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RESUMEN

El estudic del CCl, como agente hepatotéxico ha despertado
desde hace mucho tiempo gran interés, debido a que la exposicién a
este téxico produce a corto plazo efectos devastadores sobre varios
tipos celulares. v

Después de la intoxicacién con CCl, uno de los eventos que se
presenta es el deterioro en 1la membrana plasmdtica de 1los
hepatocitos, esto se ve reflejade en cambios en la conmposicién
lipidica de la misma. La actividad de varias enzimas de membrana es
sensible a cambios en su microambiente liptdico, estos cambios se
han sugerido como una explicacién de las alteraciones en 1la
actividad de las enzimas embebidas en la membrana plasmdtica. Se ha
raportado que la actividad de las ATrasas de Na‘'/K* y Ca* estd
raducida significativamente en las membranas plasmdticas de los
hepatocitos de ratas cirréticas.

Ademds, existen evidencias en la literatura de que los canmbios
que ocurren en las membranas plasmidticas de los hepatocitos estédn
claramente reflejados en 1las membranas plasmdticas de 1los
eritrocitos.

Se ha demostrado que la colchiceina puede prevenir el daiio
hepdtico y las alteraciones producidas por 1la administracién
crénica con c€Cl,. El tratamiento con colchiceina reduce de manera
significativa el contenido de coldgena de ratas cirréticas.

El 4cido ursodesoxicélico ha sido utilizado en el tratamiento
de diferentes padecimientos hepdticos en la clinica, para disolver

i



cdlculos biliares y en la cirrosis biliar primaria.

Por tal motivo, se decidié estudiar las alteraciones
producidas por el CCl, en las membranas de estos dos tipos
celulares. Ademds de determinar si 1la administracién de 1a
colchiceina y del Acido ursodesoxicdlico son capaces de revertir
las alteraciones producidas por el cCl,, asf{ como determinar si
existe correlacién entre los cambios que ocurren en las membranas
de los hepatocitos con los de los eritrocitos en la intoxicacién
con CCl,.

Para tal efecto, los animales fueron divididos en 6 grupos
experimentales: el grupo 1 recibié solamente el vehiculo (aceite
mineral Sigma) por via intraperitoneal (i.p.), se denominara grupo
Control. El grupo 2 se utilizé como control de colchiceina {(COLCH)
administréndose en dosis de 300 pg/Kg de peso corporal por via oral
(p.o.). Al grupo 3 se le administré dcido ursodesoxicélico (AUDC)
en una dosis de 25 mg/{g de peso corporal p.o., este grupo se
referird como control d: AUDC. El grupo 4 recibié cCl, (0.4 g/Kg)
disuelto en aceite 1.neral (Sigma) i.p.. En el grupo 5 se
administré la misma dcsis de CCl, por via intraperitoneal durante
un periodo de 8 sem:nas, en las 5 semanas posteriores se les
administré simultdnezmente CCl, y COLCH. El1 grupo 6 recibié un
tratamiento semejant= al del grupo 5, pero en las ultimas 5 semanas
ademds del tetracloruro recibié AUDC en lugar de COLCH.

Una vez concluidos los tratamientos se procedié a realizar las
determinaciones d¢ los marcadores de dafio ATPasas de Na'/K* y Ca®,
colesterol y fosfclipidos. Encontrandose una marcada disminucién en
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1la actividad de las ATPasas en hepatocitos y eritrocitos en el
grupo tratado udnicamente con CCl,, mientras que en los grupos
tratados con COLCH y con AUDC la actividad de estas enzimas se
mantiene en niveles normales.

El contenido de colesterol en las membranas de los hepatocitos
y de los eritrocitos aumenté significativamente después de 1la
intoxicacion con cCl,, no asi en los grupos que recibieron COLCH y
AUDC ademds del CCl,, donde se observaron valores normales. El
contenido de fosfolipidos en los dos tipos celulares no presenté
modificacién alguna en ninguno de los grupos. En cuanto al cociente
colesterol/fosfolipidos se ob'tuvo un incremento significativo como
consecuencia en el aumento del contenido de colestercl en el grupo
cirrético. Los tratamientos con COLCH y con AUDC fueron capaces de
revertir el incremento de dicho cociente.

Por otra parte, el estudio histolégico mostré que 1la
administracién crénica de cCCl, produjo una intensa necrosis
centrolobulillar y la arguitectura normal del hepatocito se perdis,
mientras que en el grupo control no se observd ningin cambio
nistolégico. Los cortes histolégicos de los animales tratados con
colchiceina y con 4&dcido ursodesoxicédlico ademds del CCl,
presentaron un efecto mucho menor en las células, las bandas de
colagena son mds delgadas y la estructura normal del hepatocito se
encontré mejor preservada que el grupo gue sélo recibié ccCl,.

Como puede observarse la colchiceina asfi como el 4cido
ursodesoxicdlico fueron capaces de revertir las alteraciones
producidas por el cCl,, ya que poseen efectos benéficos sobre la
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composicién y funcionalidad de las membranas plasmidticas de los
hepatocitos asf{ como de los eritrocitos. Estos farmacos podrian ser
potencialmente utiles en el tratamiento de la cirrosis en el
humano. En el presente trabajo se observé un comportamiento muy
similar a lo reportado en la literatura, ya que se encontré una
relacién inversa entre la actividad de las ATPasas y el cociente
molar colesterol/fosfolipidos, es decir, al aumentar dicho cociente
la actividad enzimdtica disminuyé en el grupo cirrético. Los
resultados de este estudio sugieren que las alteracliones en 1la
composicién lipfdica y en la funcionalidad de las membranas
plasmdticas estdn fuertemente vinculadas con 1las hepatopatias

crénicas.



I. INTRODUCCION

El higado es un érgano que se encuentra presente en todos
los animales vertebrados.v En el hombre comprende del 2 al 3% del
peso corporal (1) y se encuentra localizado en 1la cavidad
abdominal por debajo del diafragma. Presenta cuatro 1lébulos
scparados de manera incompleta y su superficie externa estd
revestida por una fina cdpsula de tejido conjuntivo (cdpsula de
Glisson). El hilio estd bien definido y por él entran los vasos
y salen los conductos hepdticos (2).

Este 6rgano recibe cerca de una cuarta parte del gasto
cavdfaco en los adultos en reposo (1,500 ml/min) (3, 4) a través de
un doble sistema de irrigacién sanguinea. La vena porta lleva
sangre que ha pasado por los lechos capilares del tubo digestivo,
bazo y pdncreas. Esta suministra aproximadamente el 75% de 1la
sangre que llega al mismo (4), es rica en sustancias nutritivas,
perc relativamente pobre en.oxigeno. Por otra parte la arteria
hepdtica transporta sangre bien oxigenada. Ambos sistemas de aporte
sanquineo se mezclan al pasar por los sinusoides de los lobulillos
(Fig. 1). La sangre de los sinusoides fluye hacia el centro de cada
lobulillo donde es recogida por la vena central.

La unidad estructural cldsica del organo es el lobulillo
hepdtico, un prisma poliédrico de tejido, que contiene placas
anastomosadas de células parenquimatosas y un sistema laberintico
de sinusoides sanguineos. Las ramas de lols vasos .sanguineos

sferentes y de los conductos hepdaticos corren a lo largo de‘jlps
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bordes del poliedro y la vena central pasa por el centro de éste
(Fig. 1) (2).

La bilis producida por 1las células parenquimatosas, es
secretada en el interior de diminutos capilares o canaliculos
biliares que existen entre las células epiteliales glandulares. En
la periferia del 1lobulillo, la bilis fluye hacia pequeiios
conductillos hepdticos y posteriormente hacia conductos biliares
mds grandes. El higado estd formado por aproximadamente un millén
de unidades lobulillares.

El higado es esencial para la vida y los mamiferos
sobreviven a la hepatectomia parcial fundamentalmente porgque las
células tienen una extraordinaria capacidad de regeneracién y la
facultad de soportar grandes aumentos de exigencias metabdlicas.

Este drgano funciox;la como una gldndula exdécrina y como una
gldndula enddcrina. secreta bilis que fluye hacia el duodeno y
que'tlene, entre otros componentes, sales biliares, colesterol,
fosfolipidos y pigmentos biliares. La lecitina (fosfatidilcolina),
que es el fosfolipido mas importante y el colesterol son
insolubles en agua, y forman micelas nmnixtas con las sales
biliares permitiendo asf que se lleve a cabo la emulsificacién de
las grasas facilitando su digestién (2). La sangre portal 1lleva
los alimentos digeridos al dérgano, donde se almacenan
carbohidratos (glucégeno), proteinas, vitaminas y algunos lipidos.

Las sustancias almacenadas que no son utilizadas por el
hepatocitg pueden ser liberadas a la circulacidén general, ya sea

directamente como la glucosa o bien 1ligadas a un transportador



como los triglicérides gque salen formando parte de una
lipoproteina. El higado también sintetiza muchas sustancias en
respuesta a las demandas del organismd: albumina y otras
proteinas plasmdticas, glucosa (para la glucogendlisis), Acidos
grasos para la sintesis de triglicéridos, colesterol vy

fosfolipidos. Metaboliza P tos exdg como férmacos e

insecticidas y compuestos endégenos como esteroides (2).

A causa de su gran capacidad vascular, sirve como reservorio
sanguineo. Durante la embriogénesis y en ciertas enfermedades del
adulto tiene actividad hematqpoyética. Finalmente, la abundancia
de macréfagos hace del higado uno de los principales filtros para
las particulas extrafas, especialmente bacterias y antigenos

provenientes del intestino (2).

I.1. Organizacién de la Microcirculacién

La organizacién de las unidades microcirculatorias del hifgado
influye en el mecanismo responsable de muchos procesos patolégicos
(2). Rappaport (5) ha mencionado que el hepatocito no esta
organizado alrededor de la vena central (lobulillo clasico), sino
que la unidad estructural y funcional del higado es el acino (Fig.

2) hepatico.



En ciertos aspectos esta unidad es semejante al lobulillo
portal y a menudo se describe como la unidad funcional mds pequefia
del higado. El acino hepdtico simple se define como una masa
irregular de tejido parenquimatoso no encapsulado que se encuentra
entre dos o mds vénulas hepdtica terminales (venas centrales).

£l eje de esta unidad llamado espacio portal, contiene una
raiz del canal portal principal, una vénula portal terminal, una
arteriola hepdtica, un conductillo bili;u', vasos linféticos y
nervios (Fig. 2) (5).

Rappaport y cols. (6) encontraron que el acino recibe sangre
de los vasos de su proplo espacio portal. Las células parecen
agruparse en zonas concéntricas alrededor del eje del daio y las
mds préximas al eje y a los vasos aferentes y terminales (zona 1)
son las primeras que reciben sangre y sustancias nutritivas, las
dltimas que mueren y las primeras en regenerarse.

Las células en la zona 3 estdn situadas en la periferia del
acino y reciben sangre éue ha intercambiado gases y metabolitos con
las células en las zonas 1 y 2. Este anillo parenquimatoso es mds
sensible al dafo debido a cambios circulatorios (isquemia, anoxia
o congestién) y deficiencias nutricionales. El1 concepto de zonas
circulatorias acinosas ha sido extendido por Rappaport (6) para
explicar 1la apariencia histolégica de muchas alteraciones
patolégicas en el higado. Los cambios en la microcirculacién
hepdtica que se observan in vivo después de una intoxicacién son
debidos principalmente al daifio de los hepatocit;:m producido por. una

sustancia endégena o exdégena.



