBTENCION DE MICROSCMAS HEPATICOS

El procedimiento seguido fue el descrito por Philipp y

Shapiro (1979) con ligeras modificaciones. Los animales se

R gt PRy 3 e : . iy
sacrirlicaron por decapitacién y se les extrajo r4pidamente el

higado que se cclocd en solucién salina al 0.9% en frio. Los
érganocs, una vez secos Yy pesados se troccearon colocéndose en
tubos de homogenizacién con tampén fosfato potasico 10 mM pH
6.8, EDTA 2 mM vy sacarosa 250 mM* en una proporcién de peso

volumen de tampdén 1/3.

homogenizacion se llevé a cabo mediante un potter manual
de vidrio esmerilado. Todos los homogenados se
mantuvierorn ea un bafioc de hielo fundente hasta gque fueron

centrifugados.

Los homcgenados se sometleron a una centrifugacion (Esquema
1} a 17.060 x o Jduranie 20 minuteos a 4°C, desechandose lcs
sedimentos;: este primer paso tiere por objetc desprenderse de

’

celulares groseros, mitocondrias, lisosomas Yy

1 cbrenadante someti®é a una nueva centrifugacién a
105.000 x g durante 60 minutos a 4°C, sedimentando la denoml-
1C ! 1 almente por

nada fraccion microscmal integrada fundamentalmen I

ribosomas y fragmentos jei reticulo endoplasmatico 4180 Y

rugcso y aparato de Golgi.

a 4°C cen 1.5 ml del tampén

hasta el momento

El sedimentc fue resuspendidc
=

. - o
congelado y mantenido - a =36°C

iderablemente

?Levlamente el
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en la solucién madre &cida hasta conse-
pH apropiado;

O

omponentes

el

posteriormente
volumen adecuado con tampoén.

-

se enrasa hasta el




ESQUEMA 1

Homogeneizacién

1

Centrifugacidn
(V7.000 % g; 20,47 C)

Sobrenadante

Sedimento

(desechar ) l

Centrifugacidn

(105.000 x g, &0’

Sedinento Sobrenadante

l (Desechar)
Resuspender en 1.5 ml

de tampén y guardar




3.10.- EXTRACCION LIPIDICA

El método empleado ha sido el de Folch y col. (1957)

ligeramente modificado.

x - ; Tk o
Se tomaron 2 alicuotas de plasma de 0.5 ml cada una, en una

de ellas se determind la concentracién de

dcidos grasos
totales en valores absolutos y en la otra los porcentajes

relatives de acidos grasos de los fosfolipidos, triacilgli-
céridos y esteres de colesterol. A la alicuota, donde se
pretendia determinar la concentracién de 4acidos grasos
totales, se le adiciond wuna solucién de acido heptadecanoico
(C17:0) (10 mg/rl) en cloroformo de forma que se obtuviese una
concentracicén finai Se adicion6é este acido graso
somo estandar interno porgue no fue encontrado en el plasma
humano y para permitir determinacién de las concentraciones
de a&cidos grasos t« les en valores absolutos y no solamente
en porcentajes relativos; su recuperacién fue mayor del 358%.
Tanto 1a solucién obtenida como la otra alicuota de 0.5 ml de
plasma, fueron tratadas con 5 ml de cloroformo:metanol (2:1
v/v) que 1tenia 50 mg/l de BHT, 1.5 ml de HCI 0,01 N y 8.85
ml de MgCl; al O. se ~gité la mezcla durante un minuto en
dos intervalos de 30 segundos Yy Sse centrifugé a 2.500 rpm

durante 15 minutos a 4°C.

La mezcla se separd en dos fases entre las cuales se

visualiza una capa de proteinas precipitadas. La fase inferior
] = +
recoge con ayuda de una pipeta pasteur.

y la interfase pro-

o fase cloroférmica se
La fase superior ° fase hidroalcchélica

ce sometleron a una segunda extraccién facilitada por

mezcla durante 1 minuto en dos intervalos

- 5 o 0o )
los cuales sSe C -rifuga a 25CC rpm

teica,
la agitacien de la

3 2 ( 17 ~ = ™Y a
ge SU S5ed ungos, wia - f
irndose de nuevo la rase
3 el e og= nueve -
Milivlew a & r:,. ‘_’E‘CO(_].t-:.auu i

inferior con ayuda de una pipeta pasteur.




LAas Gos fases cioroférmicas s

e mezclaron y fueron llevadas

a sequedad bajo corriente de nitrégeno en un bafio a 40°C. El

gxtracto lividice se mantuvo a ~36°C
C

en un tubo cerrado

ernéticamente y en atmosfera de nitrédgeno durante un periodo

5

horas. tras el_cual se llevd a cabo la

separacion e identificacid

N0 SUper .ot

n cromatografica de los componentes
del mismo.

extraccién de los lipidos de los microsomas

procedi¢ de idéntica forma.

LIPIDICO

.~ Preparacioén de la
yiantiila del dis it se colocaron 20
; sy
l.a capa adsorb S€ reparé mezclande 50 g de silicagel
i C ]
' : ilad itand =nérgic te la
60G con 100 mi de agu Lesti:aca; agitando enérgicament
ia at . Erlenmeyer con tapén esmerilado durante 1
mezcl n ma Lenr =3¢ |
inuto 30 seg « para conseguir una pasta uniforme ¥ 8in
minuakc s o £ 3 - K 4 .
coleco sobre el extensor graduado a
grumos G
iiéna apl 2] acas
0.5 mm extendiénaocse rapidamente por las ol
que se a temperatura ambiente.
introdujeron en una
pasado este tiempo’

momentc de Ser
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3.11.2.- Aplicacién de la muestra
i D i ‘i :
Ll extracto lipidico se disolvié en cloroformo en un bafo

de hielo fundente y se aplico sobre la piaca en forma de

pequenas gotas en disposicién

horizontal, a 1.5 cm del borde
inferior y a 1 cm aproximadamente de los bordes laterales.

3.11.3.~ Desarrollo cromatografico y revelado

La cromatografia de lipidos totales se realizé de acuerdo
con Skipski y Barclay (1969) modificando la fase mévil cuya
composicién fue Hexano: Eter etflico: Acido acético (80:20:1),
dejando transcurrir un _erfodo de 2 horas antes de introducir
las placas con cbjeto de gue la cubeta alcanzase una atmésfera
saturada en este liquido de desarrollo; la saturacién de la
campana fue facilitada al introducir dos tiras de papel de

filtro perfectamente adberidas a las paredes.

z atur: las campanas se introdujeron las placas
con el origen hacia abajo y dispuestas lo mas verticalmente
posible para {: el ascenso de la fase movil. Una vez
completado el desarrollo (30 min) se sacaron las placas y se

dejaron secar ¢ temperatura ambiente.

En el revelado se us¢ una campana saturada con vapores de
yodo; en ella se introdujeron las placas apareciendo rapida-
mente las tipicas manchas de coloracién parda, correspondien-
tes a las distintas fracciones lipidicas; éstas se identifi-

caron segqun el valor de su Rf. Las fracciones recogidas en el

piasma fuercn:
Fosfolipidos (FL)
Triacilglicéridos {TG)

Esteres ae colesterol (EC)




recoglendose S0lo 1a

Sl & TIraccion de fosfolinidos cuando las
ras analizadas T i -
analizadas correspondian a microsomas hepaticos

3

da u ] 563 limi

i na de las fracciones se delimit6, y una vez eliminad
i e : ;i : %
el yodo se procedi¢ a su raspad-,

Ca
o)

conservandose en tubos de

metilacion itic
cior herméticamente cerrados y a wuna temperatura de

—-36°C hasta su metilacidén, efectuada en un periodo de tiempo

no superior a 2 horas.

3.12.- METILACION

La metodologia en la obtencién de los ésteres
mztilicos de los aci s .grasos ha sido la deserita per
Morrison y Smith (19 utilizando el compuesto Trifluoruro
de boro en metanocl al s como ag.ate encargado de efectuar la

saponificacién de los lipidos y la posterior metilacioén de’los

acidos grasos.

A cada una de las fracciones recogidas, contenida en un
tuboc de metilacién, se le adiciono bajo corriente de nitrogeno
1 ml de trifluoruroc de boro-metanol al 14%. Los tubos se

cerraron herméticamente 1y se llevaron a un bafio a temperatura

de ebullicién durante 10 minutos. Pasado este tiempo se

sacaron los tucos y wuna Vvea frios se les af dio 2 mi de n-

hexano y 1 ml de agua destilada. Se agitaron durante
y se centrifugaron a 2500 rpm

1 minuto

en dos intervalos de 30 segundos
Tras la centrifugacidn se recogi¢ la fase
pasteur,

durante 10 minutos.

superior u organica con ayuda de una pipeta

evaporandola bajo corriente de nitroégeno a 40°C.

Las muestras perfectamente cerradas,
momentc de ser analizadas por

conservaron a




cromatografia gas-—liquido,

3.13.- CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO DE LOS ESTERES METILICOS DE
LOS ACIDOS GRASOS

Para el analisis cromatografico se ha wutilizado wun

cromatégrato Hewlett-Packard modelo 5890A con una columna

semicapilar de 30 m de longitud y 0.750 mm de di&dmetro

con una fase estacicnaria SP-2330.
analizar fue disuelta en 100ul de hexano,
una microjeringa 1 gl de la
trabajo fueron perfectamente

flujos de:

ml/minuto

Hidrégeno ml/minuto

Lire 400 ml/minuto

El programa de temperatura empleado fue el siguiente: una
de 150°C gue se mantuvo durante 5 minutes
razon de 2°C/minuto hasta

temperatura inicial
a partir de la cual se aumento a

alcanzar 190°C y a razén de 3°C/minuto hasta 211°C.

identificacion Y cuantificacién de los

preparo un patron gque contenia todos los és
jos 4acidos grasos disponibles comerc!

