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1. RESUMEN

El dafio hepético es un proceso patolégico por agresion persistente al parénquima
hepatico, que produce un dafio morfolégico y/o funcional, describiéndose como
inflamacion y necrosis que persiste en el tiempo como la causa de fibrosis y
regeneracion nodular (cirrosis). Este proceso se incrementa con la administracion
cronica de etanol (EtOH), que ocasiona la formacion de radicales libres (RL) como
producto secundario del metabolismo. El objetivo de la investigacion fue estudiar el
efecto hepatoprotector de la glicina (Gly) y de la sacarosa sobre el dafio ocasionado
por el etanol, se utilizaron ratas Wistar de 330 £20 g., agrupadas como sigue (n=3
ratas/grupo): a) control, b) EtOH (1.5 — 2 g/kg peso en solucién acuosa 5% V/v), c)
EtOH (1.5 — 2 g/kg peso en solucién acuosa 5% v/v) + Gly (0.6g/kg), d) EtOH (1.5 —
2 g/kg peso en solucion acuosa 5% v/v) + sacarosa (2g. 1:1m/v), e) EtOH (1.5 — 2
g/kg peso en solucion acuosa 5% v/v) + Gly + sacarosa (0.6 g/kg + 2g. 1:1 m/v); el
EtOH aumenta el peso (403 vs 477 g; p < 0.05), asi como los niveles séricos de
glucosa (104 vs 108 mg/dL; p < 0.05), albumina (4.3 vs 4.7 g/dL; p <0.05),
triacilglicéridos (114 vs 180 mg/dL; p < 0.05), bilirrubina (1.2 vs 3.9 mg/dL; p 0.05) y
alanino aminotransferasa (12 vs 14 UI/ALT; p < 0.05) en comparacion con el grupo
control, estos valores disminuyen en mayor cantidad con la administracion de Gly,
aunque la administracibn de sacarosa también disminuye niveles séricos de
aspartato aminotrasferasa y colesterol; la histologia comprueba el efecto protector al
disminuir la inflamacién, apoptosis y necrosis en ambos tejidos (higado e intestino).
El tratamiento realizado uniendo glicina y sacarosa no es benéfico para reducir el

dafio producido por la administracién cronica de etanol en una concentracion de 5%.

Palabras clave: dafio hepético, etanol, glicina, sacarosa



SUMMARY

The liver injury is a pathological process by continuing to attack the liver parenchyma,
which produces morphological damage and / or functional, described as inflammation
and necrosis that persist over time as the cause of fibrosis and nodular regeneration
(cirrhosis). This process increases with chronic administration of ethanol (EtOH),
which causes formation of free radicals (RL) as a byproduct of metabolism. The
objective of this research was to study the hepatoprotective effect of glycine (Gly) and
sucrose on the damage caused by ethanol, we used Wistar rats of 330 + 20 g, were
grouped as follows (n = 3 rats / group) : a) control, b) EtOH (1.5 - 2 g / kg in aqueous
solution 5% v / v), ¢) EtOH (1.5 - 2 g / kg in aqueous solution 5% v / v) + Gly (0.6 g /
kg), d) EtOH (1.5 - 2 g / kg in aqueous solution 5% v / v) + sucrose (2g. 1:1 m/v), e)
EtOH (1.5 - 2 g / kg solution aqueous 5% v / v) + sucrose + Gly (0.6 g/ kg +2g. 1:1 m
/ v) EtOH increases the weight (403 vs 477 g, P <0.05) and serum glucose (104 vs
108 mg / dL, p <0.05), albumin (4.3 vs 4.7 g / dL, p <0.05), Triacilglycerides (114 vs
180 mg / dL, p <0.05), bilirubin (1.2 vs 3.9 mg / dL; p 0.05) and alanine
aminotransferase (12 vs 14 IU / ALT, P <0.05) compared with the control group, these
values decreased to a greater amount to the administration of Gly, although the
administration of sucrose also reduced serum levels of aspartate and aminotrasferasa
cholesterol; histology tests the protective effect by reducing inflammation, apoptosis
and necrosis in both tissues (liver and intestine). The treatment combining glycine
and sucrose is beneficial to reduce the damage produced by chronic administration of
ethanol at a concentration of 5%.

Keywords: liver damage, ethanol, glycine, sucrose



2. MARCO TEORICO

2.1 Higado

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo, localizado en el cuadrante
superior derecho, bajo el diafragma y las costillas, se extiende a través del lado
izquierdo de la cavidad abdominal encima del borde superior del estdmago,
acompafnado de la vesicula biliar y sus vias ubicadas exactamente debajo del lado

derecho del higado (Figura 1).

Vena cava inferior

Lobulo
derecho e : = Lobulo izquierdo

Vesicula Biliar

Higado

Figura 1. Higado en el ser humano (Modificada de National Library of Medicine,
2007)

En un cadaver el 6rgano pesa 1500 g y en el individuo vivo 1900 g
aproximadamente, debido a la sangre contenida. Consta de dos lébulos principales,
el derecho y el izquierdo, los que estan divididos por un ligamento, llamado falciforme
y el ligamento redondo; el I6bulo izquierdo ademas tiene otros dos pequefios I6bulos:
el cuadrado y el caudado (Cortes et al., 2002).



El suministro de sangre del higado, proviene tanto del corazén como del tracto
digestivo en forma directa a través de la vena porta, y presenta irrigacion sanguinea
doble, pues recibe sangre oxigenada de las arterias hepaticas derecha e izquierda
(15%) vy sangre rica en nutrientes, nutrientes que a través de la vena porta en
ambos vasos entran por el hilio, la sangre sale del higado por las venas hepéticas,

las que drenan en la cava inferior (Fausto, 2000; Morsiani et al., 1998).

2.1.1 Células hepéticas

Los tipos celulares residentes en el higado (hepatocitos, células de Kipffer,
células estrelladas y células endoteliales) interactian entre si y con la matriz
extracelular; lo que permite mantener la estructura hepéatica normal y el

funcionamiento arménico de las células.

Las células de Kupffer son los macréfagos residentes y se cree que son
migratorias ya que no establecen uniones intercelulares con las células vecinas, se
relacionan con las células de revestimiento sinusoidal; las células estrelladas (células
de Ito) estan alrededor del sinusoide y constituyen un tercio de las células no
parenquimatosas del higado, almacenan Vitamina A, en el higado normal no son
proliferativas a diferencia de las células endoteliales que poseen receptores que
permiten la endocitosis de sustancias como lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
acido hialuronico, ademas, producen mediadores vasoactivos (endotelina-1) y
citocinas (Morland, 1983; Cohen et al., 2005).

2.1.2 Hepatocitos

Los hepatocitos son células poligonales de 20-30 um de diametro, se disponen
laminarmente, de una o dos células de espesor, segun su localizacion dentro del
lobulillo, manifiestan diferentes propiedades estructurales, histoquimicas vy

bioguimicas; ademas, no solo hacen contacto entre ellas, sino que bordean un



espacio (Espacio de Disse) y por esto se dice que el mismo hepatocito tiene distintos
dominios dentro de su citoplasma, viven alrededor de 150 dias (Higgins y Anderson,
1931). Cohen et al en el afio 2005 demuestra que en roedores la capacidad
regenerativa del higado postdafiado (ya sea por farmacos hepatotoxicos o reseccion

hepética) es alrededor de 75%, esta capacidad en humanos es mucho menor.

2.1.2.1 Dominios del hepatocito

a) Dominios laterales: Estos forman los canaliculos biliares, que son espacios
intercelulares laberinticos (1-2um de diametro); en esta zona se secreta la bilis, cuya
produccion se ve aumentada por la presencia de microvellosidaes laterales. La bilis
ahi producida es conducida hacia la periferia de los lobulillos, esta zona de la

membrana plasmatica tiene altas concentraciones de Na-K ATPasa y adenilciclasa.

b) Dominios sinusoidales: Es la cara que da hacia el espacio de Disse, también tiene
microvellosidades y es rica en receptores manosa 6-P, Na-K ATPasa y adenilciclasa,

ya que es aqui en donde el hepatocito hace su descarga endocrina (Moseley, 1996).

2.1.2.2 Organizacion del hepatocito

Lobulillo hepatico clasico: Organizado en torno a una vena central, desde las
ramas de la vena porta y arteria hepética ubicadas en la periferia la sangre va a los
sinusoides o los diferentes conductos para asi poder llegar a la circulacién central; el
acino hepatico es la unidad estructural y funcional del higado (Figura 2). El
hepatocito es un conjunto de células que rodean un dudctulo y pequefias ramas
terminales de la vena porta y de la arteria hepatica, es la base para diferenciar las
distintas zonas dentro del higado (zonas de Rappaport):



e La zona uno, representa el area de tejido hepatico que rodea en forma
inmediata al ductulo biliar y a las ramas terminales de la vena porta y la arteria
hepatica, es la que cuenta con mas abundancia de oxigeno.

e La zona dos, esta formada por el tejido hepatico.

e La zona tres, es la capa més externa y es la regién que rodea a la vena

central, esta es la mas deficiente en oxigeno.

Area Portal {(AP):
_~Yena Porta

W Conducto Biliar
,?/Amena Hepatica

\mnual vein A
w Iohule

Figura 2: Acino hepatico (Modificada de National Library of Medicine, 2007)

2.1.3 Funciones del Higado

El higado es un 6rgano muy versatil que elabora bilis, almacena glucégeno,
hierro, cobre, vitamina A y D, asi como las vitaminas del complejo B, produce
albimina y otras proteinas, muchas de éstas son esenciales para la coagulacion
normal de la sangre (protrombina y fibrinGgeno) y una sustancia anticoagulante que
es la heparina. Debido a la multiplicidad y variabilidad de funciones hepaticas, la
medicion de estas actividades es complicada, las pruebas de funcién hepatica mas
usadas son la determinacion de la bilirrubina, albimina y el tiempo de protrombina. El
nivel sérico de bilirrubina mide la conjugacion y excrecién hepatica, en cambio el
nivel de albumina y el tiempo de protrombina se relacionan con la sintesis de

proteinas (Cohen et al., 2005).



2.1.3.1 Detoxificacion de toxinas y farmacos

El higado depura muchos farmacos, segrega bilirrubina (producto de la
degradacion de la hemoglobina), y muchas otras sustancias, incluyendo enzimas. El
endotelio que tapiza los sinusoides esta provisto de poros o fenestraciones que
permiten el paso de la mayor parte de las proteinas del plasma hacia el espacio de
Disse, de esta forma las moléculas se ponen en contacto directo con la membrana
hepatocitaria y pueden difundirse o ser transportadas activamente al interior del

hepatocito (Higgins y Anderson, 1931).

En el reticulo endoplasmatico liso de los hepatocitos existe una enzima
llamada oxidasa de accion mixta, esta metila, conjuga u oxida distintos farmacos y
toxinas, y de esta forma los inactiva. Cuando se administran por tiempo prolongado
distintos farmacos, el reticulo endoplasmico liso (REL) se hipertrofia, aumentando
sus enzimas oxidantes, muchas veces también son los peroxisomas los que

detoxifican (Czachowski et al., 1999).

2.1.3.2 Metabolismo de carbohidratos

Los hepatocitos (a diferencia de las células musculares y adipocitos) son
permeables a la glucosa, lo cual facilita sus tareas y por tanto la insulina no tiene
efecto en la incorporacion de glucosa en este érgano, estos pueden transportar
glucosa desde la sangre a su interior y alli almacenarlo como glucégeno, este
proceso permite al organismo mantener niveles normales de glucosa en la sangre
(euglucemia). Por otra parte, el glucogeno es hidrolizado (glucogendlisis) por los
hepatocitos en el caso que los niveles de glucosa disminuyan por debajo de lo
normal (hipoglucemia), transportando la glucosa al espacio de Disse (Higgins y
Anderson, 1931).



Otro proceso que pueden realizar los hepatocitos es la gluconeogénesis, la
cual consiste en sintetizar glucosa a partir de otras fuentes (como aminoacidos) u
otros azucares. Este fenomeno es mediado por la propia concentracion de glucosa y
por hormonas (glucagon, epinefrina e insulina), consiste en almacenar la glucosa
excedente o bien liberarla (Czachowski et al., 1999). Todos los procesos se llevan a
cabo mediante la interconversion al metabolito de encrucijada de los carbohidratos,
gue es la glucosa-6-fosfato (G6P), cuando los niveles de glucosa en sangre son
elevados (> 6 mg/dL) el higado la incorpora y transforma el G6P para almacenarla
posteriormente en forma de glucégeno (una de las reservas energéticas de los
animales), la cantidad de glucdgeno almacenada, solo puede mantener las
necesidades de glucosa por alrededor de 6 horas (Cortes et al., 2002).

2.1.3.3 Metabolismo de proteinas

El higado también degrada aminoacidos (aa), a distintos intermediarios
metabdlicos. Los intermediarios glucogénicos son transformados a piruvato y otros
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, por ejemplo; oxaloacetato y por
tanto son precursores glucogénicos, por el contrario, los aa cetogénicos, muchos de
los cuales también son glucogénicos, son transformados a cuerpos ceténicos (Del
Monte et al., 1986).

En el higado se lleva a cabo el ciclo de la urea, en el cual el cuerpo desecha
el excedente de nitrdgeno que viene de los aminoacidos y el lactato, producto del
metabolismo anaerobio de la glucosa en musculo, que es utilizado en el higado para
la gluconeogénesis, lipogénesis y fosforilacion oxidativa. El amoniaco es téxico para
el organismo, este es producto de la accién bacteriana en el tubo digestivo y de la
desaminacion de aminoacidos realizada por los hepatocitos, también se sabe que el

hepatocito es capaz de convertir este amoniaco en urea (Morland et al., 1983).



2.1.3.4 Metabolismo de lipidos

En condiciones de requerimientos energéticos elevados, los triacilglicéridos
(TCG) son degradados a Acetil coenzima A (Ac-CoA) que posteriormente es
transformado en cuerpos cetonicos; o bien, en la situacion contraria, los &cidos
grasos se utilizan para sintetizar TG, que son finalmente almacenados en el tejido

adiposo como reserva energética (Mudrakova y Kovar, 2007).

Fosfolipidos, colesterol y cuerpos cetdnicos son almacenados en los
hepatocitos hasta que estos los descargan, este proceso se inicia cuando llegan al
higado los quilomicrones. Los hepatocitos se encargan de degradarlos en acidos
grasos Yy glicerol, posteriormente los acidos grasos se usan para sintetizar
fosfolipidos y colesterol. El higado también produce lipoproteinas de muy baja

densidad, que se descargan en el espacio de Disse (Mendenhall et al., 1993).
2.2 Intestino delgado

El intestino delgado se extiende desde el oricio pilérico, donde se continta con
el estbmago, a la unién ileocecal, donde prosigue con intestino grueso. Mide unos
720 cm de longitud, presentas muchas flexuosidades dentro de la cavidad abdominal
y se divide en tres porciones: el duodeno de sélo 20 cm de longitud, esta
relativamente fijo a la pared abdominal posterior, ya que no posee mesenterio en la
mayor parte de su longitud y por tanto es retroperitoneal. El resto del intestino
delgado se divide en yeyuno, que comprende dos quintos de longitud, e ileon, que

abarca las tres quintas restantes.