Flg. 4.

atbook of N!ll

i I::uuu Cuuuy. Filagella,

g, 2,

treigactia de ol awine u.me- thple. Lot
1180 on calgens y &l 4 los pnnuuln »
trmnl 4: |l u-r- mnyn u Tos u-:ul-
Lt LR1

1' v ) nﬁu- volunmes
oo in 48 s wATdad Aciness (mmediot
cirmln A mhm s 20 ¢~
e siamt ady porriirichs A eiacts
NIWI.\HI 11} l_l s iricas al m
ru (P.5.), TH n.v. vemTas bopdticas toratase
fen "Tsu port ot. 31, Aat. Recerd.

n:



Las sustancias téxicas se empiezan a metabolizar en la zona
1 (rig. 2) dafando los microvasos aferentes, produciendo un
incremento en la permeabilidad y, en ocasiones microhemorragia.

La distribucién inicial d@el dafioc a partir del espacio portal
a las zonas 1, 2 y 3 (Fig. 2) parece confirmar la correlacién
funcional de 1la estructura acinar propuesta por Rappaport.

El dafio hepdtico inducido por sustancias gquimicas es un
problema de gran importancia en toxicologfa. Las lesiones
observadas en el higado no solamente dependen de las
caracteristicas del agente quimico sino también del periodo de
exposicién. Por ejemplo, después de una exposicién aguda se
pueden observar ya sea acumulacién de lipidos, necrosis celular o
disfuncién hepatobiliar, mientras que en la exposicién crénica se
observa generalmente cirrosis o cambios neopldsicos. Las
diferentes alteraclones bioquimicas gue se presentan como
consecuencia del dafio celular ayudan a entender los posibles
cambios patoldgicos que ocurren en el drgano. La aparicién de
cambios degenerativos en el hepatocito no ocurren como resultado

de un mecanismo téxico unico.

I.2. El Tetracloruro de Carbono como Agente Hepatotéxico

El estudio del cCl, como agente hepatotéxico ha despertado
desde hace mucho tiempo gran interés en los laboratorios de
patologia debido a que con exposicionen a corto plazo produce

efectos devastadores sobre varios tipos ceivlares. E1 CCl, se usé



como agente anestésico (7) pero debido a que su administracién
producia atrofia aguda del higado tal uso fue abandonado. El1 ccCl,
como un veneno industrial preocupd a las generaciones de médicos
de finales del siglo XIX y principios del XX. En el afo 1921 se
empezé a usar como antihelmintico y ésto ocasioné problemas en la
poblacién tratada. Durante los primeros afios del presente siglo
los estudios estuvieron enfocados principalmente a las condiciones
dietéticas que aminoraban o aumentaban el dafo producido por el
- ccl, (8). Sin embargo, se plantearon interrogantes tales como:
éporqué es el higado el érganp preponderantemente afectado?, <cudl
es la lesién inicial?, éa qué se deben la infiltracién grasa y la
necrosis hepatocelular con su peculliar distribucion
centrolobulillar y mediozonal?
Se ha establecido que la infiltracién grasa del higado en
animales de experimentacidén tratados con CCl, resulta de una
serie de procesos nuy complejos, dque esquemdticamente pueden

analizarse considerando las siguientes posibilidades:

1. Un mayor aporte de sustratos capaces de convertirse
en lipidos.

2. Una disminucién de la exocitosis de lipidos por
parte del hepatocito.

3. Un incremento en la biosintesis de lipidos

4., Una disminucién de la oxidacién intrahepética de
lipidos.



El estudio del mecanismo de accién del <¢cCl, ha creado
controversias. Dianzani (9) estudid el dafio preducido por el cCl,
¥y propuso que el origen del mismo se debia a una lesién en 1las
mitocondrias {hipdtesis mitocondrial). Se ochservd una
desorganizacion del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos en 1la
mitocondria desde los 10 a 15 minutos después de la intoxicacién
por CCl,. También demostrd que la fosforilacién oxidativa se
encontraba desacoplada y atribuyé los cambios observados a la
pérdida de los nucleétidos de nicotinamida, citocromo C, iones
fosfato y otros componentes celulares aunade a la inactivacidén de
ATPasas., Morfolégicamente, las mitocondrias expuestas al CCl, se
observan hinchadas tal como se ha demostrado mediante microscopia
electrénica.

La validez de la hipdtesis mitocondrial fue cuestionada por
otros trabajos. Calver y Brody (10) sefialaron que la inactivacién
de la ATPasa dependiente de magnesio de las mitocondrias hepdticas,
ocurria un fendmeno tardio en la intoxicacién por CCl,. Asi
también encontraron en algunos experimentos que la acumulacidén
lipidica en el hepatocito precedia al dafio mitocondrial, vy
descartaron la hipétesis mitocondrial como una alteracién primaria
en el mecanismo de accién del ccCl,.

Otra de las hipotesis enunciadas es la de las catecolaminas
(10), que atribuye los fendmenos subsecuentes a la intoxicacién
por CCl, a la descarga simpatica ocasionada por un efecto sobre el

sistema nervioso central, de indole no determinada.



Se supone que esta descarga produciria:
a). Disminucién en el flujo arterial hepdtico.
b). Hipoxia centrolobulillar.
c). Incremento en la movilizacién de &cidos grasos periféricos.
Consecuentemente resulté ldgico pensar que la destruccién de
la médula adrenal disminuiria el dafio. Sin embargo no resulté asf.
Los blogueadores simpdticos del tipo de la reserpina tampoco
protegieron contra el cCl,, como se esperaba, y existia autn una
infiltracioén grasa significativa. Por todo esto se encontré que
esta hipodtesis no era del todo satisfactoria.
Otra de las hipdtesis pianteadas para explicar los efectos
del CCl, se basé en que este toxico disminuye la sintesis protéica.
Muchos estudios indican que el reticulo endoplasmico es
afectado en las primeras horas después de la administracién del
cCl, (7). Otros estudios efectuados con isétopos radicactivos
demostraron una disminucién en la incorporacién de aminodcidos en
la sintesis de proteinas. La disminucién en 1la sintesis de
proteinas produciria incapacidad para que 1los triglicéridoes
salleran de la célula hepdtica ya que estos componentes dejan la
célula unidos a proteinas como lipoprotefnas de baja densidad (11).
Esta hipétesis perdid valor por el hecho de que otro tipo de
agentes gue también disminuyen la sintesis de protefnas no producen
alteraciones del tipo de la infiltracién grasa. Por lo tanto la-
disminucién de la sintesis de protefnas no es, por si sola, la

causante de la acumulacidén de lipidos.



En la actualidad la teoria de la lipoperoxidacién (12) ha
tomado gran impulso. Se ha demostrado la formacién de radicales
libres (CcCl,*) a partir de las moléculas de CCl, en el reticulo
endoplédsmico liso, los que reaccionarian con las cadenas de dcidos
grasos polienoicos. Se sabe que las reacciones producidas por los
radicales libres son autocataliticas (Fig. 3) (13) y los radicales
libres generados son por si mismos compuestos con propiedades
téxicas (14, 15) puesto que se unen covalentemente a

macromoléculas, tales como enzimas modificando asf su actividad.
I.3. cirrosis y Hepatitis

Cuando el dano hepatocelular producido es masivo, la pérdida
sibita del parénguima funcional estimula la regeneracidén hepatica
(16) (Fig. 4). La regeneracién hepatica es un proceso coordinado
que 1incluye regeneracién celular, sintesis y degradacién de
coldgena gue da lugar a la remodelacion del tejido. Si el dafo es
inico y el paciente sobrevive debido al buen funcionamiento de las
células hepdticas remanentes o por las medidas médicas utilizadas,
el higado regenera rdpidamente y en pocas semanas se restablece su
integridad anatdmica y funcional (17, 18). En estos casos no es
posible encontrar depésitos de coldgena anormales en el higado.

Cuando el dafio es de menor intensidad y el numero de células
destruidas es peqgueio, no se estimula la regeneracién y sélo se
produce una pequeia cicatriz. Si el estimulo lesive es inico,

existe remodelacidn y reabsorcién del tejido cicatricial. cuando la
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lesidén se vuelve a producir, ya sea porque el agente inductor esté
presente o porque se estimulen mecanismos inmunolégicos que
perpetian la enfermedad, tales como la produccién de anticuerpos
contra lipoproteinas de la membrana de los hepatocitos, antigenos
virales, proteinas contrdctiles del citoplasma, etc., el proceso
cicatricial continia, produciéndose primero fibrosis b4
posteriormente cirrosis hepdtica (Fig. 4). Bajo estas condiciones
la regeneracién hepdtica es minima o inexistente, y el proceso
cicatricial predomina (19, 20).

El mecanismo exacto de la estimulacién de la respuesta
fibrogénica se desconoce; sin embargo hay datos experimentales que
sugieren que los macrdfagos desempehan un papel preponderante en el
proceso. Los agentes etioldgicos actuando directamente, o a través
de sustancias liberadas por los hepatocitos dahados, son capaces de
producir una serie de compuestos quimicos de diversa naturaleza
que estimulan la produccién de coldgena, produciendo cambios
importantes en el metabolismo del tejido conjuntivo en general (21,
22) y del glucégeno en particular (23).

Por otra parte, se ha encontrado que la glucoproteina llamada
fibronectina que también se libera de los hepatocitos, es un agente
quimiotdctico que puede dirigir la llegada de fibroblastos al sitio
de 1a lesién (24). El cambio en los elementos celulares (aumento de
fibroblastos y células inflamatorias), asi como la modificacién en
la matriz extracelular producida localmente pueden estimular la

produccién de tejido conjuntivo cicatricial.
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Todos los tipos de coldgena hepdticos se encuentran
aumentados en la cirrosis. En cuanto a su distribucién, se ha
observado que todos los tipos se encuentran mezclados en
priacticamente todos los sitios. En especial, en las bandas de
tejido conjuntivo que rodean a los hepatocitos se han demostrado
todas las variedades genéticas propias del higado (19-22).

El aumento del contenido de tejido conjuntivo hepdtico puede
deberse a un incremento en su sintesis, a una disminucién en su
degradacién, o a unavcombinacién de ambos factores. Los estudios
realizados hasta la fecha sugieren que durante las fases iniciales
del proceso, la acumulacidén de coldgena se debe preferentemente a
un aumento en su biosintesis. Tanto en higados humanos como en
higados de animales tratades con CCl, o infectados con
esquistosomas, la incorporacién de prolina en la coldgena (19-24)
estd aumentada. La actividad colagenolitica puede encontrarse .
normal o incluso aumentada (25, 26).

El estudio de la regeneracién hepdtica se ha centrado en la
bisqueda de los factores que regulan tal respuesta hepdtica y en
los cambios que puedan ser usados como un patrén del estado
proliferativo.

Seis o quizi siete hormonas y algunos aminodcidos parecen
regular la proliferacién de las células hepdticas (27). Entre estas
hormonas se encuentran la insulina, el glucagon, el factor de
crecimiento epidérmico, la hormona paratiroidea, la calcitonina,

las ijodotironinas y los gluco-corticoides.
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Hace muchos afios gque se conocen los efectos opuestos que
preseptan la ihsulina y el glucagon sobre el metabolismo de los
lipidos y los carbohidratos en el higado. Aunque el glucagon
presenta efectos catabdlicos y 1la insulina anabdlicos, ambas
hormonas actian en forma sinergistica favoreciendo ia
proliferacién celular del higado.

El glucagon parece tener un papel importante en la sintesis de
las fosfatidilcolinas estimulando la actividad de una
metiltransferasa que cataliza la conversién de
fosfatidiletanolamina en fosfatidilcolina (28) utilizando
S-adenosilmetionina como donador de metilos (29, 30). Esta
estimulacién no se sabe si es un efecto directo del glucagon o es
causédo por la formacién de AMPc mediada por la hormona. Lo
interesante es que la accién del glucagon sobre el hepatocito
pueden modificar las relaciones entre los lipidos de la membrana.

