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I Introduccion

Los xenobidticos son compuestos extrafios al organismo, que ingresan a él principalmente a través de la via
digestiva, conjuntamente con los nutrientes. Como mecanismo de proteccién, durante la evolucion se han
desarrollado diversas vias para poner fin a su actividad biolégica y permitir su eliminacién: los xenobiéticos ingeridos
son biotransformados de forma tal que la molécula original es modificada a una forma mas facil de excretar. La
duracion y la intensidad de la accion de estos compuestos, sea farmacologica, como en el caso de los
medicamentos, o toéxica, como ocurre por la acciéon de diversos compuestos quimicos que ingresan al organismo
como consecuencia de la exposicion a un ambiente contaminado, dependen fundamentalmente de la velocidad a la
cual son metabolizados.

En los mamiferos, practicamente todos los tejidos y érganos tienen la capacidad de metabolizar compuestos de
caracter lipofilico en metabolitos solubles en agua. La mayor parte de los compuestos quimicos son metabolizados
por el sistema de hemoproteinas citocromo P-450 (P450 0 CYP), caracterizado por una gran versatilidad, la que se
expresa en su capacidad para metabolizar compuestos de origen endogeno (acidos grasos (AG), esteroides,
prostaglandinas) y exdégeno (xenobidticos). La multiplicidad de estructuras de esta familia de genes se relaciona con
la amplia variedad de compuestos quimicos sobre los que pueden actuar, desde moléculas de tamafio pequefio,
como el etanol, hasta otras de gran tamafio(1). La biotransformacién se produce principalmente en los microsomas
de células hepaticas, renales, de pulmén, piel, cerebro, mama, mucosa nasal, intestino y placenta.

El metabolismo de xenobidticos se describe generalmente en una secuencia de dos etapas: las Fases | y Il. La Fase
| incluye procesos de oxidaciéon hidroxilacién, reduccién o hidrélisis de la molécula original, que dan origen a
metabolitos que pueden ser mas téxicos, por formacion de intermediarios reactivos capaces de formar uniones
covalentes con macromoléculas («activacion»), lo cual genera una accion carcinogénica, inmunotéxica, necroética, o
da origen a compuestos menos téxicos que el original. Esta fase involucra la accion de monooxigenasas
inespecificas, denominadas oxidasas de funcion mixta (OFM), conformadas por un sistema complejo que ha
evolucionado como una multiplicidad de hemoproteinas dependientes de P450, las que se han clasificado en familias
y subfamilias de acuerdo a la homologia de su secuencia genética, y catalizan reacciones de biosintesis o
biodegradacion de compuestos endégenos y exdgenos(2). La diversidad de reacciones catalizadas por las enzimas
P450 se basa en sus propiedades conformacionales, en que el hierro puede existir en diversos estados de oxidacion,
con diferente reactividad quimica y, consecuentemente, variaciones de ,su acceso a sustratos(3) .

En la Fase Il se produce la conjugacién de los metabolitos formados con agentes endégenos, tales como sulfato,
acetato, acido glucurénico, glutatiéon o glicina, con lo que aumenta la polaridad e hidrosolubilidad de los compuestos,
lo que facilita su eliminacion por las vias renal o biliar.

La monooxigenacion de sustratos involucra la transferencia de electrones desde NADPH o NADH a la hemoproteina
P450, a través de proteinas de transferencia que actian como auxiliares y que dependen del tipo de CYP del que se
trate, para que el 02 sea utilizado en la oxidacion del sustrato y, como producto, se genere una molécula de agua,
segun la siguiente reaccion:

P-450

SH + NAD(P)H + 2H" + 02 +2¢"— S-OH + NAD(P)* + H.Os

La composicion y la actividad del sistema P450 microsomal dependen de factores propios del sujeto (edad, sexo,
embarazo) y externos a él, como la exposicion previa a compuestos quimicos diversos. Las diferencias que se
observan en la forma cémo distintos individuos responden a la terapia farmacolégica se atribuyen principalmente a
variaciones de tipo genético(4).

