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. RESUMEN

El consumo de etanol se ha incrementado con mayor frecuencia en diversas
sociedades como parte importante de las reuniones sociales, sin embargo, debido a la
periodicidad y la cantidad de consumo de esta sustancia, se estan presentando
problemas serios de salud. El metabolismo del etanol aumenta la produccion
significativa de especies reactivas de oxigeno induciendo estrés oxidativo a nivel
celular, este proceso es considerado como un mecanismo patolégico que contribuye
al inicio y progresion de lesiones en diversos 6rganos, principalmente el higado, que a
su vez conduce a una amplia variedad de enfermedades hepaticas graves, que van

desde una esteatosis hasta carcinoma hepatocelular.

Debido a esto, la administracion de distintos antioxidantes de origen natural como el
resveratrol son una estrategia preventiva que permitird contrarrestar los efectos del
estrés oxidativo. El resveratrol es un polifenol natural y una fitoalexina que se
encuentra en una gran variedad de fuentes alimenticias como las uvas, ciruelas,

cacahuates, vinos tintos y en menor cantidad en vinos blancos.

En la presente investigacion se analizo el efecto antioxidante del resveratrol cuando
se administran determinadas concentraciones de etanol, que van desde un 2.5% hasta
50% a través de las concentraciones de nitritos como una medida indirecta de la
produccién de 6xido nitrico. Se observo, que los niveles de este gas aumentan desde
una concentracion del 5% y que a partir del 30% de etanol, el resveratrol tiene un

efecto adverso, aumentando los niveles de nitritos en hepatocitos.



II. INTRODUCCION

El consumo de alcohol se ha incrementado con mayor frecuencia en diversas
sociedades como parte importante de las reuniones sociales, sin embargo, debido a la
periodicidad y la cantidad de consumo de esta sustancia, se estan presentando
problemas serios de salud tanto fisica como mental; se generan dafios a nivel
sistémico, los cuales pueden ser irreversibles afectando notablemente la calidad de
vida de la poblacion. El higado es susceptible a la toxicidad inducida por altas
concentraciones de etanol, ya que es uno de los érganos que participa activamente en
la detoxificacién de esta sustancia presente en sangre portal. El estrés oxidativo que
se lleva a cabo en los hepatocitos, representa uno de los principales mecanismos de
dafio y favorece la formacion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno que
conducen al deterioro hepético y a la muerte celular.

Existen sustancias quimicas como el resveratrol, obtenidas a través de distintas
fuentes alimenticias, que permiten prevenir y retrasar el estrés oxidativo generado por
los radicales libres. El resveratrol es un polifenol de origen natural presente
principalmente en alimentos como uvas, moras, cacahuates y vino tinto. Este
componente posee una gran variedad de funciones bioldgicas para el organismo, entre
los cuales se destacan la actividad antioxidante ya que interviene contra la
peroxidacién de lipoproteinas y liposomas, actia como agente regulador de la
homeostasis lipidica y ademas es un importante inhibidor de enzimas que generan

estrés y muerte celular acelerada.

El principal objetivo de este trabajo es examinar el posible dafio hepatico que pueda
generarse a causa del consumo de etanol y a su vez, analizar el efecto hepatoprotector
que tiene el resveratrol para poder contrarrestar el dafio generado a causa del estrés

oxidativo, por los radicales a causa del metabolismo de dicha sustancia.



[ll. ANTECEDENTES

3.1 Consumo de Alcohol a nivel mundial

El consumo de etanol representa el 3.8% de la mortalidad a nivel mundial y promueve
la pérdida o el ajuste de afos por discapacidad debido a la muerte prematura llegando
a ser de 4.6%. Existen diversos efectos nocivos del alcohol que afectan la salud
notablemente como la enfermedad hepéatica alcohdlica (ALD) que conlleva a un amplio
grupo de anomalias hepéticas que incluyen esteatosis simple, hepatitis alcohdlica (AH)
0 esteatohepatitis, fibrosis progresiva y en Ultima instancia la cirrosis alcohdlica y/o
carcinoma hepatocelular. La cirrosis conduce a alteraciones sistémicas y metabdlicas
gue comprometen las funciones renal, pulmonar, cardiaca y genera complicaciones
como ascitis, encefalopatia, ictericia y sarcopenia, generando que incremento de la
morbilidad y mortalidad de los individuos comprometiendo su calidad de vida

considerablemente (Roswall y Weiderpass, 2015).

Per capita consumption (litres)
| | <25

| 25-4.9
] 50-7.4

B 7500
- 10.0-124 | Data not availabie
- 212.50 Not applicable

Figura 1: Consumo total de alcohol puro per céapita en litros (Imagen tomada y modificada por Roswall
y Weiderpass, 2015).



Existe una gran variacion de consumo de alcohol entre las diferentes partes del mundo
como lo muestra el Sistema de Informacién Global de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) (Figura 1).

En la regidn de Europa del Este, es el sitio donde se lleva a cabo una mayor ingesta
(12,2 L de alcohol puro por afio per capita) y en la region del Mediterraneo Oriental
(0.7 L de alcohol puro/ afio per capita) representa el sitio donde la ingesta es mas baja
(Roswall y Weiderpass, 2015).

3.2 Consumo de Alcohol a nivel nacional

De acuerdo con el consumo per capita, en México la poblacién bebe anualmente un
promedio de 4.9 litros de alcohol puro. Los hombres consumen 7.9 litros, mientras que
las mujeres toman 2.1 litros. En cuanto al rango de edad, el grupo de 18 a 29 afios es
el que representa el consumo per capita mas elevado (7.6 litros), seguido de la

poblacién de 15 a 17 afios con 5.9 litros.

Total Nacional = 4.884 Litros
IC 95% 4.529-5.238

‘ Estados con % mas altos
. Estados con % en el promedio
() Estados con % mas bajos

Fuente: Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Akohol y Tabaco 2016-2017.

Figura 2. Consumo de alcohol per cépita a nivel nacional. (Imagen tomada de la encuesta nacional de
Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco 2016-2017).



En el reporte que realizé la encuesta nacional de consumo de drogas alcohol y tabaco
de 2016-2017 (Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco 2016-
2017.) reporta que los estados de Aguascalientes, Jalisco y Nuevo Leon anualmente
tienen el mayor consumo per cépita con un promedio de 7.7 litros (Figura 2) mientras
que los estados de Chiapas, Puebla, Tlaxcala y Estado de México presentan el

consumo mas bajo, con un promedio de 2.6 litros. (Villatoro y col., 2017).

3.3 El consumo de alcohol como problema de salud publica

De acuerdo con la OMS, el consumo excesivo de alcohol es un problema de salud a
nivel mundial y representa el tercer factor de riesgo mas grande de enfermedades y
discapacidades en el mundo. Alrededor de 320,000 jovenes de entre 15 a 29 afios
mueren por causas relacionadas con el alcohol, lo que representa un 9% de la
mortalidad de este grupo etario. En México, el consumo de alcohol es la cuarta causa

de muerte de la poblacion en el pais (8.4%). (Ahumada y col., 2017).

En la mayoria de los casos se presentan problemas psicosociales generalizados como
violencia, abandono, maltrato, delincuencia, homicidio, problemas laborales y
econdémicos. Por si fuera poco, los problemas de salud son las principales
consecuencias del consumo excesivo de esta sustancia, ya que es la causa de 60
tipos de enfermedades tanto agudas como crénicas entre las cuales se destacan
trastornos endocrinos, neurologicos, problemas cardiovasculares, trastornos

digestivos, metabolitos, enfermedades hepaticas entre otros (Ahumada y col., 2017).

