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RESUKEN 

El estudio del CCl, como agente hepatotóxico ha despertado 

desde hace mucho tiempo gran interés, debido a que la e>cposición a 

este tóxico produce a corto plazo efectos devastadores sobre varios 

tipos celulares. 

Después de la intoxicación con CCl, uno de los eventos que se 

presenta es el deterioro en la membrana plasmática de los 

hepatocitos, esto se ve reflejado en cambios en la composición 

lipídica de la misma. La actividad de varias enzimas de membrana es 

sensible a cambios en su microambiente lipídico, estos cambios se 

han sugerido como una explicación de las alteraciones en la 

actividad de las enzimas embebidas en la membrana plasmática. se ha 

reportado que la actividad de las ATPasas de Na• /K• y ca:u está 

reducida significativamente en las membranas plasmáticas de los 

hepatocitos de ratas cirróticas. 

A.demás, existen evidencias en la literatura de que los cambios 

que ocurren en las membranas plasmáticas de los hepatocitos están 

claramente reflejados en las membranas plasmáticas de los 

eritrocitos. 

se ha demostrado que la colchiceina puede prevenir el daño 

hepático y las alteraciones producidas por la administración 

crónica con cc1 •• El tratamiento con colchiceina reduce de manera 

significativa el contenido de colágena de ratas cirróticas. 

El ácido ursodesoxicólico ha sido utilizado en el tratamiento 

de diferentes padecimientos hepáticos en la clínica, para disolver 
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cálculos biliares y en la cirrosis biliar primaria. 

Por tal motivo, se decidió estudiar las alteraciones 

producidas por el CCl, en las membranas de estos dos tipos 

celulares. Además de determinar si la administración de la 

colchiceina y del ácido ursodesoxicólico son capaces de revertir 

las alteraciones producidas por el CCl,, asi como determinar si 

existe correlación entre los cambios que ocurren en las membranas 

de los hepatocitos con los de los eritrocitos en la intoxicación 

con CCl,. 

Para tal efecto, los animales fueron divididos en 6 grupos 

experimentales: el grupo 1 recibió solamente el vehículo (aceite 

mineral Sigma) por via intraperitoneal (i.p.), se denominará grupo 

Control. El grupo 2 se utilizó como control de colchiceina (COLCH) 

administrándose en dosis ae JOO µg/Kg de peso corporal por vía oral 

(p.o.). Al grupo 3 se le administró ácido ursodesoxicólico (AUDC) 

en una dosis de 25 mg/ <g de peso corporal p.o., este grupo se 

referirá como control di AUDC. El grupo 4 recibió CCl, (0.4 g/Kg) 

disuelto en aceite i·.neral (Sigma) i.p .• En el grupo 5 se 

administró la misma dcsis de CCl, por via intraperitoneal durante 

un periodo de 8 se1t1: nas, en las 5 semanas posteriores se les 

administró simultánec.mente CCl, y COLCH. El grupo 6 recibió un 

tratamiento semejant::! al del grupo 5, pero en las 111 timas 5 semanas 

además del tetracloruro recibió AUDC en lugar de COLCH. 

Una vez concluidos los tratamientos se procedió a re~lizar las 

determinaciones dti los marcadores de daño ATPasas de Na· /K" y Caª•, 

colesterol y fosfclipidos. Encontrandose una marcada disminución en 
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la actividad de las ATPasas en hepatocitos y eritrocitos en el 

grupo tratado tlnicamente con CC141 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 aumentó significativamente después de la 

intoxicación con CCl,, no asi en los grupos que recibieron COLCH y 

AUOC además del CC1 0 donde se observaron valores normales. El 

contenido de f osf olipidos en los dos tipos celulares no presentó 

modificación alguna en ninguno de los grupos. En cuanto al cociente 

colesterol/fosfolipidos se obtuvo un incremento significativo como 

consecuencia en el aumento del contenido de colesterol en el grupo 

cirrótico. Los tratamientos con COLCH y con AUDC fueron capaces de 

revertir el incremento de dicho cociente. 

Por otra parte, el estudio histológico mostró que la 

administración crónica de CC1 4 produjo una intensa necrosis 

centrolobulillar y la arquitectura normal del hepatocito se perdió, 

mientras que en el grupo control no se observó ningtln cambio 

histológico. Los cortes histológicos de los animales tratados con 

colchiceina y con ácido ursodesoxicólico adem4s del CCl, 

presentaron un efecto mucho menor en las células, las bandas de 

colágena son más delgadas y la estructura normal del hepatocito se 

encontró mejor preservada que el grupo que sólo recibió CCl,. 