La principal fuente de exposicion del organismo a compuestos quimicos la constituye la dieta(5). El interés por
conocer el efecto de la dieta y el estado nutricional en el P450 surgi6 a principios de la década de 1970(6) y se ha
mantenido en permanente evolucion hasta la actualidad, en que ha comenzado a comprenderse el rol de la
alimentacién y nutricion en la etiologia de multiples enfermedades crénicas no transmisibles, incluyendo las
principales causas de muerte en Chile, como son las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Sin embargo, la
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dieta constituye un factor al que aun no se le presta suficiente atencion al momento de evaluar una terapia
farmacoldgica y/o la toxicidad de diversos compuestos(7). Esta situacion es particularmente valida en el caso de las
materias grasas ingeridas, de las cuales dia a dia se describen nuevas propiedades relevantes, a la vez que las
técnicas analiticas permiten acercarse cada vez mas y en mejor forma a la comprensién de sus mecanismos de
accion.

2 Acciones de los lipidos de la dieta en membranas microsomales hepaticas

Las materias grasas de los alimentos constituyen la fuente mas eficiente de energia en la dieta (9 kcal/g), aportan
nutrientes esenciales, como son las vitaminas liposolubles y los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) linoleico
(18:2n-6) y a-linolénico (18:3n-3 ), y contribuyen significativamente a la palatabilidad. La principal fuente de AG
esenciales la constituyen los triglicéridos de los aceites vegetales contenidos en semillas, tales como las de maiz,
soya, girasol, colza (raps), cartamo o pepa de uva, en tanto que el aceite de oliva, caracteristico de la «dieta estilo
Mediterraneo» se caracteriza por un alto contenido del AG monoinsaturado oleico (18:1n-9). Las materias grasas de
origen animal contienen metabolitos de AGPI de cadena larga, entre los que destaca el acido araquidénico (20:4n-6),
en tanto que los AGPI eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), y docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3), son abundantes en
fito- y zooplancton, algas y toda la cadena alimentaria marina.

Las grasas ingeridas en la dieta incluyen, ademas de un alto contenido de triglicéridos, diversos esteroles vegetales
y/o animales, fosfolipidos (FL) y otros lipidos menores, como tocoferoles, R-caroteno y vitamina D, todos los cuales
forman parte de la estructura de las biomembranas, en conjunto con diversos compuestos no lipidicos, entre los que
destacan el acido ascorbico y algunos flavonoides. Estos compuestos pueden afectar, directa o indirectamente,
algunas caracteristicas fisicas y quimicas de las membranas: fluidez, estabilidad, permeabilidad, capacidad de
compresion, que a su vez influyen sobre diversas funciones biolégicas y la susceptibilidad al dafio oxidativo(8). Los
AGPI de cadena larga n-6 y n-3 son especialmente abundantes en algunas biomembranas, como es el caso de la
materia gris de la corteza cerebral, los fotorreceptores de la retina y los espermios(9). El sistema nervioso central es
el segundo tejido mas rico en lipidos del organismo, luego del adiposo, y se caracteriza por su elevado contenido de
membranas cuyos FL poseen un alto grado de insaturacion, otorgado principalmente por los AGPI araquidonico y
DHA(10).

Las biomembranas se encuentran constantemente sometidas a cambios de su composiciéon quimica, parte de los
cuales reflejan la composicién de las grasas ingeridas(11). Los lipidos desempefian roles relevantes en los
microsomas, debido a que los fosfolipidos (FL) determinan en gran medida la estructura de la matriz que conforma la
bicapa lipidica de estas membranas. Una alta proporciéon de los microsomas corresponde a lipidos, con amplio
predominio de FL de caract:er polar, en los cuales pueden encontrarse diferentes AG esterificando las posiciones
sn-1, 2 6 3 del dlicerol. Ello depende de la disponibilidad de AG (saturados, monoinsaturados y/o pollinsaturados),
asi como la presencia de AG insaturados con configuracién trans en lugar de la forma cis, como ocurre
frecuentemente en los productos elaborados sobre la base de aceites altamente insaturados que se someten a
procesos de hidrogenacién o transesterificacion. La disponibilidad de AG que pueden formar parte de la estructura
de las membranas depende, en consecuencia, de la naturaleza de los lipidos ingeridos en la dieta, y también es
afectada por la actividad de las enzimas microsomales que participan en los procesos de elongacion y desaturacion
de estos compuestos(12) y de fosfolipasas responsables de su recambio en los FL(13).