3.4 Factores de riesgo que conllevan a la enfermedad hepatica alcohélica
La enfermedad hepatica por consumo elevado de alcohol representa una amplia
variedad de complicaciones clinicas que van desde esteatosis hepéatica, hasta formas

mas graves incluyendo hepatitis, cirrosis y cancer de higado (Lazarte y col., 2016).

Estas patologias se presentan simultaneamente en un mismo paciente dependiendo
de una serie de factores que promueven el desarrollo de estas complicaciones. Dentro
de los principales factores de riesgo mas determinantes que favorecen la aparicion de

enfermedades hepaticas son:



Cantidad de alcohol ingerida: Es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo
de la enfermedad. El riesgo de progresar a cirrosis se va incrementando con la
ingestion de 60-80g de alcohol al dia (equivalente a 6 cervezas diarias de 4.5% de
alcohol) por diez afios 0 més, en el caso de los hombres y 20 g al dia en mujeres
(equivalente a 3 cervezas diarias de 4.5% de alcohol). Sin embargo, aunque una
persona ingiera esas cantidades de alcohol, solo un pequefio porcentaje de entre 6%
a 40% desarrolla esta patologia, ya que existen otros factores que tienen un rol
determinante para su desarrollo (Lazarte y col., 2016).

Tipo de bebida alcohdlica: El tipo de bebida que es consumida puede aumentar el
riesgo de dafio hepatico, el producto que estd mas asociado a generar dafio, es la
cerveza o licores destilados como el brandy o el whisky. (Lazarte y col., 2016).

Patron de consumo: El hecho de beber fuera de las horas de comida o en ayuno,
incrementa el riesgo comparado con el consumo de alcohol durante la comida aunado
a un consumo compulsivo de alcohol es decir, ingesta de grandes cantidades de esta

sustancia en un periodo de tiempo corto (Lazarte y col., 2016).

Factores genéticos: Existe una compleja interaccion entre el medio ambiente, factores
psicolégicos y los genes de los individuos. Variaciones genéticas (polimorfismos) que
codifican las enzimas antioxidantes, las citoquinas, mediadores inflamatorios, enzimas
que interfieren en el metabolismo del alcohol, tienen un rol importante como factor de

riesgo (Lazarte y col., 2016).

Género: Las mujeres presentan mayor predisposicion a desarrollar dafio hepatico de
forma mas prematura a causa del consumo de alcohol, debido a que se necesitan
menores concentraciones y un menor periodo de tiempo en comparacion con la de un
hombre, ya que los niveles enziméaticos de alcohol deshidrogenasa son mas elevados
en varones y la capacidad de metabolizar y eliminar esta sustancia es mas eficiente.
(Lazarte y col., 2016).



3.5 Funciones metabdlicas del higado

El higado es un gran depdsito de células con capacidad de reaccién quimica y un
metabolismo altamente eficiente. Estas células comparten sustratos metabdlicos que
permiten procesar y sintetizar numerosas sustancias transportadas a otras regiones
del organismo cumpliendo miles de funciones metabdlicas diferentes. Un ejemplo de
ello es la sintesis de glucosa a partir del glucégeno, una de las principales reservas
energéticas que posee el cuerpo humano. El higado extrae el exceso de glucosa de la
sangre, para almacenarlo o utilizarlo cuando la glucemia empieza a descender de
forma peligrosa debido a diversos factores. La glucemia de una persona con una
funcién hepatica insuficiente se duplica o triplica, si ingiere una comida rica en hidratos

de carbono con respecto a la de otra con una funcion hepética normal (Hall, 2016).
En el metabolismo lipidico, el higado realiza funciones especificas como:

» Oxidacion de los acidos grasos para proveer energia destinada a otras
funciones corporales.

» Sintesis de grandes cantidades de colesterol, fosfolipidos y casi todas las
lipoproteinas.

» Sintesis de grasa a partir de las proteinas y de los hidratos de carbono.

De esta forma el higado se responsabiliza de una parte esencial del metabolismo de
los lipidos. Cerca del 80% del colesterol sintetizado en el higado se convierte en sales
biliares para ser un componente primordial de la bilis; el resto se transporta con las
lipoproteinas por la sangre hacia las células de los tejidos. Los fosfolipidos también se
sintetizan en el higado y se transportan sobre todo con las lipoproteinas. Las células
utilizan el colesterol y los fosfolipidos para formar las membranas, las estructuras
intracelulares y numerosas sustancias quimicas esenciales para el funcionamiento
celular. Casitoda la sintesis de lipidos del organismo a partir de los hidratos de carbono
y de las proteinas tiene lugar, asimismo, en el higado. Una vez que se sintetiza la grasa
en el higado, es transportada por las lipoproteinas hacia el tejido adiposo para su

almacenamiento (Hall, 2016).



En el metabolismo de las proteinas las funciones principales del higado son:

Desaminacién de los aminoacidos.
Formacion de urea para eliminar el amoniaco de los liquidos corporales.

Formacion de proteinas del plasma.

A

Conversion de los distintos aminoacidos y sintesis de otros compuestos a partir

de dichos componentes.

El higado puede formar las proteinas del plasma con un ritmo maximo de 15 a 50 g/dia.
Debido a eso, aun si se eliminaran hasta la mitad de las proteinas plasméticas del
organismo, se podrian reponer antes de 1 a 2 semanas. Cuando ocurre una
enfermedad crénica del higado (por ejemplo, cirrosis), las proteinas del plasma, del
tipo de la albumina, descienden hasta valores muy bajos y determinan edema

generalizado y ascitis (Hall, 2016).

Otra de las funciones que cumple el higado es eliminar o depurar los farmacos, las
hormonas y otras sustancias toxicas, entre ellas el etanol. El medio quimico activo del
higado tiene una gran capacidad para detoxificar o eliminar muchos medicamentos
hacia la bilis, como sulfamidas, penicilina, ampicilina o eritromicina. De manera
analoga, algunas hormonas secretadas por las glandulas endocrinas se modifican
guimicamente o se eliminan por el higado como la tiroxina, hormonas esteroideas
como los estrégenos, el cortisol y la aldosterona. En general, las lesiones hepéticas
determinan una acumulacion excesiva de una o mas de estas hormonas en los liquidos
corporales y, por tanto, una posible hiperactividad de los sistemas hormonales (Hall,
2016).

3.5.1 Metabolismo del etanol e inicio del dafio hepatico por el estrés oxidativo

El alcohol se absorbe rapidamente en el estbmago, el intestino delgado y alrededor
del 90% es metabolizado en el higado, mientras que el resto es eliminado por los
rifones o a través de los pulmones. En el interior de la célula hepética, el alcohol es
oxidado a acetaldehido y en una segunda reaccion, el acetaldehido es oxidado a

acetato.



Este proceso esta catalizado por la alcohol deshidrogenasa y la acetaldehido
deshidrogenada citoplasmaéticas, respectivamente, que utilizan la nicotina adenin
dinucleétido (NAD) como cofactor y de otras vias metabdlicas son el sistema
microsomal (MEOS) (Encinas y Revuelva, 2008).