! sstos fueron suministre

Zmg/mij ;

Para tificacion de€
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los acid o s no di ibl
: 5 ACldos grasos no disponibles comercialmente
se ha utilizado una sc ic 3 ‘
1zado una solucion estandar AGPI n® 2 suministrad
por TEKNOKROMA . ey

3.14.- DETERMINACION DE FOSFORC TOTAL

La metodologia wutilizada fue 1la descrita por Fiske y

Subbarow (1925), modificada por Bartlett (1959).

3.14.1.- Fundamento
El fosfato presente reacciona con el 4&cido molibdico para
formar el acido fosfomolibdico, el cual se reduce
selectivamente - adici6on del 4cido l-amino-2-naftol-3-
un color azul oscuro cuya intensidad,

proporcional a la cantidad de fésforo

presente.

3.14.2.- Soluciones utilizadas

-~ Solucién patrén de fosfato disédico en agua desionizada con
una concentracién de 10 ilj/ml de ¥
Molibdato aménico al 5% (P/V) en H2504 ZM.
Reactivo de Fiske-Subbarow: se prepara disolviendo 0.1 g de
1~amino—2—naftol~3—su1fénico, 6 g de metabisulfito sédico ¥

0.6 g de sulfito sédico anhidro en 50 ml de agua

desionizada. FPara su perfecta disolucién se deja un minuto a

bafioc maria.

3.14.3.- Técnica

i o e R i
extractoc lipidico obtenicao a partir ae 0.1 nl de plasma
An cloroformo, del gue B tomaron 4cs

p
Jil

se resuspendic en 200 pl
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iicuotas de 50ul y 100pul. La curva

a
‘ - Patron gse realizé con
5, 0.3 ¥ S

0.6 ml de la solucién patrén de fosfatc disédico.

A todos los tubos se les agregé 1.2 ml de acido perclérico

al 70%, dos gotas de molibdato aménico al 5% y

se completd
hasta 2 ml

con agua desionizada. Esta operacién se realizé en

tubos graduados de 10 ml, lavados con un-“etergente especial

exento de fosfatos. Los tubos se agitaron suavemente con la
mano, tapandose con bolas de cristal. 'A!qsontinuacién se
colocaron en un bafio de arena, dejando qﬁ; la temperatura
subiera hasta 180°C, a la cual el 4cido percloérico realizé la
hidrolisis. El  tiempo que debe estar a esta temperatura viene
indicado por el momento en que todos los tubos han perdido
completamente el color azul (aproximadamente 30 minutos). T
B s
Transcurrido este tiempo, los tubos se sacaron del bano de
arena y una vez frios se les afiadié 0.4 ml de melibdato
amédnico al’ 5% y 0.4 ml del reactivo de Fiske-Subbarow. Los
tubos se .mp | agua desionizada hasta 10 mi y se

agitaron, cc 4ndolos er un bafio a 100°C durante 15 minutos

para que apareciera el color azul.

Finalmente, se procedid a su lectura en una espectrofo-
tometro a 830 nm, utilizando como blanco un tubo con agua

desjionizada tratada de igual forma.

Cuando se investigé el contenido er fésforo microsomal, el

extracto lipidico obtenido procedia de 0.5 ml de la suspension

! trac idido en 1 ml de
de microsomas. Este extracto fue resuspelld

cloroformo, tomandose dos alicuotas de 20 vy 48 pl g se

Ed S - i
procedi6 de manera jdéntica a la descrita anteriormente.

3.14.4.- Calculos - [
de fésforo lipidico microsomal se astermin por

La cantidad




ia formula siguiente:

Siendo:

B Oir 2 a x Vs

VZXV:}KP

Densicad déptica debida al fésforo.

Pendiente de la recta de regresion, obtenida para la
curva patrén por el método de minimos cuadrados en
pg/u. P,

Volumen del extracto en mi.

Volumen de la alicucta, en ml, tomado del extracto
iipidico utilizado en la colorimetria.

Voiumen en ml ée la alicuota tomada de la suspensién de
la que se parte.

Concentracidn de proteinas de la suspensién de

membranas (mg/ml)

La cantidad de fésforo lipidice plasmatico se uwetermind por

la fcrmula siguiente:

Siendo:

Vp:

de plasma, ml  del que se parte para ia

Volumen

chtenc®én dei extracto lipidico.




3.15.- DETERMINACION DE COLESTEROL

Tant: a ]
Libre .

CHCD-PAP)
L

colestercl
(métoa. realizado
total
Siedel,

tahler vy

El Hit culesterol
en el método de
(1981} ;

colestercl

gnl . {35

basado en el odo de Stahler

Tras

contenid en colesterol

ElL
=0bre uu
microsomal.

isepr anoil.

*a concentracién de ésterczs

calcularon por

fotal vy libre,

para la determinacién o
se utilizé un test

AN

aa

‘Monotest Colesterol)

Schlu
777
S

(Test—-Combination

diferencia entre

de oleste.ol total como de

enzimdticc-colorimétrico
un Kit Be 12

« 232 Béehringer,

estd basado

Y Wahlefed
) y Trinder (1969) y el Kit de

mberger, Ziegbhoin

Cclesterol
(19:7)

Libre) esta

y col Trinder (1389).

es res de colesterol en

posterior oxidacién del

colesterocloxidasa, =e origina

-aminofenazona y fenol y
4_

la

lugar a la formacidén 4
Esto

lestarol total mientras

nos permite

en los reactivos de

iesterol l1libre.

de los microsomas se determiné

80pul de la suspensién

fue disuelto 'en 20ul de

plasmaticos se

de colesterol

los contenidos de colesterol




3.16.- RELACION MOLAR COLESTEROL/FOSFORO

El ~alc i ] s ]
1 calculo de 1la relacién molar colesterol /fésforo se

determind segun la siguiente expresién:

iendo:
ng de colesterol por mg de proteinas.
feso atémico del fésforo (30.9)
ug de fosforo total por mg de proteinas,

P.: Pesc mclecular del colestercl (388.6)

3.17.- DETERMINACION DE PROTEINAS

la concentraclén proteica de las suspensiones microsomales,
xpresada en mg de proteina por mi de suspension, se determi-
6 mediante el método de Lowry ¥ col {1951). basado en ia
asociacién de las reacciones de Biuret y ¢+ Folin. La primera
es caracteristica del enlace peptidico y la sequnda de los

grupos aromaticos de la tirosina y del triptdéfano.

La sol. i6n patron at se prepardé con albamina bevina,

contenia 0.5 mg/mi.




3.18.- DETERMINACION DE TRIACILGLICERIDOS

Para la

e e L : :
erminacién de triacilglicéridos e ha utilizado

un test enzimatico-colorimétrico realizado con un Kit de la

casa Biotrel (Triglycerides Enzymatique Trinder). Esta basado
" + ~ - Tygim ~ 1 iy

en el método de Bucolo y David (1973) y Esders y Michrina
[1979). ‘

Tras }a hidrélisis de los triacilglicéridos en presencia de
una lipasa y poster - fosforilacién y oxidacién en presencia
de glicerol Kines vy glicercl-3-fosfato oxidasa, se origina
peréxido d= hidrdgenc gue junto con el &cido-3-hidroxi-2,4,5-
triiodobenzoice y amino-4-antipirina y en presencia de una

peroxidasa, da lugar a la formacion de Quinnneimina colorada.

3.19.- DETERMINAC!ON DE ACTIVIDADES TRANSAMINASAS

Para la determinacién de las -ctividades transaminasas (GOT
utilizado un test colorimétrico (test-Combina-
realizado con un Kit de la casa Boehringer. Esta

método de Reitman y Frankel (1957).

Tras la reaccién de a-cetoglutarato con L-—aspartato en

M . : b ® i
presencia de GCT y con L-alanina en presencia de GPT =e forman

oxalacetato y piruvato respectivamente. Estos reaccionan con

la 2,4*dinitxofenilwhidrazina dando iugar a la formacioh de
hidrazonas cuya concentracior se midié fotométricamente.

ralibracidn con uha soluciodn estandar
R p e e g
por ia casa Roehringer y ias D.0 se

MGl it 7] ‘@
=yl lice i




3.20.- DETERMINACION DE LAS ACTIVITADES a6 Y AvY DESATURASA

métodc radiactivo deserito por Holloway
col (1980)¢ Pollard vy col (19387t

982); Mahfouz y col (1984);: Clandinin 3

l1.- Heaccidén enzimatica
T

E icpnica basa n la conversién de un sustrato

marcado i £

¥ o =
0 8 R e

rondiente producto.,

Mientras gque la A& desaturasa actia sobre el &cido
linoleicoc dando lugar a la formacién de &cido 1~linolénicq,;lé
AS desaturasa actuia sobre el acido palmitico dando lugar a
la formacioén de acido palmitoleico. Las reacciones gue tienen

iugar son las sigulentes:

Linoiew 1-CoA + NAD* + 2H20

S g L
Palmitnil-CoA + NADH + H* + w2

l

s VAT PRI S
ol + RAU? & 487
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La mezcla de reaccid : ] 5 '
“edcclon  se prepard por adicién,

S ; : a tubos de
capon ue rosc

@, de las siguientes soluciones y en

. 00 LaS concen-
traciones indicadas:

, NADH 1.2:mM; GSH 1.5mM (protactor de los
grupcs-SH de las proteinas); ATP 5mM y Mglls

/o SmM (Prasard y
Dominick, ‘ : {necesarios

para la formacion del complejo
ATP-Mg++); Col 1 0.3 mM; y los sustratos radiactivos 14C-
Paimitico 7 y t%C-Linoleico 75 pM, que se usaron en forma
de complejos con albumina (11.5 pg de albumina por cada pg de

dcideoc graso) (Svensson, 1983).