Un aspecto cuyo estudio ha acaparado gran interés es el efecto de las materias grasas ingeridas sobre la actividad
de las enzimas que participan directamente en el metabolismo lipidico, como las desaturasas microsomales, por las
que compiten los AGPI de las series n-6 y n-3, y la biosintesis lipidica, que es inhibida por los AGPI ingeridos. La
desaturacion de AG es regulada por su incorporacion en FL, y se ha comprobado que una dieta rica en aceite de
origen marino favorece la biosintesis de AGPI n-3 y su incorporacion en microsomas hepaticos(14,15). Al reemplazar
en parte a los AGPI n-6, puede afectarse la sintesis de metabolitos derivados de 20 atomos de carbono
(eicosanoides) de las familias n-6 y n-3, como prostaciclinas, prostaglandinas y derivados que participan en procesos
patogénicos. Actualmente, existe consenso en que los lipidos ingeridos afectan el sistema microsomal de transporte
de electrones como un todo, incluyendo la actividad de las desaturasas de cadenas acilicas de AG(16).

La composicién quimica y el estado fisico de la membrana son determinantes de la conformacioén y la actividad de
diversos sistemas enzimaticos asociados estructuralmente a ella, asi como de receptores involucrados en los
procesos que participan en las sefales celulares. Los cambios de la composicion de los FL de membranas
microsomales son relevantes en cuanto a su efecto sobre la actividad de las enzimas metabolizadoras de
xenobiéticos. Tanto la cantidad de las materias grasas ingeridas como su naturaleza afectan la expresion de las
proteinas P450, lo que demuestra que también es importante su grado de insaturacion. Dinh y cols(17) observaron
que la regulacion de la actividad de las OFM es altamente dependiente del grado de insaturacion de los AGPI
presentes en los FL, y Saito y Yamaguchi(18) han descrito que la respuesta del sistema frente a inductores
enzimaticos depende, en gran medida, de la relacién de las especies de AGPI n-3/n-6. En trabajos recientes
realizados en nuestros laboratorios, hemos probado que la respuesta frente a inductores de estos sistemas
enzimaticos, como fenobarbital y Snaftoflavona, es afectada por el tipo de aceite ingerido(19). El fundamento de los
cambios inducidos por los lipidos a nivel de las enzimas metabolizadoras no ha sido esclarecido por completo,
aunque existe bastante evidencia de que en él estaria involucrada la alteracion de la expresion génica(20).

En membranas se encuentra una serie de compuestos susceptibles de experimentar procesos oxidativos. Las
reacciones, mediadas por radicales libres, afectan los dominios lipidicos y modifican su estructura y funcion. Los
efectos debidos a lipoxidacion incluyen la reduccién del grado de insaturacion, cambios de la fluidez y de la actividad
de enzimas ligadas estructuralmente a membranas(21). La lipoxidacion se produce especialmente por la ingestion de
cantidades elevadas de aceites de origen marino, ricos en EPA y DHA, sin una adecuada suplementacion de
antioxidantes(22,23). La recomendacion de ingesta de vitamina E ha sido establecida en 0,6 mg equivalentes de
tocoferol/g de AGPI ingerido(24). En microsomas se ha descrito que cantidades altas de tocoferoles aumentan el
contenido de P450 y la actividad de algunas enzimas del sistema OFM(25). El B-caroteno, atrapador de oxigeno
singlete y radicales libres, es un antioxidante complementario y a la vez cooperativo con la vitamina E, y contribuye
de este modo a prevenir la lipoxidacion microsomal. Actia sobre radicales de tipo lipofilico, a medida que el
a-tocoferol se hace menos eficiente(26).

El colesterol (C) desempefia funciones de tipo estructural, con la consecuente modulacion de propiedades fisicas y
funcionales de las membranas, entre las cuales destaca la fluidez, al inducir un «empaquetamiento» de los lipidos
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presentes(27). La relaciéon C/FL de membranas afecta la actividad de las enzimas asociadas, que depende de su
interaccion con los lipidos presentes en la bicapa. Se han observado cambios en las propiedades cinéticas de la
UDP-GT, de Fase Il, junto con la incorporacién de C en la membrana, los que pueden asociarse a modificaciones de
Ssu composicion quimica y sus propiedades dinamicas.