El MEOS juega un papel en el metabolismo del alcohol, particularmente después de
un mayor consumo de alcohol. Las reacciones que componen el MEOS se producen
en microsomas, que se separan del reticulo endoplasmico, que sirve para transportar
moléculas dentro y fuera de las células. EI componente principal del MEOS es la
enzima citocromo P450 y como la ADH, convierte el alcohol en acetaldehido (Lieber,
2003).

El acetaldehido, un producto intermediario el metabolismo del etanol, puede generar
cambios estructurales entre las moléculas con residuos reactivos en proteinas o
moléculas pequefias. Estas modificaciones quimicas pueden alterar y / o interferir con
los procesos bioldgicos normales, como la transduccién de sefiales o ser directamente
toxicos para la célula. Las moléculas biol6gicas modificadas también podrian estimular
la respuesta inmune del huésped y causar una enfermedad de tipo autoinmune (Beier
y McClain, 2010).

Asimismo, durante el metabolismo del alcohol se genera un exceso de equivalentes
reducidos en forma de NADH. Los cambios en el potencial redox en el higado inhiben
la oxidacion de los acidos grasos dando lugar a depdésitos de grasa. Debido a estos
cambios, existe un aumento de la permeabilidad intestinal y, en consecuencia, un
aumento de los niveles de endotoxina circulante. La endotoxina activa a las células de
Kupffer que tienen un papel fundamental en la patogenia de la hepatopatia alcohdlica.
Uno de los principales mecanismos involucrados en el desarrollo y en la progresién de
la hepatopatia alcoholica es el estrés oxidativo originado por una produccion excesiva

de radicales libres (Encinas y Revuelva, 2008).

La ADH es una enzima que se encuentra en el citosol hepatocitario y se encarga de
convertir el alcohol en acetaldehido. EI CY2E1 es una proteina que cumple una funcion
similar a la ADH respondiendo a las altas concentraciones de etanol en el sistema.

Ambas provocan la reduccion del NAD* en NADH. (Conde de la Rosa y col., 2008).



El CYP2E1 cuyas concentraciones son proporcionales a los niveles de etanol en
sangre, genera radicales libres a través de la oxidacion del NADPH en NADP*, aunado
a este proceso, la exposicion cronica de alcohol es capaz de activar al factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) proveniente de macrofagos que posteriormente conduce a
la elevada produccion de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria (ERO)
(Conde de la Rosa y col., 2008).

Es asi como la alcohol deshidrogenasa (ADH) y el citocromo p450 2E1 (CY2EL1), se
han sefialado como responsables de la capacidad del etanol para inducir estrés
oxidativo conduciendo a la generacion de lesiones hepaticas. Los niveles de CYP2E1
se muestran elevados en diversas condiciones fisiologicas y son un gran generador de
ERO tafies como el radical Oz y el H202. Debido a esto, se inicia un proceso de estrés
oxidativo comprometiendo la integridad celular considerablemente (Conde de la Rosa
y col, 2008).

3.5.2 Efectos del alcohol en laingestién y absorcién de los nutrimentos

Cuando se consume el etanol de forma crénica puede causar enfermedades al
interferir con el estado nutricional del bebedor, alterando la ingesta, absorcion y
utilizacién de diversos nutrimentos esenciales para mantener la homeostasia celular.
Ejerce efectos nocivos a través de su metabolismo y los compuestos toxicos
resultantes, particularmente en el higado, donde se produce la mayor parte del

metabolismo del alcohol (Lieber, 2003).

Como consecuencia de ello, pueden sufrir diversos grados de desnutricién. La
desnutricion primaria ocurre cuando el alcohol reemplaza otros nutrientes en la dieta,
lo que resulta en una ingesta general reducida de nutrientes. La desnutricion
secundaria ocurre cuando el bebedor consume nutrientes adecuados pero el alcohol
interfiere con la absorcion de esos nutrientes en el intestino, por lo que no estan

disponibles para el cuerpo (Lieber, 2003).

La desnutricibn mas grave, que se acompafia de una reduccioén significativa en la masa

muscular, generalmente se encuentra en aquellos alcohdlicos que estan
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hospitalizados por complicaciones médicas del alcoholismo. Si estos pacientes
continlan bebiendo, perderan peso adicional; por el contrario, si se abstienen de

beber, aumentaran de peso (Lieber, 2003).

Los efectos nocivos de la ingestion abundante de alcohol se reflejan principalmente
sobre el metabolismo proteico. Tanto las proteinas como aminoacidos son
indispensables para el mantenimiento de la estructura celular, participan en el
transporte de distintas sustancias y actian como enzimas mediadoras en casi todas
las reacciones bioquimicas celulares. Los aminoacidos esenciales se obtienen a través
de las proteinas provenientes de la dieta, sin embargo, el alcohol interfiere con la
captacion de estos aminoacidos de forma que se reduce significativamente la
absorcion intestinal de aminoacidos (Moreno y Cortés., 2008).

Cuando se produce una insuficiencia hepatocelular secundaria por alcoholismo
cronico, son evidentes las alteraciones de la sintesis hepatica de proteinas (sobre todo
albumina y factores de la coagulacién) y de urea. Las consecuencias clinicas,

potencialmente graves, son las siguientes:

1) Hipoalbuminemia con alteraciones del transporte de ciertos minerales y posible

acumulacion de liquido.

2) Hipoprotrombinemia y déficit de sintesis de otros factores de la coagulacion, con
riesgo de hemorragias digestivas o de otros érganos.

3) Reducciodn de la sintesis de urea, con aumento de la concentracion sanguinea de

amoniaco y riesgo de desarrollar encefalopatia hepatica

4) Alteracion del balance de aminoacidos, con incremento de los niveles de los
aminoacidos aromaticos y riesgo de encefalopatia hepatica. La ingestion proteica de
estos pacientes es igual o inferior a 30-50 g por dia.

En los bebedores que consumen mas del 30% de sus calorias totales a través de la
ingesta de alcohol, no solo el aprovechamiento de hidratos de carbono, sino también

el aprovechamiento de proteinas y grasas disminuyen significativamente.
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El consumo de algunos micronutrimentos como vitamina A, vitamina C y tiamina
(vitamina B1) también puede caer por debajo de las cantidades diarias recomendadas

debido a una ingesta deficiente (Moreno y Cortés., 2008).

3.6 Estado redox celular a nivel hepatico

Las células cuentan con mecanismos especificos altamente eficientes para controlar
el nivel intracelular de los radicales libres y mantener un equilibrio entre los
componentes antioxidantes y prooxidantes generados por el estrés oxidativo. Este
fendmeno esté relacionado con el estado fisiolégico de un individuo. La exposicion a
altos niveles de ROS genera como respuesta, el reclutamiento o liberacién de diversas
citoquinas, hormonas y factores de crecimiento u otros mediadores como el ATP
extracelular y defensa contra la invasiéon de patdégenos, siendo la principal causa de
dafio a diferentes tipos de érganos, entre ellos el higado. Las mitocondrias acttan
como fuente primaria de ROS que son generados en células y tejidos durante la

fosforilacion oxidativa (Cesaratto y col., 2004).