Las funciones del intestino delgado son transportar el material alimenticio
(quimo) del estbmago al intestino grueso, completar la digestion por las glandulas
accesorias, absorber los productor finales de la digestion hacia los vasos sanguineos
y linfaticos de su pared, y secretar algunas hormonas. Para desempefar estas

funciones, en particular la absorcion y secrecion digestiva, el intestino delgado



presentar ciertas especializaciones que aumentan la superficie de submucosa
(James, 1964).

Al material alimenticio en la luz del intestino delgado se agregan las
secreciones de muchas glandulas. Estas son de tres tipos principales:

1. Glandulas intestinales. Ubicadas en intestino delgado y grueso.

2. Glandulas submucosas. Se localizan en el duodeno, son del tipo tubular
compuesto y se denominan glandulas duodenales (de Brunner), suelen ser
mas extensas en la primera porcién del duodeno, cerca del piloro.

3. Glandulas situadas fuera del tubo digestivo, pero que envian sus secreciones
hacia la luz de éste por un sistema de conductos. Estas glandulas son el
higado y el pancreas, y ambas liberan sus secreciones exocrinas hacia el

duodeno (Lesson et al., 1990).

2.2 Histologia de duodeno

Las especializaciones aumentan la superficie e incluyen pliegues circulares,
vellosidades que cubren la superficie de éstas, criptas o glandulas intestinales que se
originan por un proceso de invaginacién de epitelio superficial, y microvellosidades,
gue son prolongaciones digitiformes de la superficie apical de las células intestinales
(Patrick et al., 1974)

Las vellosidades son pequefias prolongaciones digitiformes o en forma de hoja
de la membrana de la mucosa, de 0.5 a 1.5 mm de longitud, que sélo se encuentran
en el intestino delgado. Cada una esta cubierta de epitelio y tiene un ndcleo de
lamina propia celular, muchas de cuyas células pertenecen al sistema inmunitario. En
el nucleo ay una arteriola y una vénula con una red capilar, y un vaso linfatico o
quilifero central. Las vellosidades varian en forma y altura, en las diferentes regiones,
las del duodeno son estructuras anchas en forma de espatula, se acortan con la

distension y el estado de contraccion de las fibras musculares lisas del intestino,



estas prolongaciones por evaginacién aumentan la superficie de la mucosa de 5 a 10
veces y representan una poblacién total de unos 4 millones, en proporcion de unos
40 por mm? (Wright et al.,, 1990). Entre las vellosidades, estan las pequefias

aberturas de las glandulas tubulares simples llamadas criptas.

Las criptas o glandulas intestinales (de Lieberkiihn) son estructuras tubulares
que se abren entre las bases de las vellosidades, tienen de 0.3 a 0.5 mm de
profundidad y se extienden profundamente hasta la muscular de la mucosa, el
epitelio que reviste las criptas se continla con el que cubre las vellosidades. Las
funciones generadora y secretora de la cripta se ven reflejadas por la naturaleza de
sus tipos celulares, que incluyen algunas células con funcion de absorcion, células
indiferenciadas, células de Paneth, células mucosas y células enteroenddcrinas
(Patrick et al., 1974).

Las glandulas submucosas (Brunner) del duodeno estan formadas por células
cubicas altas con nucleos oscuros, aplanados y basales, y citoplasma claro
vacuolado. Las porciones glandulares se contindan con conductos revestidos por
células cubicas bajas, que penetran la muscular de la mucosa para desembocar en
las células intestinales (Ahnen et al.,, 1994). Estas glandulas secretan un moco
alcalino (pH 8.2 a 9.3). La secrecion acida gastrica pueden producir erosion de la
mucosa duodenal, y la secrecion de las glandulas submucosas la protege contra esto
por la alcalinidad de su moco y, posiblemente, por la capacidad amortiguadora del
bicarbonato que contiene, que reacciona con el acido clorhidrico para formar cloruro
de sodio y acido carbdnico. Las células de las glandulas de Brunner contienen
urogastrona, péptido que inhibe la secrecion de acido clorhidrico en el estbmago y
también estimula la proliferacion del epitelio. Esto dltimo sirve para estimular la
renovacion rapida de las células epiteliales dentro de las criptas intestinales (Jeffery
et al., 1997).



Las glandulas de Brunner producen activamente un factor de crecimiento
llamado factor de crecimiento epidermoide (EGF), factor con posibilidad de acelerar
la reparacion tisular, en particular la cutanea, revisando la fisiologia del EGF en el
tubo gastrointestinal, Playford en 1995 lo ha clasificado como un «factor de vigilancia
luminal», argumentando que su funcion es la de asistir de forma inmediata ante la
pérdida de la integridad epitelial, y la de contribuir a la preservacion de la
homeostasia metabolica y poblacional de estructuras luminales y posiblemente
extraluminales. De este modo, la continua presencia del EGF en el tubo
gastrointestinal parece conferir un estado constitutivo de citoproteccion o defensa

“antiestrés” (Berlanga et al., 1999).

2.3 Etanol

El etanol o etil alcohol, es una droga que actda a nivel de sistema nervioso
central y afecta a las principales funciones psicomotoras a través de una serie de
complejos procesos fisicoquimicos y metabdlicos (Gessner, 1993). El metabolismo
del etanol genera una curva metabdlica compuesta por varios pasos, asi, en su
oxidacion el primer metabolito que encontramos es el acetaldehido, la obtencién de
este compuesto esta catalizada por diferentes enzimas, de forma que en la oxidacion
del etanol intervienen, en mayor o menor grado, la alcohol deshidrogenasa (ADH), el
sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS) y el enzima catalasa. En cuanto
al metabolismo del acetaldehido, la enzima implicada es la alcohol deshidrogenasa y
mediante su accidn se obtiene acetato, los ultimos productos de este metabolismo
son el diéxido de carbono (CO2) y el agua (H20) (Lamboeuf et al., 1981; Gessner,
1993).

El consumo de etanol produce un estado hipermetabdlico en el higado que es
caracterizado por el aumento de la respiraciéon mitocondrial, la cual es impulsada por
la gran demanda para la reoxidacion del NADH, que se produce durante el
metabolismo de este agente por la ADH citosolica (Adachi e Ishii, 2002); también el

MEOS comprende reacciones quimicas de 6xido reduccion, las cuales producen
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moléculas altamente inestables llamadas radicales libres de oxigeno, como son el
anion superéxido (O2), el peroxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH")
(Naniji y French, 2003).

2.3.1 Aspectos farmacocinéticos

Los procesos que se dan en el organismo tras la ingesta de etanol pueden ser
divididos en tres fases: la fase de absorcién, la de difusidon o distribucion y la de
eliminacién (Kalant, 1971; Gessner, 1993). Durante la primera fase, el etanol es
absorbido en las partes altas del tracto gastrointestinal por difusiébn necesaria en la
digestién precedente realizada por enzimas hidroliticas, sin embargo, no se puede
excluir una oxidacion parcial por parte de la alcohol deshidrogenasa en la mucosa

gastrointestinal (Lamboeuf et al., 1981).

Los factores que pueden mediar el rango de absorcion son: a) La cantidad y
composicion en cuanto a aditivos del alcohol, b) la concentraciébn de la bebida
alcohdlica y c) la ingesta de alimentos. Durante la fase de difusién el alcohol es
distribuido en los tejidos en proporcion sobre todo a su contenido en agua, agua
intersticial e intracelular, mas sangre. En la ultima fase, la fase de eliminacion, el
aspecto mas importante que se puede observar es un decremento en las
concentraciones del etanol en sangre, aproximadamente un 90% de la eliminacién es
realizada por la oxidacion del etanol a diéxido de carbono y agua que representa el
paso principal (Kalant, 1971).

2.3.2 Oxidacion hepatica del etanol
El etanol es eliminado del organismo casi exclusivamente por oxidacion, este
procesos se da principalmente en el higado, mediado por la alcohol deshidrogenasa

(ADH) citosodlica, asi, el alcohol es metabolizado enzimaticamente por la ADH
primero a acetaldehido y después por la alcohol deshidrogenasa a acetato, por otra
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parte, una pequefia porcion de ese etanol, un 10% o menos, puede ser metabolizado
por rutas alternativas, como la via de oxidacion microsomal o la via de la catalasa
(CAT) (Lamboeuf y De Saint, 1980). La ADH cataliza la conversion reversible del
etanol a sus correspondientes aldehidos y cetonas con el nicotinamida adenin

dinucleotido (NAD*) como cofactor.

Etanol + NAD* €= acetaldehido + NADH + H*

Ecuacion 1. Primer paso de la oxidacion del etanol

De este modo, oxida el etanol a acetaldehido por medio de la transferencia de
hidrogenos desde el sustrato al cofactor (NAD*) dando lugar en la conversion a su
forma reducida, el nicotinamida adenin dinucleétido reducido (NADH). La conversién

quedaria expresada en la siguiente igualdad (Mudrakova y Kovar, 2007).

NAD" + 2H <-> NADH + H*

Ecuacién 2. Segundo paso de la oxidacion del etanol

2.4 Estrés oxidativo y radicales libres

Cuando los sistemas de defensa naturales del cuerpo conocidos como
antioxidantes se utilizan como proteccion de los radicales libres (RL) y son superados
por la excesiva formacion de especies de oxigeno reactivo como el superoxido, el
peréxido de hidrégeno y el radical hidroxilo, se incrementa el estrés oxidativo. Las
especies de oxigeno reactivo son generados continuamente como subproductos del
metabolismo del etanol, el metabolismo aerdbico, exposicion a luz ultravioleta,
hipoxia, contaminacion y mecanismos de estrés. El estrés oxidativo dafa a las
membranas celulares, causa inflamacion celular, disminuye la fluidez de la
membrana, impide el cuidado del gradiente i6nico y favorece a la inflamacién de los
tejidos y produce cambios en las proteinas y mutaciones en el ADN (Kelly et al.,
1996).
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El sistema antioxidante de defensa en el cuerpo podria ser mejorado con la
suplementacién con vitaminas, minerales o amino4cidos antioxidantes, disminuyendo
el estrés oxidativo y resultando en la disminucion del dafio a los tejidos y dafios a la
salud asociados con el estrés oxidativo. En personas con alcoholismo éste estrés
oxidativo altera la funcion hepética por la inflamacién producida, llevando consigo el

desarrollo de fibrosis en etapas crénicas (Rodriguez-Peron et al., 2001).

La medicion del estrés oxidativo se realiza por medio de:

e La determinacibn de productos terminales de la accion oxidante sobre
macromoléculas; un método para medir perdxidos lipidicos es el
malondialdehido (MDA).

e La medicién del estado oxidativo que refleja el balance entre el sistema
oxidante y pro- oxidante en las diversas patologias (Rodriguez-Perén et al.,
2001).

Un radical libre (RL) es cualquier molécula que contiene uno o mas electrones
no apareados, lo que los hace sumamente reactivos y capaces de dafiar otras
moléculas, produciendo una reaccién en cadena que causa dafio oxidativo. (Clarkson
y Thompson, 2000). Los RL se producen continuamente por medio de reacciones
bioquimicas de oxido-reduccién que se dan por el metabolismo normal de las células
(Rodriguez-Perén et al., 2001). El mecanismo oxidante de los RL esté intimamente
ligado a su origen, por lo cual sigue una secuencia de reacciones en cadena. En
estas reacciones, una molécula muy reactiva es capaz de reaccionar con otra
molécula no reactiva, induciendo en esta ultima la formacion de un RL listo para
iniciar un nuevo ataque nucleofilico, y asi de manera sucesiva (Wu y Cederbaum,
2003).

Cuando en la célula existe un aumento importante en la generacion de

especies reactivas del oxigeno, ya sea por la disminucion de los mecanismos de

13



defensa o como consecuencia de una sobreproduccion de los mismos, las especies
reactivas del oxigeno atacan a las macromoléculas (proteinas, &cidos nucleicos y
lipidos), que componen a la célula, estas alteraciones comprometen el
funcionamiento celular que puede derivar en un dafio irreparable (Gutiérrez y
Morales, 2006).

La completa degradacion de los lipidos (lipoperoxidacion) es un indicador de
dafio oxidativo, los fosfolipidos presentes en las membranas de los acidos grasos
polinsaturados son particularmente sensibles al ataque por el radical OH y otros
oxidantes (Devlin, 2002). Un solo radical OH puede resultar en la peroxidacion de
varias moléculas de acidos grasos polinsaturados, ademas del dafio celular por la
destruccion de las membranas, la lipoperoxidacién puede resultar en la formacion de
productos reactivos, asimismo pueden reaccionar provocando un dafio a las
proteinas y al ADN, ocasionando la ruptura de la cadena del mismo, el traslado de
nucledtidos y una variedad de modificaciones en las bases organicas de los
nucleodtidos (Wu y Cederbaum, 2003).

La peroxidacidn lipidica se estimula por el etanol, asi los RL para completar su
par electrénico pueden reaccionar con otro radical, o bien sustraer un electron de
otra molécula (por ejemplo, un &cido graso poliinsaturado), la cual se convierte
entonces en un radical. Asi cuando se origina el radical lipidico la molécula sufre
inmediatamente un reajuste molecular produciéndose un dieno conjugado que puede
reaccionar con el oxigeno y formar un radical pé’roxilo (ROO ). Este radical puede
formar de nuevo un radical libre lipidico y un hidroperéxido, por tanto, una vez
iniciada la peroxidacion lipidica, tiene lugar una reaccion en cadena de produccion de
radicales libres que lleva a la formacion de peroxidos organicos a partir de los acidos
grasos polinsaturados, propagandose el dafio oxidativo, lo cual dafa la cadena
respiratoria mitocondrial y también la sintesis de la energia en los hepatocitos
(Gutiérrez y Morales, 2004)
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2.5 Dafio hepatico

Se define como cualquier dafio persistente al parénquima hepatico capaz de
producir un dafio morfologico y/o funcional, clasicamente describe la inflamacion y
necrosis que persiste en el tiempo como la causa de fibrosis y regeneracion nodular
(cirrosis), la distorsion vascular y la fibrosis que afecta los vasos sanguineos conduce

a la hipertension portal (Cortes et al, 2002).

La integridad del hepatocito se evalla a través de la medicion de la Aspartato
Aminotransferasa (AST) y Alanino Aminotransferasa (ALT), y es por esto que se
elevan en la necrosis de las células hepaticas. La disfuncion hepatica es la alteracion
de cualquiera de estos patrones, estas aminotransferasas, también Illamadas
transaminasas, se evallan en examenes de sangre, estas se alteran en caso de
dafio a las células hepdticas; la elevacion de estas enzimas indica muerte (necrosis
0 apoptosis) de los hepatocitos por inflamacion hepatica, sin embargo hay otros
mecanismos que pueden producir el mismo efecto, como la isquemia hepética
(Moseley, 1996).