A continuacidn, se completd hasta un volumen final de 1 ml
con tampdn fosfato potasico 0.14 M de pH 7.4 y tampén fosfatd
otasico 0.14M de pH 7.4 adicionado de EDTA 1mM, sacarosa 0.25
BoB 1.5 M ¢ Wall: SmM.

Tras la itacion de sistema, se adiciondé la suspension
microsomal. incubé en un bafio a 37°C durante 20 minutcs
con ligera agitacion. Transcurrido este tiempo, se detuvo la
reaccién enzimatica mediante la adicién de 1 mi de potasa

1.MG

alcohélica al 10%.

fe taparon los tubcs con bolas de cristal y se llevaron a
Lafic maria a 100°C durante 30 ninutos, con objeto de gque se
produjera la saponificacion total de la muestra. Finalmente,
para dejar libres 1lns Acidos grascs para Su extraccidn, Se

adiciond 1 ml de HCI 4 N 2z zada tubo.

: : -36°C
Lc . tubos perfectamente cerrados se congelaron a 36

3 3 1 4
has . ei momento de su procasamienio.

3.20.2.- Extraccidn lipidica

extraccién lipfdica se utilizo

Para reailsd i
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A cada tubo de reaccién

se le adicionaron unpas gotas de
RaCl a saturacién, 0.5 wml de MgCl,

al 0. 6% v & 5t as

mezcia durante |
minuto y centrifugando a 2500 rpm 2 4°C durante 10

cloroformo:metancl (7:3), agitandose la

minutes.

b ot - e -4
La mezcla se separd en dos fases., la fase inferior o fase

cloroférmica se recogid con ayuda de una pipeta pasteur. La
fase superior se sometidé a una segunda extraccisn con 3 ml de
cloroformo: metanol (7:3), y al igual gque en la primera
extraccién, los tubos se agitaron durante un minuto y se
centrifugaron a 2500 rpm a 4°C durante 17 nminutos. Una vez
recogida la fase cloroférmica, se mezclé con la anterior y se
llevé a sequedad bujo corriente de nitrdgeno en un bafio a

40°C,

3.20.3.- Metilacién

Antes de caliza ] metiiacién, se ahadieron a las
muestras 10pl de acido palmitico (0.2 M er tolueno) y 10 ul de
dcide palmitoleico (C.. en tclueno) para el casc de la
actividad AS desaturasa y 10wl de 4cido linoleico (0.2M en
tolueno) y 1i0p. de a&cidc -linolénico (0.2M en tolueno) para
ja actividad A°S saturs 2y adicién tiene como objeto la
formacion de los ést -+i1iess del sustrato y productc de
la reaccién gue slirven como partadores en el desarrocllo
cromatografico, ayvdando a su sisuzlizacién en el revelado.

Para la obtencion log ésteres metilicos de los acidos
< a 1 Ok
- . — o On_ -
¢-asos se ha seguido 1i: met.dologia descrita por Morris ¥
[+ - )

Smith (1964).

perfectamente cerrades se

ije ser analizadas por




Aislamiento y medida del producto de reaccién

3.20.4.1.- Cromatografia y revelado

Los ésteres metilicos del sustrato vy
producto de la reaccién pueden ser separados por cromatografia
n capa fina segun el método descrito por Sebedio y col (1985)

con ligeras modificaciones.

Para la preparacién de la fase estacionaria, se colocaron

sobre un extensor Shandon-Unoplan 2Z placas de vidrio de 5 x
20 cm, perfectamente limpias y desengrasadas La fase adsor-
bente se preparo mezclando 33.8 g de Silica gel 60G, 3.8 g de
AgNO; (Mahfouz y Holman, 1980; Mahfouz, 1981), 1.2 nm] de 2.7-
diclorofluoresceina y 77.fF ml de agua destiiada. La mezclu se
agit¢ vigorosamente durante 45 segundog y se vertié sobre el
dispositivo distribuidor, ajustado para dar un espesor
apréximado de 0.5 mm, extendiéndose de manera uniforme sobre

las placas.

Con el fin de evitar la reduccién del AgNO3 las placas se
dejaron secar en la oscuridad y, posteriormente, se activaron

en estufa a 110°C durante 6£0~90 minutos.

los ésteres metilicos se resuspendiercn en 150 pl ce
cloroforme en un Dbafio de hielo fundente, utilizandec dos
plazas por muestra. Sobre las placas activadas y a 2 cm del
borde inferior, se aplicaron 30 ul de la muestra con ayuda de

una micropipeta.

i iu ] e afia con
Las placas =e introdujeron en cubetas de cromatogr

- % P - i |
.(IH ] ] 3] { J | 3 3 tlcaln;enwe p.;.‘_:lD].E‘ para
= o Jern acla a s L 10 mas ver
£ 3 Qr 1 T na o] . . . : : .
i34 e fase llé\ l.’L . E ‘-,L._Sa.zl :)J-i-o
rac lii’.&* i
L (:J.:J"U‘: iClJ: '\,4. .

cromatogral 1oy
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iquidos de des AR Ll
+iqulaos ae desarrollo utilizados son los siguientes:
Fara determinar la antividad AY .

L0S

des i1
e , aturasa se utilizaron
) mi cde cloroformo estabiiizadc en etanol

Par : o inaci i
a la determinacién de la actividad A® desaturasa el

liquido de desarrolle fue una mezcla de
etilico:dcido acéticvo al 10% (70:30:1) .

n-hexano:eter

El tiempo de saturacién de las cubetas fue de una hora. La
saturacién de la campana fue facilitada por la introduccién de
dos tiras de pave! de filtro adheridas a las paredes. '

Tras el desarrolle cromatografico (30-40 minutos) se

sacaron las placas y se dejaron secar en la oscuridad.

El revelado se realizd directamente a la luz ultravioleta,
va gque la incorporacion de 2,7-diclorofluoresceina en la fase
adsorbente permite la visualizacién del sustrato y producto de

la reaccitn.

Sobre viales de centelleo se recogieron las bancdas corres—
pondientes al origen, producto y sustrato de la reaccibn. A

cada vial se le afadieron 3 ml de liquido de centelleo,

agitando a continuacién 15 segundos.

El liquido de centellec se prepara d:solviendo 5 g de FPPO ¥y
.32 g de POPOF en 66 m) de acetato de etilo ¥ 34 ml 4
tolueno, agitando hasta la disolucidn total. La conservacion

se realiza en frasco topacio durante no mias de 2 o 3 semanas.

-~

3.20.4.2.- Medida de la radiactiviadad

La radiactividad de los viales se midio en

un contador de centelleo ligulao.

i i + ~+iridad Y Cen 1180
1 prineipio de la medica da la radiactivadan et SE0 ellec
] ] ] v ansfnemaciOn £e la ensigie cinéti
ligquido consiste ja transformaclorl
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desprendida en la desintegracién de un Aatomo radiactivo, en
energia luminosa con ayuda de moléculas organicas que reciben
¢l nombre de centelleadores o fluorégenos (PPO y POPOP). Los
fotones de luz emitidos por las moléculas de centelleador son
captados por los tubos fotomultiplicadores del aparato,
originande impulsos eleéctricos detectables (cuentas). La
intensidad del impulso es proporciconal a la energia de la

particula emitida en la desintegracién.

Este métode limita svu utilizacién sdélo a aquellas muestras
gue se solubilicen en la solucién centelleadora, ya que si no,
las radiaciones emitidas por el isétopo no llegan a ser reco-
gidas por los centelleacdores y por tanto, no se transforman
en energia luminosa. El métcdo es especialmente adecuado para
isotopos de baja energia, en los que la radiacion emitida e§
de baja int idad de forma gque el contacto directo del

isétopo radiactivo con el centelleador permite una eficiente

transformaciér. de la energia de radiacién en energia luminosa.

Las medidas van acompanadas de un error ya que no todas las
desintegraciones gue se producen durante la medida son capta-

das por el aparato, debido a que la energia emitida por las

particulas puede ser absorbida por moléculas presentes en el

medio que son incapaces de excitarse, lo que da lugar 31

fenémeno de 'quenching” o extincién de la mues.ra.

El cociente entre las cuentas acumuladas durante un minuto

las desintegraciones por minuto (d.p.m.) reales de

(c.p.m.) ¥ .
El objeto de la medida

la muestra es la eficiencia de contaje.
o radiactividad absoluta gque posee la
ndependiente del equipo

de medida miden sdlo

es calcular las d.p.m.
muestra, ya qgue ésta es una magnitud 1

utilizado. No obstante, los aparatos :
- e : :
or ello, es importante conocer la eficlencia

3 = o s g e P %
- - 5 i T1IE 1 es l']t"*Cv;’.'-‘il'}.;iih'?'Bht:'. constante 5100
iy r"‘-'ﬂ"i,:._llll.'.“..l o B ad =
4 f o

c s LI 1 » ll‘
mnodifica en funcion dedl quenchilng
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Nosotros estimamos gque el "quenching" de nuestras muestras

era constante, por lo que empleamos wuna eficiencia también

constante.