Si se considera la accién de la insulina, hasta hace poco
tiempo se desconocia el mecanismo de accién. Algunos autores
(31-33) sugieren la existencia de un segundo mensajero para la
insulina, el cual parece ser un péptido cuyo peso molecular es
aproximadamente 1000~2000 y que se genera cuando la insulina se une
a su receptor; el péptido mimetiza algunas funciones de 1la
insulina. Sin embargo, hay muchas otras explicaciones acerca del
mecanismo de accién de insulina y al presente se reguieren mas

experimentos para aclarar este problema.
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I.4. Las Membranas Celulares y el Daifio Hepdtico

La membrana plasmdtica es el organelo que controla la entrada
de nutrientes y la salida de sustancias de desecho en la célula.

Ademds del papel clave en la comunicacién célula-célula. La
presencia de receptores embebidos le confiere un papel importante
en la respuesta hormonal. Las membranas plasmdticas intervienen en
la fagocitosis y endocitosis y también en la locomocidn celular,
aunque esta ultima tiene poca importancia en el higado. Por lo
tanto, las membranas celulares y sus lesiones determinan el
comportamiento social y restringen a la célula, Este punto es
particularmente importante en la regulacién de 1la funcién
hepatocelular que depende muy poco, si es que lo hace, de 1la
inervacién. Ademds, las alteraciones de la membrana celul_ar son
cruciales en los fendémenos clave de las enfermedades hepaticas.

En el mecanismo de la colestasis, la lesién de la membrana
canalicular del hepatocito, se ha convertido en el centro de la
patogénesis (34) y en los ultimos - afios se han producido
observaciones interesantes.

Un problema clave en el estudio de las enfermedades hepaticas
es conocer el mecanismo que conduce a la muerte a los hepatocitos.

La degeneracién y la necrosis celular son los hallazgos mas
frecuentes, tanto en el dafio hepatico agudo como en la falla
hepdtica crénica. Un tratamiento adecuado para estas disfunciones
se puede desarrollar unicamente si el mecanismo que las produce es

entendido en su totalidad. Se conocen ya muchos eventos
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responsables de la iniciacisén del proceso necroético.

Independientemente del agente lesivo, se sabe que existe un
evento terminal comin en todo proceso necrético que es la falla
funcional y la subsecuente destruccién de la membrana plasmética
(34-36).

Existen numerosas evidencias en la literatura en donde se
muestra que el higado cirrético presenta alteraciones no sélo en el
metabolismo del tejido conjuntivo sino también en las células
parenquimatosas. Con relacién a las alteraciones que se presentan
en los hepatocitos, en nuestro laboratorio se han reportado
diversas anomalfas en sistemas enzimiticos inclufdos en la membrana
pla.sm'iitica. Asi, se ha observado un aumento en la actividad de 1la
adenilato ciclasa y en el contenido de AMPc y como consecuencia una
disminucién del contenido de glucégeno hepatico (23). Nuestro
grupo también reportd una reduccién significativa en la actividad
de las ATpasas de sodio-potasio y de calcio gque pueden ser
responsables de las severas alteraciones en el transporte de iones

. y de sustratos (37) que se presentan en 1los hepatocitos del higado
cirrético.

Algunas investigaciones sugieren la presencia de componentes

de coldgena en la base de la membrana inclusive en el higado normal

(38) y su formacién dindmica y d paricién después del dafio
hepdtico agudo (39). originalmente, se pensc.que estas membranas
basales sélo servian de soporte, de igual manera se considerd a la
membrana plasmidtica como un soporte celular y compartamental.

Convencionalmente en la membrana plasmitica del .hepatocito se
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reconocen varios dominios. El primero es la porcién
perisinusoidal, la mds grande en longitud debido a la presencia de
microvellosidades irregulares gue estd dotada de receptores, estd
en contacto con el espacio perisinusoidal donde se lleva a cabo el
intercambio entre el hepatocite, el fluido tisular y la sangre. Su
constitucién quimica, asf{ como su anatomia y funcién han sido méas
estudiadas que los otros dominios. Su longitud varia de tal
manera que puede extenderse entre los hepatocitos hasta la fisura
intercelular (o membrana contigua) como un espacio pericelular
también dotado de microvellosidades. En algunas condiciones, tales
como regeneracién, cirrosis (40) o colestasis (41) sélo permanece
una pequefa fisura. Estas fisuras son muy estrechas con excepcién
de pequeflos sitios de comunicacién célula-célula 1llamados
desmosomas. La fisura intercelular estd separada de la luz del
canalfculo por un elaborado complejo de unién, llamade unidén
estrecha. Sin embargo, hay evidencia de que estas unjones son
permeables en cualquier direccién a fluidos que contienen
electrolitos, aunque probablemente la transferencia mds importante
es del espacio perisinusoidal a l1la bilis (42). La presencia
continua de mitocondrias en los desmosomas sugiere que esa
transferencia requiere de energfa (43).

El cuarto dominio diferenciado es el canalfculo biliar, el
cudl estd casi completamente cubierto de microvellosidgdes con
forma digital. Las microvellosidades de alrededor de la unién
estrecha parecen ser diferentes de las del canaliculo puesto que

se deforman menos cuando existe colestasis (44).
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Hay dos procesos claves en las membranas: el movimiento Y la
estabilidad de sus componentes. La menbrana en si consiste de una
bicapa lipidica en la cual macromoléculas de diferente forma y
ensamblaje estdn incorporadas. Estas macromoléculas embebidas en
la membrana incluyen lipoproteinas y glicoproteinas y tienen
funciones especificas tanto para mantener la integridad
estructural de la membrana, como para el transporte de iones,
4dcidos biliares y metabolitos.

De los 1lipidos que constituyen las -membranas, los mds
abundantes son el colesterol y los fosfolipidos. La proporcién
normal de estos lipidos mantiene la fluidez membranal que
requieren los diferentes sistemas enzimdticos para su 6ptimo
funcionamiento (45), asi por ejemplo ciertos fosfolipidos son
esenciales para el buen funcionamiento de una gran variedad de
enzimas microsomales como la glucosa-é-fosfatasa (46), las
ATPasas (47, 48), la UDP-glucuroniltransferasa (475 Yy el sistema
de oxidasas multiples metabolizante de d_rcgas (49-53). Por 1lo
tanto, resulta obvio que el CCl, como agente hepatotéxico produzca
un abatimiento de la actividad de estos sistemas enzimidticos no
s6lo por peroxidar los fosfolipidos y por alterar la conformacién
de las proteinas sino también porque modifica la proporcién de
determinados fosfolipidos, que abate 1la actividad de las enzimas
incluidas en la membrana paralelamente a los campios en 1la
microviscosidad de la membrana (48, 54, 55).

Se ha demostrade (53) que una disminucién en la relacién

colesterol /fosfolipidos disminuye 1la microviscosidad de 1las
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membranas al igual que un incremento en el contenido de 4cidos
grasos poliinsaturados de los fosfolipidos. También se sabe que
un incremento en la relacién de fosfatidiletanolamina (FEA) y
fosfatidilcolina (FC) incrementa la microviscosidad (56) y que la
remodelacién de las proteinas en 1las bicapas de fosfolipidos
disminuye la microviscesidad (57).

Weddle y Hornbrook (58) han comprobado que el CCl, disminuye
el contenido relativo de Acidos grasos polilnsaturados de los
fosfolipidos del higado. También se ha demostrado en homogenado de
higado {59) que el CCl, aumenta la relacién de FEA/FC.

Lamb y Schwartz (60) recientemente demostraron que el cCl,
también activa a la fosfolipasa C, conduciendo al deterioro de los
fosfolipidos. Por otra parte, Moore (61) comprobé que el cCCl,
altera el contenido de calcio citosélico, asociado con la pérdida
de calcio del retfculo endopldsmico con lo que se activaria la
metilacién de los fosfolipidos y la actividad de las fosfolipasas,
alterdndose de esta manera la composicién lipidica de la bicapa y
como consecuencia la actividad de los sistemas embebidos en ella.

Uno de los sistemas enzimdticos membranales que juega un papel
preponderaﬁte en las células es el de las ATPasas. Estas enzimas
membranales son muy Sensibles a cambios en la estructura de la
bicapa y se ha demostrado que pequefios cambios en el microambiente
que las rodea son capaces de modificar sus actividades (62-72).

En las células hepidticas estas enzimas tienen gran importancia
ya que ademds de regular los gradientes dé cationes también

controlan el transporte de nutrientes indispensables para el
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hepatocito (aminodcidos y azucares) y el transporte de 4cldos
biliares, pues estos ultimos se acoplan al transporte de sodio.

Dada la gran actividad wmetabdlica que desarrolla el higado
ésto es de gran importancia.

La ATPasa de Na'/K' es una proteina incorporada a la menbrana
celular con una orientacién asimétrica fija. El transporte activo
de Na* y de K° involucra cambios conformacionales protéicos
asoclados con movimiento de los sitios que unen los catlones,
cambiando la accesibilidad a los sitios de la superficie opuesta de
la membrana (73). Esta enzima acopla la hidrélisis de ATP a un
flujo de cationes en contra de gradientes electroguimicos. La
enzima actua entonces como transductor que convierte
roversiblemente energfa quimica en gradientes electroquimicos de
cationes (74). La estequiometria de 1la reaccién es de 2 K
introducides por cada 3 Na‘' liberados de la célula y una molécula
de ATP hidrolizada.

En 1973, Stein y col. (75) propuslieron un modelo tetramérico
alfa, y beta, para la bomba de Na‘* y K* (Fig. 5). La subunidad alfa
(catalitica) podria representar el polipéptido de alto peso
molecular, mientras gque la subunidad beta a la glicoproteina.

Ambas subunidades alfa y beta estdn parcialmente embebidas en
los lipidos de la bicapa y poseen segmentos transmembranales. La
subunidad beta es una proteina intrinseca de la membrana y aunque
es cataliticamente inactiva, estudios recientes han sugerido que
juega un papel de referencia para la orientacién asimétrica

correcta de la subunidad o en la membrana (76).
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La adaptacién de la estructura molecular en presencia de K-
y de Na® estd intimamente ligada con un cambio en la afinidad por
el ATP. La conformacién en presencia de Na*, abre un sitio de alta
afinidad para el ATP; mientras que la conformacién en presencia de
K* disminuye la afinidad por el ATP o cierra dicho sitio.

En el hepatocito una funcién importante de la ATPasa de WNa'/K®
es la secrecidn activa de Na* hacia los canaliculos biliares,
dirigiendo el flujo de agua a través de la membrana canalicular
(77, 78).

Desde hace algin tiempo se sabe que la accién de varias
hormonas y otros estimulos externos estdn mediados por cambios en
la concentracién intracelular de calcio. Por 1lo tanto, 1la
concentracién intracelular de calcio libre debe estar finamente
regulada en la célula. .

A pesar de que el Ca‘? entra continuamente en forma pasiva a
la célula, la concentracién intracelular de calcio (0.1 a 1 uM) se
mantiene de 3 a 4 Srdenes de magnitud mds baja que la del medio
externo. Este hecho involucra la existencia de sistemas activos
para la salida de calcio, como la ATPasa de alta afinidad de la
membrana plasmatica (79). Mediante estudios cinéticos se ha
demostrado la existencia de 2 sitios cataliticos para esta enzima
(80). Es evidente que el exceso de Ca'’ intracelular es perjudicial
para cualquier tipo celular y que los mecanismos de defensa frente
a la entrada masiva de Ca*'? incluyen la baja permeabilidad de 1la
membrana al ca‘’ y la actividad de la ATPasa que bombea Ca*? hacia

el exterior celular (79).
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MODELO PROPUESTO PARA LA Na™ X* -ATPasa
EXTRACELULAR MEMBRANA INTRACELULAR
O?——_—————-___,__’——ﬂ
e
O
fa )

Fig. 5. Modelo propuesto por Stein y col. para el sistema
totramérico a2 p2 se 1a ATPasa de a®, K*.
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1.5 La Membrana Plasmitica del Eritrocito

Indudablemente la célula mds popular para estudiar 1la
membrana ha sido el eritrocito de los mamiferos. Existen razones
légicas que justifican esta seleccién tales como: facil
disponibilidad en cantidades suficientes, no tiene organelos
subcelulares y el aislamiento de 1la membrana plasmatica es
relativamente sencillo. Aunque existe la opinién de que el
eritrocito no es una célula tipica, ya que carece de organelos
subcelulares, esta critica no estd fundamentada. La membrana
plasmitica del eritrocito de los mamiferos cataliza reacciones
similares a las de otras células, por ejemplo mantiene el
equilibrio osmético, lleva a cabo el transporte de cationes
monovalentes y divalentes mediante las ATPasas de Na‘/K' y ca‘2.