La formacion del anion superoxido a nivel molecular esta mediado por enzimas como
NADP oxidasas y xantina oxidasa, sin embargo, este componente se convierte
rapidamente dentro de la célula a H20:2 (peréxido de hidrogeno) y en O2 mediante la
superoxido dismutasa. El perdxido de hidrogeno puede reaccionar con algin metal de
transicion reducido a través de la reaccion de Fenton para producir el radical hidroxilo,
un componente altamente reactivo y mas dafino. Posterior a la formacion de este
radical libre, las enzimas catalasa y glutation peroxidasa tienen la capacidad de
convertirlo en agua evitando que pueda acumularse en grandes concentraciones
toxico para la célula. Las altas concentraciones de H202 generan dafio hepatocelular
(Cesaratto y col., 2004).

El metabolismo de etanol genera un desequilibrio en el estado redox celular ya que
normalmente el higado tiene perfectamente regulado el sistema antioxidante
enzimatico y no enzimatico particularmente en las células de Kupffer, las cuales estan

altamente expuestas a las moléculas de ROS (Figura 3). (Cesaratto y col., 2004).
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Este desequilibrio muestra una correlacion entre el dafio hepatico y el aumento de
marcadores de estrés oxidativo tales como MDA, 4-HDA, éxido nitrico, entre otros
(Cesaratto y col., 2004).
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Figura 3: Generacién de radicales libres por el metabolismo del etanol (Seitz y Stickel., 2006).

3.7 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como la exposicion de las células, tejidos u érganos a un
exceso de productos oxidantes y altamente toxicos que pueden conducir a muerte
celular acelerada. Algunas hipétesis sugieren que las especies reactivas de oxigeno
desempefian un papel determinante en el dafio celular, originando cambios en el
estado redox producido por el metabolismo del etanol, mediante las enzimas alcohol y
aldehido deshidrogenasas. La generacion de productos reactivos como el
acetaldehido, generan dafio mitocondrial, disminuyen la sintesis de ATP causando
dafios directos en la membrana. Ademas, dichos productos interfieren en la absorcion
de algunos nutrimentos importantes para cada célula como los hidratos de carbono,
proteinas, vitaminas y algunos minerales ademas de alterar la funcionalidad del
sistema inmune y el equilibrio de algunas citoquinas proinflamatorias. (Cederbaum,
2001).
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En el mecanismo de dafio se puede analizar la gran participacion de moléculas
altamente reactivas como los radicales libres en el hepatocito, los cuales alteran

considerablemente su funcionalidad (Cederbaum, 2001).

3.7.1 Cambios bioquimicos inducidos por estrés oxidativo

Las altas concentraciones séricas de alcohol junto con la elevada tasa metabdlica
hepatica, produce estrés bioquimico para las células hepaticas. Mientras que el
acetato, producto de la oxidacion del etanol, puede entrar en el ciclo del acido citrico
después de la conversion en acetil-CoA, las diversas alteraciones metabdlicas y
bioquimicas causadas por la exposicion al etanol dan como resultado un balance
energético negativo. Estos cambios bioquimicos causados por el metabolismo del
alcohol exacerban la enfermedad hepética alcohdlica. Especificamente, el cambio en
la relacion NADH a NAD+ aumenta la tasa de sintesis y esterificacion de acidos grasos,
mientras que simultaneamente disminuye la B-oxidaciébn mitocondrial de los &cidos
grasos libres y promoviendo la peroxidacion lipidica. Este cambio en el estado redox
también puede afectar el metabolismo normal de los hidratos de carbono, lo que
resulta en multiples efectos, incluido un suministro reducido de ATP a la célula (Beier
y McClain, 2010).

3.8 Radicales Libres

Los radicales libres son moléculas que contienen uno o mas electrones no apareados
altamente reactivos y pueden dar lugar a reacciones en cadena que provocan muerte
celular y dafio tisular (Cuadro 1). Agrupan a un conjunto de compuestos como las ERO
que incluyen al radical superoxido, radical hidroxilo, peréxido de hidrogeno, asi como
el acido hipocloroso y especies reactivas de nitrdgeno (ERN) que se refiere a

moléculas derivadas del 6xido nitrico (Elvir, 1994).

Radicales libres como el perdoxido de hidrégeno, pueden reaccionar con otras
biomoléculas como el radical hidroxilo e interactuar con bases nitrogenadas de los
acidos nucleicos (ADN y ARN) lo que conlleva a una alteracién en la informacion

genética almacenada en las células o simplemente estimula la peroxidacion lipidica
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afectando a los acidos grasos poliinsaturados convirtiéndolos en moléculas oxidantes.
Una sola molécula de radical ‘OH tiene la capacidad de transformar varias moléculas
de &cidos grasos en hidroperoxidos, produciendo aldehidos altamente dafiinos para
las membranas celulares (Paredes y Roca, 2002).

La generacion de oxigeno molecular en forma de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en bajas concentraciones es una parte natural de la respiracion aerobia que es
responsable de la manifestacion de funciones celulares fisioldégicas que van desde vias
de transduccién de sefales, defensa y expresion genética. Por el contrario, una
cantidad excesiva de estas biomoléculas son nocivas para las células ya que inducen
a estrés oxidativo, produciendo dafio a componentes celulares; proteinas, lipidos y
ADN (Cichoz y Michalak., 2014).

Cuadro 1: Principales moléculas reactivas que generan dafio hepético a nivel celular
(Galiciay Gutiérrez, 2014).

Especies reactivas de oxigeno Especies reactivas de nitrégeno
Anién superdxido (027) Anién peroxinitrito (ONOO")
Radical hidréxilo (OH") Di6xido de nitrégeno (NO,)
Radical hidroperoxido (HO>) Oxido nitrico (NO)

Radical Lipidico (L")
Radical peroxilipidico(LO>")

Peréxido de hidrégeno(H20,)
Hidroperoxido lipidico(LOOH)

3.8.1 Oxido Nitrico (NO)

El higado es un 6rgano que esta claramente influenciado por el NO. La exposicion
aguda y crénica al NO se ha asociado con distintos patrones de enfermedad hepatica.
Para poder determinar los efectos beneficiosos o perjudiciales del NO son la cantidad,
la duracion y el sitio de produccion de NO. Una dosis baja de 6xido nitrico sirve para
neutralizar los radicales toxicos de oxigeno en el higado durante los eventos de sepsis

aguda y reperfusion (Hon y Col., 2002).
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Este componente demuestra propiedades antimicrobianas y antiapoptosis durante la
infeccion aguda de hepatitis y otros procesos inflamatorios. Sin embargo, en el
contexto de inflamacién crénica del higado, cuando hay una gran cantidad sostenida
de compuesto, podria volverse genotoxico y conducir al desarrollo de céancer de
higado. EI NO se inactiva rapidamente en los tejidos por oxidacion a sus metabolitos,
nitritos y nitratos, los cuales se difunden facilmente en la circulacion. Por lo tanto, las
concentraciones de nitrito y nitrato a menudo se usan como indicadores de la
presencia de 6xido nitrico. Esta involucrado con la etiologia o la progresion de las
enfermedades hepaticas porque este gas juega un papel importante en la regulacion
homeostética, asi como en los mecanismos de defensa inmunoldgica. La mayoria de
los efectos perjudiciales del NO se basan en el concepto de que el NO sirve como
precursor, produciendo potentes factores tdxicos, como el peroxinitrito y el radical

hidroxilo, como resultado de la interaccién con el anion superéxido (Hon y Col., 2002).