3.20.4.3.- Calculos de actividad
La actividad enzimatica se determinéd en
funcién de las d.p.m. de producto de reaccién frente al total
de radiactividad de los A4cidos graszz en la placa. De esta
forma y considerando la radiactividad especifica del sustrato
utilizado, gque es conocida, se calculan los nmoles de
sustrato transformado por minuto y por mg de proteina. lLas

formulas utilizacas fueron las siguientes:

nmoles d.p.m. Producto reaccian

transformados i L

Producto

nmoles transformados

-1 ! 5 ; 3 BT R 4 el e

el x mint?
Tiempo ¥ mg Froteinas

3.21.- ESTUDIO HISTOLOGICO DE LOS HIGADOS

jad ; s 2--5 4% ¥ 1cién
Los higados fueron fijados durante 20 4ias en una solucion
i i i

; ] al Sin liz ingun
autralizada (pH 7.3) Ge formol al 5%. Sip reallzar nl gur
- e ek A

L= l’\- _J- e 13 pan i tes d&‘
T3 g i n us i CJI" d ] a idi; & ea aro o]
tl.-.pCl Cl o 4 g Il B 2 Y _.t I (,'; r
X ¥ ] ia - 1. l Rl wi '\’ibfa._;)m_.'. St SF‘;QC;ORES se
dp‘ O..ll(iadmn‘en l—e -’ t aht .' -.‘ - ; :
1 o una cC ; (] Jiéfl Sl uraqa X v pd... =

£ Aeron
el Oll

g




3.22.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

k] re J.t - er p

siendo X la medi ] stice
\ a medla aritmética y SEM los errores estandar de la

media.

JE“_

don. e X;: in al vsloy : 1 3

& : los resultados obtenides,
7 o total 4 : i i

N el numero total d: : desviacién tipica gue se

calcula:

Las comparaci entre las medias de los parametros

nutricionales, fésforc lipidico, colesterol, triacilglicéridos
de

¥ conceritraciones 4cidos grasos en los distintos grupos de

pacientes cirréticos con y sin EHC estuciados y en el grupo
contrul, asi como las concentraciones de &cidos grasos en los
de ratacs estudiados, se realizaron por un analisis

entre dos varianzas S€

dos grupos
de varianza simple. La comparacion

efectuéd mediante el valor de F gue s€ obtiene,




var:anza totai entre tratamientos

varianza tctotal debido al error

£5 ia media de cuadrados gue viene dada por
r

l.a varianza total (35t) viene dada pcr:
SS¢ = 5Sp + S8e

Los vaiores observados de ¥ se han contrastado frente a los

valores criticos de F tegrico a nivel de probakilidad de B.05.

En los casos due el andlisis de varianza mostré existencia

de diferencias significativas entre medias se efectud un test

s X A o
de Scheffe en doide los datos estadisticos estimados han

ge €

851G0:

e \rHEe,"( Ve




slendo los grados de libertad de este tratamiento estadistico

los correspondientes al MS.. Los valores de la t experimental

calculada se han contrastadc frente a los valores criticos de

una distribucién teérica de t de Student a niveles de

probabilidad situados entre 0.05 y 0.001,

.

it

Todos‘los calculos estadisticos se han llevado a cabo en un

ordenador Data General Modelo Eciipse, mediante programas de
grabacién de dates y calculos desarrollados por los Departa~

mentos de Investiyacién y de control de UNIASA (Granada).

Para el analisis estadistico de los restantes resultados
obtenidcs en los animales de experimentacién se utilizo un

test de t de Student para datos no apareados:

donde X: ¥ ¥, representan los valores medios del parametro
consideradc en cada uno de los dos grupos de ratas estudiados;
N;i y N2 scn el numero total de muestras en cada grup?; S es la
desviacién tipice estimada conjunta en la hipotesis nula de
gue 1os datos obtenidos para ambos grupos de muestra
pertenecen a la misma poblacidn, y 8e caleuié a partir de 13

siguiente expresion:
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Valilor =¢ t experimental se contrastaron frente
valores de
de probabilidad entre 0.05

y 0.001.

a los
una distribuciodn teorica de t de Student a niveles
AR




4.- RESULTADOS




4.- RESULTADOS

4 1.- RESULTADOS OBTENIDOS EN PACIENTES CIRROTICOS

E]l estudio ha sido realizado en 32 pacientes cirréticos que

funcién 2 su estatus nutricional han sido clasiiticados en

rupos: grupos A (estado nutricion *  aceptable), B
a moderada) y C (malnutricidn
por 38 (41%), 25

utricion energético-proteic
o-proteica severa) constituidos

(27%) pacientes respectivamente Yy €D un grupo

0 individuos sanos.

.1.1.- Paréametros nutricion
Todos los pacientes han nutricionalmente &




Su ingreso al Hospita wediant ' i
nospital mediante la determinacion de tres

‘arametros sencillos: liegue ' le ]
& RENC1iios. Pliegue cutanec del triceps (TBE)

perime-ro muscular 4 ZOo ami
I i muscular del braze (MAMC; y albumina sérica {SA) .

- I, 1vrm e : R
representativos de la grasa corporal, proteina muscular y
proteina visceral, respectivamente.

4 vVl

En la Tabla 1 sé indican Y medios de los para-

nutricionales estudiados. El TSI esta relacionade cen

ado de malnutricién observandose diferencias significa-

los tres grupos de cirréticos. E1 MAMC v la SA
significativamente en los pacientes con

energético-proteica (MEP) severa y moderada al

acientes gque presentan un estado

de fésforo> lipidico, colesterol y triacil-
idos en el plasma de los pacientes cirroticos.

obt=nidos de fos lipidico, cclesteral ¥

en plasma, se =tran en la Tabla 2. La

bajas concentraci en fosforo lipidico

colestercl . total. ohserva que 108 MAs

No se han encon-

colesterol total

cierta tendencia a

colesterol libre como

similares en todos los

s8an0sS .,

Concentraciones de aci plasmaticos

ia Tabla 3 se indi




8

.4 total de acldos grasos saturados disminuye al ir
aumentando el grado

malnutricién. Son los acidos palmitico

de
2stedaricc (18:0) los compuestos

responsables de esta

'asos monoinsaturados aumentan en los pacientes
io nutricional aceptable vy con MEF modera-
grupo control. Sin embargo, los pacientes
valores similares a los encontrados en

Acidc oleico (18:1w9) presenta un compor-
scrito para el total de 4&cidos grasos
cambio, el A4cido palmitoleico (16:1iw7)

ar en todos los pacientes cirréticos.

disminuye progresivamente en

niveles estdn inversamente

malnutricion (Figura 3). Los AGPI

ificativamente méas

(Figura 3). La

os acidos grasos,

ivas entre los

dihomo-¥-linolénico

Fine Y sreii (20:4wh) Yol lo: Rl grasos mas

-iic‘\jt&*it:"-

iisminuyen en los pacientes
baios se han encontrado en

scidoc docosahexaenolco (22:6w3)

-ta disminucicn.

ae 108

pacientes




73

Composicién en 4cidos grasos de los fosfolipidos,

ésteres de colesterol y triacilglicéridos plasmaticos

~0s perfiles de acidos grasos de los fc nlipidos, ésteres
S IR G RS B S : LT 3
€ colesterol y triacilglicéridos plasmaticos en los distintos

.éntes considerados, se indican en las Tablas 4,

los niveles de 4cidos grascs saturados no se

los fosfolipidos de los pacientes cirréticos,
muestran un incremento significative en los
coiesterol. Los acidos grasos monoinsaturados estéan
os pacientes que en los controles sanos en

se han encontrado diferencias entre los

(1B:2wb) esta significativamente mas

colesternl de los pacientes cirréticos

disminucién de este acido, ha sido

observal i los fos ‘pidos de los individuos con MEP severa
(Figura 3). Los AGPI ¢ la serie wéb disminuyen en ambas frac-
dihomo-Y-linolénico (20:3w6) y araqui-

sfolipidos y el araquidénico en los

los acidos grasos responsables de

se han observado randes diferencias en

i idénico al & s t cs
4cido arajuidénico al comparar los tres grup

16 N ol y ésteres
racién (UNID) de fosZoll y €s

pi
-icos, se encuentra muy ulsm‘ru1do e los

! 11 i es
ambas fracciones. Aguelics pacient

1

muestran L10S
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de malnutricion Snlo el Aceid ]
e nlo ¢ 3 > d1nolelce (18:2w6) estid rela
tivamente disminuido en ; B

11 s g
L _ e i S A mlientras gque el
acido palmitoleico

esta aumentandc en todos los
rupos nacie ¥ o % AR
grupos de pacientes con respecto a los controles sanos

4.2.- RESULTADOS OBTENIDOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

tratamiento con CClsg ha
histolégicamente. El estudio ha
-upos de 20 ratas cada uno, a uno se le

otro, grupo Contrcl, se le administré

io histolégico de los higados

4.2.1.1.- Ratas tratadas con parafina (Figuras 4 y 5)
1igados presentan un aspecto general
normal. & excepcién de acumuios de tejido graso en algunas
conjuntiva; estos acumulos no parecen

snquima hepatico.

los lipidos con Negro Sudéan B (NSB), avarecen

principalmente como pequenas inclusiones, de 1-2 um, en el

citoplasma de los hepatocitos tipicamente dispuestos en el

borde celular contiguo al sinusoide. En -"algunos Casos los

lipidos pueden encortrarse en las células intersticiales (o

almacenadoras de grasa) que Se€ disponen entre el hepatocito ¥

AT sinusoide; con mucha frecuencia, sin embargo, se
aprecia gre las inclusiones estan en el citoplasma aqe 108

que contienen
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mas voluminosos, hasta ¢ i 12
VOiuminosos, hasta 5-6 um de didmetro. Las mas pequenas 4
V . = a5 E nacs 2
éstas también se dispc ; }
amdlen se disponen sobre todo en la cara sinuscidal
] - ] = | 3 . . '
pero las mas voluminosas llegan a 1 ] 1
nosas llegan a ocupar casi todo el citeo-

plasma, ocultando a veces el nucleo.