También se encarga del transporte de sustratos, etc. Ademas,
el contenido de lipidos y proteinas de esta membrana en general es
muy similar al de otras membranas plasmdticas de mamiferos, tales
como las del higado o del corazén (81).

Los lipidos que se encuentran en mayor proporcién en 1la
membrana del eritrocito son el colesterol y los fosfolipidos.

Estos WUltimos representan aproximadamente el 70% (p/p) de
todos los lipidous y el cociente molar colesterol/fosfolipidos
tiene un valor aproximado de 0.6 (82). Los glicoesfingolipidos
representan solo un 2% de los lipidos totales.

El colesterol es el lipido neutro mds abundante (99% p/p) en

la membrana del eritrocito (83) y se encuentra en forma no
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esterificada. Se ha demostrado que las células rojas maduras no
poseen la habilidad de sintetizar colesterol a partir de acetato
(84, 85). Hagerman and Gould (86) demostraron que el colesterol de
las células rojas se encuentra en equilibrio con el colesterol de
iipoproteinas séricas. Esta observacidén fue confirmada en muchos
estudios posteriores en sistemas in vivo e in _vitro (87, 88). E1
equilibrio total entre el colesterol plasmidtico y el membranal,
tanto in vivo como in _vitro, ocurre en aproximadamente 8 horas.
Las membranas de los glébulos rojos contienen tanto
glicerofosfolipidos como esfingomielina. La mayoria de los
glicerofosfolipidos contienen un ester del &Acido fosférico unido
al tercer carbono y &cidos grasos de cadena larga unidos al
primero y segundo carbonos.»Sin embargo, en algunos fosfoiipidos
un dcido graso estd reemplazado por un éter de vinilo
(plasmalégeno) y en algunos no existe dcido graso en el primero o
en el segundo carbono (lisofosfolipido). El1 &cido fosfatidico
contiene un grupo fosfato libre en vez de un éster del &cido
fosférico. Los glicerofosfolipidos estdn subclasificados de acuerdo
a la composicién de su éster de 4acido fosférico: fosfatidilcolina
(FC) o lecitina, fosfatidiletanolamina (FEA), fosfatidilserina (FS)
y fosfatidilinositol (FI). La esfingomielina no contiene glicerol
sino esfingosina y un 4cido graso unido por un éster fosférico a un
grupo colina. La variedad de clases de fosfolipidos y el amplio
rango de 4dcidos grasos y éteres de vinilo que cada uno puede tener
hace que el numero de posibilidades estructurales sea muy grande,

ademds la opcién de la configuracién cis o trans en las dobles
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ligaduras de los 4cidos grasos introduce mayor variabilidad

estructural (82).
1.5.1. Las Enfermedades Hepdticas y los Lipidos del Eritrocito.

Pacientes con hepatitis o cirrosis contienen eritrocitos con
un contenido de colesterol y fosfolipidos altos (89, 90). Aungue
existe variabilidad interindividual el porcentaje de aumento en
fosfolipidos es aproximadamente la mitad del incremento en
porcentaje de colesterol lo que trae como consecuencia un aumento
en la relacién molar 'colesterol/fosfolipidos. El aumento en
fosfolipidos totales no se distribuye en todos los fosfolipidos,
sino que mids bien se debe a un aumento en el contenido de
fosfatidilcolina (lecitina). Debido a que el incremento en lecitina
excede al de colesterol, el cociente colesterol/lecitina disminuye
en las enfernedades hepdticas (89, 90).

En  animales tratados con CCl,, los radicales 1libres,
productos del metabolismo del CCl, pueden atacar a los lipidos de
la nembrana de los eritrocitos y producir alteraciones similares

a las que se presentan en la membrana plasmidtica del hepatocito.

1.6. P4drmacos Utilizados en el Tratamiento del Dafio Hepdtico
Agudo (Hepatitis Téxica) ‘

La lipoperoxidacién producida por los metabolitos del ccCl,

tales como el radical €Cl,* ha motivado profundas investigaciones
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que han conducido al descubrimiento de sustancias que aportan
proteccién contra el proceso de lipoperoxidacién destructiva. sé
han descubierto una gran variedad de sustancias que no guardan
ninguna relacién quimica entre si y que protegen del proceso de
lipoperoxidacidén por diversos mecanismos. Entre otras destacan
las siguientes:
1. Tocoferoles {vitamina E)} (55, 91, 92).
2. Etilendiaminotetra-acetato (EDTA) (93).
3. SKF-525A (94, 95).
4. Propilgalato (96).
5. Cistamina (97).
6. Dietilditiocarbamato (DEDTC) (98).
7. Selenio (99, 100).
8. Metionina (101).
9, Adenosina (102).
10. Teofilina (101).
11. Prometazina (103).
12. Difenil-p-fenilendiamina (DPPD) (103, 104).
13. Acido ascérbico (105).
14. cimetidina (106).
is. Dietilen~triamino-penta~acetato {DETAPAC) (107).
16. Glutatién (108). )
17. Colchicina (109).
1i8. Silimarina (54).

19. Colchiceina (110).
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1.7. Pdrmacos Utilizados en el Tratamiento del Dafio Hepdtico

crénico (Cirrosis)

En la actualidad se ha encontrado que es posible influir
favorablemente la cirrosis hepdtica por medios farmacolégicos.

Estos se basan fundamentalmente en la observacién descrita en
la literatura de los resultados obtenidos en estudios
experimentales en animales y en humanos (21, 111).

Al demostrarse que uno de los mecanismos comunes a través
del cual diversos agentes etioldglcos pueden dar lugar a una
cirrosis es la produccién aurﬁentadn de» tejido fibroso. Se han
empleado diversos agentes con probable actividad antifibrogénica
en el manejo terapéutico de los pacientes con cirrosis (19, 20)..

Los agentes terapéuticos empleados incluyen:
1. Andlogos de Prolina

Estos compuestos compiten con la prolina por el transporte de
aminoacilacién del ARNt. Se in;orporan en numero limitado en la
coldgena en vez de los residuos de prolina. No se hidroxilan e
interfieren con la hidroxilacién de otros residuos por cambiar el
eje de su hélice. Como consecuencia no se forma la triple hélice y
la coldgena no se transporta a velocidad normal hacia el espa'cio

extracelular, sino que se degrada intracelularmente (112, 113).
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2. Agentes Quelantes de Hierro

Estos agentes inhiben 1la hidroxilacidén de los residuos de
prolina y de lisina de la coldgena. No hay glucosilacién, Se inhibe
la formacion de la triple hélice y el movimiento transcelular de 1a

procoldgena (113).
3. Agentes Latirogénicos

Son agentes que inhiben a la enzima lisil-oxidasa y por 1o
tanto no se forman los enlaces intra ni intermoleculares en la

molécula de coldgena (113).
4. Penicilamina

Este farmaco se combina con los grupos aldehide de 1la
molécula de coldgena por lo que no se forman los enlaces intra e
intermoleculares. A elevadas concentraciones también inhibe a la

‘enzima lisil-oxidasa (112, 113).
5. Corticosteroides
Los corticosteroides tienen un efecto éntilnflamatorio

general y también son capaces de inhibir a la enzima prolina

hidroxilasa. Inhibe la sintesis de coldgena pero también inhibe la

activacién de procolag en colag + la cual es estimulada
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por enzimas proteoliticas (113).
6. Silimarina

La silimarina es una mezcla de sustancias extraidas del cardo
mariano, Silibum marianum, cuyo uso se remonta a la antiglledad.

Vogel fue el primero en demostrar el efecto hepatoprotector
de la silimarina en el dafio hepdtico experimental provocado por
faloidina (114).

En cuanto al mecanismo de accién de la silimarina se sabe
poco, sin embargo, por lo menos uno de los efectos farmacolégicos

de la silimarina es a nivel de la membrana (54, 115).
7. Sulfo~-Adenosil~-L~-Metionina (SAM)

La sulfo-adenosil-L-metionina (SAM) es una molécula
descubierta por Cantoni en 1950 que se encuentra presente en los
mamiferos en condiciones fisiolégicas (116).

En hepatopatias experimentales, inducidas por la intoxicacién
con €Cl,, alcohol alflico, alcohol etflico, bromobencenoc y.pot una
dieta hiperlipidica/hipoprotéica, la sintesis de SAM disminuye
considerablemente (117). La reduccidn en la sintesis del SAM en los
sujetos cirréticos conduce a un déficit de las transmetilaciones
biolégicas que dependen de él.

Un posible tratamiento farmacolégico de la cirrosis consiste

en elevar los niveles de SAM enddgenos con la administracién
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exégena de ésta, por encima de la Km de las enzimas que utilizan

-SAM como sustrato (118).
8. Colchicina

Entre los distintos co;npuestos con actividad antifibrogénica,
la colchicina es la que en la actualidad se considera con mayores
posibilidades de éxito. Este compuesto es un alcaloide natural
derivado de la planta Colchicum autumnale y ha sido usado desde
hace varios siglos en el tratamiento de varios padecimientos,
principalmente en el de la gota. Se ha visto que el uso durante
tiempo prolongado no se ha acompafado de efectos adversos serlos
(111).

La colchicina posee varios ‘efectos farmacolégicos que
resultan benéficos para el tratamiento de la cirrosis hepatica,
tiene la propledad ‘de impedir la polimerizacién de la tubulina
para formar los microtubulos y como consecuencia inhibe el

tr porte tr anal de las proteinas de exportacién, en

especial dé la coldgena (119, 120, 121). Aumenta in vitro la
produccién de colagenasa, enzima responsable de la degradacién
extracelular de la coldgena (122). Incrementa la liberacién de
procolagenasa activada por proteasa.

Como consecuencia de su efecto antiinflamatorio la colchicina
estabiliza las membranas lisosomales, inhibe la movilizacién,
adherencia y quimiotaxis de los neutr6filos; inhibe la toxicidad

mediada por neutréfilos dependiente de anticuerpos, inhibe la
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liberacién de histamina de los leucocitos e inhibe jn vitro la
liberacién de cininas plasmdticas (123, 124). Se ha visto que la
colchicina protege las membranas plasmiaticas y estabiliza las
enzimas con grupos -SH en su centro activo (123, 124).

Se ha reportado que este fdrmaco es capaz de modificar el
sistema de adenilato ciclasa del higado y como consecuencia los
niveles de AMPc (23, 73, 125). Este efecto sobre las membrana es el
que probablemente explica la elevacioén de la fosfatasa alcalina que
se observa cuando se administra colchicina crénicamente (21, 23,
126).

De los datos reportados por Mourelle y colaboradores (23), se
obgerva que en e)l modelo de cirrosis experimental con cCl, en
ratas, el tratamiento con la colchicina regresa a valores normales
los niveles de glucagon, T3, T4 y de AMPc que se encuentran
alterados en la cirrosis, ademds el glucdgeno hepdtico que estd
disminuido como consecuencia de la elevacién del AMPc también

recupera los valores normales (23).
9. Colchiceina

La accién hepatoprotectora de la colchicina no se encuentra
totalmente explicada todavia y la proteccién puede ser atribuida
a las acciones de este fdrmaco por si mismo o por alguno de sus
metabolitos. ° La colchiceina, uno de 1los metabolitos de 1la
colchicina formado in.vive (Fig. 6), ha mostrado algunas acclones

celulares similares a la colchicina. Sin embargo, 1la colchiceina
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es mds lipofilica y realiza interacciones especificas con los
grupos tioles y con cationes divalentes. Posee baja toxicidad y su
afinidad por la tubulina es mucho menor que la de la colchicina
(127).