El 6xido nitrico es un gas muy verséatil que cumple diversas funciones, actuando como
vasodilatador, segundo mensajero, neurotransmisor, inhibe la agregacion plaquetaria
e interviene en la relajacion del musculo liso. Es una de las principales fuentes
intracelulares de ERQO’s tales como el anién superdxido, peroxido de hidrégeno y
radicales hidroxilo producidos en la cadena transportadora de electrones. Cuando el
NO se combina con radicales superéxido genera moléculas como el anién peroxinitrito
altamente reactivo que se ha relacionado con la peroxidacion lipidica y la nitrosacion
de los residuos de tirosina en las proteinas logrando disminuir de esta forma su
biodisponibilidad. Este Gltimo componente es altamente tdéxico ya que compromete la
integridad de organulos como la mitocondria y en casos severos genera muerte celular

mediante la produccion dafio estructural en proteinas y lipidos (Trujillo y Tovar, 2008).

3.8.2 Oxido Nitrico en enfermedades del Higado

El NO es generado por tres isoformas de 6xido nitrico sintasas (NOS), NOS neuronal
(nNOS; NOS1), NOS inducible (iNOS; NOS2) y NOS endotelial (eNOS; NOS3). En la
biologia hepatica, eNOS e iINOS son las isoformas mas importantes, mientras que el

papel de nNOS es poco conocido. En muchas condiciones patolégicas, el iINOS
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produce grandes cantidades de NO, el cual es una fuente importante de especies de
nitrogeno reactivo (RNS). En particular, el peroxinitrito (ONOO-) puede dafiar una
amplia gama de moléculas celulares que incluyen ADN y/o lipidos, ademas de facilitar
la nitraciobn de proteinas afectando tanto su estructura como su funcién. EI NO
reacciona con especies reactivas de oxigeno (ROS) para formar RNS como *NOg,
ONOO-, HNO2 y NO2+. Las mitocondrias se han considerado la principal fuente de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que se originan principalmente de la cadena
respiratoria mitocondrial (Iwakiri y Kim, 2015).

El exceso de ONOO- mitocondrial puede perjudicar la fosforilacion oxidativa al inhibir
los complejos de la cadena respiratoria (Complejo I, Complejo IV y ATP sintasa) y la
actividad de MnSOD. Ademas, el ONOO- puede oxidar bases la bases nitrogenadas,
residuos de proteinas de tirosina y grupos tioles causando la muerte de los hepatocitos

de forma significativa (lwakiri y Kim, 2015).

3.8.3 Peroxidacioén lipidica

La peroxidacion lipidica es un proceso en el que moléculas oxidantes como los
radicales libres o especies no radicalarias, atacan a los lipidos que contienen doble
enlace (s) carbono-carbono, especialmente acidos grasos poliinsaturados, que implica
la extraccion de un atomo de hidrogeno a un carbono, generando radicales peroxilo
lipidicos e hidroperéxidos. Tanto el (OH") e hidroperéxido (HO2) afectan notablemente
alos lipidos, y es altamente probable que esto suceda debido a que una célula produce
alrededor de 50 radicales hidroxilo (OH*) cada segundo, ademas la generaciéon del
ONOO formado por la unién entre ROS y RNS aumenta la probabilidad del dafio. Los
glucolipidos, fosfolipidos y colesterol se ven afectados por esta reaccion la cual dafa
potencialmente y modifica la funcionalidad de estos componentes celulares (Ayala,

Mufioz y Arguelles., 2014).

La peroxidacion de los lipidos empieza cuando una ERO tiene suficiente reactividad
para atraer un atomo de hidrogeno de un grupo metileno (-CH2-), este doble enlace
adyacente al grupo metileno debilita la energia del enlace del hidrogeno alélico y deja

un electrén desapareado sobre el carbono (-CH-). De tal forma que, bajo condiciones
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aérobicas este radical se combinara con Oz para formar el radical peroxido del lipido.
Este radical tiene la capacidad de atraer un ion H que pertenece a otra molécula de
lipidos, es asi como ocurre la propagacion de la peroxidacion lipidica, generando
muchas moléculas de peroxido de lipido, inestabilizando la integridad de la membrana
(Halliwell y Gutteridge., 2002).

El proceso general de peroxidacion lipidica consta de tres fases; en la fase de
iniciacion, las moléculas prooxidantes toman una molécula de hidrogeno alilico para
formar un radical lipidico creando inestabilidad en el acido graso poliinsaturado, en la
fase de propagacion, el radical lipidico reacciona rapidamente con el oxigeno para
formar el radical peroxilo que extrae un hidrogeno de otra molécula lipidica generando
un nuevo radical lipidico. En la reaccion denominada terminacion, los antioxidantes
donan un atomo de hidrogeno a las especies radicales peroxilipidicas lo que da como
resultado, productos no radicalarios. Durante la peroxidacion lipidica se producen una
gran variedad de aldehidos como productos secundarios siendo malondialdehido
(MDA), propanal, hexanal y 4-hidroxi-nonenal (4-HNE) los mas caracteristicos. Sin
embargo, el MDA parece ser el producto mas mutagénico de la peroxidacion lipidica,

mientras que el 4-HNE es mas téxico (Ayala, Mufioz y Arguelles., 2014).

3.9 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que previene, retrasa o elimina el dafo
oxidativo de una molécula producida por un radical libre. Cada organismo desarrolla
un sistema antioxidante altamente complejo que puede ser de origen enzimatico o no
enzimatico y presenta una accion sinérgica en conjunto para proteger a las células y
los érganos contra el dafio de los radicales libres. Los antioxidantes pueden ser
endogenos u obtenidos exdbgenamente como parte de la dieta, pueden encontrarse en
frutas, oleaginosas o bien mediante suplementos dietéticos. Los suplementos
dietéticos funcionan como antioxidantes mediante diversas formas, neutralizando
radicales libres o bien potencializando la actividad enddégena de otra molécula o de
algunas enzimas que tengan la capacidad antioxidante tal es el caso de las

fitoalexinas. Los antioxidantes enddgenos juegan un papel critico en el mantenimiento
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de funciones celulares Optimas y por lo tanto, en la salud y el bienestar sistémico. Sin
embargo, en condiciones que soportan el estrés oxidativo los antioxidantes endégenos
no son suficiente y los antioxidantes de la dieta pueden ser necesarios para mantener
las funciones celulares 6ptimas. Aunado a esto, enzimas como la superéxido
dismutasa y catalasa juegan un papel fundamental en el mantenimiento de funciones

celulares optimas evitando la sobreproduccion de radicales libres (Kurutas, 2016).

3.9.1 Catalasa

Esta enzima se encuentra en todos los organismos vivos que estan expuestos al
oxigeno y su funcion es catalizar la descomposicion de radicales libres como el
peréxido de hidrogeno para formar moléculas de agua y oxigeno (Figura 4). El
desempeiio de esta enzima es excepcional puesto que puede convertir millones de
moléculas de perdxido de hidrogeno a las moléculas anteriormente mencionadas. A
nivel celular, se encuentra localizada en mitocondrias y peroxisomas excepto en los

eritrocitos, donde se encuentra en el citosol. (Nabi, 2014).
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Figura 4: Mecanismo de accion sobre los radicales libres de la catalasa (Nandi y col., 2019).
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3.9.2 Superoéxido Dismutasa (SOD)

La superéxido dismutasa es uno de los antioxidantes enzimaticos mas potentes a nivel
celular y existen tres isoformas de SOD en el organismo; Cu/Zn-SOD citosoélico, Mn-
SOD mitocondrial y Cu/Zn SOD extracelular (Cuadro 2). Su principal funcion es
catalizar la conversion de los aniones superoxido en dioxigeno y peroxido de hidrogeno
para que posteriormente el peroxido de hidrogeno sea eliminado mediante la accion

de la catalasa (Kurutas, 2016).