I T T - 3 - b -G S P S o |

€uanic a la distribucidn de los lipidos en el parénguima
hepatic se obser '

hepatico, se observa que la mayor cantidad de ellos aparece en

en la periferia

ios hepatocitos de la zona acinar 1 (es decir,
de cbulillo tradicion a i

1 lobulillo tradicional, cerca del espacio porta); en la
proximidad : la vena terminal (o centroleobulillar) 1la
presencia de ceélulas tefiidas es menor. Las que se observan en

esta zona con frecuencia aparecen aisladas (y entonces suelen

¥
Py

contener rande: ) de  lipnidos) © formando peguefios
grupos.

espacio

tratadas con tetracloruro de carbono (Figuras

hepatico aparece muchc menos compacto gue

hace mas dificil obtener secciones

qu
ras: un mayor tiempo de fijacioén hubiese

tejido, pero nc loc hemos realizado

posible la extraccion de lipidos.

conectiva (y mas extendidas
aparecen de tejido
histologicas seé aprecian

~ -+

preparaciones

luminosos y abundantes b alargados gue

jen distinguir

woién normar de




hepato
“tras en. las gue ae Ba
- 1

producido  uns intensa < S i Er las i
2 n £EN las primeras los sinu-

espacios extracelulares estan

citos se observan mitosis )4

on prominentes por la presencia

de gran enn intensamente con el NSB y que
pueden o ‘ er hasta 15um de didmetro. Las zonas de
presentan un patrén caracte-

las zonas de necrosis

encerrandolas en un cordén de

zonas normales se observa el

casos no es facil comprobar la

stitutivos, debido a la distor-

ratamiento, la observacién de

t
ucto biliar en bastantes casos y la

-ibucién de la necrosis permite afirmar

por el tratamiento es la de la vena

lteradas corresponden a la zona
con parafina se apreciaka en
inclusiores lipidicas, y, de
ia semejante. A medida que
7-3 se observa un incremento en
scupando €l citoplasma de los
practicamente no se aprecian los
nuclecs. grandes gotas lipidicas apareceln
lulares, en regiones donde nc

definida.




T 2RO U & o )L
] pEguUeno: ! )6 de 108 nepa=-

irregular: corresponder a
encontrar icleos alargados, con
apariencia de fibroblastos, socbre t*odo s de degene-

Y'--:"-"'1 y -':'.'k' . i ALY S 1 . 2 b 3
racion 1 R1INas q & Capsuy conjuntiva.

mayor necrosis, ¥y en células easi
por gotas de lipidos, se encuentran
presenta condensaciones de

estc también aparecen

carmin y gque deben

ino de los higacos observados (Figura 8) aparecen zonas

las que el itoplasma de los hepatocitos apenas se tife y
niclec aparece con un carioplasma muy claro en el gue
resaltan granulos de omatina intensamente tefiidos, princi-
paimente en la periferia nuclear. Se observan abundantes gotas

iipiaica

Actividades tramsaminasas (GOT y GPT)

Tabla 7 se indican las actividades de las enzimas

inasas GOT y GPT en U/L. Se observa gque ampas activi-

o ncuentran significativamente mas elevadas en las

4.2.3.- Pesos corporales
fueron pesados al inicio del tratamiento,

y 3l f£inal del mismo. Los

B S
iati s&ns inicial y final s

relatives S50 y

incremento de

ivamene




HCldos grasos plasmaticos

las concentraciones de Acidos

mg/dl en las ratas tratadas

camplos en el total de A4cidos grascs
lgs animales tratados con CClg econ &l
niveles de Acido palmitico (16:0)

similares en ambos grupos

acidos grasos monoinsaturados son mayores en
siendc los acidos palmitoleico

los responsables de este aumento

tantc el 4&cido linoleico (18:2w6)

0:4w6) disminuyen significativamente

la serie w3, el contenido

indice de insaturacion (UNID) de los acidos
totales, esta significativamente disminuide en las

intoxicadas (Figura 9).

4.2.5.- Composicién en 4cidos grasos de los fosfolipidos,

ésteres de colesterol y triacilglicéridos plasmaticos.

¢ de acidos grasegs de los fosfolipidos, ésteres
triacilglicéridos plasmaticos en ambos grupes

on 1a& Tabjas 10, 11 ¥ id.




1cas consideradas
ar 3 = 1] 1 1
acldos @ palmitia
e S -
amiento presentan
ok
'

A00s noY 1
AA0C FOXr los

1

linoleico  (18:2w6] 25 €C4 ignificativamente mas
lacilglicéridos de las ratas
en los ésteres de
disminuyen en las 3

(20:4w6) el mayor

ClSHMInCl O,

turacion (UNID) de las tres fracciones

se encuentra muy disminuido en las

_ Niveles de colesterol total, libre y esterificado

el plasma de las ratas tratadas con CCl4 y parafina

resultados relativos a estos datos s indican en la

13. Se o©bserva du las concentracicnes en mg/dl de

Ter total, libre ¥ esterificado son significativamente

las ratas con cirrosis inducica.

grasos de los fosfolipidos de

- Composici6n en 4cidos

microsomas hepaticos de las ratas estudiadas

datos se muestran en ia Tabla 14. Tras el tratamiento
observa un aumento del cantenido Ge aciao palmi-
iieminucion del conteni de psted—

B0
PR 86 S




de acidos grasos monoinsat

. iracos son signifi-
cativamen mayore: 1 1s
iente mayores en las rates tratadas aps L B s
ates : gdes copn CCls (Flaurs
31D} :

en e] contenido de acido linoleico

1 3
- 4

05 de animalee estudiado

on I 4acido araqui-

rratamiento con CClg.

ificativamente

¢

(Figura 10).

Relacion molar colesterol/fésforo y concentraciones de

colesterol y fésforo en microsomas hepéaticos
+o con CCls se observa un aumento de las
ro micreosomales mientras

razén molar colesterol/

4. 2.9.- Actividades A% ¥y A6 desaturasa

T P - o
Las actividades

Tabla 16. Se observa

+ =
SRl B

ER
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RESULTADOS OBTENIDOS EN PACIENTES

FN

o CON CIRROSIS Y
ENCEFALOPATIA HEPATICA CRONICA

realizado en 11 pacientes con cirrosis y

la hepAtlca cronica (EHC), en 23 pacientes cirre-

B e FefpenE fa \ 8 i
hepatica vy est nutricional similar v en

ine

L1 individuos sanos. Mientras los pacien-

4

ces

cmaron una dieta a base de leche, huevecs y

verduras =ritada con 60 g de proteina/dia, la ingesta

proteica de los paclentes sin EHC no estaba limitada.

nutricionales
sido evaluados nutricionalmente a

ila d>terminacion de los

valores medios de los

imilares en ambos

Acidos grasos plasmaticos

Seriez w7 y w9
En la Tanyla 18 spE indican concentraciones de

y At /dl o1 & e la
rrasos pilasmaticos en mg/dl. cbserva gdu

centracién de Acidos grasos saturados (16: y 18:0) esta
concentracién de 4cidos grasos mono-~

18:1w9) esta aumentaca en ambos grupes
;. o

irr6ticos con respecio d los controles sanos.

. en la concens

ce han encontrado iferencilas €
1€ sana entre ‘los pacienies
e estos &cidos grasos entre los pacl

1




at1does grasos de los tr

la Tabla 19, El

“"-E":llq‘li-téridos
erfil de acidos
Pnoinsaturadeos es e al anterior-

estos dcidos gr ‘ as abundantes

08 plasmaticos.

4.3.2.4.~ Serie

iasmaticos de icido linoleico (18:2w6),
menores en los pacientes cirré-

en los controles sarnos (Tabla 18,
niveles de AGPI-LC de la serie wbt se
ambos grupos de pacientes (Tabla
o/lincleico también es mensr en los
51 HC) que en los controles

2 o
SAaLNs.

quidénico (20:4w6),

paciente

plasmatica de acico eg-linclenico

e e T e grupos de pacier‘.tes {Tabla 18- Flg

los niveles de é&cido eicosa-
tivamente mas bajos en ambos
sanos f(Tabla

ysahexaenoico

lps pacientes

troles sanos.




A 1 T 2 gl « %
g e ad I I ) NTE 3 8- - 1 5 v 5
TABL Parametros nutricionales de los tres grupos de pac.entes

cirroticos estudiadosa.

ruscular del

Grupo B, malpnutricion

lnutricidén energético-




ntraciones plasmaticas de fésforo lipidico,
0l y triacilglicéridos en pacientes cirréticos

diferente estado nutricionala,

Pacientes cirréticosbd

Grupo B Grupo C
(n=29) (n=25)




voncentracion de 4dcidos grasos plarmaticos en pacientes
cirroticos con distiniLo e

stado nutricicnala

e Pacientes cirréticosbh

Controles L e
sanos 1po ~ Grupo C
(n=50) =3 (n=25)
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LC1 porcentual en acidos
osfolipidos plasmaticos en
1

stin

nto estado nutricionala

grasos de

TABLA 4. Composicién
. 1
- paclientes cirréticos

a
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Controles G

Sanos GrupéA Sl Grupo B
(n=50]
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con CCly y parafinas
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plasma de ratas tratadas con CClg vy

Concentraciones de colesterol total. libre
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esterificado en
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TABLA 14. Composicion porcentual en acidos
tosfolipidos de microsomas hepaticos
con CCleq y Parafinas
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Relacidén molar colesterol/fézforo Y concentraciones de

colesterol y fésforo en microsomas hepaticos de ratas

tratadas con CCle y parafinas

Parafina
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TABLA 17. Parédmetros nutricionales de pacientes cirréticos con y

sin EHCa

sin EHC

e

perimetro muscular




Concentracién de dcidos plasmaticos en

pacientes cirréticos con y Y en controles

sanosa4

Controles . Pacientes cirréticos

EHC




Composicién porcentual en 4&cidos grasos de los
triacilglicéridos plasmaticos en paclentes

cirréticos con y sin EHC y en controles sanosa

Acidos ¢ ( __ Pacientes cirréticos

Grasos an sin EHC

(n=,3)

expresan
metilicos

S&il03




TABLA 20. Composicién porcentual en A4cidos rasos de los

fosfolipidos plasmaticos en

con y sin ENU y en controles sanosa

Controles ¢ PAgIentEs girrcatic

sanos sin EHC

(n=11) (n=23)




Composicién porcentual en A4cidos grasos de los

ésteres de colesterol plasmadticos en pacientes

cirroticos con y sin EHC y en controles sanosa

Acidos 20 i Pacientes cirrdticos

Grasos ‘ sin EHC EHC
(n=23) (n=11)




4.5.- FIGURAS

)

FIGURA 1. Biosintesis de 4acidos grasos poliinsatura




FIGURA 1




FIGURA 2.