Como puede observarse la colchiceina asi como el ácido 

ursodesoxicólico fueron capaces de revertir las alteraciones 

producidas por el CCl., .ya que poseen efectos benéficos sobre la 
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composición y funcionalidad de las membrar.as plasmáticas de los 

hepatocitos asi como de los eritrocitos. Estos fármacos podrían ser 

potencialmente \.\tilas en el tratamiento de la cirrosis en el 

humano. En el presente trabajo se observó un comportamiento muy 

similar a lo reportado en la literatura, ya que se encontró una 

relación inversa entre la actividad de las ATPasas y el cociente 

molar colesterol/fosfolipidos, es decir, al aumentar dicho cociente 

la actividad enzimática disminuyó en el grupo cirrótico. Los 

resultados de este estudio sugieren que las alteraciones en la 

composición lipídica y en la funcionalidad de las membranas 

plasmáticas están fuertemente vinculadas con las hepatopatias 

crónicas. 
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I. INTROOOCCION 

El hígado es un órgano que se encuentra presente en todos 

los animales vertebrados. En el hombre comprende del 2 al 3% del 

peso corporal (1) y se encuentra 

abdominal por debajo del diafragma. 

localizado en la cavidad 

Presenta cuatro lóbulos 

~;aparados de manera incompleta y su superficie externa está 

revestida por una fina cápsula de tejido conjuntivo (cápsula de 

Glisson). El hilio está bien definido y por él entran los vasos 

y s~len los conductos hepáticos (2). 

Este órgano recibe cerca de una cuarta parte del gasto 

cnrdiaco en los adultos en reposo (1,500 ml/min) (3, 4) a través de 

un doble sistema de irrigación sanguínea. La vena porta lleva 

r.angre que ha pasado por los lechos capilares del tubo digestivo, 

bazo y páncreas. Esta suministra aproximadamente el 75% de la 

sangre que llega al mismo ( 4), es rica en sustancias nutritivas, 

pero rel.ativamente pobre en oxigeno. Por otra parte la arteria 

hepática transporta sangre bien oxigenada. Ambos sistemas de aporte 

sanguíneo se mezclan al pasar por los sinusoides de los lobulillos 

( Fig. 1) • La sangre de los sinusoides fluye hacia el centro de cada 

lobulil.lo donde es recogida por la vena central. 

La unidad estructural clásica del órgano es el lobulillo 

hepático, un prisma poliédrico de tejido, que contiene placas 

anastomosadas de cólulas parenquimatosas y un sistema laberíntico 

de sinusoides sanguíneos. Las ramas de los vasos .sanguíneos 

¡_¡Carentes y de los conductos hepáticos corren a lo largo de· :~os 
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bordes del poliedro y la vena central pasa por el centro de éste 

(Fig. 1) (2), 

La bilis producida por las células parenquimatosas, es 

secretada en el interior de diminutos capilares o canal.(culos 

biliares que existen entre las células epiteliales glandulares. En 

la periferia del lobulillo, la bilis fluye hacia pequeños 

conductillos hepáticos y posteriormente hacia conductos biliares 

más grandes. El higado está formado por aproximadamente un millón 

de unidades lobulillares. 

El higado es esencial para la vida y los mamíferos 

sobreviven a la hepatectomia parcial fundamentalmente porque las 

células tienen una extraordinaria capacidad de regeneración y la 

facultad de soportar grandes aumentos de exigencias metabólicas. 

Este órgano funciona como una glándula exócrina y como una 

glándula endócrina. secreta bilis que fluye hacia el duodeno y 

que tiene, entre otros componentes, sales biliares, colesterol, 

fosfolipidos y pigmentos biliares. La lecitina (fosfatidilcolina), 

que es el f osf olipido más importante y el colesterol son 

insolubles en agua, y forman micelas mixtas con las sales 

biliares permitiendo asi que se lleve a cabo la emulsificación de 

las grasas facilitando su digestión (2). La sangre portal lleva 

los alimentos digeridos al órgano, donde se almacenan 

carbohidratos (glucógeno) , proteínas, vitaminas y algunos lipidos. 