La SOD neutraliza los iones superoxido al pasar por ciclos sucesivos oxidativos y
reductores de iones metélicos de transicion en su sitio activo. Esta enzima cataliza
especificamente la dismutacioén del anidn superoxido generando moléculas oxigeno y
agua (Kurutas, 2016).

Cuadro 2: Principales isoformas de superoxido dismutasa, composicion y localizaciéon
(Fukai y Ushio-Fukai, 2011).

Proteina
Isoforma Caracteristicas Metal de relacionada Ubicacion
cofactor con el
suministro del
metal
Cu?*(Catalitica) CCS, GSH Citoplasma y
SOD 1 32kDa, espacio
(Cu/ZnsSOD) homodimero Zn?*(Estabilidad) Desconocida | intermembranoso
mitocondrial
SOD 2 96kDa, Mn®*(Catalitica) Desconocida Matriz
(MnSOD) homotetramero mitocondrial
Atox, ATP7A Matriz
SOD3 135 kDa, Cu?* (Catalitica) (MNK, Menkes extracelular,
(ecSOD) homotretramerica ATPasa) superficie celular
y fluidos
Zn2+(Estabilidad) | Desconocida extracelulares

Tanto la catalasa como la superoéxido dismutasa se encargan que el estado redox celular
mantenga un equilibrio constante, si este equilibrio se altera y estas enzimas se ven
superadas, por lo tanto, es necesaria la administracion de antioxidantes no enzimaticos
de origen exégeno para poder contrarrestar el dafio que pueda generarse (Kurutas,
2016).
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3.9.3 Antioxidante exdgeno: el resveratrol

El resveratrol es un polifenol natural y una fitoalexina que se encuentra en una amplia
variedad de fuentes alimenticias como las uvas, ciruelas, cacahuates, vinos tintos y en
menor cantidad en vinos blancos. Desde el punto de vista quimico, este antioxidante
existe en forma cis y trans isdmero, sin embargo, la forma trans es la mas
predominante, presentan una mayor estabilidad estructural y funcional si se protege
de ciertos ambientes como el pH alto y luz. Posee una amplia variedad de beneficios
por los cuales su consumo es ampliamente recomendado. Interviene en la regulacion
del metabolismo de los lipidos de baja densidad (LDL), brinda proteccion
cardiovascular, interviene en la vasodilatacion arterial mediada por éxido nitrico (NO)

y, sobre todo, posee gran efecto antioxidante (Figura 5) (Alarcén y Villegas., 2007).
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La acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) puede inducir a la
modificacion funcional de las macromoléculas celulares (lipidos, proteinas, acidos
nucleicos). El dafio al ADN por estos radicales libres da lugar a mutagénesis,
oncogénesis y un acelerado envejecimiento (Alarcon y Villegas., 2007).

La funcion fisiolégica antioxidante del resveratrol se lleva a cabo por tres mecanismos:
el primero es por competencia con la coenzima Q que permite disminuir el complejo
enzimatico de la cadena respiratoria, sitio donde se lleva a cabo la mayor formacion
de ROS, fungiendo como almacén de moléculas radicalarias de oxigeno formado en
las mitocondrias para evitar que las moléculas interactien con nutrimentos o bases
nitrogenadas del ADN y mediante la inhibicion de la peroxidacion lipidica inducida por
los productos de la reacciébn de Fenton y ademas, promueve la actividad de una

variedad de enzimas antioxidantes (Figura 6)(Alarcén y Villegas., 2007).
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IV. JUSTIFICACION

El consumo excesivo de alcohol es un problema de salud puablica a nivel mundial
representa un factor de riesgo importante para la prevencion de enfermedades
cronicas hepaticas y es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en

todo el mundo a causa de los efectos secundarios generados por esta sustancia.

Tanto el etanol como sus metabolitos, son causantes de inducir a estrés oxidativo
mediante la sintesis de sustancias altamente toxicas y nocivas para las células. Debido
a esto, la administracion de agentes antioxidantes de origen exdégeno como los
polifenoles, permiten disminuir el efecto toxico de los metabolitos generados por la
oxidacion celular y previenen el dafio hepatico crénico inducido por etanol. El
resveratrol es un potente antioxidante que pertenece al grupo de dichos polifenoles y

se sabe que posee una amplia variedad de efectos benéficos a nivel hepatico.

Por esta razon, es importante analizar el efecto funcional de este componente sobre
el estrés oxidativo producido por etanol, asi como el efecto antagdnico que tiene este
antioxidante sobre el 6xido nitrico y confirmar si el resveratrol cumple una funcién

hepatoprotectora aun en concentraciones elevadas de etanol en sangre.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Determinar el efecto antioxidante del resveratrol sobre el estrés oxidativo en higado de

ratas administradas con etanol.

5.2 Objetivo especifico
e Comparar los niveles de 6xido nitrico en hepatocitos de ratas de la cepa Wistar

en los grupos control, etanol y resveratrol.
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VI. METODOLOGIA

1. Diagrama general de trabajo
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2. Recursos materiales

2.1 Material

Material de vidrio.

Todo el necesario para cada una de las determinaciones.

Reactivos:

Reactivos grado analitico.

El necesario para cada una de las determinaciones.

3. Cuadro de métodos

Técnica Referencia
Cuantificacion de Proteinas (Sedmak & Grossberg,
Totales 1977)

Analisis bioquimico

Cuantificacion de nitritos

(Tsikas, 2006)
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4. Administracion de animales

Se utilizaron 41 ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad con un peso
aproximado de 280-320g, que se obtuvieron del bioterio Claude Bernard, de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se mantuvieron en
condiciones estandar de bioterio con ciclos de luz-oscuridad de 12-12 horas,
temperatura 21 + 1°C, con acceso de agua y alimento ad libitum. Los animales fueron
divididos al azar en 17 grupos: un grupo control, un grupo etanol subdividido en ocho
diferentes concentraciones de etanol: 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30, 40 y 50% y ocho
subgrupos administrados con resveratrol mas su respectivo vehiculo (10 mg/kg/dia +
vehiculo). El tratamiento tuvo una duracion de 2 meses. La administracion se realizé
para todos los grupos por via oral mediante una céanula esofagica. Para la
administracion de resveratrol se realiz6 la solucién en un vehiculo de agua-etanol a
2.5,5,7.5,10, 20, 30, 40 y 50% segun corresponda, en una concentraciéon de 5mg/mL.
Las ratas fueron sacrificadas mediante el uso de Ketamina / Xilazina en una dosis de
0.2mL / 100g de peso, el higado fue disecado y almacenado a 70°C para la
determinacion de nitritos como una forma indirecta de analizar los niveles de 6xido
nitrico. Los procedimientos para la obtencion de los tejidos se basaron en la Norma
Oficial Mexicana NOM-62-Z0O0-1999 y fueron aprobados por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, minimizando el sufrimiento
innecesario de los animales que fueron utilizados para el presente estudio. (Fuentes
Paredes, 2010).