En nuestro grupo se ha demostrado que la colchiceina puede
prevenir el dafo hepdtico agudo inducido por CCl, en la rata (110)
y también disminuye 1las alteraciones producidas por 1la
administracidén crénica con cCl, (cirrosis experimental) (127). El
tratamiento con colchiceina reduce significativamente el contenido
de coldgena de ratas cirréticas (127). En cuanto al efecto de la
colchiceina en los hepatocito's se ha demostrado que es capaz de
reducir las alteraciones de las activida;ies enzimdticas a nivel de
la membrana plasmdtica (127). Estos resultados sugieren gue los
efectos benéficos de la colchicina pueden deberse al efecto de su
metabolito, la colchiceina que. se forma en el higado.

Quimicamente se diferencia de su preéursot, ‘por poseer en su
anillo de tropolona un grupo hidroxilo libre. Puesto que este
anillo de tropolona representa un acide vinilogo, la colchiceina
puede ser formada por una hidrélisis suave de la colchicina o bién
por desmetilacién oxidativa en 1los microsomas hepdticos en
presencia de NADPH y oxigeno molecular. La velocidad de formacién
y la proporcién relativa de‘ la colchiceina varfa de acuerdo a la
especie y al método que se utilice para la preparacién ae los
microsomas (128). En un inicio se pens6 que la colchiceina posefa
débil actividad biolégica por tener un fuerte cardcter lipofilico,

lo que sugeria que era atrapada por las membranas celulares, y de
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esta manera no alcanzaba los sitios intracelulares para ejercer su
actividad biolésgica (129). En contraste con la colchicina, la
colchiceina previene eficientemente la oxidacién del glutatidén. Ast
mismo, se ha observado que la colchiceina evita la inactivacién de
varias enzimas con grupos sulfhidrilo presentes en su centro activo

(130).
10. Férmacos coleréticos

Los fdrmacos denominados coleréticos provocan un aumento de

volumen de la secrecién biliar por el hifgado., De acuerdo a la
accién de estos fdrmacos sobre el volumen y los constituyenf:es
biliares, se clasifican en:
a) Hidrocoleréticos, que aumentan el contenido acuoso de la bilis
y de esta manera disminuyen la concentracién de sus constituyentes.
b) Los coleréticos verdaderos, que aumentan la sintesis de los
constituyentes biliares.

Los principales fdrmacos coleréticos son los &cidos biliares,
los dcidos biliares se clasifican en naturales y semisintéticos: a
su vez, los dcidos biliares naturales se subclasifican en:

a) Acidos biliares naturales conjugados.
b) Acidos biliares naturales no conjugados.

Dentro de este udltimo grupo, se encuentran los dcidos cél:fcos
que existen en la bilis en pequefias cantidades como sales sédiqas,
las sales biliares, las cuales son: el acido litocdlico, el &cido

quenodesoxicélico o quénico (Chenofalk)™, el dclido ursodesoxicélico
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(Ursofalk)*™, el dcido desoxicélico y el 4dcido célico. Estos
fdrmacos provocan la emulsién de las grasas, con lo que facilitan
la actividad de la lipasa pancredtica, también son necesarios para
una adecuada absorcién de las grasas, en especial los dcidos grasos
y monoglicéricos, colesterol y las vitaminas liposolubles A,D,E y
K en forma de complejos soiubles (solucién micelar) con las sales
biliares (accién hidrotrépica). En 1o que se refiere a la potencia
colerética relativa de estos fdarmacos, la potencia del 4#dcido
dehidrocélico > dcido ursodesoxicélico > dcido célico > dcido
taurocélico > dcido quenodesoxicélico > dcido desoxicélico > dcido
glicocélico. Los dcidos biliaées no conjugados se absorben bien por
todas las vias, especialmente en el tracto digestivo (131).

El dcido ursodesoxicélico (AUDC) (Fig. 7) es preferentemente
absorbido en el fleon, a diferencia de los otros dcidos biliares,
también es el menos téxico para los hepatocitos cuando se acumula
en el plasma (132)5

Durante la administracidén oral dél dcido ursodesoxicoélico,
éste remplaza las sales biliares téxicas favoreciendo su
eliminacién, del mismo modo que reduce su absorcidén en. el fleon.

A diferencia de otros dcidos biliares, el AUDC produce una
disminucién de 1la secrecién y la concentracién biliar de
colesterol, 1lo que constituye su modo de accién principal, pues en
esta forma disminuye la saturacién del colesterol en la bilis y
permite la disolucién de los cdlculos. Los #&cidos biliares son
sustancias relativamente téxicas, peroc a las dosis ordinarias y aun

algo superiores no producen mayores trastornos (131).

a5



Piq. 6.

Fig. 7.

COLCHICINA

OCHy
CNIINAS
MCROSOMALLS

chyo MACOGH y
g0
. OCH;
> O % g% oesmene
COLCHICIRA

om (COLCHICEINA)

Representacion esguemdtica de las estructuras de la
colchiceina y de su precursor la colchicina.

CH,
' H
CHa ca,H
HO oH
H o
Representacidn esquemdtica de la estructura del dcido
ursodesoxicolico.



I.8. Evaluacién del Dafio Hepatico

Las funciones normales del hepatocito dependen de 1la
integridad de sus membranas: de la membrana plasmdtica y las de
organelbs como la mitocondrias, el reticulo endoplasmico, 1los
lisosomas, etc. Las toxinas pueden alterar los procesos
membranales normales al unirse a los componentes de la membrana,
por tener efectos tensoactivos o por inducir peroxidacién de los
dcldos grasos poliinsaturados de la membrana. Consecuentemente,
la fluidez de la membrana puede modificarse alterdndose as{ 1la
permeabilidad e inactivarse las enzimas unidas a membranas causando
la.muerte celular.

Después de la intoxicacién aguda con CCl, uno de los eventos
que se presenta es el deterioro en la membrana plasmdtica, esto se
ve reflejado en cambios en la composicién lipidica de la misma.

La actividad de varias enzimas de membrana es sensible a
cambios en su microambiente lipidico (23), estos cambios en la
composicién lipfdica se han sugerido como una explicacién de  los
cambios que ocurren en la actividad de las enzimas embebidas en la
membrana plasmética (23). Se ha reportado que la activida& de las
ATPasas de Na'/K' y Ca® estd reducida significativamente en las
membranas de los hepatocitos de ratas cirrdéticas (37).

Ames (133) ha descrito un método sencille para la
cuantificacién de la actividad de las ATPasas de Na'/K' y ca”‘como
marcador de dafio hepatico. La determinacién de éstas enzimas es una

de las herramientas mias utiles en el estudio de la hepatoxicidad.
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Se ha demostrado en una serie de experimentos (118, 134) que
la actividad de las ATPasas de Na‘’/K' y Ca*, en las membranas de los
hepatocitos y de los eritrocitos, disminuye significativamente
durante la cirrosis.

En lo que se refiere a la composicién lipidica se ha
establecido que existe una correlacién entre la actividad de las
ATPasas de Na‘/K' y ca® y el cociente colesterol/fosfolidos (C/FL)
(118, 134).

Para la determinacién de la composicién lipidica se utilizaron
técnicas sencillas descritas por Ames (133) y Abell (135), para la
cuantificacién de fostolipido‘s (como fésforo inorgénico) y para la
cuantificacién de colesterol, respectivamente.

En resumen, como puede verse, las técnicas para la deteccién
del dafo hépatico inducido quimicamente en animales de laboratorio
son sencillas. Se ha postulado que la composicién lipidica de las
membranas bilolégicas es un factor que regula su fluidez y, como
consecuencia de esta caracteristica, los receptores ‘de membrana
podrian responder de diferente manera a hormonas ¢ a farmacos
(136); ademds la composicién lipidica modula la actividad de las
enzimas de membrana asi como los procesos de transborte con los
cuales esta asociada (137, 138, 139).

Es por esto que es de suma importancia el ‘estudio de las
alteraciones estructurales y funcionales de las membranas
biolégicas.

La pérdida total o parcial de las funciones gque llevan a c;abo

estos importantes componentes celulares, podrfa llevar a un
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desequilibrio celular tal que pueda conducir a la necrosis.

De tal suerte, que el presente trabajo estd enfocado
principalmente al estudio de sistemas enzim&ticos que son de gran
importancia en el equilibrio osmético y, como consecuencia también
lo son para mantener la integridad celular: ATPasas de Na‘/K' y
ATPasas de Ca*; asi como ai estudio del microambiente lipidico; que
estd intimamente relacionado con los cambios funcionales de 1la
célula: colesterol y fosfolipidos.

Ademds, existen evidencias de que los camblos que ocurren en
las membranas plasmiticas de los hepatocitos estdn claramente
reflejados en las membranas plasmdticas de los eritrocitos (140).

Siendo esto una gran ventaja, ya que la ‘informacién derivada
de las membranas de los eritrocitos podria ser utilizada cuando no
se recomienda realizar una biopsia por representar péligro para el
paclente (140); sin embargo, se requiere de un mayor numero de
investigaciones para elucidar si verdaderamente el eritrocito puede
ser un marcador de dafio totalmente confiable para diagnosticar un

padecimiento hepAtico como es la cirrosis.
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II.

OBJETIVOS

Estudiar las alteraciones producidas por el cCl, en la
membrana plasmdtica de 1los hepatocitos y de los

eritrocitos en la cirrosis hepatica.

Determinar si la colchiceina y el dcido ursodesoxicélico
son capaces de revertir las alteraciones en 1la
funcionalidad y composicién de las membranas plasmiticas
de los hepatocitos y de los eritrocitos producidas por 1a

intoxicacién crénica con CCl, en la rata.

Determinar si existe correlacién entre los cambios
observados en las membranas plasmdaticas de ios
hepatocitos con los de eritrocitos en la intoxicacién
crénica con CCl, en la rata y después del tratamiento con

colchiceina y dcido ursodesoxicélico.
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IIT. MATERIALES Y METODOS

IxII.1. Intoxicacién Crénica con CCl, de acuerdo al método de

Ehrinpreis y colaboradores (141).

Se utilizaron ratas Wistar macho, de 50-75 g de peso al inicio
del tratamiento, a las que se les administré por via
intraperitoneal 0.25 ml de una solucidén de CCl, en aceite mineral
(Sigma) 3 veces por semana, por lo menos 8 semanas ininterrumpidas.

La dilucién ccl,/aceite fué aumentando para compensar la dosis
con el crecimiento del animal de la siguiente manera:

Primera semana: CCl,:aceite 1:7
Segunda semana: CCl,:aceite 1:6
Tercera semana: CCl,:aceite 1:5
Cuarta semana: CCl,:aceite 1:4

Quinta semana en adelante: CCl,:aceite 1:3

Los animales fueron sacrificados por lo menos una semana

después de la ultima dosis.
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Ii1.2. Tratamientos Orientados a Bvaluar la Reversién de 1la
Cirrosis.

Los animales fueron divididos en 6 grupos experimentales: el
grupo 1 recibié solamente el vehiculo (aceite mineral Sigma) por
via intraeritoneal (i.p.), se denominard grupo Control. El grupo 2
se utilizé como control de colchiceina (COLCH) administrdndose en
dosis de 300 ug/Xg de peso corporal por via oral (p.o.). Al grupo
3 se le administré dcido ursodesoxicédlico (AUDC) en una dosis de 25
mg/Kg de peso corporal p.o., este grupo se referird como control de
AUDC. El grupo 4 recibié ccl, (0.4 g/Kg) disuelto en aceite mineral
(Sigma) i.p.. En el grupo 5 se administré la misma dosis de cci,
pof via intraperitoneal durante un periodo de 8 semanas, en las §
samanas posteriores se les administré simultédneamente CCl, y COLCH.
El grupo 6 recibié un tratamiento semejante al del grupo 5, pero en
las dltimas 5 semanas ademids del tetracloruro recibié AUDC en lugar
de COLCH. Ver esquema de tratamientos.