Los efectos debidos a la ingestién de suplementos de vitaminas antioxidantes se relacionan con la presencia, en
microsomas, de compuestos susceptibles de experimentar lipoxidacion: los AGPI, sus ésteres, lipoproteinas y FL.
Las reacciones mediadas por especies reactivas de oxigeno y radicales libres producen compuestos que afectan los
dominios lipidicos de membranas y afectan su estructura y funcion. La generacion de los productos de la oxidacion
es considerada como una de las causas mas importantes del desarrollo de enfermedades croénicas degenerativas,
entre las cuales destacan las cardiovasculares y cancer(28).

La peroxidacion lipidica puede provocar la inactivacion de enzimas microsomales y la disminucién del contenido de
P450(29), asi como la disminucion de la velocidad de demetilacién oxidativa microsomal de xenobidticos(30). En la
fraccién microsomal, el a-tocoferol y sus derivados actian como potentes inhibidores de la peroxidacion lipidica(31).
Clement y Bourre(32) han descrito que la deficiencia de vitamina E ocasiona cambios de la composicion en AG
microsomales cuya causa seria su efecto sobre la actividad de las desaturasas y elongasas que participan en la
biosintesis de estos compuestos.

La lipoxidacién ocasiona una disminucién de la fluidez de membranas, lo que podria ser consecuencia de un
incremento en la proporcion relativa de AG saturados en los FL, y la suplementacién con vitamina E ayudaria a
prevenir estos cambios. Se ha descrito que la fluidez de las membranas microsomales se modifica en ratas
alimentadas con dietas deficientes en vitamina A(33), en tanto que la deficiencia de retinol per se, ocasiona una
disminucion de la actividad de enzimas asociadas a P450(34). Debido a su eventual participacion en la
carcinogénesis, el efecto mas estudiado de la suplementacion con 3-caroteno se relaciona con su accién sobre el
metabolismo microsomal de carcinégenos, observandose que ésta depende del sustrato(35).

I Hipoétesis de trabajo y modelo experimental

Los antecedentes descritos nos han llevado al objetivo de evaluar, en estudios de tipo nutricional, si la ingestién de
materias grasas de diverso origen y el consumo de algunos suplementos dietéticos, pueden afectar la respuesta de
las membranas microsoma.les hepaticas, donde se lleva a efecto la mayor parte de la metabolizacién de
xenobiéticos. Esta consecuencia derivada de la calidad de la dieta ingerida es relevante, ya que como resultado de
los cambios estructurales podria modificarse la duracion e intensidad de la terapia farmacoldgica, asi como la
toxicidad de agentes extrafios y/o la activacién o desactivacion de carcinbgenos, entre otras consecuencias.

La hipétesis de trabajo es que la ingestion de aceites de diferente composicion en AG, asi como la ingestion de
suplementos de colesterol o vitaminas antioxidantes, afectarian la composicién de FL microsomales hepaticos vy,
consecuentemente, modificarian la fluidez de estas membranas, su contenido de P450 y la actividad de enzimas
metabolizadoras de xenobidticos de las fases | y II.

Como modelo de estudio se han empleado ratas macho Sprague Dawley, de aproximadamente 100 g de peso
corporal inicial, las que se someten, en jaulas individuales, a una alimentacién controlada durante un periodo de
tiempo fijo (20 dias), con dietas semipurificadas elaboradas con aceites de diverso origen: maiz, que contiene
alrededor de un 60% del AG esencial linoleico (18:2n-6); oliva, que contiene alrededor de un 70% de acido oleico
(18:1 n-9 ) y de pescado, que se caracteriza por la presencia de cantidades importantes de AGPI n-3 de cadena
larga, entre los que destacan los acidos grasos EPA y DHA. La composicién de la dieta experimental y la
composicioén relativa en AG de los aceites empleados ha sido previamente descrita(36). La abundancia relativa en
AG otorga a cada aceite una razén de AGPI n-6/n-3 caracteristica (Tabla 1).