4.1 Cuantificacion de nitritos

La determinacion de éxido nitrico se realizé mediante el contenido de ion nitrito (NO2)
del sobrenadante que se obtuvo por el método de Griess (Tsikas, 2007). La reaccion
de colorimetria fue promovida por la adicion de 100 pL de sobrenadante + 100 uL del
reactivo de Griess y 800 uL de H2O. El resultado de la reaccién se leyé en un
espectrofotometro a 540 nm. Los niveles de NOz se determinaron interpolando la

densidad optica de las muestras en una curva estandar determinada para el ensayo.
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4.2 Cuantificacion de proteinas totales

La determinacion de proteinas se realizO mediante el método de (Sedmak &
Grossberg, 1997), utilizando albumina sérica bovina como proteina estandar. Las
proteinas fueron cuantificadas en 2 pL del sobrenadante mas 500 uL del reactivo de
color (azul de Coomassie 0.06% a 465 nm) llevando a 1 ml. con agua destilada. El
resultado de la concentracion de proteinas se cuantificd interpolando la densidad
Optica de las muestras en una curva estandar de albumina de suero bovina para el

ensayo.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Efecto antioxidante del resveratrol en las concentraciones de nitritos en el
estrés oxidativo inducido por etanol en higado de rata de la cepa Wistar.

Para determinar el efecto antioxidante del resveratrol sobre el estrés oxidativo, se
analizaron las concentraciones de la produccion de nitritos como un método indirecto
de la produccion de NO, debido a que la vida media de este componente es de 6 a 9
segundos y posterior a ello es oxidado rdpidamente a través de mecanismos
enzimaticos dando lugar a la sintesis de nitratos y nitritos. Los cambios en las
concentraciones de este marcador se analizaron una vez concluido el tratamiento cuya
duracion fue de 2 meses. El tamafio de la muestra fue de 41 ratas de la cepa Wistar
dividida en 3 grupos conformados por el grupo control, etanol y resveratrol mas alcohol,
estos a su vez fueron subdivididos en las distintas concentraciones de etanol que
fueron administrados desde un porcentaje que parte desde 2.5% hasta 50% de etanol
mas 10 mg/kg/dia de resveratrol. En el grupo control la concentracion de nitritos fue
de 2.2893 pM/mg PT, de tal manera que se determin6 que los grupos administrados
con 2.5% de etanol (Figura 7A) estadisticamente no muestran diferencias

significativas.

De acuerdo con el autor Conde de la Rosa y col, 2008, el consumo crénico de etanol
aumenta significativamente la produccién de especies toxicas y reactivas para las
células como el peroxinitrito, un compuesto derivado del éxido nitrico. Estas moléculas
generan cambios en el estado redox induciendo estrés oxidativo y produciendo dafios
en diversos 6rganos, principalmente a nivel hepatico. Debido a ello, se decidié analizar
los niveles de 6xido nitrico en hepatocitos de ratas administradas con etanol, utilizando
tanto bajos (2.5%) como altos (50%) porcentajes de esta sustancia. Posteriormente
fueron comparadas con las concentraciones del grupo de ratas administradas con el
antioxidante utilizado para el presente estudio, de tal forma que permitiera identificar
gué porcentaje de etanol administrado esta produciendo mayor cantidad de estrés
oxidativo en las células y a su vez determinar que efectivamente este antioxidante tiene

un efecto favorable sobre los niveles de este biomarcador.
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Como se puede observar en las concentraciones de etanol al 2.5%, no se generaron
cambios significativos en los niveles de nitritos en ninguno de los 3 grupos, ya que las
concentraciones que se muestran, indican que el resveratrol a esta concentraciéon no

ejerce algun efecto benéfico sobre los niveles de nitritos.

En el grupo de etanol que fue administrado con una concentracion de 5% (Figura 7B),
muestra un incremento en las concentraciones de nitritos de 226.69+110.17% con
respecto al grupo control, indicando que existen diferencias significativas al ser
comparados ambos grupos, mientras que el grupo que fue administrado con
resveratrol mas 5% de etanol como vehiculo, incrementd 161.46+50.54% sin embargo
no mostro diferencia significativa cuando fue comparado con el grupo control. De igual
forma, cuando se realizé una comparativa entre el grupo resveratrol con el grupo
etanol, no mostraron diferencias significativas. Por tanto, el efecto antioxidante del
resveratrol sobre una concentracion del 5% de etanol administrado no muestra
cambios favorables esperados en los niveles de nitritos, sino todo lo contrario, las

concentraciones de este marcador aumentaron.

En una concentracion de 7.5%, (Figura 7C), se encontré un incremento del
226.82+191.69% en los niveles de nitritos del grupo etanol con respecto al grupo que
no fue administrado con algun tratamiento, aunque no hubo diferencias significativas
cuando ambos grupos fueron comparados. Por otro lado, el grupo resveratrol expresé
un incremento de 203.58+135.21% sin mostrar diferencia estadisticamente
significativa cuando fue comparado con el grupo control. A su vez, cuando se realizé
la comparativa entre el grupo resveratrol con el grupo etanol no mostraron diferencias
significativas entre ambos tratamientos. Tanto en el grupo de etanol como el de
resveratrol hubo incremento en los niveles de nitritos tomando como comparativa la
grafica de las concentraciones al 5%, lo que podria indicar que, a mayores
concentraciones de etanol, el estrés oxidativo podria atenuar la funcion antioxidante

de resveratrol disminuyendo su efecto biol6gico sobre los hepatocitos.

En la administracion de 10%, las concentraciones de nitritos en el grupo de etanol
aumentaron 352.20+319.74% con respecto al grupo control, sin embargo,

estadisticamente no hubo diferencias significativas entre ambos grupos. Por otro lado,
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hubo una disminucién de 29.25+4.35% en los niveles de nitritos del grupo resveratrol
cuando se compararon con el grupo que no tuvo tratamiento alguno, por lo cual
estadisticamente se encontrd diferencia significativa. Cuando se realiz6 la comparativa
del grupo etanol con el grupo resveratrol, se encontr6 que presentan diferencias
significativas, ya que hubo una notable disminucidn de las concentraciones de nitritos
en el grupo resveratrol con respecto a los niveles del grupo etanol (Figura 7D). Lo
anteriormente mencionado permite inferir que las altas concentraciones de nitritos en
el grupo etanol demuestran que las células hepéticas se encuentran en estado de
estrés nitrosactivo lo cual indica un alto riesgo de generar dafio hepatico, si esta
tendencia sigue en aumento. Sin embargo, los niveles de nitritos en el grupo
resveratrol disminuyeron considerablemente, lo que podria indicar que este polifenol
esta ejerciendo su efecto antioxidante y esta tratando de revertir el estado de estrés

oxidativo generado por el metabolismo del etanol.

A una concentracion de 20% de etanol en las muestras biolégicas del grupo etanol, se
presentd una disminucion en los niveles de nitritos de 85.14+28.64% aunque no se
encontroé diferencia significativa entre dicho grupo y el grupo control. De igual manera,
el grupo resveratrol, manifestd una disminucion de 24.82+6,43% con respecto al grupo
control y un incremento de 1.949+0.65% con respecto al grupo administrado con etanol
y debido a ello, estadisticamente se encontré diferencia significativa entre estos grupos
en sus respectivas comparativas (Figura 8E). Por consiguiente, el incremento del
porcentaje de etanol utilizado en las muestras bioldégicas gener6 un incremento en los
niveles de nitritos, principalmente en el grupo de resveratrol, debido a que
posiblemente el antioxidante podria estar siendo inhibido por la toxicidad del etanol.