Existen trabajos experimentales que apuntan a que la fisiopatologia del dafio
hepatico por alcohol es multifactorial, ya que el acetaldehido es generado tanto en la
metabolizacion del alcohol por la alcohol deshidrogenasa, como en el sistema MEOS
(sistema enzimatico oxidante microsomal), por lo que su nivel plasmatico se eleva
después de la ingesta, hasta ser extremadamente toxico y reactivo:

1. Se une a fosfolipidos, residuos de aminoacidos y grupos sulfidrilos.
Depolimeriza proteinas de la membrana plasmaética.
Favorece la lipoperoxidacion.

Se une a tubulina, dafiando los microttbulos del citoesqueleto.

ok~ 0N

Estimula la sintesis de procolageno tipo | y fibronectina en células de Ito.

La ingestion crénica aumenta el consumo de oxigeno, por reoxidaciéon del

NADH, el aumento de requerimiento de oxigeno, produce una gradiente de oxigeno
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mas pronunciada a lo largo del acino, por lo que las células de la zona 3 se ven mas
expuestas a la necrosis, en esa zona es también donde hay mayor concentracion de
alcohol deshidrogenasa y donde los cambios en el potencial redox son mayores
(Mendenhall et al., 1993). La presencia de grasa en el higado alcohdlico crénico, se
produce mediante diversos mecanismos segun el tipo de ingesta: en la ingesta
aguda masiva, la grasa proviene de movilizacion desde la periferia. En la ingesta
cronica y prolongada, la acumulacién proviene de un aumento en la sintesis y una

menor degradacion de acidos grasos en el higado (Czachowski et al., 1999).
2.6 Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia que hallandose en bajas concentraciones
con respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la oxidacion de dicho
sustrato (Halvorsen et al., 2002). El cuerpo cuenta con sistemas antioxidantes que
dependen de la ingesta de vitaminas antioxidantes y minerales, asi como de la
producciéon endoégena de numerosas enzimas involucradas en eliminar los radicales
libres, a los cuales se les cede un electrén, neutralizando asi su accién oxidante
(Rodriguez et al., 2001). Los antioxidantes se clasifican en exdgenos y enddgenos
(Tabla 1).

Antioxidantes | Glutation, coenzima Q10, |Son enzimas de degradacién que
Endégenos |enzimas como la eliminan los compuestos dafiados por
superoéxido dismutasa los radicales libres (RL) y catalizan

(SOD), catalasa, glutation |desactivaciones de los RL generados.

peroxidasa. Provienen del organismo.
Antioxidantes | Vitamina E, C, A, Son compuestos no enzimaticos que
Exd6genos Flavonoides. los obtenemos de la dieta.

Tabla 1. Clasificacion de los Antioxidantes (Rodriguez-Peron et al., 2001).

16



La SOD proviene de una familia de metaloproteinas presente en todas las
células, representa la primera linea de defensa acelerando la reaccién del anién Oz a
H20:2 (Devlin, 2002). La catalasa se encuentra principalmente en los peroxisomas, los
cuales sirven para eliminar el H202 catalizando una reaccion entre dos moléculas de

este radical, resultando en la formacion de agua y oxigeno (Nanji y French, 2003).
2.6.1 Glicina

La glicina o acido aminoacético es el aminoacido mas simple del cuerpo,
consiste en una sola molécula de carbono unida a un grupo amino y a un carboxilo,
se encuentra en todas las formas de vida, aunque la mayor parte se localiza en la
proteinas, también se encuentra libre en fluidos del organismo humano (Serrano et
al., 1992). La glicina de la dieta protege al organismo frente a shock tanto por pérdida
sanguinea como por endotoxinas, reduce la concentracion de alcohol en el estbmago
y aumenta la recuperacion de la hepatitis producida por alcohol, disminuye el dafio
hepético inducido por farmacos hepatotoxicos y bloque la apoptosis y en el rifidn
disminuye la nefrotoxicidad originada por farmacos inmunosupresores y previene la
hipoxia y la formacién y accion de radicales libres. Es Util en el tratamiento de
enfermedades con procesos inflamatorios ya que disminuye la formacién de citocinas
como el factor de necrosis tumoral tipo alfa generado por la activacion crénica de la
cadena respiratoria.

El efecto de la glicina sobre las actividades antioxidantes, se deriva del
blogueo ejercido por este aminoacido sobre la activacion de las células de Kupffer
productoras de RL tanto de oxigeno como de nitrdgeno y de citocinas, cuyas
concentraciones se incrementan en condiciones de dafio por isquemia (Matilla et
al, 2002). Estudios anteriores a este han demostrado que la administracion de glicina
previene varias formas de lesidn hepatica, como es el caso de la necrosis y la
inflamacion desarrollada en la fase temprana durante la administracion cronica de
etanol, el mecanismo de proteccion de este aminoacido contra la lesion involucra a
las células de Kupffer (Yin et al, 1998; Ishizaki et al, 2004).
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Existen dos mecanismos propuestos por los cuales la glicina protege al higado
del dafio producido durante el consumo de etanol, el primero se debe a la capacidad
de este aminoacido de reducir el estrés oxidativo aumentando los niveles de SOD y
catalasa en el higado y los niveles séricos de vitamina C y E cerca de las
concentraciones normales (Senthilkumar et al, 2004). El segundo mecanismo de
hepatoproteccion de este aminoacido es que activa los canales de cloro ocasionando
una disminucién de la concentracion intracelular de Ca*? en las células de Kupffer,
las cuales hiperpolarizan la membrana celular, haciendo mas dificil la apertura de los
canales de Ca*™ dependientes de voltaje, ademas de inhibir la activaciéon de

macrofagos y la inhibicion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Las funciones de la glicina se deben a su pequefio tamafio y a la falta de una
cadena lateral significativa, que podria afectar a las caracteristicas fisicas de este
aminoacido por impartir carga, hidrofobicidad y otras limitaciones estructurales, estas
propiedades permiten a la glicina desempefiar un papel importante en la estructura
de ciertas proteinas y actuar en varias funciones celulares como un modificador
biolégico. La glicina es un osmoprotector contra estrés originado por altas
temperaturas, desecacion y ambientes con diferentes toxicos concentrados (Matilla
et al., 2002).

Los canales i6nicos son poros proteicos dentro de la membrana celular que
transfieren iones a lo largo de un gradiente electroquimico. Estan ampliamente
distribuidos y tienen un papel clave en el mantenimiento de la integridad celular
(Laniado et al., 1997). Sus funciones fisiologicas incluyen: regulacion del volumen
celular, estabilizacion del potencial de membrana, transduccion de sefales,
transporte transepitelial y acidificacion de organulos intracelulares (Jentsch et al.,
1997). Los canales idnicos estan regulados por estimulos tales como el i6n calcio,

AMPc, pH, ligandos extracelulares y voltaje transmembrana.
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El receptor de glicina es un complejo pentamérico que forma un canal
transmembrana selectivo de cloro que se expresa predominantemente en la médula
espinal y cerebro (Rajendra et al., 1997). En dichas regiones la glicina actia como un

neurotransmisor inhibidor.

La glicina ejerce su acciéon inhibidora por uniébn a su receptor que esta
ampliamente localizado en las membranas neuronales postsinapticas (Araki et al.,
1961). La sefal inhibidora postsinaptica bloguea la accion despolarizadora de la
neurotransmision por incremento de la permeabilidad al CI- a través de la membrana
neuronal postsinaptica. Igualmente se ha demostrado que una amplia variedad de
células involucradas en la inflamacion (células de Kupffer, macréfagos alveolares y
neutréfilos) también contienen canales de cloro sensibles a glicina(lkejima et al.,
1997). La glicina provoca por hiperpolarizacién de la membrana plasmatica de
leucocitos una menor sensibilidad a los estimulos inflamatorios tales como

endotoxinas y posiblemente a una amplia variedad de factores de crecimiento.

La glicina al activar los canales de cloro sensibles a este aminoacido de la
membrana plasmatica de las células de Kupffer y otras células de la serie blanca
origina un influjo de iones cloro conduciendo a la hiperpolarizacion de la membrana.
Con la produccion de estimulos externos tales como endotoxinas, se produce un
influjo dependiente de voltaje de calcio libre extracelular a través de canales
dependientes de voltaje. Este incremento en el calcio intracelular es impedido debido
al estado de hiperpolarizacion de la membrana plasmatica creado por la interaccion
de la glicina con su receptor. De esta manera se bloquea la producciéon de sefales
intracelulares y la produccion de citoquinas que son dependientes del incremento del
calcio intracelular, lo que previene la cascada de produccion de citoquinas
inflamatorias que sigue a la activacion de las células de Kupffer y otros tipos de

células sanguineas que contengan este tipo de receptor (Wheeler et al., 1999).
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El efecto de la glicina sobre las actividades de las enzimas antioxidantes,
podria derivar del blogqueo ejercido por este aminoacido sobre la activacion de las
células de Kupfferl (Ikejima et al., 1996), productoras de radicales libres tanto de
oxigeno como de nitrégeno y de citocinas, cuyas concentraciones se incrementarian
en condiciones de dafio por isquemia/reperfusion provocado por shock hemorragico
agudo. Dicho bloqueo impediria la actuacion de estos factores sobre las enzimas
antioxidantes, con la restauracion de valores proximos a controles, tanto de la

actividad como de los ARNm, de dichas enzimas.

Las células de Kupffer del higado constituyen el 80% de los macrofagos
residentes en el organismo. La glicina bloquea el proceso inflamatorio sistémico que
se origina en una amplia variedad de estados patoldgicos tales como trauma, shock
hemorragico, sepsis, quemados y procesos de isquemia/reperfusion, debido a la
activacion de macrofagos que liberan potentes mediadores inflamatorios tales como
citoquinas toxicas y eicosanoides, los cuales desempefian un importante papel en la

respuesta inflamatoria progresiva (Goris et al., 1985).

Se ha demostrado que los macrofagos son activados por endotoxinas, por la
hipotensién sistémica y por los sucesivos procesos de
isquemia/reperfusion(Bouwens, 1988). Ademas, la lesion de la mucosa intestinal
causada por hipoperfusion/reperfusion conduce a la traslocacion bacteriana y
aumento de endotoxinas que son potentes activadores de macrofagos (Jaeschke et
al., 1991).

2.7 Sacarosa

La sacarosa 0 azucar comun es un disacarido formado por alfa-glucosa y
beta-fructosa, su nombre quimico es: alfa-D-glucopiranosil(1->2)-beta-D-
fructofurandsido con férmula quimica (Ci2H22011), en la naturaleza se encuentra en

un 20% del peso en la cafia de azucar y en un 15% del peso de la remolacha

20


http://es.wikipedia.org/wiki/Az%C3%BAcar
http://es.wikipedia.org/wiki/Disac%C3%A1rido
http://es.wikipedia.org/wiki/Ca%C3%B1a_de_az%C3%BAcar
http://es.wikipedia.org/wiki/Remolacha_azucarera

azucarera, de la que se obtiene el azicar de mesa. La miel también es un fluido que

contiene gran cantidad de sacarosa parcialmente hidrolizada.

Investigaciones realizadas anteriormente muestran que los efectos de la
administracion aguda de etanol alteran la funcion y la morfologia del parénquima
hepatico (Cortes et al, 2002), estas alteraciones se ven modificadas por la accidon de

hidratos de carbono.

Especificamente con la administracién de sacarosa se observa la reversion
parcial de los dafios causados el tejido hepético por la administracion de etanol,
evidenciando que otros hidratos de carbono son ineficaces en la evolucion de los
efectos de la administracion de etanol sobre el dafio hepético (Gutiérrez-Salinas et
al., 1996).
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El consumo de etanol de forma aguda o crénica lleva consigo el aumento en la
tasa de produccion de radicales libres en el organismo (Stolz et al., 1999), lo que
conlleva el desarrollo de distintas patologias entre las mas importantes, la cirrosis
que es considerada una enfermedad relacionada con pérdida de tejido hepatico
provocada por alteracion difusa de la estructura hepatica normal, este proceso como
resultado final del consumo de etanol en forma cronica, mostrando un dafio
irreversible (Rivera et al, 2006), la ingestion de etanol ha aumentado tanto a nivel
nacional como mundial teniendo como consecuencia el aumento de enfermedades
hepaticas (cirrosis). Este problema ha sido evidenciado en diferentes estudios
experimentales en modelos animales, en los cuales se ha demostrado que el dafio al
tejido hepatico conlleva el desarrollo de mudltiples factores que desencadenan
patologias (Kelly et al., 1996), ya que el higado realiza actividades de suma
importancia en el organismo. Datos previamente obtenidos por nuestro grupo de
investigaciébn demuestran que la ingesta habitual de etanol en solucién acuosa al 5%
por via intragastrica provoca un dafio aun mayor al tejido hepatico y a nivel sistémico

que la administracion de etanol al 40% también en ingesta habitual (L6pez, 2007).
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4. JUSTIFICACION

El consumo de etanol es un problema de salud publica en nuestro pais y
particularmente en el estado de Hidalgo, debido a que coexisten estas adversidades
junto con la ausencia en la informacion acerca del consumo crénico de etanol y la
respuesta de los sistemas hepatoprotectores que se conocen actualmente, por lo que
se realiza este proyecto de investigacion; ya que recientemente se ha manifestado
que las alteraciones hepaticas y de otra indole se asocian a un proceso oxidativo
celular, es necesario adquirir mayor conocimiento acerca de sustancias que tienen
efectos hepatoprotectores; por lo que la finalidad de esta investigaciébn es aportar
conocimientos sobre este efecto tanto con la glicina como con la sacarosa siendo
estos compuestos de facil adquisicion y bajo costo, contribuyendo asi a disminuir el
inicio del dafio hepéatico o mejorar el tratamiento de padecimientos hepéticos ya

existentes.

5. HIPOTESIS

Si el etanol ocasiona dafio al higado por la produccién de RL, y la glicina es un
importante antioxidante, entonces, la glicina protegera al higado del dafio ocasionado
por RL durante el consumo crénico de etanol. Por otra parte, se ha demostrado el
efecto hepatoprotector de la sacarosa, probablemente el mecanismo se deba a que
protege a las glandulas de Brunner que se localizan en el duodeno, y en
consecuencia ejerza un efecto protector al higado durante el consumo crénico de

etanol.
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6. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto hepatoprotector de la glicina y la sacarosa en la

administracion crénica de etanol en un modelo animal.

Objetivos especificos

1. Determinar los niveles séricos de glucosa, albumina, triacilglicéridos, colesterol y
bilirrubina en ratas con consumo crénico de etanol y la administracion de glicina y/o

sacarosa.

2. Determinar la actividad sérica de las enzimas AST y ALT de ratas con consumo

cronico de etanol y la administracion de glicina y/o sacarosa.

3. Determinar la ganancia de peso en ratas con consumo cronico de etanol y la

administracion de glicina y/o sacarosa.