Después de 8 semanas de tratamiento con CCl, los animales
preséntan una cirrosis ya establecida (23).

Al ‘término de los tratamientos los animales fueron
anestesiados con éter para obtener sangre por puncién cardiaca, que
se utilizé para aislar las membranas de los eritrocitos. Los
animales fueron luego sacrificados y los higados removidos
rdpidamente para aislar las membranas de los hepatocitos, una vez
obtenidas las membranas tanto de eritrocitos como de hepatocitos se
determinaron los parametros bioguimicos que posteriormente se

describen.
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IXI.3. ESQUEMA DE TRATAMIENTOS

Se hicieron 6 grupcs de 10 ratas cada uno:

1. VEHICULO
2. COLCH

3. AuDC

4. o ce1, c C 1, + VEHICULO
5. cc.1. ) cCcl,+COLCH
6. cc1, ccl,+AUDC

Los animales se sacrificaron una semana después de la ultima dosis.
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I1I.4. ESQUEKA DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL

HISTOLOGIA HIGADO

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS PLASHATICAS

ATPasa de Na‘'/K* FOSFOLIPIDOS
ATPasa de Ca*" COLESTEROL

SANGRE

AISLANIENTO DE uninmms PLASMATICAS

ATPasa de Na‘*/K* FOSFOLIPIDOS

ATPasa de Ca? COLESTEROL
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III.5. Obtencién de las Membranas Plasmfticas de los
Hepatocitos

El procedimiento se lleva a cabo segun ha descrito Neville
(142).

Las ratas previamente' anestesiadas con éter etilico, se les
extrae la sangre por puncién cardiaca, para eliminar la mayor
cantidad. de sangre contenida en el higado, y rdpidamente éste es
removido y colocado sobre hielo. Se guita el tejido conectivo
adyacente y se corta con tijeras lo més finamente posible, los
fragmentos de higado se pasan a un homogenizador Dounce de émbolo
flojo con 25 ml de NaHCO, 1 mM + CaCl, 0.5 mM y se homogenizan con
8 golpes del énmbolo. El homogenado se lleva a 250 ml de la misma
solucién de bicarbonato frio, se agita durante 3 ninutos y se
filtra a través de 2 capas de gasa. Este filtrado se pasa ahora a
través de 4 capas devgasa. El nuevo filtrado se coloca en
botellas de centrifuga de 250 ml y se centrifuga a 1000 X g a 4°C
durante 30 minutos. El sobrenadante se desecha y la pastillé se’
resuspende en un volumen minimo, las pastillas resuspendidas se
homogenizan mediante 3 golpes suaves usando el mismo homogenizador.
Una proporcién de 48 ml de este homogenado se mezcla con 62 ml de
sacarosa al 70% ajustpndo a una concentracién de 48% * 0,1% de
sacz;rosa usando un refractémetro ABBE, con la suspensién formada se
llenan aproximadamente dos quintas partes del volimen de los tubos
decentrifuga (Rotor SW 28) cuya capacidad es de 38.5 ml; el volumen

restante se llena cuidadosamente de la siguiente manera: 8 ml de
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sacarosa al 45%, 10 ml de sacarosa al 41% y de 3 a 4 ml de sacarosa
al 37% con el objeto de formar una serie de gradientes en los gque
se distribuiran los diferentes componentes celulares. Se centrifuga
durante 120 minutos a 100,000 ¥ g a 4°C utilizando una
ultracentrifuga Beckman modelo L8-70 y posteriormente se sacan
cuidadosamente para mantener los gradientes. Con una jeringa se
toma la porcidén que se encuentra entre la primera y segunda bandas
de sacarosa (37% y 41%), correspondiente a 1las membranas
purificadas. Esta fraccién se resuspende en Tris-HCl1 10 mM + EGTA
0.1 mM vy se centrifuga 15 min a 12,000 x g con el fin de lavar el
exceso de la sacarosa. Se descarta el sobrenadante y las pastillas
se 'resuspenden en un volumen minimo de sobrenadante, se toman
alicuotas de 0.2 ml para colocarlos en viales que se almacenan en

un congelador Revco a —-70°C hasta su utilizacién.

IXI.6. Obtencién de las Membranas Plasmaticas de los
Eritrocitos de acuerdo al método de Reinols y

colaboradores (143)

Se obtiene la sangre por puncién cardiaca con una ‘jeringa
heparinizada y se centrifuga a 1000 x g durante 15 minutos, se
elimina el sobrenadantc y la pastilla se resusperies ron  6-1n
volumenes de solucidén salina (NaCl 0.9%). Se centrifuga a 15,000
% g 20 minutos, se descarta el sobrenadante y se repite esta
operacién 2 veces mids. Se toman 3 ml del paguete y se le agregan

30 ml de una solucién que contenga Tris-HC1l 10 mM pH 7.4 + EGTA
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0.1 mM. Se agita fuertemente y se centrifuga a 15,000 x g durante
20 minutos, se descarta el sobrenadante, se repite el udltimo paso
2 veces mds. Se resuspende la pastilla en 1 ml de la solucidn Tris
HCl + EGTA antes mencionada. Se congela en nitrégeno liquido y se
lleva rédpidamente a un bano de agua a 37°C, este paso se repite 3
veces més. Las membranas .se guardan a =70°C para su posterior

utilizacidn.

I11.7. Determinacién de los Fosfolipidos Totales en las

Membranas de los Hepatocitos

Se toma una muestra de membrana plasmatica de aproximadamente
40 pg de proteina, se calcina con Mg(NO,), al 10% en etanol coh al
fin de que todo el fésforo de los fosfolipidos se transforme a
fésfpro inorgénico (Pi) y se lleva a cabo la reaccién de Ames
(133).

Se hace la curva estdndar y se calcula el contenido de
fésforo inorgédnico en las muestras {(que es equivalente a 1la

cantidad molar total de los fosfolipidos presentes).

I1I.8. Determinacién de Posfolipidos Totales en las Membranas de

los Eritrocitos.

Con el fin de determinar el contenido de fosfolipidos totales
se procede como en la técnica anterior, una muestra de

aproximadamente 40-60 pg de proteina se calcina con Mg(NO,). al 10%

47



con el fin de que todo el fésforo de los fosfolipidos se transforme
en fésforo inorganico. Posteriormente se desarrolla el color
mediante la reaccién de Ames (133). El contenido de fésforo
inorgédnico se determina mediante una curva estdndar, el cual es

equivalente a la cantidad molar total de fosfolipidos presentes.
III.9. Determinacién de Colesterol en Hembranas de Hepatocitos

A una muestra de 300-700 pl de membrana se le agraga KOH 33%,
se agita y se incuba a 37°C durante 55 minutos; se extrae con éter
de petrdéleo, se avapora una alicuota bajo corriente de N, y se le
agrega 1 ml del reactivo de Lieberman-buchar de acuerdo a 1la
técnica de Abell et al (135). Se hace la curva estdndar y se

calcula el contenido de colesterol en las muestras.
III.10. Determinacién de Colesterol en Membranas de Eritrocitos

- A una nmuestra de membranas de eritrocitos se le agrega KOH 33%
se agita y se incuba a 37°C durante 55 minutos; se extrae con éter
de petréleo, se evapora una alicuota bajo corriente de N, y se
realiza el procedimiento descrito por Abell et al. (138),
utilizando el reactivo de Lieberman-Buchard. Se calcula el

contenido de colesterol de acuerdo a una curva estédndar.
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III.11. Determinacién de Proteinas

Las protefnas se determinan por el método de Bradford (144},
utilizando albumina bovina sérica como estandar, con la gue se
construye una curva esténdar. De una dilucidén 1:10 de membranas se
toma una alicuota de 20 pl, se lleva a 100 pul y se le agrega el
reactivo de Bradford. El contenido de proteinas es directamente

propercional a la intensidad del color formado.

IIT.12. Medicién de la Actividad de .la ATPasa de Na‘/K* del

Hepatocito por el Método Colorimétrico de Awmes

El medio estdndar para cuantificar la actividad total de
ATPasa contiene en 0.5 ml, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM MgCl,,
2.5 nM ATP, 60 a 80 ug de proteina membranal‘ y 20 mM de imidazol,
como amortiguador, el pH de la solucién se ajusta a 7.4. La ATPasa
activada por Mg'? se mide en un medio identico que incluye 1 mM de
ouabaina. Se incuba a 37°C durante 30 mnin. Con el fin de detener
la reaccién se agregan dcido tricloroacético al 35% (p/v).

La diferencia entre las dos reacciones representa la actividad
de la ATPasa de Na'/K'. El fésforo se mide colorimétricamente
mediante la formacién de un complejo colorido con molibdato de

amonio en presencla de Acido ascérbico (133).
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III.13. Medicién de la Actividad de la ATPasa de Ca‘'’ de Alta v
Afinidad de la Membrana PlasmAtica de los Hepatocitos

El medio de incubacion contiene en 0.5 ml, 0.4 mM CacCl,, o.4
mM EGTA, 0.25mM de ATP , Tris-HCl S0 mM a pH=7.4 y de 60 a 80 ug
de proteina membranal. otr'o medio de incubacién es identico pero
sin Ca*’., La diferencia entre las dos reacciones representa la
actividad de la ATPasa de Ca‘? de alta afinidad (145). La incubacién
se llevan a cabo a 37°C durante 30 min. La reaccidén se detiene
agregando 4cido triclorodcetico 35%. El fosforo inorganico se

determina con la reaccidn de Ames (133).

III.14. Medicién de la Actividad de la ATPasa de Na‘'/K' de los
Eritrocitos

‘La ATPasa de Na‘'/K° de los eritrocitos se mide de manera
simllar que 1la de la membrana plasmitica de los hepatocitos
(I11.12), pero utilizando diferentes concentraciones de reactivos
‘en 1a reaccién enzimdtica, de acuerdo al siguiente protocolo: NacCl
800 mM, KCl 280 mM, .chl, 90 mM, EGTA 2.5 nM, Imidazol 200 mM
ajustado a pH=7.4, Ouabaina 5 mM en Imidazol (en el caso de la
ATPasa de Mg?) y sin Ouabaina en el caso de la ATPasa total,
membranas de eritrocitos (20-40 ug de proteina) y ATP 12.5 nM.

El volumen final del medic es de 0.5 ml. 1a reaccién se
detiene‘agreganc.lo de 4cido tricloroacético al 35%. El fdésforo

inorgénico liberado se determina por el metodo de Ames (133).
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La diferencia entre las dos reacciones representa la actividad

de la ATPasa de Na°/K'.

III.15. Determinacién de la ATPasa de Ca® en Membranas de

Eritrocitos

El medio de ensayo contiene NaCl 800 mM, KCl 280 mM, MgCl,
90 mM, CaCl, 5 mM, EGTA 2.5 mM, Ouabaina 5 mM en imidazol, Imidazol
200 mM ajustado a un pH de 7.4, membranas de eritrocitos (20-40 ug
de proteina), ATP 12.5 nM, el volumen final del medio es 0.5 ml; la
reaccién se detiene agregando dcido tricloroacético (35%).
El fésforo inorgdnico se determina por el métode de Ames
{133). La actividad de la ATPasa de Ca'? se calcula restando la
reaccién en ausencia de calcio de la reaccién en presencia de

calcio.

I1T.16. Tratamiento Estadistico de los Datos y Significancia de

las Diferencias

Los resultados obtenidos en las detertinaciones de cada grupo
de ratas fueron promediados obteniéndose la media (M) y el error
estdndar de la media (EEM). Las diferencias entre el grupo control
y los tratados se compararon estadisticamente utilizando la prueba
""" de student para muestras no pareadas (146).