En una concentracion de 30% de etanol, los niveles de nitritos disminuyeron
60.89+21.99% al ser comparados con los niveles del grupo control, aunque no
mostraron diferencia significativa (Figura 8F). En lo que respecta al grupo resveratrol,
presentd un incremento de 208.65+86.50% y 4.77+1.98% al ser comparado con el
grupo control y etanol respectivamente, encontrando diferencia significativa con ambos
grupos. En estas concentraciones de etanol generd un reajuste en los niveles de

nitritos en la cual, el grupo resveratrol elevo considerablemente las concentraciones

31



de los mismos a tal grado de sobrepasar los niveles del grupo etanol, deduciendo que
el resveratrol no esta ejerciendo su efecto antioxidante y hepatoprotector en estas
concentraciones y las células estan perdiendo la capacidad de regenerarse, ya no
estan respondiendo adecuadamente al tratamiento de tal manera que les permita

poder contrarrestar el posible dafio inducido por el etanol.

En el grupo que fue administrado con etanol al 40% expresé un incremento de
107.20£12.66% al ser comparado con el grupo control y con respecto al grupo de
resveratrol tuvo una disminucién de 2.254+0.29, aunque en ninguna de las dos
comparativas existié diferencia significativa. Del mismo modo el grupo resveratrol tuvo
un incremento de 152.77+39.89% con respecto al grupo control, sin embargo,
estadisticamente tampoco hubo diferencia significativa. En las figura 8F y 8G, se
puede comparar que las concentraciones de nitritos en el grupo resveratrol al 40%,
disminuyo con respecto a las concentraciones de resveratrol al 30% posiblemente se
debe a que el higado presenta una capacidad de regeneracion celular lo esta
permitiendo que los hepatocitos estan tratando de contrarrestar el dafio por las
concentraciones elevadas de etanol administradas y evidentemente el resveratrol no

esta ejerciendo un evidente efecto protector contra el dafio que se esta produciendo.

En el dltimo grupo el cual fue administrado con 50% de etanol, el grupo resveratrol
muestra un incremento de 170.38+59.93% con respecto al grupo control, aunque sin
diferencia significativa entre estos grupos. En lo que respecta al grupo de etanol,
expresa un incremento de 149.62+16.07% por lo tanto estadisticamente existe
diferencia significativa con respecto al grupo sin tratamiento. De igual manera, el grupo
resveratrol tuvo un ligero incremento del 3.9+1.37% con respecto al grupo etanol, no
obstante, sin diferencia significativa entre ambos grupos. En la figura (Figura 8H), se
puede observar que las concentraciones de nitritos en el grupo etanol incrementaron,
pero resultaron ser mas bajas que las concentraciones del grupo resveratrol, indicando
gue el efecto biolégico de este componente fue superado por las concentraciones de

alcohol y de alguna manera interfiriendo en su funcién antioxidante.

Por si fuera poco, se ha propuesto que el NO esta involucrado en la etiologia y la

progresion de enfermedades hepaticas porque participa en muchos procesos en la
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regulacion homeostética, entre los mecanismos de defensa inmunoldgicos y el
equilibrio redox, ya que el 6xido nitrico sirve como precursor de diferentes moléculas
altamente toxicas para las células como el peroxinitrito y el radical hidroxilo, los cuales
son resultado de la interacciobn con el anién superoxido mismos que tienen la
capacidad de dafar la estructura fosfolipidica de la célula induciendo peroxidacién
lipidica. (Hon y Col., 2002)

Peiyuan y col. (2017) evaluaron la capacidad antioxidante del resveratrol sobre la
enfermedad alcoholica hepatica mediante la determinacion de marcadores de estrés
oxidativo y enzimas antioxidantes, de tal forma que concluyeron que la administracion
de este polifenol de 250 mg/kg de peso corporal/dia ejerce un efecto altamente efectivo
sobre la hepatotoxicidad del etanol. Por lo tanto, las concentraciones de resveratrol
gue se utilizaron para el presente estudio no lograron que este antioxidante ejerciera
su funcion bioldgica de forma evidente, ya que durante el proceso de estrés oxidativo
inducido por etanol los niveles de oOxido nitrico no disminuyeron de manera

significativa.
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Figura 7: Efecto del resveratrol como antioxidante sobre los niveles de nitritos en bajas concentraciones.
Evaluacion de los niveles de Nitritos como una medida indirecta de la produccién de oxido nitrico en
diferentes concentraciones de etanol. Los datos indican la media +SEM para n=3 ratas analizadas por
triplicado y mediante un andlisis estadistico de ANOVA de una via, seguida por una prueba de rango de
Tukey donde *Indica p<0.05 con respecto al control. & Indica p<0.05 con respecto del grupo vehiculo.
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Figura 8: Efecto del resveratrol como antioxidante en los niveles de nitritos en altas concentraciones.
Evaluacion de los niveles de Nitritos como una medida indirecta de la produccién de oxido nitrico en
diferentes concentraciones de etanol. Los datos indican la media +SEM para n=3 ratas analizadas por
triplicado y mediante un andlisis estadistico de ANOVA de una via, seguida por una prueba de rango de
Tukey donde *Indica p<0.05 con respecto al control. & Indica p<0.05 con respecto del grupo vehiculo.
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VIIl. CONCLUSIONES

El etanol induce a estrés oxidativo de forma creciente a partir de concentraciones del
5%, aunque debido a la funcién biologica del resveratrol, en los grupos administrados
a partir de 10% y 20% de esta sustancia, disminuyen considerablemente los niveles
de nitritos, lo cual indica que tiene un efecto favorable sobre los niveles de este

metabolito desde esas concentraciones.

La administracion de concentraciones de etanol a partir del 30%, tienen un efecto
adverso y significativo sobre los nitritos, observando un incremento considerable
incluso en los grupos administrados con resveratrol. Debido a esto, hay poca respuesta
por parte del hepatocito y la funcién biolégica del antioxidante no es tan eficiente en

comparacion con los grupos administrados de etanol en bajas concentraciones.

Por lo tanto, se concluye que el efecto antioxidante del resveratrol en hepatocitos
durante el proceso de estrés oxidativo inducido por etanol, es efectivo en
concentraciones bajas de este compuesto, ya que en porcentajes a partir del 30%
presenta un efecto adverso, al incrementar los niveles de nitritos y aumentando el
riesgo de dafo hepatico de forma progresiva y acelerada, sin embargo, falta realizar
un andlisis mas exhaustivo de otros marcadores de estrés oxidativo que permitan

complementar mas la informacién obtenida.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda:

Llevar a cabo una evaluacion de marcadores de peroxidacion lipidica como
malondialdehido y 4- hidroxialquenales, a fin de analizar los cambios generados

durante el tratamiento sobre estos metabolitos.

Evaluar la actividad enzimatica de la enzima superéxido dismutasa y catalasa en
hepatocitos, que permita afirmar que el resveratrol ejerce una funcién benéfica sobre

estas enzimas antioxidantes.

Realizar un analisis de cortes histologicos en higado de ratas administradas con etanol
para observar las posibles alteraciones generadas en el tejido a consecuencia del

estrés oxidativo generado.

Llevar a cabo un estudio con mayores porcentajes de etanol administrados en higado
de rata por un mayor periodo de tiempo de manera que permita analizar el
comportamiento de este antioxidante en concentraciones por arriba del 50% de etanol

administrado.
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