‘,\ tar &0 B =1 =3 b 1 3 3
alteracicnes en la homeostasis hepatica del Ca2

wd =t

inducidas por el CC1,.

a.

(L
Situacién normal. Las flechas describen los
mecanismos reguladores del Ca2+ citosdlico en los
hepatocitos. i Salida hacia el medio
extracelular de Ca2+* a través de 1la membrana
plasmatica (MP). 2: Secuestro de Ca?t por la
mitocondria (M). 3: Secuestro de Ca2* por el
reticulo endoplasmatico (RE). Los polisomas se
encuentran intactos y unidos a la membrana del
reticulo endoplasméatico.
ajas concentraciones de CCl4q. Los mecanismecs 2 y
de secuestro de Ca2+ estan bloqueados, el flujo
de Cal~ se produce desde el reticulo
endoplasmatico y desde la mitocondria hacia e
Se e una elevacion de 1

racién + citoplasmético debido a 1
funcionalida la de la membrana
plasmatica. polisc se dispersan y la
sintesis proteica se para.

Elevadas concentraciones de CClg. La ATPasa de la
membrana plasmatica es inhibida dejando de salir

2+ hacia el medic extracelular. Los polisom

a

a
disoccian totalmente de reticul
au 1

endoplasmatico. Se produce un mento de
: : e .
concentracién citoplasmatica de Ca?*.




FIGURA 2




Concentraciones plasmaticas de 4&cido

linoleico
18:2wb) y de &acidos grasos poliinsaturados de la
serie wb mayores de 18 atomos de

carbono
(AGPIw6>18C) y composicion porcentual en estos
acidos de los fosfolipidos plasmaticos (FL) y de los
ésteres de colesterol plasmaticos (EC) en  loa
pacientes GirrGticos con diferente estado
nbtricional.
Grupoc A: estado nutricional aceptable
Grupo B: malnutricién energético proteica moderada
Grupeo O malnutricién energético proteica severa

A

Ap<0.01, #*p<0.001 vs Controles sanos

Ap<0.01, 0p<0.001 vs Grupo A




FIGURA 3

[ Control
CiGrupo A
EGrupo B
B Grupo C

T
T

a0 X

AGPIw6 >18C




FIGURAS 4 vy
Cortes histoldgicos 4de les higados de
parafina liquida durante 9 semanas.

ratas tratadas con

FIGURA 4.

Aspecto del parénquima. Las inclusiones lipidicas se
situan principalmente

aloCilo

en la cara
hep

sinusoidal del

FIGURA 5. Hepatocitos con inclusiones lipidicas
roximidades de un

espacio porta.
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FIGURA 4
FIGURA 5
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FIGURAS 6, 7 y 8.

Cortes histologicos de los

F.GURA 6.

FISURA 7.

FIGURA 8.

higados de ratas tratadas
CCl, durante 9 semanas.,

Zona de intensa necrosis en la que aparecen ndcleos

intensamente tefiidos que pueden pertenecer a

laaracitos,

higado: se cbhserva la capsulia
la degeneracion gue sigue el
centrolobuliliar. Se observa

conectivas.

e parénqguima que ha perdido
oriales normales Yy que
lipidicas. Los nucleos
claro y la cromatina se

todo en la periferia




FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8




FIGURA 9.

FIGURA

10.

¥y 10

Concentracioén plasmatica

monoinsaturados (MOND)
poliinsaturados de la serie
de carbono (AGPI w6>18C)

{UNID) en ratas tratadas

Composicién

monoinsaturados

poliinsaturados de |

de carbono (AGPI w5>18C)
los fosfolipi

tratadas

de dcidos grascs
v acidos arasos
wb mayores de 18 Atomos
indice de insa‘uracion

CCl4 y parafina.

en acidos grasos

)4 acidos grasos
wb mayores de 18 atomos
indice de insaturacién
de microsomas hepaticos

' parafina.




FIGURA 9

C ca,
I.. Parafina

AGPlw6>18C

¥ Parafing

e e e

\

AGPIw6>18C




FIGURA

1

-
Lo

116

-cncentracion de los componentes mayoritarios de
las series wh vy w3 de los acidos grasos

poliinsaturados plasmaticos en pacientes cirréticos

con y sin encefalopatia hepatica crénien (EHC) y en

sontroles. ssncs:

An < 0.0% va Controles sancs




FIGURA 11

e
18:3w3

20:5w3

£ Controles 8anos (I cCirrbticos sin EHG 71 cirr6ticos con EHC




FIGURA 12. Compesicién porcentual en acide araquidénico

(20:4w6) de los fosfolipidos (FL) y ésteres de

colestercl (EC) plasmaticos en pacientes cirréticos
encefalopatia hepatica crénica (EHC) y en
sanos.
vs Controles sanos

vs Cirrédticos sin EHC




FIGURA 12

FL

2.

5 Controles eanos




5.- DISCUSION




CIRROTICOS

estudio era dilucidar el papel de

alteracicnes en

caracteristicas de
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o " . icn sequn el estado nutricional (Wilcox y
cuf. L2/8)., La disminucion de los niveles plasmaticos de
coiestero.s csterificado en algunas enfermedades hepaticas se

atribuye a wuna baja actividad & a una menor sintesis de la

- :
(Owen y co

o1 /8; oimon y Scheig, 1970; Sabesin y col,

Parece

a malnutricién puede afectar la
jue se trata de una situacién en
la sintesis de proteinas

1978 Patek, 1979}

ia disminucion de los fosfo-
guarda relacién con el gradc de malnu-
col. lo relacionan con la gravedad de

gol, 13978).

este estudio ha sido gue la
larga cadena, especialmente
lipidos plasmaticos totales asi como
terol esterificade vy fosfolipidos,
! de malnutricion. El 18:2wé,
precursor de los AGP] ita también disminuye conforme
avanza la
cion de éstares de colesterol. Estos, bajos niveles de 18:2wé
pueden deber una disminucitn en la ingesta © a una
alteracién en la absorcidén por defecto de &cidos Dbiliares ©
por la linfagiectasia, gque e&s frecuente en la
: En el easé de: lps AGEL de larga
descenso en plasma pueden Ser las
debemos considerar ademas la

12 actividad de las

mismas

posibill
] enzimas parecen ser
gesature

dietas pobres
pocCe '
sugeridoc gLe estan




Ell PR Y e e satiid o ; - HF
nuestro estudio también podemos contemplar esta

relacion 18:2w6/20:4w> en Acidss
fraccion de fosfolipidos aumenta en los
ntes cirréticos. Entre las

hlpotesis puesto que la

& totales y en la

oy e
=]

(@]
e

s s : :
eénzimas implicadas en la
TR« Desls ~ . 1 3

18:2wt en 20:4w6 quizd se pudiera pensar en la

comc la mas probablemente afectada al tomar en
consideracién los trabajos realizados por Bereziat y coel.

- y - “.
(1985). Estos auftores encuentran que la suplementacién con

aceite de primula , (Oenathera biennis), que es muy rico en
dcido Y-linolénico (18:3wé), conduce a un aumento de 20:.3wb 7

en fosfonlipidos y esteres de colesterol de estos

ndencia del mecanismo subyacente, vale la pena
importancia de gque la malnutricién contribuya
produccién de alteraciones del perfil de los
icos, puestc que sefala una via terapeu-
pacientes. La adicién de acide
uidénico a la dieta ] pacientes cirréticos habfia sido
sugerida P« Jol , y col. (1985). Sin embargo, estos
tores han ibuido . alteraciones de los acidos grasos
plasmaticos al dafic ! ati - no al estado nutricional porque
no encontraron descensos significatives en el porcentaje de
18:2wé 2n cic de fosfolipidos plasmaticos (Holman y
Johnson, ,  Debemos decir a esve respecto que este grupo
de inv cuya contribucién al conocimiento del
£GPPI en uga | ie de estados

por

xclusivamente en

determinaciones
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triterioc ae ciasificacién, Teniendo en

importante numero de pacientes analizados y
haber realizado las determinaciones en varias

resultados cuantitativos -por

Y no solo porcentuales. no

en gran parte las alteracicnes

a la malnutricién. En nuestro estudic
disminucion del 18:2wé 'en los acidos grasos
e colesterol de acuerdo con el

se refiere a la fraccidr de

una disminucidén significativa,

grupo de pacientes con malnutricion severa,

cplicar perfectamente la disparidad de nuestros

lusiones con las del grupo de Holman. Lo gue

parece claro en ¢ aso es gue la fraccién de ésteres
de colesterol la ma 1sible a los cambios de AGPl en

ncordancia con ic é loc previamente por Caren y Corbo

5.2.- MOPELO EXPERIMENTAL

con CCls se ha mostrado : ra

ér. hepatica experimental, ]  como

§ B = 1879 . 1@t o
ampliamente (Cameron ¥y Karunaratne, 1936; Paguet

el

0: Matsubara
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Lil hiepa. .ca Lras tratamiento con CClg se inieia a‘rededor
ia vena terminai o centrolobulillar, produciendo una
necrosis masiva. 18