Las sustancias almacenadas que no son utilizadas por el 

hepatocito pueden ser liberadas a la circulación general, ya sea 

directamente como la glucosa o bien ligadas a un transportador 
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como los triglicéridos que salen formando parte de una 

lipoproteina. El higado también sintetiza muchas sustancias en 

respuesta a las demandas del organismo·: alb\lmina y otras 

proteínas plasmáticas, glucosa (para la glucogenólisis), ácidos 

grasos para la síntesis de triglicéridos, colesterol y 

fosfolipidos. Metaboliza compuestos exógenos como fármacos e 

insecticidas y compuestos endógenos como esteroides (2). 

A causa de su gran capacidad vascular, sirve como reservarlo 

sanguíneo. Durante la embriogénesis y en ciertas enfermedades del 

adulto tiene actividad hematopoyética. Finalmente, la abundancia 

de macrófagos hace del hígado uno de los principales filtros para 

las partículas extrañas, especialmente 

provenientes del intestino (2). 

bacterias y antígenos 

I. l. Organización de la Microcirculación 

La organización de las unidades microcirculatorias del higado 

influye en el mecanismo responsable de muchos procesos patológicos 

(2). Rappaport (5) ha mencionado que el hepatocito no está 

organizado alrededor de la vena central (lobulillo clásico), sino 

que la unidad estructural y funcional del higado es el acino (Fig. 

2) hepático. 



En ciertos aspectos esta unidad es semejante al lobulillo 

portal y a menudo se describe como la unidad funcional más pequeña 

del hígado. El acino hepático simple se define como una masa 

irregular de tejido parenquimatoso no encapsulado que se encuentra 

entre dos o más vénulas hepática terminales (venas centrales). 

El eje de esta unidad llamado espacio portal, contiene una 

raiz del canal portal principal, una vénula portal terminal, una 

arteriola hepática, un conductillo biliar, vasos linfáticos y 

nervios (Fig. 2) (5). 

Rappaport y cola. (6) encontraron que el aci~o recibe sangre 

de los vasos de su propio espacio portal. Las células parecen 

agruparse en zonas concéntricas alrededor del eje del daño y las 

más próximas al eje y a los vasos aferentes y terminales (zona 1) 

son las primeras que reciben sangre y sustancias nutritivas, las 

tlltimas que mueren ·y las primeras en regenerarse. 

Las células en la zona 3 están situadas en la periferia del 

acino y reciben sangre que ha intercambiado gases y metabolitos con 

las células en las zonas 1 y 2. Este anillo parenquimatoso es más 

sensible al daño debido a cambios circulatorios (isquemia, anoxia 

o congestión) y deficiencias nutricionales. El concepto de zonas 

circulatorias acinosas ha sido extendido por Rappaport ( 6) para 

explicar la apariencia histológica de muchas alteraciones 

pat.ológicas en el hígado. Los cambios en la microcirculación 

hepática que se observan ~ después de una intoxicación son 

debidos principalmente al daño de los hepatoci tos producido por una 

sustancia endógena o exógena. 



-
-· _r 

flg. l. 

,.,,z. 
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Las sustancias tóxicas se empiezan a metabolizar en la zona 

(Fig. 2) dañando los microvasos aferentes, produciendo un 

incremento en la pe~eabilidad y, en ocasiones microhemorragia. 

La distribución inicial del daño a partir del espacio portal 

a las zonas 1 1 2 y 3 (Fig. 2) parece confirmar la correlación 

funcional de la estructura acinar propuesta por Rappaport. 

El daño hepático inducido por sustancias químicas es un 

problema de gran importancia en toxicología. Las lesiones 

observadas en el hígado no solamente dependen de las 

caracteristicas del agente químico sino también del periodo de 

exposición. Por ejemplo, después de una exposición aguda se 

pueden observar ya sea acumulación de lípidos, necrosis celular o 

disfunción hepatobiliar, mientras que en la exposición crónica se 

observa generalmente cirrosis o cambios neoplásicos. Las 

diferentes alteraciones bioquímicas que se presentan como 

consecuencia del daño celular ayudan a entender los posibles 

cambios patológicos que ocurren en el órgano. La aparición de 

cambios degenerativos en el hepatocito no ocurren como resultado 

de un mecanismo tóxico único. 