4. Identificar las alteraciones histolégicas del duodeno en ratas con consumo crénico
de etanol y la administracién de glicina y/o sacarosa, esto como indicador del efecto

protector de la sacarosa a las glandulas de Brunner.
5. Realizar un estudio histologico de higado en ratas con consumo crénico de etanol

y la administracion de glicina y/o sacarosa, para identificar el efecto protector de la

sacarosa y de la glicina.
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7. METODOLOGIA

7.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso promedio de 330 + 20
g., se mantuvieron bajo condiciones ambientales constantes con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas con libre acceso a agua y alimento en el Bioterio del

Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

7.1.1 Grupos experimentales

Los animales se agruparon de la siguiente manera:

a) Grupo control: ratas sin ningun tipo de tratamiento con dieta y agua ad libitum.

b) Grupo etanol (EtOH): ratas con ingestion de etanol a dosis de 1.5-2 g./kg peso
en solucién acuosa 5% v/v via oral y dieta ad libitum.

c) Grupo EtOH + glicina (Gly): ratas con administracion de solucién de Gly (0.6
g/kg. peso, solucion fisiolégica 1:1 m/v) via intragastrica + ingestion de EtOH
(1.5-2 g./kg peso en solucién acuosa 5% v/v) via oral media hora después de
la administracion de Gly.

d) Grupo EtOH + sacarosa: ratas con administracion de solucion de sacarosa (2
g, solucion fisiolégica 1:1 m/v) via intragastrica + ingestion de EtOH (1.5-2
g./kg peso en solucion acuosa 5% v/v) via oral media hora después de la

administracion de sacarosa.
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e) Grupo EtOH + Gly + sacarosa: ratas con administracion de solucién de Gly +
sacarosa (0.6 g/kg. peso + 2g sacarosa, solucion fisiolégica 1:1 m/v) via
intragastrica + ingestion de EtOH (1.5-2 g./kg peso en solucion acuosa 5% v/v)

via oral media hora después de la administracion de Gly + sacarosa.

Tanto las dosis de etanol como la de Gly y sacarosa fueron Unicas, todas las
ratas bajo anestesia inhalatoria (se coloco a la rata en la camara de anestesia,
impregnada con éter etilico) se sacrificaron por decapitaciéon al cabo de los 3 meses
de tratamiento, posteriormente se les extirpd el higado y la primera porcién del

intestino delgado (duodeno) para realizar andlisis de microscopia de luz.

7.2 Obtenciéon de muestras

Al transcurrir las 12 semanas del tratamiento, los animales fueron sacrificados
por decapitacion, obteniéndose inmediatamente muestras de sangre y diversos
tejidos (higado e intestino delgado) para realizar los siguientes procedimientos
analiticos como se muestra a continuacion:

a) Obtencion de peso: Cada dia (5 dias de 7 a la semana) las ratas fueron
pesadas para valorar ganancia o pérdida de peso durante el desarrollo de la
investigacion.

b) Obtencidon de suero: Después de decapitar a las ratas, se recolect6 la sangre

en un tubo vancutainer con gel separador de plasma, el cual se centrifug6 a
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d)

f)

3500 rmp durante 10 minutos en una centrifuga clinica, obteniéndose el suero,
almacenado a -70°C hasta su posterior analisis.

Obtenciéon de tejidos: Posterior a la decapitacion, se les realizé una cirugia
abdominal a las ratas, obteniendo los siguientes tejidos: higado, e intestino
delgado (predominando duodeno) los cuales fueron utilizados para estudio
histoldgico por microscopia de luz.

Determinacion de metabolitos en suero: La concentracion sérica de la glucosa,
albumina, triacilglicéridos, colesterol y bilirrubina directa se llevé a cabo
utilizando el suero obtenido, las determinaciones se realizaron empleando Kits
especificos para cada determinacion cuantitativa marca Spinreact, siguiendo
las instrucciones del fabricante (Anexo 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente).
Ensayos de actividad enzimatica en suero: Se determind la concentracion
sérica de las enzimas marcadoras de dafio hepatico AST y ALT utilizando
estuches de reactividad especificos para cada determinacion cuantitativa
marca SpinReact, siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 6 y 7
respectivamente), la actividad enzimatica se reportardn como unidades
internacionales por litro (U/L).

Microscopia de luz: Se utilizaron las muestras de los tejidos (higado e intestino
delgado) de cada grupo experimental para ser analizadas por microscopia de
luz.

Cada muestra fue fijada en formaldehido (10% en solucion isotonica), fueron
embebidas en parafina y tefiidas con hematoxilina-eosina y colorante
tricrémico de acuerdo a Mascorro et al., (1976).

Los criterios a evaluar en la microscopia electronica para higado y duodeno
son desorganizacién hepatocelular, inflamacién, apoptosis, indice mitético,

esteatosis y necrosis.
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7.3Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados por el programa informéatico Sigma Plot (version
10), calculando mediante este programa la media y el error estandar en cada grupo
experimental, a través de la prueba t de “student” se evalué la diferencia entre cada
uno de los grupos experimentales. Todos los valores fueron expresados como
promedio * el error estandar, tomando en cuenta un valor de p < 0.05 para

interpretarlo como estadisticamente significativo.

7.4 Aspectos éticos

La realizacion de la presente investigacion dispuso de las obligaciones éticas
sefialadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, donde sefala las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio para tenerlos en éptimas condiciones y evitar dafios fisicos dado que
estos animales de laboratorio proporcionan informacién que servird de ayuda para

mejorar la salud y la calidad de vida de los pacientes con dafio hepatico.
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7.5 ESQUEMA METODOLOGICO

15 ratas Wistar macho, 12 semanas de edad,
330 £ 20 g. 22 — 24 °C con dieta ad libitum

Grupo en estudio
n=15

Grupo
Control
n=3

Grupo 1
n=3

Grupo 2
n=3

Grupo 3
n=3

Grupo 4
n=3
[

Etanol (1.5-2 g./kg
peso 5% v/v)

5% v/v) + glicina
(0.6g/kg. peso)
Via intragastrica

Etanol (1.5-2 g./kg peso

Etanol (1.5-2 g./kg
peso 5% v/v) +
Sacarosa (29.)

Via intragastrica

Etanol (1.5-2 g./kg peso
5% v/v) + Sol. Glicina
(0.6g/kg peso) + Sol.

Sacarosa (29.)

Via intragastrica

Centrifugacion 3500

Determinacion de peso

Decapitacion
I

Obtencidon de muestras

Determinaciéon
concentracion de
metabolitos

rpm/10 min
Higado e
Suero Sangre Tejidos intestino delgado
I (duodeno)

Glucosa, albumina, TCG,
colesterol y bilirrubina

Determinacién de
actividad enzimatica
ASTyALT

Estudio histolégico
Microscopica de luz
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8. RESULTADOS

8.1 Cuantificacién del peso

Al cuantificar el peso de las ratas se encontrd un incremento
estadisticamente significativo (p<0.05) para el tercer mes con respecto al peso

inicial o cuantificado tanto en el primer mes como en el segundo.

W Control

W Gpo 1 Gly+EtOH

M Gpo 2 Sac+EtOH

W 5po 3 Gly+5ac+EtOH

Gpo 4 EtOH

INICIAL MES 1 MES 2 MES 3

Figura 3. Cuantificacion de peso. Los resultados se expresan como el promedio +
error estandar. *p<0.05 comparado contra el mes 1, °p<0.05 comparado contra el
mes 2 y ~p<0.05 comparado contra el peso inicial; n=3.
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8.2 Cuantificacion del consumo de etanol

La ingesta de etanol en el proceso experimental se encontré6 con un
aumento gradual estadisticamente significativo (p<0.05) para todos los grupos de
estudio (1, 2, 3y 4) en relacidon con el consumo promedio del primer mes (30, 27,
41 y 90% respectivamente), sin embargo para los grupos 2 y 4 también se
encuentra este incremento estadisticamente significativo (p<0.05) en comparacion

con el consumo de etanol en g/kg del segundo mes de experimentacion.

20
*0
18
15
14

12

10

& kg de EIOH

B Gpo 1 Gly+EtOH
B Gpo 2 Sac+EtOH
M Gpo 3 Gly+Sac+EtOH

O Gpo 4 EtOH

ler. Mes 2do. Mes Zer. Mes

Figura 4. Cuantificacion del consumo de etanol. Los resultados se expresan como
el promedio + error estandar. *p<0.05 comparado contra el mes 1 y °p<0.05
comparado contra el mes 2; n=3.

8.3 Determinacién de glucosa sérica

La glucosa sérica aumento significativamente (p < 0.05) en los grupos 2, 3y
4 con respecto al grupo control, aunque también se encontré esta diferencias

estadisticamente significativa (p < 0.05) en el grupo 3 con respecto al grupo 4, la
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combinacion de glicina y sacarosa mantiene los valores de glucosa por encima de
los valores normales.
116
114

112

-

—

[=1
1

mg/dL de Glucosa

104

102 4

100 -
Control 1. Gly+EtOH 2. Sac+EtOH 3. Gly+Sac+EtOH 4. EtOH
Grupos

Figura 5. Determinacion de glucosa sérica. Los resultados se expresan como el
promedio * error estandar. *p<0.05 comparado con el grupo control, **p<0.05
comparado con el grupo 3y °p<0.05 comparado con el grupo 4; n=3.

8.4 Determinacion de albumina sérica
La albumina sérica aumenté significativamente (p < 0.05) en todos los

grupos de estudio con respecto al grupo control, no encontrandose una diferencia

entre el aumento de los valores séricos entre grupos.
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g/dL de Albumina
- -

%]
(&)
1

30 -
Control 1. Gly+EOH 2. Sac+EtOH 3. Gly+Sac+EtOH 4_EtOH
Grupos
Figura 6. Determinacion de albumina sérica. Los resultados se expresan como el
promedio * error estandar. *p < 0.05 comparado con el grupo control; n=3.

8.5 Determinacién de triacilglicéridos séricos

Los triacilglicéridos séricos mostraron un incremento estadisticamente
significativo (p < 0.05) en los grupos 3 y 4 en comparacion con el grupo control,
mientras que para el grupo 1 se encontrd esta diferencia pero en disminucion de
los valores séricos, entre grupos tratados se encontr6 que hay diferencia
significativa de disminucién de valores séricos con respecto al grupo 4 y por
altimo, en el incremento de los valores en los grupos 3 y 4 con respecto a los

animales tratados con el antioxidante glicina (grupo 1).

33



200

180 T

160

140 -

120

mgfdL de TCG

100

80

60 -

Control 1. Gly+EtOH 2. Sac+EtOH 3. Gly+Sac+EtOH 4. BtOH
Grupos

Figura 7. Determinacion de triacilglicéridos séricos. Los resultados se expresan
como el promedio * error estandar. *p<0.05 comparado con el grupo control,
**n<0.05 comparado con el grupo 4 y °p<0.05 comparado con el grupo 1; n=3.

8.6 Determinacién de colesterol sérico

En la determinacion de colesterol sérico se encontrd6 una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.05) Unicamente en los grupos 2 y 3 que
recibieron tratamiento con sacarosa y la combinacion de sacarosa + glicina
respectivamente, asi mismo, se encontr6 una disminucidén significativa en la
cantidad de colesterol del grupo 2 con respecto al grupo 1 siendo este un grupo
con tratamiento.
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100 ~

* \‘
80 -
- [T}
60 -
40
20
0

Caontrol 1. Ghy+EtOH 2. Sac+EtOH 3. Gly+Sac+EtOH 4. EtOH
Grupos

Figura 8. Determinacion de colesterol sérico. Los resultados se expresan como el
promedio * error estandar. *p<0.05 comparado con el grupo control, y °p<0.05
comparado con el grupo 1; n=3.

mg/dL de Colesterol

8.7 Determinacién de bilirrubina directa

La bilirrubina directa mostr6 un aumento estadisticamente significativo
(p<0.05) expresado en los grupos 1, 3 y 4 comparandose asi con el grupo control,
mientras que los grupos 1 y 4 en comparacion con el grupo 3 mostré también un

aumento significativo hasta de un 50%.

w
I
L]

mg/dL de Bilirrubina
Mo

Control 1. Gly+EtOH 2. Sac+EtOH 3. Gly+Sac+EtOH 4. EtOH
Grupos

Figura 9. Determinacion de bilirrubina directa. Los resultados se expresan como el
promedio * error estandar. *p<0.05 comparado con el grupo control, y °p<0.05
comparado con el grupo 3; n=3.
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8.8 Determinacién de la actividad de la aspartato aminotransferasa

En la figura 10 podemos observar los resultados de la evaluacion de la
enzima aspartato aminotransferasa, donde se observa que los grupos 1 y 3
aumentaron esta actividad con respecto al grupo control, asi mismo se encontré
esta diferencia estadisticamente significativa con disminucién en los valores de los
grupos 2 y 4 con respecto al grupo 3 y de igual forma contra el grupo 1 con el

mayor valor obtenido.

22 -

Control 1. Gly+EtOH 2. Sac+EtOH 3. Gly+Sac+EOH 4. EtOH
Grupaos

Figura 10. Determinacion de la actividad de la aspartato aminotransferasa. Los
resultados se expresan como el promedio + error estandar. *p<0.05 comparado
con el grupo control, **p<0.05 comparado con el grupo 3 y °p<0.05 comparado con

el grupo 1; n=3.

8.9 Determinacién de la actividad de la alanino aminotransferasa

En la figura 10 podemos observar los resultados de la evaluacién de la
enzima aspartato aminotransferasa, donde se observa que los grupos 1 y 3
aumentaron esta actividad con respecto al grupo control, asi mismo se encontr
esta diferencia estadisticamente significativa con disminucion en los valores de los
grupos 2 y 4 con respecto al grupo 3 y de igual forma contra el grupo 1 con el

mayor valor obtenido.
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20

15 4

UL ALT

10

Control 1. Gly+EtOH 2. Sac+EtOH 3. Gly+Sac+EtOH 4. BtOH
Grupos
Figura 11. Determinacion de la actividad de la alanino aminotransferasa. Los
resultados se expresan como el promedio + error estandar. *p<0.05 comparado
con el grupo control, **p<0.05 comparado con el grupo 3 y °p<0.05 comparado con
el grupo 1; n=3.

8.10 Evaluacion histoldgica de higado y duodeno

Al hacer el analisis histolégico de los cortes de higado e intestino delgado
de los animales tratados, para las que se observaron diferentes caracteristicas en
el parénquima hepatico. En la tabla 2 se observan las caracteristicas generales de

histologia estudiadas.

La figura 12 muestra un corte histologico del higado de una rata control y de
las ratas que recibieron tratamiento, en la imagen del grupo control se puede
apreciar la presencia de cordones de hepatocitos (40x), una correcta organizacion
de estructura porta con su conducto biliar. En los grupos de experimentacién se
observa una estructura hepatica muy parecida a la del grupo control, sin embargo,

se encuentran el filtrado inflamatorio agrupado principalmente en la zona 1.
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Figura 12. Filtrado inflamatorio. Las letras 1 indican la presencia de filtrado
inflamatorio en cada grupo experimental. El tejido hepéatico fue tefiido con H&E
(40x).