Se tomd como diferencia significativa cuando p < 0.05.
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IV. RESULTADOS

En la figura 1 se observa la actividad de la ATPasa de Na°/K’
determinada en las membranas de eritrocitos, en los diferentes
grupos experimentales. Como puede observarse, la actividad de esta
enzima se encuentra disminuida en el grupo tratado crénicamente con
CCl, en aproximadamente un 50% comparado con los grupos controles,
encontrdndose una diferencla significativa p<0.05. Esta disminucién
se revirtié totalmente en los grupos tratados con colchiceina y con
dcido ursodesoxicélico. En las membranas de hepatocitos (figura 2)
se aprecié un comportamiento muy similar, ya que la actividad de la
ATPasa de Na'/K' también disminuyé de manera significativa (p<0.0%5)

" en ‘el grupo intoxicado con. CCl,. Ademds cuando los animales fueron
tratados con colchiceina y con &cido ursodesoxicélico también se
observa reversién total a niveles normales de la actividad de ésta
enzima.

La actividad de la ATPasa de Ca* en las nembranas de
eritrocitos, representada en la figura 3, disminuyé en el grupo
tratado con CCl, aproximadamente a la mitad del valor que
presentaron los grupos controles en esta determinacién. Sin
embargo, los gfupos que recibieron tratamiento con colchiceina y

dcido ursc icélico ademds del CCl, no mostraron una reversién

total como se observé en las figuras 1 y 2; en este caso solamente
se observé una reversién parcial, pero significativa, mientras que
en las membranas de hepatocitos la actividad de la ATPasa de Ca*
si volvid a niveles normales después del tratamiento con éstos dos

hepatoprotectores (figura 4).
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Fig. 1. Actividad de la ATPasa de Na'/K' determinada en membranas de eritrocitos
aislados de ratas tratadas con CCl,, colchiceina (COLCH) o dcido ursodesoxicdlico
(AUDC). Cada barra representa la media + EEM.

* gignifica p < 0.05 vs Control.

® significa p < 0.05 vs CCl,.
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Fig. 2. Actividad de la ATPasa de Na'/K' determinada en membranas de hepatocitos
aislados de ratas tratadas con ¢Cl,, colchiceina {COLCH) o dcido ursodesoxicdlica
(AUDC). Cada barra representa l}a media *+ EEM.

% Significa p < 0.05 vs Control.

® Significa p < 0.05 vs CCi,.
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Pig. 3. Actividad de la ATPasa de Ca’ determinada en membranas de eritrocitos
aislados de ratas tratadas con CCl,, colchicefna {COLCH)} o dcido ursodesoxicélice
{(AUDC). Cada barra representa la media ¢ EEM.

* Significa p < 0.05 vs Control.

® Significa p < 0.05 vs CCl,.
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Pig. 4. Actividad de la ATPasa de Ca” determinada en membranas de hepatocitos
aislados de ratas tratadas con CCl,, colchiceina (COLCH) o &cido ursodesoxicdlico
(AUDC). Cada barra representa lus media & EEM.

* Significa p < 0.05 vs Control.

® significa p < 0.0% vs cCl,.



El contenido de colesterol en las membranas de eritrocitos
(figura 5) aumentd significativamente, p<0.05, después de 1la
intoxicacién con cCl,, no asf{ en los grupos que recibieron
colchiceina y 4cido ursodesoxicélico ademas del C€Cl,, donde se
observaron valores normales. Se encontrd un resultadc muy similar
en las membranas de hepatocitos, figura 6, pero el incremento del
contenido de colesterol en el grupo cirrdtico fué menor, de
aproximadamente un 30% mientras que en el caso anterior el
incremento fué de aproximadamente el 50%; no obstante el incremento
resulté ser significativo con respecto a los grupos controles,
adémés de que los grupos tratados con los hepatoprotectores+CCl, no
presentan alteracién alguna en el contenido de colesterol.

En las figuras 7 y 8 se muestra el contenido de fosfolipidos
aen las membranag de eritrocitos y de hepatocitos, respectivamente;
en éstas se observa que no hubo modificacién en el contenido de
fosfolipidos en ninguno de los grupos, lo cual es congruente con lo
reportado en la literatura.

En cuanto al cociente molar colesterol/fosfolipidos (C/FL), se
obtuvo un incremento significativo como consecuencia del aumento
en el contenido de colesterocl, en las membranas de eritrocitos
(figura 9) el incremento observado fué del dchle rnn respecto a los
grupos controles. Los tratamientos con colchiceina y con &cido
ursodesoxicélico fueron capaces de prevenir en incremento del

coclente colesterol/fosfolipidos.
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En las membranas de los hepatocitos se presenté un incremento
menor de aproxima¢amente 30% con respecto al valor control, pero
significativo en el cociente C/FL, y al igual que en el caso de los
eritrocitos, los hepatociﬁos de los grupos intoxicades con ccl, y
tratados con colchicefna y con &cido ursodesoxicélico no
pfesentaron el incremento en el cociente molar C/FL (figura 10).

Como se puede apreciar, con excepcién de la figura 3, 1los
cambios observados en todas ]._as determinaciones son muy similares
tanto en hepatocitos como en eritrocitos, lo que sugiere que existe
una correlacién entre éstos dos tipos celulares y que ademds son de
gran importancia como evidencia del dafo causado por un agente
téxico como es el CCl,.

El estudio. histoldégico mostré que la administracién crénica de
cCl, produjo una intensa necrosis centrolobulillar y 1a
arguitectura normal dei hepatocito se perdidé (figura 12). En el
grupo control no se observé ningin cambio histolégico (figura 11).

Los cortes histoldgicos de 1los animales tratados con
colchicefna y con 4dcido ursodesoxicélico ademds del CCl,
presentaron un efecto mucho menor en las células, las bandas de
coligena son mds delgadas v la estructura normal del hepatocito
estd mds preservada que el grupo gque sélo recibié cCl, (figuras 13

y 14, respectivamente).
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Fig. 9. Cociente colesterol/fosfolipidos determinado en membranas de eritrocitoes
aislados de ratas tratadas con CCl,, colchiceina (COLCH) o dcido ursodesoxicélico
(AUDC). Cada barra representa la media * EEM.

* significa p < 0.05 vs Control.

® significa p < 0.05 vs cCl,.
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Fig. 10. Cociente colesterol/fosfolipidos determinado en membranas de hepatocitos
aislados de ratas tratadas con CCl,, colchiceina (COLCH) o Acido urscdesoxicélico
(AUDC). Cada barra representa la media * EEM.

* gignifica p < 0.05 vs Control.
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Fig. 11. Corte de un higado de rata control tefiido con la

técnica tricrémica de Mallory. Amplificacioén 125 X.
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Fig. 12. Corte de un higado de rata tratada crénicamente

con CCl, (0.4 g/Kg) i.p. durante 13 semanas, tefido con

la técnica tricrémica de Mallory. Amplificacién 125 X.
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Fig. 13. Corte de un higado de rata intoxicada con CCl,

(5.5 4,/Kkg) i.p. durante 8 semanas, posteriormente recibié
colchiceina (300 pg/Kg) p.o. hasta completar 13 semanas
sin suspender el ccCl,. Tincién tricrémica de Mallory,

ampliacioén 125 X.
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Fig. 14. Corte de un higado de rata intoxicada con cCl,

(0.4 g/Kg) i.p. durante 8 semanas, posteriormente recibis
scido ursodesoxicélico (25 mg/Kg) p.o. hasta completar 13
semanas sin supender el CCl,. Tincién tricrémica de

Mallory, amplificacién 125 X.
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V. DISCUSION

El esquema de tratamiento con cCl, utilizado para inducir
cirrosis hepitica produjo el patrén de alteraciones histolégicas y
bioguimicas caracter!stico‘de esta enfermedad.

Una funcién muy importante de la ATPasa de Na‘/K' en el
hepatocito es la secrecién activa de sodio hacia el canaliculo
biliar, lo que lleva consigo paso de agua a través de la membrana
canalicular (147). Este proceso ha sido llamado flujo biliar
independiente de acidos biliares, se ha demostrado que existe una
fuerte correlacién entre la actividad de la ATPasa de Na'/K*
hepdtica y el flujo biliar (147), basado en la hipétesis de que
este componente del flujo biliar esta regulado por la bomba de
sodio.

Se ha reportado que en la intoxicacién crénica con CCl, se
presenta una disminucién significativa en la actividad de las
ATPasas de Na‘'/K' y Ca® as{ como un incremento en el cociente
colesterol/fosfolipidos (C/FL) (138), en el prasenté trabajo se
observé un comportamiento muy similar ya que se encontré una
relacién inversa entre la actividad de las ATPasas y el cociente
molar C/FL, es decir, al aumentar dicho cociente la actividad
enzimdtica disminuyé en el grupo cirrético. Los resultados de este
estudio sugieren que las alteraciones en la composicién lipfdica y
en la funcionalidad de las membranas plasméticas estdn fuertemente

vinculadas con las hepatopatias crénicas.
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Al administrar colchiceina (COLCH) y 4cido ursodesoxicélico
(AUDC) se preservé la actividad de las ATPasas en los niveles
normales asi como el contenido de colesterol y de fosfolipidos, lo
que sugliere que la actividad enzimdtica si esta siendo modulada por
su microambiente lipidico en la membrana plasmética. La r.educcién
en la actividad de la ATPasa de Na'/K' puede ser resultado de un
decremento en su funcién o en el nimero de enzimas presentes (147).

El eritrocito ha sido utilizado como un modelo celular para el
estudio del transporte transmembranal de cationes (148), come son
ca®*, Na' y el K'. La ATPasa de Ca®, en las células rojas del
humano, es'responsabla del transporte activo del calcio a través de
la .membrana plasmdtica (149).

Se ha demostrado que las alteraciones en el metabolismo del
calcio son resultado de la intoxicacién con agentes hepatotéxicos,
varios autores han demostrado que este disturbio en el metabolismo
del calcio es un evento temprano de la necrosis celular en la
intoxicacién hepdtica con cCl, (150)}.

En otros estudios referentes a la ATPasa de Ca** se ha
encontrado que esta enzima es sumamente sensible a cambios en la
composicién. lipidica en los hepatocitos as{ como en los eritrocitos
(151), cuando hay un cambio en la composicién 1lipidica se ven
alterados significativamente el transporte de Ca® y la actividad
de la ATPasa de Ca?., Los resultados de este trabajo muestran una
correlacién entre los cambios en las membranas plasméticas de los
eritrocitos con los dque ocurren en las de los hepatocitos, tanto

en la actividad de las ATPasas de Na'/K' y de Ca® como en el
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cociente C/FL. El hecho de que las alteraciones en las membranas
de los hepatocitos se reflejen en los eritrocitos sugiere que con
una simple muestra de sangre puede inferirse el estado de las
membranas plasmdticas de los hepatocitos. Otras de las ventajas que
posee el estudio de las membranas de los aritrocitos son: las
membranas se aislan f4cilmente pues el eritrocito no contiene otros
organelos celulares, la mnuestra de sangre que se obtiene es
representativa de todo el tejido sanguineo gue estd en contacto con
todo el higado; ademds los marcadores cldsicos de dafioc hepdtico
como bilirrubinas o enzimas séricas (152) se pueden obtener de la
misma muestra de sangre de donde se aislan las membranas
siﬁpliflcando mds aun el proceso de evaluacién del dafo hepatico.
Es una caracteristica esencial de la membrana plasmdtica
poseer una bicapa lipfdica compuesta primariamente de fosfolipidos
y colesterol, este microambiente lipfdico influencia de manera
significativa la actividad de varias enzimas de membrana (147).
El mecanismo molecular por el cual la composicidén lipidica de
la membrana altera la actividad enzimética no estd bien elucidado,
pero es posible sugerir que la microviscosidad lipidica juega un
papel muy importante en el control de la actividad de las ATPasas
de Ra'/K* (1485 ¥ Ca® (151). Estudios anteriores indican que existe
una correlacién significativa entre el decremento de la actividad
de las ATPasas de Na'/K’ y Ca™ y el incremento de la relacién C/FL
(137, 140): los resultados presentados, en este sentido, son
congruentes con 1o reportado ya que se cbservé una relacidn inversa

entre el cociente C/FL y la actividad de las ATPasas en el grupo
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cirrético. También se encontrd que la administracién de colchiceina
¥y de Acido ursodesoxicélico preservéd la actividad de las ATPasas
asi como el cociente C/FL en las membranas de los hepatocitos y de
los eritrocitos. Es bien sabido que el cociente C/FL estd
relacionado inversamente con la fluidez de la membrana (138).