I.2. El Tetracloruro de Carbono co11<> Agente Hepatotóxico 

El estudio del CC1 4 como agente hepatotóxico ha despertado 

desde hace mucho tiempo gran inter~ s en los laboratorios de 

patología debido a que con exposicione., a corto plazo produce 

efectos devastadores sobre varios tipos ce~~lares. El cc1. se usó 
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como agente anestésico (7) pero debido a que su administración 

producía atrofia aguda del h1gado tal uso fue abandonado. El cc1. 

como un veneno industrial preocupó a las generaciones de médicos 

de finales del siglo XIX y principios del XX. En el año 1921 se 

empezó a usar como antihelmíntico y ésto ocasionó problemas en la 

población tratada. Durante los primeros anos del presente siglo 

los estudios estuvieron enfocados principalmente a las condiciones 

dietéticas que aminoraban o aumentaban el dano producido por el 

CC1 4 (8). Sin embargo, se plantearon interrogantes tales como: 

lporqué es el hígado el órgano preponderantemente afectado?, lcuál 

es la lesión inicial?, la qué se deben la infiltración grasa y la 

necrosis hepatocelular con su peculiar distribución 

centrolobulillar y mediozonal? 

Se ha establecido que la infiltración grasa del h1gado en 

animales de experimentación tratados con cc1 .. resulta de una 

serie de procesos muy complejos, que esquemáticamente pueden 

analizarse considerando las siguientes posibilidades: 

l. Un mayor aporte de sustratos capaces de convertirse 

en lipidos. 

2. Una disminución de la exocitosis de lipidos por 

parte del hepatocito. 

3. Un incremento en la bios!ntesis de lipidos 

4, Una disminución de la oxidación intrahep4tica de 

lipidos. 
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El estudio del mecanismo de acción del CCl, ha creado 

controversias. Dianzani (9) estudió el daño producido por el cc1 1 

y propuso que el origen del mismo se deb1a a una lesión en las 

mitocondrias (hipótesis mitocondrial). Se observó una 

desorganización del ciclo de los ácidos tricarbox1licos en la 

mitocondria desde los 10 a 15 minutos después de la intoxicación 

por CCl,. También demostró que la fosforilación oxidativa se 

encontraba desacoplada y atribuyó los cambios observados a la 

pérdida de los nucleótidos de nicotinamida, ci tocromo e, iones 

fosfato y otros componentes celulares aunado a la inactivación de 

ATPasas. Horfológicamente, las mitocondrias expuestas al CCl, se 

observan hinchadas tal como se ha demostrado mediante microscopia 

e:ectrónica. 

La validez de la hipótesis mitocondrial fue cuestionada por 

otros trabajos. Calvar y Brody (10) señalaron que la inactivación 

de la ATPasa dependiente de magnesio de las mitocondrias hepáticas, 

ocurría un fenómeno tardío en la intoxicación por CCl,. Asi 

también encontraron en algunos experimentos que la acumulación 

lipidica en el hepatocito precedía al daño mitocondrial, y 

descartaron la hipótesis mitocondrial como una alteración primaria 

en el mecanismo de acción del CCl,. 

Otra de las hipótesis enunciadas es la de las catecolaminas 

(10), que atribuye los fenómenos subsecuentes a la intoxicación 

por CCl, a la descarga simpática ocasionada por un efecto sobre el 

sistema nervioso central, de índole no determinada. 
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Se supone que esta descarga produciría: 

a). Disminución en el flujo arterial hepático. 

b). Hipoxia centrolobulillar. 

c). Incremento en la movilización de ácidos grasos periféricos. 

Consecuentemente resultó lógico pensar que la destrucción de 

la médula adrenal disminuiría el daño. Sin embargo no resultó así. 

Los bloqueadores simpáticos del tipo de la reserpina tampoco 

protegieron contra el CCl,, como se esperaba, y existía aún una 

infiltración grasa significativa. Por todo esto se encontró que 

esta hipótesis no era dnl todo satisfactoria. 

Otra de las hipótesis planteadas para explicar los efectos 

del CCl, se basó en que este tóxico disminuye la síntesis protéica. 

Muchos estudios indican que el retículo endoplásmico es 

afectado en las primeras horas después de la administración del 

ccl.,, (7). Otros estudios efectuados con isótopos radioactivos 

demostraron una disminución en la incorporación de aminoácidos en 

la síntesis de proteinas. La disminución en la síntesis de 

proteínas producir1a incapacidad para que los triglicéridos 

salieran de la célula hepática ya que estos componentes dejan la 

célula unidos a proteinas como lipoprote1nas de baja densidad ( 11). 