La figura 13 muestra un corte histologico del higado de una rata control y de
las ratas que recibieron tratamiento, en la imagen del grupo control se puede

apreciar la forma normal de las células hepaticas (40x). En los grupos de
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experimentacion se observan células en un proceso de apoptosis, aumentando en
cantidad para los grupos 3 (Sac+Gly+EtOH) y 4 (EtOH.

Figura 13. Apoptosis. Las letras a indican una célula en proceso apoptético. El
tejido hepatico fue tefiido con H&E (40x).
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En la figura 14 se observa un corte histoloégico del higado de una rata
control y de las ratas que recibieron tratamiento, en la imagen del grupo control se
puede apreciar la forma normal de las células hepaticas (100x), asi como en los
grupos de experimentacién pero resaltando el proceso de mitosis en las células

hepaticas.

Figura 14. indice mitético. Las letras m indican una célula en proceso mitotico. El
tejido hepatico fue tefiido con H&E (100x).
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La figura 15 muestra un corte histologico del higado de una rata control y de
las ratas que recibieron tratamiento, en la imagen del grupo control se puede
apreciar la forma normal de las células hepaticas (40x). En los grupos de
experimentacion 2 (Sac+Gly+EtOH) y 4 (EtOH) donde los animales consumieron

por 12 semanas etanol se observa la inclusion de gotas de grasa en el tejido

hepatico.

Figura 15. Esteatosis. Las letras e indican la presencia de gotas de grasa en el
tejido hepatico. El tejido hepatico fue teflido con H&E (40x).
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La figura 16 muestra un corte histologico del higado de una rata control y de
las ratas que recibieron tratamiento, en la imagen del grupo control asi como en
los grupos 1 (Gly+EtOH), 2 (Sac+EtOH) y 3 (Sac+Gly+EtOH) se puede la
arquitectura normal del tejido hepatico (40x). En el grupo 4 (EtOH) se observa la

presencia de una zona de tejido hepatico con necrosis.

Figura 16. Necrosis. La letra m indica la presencia de zona necrética en el tejido
hepético. El tejido hepatico fue tefiido con H&E (40x).
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A la evaluacion histologica de duodeno se encuentra para el grupo control
una buena organizacion de tejido duodenal y correcta disposicion células
epiteliales y glandulares, en todos los grupos de experimentacion se encuentran

cumulos de polimorfonucleares que indican aumento en la inflamacion.

Figura 17. Filtrado inflamatorio. La letra I indica la filtracién de células inflamatorias
al tejido duodenal. El tejido duodenal fue tefiido con H&E (40x).
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A la evaluacion histoldgica de duodeno se encuentra para el grupo control
una buena organizacion de tejido duodenal y correcta disposicion células
epiteliales y glandulares, en todos los grupos de experimentacion se observan
procesos mitéticos.

Figura 18. indice mitdtico. La letra m indica las células que se encuentran en
fases del proceso mitético en tejido duodenal. El tejido duodenal fue tefiido con
H&E (100x).
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La figura 19 muestra la organizacién del tejido duodenal tanto en el grupo
control como en los grupos experimentales, sin embargo los grupos
experimentales 3 (Sac+Gly+EtOH) y 4 (EtOH) presentan células en procesos
apoptoticos.

Figura 19. Apoptosis. La letra a indica las células que se encuentran en proceso
de apoptosis en tejido duodenal. E | tejido duodenal fue tefiido con H&E (100x).
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Grupo Desorganizacion Esteatosis Inflamacidn indice Apoptosis  Necrosis

hepatocelular mitdtico
- HWeapo
Control - - - - - -
Gpo 1 Gly+EtOH - - ! ! k3 -
Gpo 2 Sac+EtOH - * - * * -
Gpo 3 = = * * * .
Gly+Sac+EtOH
Gpo 4 EtOH * * k% * % * *% *
~DUoDENO
Control - - - ** - -
Gpo 1 Gly+EtOH - = * * % - -
Gpo 2 Sac+EtOH - - * * - -
Gpo 3 _ _ * %k * % * -
Gly+Sac+EtOH
Gpo 4 EtOH - - * %k * * -

Tabla 2. Evaluacion histolégica de higado y duodeno
- No aparece ninguna caracteristica

* leve

** moderado

*** severo
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9. DISCUSION

El etanol al ser consumido desencadena una serie de reacciones
bioquimicas que produce la afectacion de diversos Organos, teniendo como
resultado el desarrollo de enfermedades hepaticas como la hepatitis alcohdlica y la
cirrosis, aungue es bien sabido la mayor parte de los mecanismos fisiopatolégicos
que desencadena el etanol en el cuerpo humano, no se puede generalizar un
proceso para el dafio en el organismo; en la administracion crénica de etanol el
factor que desencadena este dafio es la generacion excesiva de especies
reactivas del oxigeno, las que desencadenan la formacion del estrés oxidativo,
produciendo este las alteraciones en la mayor parte de los mecanismos
fisiopatoldgicos ya que al oxidar moléculas bioldgicas las alteran y desencadenan
trastornos en el metabolismo celular, que culmina en la activacién del mecanismo
de muerte celular programada (apoptosis), desorganizacion hepatocelular,
demostrado con el estudio histoldgico de esta y otras investigaciones (Morales-
Gonzalez et al., 1999).

Respecto a la concentracién sérica de glucosa, se observa un leve
incremento en los grupos donde se les administré etanol, pero estos parametros
se modificaron favorablemente con la administracién del antioxidante glicina
disminuyéndolos aun mas del valor del grupo control, mostrando una respuesta
contraria al utilizar la combinacién de la glicina y la sacarosa como tratamiento
compuesto. Estos datos sugieren que la utilizacion de glicina resulta benéfica en la
proteccion del dafio al higado al mismo tiempo que se produce un dafio hepatico

como se observa en una investigacion realizada por Czachowski en 1999.

En la albimina se presentd un comportamiento de aumento en las
concentraciones séricas viéndose que la cantidad mas elevada de esta proteina
esta en el grupo donde se administré el efecto toxico por la administracion Unica
de etanol (grupo 4), observando un comportamiento inverso con la administraciéon

aguda gue tiene como resultado la disminucién en los niveles en la investigacion
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reportada por Morales-Gonzalez en 1999. Aunque no se encuentra una diferencia
significativa en la disminucién de las cifras para los grupos con tratamiento de

glicina, sacarosa o la combinacion.

Los triacilglicéridos forman parte esencial del metabolismo lipidico en el
organismo, el aumento en la concentracion sérica en el grupo con consumo de
etanol es del 56% en comparacioén con el grupo control, asi mismo este dato
disminuye con el tratamiento Unico de sacarosa en un 51% llevando las cifras por
debajo de las del grupo control, este patron de disminucion se continda con el
tratamiento en la combinacion de glicina y sacarosa como tratamiento compuesto,
sin embargo, para este caso las cifras siguen estando aumentadas con respecto al
grupo control, en un 18%, conducta similar a la presentada en investigaciones
realizadas por Morales-Gonzalez en1999. ElI aumento en las cifras deja ver que
esta sobreproduccién hepatica y/o disminucién en la absorcion intestinal de los
triacilglicéridos puede ser un evento fundamental para disparar el mecanismo de
formacion de ateromas en arterias y aumento en el almacenamiento de estas
grasas en el tejido adiposo condicionando asi el aumento de peso presente en los
grupos donde se es evidente el aumento en la concentracién de lipidos como
sugieren resultados obtenidos por Mudrakova en el afio 2007. Aunado a este
resultado de hipertrigliceridemia producida por consumo de etanol, los resultados
evidencian una disminucion de colesterol sérico en un 44% en el grupo tratado con
sacarosa (Figura 8), lo que puede conducir que al estar disminuida la
concentracion de colesterol en suero estas moléculas se han quedado

almacenadas en otros 6rganos, promoviendo un factor de riesgo cardiovascular.

El incremento que se observo en las concentraciones de bilirrubina directa
en los animales que consumieron etanol por 12 semanas demuestra que en todos
los casos se presenta un dafio hepatico aunque este se ve disminuido al
administrar sacarosa o la combinacion de esta con el antioxidante glicina, aunque
los valores no alcanzan cifras normales, comparando el mismo proceso en la

administracion aguda del etanol realizado por Ramirez-Farias en el 2008. Este
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comportamiento se da como respuesta a una inflamacion aguda del higado que
produce elevaciones importantes de la bilirrubina por falla de la excrecion a nivel
de la célula hepética. En estos casos la elevacion de bilirrubina es de predominio
directo y se acompafa de elevaciones importantes de aminotransferasas. La
actividad de las enzimas alanino aminotrasferasa y aspartato aminotransferasa
mostrd una disminucion en el grupo que recibié sacarosa junto con el etanol, sin
embargo en los animales que recibieron glicina con etanol el aumento fue
significativo respecto a los animales control. Los mecanismos de interaccion
producidos en la administracion crénica (12 semanas) de etanol son mdultiples
dafiando una gran variedad de organelos blanco de hepatocito lo que conduce a la
pérdida de la homeostasis celular y por lo tanto, a una via final comun irreversible

de muerte celular y necrosis (ver figuras 13 y 16) (Ramirez-Farias et al., 2008).

Una caracteristica del estrés oxidativo en el hepatocito es que existe un
aumento importante en la peroxidacién lipidica. La peroxidacion exagerada de los
lipidos tiende a presentarse frecuentemente como resultado de la intoxicacién con
etanol (xenobidtico de importancia médica) donde su administracion crénica
aumenta la generacion microsomal de las especies reactivas del oxigeno que
producen alteraciones a diversos niveles dentro del hepatocito, siendo la
generacion de la peroxidacion lipidica de las membranas y las alteraciones a otros
sistemas intracelulares, los resultados “metabdlicos” de estos danos causados al
hepatocito y por tanto al higado en general. Los mecanismos que contribuyen en
la lesion a los tejidos tanto hepéatico como duodenal incluyen la generacion de
especies reactivas del oxigeno por las mismas células del estroma hepético y
duodenal, que se relaciona de manera inmediata con la produccién excesiva de
citocinas teniendo como resultado final el filtrado inflamatorio en el tejido, presente
en todos los grupos con administracion de etanol en forma cronica como se

muestra en las figuras 12 y 17.

El dafio causado en la cadena respiratoria mitocondrial es un blanco

importante de las especies reactivas del oxigeno generadas en los hepatocitos
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expuestos al etanol, provocando alteraciones morfologicas y estructurales tanto en
cada organelo como en toda la célula, al hablar de necrosis como dafio celular
masivo caracterizado por la liberacion de enzimas lisosomales generado por
agentes quimicos como el etanol que es la sustancia toxica (ver figura 16).
Describiendo especificamente a las mitocondrias como la unidad productora de
energia y que ésta se ve afectada por la administracion aguda y cronica de etanol
trayendo consigo el aumento en la produccion de especies reactivas del oxigeno
que alteran la estructura de la membrana celular del hepatocito por efecto directo
del etanol como solvente, llevando consigo la pérdida de la estructura celular y la
homeostasis celular hasta concluir en el estado de una célula que representa una
amenaza para la integridad del organismo, desencadenando un proceso
apoptotico, el cual, se propone como un evento critico para proteger la
homeostasis tisular que asegura el estado de salud de los organismos, de manera
que la supresion o sobreexposicion de la apoptosis estd asociada con el
incremento excesivo de especies reactivas del oxigeno. Los cambios morfolégicos
gue se presentan en el proceso de apoptosis son la condensacion del citoplasma 'y
reduccion del volumen celular acompafiado de cambios en la estructura del nucleo
como la hiperpigmentacién ocasionada por la condensacion de la cromatina en
forma de estructuras membranosas como se observa en las figuras 13 y 19. Los
cambios histopatoldgicos encontrados en la investigacién se ven disminuidos con
el uso constante del antioxidante exdgeno glicina evitando la formacion de
especies reactivas del oxigeno y/o capturando aquellas especies que se forman
por la administracion de etanol, estos resultados se ven de igual forma en
investigaciones realizadas con anterioridad (Morales-Gonzélez et al., 1999 y
Jeffery et al., 1997).

Asi, una variedad de datos experimentales, como los anteriormente
descritos, sugiere que el etanol o sus metabolitos, alteran el equilibrio oxidativo en
el higado llevandolo hacia la autooxidacion, al actuar como pro-oxidantes,
reduciendo el nivel de antioxidantes, o por ambos mecanismos. Las especies

reactivas del oxigeno producidas alteran quimicamente a los acidos grasos
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poliinsaturados de la célula al igual que a las proteinas, los carbohidratos e incluso
a los acidos nucleicos.

El posible mecanismo de accidn protector para el higado se refiere al efecto
del factor de crecimiento epidermoide sobre la mucosa gastrointestinal y de otros
tejidos de tipo epitelial como es el higado en modelos animales de lesion
multiorgéanica, inducida por agresioén grave de grosor total o por un agente quimico
que lesiona las mitocondrias (Fausto, 2001), por lo tanto los resultados advierten
que el higado recibe un influjo constante de factor de crecimiento epidermoide
derivado de las glandulas de Brunner duodenales por la administracion de
sacarosa, este influjo del factor de crecimiento epidermoide se lleva a cabo a
través de la circulaciébn portal creando el efecto protector directamente en el

higado.
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10. CONCLUSIONES

1. Al estudiar los metabolitos séricos de las ratas sujetas a experimentacion
se denota que el consumo de etanol crénico es capaz de alterar
significativamente las funciones metabdlicas del organismo, producido por
el dafio hepético.

2. Al evaluar las enzimas séricas indicadoras de dafio hepatico se encontrd
que la sacarosa es capaz de evitar el desarrollo de este dafio modulando la
produccion del factor de crecimiento epidermoide en duodeno por las
glandulas de Brunner y asi producir el efecto protector que ejerce este
factor sobre el higado.

3. Al identificar los cambios histologicos presentes en el tejido hepatico de
ratas con consumo cronico de etanol se demuestra que el alcohol modificé
la histologia normal del tejido produciendo apoptosis, necrosis, esteatosis e
inflamacion, lo que conduce a las células a la destruccién.

4. Observando la histologia del tejido hepatico se demuestra que tanto la
glicina como la sacarosa administradas de forma individual producen un
efecto protector para este tejido.

5. Al analizar los cambios histolégicos presentes en duodeno de ratas con
consumo cronico de etanol se demuestra que el alcohol modificd la
histologia normal produciendo inflamacion y apoptosis.

6. Al analizar la histologia del tejido duodenal se demuestra que la sacarosa
presenta un efecto protector contra el dafio que el etanol produce a este
tejido.

7. La utilizacion de un antioxidante exdgeno como la glicina se observa un
efecto hepatoprotector al evitar la excesiva formacion de especies reactivas
del oxigeno y capturar aquellos que se han formado.