Tabla 1 . Proporciones relativas de acidos grasos en aceites experimentales (%)

- - Tipo de aceite
Acidos grasos Maiz Oliva Pescado

Saturados 15,0 17,3 357
Monoinsaturados 27,5 77,4 28,8
Pollinsaturados 57,4 8,5 34,2
Z n3 0,8 0,7 31,9
Z n6 56,6 7,8 2,3
Z n-6/n-3 70,7 11,1 0,07

El estudio nutricional incluye la incorporacion, en cada dieta elaborada con diferente aceite, de un suplemento de
colesterol (al 1%) o un suplemento de vitaminas antioxidantes (dl-a-tocoferilacetato 50 mg % y R caroteno 3 mg %).
Al cabo de 20 dias de ingestion de una dieta experimental, los animales (n=6 por grupo) son sacrificados y se
obtiene el higado, a partir del cual se aisla la fraccion microsomal por técnicas de ultracentrifugacion. En esta
fraccion se separan e identifican las fracciones de FL, se determina su contenido relativo de AG, contenido de
proteinas, P450, fluidez y actividad de las enzimas metabolizadoras de xenobidticos de fase |, aminopirina-
N-demetilasa (AND) y anilina hidroxilasa (AH), y de fase IlI, UDP-glucuroniltransferasa (UDP-GT). Los métodos
empleados en cada uno de estos ensayos han sido descritos previamente (36,37).

% _Resultados y discusion

Los resultados de los ensayos realizados demuestran que la ingestiéon de dietas elaboradas con aceites de diferente
origen ocasiona cambios estructurales de las membranas microsomales hepaticas. Cada fracciéon de los FL mas
abundantes en estas membranas acusa una respuesta diferencial frente a la dieta, de forma que fosfatidilinositol (FI)
y fosfatidilserina (FS) exhiben mayor modificacién de su composicion, en comparacién con fosfatidilcolina (FC) y
fosfatidiletanolamina (FE). El efecto de los lipidos ingeridos se manifiesta, a nivel general, en un incremento de la
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proporcion relativa de aquellos AG que predominan en la materia grasa contenida en la dieta. Asi, en las ratas
alimentadas con aceite de maiz se observa un enriquecimiento de todas las fracciones de FL con acido linoleico
(18:2n6) y su metabolito, el acido araquidénico (20:4n-6), en tanto que la ingestién de aceite de oliva induce un
incremento del contenido de acido oleico (18:1n-9) y el consumo de aceite origen marino ocasiona un aumento
relativo del contenido de AGPI de cadena larga de la familia n-3: EPA (20:5), DPA (22:5) y DHA (22:6).

El efecto de la ingestion de los diferentes tipos de aceite se refleja en las fracciones de FL microsomales a través de
cambios de la razén de especies pollinsaturadas, n-3/n-6, y en el indice de dobles enlaces (IDE), que corresponde a
la sumatoria del porcentaje de AG insaturados x el nimero de insaturaciones en relacion al porcentaje total de AG
saturados (Tabla 2).

Tabla 2. Razén n-3/n-6 e Indice de Dobles Enlaces (IDE) en FL microsomales hepaticos segtn dieta

Fosfatidiletano- fatidilserina+

Fosfatidilcolina . R .
lamina inositol

Dieta n-3 /n-6 IDE n-3 /n-6 IDE n-3 /n-6 IDE

Maiz 0,08 |3,6£02| 0,23 |4,1£0,2 | 0,05 | 3,5:0,1
Oliva 0,13 |3,2¢0,1%| 0,31 |3,8+0,1%| 0,07 |3,10,1°
Pescado | 1,56 |3,9:0,2°| 3,15 [4,620,2°| 0,85 | 3,6+0,2

ANDEVA: @ p <0,05, b p < 0,01 comparado con Maiz.
Al ingerir un suplemento de colesterol, se observa una respuesta variable segun el origen de la materia grasa. de la
dieta: el aceite de pescado induce un aumento relativo de la concentracién de AG saturados en microsomas, en tanto
que el consumo de aceites de origen vegetal no induce una modificacion significativa de la composicion de los FL
analizados. Por otra parte, los resultados obtenidos revelan que, al ingerir un suplemento de vitaminas antioxidantes,
los microsomas de animales alimentados con aceite marino, de mayor insaturacién y susceptibilidad a la lipoxidacién,
exhiben niveles mas bajos de a-tocoferol, lo que refleja la mayor utilizaciéon endégena de esta vitamina antioxidante
para mantener su estabilidad frente al stress oxidativo(36).