La degeneracién se caracteriza

par. dia
acumulacion de lipidos en los

hepat.citos hasta que ocupan

oL~ el ecitoplasma, n las c%lulas ‘g(n este aspecto se
Qbservan signo de muerte celular. En

- alygunos casos,
alrededor = a vena se oliservan bundantes fibroblastos y
§ forma irregular que pueden pertenecer a leucocitos

rados para eliminar restos., Por. 3tra

-
s ]
B

in

T
el tratamiento con parafina no parece afectar la

Aoria: i 319300,

un aumentc importante de
habitual en el estado
enzima circoplas-
mitocondria’. Ello

via demasiado impor-—

con los datos

ie pesc en ambos lotes de
tratamiento se instaur

no de ratas tratadas con

ciones i i
exhiben una

halladas . -
na ~t*erificado,
fraccién de

los obten:aos

251 como

e o e




COtenidos en los pacientes cirrdticos. En
disminucion de los acidos 18:2wé y 20:4wb
los acidos monoinsaturados 16:1w7 y 18:1w9

1

racclones plasmidticas,

de degeneracidén

una profundizacid en la

que intervienen en ia

alteraciones plasmaticas. Estas existen
‘roesomas repaticos a e son menos intensas.

£
Lo O W

1dos g i fosfolipidos de

se encuentra en

aumento de &acideo ¥~

la disminucidén cars-te-
g |
L

or otra  pacte, al
CCls produce un

los microsomas

lo gque no es

higado en éstas

imatico, el aumento eun
el tratamiento con
cién en la dismi-
plasma, caractecrls—

ubrayando por tanto el importante
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gque debe trad USe  pOr una disminucién
nsaturacion. El aumente ern las actividades

L TYOYR A v 4

i iria Ul mecanismo

A

de regulacion pars

efecto del agente téxico y mantener la

ae as membl“an&u}, Gado ue ' no hay allera—
colipidos, lo que

los niveles de

traduce también en una
depresion de la
concomitante a

el agenfte téxico

or
i6n de la concentracicn

pero esto es compatible con el
vitro'" inducido por los gambios en
microsémicas. Globalmente, la
enzima podria ser el fendmeno
una explicacion

en el retfculo

déficit proteico supondria

disminucién plasmatica de

ecrecidn y transporte

einas y de la secrecion

e1 aumento de colesterol

los microsomas de los animaies tratados con

disminucidén en piasma

caso
ricos, el mayor descensoc

T ™Y ;‘_.'.,5‘_".‘ ol ..‘5‘%:.
comc probaill Ol




PACIENTES CON ENCEFALOPATIA HEPATICA CRONICA

(EHC) en un

un nuamero
spontaneos.

una acentuacién de la deficiencia en

del aporte de 2GE al higado en

resultados obtenidos en pacientes

nc han diferido de los pacientes sin EHC

wutricional en los niveles de AGPI s las

en ninguna de las fraceiones

en los niveles de” 18:2w6, Sin

EHC tenian menores concentraciones

las fracciones de fosfolipideos ¥y

irmando la hipdétesis de trabajo. Es

datos difieren de les encontrados
encc‘u;opatza nepat

interesantes

intervencidn

de ia serie

en algunas de
mbos grupos de
una disminucion
ientes con
lipidos taotales

importante




i
Lol

tigacion wulterior puesto gue puede arrojar

Y T

patogenesis y iratamiento dietético de esta
oendicion elinica.

S5.4.- CONSIDERACIONES FINALES

en esta memoria doctoral apoyan
trabajo. En efecto, existe

el descenso plasmatico ce los AGRI
pacientes cirroticos,

Se expresan en términos
grascs totales en nlaéma.r

contribucién del propic dafio

ha puesto de
ias esaturasas  hepaticas. 8in

obtener conciusiones de este tipo

humanos, dadas las sensibles

d
neculiaridades del tratamientc

relacion existent
stado nutrici

de aciio
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Zipser y
i0s  paciente con EHC, gque- podrian ser
108 por  la carencia de dcido docosahexaenoico

estructuras cerebrales.

08  enfermos  podrian Dbeneficiarce de  1a

Figh i 5 g =

ci6n de los correspondientes ASPI a sus dietas, no solo de

.X.

AGE, linoielcy : l1inglénico sino de los derivados

insatu os  de largs e araguidodnicc y docosa-

enoi«




6.- CONCLUSIONES




ivamente en las
5

se ¢hservan

hepatico a

nuestro




Alece dconese jable 1a

i

suplementacion dietética adecuada en
dacidos grasos poliinsaturados para

~

los pacientes cirréti-

cos, incluyendo 4cido docosanexaenoico en los afectados

por encefalopatia croénica.







—

7.- BIELIOGRAFIA

CONZALEZ-HUIZX F, et al. 1987. Influence Bt
16 1 at: i the prognosis
natients with liver cirrhosis.

63-68.

and ciinical

Nutr Gastroenteroci, 2:

"oy Pt

iminary rep
synthesized proteins into
3: 15i3~127.

NS MCR, TOMASI A.
products

f 7 T
AR, s LI

ALEANG E,;
1982, Spin-trapping sctudigd
; : of carbon te hloride in




136

v GAYA J, et al. 1983, Sympathetic nervous

iilimanglotensia  system  and renal excretion

rostaglandins E2 in ¢irrhosis. Relationship to

venal failure and socdium and

water excretion.
in lnvest, 13: 271-=8. .

1959. Phosphorus essay in columa chromatography.
hem, 234: 466-470. v

t

BALAN NG, REDLY TS, BAZAN HEP, BIRKLE DL. 1986. Metabolism of‘ = : °

docosaheaaenoic acids in the retina, °

BENEDETTI A, CASINI AF, FERRALI M, COMPORTI M. 1977. Studies

the relationships between carbon tetrachloride-induced

lterations of liver microsomal lipids and impairment of

glucose-6-phosphatase activity. Exp. Mol Pathol, 27: 309-

CHAMBAZ J. DELAYE N, POUFON H.
enrichi en acides gras & chaine
essentiels sur les anomalies

lors de la cirrhose. Cah Nutr Diet,

BITMAN J, WOOD Di., HAMOSHE M, HAMOSH P, MEHTA NR. 1983.

il i composition of breast milk from

Compariscn of. the lipid
and preterm infants. Am J Clin Nutr, 38:

of therm

v

MOSTAD 1I THORESEN L. 1937. Alpha-linclenic acid

1 &
MU L5 Ldiy

i FRoe
patients on iong~term gastric tube

j g s e 2@ reatd
Tinoienic atiu ailt s (TR S5

0L

e
45h: bBo~/




137
BRATTIN W, WALLFER B. 1984, Effect of
intracellular calcium

9C3, 38: 1231-1240.

halomethanes on
distribution in nepatocytes. Life

e

BRENNER RR, PELUFFO RO. 1966. GEffect of

unsaturated fatty acids on

~ saturated and
the aesaturation in vitro of
palmitic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acids. o
Biol Chem, 241: 5213-5219. |

BRENNER RR, PELUFFC RO. 1969. Regulation of unsaturated fatty'u

acids biosynthesis 1. Effect of unsaturated fatty acid of

18 carbons on the microsomal desaturation of ilinole‘e = @

into ¥-linclenic acid. Biochim ‘Biophys Acta, 178; 471~
479. ; :

BRENNER RR, PELUFFO RO, NERVI AM, DETOMAS ME. 1969.
Competitive effect of a and Y¥-linolenyl-CoA and
arachidonyl-Col in linoleyl-CoA desaturation to o=

lincienyl-CoA. Biochim Biophys Acta, 176: 42@»422.

BRENNER RR. 1982. Nutritional and hormonal factors influencing

desaturation of essential fatty acids. Progr Lipid Res,

20: 41-48.

UCOLO G, DAVID H. 1973. Quantitative determinaticn of serum
triglycerides by the use of enzymes. “lin Chem, 19° 47€~

482.

LR e (A L \ic acid as a regqulator
BUDOWSKI P, CRAWFORD MA. 1985. « iinolenic a

'

bo' i - schidonic @ sid: distacy
of the metabolism of arachidonic

3 b e ¢ SO e -~ e -l-;o
lmpilcatichs CI Lhe rat '

; % s
# i s A Tisd =3 4+ 1 mr "ﬁlﬁ't"
roceedinlgs of tae Nutrition ooC ¥




CAMERON

CAREY

M

5
AT

adh e

L] i
138

1929 maw daf e e “ s
Lew ‘,A.LL,,LL—J‘CJJTA:’ disease PdeUC&Hi b}’

Aol . e : - :
=xciusion of fat from the diet. J Biol Chem

1976. Hospital malnutrition and

‘itional status of a patient. Nutr

1 J ‘Path Bact, 42: 1.

Plasma fatty acids in pancre&tic

Aigenase. T Clin Endoc:, 26

circulation. In The Liver.
1.M. Arias, H. Popper, 1

editors. Raven Press, New

BULLETTE P. 196€8. Diverse
antioxidants on CClsg—-induced
P-450 content and

75 129138

1972. Studies on the irreversible
microsomal lipids 1in rats under

n. Toxicol Appl Pharmacol,

L

cornd

i3
WG lald 4 L\

CASTRC (ce) CR,
Differences in the
components of the




Lok

A ATTVT AT T AT
AN LNIN

CLANDININ

i

ey

AS, VILLARRUEL MC, FERNANDEZ .