La composicién de las membranas bioldgicas es el factor mds
importante que regula la fluidez de las mismas, la fluidez de 1la
membrana ha sido estudiada en diferentes células asi como en varias
patologias con el fin de definir el papel de la membrana sobre el
mecanismo de diferentes enfermedades (153).

Es bien sabido que los cambios en la composicién lipidica de
las membranas bloldgicas afecta su fluidez, su permeabilidad y 1a
actividad de las enzimas asociadas a ella asi como a los sistemas
de transporte (137).

El cc;lesterol es ‘un constituyente esencial de la membrana
plasmdtica de las células eucariéticas. Aunque su vsignificado
funcional no estd totalmente aclarado, posee la habilidad de
modular la fluidez de la bicapa (154), de suprimir el transporte
pasivo de sustancias polares a través de ella (155) y de crear
dominios discretos dentro de la bicapa (156), presumiblemente en
virtud de su interacciodn preferen‘cial con ciertos fosfolipidos
(157). El cociente colesterol/fosfolipidos (C/FL) s6lo se altera
significativamente en enfermedades tales como la cirrosis hepdtica
(115) y bajo regimenes dietéticos estrictos. Es de esperarse
entonces que el incremento en el cociente C/FL observado en el

grupo cirrético modifique la actividad de los sistemas embebidos en
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la membrana. La COLCH previno totalmente el incremento en el
cociente C/FL y también normalizé las actividades de las ATPasas de
Na*/K' y de Ca*.

El &dcido ursodesoxicélico (AUDC) ha sido utilizado en el
tratamiento de diferentes padecimientos hepdticos en la clfnica,
para disolver cdlculos piliares (158) y en la cirrosis biliar
primaria (159), la administracién oral del AUDC reduce el indice de
saturacién del colesterol. No se sabe si el efecto sobre el indice
de saturacién es causado por un incremento en la masa total de las
sales biliares y fosfolidos en la vesicula biliar, a decremento en
el contenido de colesterol o a una combinacién de estos efectos
(159), se ha visto que durante el tratamiento con AUDC el contenido
de sales biliares aumenta, el contenido de colesterol no se altera
y el contenido de fosfolipidos aumenta.

El dcido ursodesoxicélico se ha estudiado principalmente en el
modelo de cirrosis biliar primaria inducida por la obstruccién del
conducto biliar comin, en estos estudios se ha encontrado que el
AUDC posaee efectos benéficos sobre las alteraciones producidas por
esta enfermedad a nivel de enzimas séricas, bilirrubinas, etc.. Sin
embargo, en el modelo de cirrosis hepdtica inducida por ¢cl, no se
han realizado estudios por lo que el mecanismo por el cual revierte
estas alteraciones no se ha descrito.

El dcido ursodesoxic6lico no se ha descrito como captador de
radicales libres por lo que se puede descartar que la accién
protectora sea a un nivel similar al que ejerce la colchiceina

(COLCH), al captar el metabolito principal del €Cl,, el CCl,* que es
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causante del dafo celular en el higado (139).

No obstante, el d4cido ursodesoxicélico tuvo un efecto similar
al de la colchiceina, pues la: bandas de colégena fueron mucho mas
delgadas, ademds aumentd significativamente la actividad de las
ATPasas y el cocliente colesterol/fosfolipidos, comparado con el
grupo cirrético.

En la cirrosis biliar primaria la concentracién de &cidos
biliares totales en suero se incrementa, estando en mayor
proporcién los dcidos c6élico y quenodesoxicélico (160), cuando los
pacientes ‘reciben AUDC la concentracién de estos 4cidos biliares
varfa considerablemente. La concentracién de los dcidos célico y
quenodesoxicélico decrece y el AUDC empleza a predominar, esto
sugiere la probabilidad de que el AUDC impide la absorcién de los
otros #4cidos biliares implicando que su posible mecanismo de
proteccién estd relacionado con cambios en el metabolismo de los
dcidos biliares.

Debido a que el posible mecanismo de estos dos féarmacos
hepatoprotectores es diferente, cabe la posibilidad de que se
administren conjuntamente y su efecto hepatoprotector se vea
potenciado. Para comprobar que tal agonismo existe, es necesario
administrarlos juntos, lo que constituye el objetivo de futuras
investigaciones. '

La colchicefna, uno de 1los metabolitos de la colchicina
formado in vivo, ha mostrado algunas acciones biolégicas similares
a las de su precursor, se ha demostrade que la colchiceina puede

prevenir el dafio hepdtico inducido por el CCl, en la rata (110). La
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colchiceina protege eficazmente de la oxidacién del glutation
(161), ademds posee baja toxicidad y su afinidad por la tubulina es
mucho menor comparada con la colchicina (162). La colchiceina se ha
estudiado en modelos experimentales donde se encontré que es capaz
de reducir las alteraciones en la actividad enzimdtica a nivel de
la membrana plasmdtica (127), aunque no se conoce exactamente el
mecanismo de proteccién de la colchiceina se cree que ésta actua
como atrapador de radicales libres, que es el principal producto
del metabolismo del ccCi,, de esta manera puede prevenir el dafc
inducido por este hepatotdxico (110).

La colchiceina fué ca.paz de revertir las alteraciones
producidas por el CCl,, se aprecin que el tamaio de las bandas de
coldgena es menor comparado con el dgrupo que recibid solamente
¢cl,: este hecho puede atribuirse a una reduccién en su sintesis,
a un incremento en su degradacién o a ambos factores (127).

Se encontrd también que la colchiceina tuvo efecto benéfico
sobre las alteraciones en la actividad enzimatica a nivel de .
membrana plasmdtica ya que las ATPasas de Na‘/K' y Ca? recobraron
su actividad normal después del tratamiento con colchicefina. La
consecuencia de este efecto es muy importante considerando el papel
de estas enzimas para el funcionamiento de las células.

La ATPasa de Na‘/K' es responsable del movimiento de estos
cationes a través de la nembrana celular, este gradiente no
solamente matiene la homeostasis celular sino que también juega un
papel central en el movimiento de diferentes solutos como amino

‘4cidos, azicares y 4cidos biliares a través de las barreras
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celulares.

La ATPasa de Ca* de alta afinidad se describe como responsable
de la regulacién del contenido de calcio en los hepatocitos; un
decremento en su actividad podria conducir a un aunento en el
contenido de calcio intracelular y provocar necrosis por exceso de
este ién, a la vez que se provocarian alteraciones en otros
procesos como la glucogenélisis y la gluconeogénesis donde el
calcio es responsable de la actividad de las enzimas que participan
en estos procesos.

La colchiceina también mantuvo en niveles normales el cociente
colesterol/fosfolipidos lo que sugiere que la accién farmacoldgica
de ‘este hepatoprotector sobre el higado es capaz de preservar en
niveles normales el cociente C/FL y consecuentemente la actividad
de las ATPasas.

Los resultados del presente trabajo indican que la colchiceina
podria ser potencialmente itil en el tratamiento de la cirrosis
humana en el futuro, considerande que es tan potente como 1la
colchicina pero con menor toxicidad (163, 164). Si bien los efectos
benéficos de la colchicina son miltiples y han sido probados en
animales y en humanos no podemos ignorar gue la accién de 1la
coléhicina sobre los microtibulos podria ser la causa de la diarrea
observada durante tratamientos prolongados cuando se administra a
pacientes cirréticos. De igual manera el AUDC podria ser
considerado como un posible tratamiento para la cirrosis hepética
en la clinica, ya que al igual que la COLCH presenta efectos

benéficos sobre las alteraciones producidas por esta enfermedad.
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El estudio de las membranas de los hepatocitos deberia ser de
gran importancia para la evaluacién de estas enfermedades en la
clinica. Sin embargo, una biopsia hepidtica no resulta suficiente
para aislar la cantidad de membrana plasmdtica necesaria. Ademis,
la invasién masiva (biopsia hepdtica) no es recomendable como
prdctica de rutina por el riesgo asociado, y solamente se lleva a
cabo en casos especiales. Otro inconveniente de las biopsias es
que la muestra que se obtiene puede no ser representativa de todo
el érgano, pues el dafio puede no ser homogéneo.

Es bien sabido que un sélo marcador de dajfio hepdtico no es
suficiente para establecer un diagndstico y que se requiere de una
baterfa de indicadores ya que cada uno indica una alteracién en
particular (165).

Ademds, se ha reportado que existe una falta de correlacidn
entre los datos histolégicos y los bioguimicos (140, 166), los
marcadores de dafo hepatico convencionales (fosfatasa alcalina,
bilirrubinas, etc.) pueden estar en niveles normales cuando el
higado estd dafnado para liberarlos al suero. Esta podria ser 1la
explicacidén de la falta de correlacién entre la histologia y las
pruebas hepdticas comines (140, 166).

El estudio de las membranas de los eritrocitos agrega mayor
informacién para el diagnéstico de una enfermedad hepdtica, su
evolucién o el efecto de algun tratamiento farmacolégico, sin
riesgo alguno para el pacliente. Ademds debe considerarse el tipo de
informacién que nos da el estudio de la membrana del eritrocito, no

es para nadie desconocida la importancia de la regulacién de los
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gradientes de Na*, K° y Ca* a través de la membrana plasmdtica.
La desventaja del estudio de la membrana del eritrocito es que
es un marcador indirecto de lo que pasa en el hepatocito y debe
tenerse cuidado de que factores no hepaticos estén modificando al
eritrocito. Teniendo la precaucién de descartar otras enfermedades
6 farmacos que afecten al tejide sanguineo, el estudio de 1la
membrana del eritrocitoc es un buen indicador de lo gue sucede en el
hepatocito y debe considerarse seriamente como una herramienta util

en el diagnéstico de las enfermedades hepaticas.
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ESTA TESIS Mo pepp
VI. CONCLUSIONES SAMI “ u mm,fc‘

1. La administracién crénica del ccl, (cirrosis) produjo:

a) Disminucidén de la actividad de las ATPasas de Na‘/K*
Yy Ca' en las membranas de los hepatocitos y de los

eritrocitos.

b) Aumento del contenidp del colesterol y del cociente
colesterol/fosfolipidos en las membranas plasméticaé de

los hepatocitos y de los eritrocitos.

2. Las alteraclones en 1la membrana plasmidtica de los
hepatocitos y de los eritrocitos, a nivel enzimético,
estdn relacionadas con los cambios que ocurren en su
microambiente lipfdico.

3. El tratamiento con 1a colchiceina asi éomo con el &cido
ursodesoxicélico revirtié las alteraciones producidas por

el cc1,.

4. La colchicefna y el d4cido ursodesoxicélico poseen efectos
benéficos sobre la composicién y funcionalidad de las
membranas plasmdticas de los hepatocitos asi{ como de los

eritrocitos.
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Estos fdrmacos pueden ser potencialmente utiles en el

tratamiento de la cirrosis en el humano.

Nuestros resultados indican una correlacién entre los
cambios observados en las membranas plasmaticas de los
hepatocitos y las de los eritrocitos, lo que sugiere que
el eritrocito puede servir para inferir la composicién y

la funcionalidad del hepatocito.
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