El contenido de P450 es mas elevado en la fraccion microsomal de los animales que se alimentan con aceite de
pescado, en relacion a los aceites vegetales, resultado que apoya el efecto inductor descrito para los AGPI n-3(38).
La respuesta frente a la suplementacion con colesterol es menos importante que la que se observa al suplementar
con vitaminas antioxidantes, en que se incrementa el contenido microsomal de P450 en todos los animales,
independientemente del origen o naturaleza de la materia grasa ingerida. La fluidez de los microsomas aumenta
significativamente al ingerir el suplemento vitaminico, especialmente en el grupo alimentado con aceite de oliva, y se
reduce en todos los grupos al ingerir el suplemento de colesterol, que rigidiza las membranas otorgandoles menor
movilidad, a la vez que reduce la actividad de las desaturasas que sintetizan AGPI de cadena larga(39,40). Esta
respuesta se observa incluso en el grupo alimentado con aceite marino, atin cuando este producto contiene colesterol
per se, debido a su origen animal.

Para ejercer su accion, las monooxigenasas requieren que el sustrato hidrofébico se encuentre disuelto en la
membrana microsomal, y sea capaz de ingresar al sitio activo del P450, donde es oxidado (6). Una fluidez elevada
permite al sistema OFM la disposicién estructural y flexibilidad adecuadas para el transporte de electrones requerido
para su 6ptima funcién (41). En consecuencia, las enzimas de fases | y |l analizadas exhiben mayor actividad en
aquellos microsomas mas fluidos, es decir, en los animales alimentados con aceite de pescado (Tabla 3).

Tabla 3. Actividad de enzimas microsomales hepaticas segun tipo de aceite

Dieta AND* AH* UDP-GT*
Maiz 0,790,10 114,75 16,38 2,1120,07
Oliva 1,060,072 ,86 + 8,412 2,16%0,20
Pescado 2,23+0,16° 46,28 + 10,00° 12,12+0,64°

AND: ami nopirina-N-demetilasa, AH: anilina hidroxilasa, UDP-GT: UDP-glucuronil-transferasa
*: (nmol x min”! xmg -1 proteina), **: (pmol x min! x mg'1 proteina). (X + EEM, n=6).
ANDEVA: @p < 0.05, %p < 0.001 comparado con maiz.

La suplementacion con colesterol, al incorporarse en las membranas, induce una reduccion de la actividad de las
enzimas ensayadas, que alcanza al 48% de la actividad de AND, al 56% de la actividad de AH y al 67% de la
actividad de UDP-GT en el grupo alimentado con aceite de pescado. La actividad de AND no se modifica por la
ingestion del suplemento de colesterol en el grupo alimentado con aceite de oliva, en el que sélo se observé una
disminucién de un 58% de la actividad de UDP-GT y en el grupo que ingirié6 aceite de maiz disminuyé en un 44% la
actividad de AH. La ingestion del suplemento vitaminico no induce mayor modificacién de la actividad metabolizadora
microsomal. En esta situacién, los animales que ingieren aceite de maiz exhiben una actividad de UDP-GT
incrementada en un 46%, y el grupo alimentado con aceite de oliva incremento la actividad de AH en un 166% frente
a la suplementacién antioxidante.

Estos resultados muestran que los efectos de caracter general causados por la ingestién de las materias grasas no
son aplicables a todas las situaciones, ya que aun cuando AH y AND acttan sobre la misma via metabdlica (fase 1),
exhiben diferente respuesta frente a las materias grasas ingeridas, lo que sugiere que su localizacién dentro de los
dominios lipidicos de la membrana seria el factor mas determinante de su actividad(42).

En suma, las materias grasas ingeridas modifican la composicién de los FL microsomales hepaticos. La mayor parte
de los AG que constituyen los FL en estas membranas depende del aporte relativo de AG de la materia grasa
ingerida y es afectada por el consumo de suplementos de colesterol o vitaminas antioxidantes. Estos compuestos a
la vez maodifican propiedades de membranas como su fluidez y la actividad de enzimas metabolizadoras de
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xenobidticos de fases | y II.

La modificacion de la estructura de la matriz lipidica de la membrana, al afectar sus propiedades fisicas y su funcion,
prueba que las materias grasas ingeridas en la dieta constituyen un factor importante a considerar al evaluar la
respuesta de un individuo a los xenobidticos, ya sea en la forma de terapia con farmacos y/o de exposiciéon a agentes
ambientales nocivos.

Los trabajos que dieron origen a este manuscrito han sido financiados por FONDECYT (1960300) y la
Direccién de Investigaciéon y Postgrado de la Universidad de Valparaiso (DIPUV 10/98).
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