1984. Carbon tetrachioride activation by

ed liver mitochondrial preparationc. Agents
664-667,
WONG K, HACKER RR. 1985a. Synthesis of chain-
esaturated fatty acids from palmitic acid by
Lraln micrcsom:s during development of the Dig.
giol, 81B: 53+~54,

HACKER RR. ; - ithesi] of chain

eiongatign-desaturation products linole=i acia. by

i Ven

ana

microsores during dev. Lopmen the pig.

305=309 .

5-Desaturase

development




newborn

|.
aa
4

10

-cha

long

esaturase

2
a
24




influences
LOrra “f: Ae sahexaer
Qrtance O aocosanexaenols

of Nebraska, Ph.D.

EL-ATTAR §S. 1977. Bio:hemical

arbon tetrachlioride

o
Zli=d2 g,

of
o A
VA. 1980. The permeability barrier

id deficiency: Evidence for a direct

in barrier : jon. J Invest

and the

Med, 80:




A
[y

PO o R [ 3
sriect  of dietary

fatty 3 b brai

-ty tion of brain
phoglyceride:
phoglyceride: replacement of

5. Biochim Biophys

pre- &dnd post-
WJ, eds. Dietary

American 011

RRAT A, 1984.
proach and a

38C: 419-

ICHEZ-MEDINA F. 1986. Effect of
plasma fatty aci in at-term

e e (R

fants born

Critical roig
St S R e e
achioriace TRaReed

cytochrome F-450 and

25: 2163-21 44




ated dietary
5.

4%: 1367~

G T o
At L

ential

BOELSCHE t a]l. 1958. Esas
nabtrition. Y, 60: B RIE

ANDERS  MW. 1982.
carbon
Pharmacol, 63:

riencic: tetraeno

of essential

ciency.
and other lipids.
York, 275348,

1979. Effect of sex and age con

40 i 7 iTlee
iipicas. . Il

AT MAN ™ o R A e L0 “;’_‘Of".
HOLMA L e .iips Rol-t - : p
Lipid

editor.




ids by

1

Lowenstein,

] &

M

n tatty ae
JM 1

3
£

ional req

24

long-chai
ymology.

funct
Enz
Mars

d
=
a

Q4ilsm

o




EMED
VLRE R

HJ, HAUG M, BHARZER G. 1987.

1 polyunsaturates for premature infants.

ran

SR ETe

Ao
LR

&

A~

r. B 3979985

Binding of carbon tetrachloride

ic mitochonfrial DNA. Toxicol

The bioclogically active

metabolism, receptors,

Clin lInvest, 73: 885-834;

. RAC VS, MEYDRECH EF. 1981

hospholipid docosahexaencic and

reflection of their iatcke

i
37 3: 292336
1951. Protein
J Biol Chem,

.n of isomeric cis i8:l

effect of isomeric
palmitic,

rat liver




1984, Effect of dietary

the biosynthesis of

microsomes. Lipids, 19: 214-222.

ML, MOLINA JA. Serum
are they markers of the

and outcome 1in trauma children? J Clin Nutr

of the

S el

veloping human 2etina. Total fatty acids, plasmalogens

ethanolamine and choline
20: 484-490.
TOUCHI A, - MASURA ¥  TARKEUCHL - Y,
loride-induced hepatotoxicity in
ferent usceptibilities of rat

£ AT

435

metal and

parenteral

polyunsaturated

m

CC Thomas,

nutrition. Gastroenterology.

I 4
AdAimethvlacel
gliieiiiy tc -




147
AR, LEGKOWITH JB.

Eev Biochem, 55:

CLANDININ MT.

rane lipid conpositio

late cyclase activity. Biochem J,

CONNOR WE. 1986. n-3 Fatty acids in the brais and

their essentiality. Nutr Rev, 44:

FONG X

FONG KL, ‘ K QY SON . L, McCAY. PE. 13848
early icss of polypeptides in liver micro3iomes
tetrachloride-treated rat. Relationship to

Pl o

450 content. Biochem Pharm, 31: 605-614.

KISNG MM, OLSON L,
icity of a phenobar-
etab~lism cof carbon

radical. Biochem

ICKDORFER KR, DAY RC,
Lecitbin:cholesterol
membrane lipids and

J Clin Lab Invest,

DAY RC, BRUCKDORER KR, McINTYRE N. 1981.

e L4 Li.tajet aggregatiom 1R
composition nd piatelet aggregai.

ase.




McINTYRE N.

membrane riuiat ey ang

cuman liver diseaze.

SINTYRE N; o Gl

i
iy

and celilular

1978.

eroxy free radical (CCls;03)

P
radiolysis evidence. Life Sci,

. 1975. The carhoh tetrachlos e
a model of liver damage. Acta Hepato-

B84-88.

\lecohel, maloutrailtson, cnd aleceheiic

Glas Nutr.

DURAND

of

DAT. 1978. Th. composition

S i e
PENSLER L, WHITIEI

ceft l', (5]




14
1970. Metabolism

R gL

of fatty

testicles of

~AYU 1984. Evidence that

in renal water

Kidney Int, 26: 72-80,

+

1979. Improved methods for the assay

3-hydroxy-3 methylglutaryl-ColA
5401 B588-593

9y T O T e Gy
e UGl nt 4

1988. Changes
ipiés induced by type
entation, and

Gastroentercl

C, MARTINEZ-
postnatal age
piasma lipid

b
e

(en prensa)b Changes in
membrane
month of

LANG

(e A T
Za el




WORRIS LJ. 1980,

nd  geometric isomers of

JAMES AT, MORRIS

microsomal preparations from rat

MORRIS LJ, JAMES ‘JT. 1980 . The
desaturation of fatty acids of

rat liver: a preliminary report.

JANZEN EG, DAVIS ER. 1980,
trichlcrometiiyl radical
during (:3C)-

ané in - vivo.

Effect of the peroxisomal
‘1hexyl)phthalate on component

microsomal fatty acid chain




12l

noCRNAGEL RO. 1 983:3 o new airect ion in

the study of carbon
tetracnloride nepatotoxicity. Lif Sci, 33: 40d-408.

REITMAN 5, FRANREL 8§ 1987 2 colorimetric method for the

. S s : : -
determination of serum glutamic oxalacetic and glutamie

pyruvic transaminases. Am J Clin Pathol, 28: 56-63.
REYNOLDS E. 1963. Liver parenchymal cell ‘injury. I. Initial
alterations of the cells following poiscning with carbon
Yetrachioride, J Cell Biol, 197 139,
RIELL BROVIAC JW WELLS M, et al. 1975. Essential fatty
3 ) in human adults during total parenteral
Intern Med, 83: 786-789.

RIVERS JPN, HEASSAM AG, 1L.DERSON. C. 1976. The absence of £~

desaturase activity in the cat. Prod Nutr Sec, 35: 67-68.

RAGLAND JB. 1977. Abnormal
lecithin-cholesterol

slcoholic liver disease.

5M E, HAMBERG M, HAMMARSTROM

ndins and thromboxanes. Ann

1989. The
Halver, i . Academic




1 o
ERe S

WG

nUURARSON B : :

JUBARSON . 1585, Quantitative
methyl

cid geometrical

of triglycerides d 3 in unsaturatiaon,

latroscan TLC/FID technique using AgNOj,
rods. Lipids, 20: 555-560.

1988. Illepatotoxicity of carbon tetrachloride

chronic ethanol consumption, Exp Mol Pathol, 49:

'IEGENHORN J. WAHLEFELD AW
Jo Clin Chem €Clin

cholesterol esterification in
of lecichin-cholesterol
283: B41-846.

acids and the skin.

b

eskimos cbiigate carnivores? Lancet, 1:

chromatography of

l.owenstein, edcitor.

ations in

demethylation,

lnitrosamine-




182

fuhctidsal

of Lhepatie
305-418.

=% Ty

AOPLITZ M > >. 1976. Alpha-fetoprotein in

liver injury. Can¢ ; 36: 4L53-466% "

GHRUFER W, STINSHOFF K, ROLSCHLAU P, 1977. Practical

enzymic cholesterol determination. Med Lab, 30: 29-37.

S 5 sMath AD. 1984, . Th modifici tion of mammalida
mEmorant polyunsaturated 7 acid composition 1in

relation  to membrane fluidity - function. Bicehin

Zi8 Be-137,

The effect of dietary partially hydrogenated
des "turation of fatty acicds in rac liwver

B 15 3713y

—~ -~ W el (8 4
}

iy S oag CIETRLCAN A
LAl r M SUUSTAESON A.
1Ca25apE11taenC11C

et aggreg:

SLATER TE,
by hepatocytes: a4 comparison
trapping and lipid peroxidation

~
-

Chem E




NS A . e S
A | MURC? aLvao R, LUCAS GALLEGO
del tetrac.oruro de carbono sobre los
S A o . g ™ SRR | % -
pallcos. Arcn ae rarmacol y Toxicol, 6: 7582

e 1y & AT NiEE RS R e B i
rRRNANDEZ G, AGUILAR EG, CASTRO JA. 1987 Early

s
L
)
P
-
-
“~
1]
b

mitocondria from carbon

vetracnioride poisoned rats. J Appl Toxigel, 7: 113102

VIioLELE GG. '1964. Biochemical aspects Jf carbon tetrachlpride B

565-676 .

rlasma long chain fatty
cirrhosis and hepatic
293-303.

1919,

easgciated with metaioiilc

The apparent

Japan J Pharmacol.

n lipid and

cirrhosis induced by

-tamide administration. BEXp

al.



ana

tricto

JCONS

€ 19

oS








