8. El tratamiento realizado con la unién de glicina y sacarosa no es benéfico
para reducir el dafio producido por la administracién cronica de etanol en

una concentracién de 5%.
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ANEXO 2
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plasmaficas producidas en el higadio.
Entre sas mditiples funciones 3= Incheye nuirician, mankenimiento
de I3 presién onccbica y ransporte de sustancias como Ca™,
billirubing, Sclios grasos, drogas ¥ esheroldes.

Alleraciones en los valores de albdmina indican enfermedades
del higado, desnuircion, l=slones de la plel como denmatibs,
QU USSRV N nu:ﬂl:lrd-u:m““.

El disgnostico cinlco debe realzsrs= fenlendo &n cuents fodos
oz datos clinkcos y de [abomatorio.

Imporiantes proleinas

REACTINGE

R Yerde bromocresol pH 4.2 0.1 Srrerreodi L.
AL BUMIN CAL | Pairon primarie acucso d= Alodmina S gidL
FREPARACION

El reactivo y callbrador sstin Isios pars su uso.

COMEERVACION ¥ EETABILIDAD

Todos kos componenies de| KE 5.0n =stables hasta @& fecha de
caducidad Indicada =m Ia estiguets, cusndo se manbensn los
imscos blen cerados a 2-83C, proiegldios d= (@ uz ¥ == evika |n
contaminsc e durame o uso.

Mo usar reaciivos fuers de la fecha Indicada.
Indicadorss da deferiorn dn ko

- Pressncls d= particulas ylurbider

- Apsorbancla (4] del Blanco @ B30 nm = 0,40,
MATERIAL ADICHISUAL

- Especirofciomeiro o analzsdor para I=cturas. & 630 nm.
- Cubsizs de 4,0 om de peso de e

- Equipamienty habBual de [atoraionio.

MUEETRAS
Buero 0 plasma Ibre = hemdlisis’: Establldad 1 mes & 2-82C o 1
semana a 15-252C.

PROCEDIMIENTO
1. Condiclones del ensayoc

Longhud de onda: . ... ... oo &30 nm (&20-650}
Cubetar ... ......... cvee a1 om Do de iz
TEmpermRrs . . ... IR
2 Ajusisr sl sspeciroividmeiro a ceno frenie 8 agua desHiada.
3 Fipet=ar =n una cubsis
Blamicoi Pafriin kussira
R {mL) 1,0 1.0 1.0
Pafron L) - 5 -
Muesira L) - - 5
4 Merciar & incubar 10 min & temperatera amiblente (15-283C)
5 Lesr la sbsorbancls (A] del Paindn y la muesira, drente ol

Elanco de reacthvo. B color ez esisble 1
i=mperaiura amblsnte

hora &

CALCULOE
AokueEsia
ANFErdn

Faotor de oonwerslan: grdl o 1449 = omaiL

¥ S (Conc Palndn) = gidl d= albamina en 2 muestra

COMTROL DE CALDAD

Es conwenlent= analzar junbc con las mueesiras suencs  Conbmol
walomdos:

EFINTROL H Normal y Patoldgion (Ref. 1002120 y 4002210}

&l los valores hallados se enoDeeniran Tuera del rango de bolerancls,
revisar el instrumenio, os reactivos y el calbrador.

Cada lsboraiorio debe disponer su propdo Conirol de Calldsd y
establecer comecclones en & caso de gue los confroles no cumplan
con las tolsranchas.

VALOREE DE REFERENCLA
35850l

Estos valorss son orentafivos. Es recomendsble que cada laboraborio
=siabl=rra sus proplos valonss. de redersncla.

CARACTERIZTICAS DEL METODD

Rango d= medide: Desde o Kmis de defeccidn de 004 pidl hasta el
Mmie de Anesiided de & gidl

&l la concentaciin =5 superion al limile de Inealidad, diur la muesira
1/2 con ClHa 3 gL y muiiplicar & resubado final por 2

Precision:

Infrasarie (= 20) Imersaris (n= 20}
Megin {gidLy | 3,38 580 el EY
0 0,02 0,03 0,26 0,04
G {5 0,52 1fE] 0,78 O.ES

Esncibidad araittica: 1 gdL = 0,128 A

Ermacitvct Los reactvos SFINREACT (¥ mo muesian diferenclss
sistemdbicas signPicativas cuando s= comparan con oS reacthaos
comernclales {x].

L resultados obienkios Com S0 misesimas fusron oS siguienies:
Coeficlenbe de comaiackin (ri: 0,95,

[Ecuaciin de la recta de regresion: y= 0,%5x + 0,09,

Las caracleristicas del mélodo pesden varkar segon el anallrador
willkzadao.

INTERFEREMCIAR

Bllirubira kesta 110 mpl, hemopinbies fasta 101 y lipemia hasts 10
L, mnterizran™,

Se han ummwmyhum que irfierfleren &n la
determinesc ni de 2 abuming™®.

HOTAS

1. ALEUMEN CAL: Debido a la mahralern del produchs, es aconsejable
iratario con semo culdado ya que = pusde oconlaminar com Taclidad.

Z La caloraciin con el Fardn amwoso pusde dar ugar a smones
sistemdlicons en meéndos aiomadiicos. En este caso, Se recomiends
ullizar calbradores sercos.

3 Uty punias 0 pipets desachushies Impias pars 5 dispesac in

detallsdac pars b apllossdon

& alal G Cham Tes G, Mosby Ga. 51 Louis
Tasontn, Princsion 1084; 12881275 and 435,

2 Fuxloiy F L s O 1995 010 478407,

A Weabaler O Os Ches. ST Acs 53 aE-108.

d. Derd BT O Cham 1071 Acts 51 708

5 Yaofg DS Efects of @iugi o Conlcal Lab. Tasls, &8 e ARCC Prass, 19095

& Yaofg DS Efecti of diestse on Olsicnl Lab Tadt, 4t ed AACC 2001,

¥ Burhs & oel ol Thile Tae®osk o Chskon Chamibaiy, 36 ad A0 1E.

& Tielr W il Cliionl Clokds B Labaialory Tadts, 36 a2 A5S00 1008,

FREZENTACION

Rl 100020 | Cers | 2 x 2Z0mil

Corn Samin Dodorm, 7 E-1TT78 SANT ESTEWE DE RAS (G5 SPAM
Tl 234 §73 £ 30 03 Fux +36 077 06 00 066, s-rak pineecalne ssaccom
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ANEXO 3

Darerminacion cuammanya de mighicendos
VD

Conzsenyar s 2-8°C

PRINCIFID DEL METODD o
ﬂglu hoes. B ght ™ Haﬂ-:fl': :uuu-n“l
ORTH ¥ & mmugmwmﬂ-
ﬂkﬂd—&wm lengair-S-difcalals (ADP. E1 G5
% asineon fosvasds @ wmm ¥ paiids da

Muuiﬁuﬂmmmml—mﬂrﬂ_
H-AF) y pecheotusd, ramvidn catel s pot |a pasaitasa (PO e
I S R
Taghichides + MO Y Gieasel + heidon grasss iboes
Dearct + ATp _ SHEA QiEE | oop, o
00— 0, OaP e e

Hiyiy + d-AF # pCiorotans — P20, Guiscsa + HO
L imefsidad dal ooler formade e poporcionsl @ la soncesinesds de
wrighaliflon prasanin o b russii sraayeda' "
SHNIFGADD CLIKICD
Lok Irighedivion sos gﬂumn“ﬁuhaﬂdn
Al igeal qus o coleitend, son Wanapotade o las sllclas dal ogentems

s | poprcdpirs mn a
ﬂu’ﬂ.-ﬂtﬂlﬂ pusds slevad 1o

i ieta ﬂ-ln
Srepba da

ER mll.hunwi.- nupﬂlu Ciemrais dadmcme, cuma
cantas dslunciones hepiloas (Hooss, bapalbs, Luqd.nhlﬂ:a
Apabearten ek, pusden el o e el con s seecie=’

El wilfizn data raaliasie teoends #h Cuanba Yo e ol dali
o T —

GO00 pr TS

Fuasibos S rabap: (AT): Dicher (— | ol conbesilo de un wial da R 2
Endisas o Us laaos &6 R 1 Tamads

Rt 1001310 Raactico de irabajo (AT): Recossliur {— | o ol de
i vidl di B 2 Encires ah 00 ml da R 1 Tamgds

Tapet ¢ =nne 9 soaenenia hasta Sinobem s Sodamse
AT Estabiidad & sa=anas o nevam (2-590) & orl semans & 15250

CORSERYACION ¥ ESTABILDAD
Tiden lom componeites del bR eon eababies, il b bechs de el wd s
irelicachi e la efgeate, Sudrds Se mantenen ks fesos len cavlos o
TEC, proteguon o b (U ¢ e il s coslaminesdn
Mo i raactheon Tusi de b lechs indicala
ndicndoris da Sebafions de lod et
- Presacsin e Sad ok p ibidas

Besoitascia [A) 4ol Blanco a 805 am = 014,
MATERIAL ADHCIOREL

& ik i pid e i @ S5

EH_'H din 1.0 & di pirie da |LE

- Eguiga=isnts habildl de bbohateis
WUESTRAS
&ﬂﬁﬂmhﬂﬂ;ﬂaaﬂh'. Eslalskiad de a moasta & das
M

PFROCEDIMIENTO
1. Cosdidonss del assayn
I.#u!ﬂﬂ'dl! R . BF [D0LE50)
o1 e s da luE
'I'I'fpi'ﬁi ot O L]

z wum-m'm-munu
% Pipslead o0 urs cobla

CE | TRIGLYCERIDES |
Trigliceridos
GPO-POD. Enzimatics colorimedico
Bhaoo Pairen [ZT=TTE
RT i} 1,0 10 1.0
P - W =
Wiussira L] - - 10

Mazcdar wincubiar 5 mintos @ 570 o 10 =in. o temparabuis ashinte.
4 Lew b ebscdbarcis (4] del Paldn y la mussios, fesie @l Blanco da
syt

ot s Bl cobor s eadak e cone: an
CRLCULOE

—[;:m ¥ 200 pCose. Pairds) = mghdl & imghobddes on la musits
Pacter da convarsida: mgidl x 0015 = smal
CORTROL DE CALIDED

En cuwremrniore aro Lo jonbe S e nomyids sue coniel s besal i
SPNTROL H Normal y Patsligicn (el 1000120 y 1002000

i los valonas Ballades &8 ascusnian fusia del rango de lolirascis, seiier ol
sl s eesleeE ¢ 8 caB il

Cada |laboralona deba 8 progs Contrel de Calidad y extablecsr
cotreciioges ne ol Came du gom s eonlicles Se corp s ns b et

VALORES DE REFERERCIA
Hombras 40— 180 mgid
Msjeras. 35 135 mgel

Eslim suu'ms se- amimtadses Es oreumendable gue ety lebscalas
salablaea Sus propios vakiies de raleressia

CARACTERISTICAS DEL METODD
de sediiln’ Dunda o fmils de debeceidn da 0,7 Eakta al hride da

Aaiiad e 3000 s

Si b ceeniracis e suseiol al G de Gt S s Sl U2 con

Cikia 0 gL i rraliphear ol sesulado fnal poe 2

Frecimin

Irkaraai
[ Mot (g |
B 17| 2o
i
Sanabibiad anallica’ | =gl = 00012 A

Enmciifind® Los finiedivion mqnummw
Sigeiicathias CUANEE BB COMpAtEn Sof S0 Naach oo oosena ()

Los rosaillinicns abiasiion con 50 mussins Aenon los skl
Coalciafe da comalacisn (ry 0 008

[Ezuasidn de ki secta de regraskis: y= 1,00« = 0,0743

Lo caractarislicas del imdlods pusien vaiar sajos o analesdo ulteio

IMTERFEREMCIAE
Mo == han mlmdumﬂnﬂnﬂhﬂu1?ﬂpnﬂlﬁl

hemoglobin hasta 10 gL’
&anMuumgnmmmmn
deerminacion de los Figiodridos

HOTAS
1. TRIGLYCERIDES CAL Debds & b setuieders del prodicts
MUMhmmMn“HMMH&

2 % Fasler) aeilih nbagrado #h ol seactve

% Laca con ol Patrdn acuoss pusds dir logar o smone selasiiso
e =i wularreil oo Enossle cusa e oo e o wa v iEnedo e
A

L pinlic i ppsta desschables [mphs pai sl depensacis.
SPRREACT dispafrs dis inEFuse iofed dilaliadics para i apl ez do
Rl PEREDye i dHLNE EalEadone.

EBIBLIGORAF LA

i Ouccnia G ool JusrSinitsa ol
Dl Chem 1573 158 &T8-402

z F_.-P‘HHC..I:I-‘lﬂEmIt ST

a Fapima & ol al O Chem The O Moy Co 8@ Lol Toonio

Prircelza 1084 417 wrad Lipids 1954-1320.

Young DS, Dects of drege on Dinicsl Lok Tk, 5 ad 85800 Pras, 1585,
D8, Dects of dhisess on Clicdosl Lk Tasla, 86 e SADC 200

4
3

by wam ol

Durlin & i . Thais Taxdock of Clinicel Ohaminfry, Jodl ad S500 1508
Tiale KWW ol 6l Dickcsl Guida i Laborlory Tesl, Jrd ed 500 1685

P 1057310 B 10 mL
P 1057511 a0l
P 1071512 xSl
P 1007315 A Sl
P 11071514 die 350 =L

wmrﬁi

P RELDACT AL, Trs Sara Colera, 7 E-17078 SANT CSTEVE 06 BAS (GH SRR
Ted 234 B77 &30 L1 Fac +3H 073 860 00 6. s~rak il psacoom
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ANEXO 4

CHOLESTEROL

CE

Colesterol

CHOD-POD. Enzimatico colormetricn

Damerminacidn Cuaniiianya oo colasrand
VD

Conzsenyar s 2-8°C

PRINCIFID DEL METODD
cﬂ:ﬂrﬂmuhm gt =n cospoaits colohaids

Ester colesian + H 0 Erﬂmi.ﬁ.ﬂﬂw
Colestarel + 0, S0, 4 Cotesianona + H O,

24,0, +Fanol + d-Amischasasons OO, Quisasising + 4H,0

La imeraidad dal ook fomads af pioporconsl @ e concesiiesds da
colbslirsl prekenbs o6 i =i esayeda'”

SRNIFCADD CLIKICD

El colasion] a5 una seslescia giasa presasin o bodas las ol dal
siginams. Bl higede podecs seturel=asis iodo ol colesberd quae
Smemita paed Ycirer s memboaces celabie poosodusr cEilas
Emones Le debairmicesde del coetesl e ons de e Seciem el
- pats ol dhignidio y clasibeecdin o lis lgemes. El
aumems del el de ecleneinl & une de lob princpales fectonas dae

g cardion .
El cinicn dabe reloase teniande o cuanbs lodi s dilos
clinicm y da tamloin

REACTI O

CE FIFES pHES S0 mmoiL

| Tamptn | Fenoi 26 mmaiiL
‘Colestencl esierasa [CHE] 300 WL

Rz Colesterol cuidmsa {CHOD) 300 WL

Emzimas | Fenmicasa (POD} 1250 L
4 - Aminolenazona_[d-AF} 0,4 mmaoiiL

CHOLESTEROL CaL | P00 Frimana acuosc de Coestrol 200

PREPARACION

Rieartten de trabajo (RT) Clsokeer (| —. ) o] conlenido de un vial de R 2
Enzimess &n 1 frasco de R 1 Tampadn.

Tapar y mezclar sussmente hasta disover su conlenido
Estshilidad (RT]: 4 meses &n nesers (2-5°C o 40 diss 15-25°C.
Aamisner proteg ido de s e

COHEERNYACION ¥ E3TABLIDAD

Todos los componenies del EE son estables hosta la fecha de
caducidad indicsda en la sHquets, cuando s mandensn os rascos
blem cemados @ 2-3°C, poleghics de Im ke oy s edia su
contaminac kon. Ko usar reacthsos fusra de |a fecha indicada.
Imdicadorss de deferiorn de oo reactivos:

- Fresencls de particulss y urbider

- Absorbanca (&) del Blanco s 505 nm = 0,1,

MATERIAL ADICRORAL

- Especimiotdmeiro o analzador para lechuras a S0S nm (S00-550
- Cubstas de 1,0 cm de paso de ez

- Equipamiemo habfiual d= lsboratorio.

MUEETRAS
Syero 0 plasma’?: Establidad de la muesira 7 diss a 2-2°C v varkos
ey o s mantene 3 muesio congelsda (-2 0FC)

FROCEDIMIENTO
1. Condidones del ensayo:

Lmn.ldtmun. - 505 nm {S00-550)

Cubetar. . .. .................'Il:rlpuntl.l:

Temperabora . . 370 H5-25°0
Z MHW;M‘DMLNHHH&
3 Plpebear en una cubetac

Elanco Pairdn Muesira

F!Tm 1,0 10 i4a
[Fairon [N - 10 -
Muesima §: L} - - i
4. Megriar &= Incubar £ minuics a 37C 0 10 min. & tempersiurs

amblemie

S L=ty la absorbanca (4 del Pairdn v la muesim, frente sl Blanco de
reaciivo, B color es estahie coma minkmo B0 minuios.

CALCULDE

‘M.mm Patedr) = gL b colustered o | frsssira

Factor da oomversiien: mgidl ¥ 0, 0258= mmaolL.

CONTROL OE CALIDAD

[Es comvenienie anaitzar Junio con ks mussrEs susns conrol valorados:
EPINTROL H MNonmeal y Fatoldgicn (Ref. 1002120 y 1002280}

5l oz valonss hallados 5= encusniman fusra el rango de folemanchs, reyisar
& Insinsmento, los reacthsos o callbrador.

‘Cada laboraloris debe disponer su propio Control de Calldad v esbshiecer
comeccion=s &n & cas0 de gue Ios confoies no cumplan con las
folerancas.

VALDRES DE REFEREHCIA
[Enaluac]an del f=spa™ -
Menos de 200 mg'dL
-2 mgidl

240 o més Al

Esios wolones son orienfalreos. Es recomendabls gue cada laboratonc
exishi=zca sus propios valores de referencia.

CARACTERIETICAR DEL METODD

Fango de meoider Desde o imile oe defeccin de 0,6 mgedl hasia = fmre
o= inesidad de s00 mghdL

El |a concenracion &% superion al limis d= inealdad, il la muests 12
con Cida 9 gL y multiplicar & resultado inal par 2.

Precisida:

Fosreal
Moderado

Imiers

Medls (mgidl) | 01 305 S04 3N
50 s 3,30 1,13

(= o 1,08 1,24 0,7

Sensibidng anaiidca” 1 mpidl = 0,002 A

Exacifud: Los reacthes SFPINREACT (3 no muesimn  dferenciss
sisiemaficas  significafivas Cuando & COMPamAn Com OTos reactvos
comaniales (T

Lios resulisdos obtenkdios con 50 muestras finsron los sipgulsnbes:
[Co=fichemes de connelaciom i) 10,995

Ecusriin de |a recls de regresiin: y= 1,008y - 0,531,

L= coaracierisiicas del método pueden varar segin & analzsdor uHilada

INTERFERENCIAS
MO S= han coietvago Imererencias o= hemogiohing kaska S5 gL ¥
nilimubina Festa 10 mgidl ™.
L= han descrito varas d
deimrminacksn del

HOTAS

1. CHOLEETERCL CAL: Debido & |3 mahralers del producis, es
scorseabie rataio con sumo culdsdo ya QuE SE pusde Contaminar
oon tarilida

Z LCF Lk Charing Facio) =std Integrado en & resciwo

3 La calbackn con e Palrdn aoeoso pusde dar lugar & Emones

sistemdlicos =n micdos sutomadicos. En sshe camo, s pecomisnds

wilzar callbradonss shsioms.

Usar punias de pipeta desschabies Implas pars sy dispensackin.

¥ Oras substanclar gue Inberfizren en la

oo

1. Wl HE Ciolemlersl. Kaplan Al al Ofs Cham Tha O, Meaby Co. 81 Laus.
Taionls, Princsion 104, 1041 0208 ahd 457,

Waan F. & o Tha Chforoganis

lww
(="} l:lﬂ 1 ] AT-T18E,
m‘m m "&'H'I L. T, 0 il ARCT Pria, 156085,

mmu“mmm T, dth el AACE 2081,
Buris & ol ol Tlr Taeosk o OF ko Ohamiaiy, Sed ed 600 1908,
Tiwle bW ot il Ol Gelds b Labaralory Taits, 36 ad A50C 1905,

[o ]

C TP

Ref: 1001050
Reef: 1004004
Ref: 1001052
Ref: 10041053

10 SOmL
1020 mL
4x125mL
4w 350 ml

BEISTHE  Eao0eT @.

O Siriy Diodames, TE-1TT08 SAMT DSTINE O WAS 5 SPAM

SPIMREACT,SA L
H Ted 234 §73 B3O8 C3 Fox «5H 077 80 00 6. srak il psacoom
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ANEXO 5

BILIRUBIN T&D- &

CE

Bilirrubina Total y Directa
Jendrassik — Grol. Colorimeirics

Determinacion cuantitativa de bllmubing
D

Consaneara -5

FRINCIPIZ DEL METOEDO

La ollmesbina s& consier= en azchblimubina medlaniz & Acido
sufaniico dizzciadc midéndose foloméfricamenbs. Ce I3z dos
Facclores preseni=s #n susm, Dilmebin-ghoursnico y oilmebiea e
Igada a la abdmina, soko b3 primera reacciona &nomedio 3Cues0
{oilimubica direcia) precisands [a segunda a3 soleblizacion con
cal=ina gera gus resccione [bilimubine Inclecial. En la delenminacicn
d= |z pllm:bcra Indrecta 52 CeElEming @Embien @ deeda,
comesponclendo & resulado a la bilimubina ioftal

La Infenzicad del color formadio &5 proporcional a ka concentrackin de
silmubing presarhs sm ks musstrs snzayada’ 7.

SIGHIFICADD CLMICO

L Elmulica w8 origire 200 e degradacdn <o b barogicl ne

Es ramiportade Sal aso gl Wgeds yose accrats en (e bis

Lia Sigersiirn boraimia as ol di ih Am la Elmusica &n
slasie. Cachas =i probakbng 20 la hpibbiukneme

Hilmubdea Tolal A& da b & i ¥ peinlEaE, aneme
“ocidlil, mlerdcicoes o o oeileas, Simamnmsa S diogus
Hlnubics Dreda Colsless Sesdloa  aloracomes
almrm: o heg dcas'

El dmagndeficn sy dala raslbaise tenasds an csante i b dalos
clirdeo  de b

el cun

CALCULOE
= Cian Callbid o
(A Mol - R S e Mol
A aiEndd - & Sk e D lsedcy
- Cen Pacher
R M - (A Her Muaal] @ Fecher” = gl B iTulim an '@ fussla

® Core Cal el =gl Se Bt e

e lacid- el Celilvador

gy o pgem—l L L
&) Calitdadd - &) Blards Calzsador

1 Faster bisdiica = 178

Fircstor de convarsitem: Tegsil 2 17 ! = pmabl.

CONTROL DE CALIDAD

S corr =i he m el san  unto 2on b iroaitine sueess oos ) e el ou

S KT HIIL M Marreal w INadekspes (Hef. 1000020 Wo0ma i

8 2w wakrws Falados se accuenien Nt del mcgo da Bdmiarecs, cirdsan el
reltorentn, (ow macioa p ol o iedse

Uit Eciakziei delm dmporer @c pop s Cenlid de Cakded oy bl e
i irE ahal Sass da e (S8 SnlickE e SuT SN con BE Ee iR
VALOAES DE REFERENCIA'
Bliiuing Towl Hasta 11 frghdl & 881 p=alt
Bliiuting Dmecw Hasta 029 mgidl & & 275 pirebl
Eiloa waoses B0 Es dibie fgon cada aboslsis
Sk o oo vl di raliascn

CARACTERISTICAS DEL NETODD
Mangs da meddEE Dasde @ [nfa 9 SebeoSin da 1 Mgl hials o) inle S8

REACTIVCE A 2 AL
Ao sufanikoo S0 okl Sl oereeTrEec n da B ot an acperesl al inte S el el il 102 e2n Ohe
R1 Acidn clortldric S0 mmoll | TS eem o e rel per 2
Precisidn.
Rz iy iy 0l Bliiabiza | inkusaim e 20) | [Infoisec (== 20
~ HWada jngisly| 506 FT SED | T
R2 Cazina 130 mmoiL 7] 5,01 [iE] nor | oo
Cpolonal BILIALIBIN AL Sl 1002250 LM W) 1,46 Lo | 1,63 LP.
=TS 1 I=hawai = 500 | e (== T
FREPARACION HI-UII 'lﬂr- Li 1,18 : r::ﬂ'l I' | -, e :
Tioadins: bors rescivos =stin lshos pars su uso. 7] oo [T ] [H 15
T (a] Tos | Loe a1 | &0

CONEBERVACKIN ¥ EETAEILIDAD

Todos los componsnkss cel B son astabies masis A fecha de
caducidad irdicsta =n 3 sdguets del vial, cusedo s= marbenen os
wial=s bien cerados & 24332, prolegidos de B e vy == eviia 3
consamnackon duranls su uso.

o uzar regctivos fusra de |3 facha indicaca.
Indicaciorss de delericro de los reactivos:

- Presenca de particulas v urbider

- Desanoilo e color &noel 5 2,

MATERLAL ADICIIHAL

- Ezpecircioiémsine o aralzador con cubets para lecheras a 40 nm.
- Cubsfas de 1,0 cm de pars dis iz

- Equipamiemio hatilual d= laboraionio.

MUESTRAS
Sumrg o plasra lore d= remclss’. Frobper de sz
Establidad o la muossira: 4 dlas 8 24550 o 2 meses a-2000

FROCEDIMIEMTO
1 Condiciones el anzay

Sarraiziisad snaltien (T) 1 il = G070 A (D) 1 mghds = Q08T 4
Eaciihed Loa smacikom SVRBREALCT [y a0 mosslan Sieeiesas shlsraSom
AN T CURrER B COTESE R DO O (eI CorTerchy e 1)
Lo (=~ Ao ko o
HLRRUEME LIRECT A

Coafisanh de oxnekesdn [ U5

Shmcdn da (@ mih de segneii = O SIS o DD04E

HLIRFUERE [OTAL

Coafioanh 29 oxnekeson ) 005

Bomsion ol el de s greddi = O B30 & 0200,

im catachi ks dal ke S0 poeden vt segun & acal sk’ Uil dada

INTERFERERCIAS
il s i S Dt b A TR A 'uI:nrﬂI.lhl.tl.“

Sa Fan daest ke vaiem drogas § ofas subshrchs gop nbefeas oon b delein s Sn
@0 b Do

HOTAE
1 PMate & el i=ackss <o HinuEre en esieim, pipghear 20 b de o TrAalsa
Mol car ol iesulfsds oliwn So o 4

2 SPREEACT b bt e wibe

i

Longhud deamda: .. ... .. oo 40 nm ™
Cubeta ..o ... .oov.oo.. .. OTIpESD O Z EELICERAFLE
L e 15250 L et A o Ak ek, Gl e Tk G bl in. 7 et Trommi, Fiseaion
2 Alusiar el sgsacrofslaTEIn A caro frams 3 apua dastiads. SRR ATTE.254, AT and 620
3 Flosbear am une oobetac T W T ol e The galeveiteior of Lo et e phomasckic cosrireier J S
Cham 2EIT 143 (. RAT-4RT
B Total | B Diwcta] Bhares 1 dedarsh D oef el dicbesuncie Jevwird Dand 1258, 2378088
4 owng OF. [Mecis of 2age on Dieewi Leb. Tarz, &% ad ALD0 Proug, 1882
MLI 20 ZL 20 Lt owng D5 [Mecis of csesss oo Cinewi Lab. Tars, 4% ad LACC X001
| 2 g oduasi) 1 1 - i Diredes Tt Tastack of Chucsl Crevaby, i el A0 1569
CiHa 0 oL (ml} - 0 20 T Meir & W el sl Ofoical Guide b Laberadory Tass, Inded 4400 1694
LETT 20 = =
Vosiie T Eareie DT n = = FRESENTACICH
= L Fer 1001347 CEREE L
4 Mezciar e inoubar sxaclamests B minuios & 45-25°C. El Rz fxidrL
5 mer ln absorbanca (&) B3 4x150mL
EiS0E  Edaiis _m_ SPIMBEACT. A L. Cora Suntn Colarms, 7 E-17178 SART ESTOVE DE BAS 50 SPAN
|| Wy Tal 34 B9 &0 00 00 Fue 0d 075 860 00 . aovn
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ANEXO 6

ce
GOT (AST)

MADH. Cinetlco UY. IFCC rec.

Darsrminacidn cuanmmanya oe 2E50Aram aminomransfeasa
GOT (AZT)
ND

Consensara 2-59C

FRINCIPID DEL METCIDC

La  aspadiaic  aminoTansieraza (AT (nicaimente [amaida
rarsaminasa glulamaio mealoacdica [EOT) cataliza la frarsi=renda
rewersinle de un grupo aming del aspariac al e-ceiogielanalo con
fomackin de gulamalo y ceslaceialn. B owalacsfalo procucido e
reducids a malain en presenca de malabo deshidrogenasa [(MOH) ¥
NADH:

Azpariann + a-Cetoghtanin —es— Gulamaln - Ceaincetn

Dwalacstaln = WADH = B —HEE s ptaimin = MAD"
L2 weloddad de dsminocin de |3 conoemtrackn de MADH =n e
medic, deisrminada  fofometicamente, &5 proporcional a a
corceEniTacin casalFca e AST e 3 russia ensayada’

SISMIFICADS CLINICD

La AST ez una enzima Inracsduiar, s& encusnira en nheies allos en
= mosodo de corapde, fas cdulas del hipado, las cdulas el
midsculo esquelstico ¥ en menor canfdad en cbros befidos.

Aungee un nleel elevadn de AET en susno no e especHioo de
enfemedad Repdica 5= emoles princioalmenis para = diagndstios y
sepuimisnko, Junfo con ciras enzimas comao |y ALT y ALF. También
5= ulliza en & contndl post-imano, &n packsnbes con desordenes del
midsouln esquelabon, ¥ &n ofras Afecciones' 4",

El dagrostioo dinkco debe neallzarses =nisndo &0 cusnia fodos ks
dains clinicos y e laboratoria

4 Megclar, inoubar 1 minei.

£ Le#r 3 absoroancla (&) Inkcial de | muesia, poner en manche e
cronomeln y leer by atsornencla cada minuie deranie 3 minuios.

& Calculer = promedio del Incremenio de absorbancia por minuio
| AAmin

CALGULOS

addin x 1750 = UL da AST

2p acielile SO0 o en [+

il e | Ul ol b =] da andTm gon cSivsaile 1 phsl
La

E_ L = L]

aribashan g s (UL

Factoris S conyveisida de Lers peraluras
;

by feieh FE= s =0l e gad
Temzsilu-a Fadii pata []
da rresdec s p L T
DERC 120 1,57 208
30RC ows 1,0 154
e 048 ] -] 120

CONTROL DE CALUDAD
i comennimntn analZad (U fon s roesties ook Sonssl vakeiedos

5™

NTROL # Ml v Patektgen (fad 1000 20 y 10022310)

S s vaodes haledos &8 anconslins fonia del Snge: e Ehiencs, e deke
spstiar il REUmens, oh reeslvimk p la lhesin

Cwdn laboralono debe

dapone s grepo Conel de Caldad ¢ askbiecer

SOITRCTEEnG af Bl Sikd Sa gue ko taslines S0 comphah ton s e s

VALORES DE REFEREMCIA

250 arc 3G
Hombres =azha 150 JEUL /UL
Mueres Fasta 15 WL 22U UL

Esos walones som ornenfatheos. Es recomendable Qe Ccada laboratono

:EI"‘DT”':‘" S TTIER o7 tseblezca sus prooias valores ce reterencia
T.E mmold

TEnEEn L-Aspariaho 200 mmaoliL CARACTERISTICAS DEL METODD

e 318 mmoiL F’l.q,w di sadvia’ Deeda ol s de delscsd S84 UL hadts ol iride de
R Laciato deshidogenasa {LOH) BOOLNL | i 2L ) ) .

. . S la eoccanlieciin Sa b =uaslia es supaies gl =ile da ineaided, dice 100

s T:ml ﬂlf"ﬂ;;l'rl:ﬂﬂ'ﬂlﬂ {MDH) _JEI_:E_I:It oo Cida 9 il v rmullighcsr al eaultads foal por 10
FREFARACION Infrasasm (n= 200 Intwssarm in= 20 |
Runicdies da balrajs [RT) Ml (L) | 974 128 7. i [P
Fad 1007180 Diesbear [ —+ ] cna taliets da B2 Scimlsls an us wial de {1 =) (ol 1,85 [ 1,258
Aut 100718 Dissboar [ — | ona lbiet da A2 Scbalain an 15 ml de R G I I T N i | TR

At 1007182 Deeshar [ — | cna taliets da A2 SchEtsalo an 50 ml de R1
Tapar y mezoiar suzesments hasta dlsobwer su conk=nida
Establidad- 31 clas a 2-5°C o 72 horas a fsmpersun ambenis

CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD

Tedes ks Tk il b3 wan bkt b lecha o calue dad
Zkcaddd an (& B frmclren oo Pasons Bas clmadcs @

R probesido da la ey S reile s sonlEm racdn

o L ks Bt & Eparacas g e s et

M0 usEd Sewclvo fusrd o w fecha ndicada

FdCadsied b eEnans dib 106 renilees!

- Fresencia 4o sadouks 5 uilvdes

- Albwsrkancias Sl Blancs a 240 < 1 00

MATERIEL ADICIORAL

- Espsctreloidmalio ¢ andl sader sate isoiuss e 240 am
- Bafo bedfroit ek @ 250, 2000 4 3 4 0,190

- Cubetas de 1.0 &5 S Said e ke,

- Efqeiga=aclo hakbual de labomons.

MUEZTRAS
Susm o plasra’. Establizad o fa rmossTa T clas g 2500

FRCCEDIMIEMT S
1. Condicionss dal ansapo:

Lorgiud ce orda: oo 340 Pm
Cubslar ... ... .. 1 cm pasode e
Temperyiura consfams . . .. . ZSAC T RC AT

2 Ajusiar of sspaceofohiTete 3 cend franis @ agua desdlada o AT

3 Flpetearem uns cubeiac

AT (mL1 10
Mu=sTa (ol 100

Sevigbikied ansifoe 1 LWL = 0000 T Shdmis
.E-:-:H-.-u_ Los nmacdress SPINREACT i na B an dilsranch & sbn =i

Lixii
Cosleents de iegiasd= (10 D00

I ] A OO [frasskas ).

i £ S Tusren Fom sgu =l

Ecimcidn da b iecta da segremdn: p= 0 0% + 1,33

Lih cdiasieriaticas del mdlodn puadan vl segos ol anal2edod ol sade
INTERFEREHCIAS

Los arbcosgulamiss de uso comenk como [a heparina, BCTA omialo o
fucrurs no afscism los resulisdos. La Femdlskls mleEders con s
sat=minacion’.

E= kan descrilo varnas drogas v oimn subsiandas que imterfleren en la

SabEinacion de la ARTH

HOTAE
SPINSEACT dicpone Jd= Imctrucokonss Jetallaoss para 1 apiloacion o
schs rsantivo en dictintos snalzacorss.

BIELIDORAFA

1.

ey anm=ul g Aopt @l Cin Cham The © W
oty Co S Louk Torente. Pencetns 1084; 1112118

. Tourg] DS EFeds o disga of Dinksr ik Tail, 46 o AR0C Mass, 15565
3 Tourg] DS EFeds o dississ 65 Cincal Las Tesls, 40 ed AL 5100

4 Hole A e al Tl Teclook of Cin el Charisng, Srd e AALC "G50

[ Thle H W alal Clnkss Cusde ke Labosalery Tesls, 5l o2 AR800 TEE
PRESENTACION

Fet 1007180 20w Tl

Ret 1001181 20 18 il

Fet 1007182 80 x 50l

BELTTCR B4l

iy

[

SMMAEACT B8 Oy Sawsy Colpma, 7 E-17 178 SANT CETEWT D RAS (307 SPAdN
Tl sld W77 AR O 00 Pam o34 500 2R OD 08, smelt Jppregealing g yragpi oo
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ANEXO 7

Ce
GPT (ALT)

HADH. Cingtlco UV, IFCC rec.

Darenminacion cLanimanya oe alaning aminairansferass
GPT ALT)
D

Conseryara 2-59C

PRIMCIFIO DEL METODD
L masine eminclraslemss [ALT) S amanta ) i

& Calculer = promedo de
{aAmin)

CALGULOS
Aldrin x 17590= UL da ALT

Incremerio de absorbDanca por minuko

glolbmen poresm (00T eatakea b rarfaiesca sesaisitha de o giuso
dififee de B odlanng @ o-oelegllEies osn IeSes s da gutErets §
sifowuts, H prusef proloeds as cedoride @ e an sasecoia da
w215 deshd sy eracs [LDH)  MAD
SEcicE m{muﬁilmi}ﬂhmuiu* Fruwitn
Pty + BADH + H é:”.u'.“ﬂ.l“‘ haD"

Lia di da I 0 da MADH @0 @ =i,
dataimisade feralicarasle, & pogocots @ (@ ceRsaniasidn
cataliten do ALT 80 la st sisesada”

SIIMIFICADD CLIMICD
Lin AT i cha enzi=
cblclin del rigedo e
Su el apicadin os o el AEgeiElon S e ash =it Sal S gads.
Sp chemevdn nswes wecados e oanfecorededes epdiois como oW
“aouil s, el faddes da ks i il e

Cudidn & ampman #n Ssnuseidn con B AST aaude en el Shagedmlon 2
rifailon de moossades, pa goe al vakel de b ALT sa s lien S rdin S o
Ivitans =i fre s p AUt B0 o Sheeles da 85T

El dgnasties clnn dabs rasl baiss Ienards 8n .1.r|1|'.|i [ E R P
clirdens 1 di labsraiens.

“limcnlobr, sa ancoanlie SN°0 56 ke 8n e

AE&CTIVOS

A TRSpH T A 00 ez kL

TaTipin Lo bl ED0 ekl

"3 TR T

ki L Sk badne ganasa (LOH) 120000
o b s 15 friskl

PREPARACIGH

Hiraedres da alnjs (R

Aat 1007170 Diechiar | — | usa tabisla de R Substrate #n on vial de R1
Aad 100711771 Disskaar | —+ | usa mbisla de B2 Substray: ean 15 mil da K1
Aad 10071172 Disskaar | —+ | usa mbisla de BT Substray: ean 50 mil da R
Tagmi § =pecki susrse=orts hasla dscbal SU cen=in

Estabildad 21 dasa 2850 & T2 bl @ i erdlum amsiena

COMSERVACION ¥ ESTABILIDAD

Tedew oa lick 2 B san et b lecha 2o Sadue dad
Skcadld an & B frmes e oo asens Bas caimadcs @

TR peobasidos So la ol oy se avite s Son lamormacdn

Moo R s bkl & Eparacas g e s ledam

o ket seeclyi e S e fecha dicada

BdiCadoned o JeENars dib 106 reailwes!

- Prasencim da sasdoikes p uibdes

- AlsiBancias del Blanc a 540 < 1 00

MATESIAL ADICIONAL

- Especirofobdmelro o anallzacior pars Iscluras & 340 mm.
- Eaflo lermosiatable & I53C 3FC 4 ITC (20,130

- Cubsiss de 1)) om de pass ds e

- Baulpamients febibeal de [asoraionio.

MUESTRAZ
Eusmop asrea', Estabikdad ce la muesira 7 dlas a 2-55C.

PROCEDMERTD
1. Condicionss dal ansagp:

Lomgihud e orda: . 340 rm
Cubelar ... ..._. . oI paso g huz
T:Frq:zﬁ:e.nm:lan'le e . 2EAC T EDRG  ITEC

2 Ausiars -:ncch:-"-:tn"reln: & ozro frenis a agua desdlada o alne.

3 Pipshearen una oubeta

[ETimL |

[ MussTs Qo) | I

4 Kexciar, incubar 1 minein.
S Lesr |y absorbancia {A) Iniclal die [a mussta, porer & mandha &
cronometng y eer la atsorancia cada minue duranks 3 minwios.

il L b Ol i b =l Seed O aidiTm Gob cSirdaie 1 pasl
dp acindiaks oo e BN [+ La W ACEEEE BN
P s UL}
Facharic S mmmm this L s e raturis
LT P ER= 1 s =ull g Esndo pad
Temzalu-a Fidici paia ol
o rrwedpcds A o ams
2EMC 100 1,52 182
A0 ova 1, 130
bl ¥ 055 072 100

CONTROL DE CALIDAD

i comenrimiin analZe uls ton e imuesle s S Sonlel vakeiedos
SMNTROL H Mamml v Paleliycn (R 1000120 ¢ 1002210

S e enoies haledod & arcoaslias foaia del Ange 4 eliencs, @0 deke
w0 EliLmeihS, (oh reeclwin ¢l e

Cada laksralons debe daponer s siepls Contel de Caldad v asbilecsr
TR AN B faes S que ko ol s compbn can s sl e

VALOREE DE REFEREMCIA®

250 HRC 3G
=ombres Hasia 22 6L IS L 40 AL
MujEres Hasta 18 WL 2L 32 WAL

En recién nackdios nomales s& han descrilo valores de referencia hasia el
doble del ge koS HCUR0S, OO & SU Inmadurer henstcy, e5ics walones 5=
normaltzan aprovimadaments (o8 ires meses,

Esos walonres som orienfathess. Es recomerdabls gue cada laboratoro
=sisbiszca sus proplos valores ce relerencia.

CARACTERIZTICAE DEL METODO

Rango o= maghta: Desde o Amtle g geleccide 1,20 UL hast el Pmre o=
\nzaioeg 252 LWL

El |3 corcenlmaciin de la meesTa =5 supsrior A lmile de In=alkzad, diur
1410 con Cia 5 o'l w reeRiplicar & resshizdo fnal por 10,

Precisidn:
I m (n= 2 Irtm s @ -
Meda (L) | Sel 154 | [ 241 1!;%:
Sh (=] 1,17 1,03 1,53
£ i) 1 A4 [ 304 120

Eansitiosd anaifica: 1 WL = 0,000557 &4 min

Exacitud: Los reactheos SFIKREACT () mo mussian  difersnclas
sislemdiicas significaivas cusndo S= Comparan oo OMOE  rEacEvos
COMTErCiakes (L

Los resulladios obienkios oon 50 muestas fueron los sipulenies

Coeficieme g pegrasion i 099,

Evacidn d= [a recia de regresion: y= 0,55x + 0,33

Las caracisrisiicas del m&iodo pusden variar sepin & aralzador viliizado

INTERFEREMCIAS

Los anticoaguiamies de wso comenis coma 3 heparina, ECTA ovdlalo o
fucrurn no alfscism los resulisdos. La hemblsls kekeders con 1
delerminackin’. Se ham descriio varias dmges v clras subshnclas gue
nisrf=ren an @ debeminackon de 3 ALT

HOTAS
SPIRREACT Sapond 48 inilruccmnned detillades pafa o aplestidn de exln
PadChivD an SElAEE dnabIadore.

BIELIDORARA
1. Muray ® k=i
ldoaby T 51 Loub Tonsnte

a=nolyamfedase. Kapan & of & Oin Chem Tea CW
Srecatn® 1954, 1058-1060

2z Teurg] 05 Efeds ol diige an DRk Db Tails, 46 o BRCC Pass, 19565,
1 Teurg 05 Efeds ol diieics 05 Cincal Las Tesls, 4hed 2500 Hi

4 Hoile A alal Tely Taclesk &l Clncal Clanaly, Jid sdfen Si00 TEE
& Thale KWL al el Clinecal Goida 15 Labcialany Daits, 353 ad AACT 1808
PRESENTACION

et 1000170 20w Tl

Ret 1000171 0 15l

Fat 1000172 80 x B0l

EELTTI1 B30

e ]

BHEREALT S8 Do Sawa Coloma, 7 E-17 578 SANT DETEWE OF RS (60 SR AN
el +Id WTT R O 00 Fam o34 B0 20 00 66 somel ppprepcoleg gegc oo
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