Esta hipótesis perdió valor por el hecho de que otro tipo de 

agentes que también disminuyen la síntesis de proteínas no producen 

alteraciones del tipo de la infiltración grasae Por lo tanto la 

disminución de la síntesis de proteínas no es, por si sola, la 

causante de la acumulación de lipidos. 
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En la actualidad la teoría de la lipoperoxidación (12) ha 

tomado gran impulso. se ha demostrado la formación de radicales 

libres (cc1 1•) a partir de las moléculas de cc1. en el retículo 

endoplásmico liso, los que reaccionarían con las cadenas de ácidos 

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 

tóxicas ( 14, 15) puesto que se unen covalentemente a 

macromoléculas, tales como enzimas modificando así su actividad. 

I.3. Cirrosis y Hepatitis 

Cuando el daño hepatocelular producido es masivo, la pérdida 

sübita del parénquima funcional estimula la regeneración hepática 

(16) (Fig. 4). La regeneración hepática es un proceso coordinado 

que incluye regeneración celular, síntesis y degradación de 

colágena que da lugar a la rernodelación del tejido. si el daño es 

ünico y el paciente sobrevive debido al buen funcionamiento de las 

células hepáticas remanentes o por las medidas médicas utilizadas, 

el higado regenera rápidamente y en pocas semanas se restablece su 

integridad anatómica y funcional (17, 18). En estos casos no es 

posible encontrar depósitos de colágena anormales en el hígado. 

Cuando el daño es de menor intensidad y el nümero de células 

destruidas es pequeño, no se estimula la regeneración y sólo se 

produce una pequeña cicatriz. si el estimulo lesivo es único, 

existe remodelación y reabsorción Llel tejido cicatricial. Cuando la 
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lesión se vuelve a producir, ya sea porque el agente inductor esté 

presente o porque se estimulen mecanismos inmunológicos que 

perpettlan la enfermedad, tales como la producción de anticuerpos 

contra lipoproteínas de la membrana de los hepatocitos, antigenos 

virales, proteínas contráctiles del citoplasma, etc., el proceso 

cicatricial contintla, produciéndose primero fibrosis y 

posteriormente cirrosis hepática (Fig. 4). Bajo estas condiciones 

la regeneración hepática es mínima o inexistente, y el proceso 

cicatricial predomina (19, 20). 

El mecanismo exacto de la estimulación de la respuesta 

fibrogénica se desconoce¡ sin embargo hay datos experimentales que 

sugieren que los macrófagos desempeñan un papel preponderante en el 

proceso. Los agentes etiológicos actuando directamente, o a través 

de sustancias liberadas por los hepatocitos dañados, son capaces de 

producir una serie de compuestos químicos de diversa naturaleza 

que estimulan la producción de colágena, produciendo cambios 

importantes en el metabolismo del tejido conjuntivo en general (21., 

22) y del glucógeno en particular (23). 

Por otra parte, se ha encontrado que la glucoproteina llamada 

fibronectina que también se libera de los hepatocitos, es un agente 

quimiotáctico que puede dirigir la llegada de fibroblastos al sitio 

de la lesión ( 24). El cambio en los elementos celulares ·e auaento de 

fibroblastos y células inflamatorias), asi como la modificación en 

la matriz extracelular producida localmente pueden estimular la 

producción de tejido conjuntivo cicatricial. 

l.l 
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Todos los tipos de colágena hepáticos se encuentran 

aumentados en la cirrosis. En cuanto a su distribución, se ha 

observado que todos los tipos se encuentran mezclados en 

prácticamente 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 hígado (19-22). 

El aumento del contenido de tejido conjuntivo hepático puede 

deberse a un incremento en su síntesis, a una disminución en su 

degradación, o a una combinación de ambos factores. Los estudios 

realizados hasta la fecha sugieren que durante las. fases iniciales 

del proceso, la acumulación de colágena se debe preferentemente a 

un aumento en su biosíntesis. Tanto en hígados humanos Como en 

higados de animales tratados con cc1. o infectados con 

esquistosomas, la incorporación de prolina en la colágena (19-24) 

está aumentada. La actividad colagenolítica puede encontrarse 

normal o incluso aumentada (25, 26). 

El estudio de la regeneración hepática se ha centrado en la 

búsqueda de los factores que regulan tal respuesta hepática y en 

los cambios que puedan ser usados como un patrón del estado 

proliferativo. 

Seis o quizá siete hormonas y algunos aminoácidos parecen 

regular la proliferación de las células hepáticas (27). Entre estas 

hormonas se encuentran la insulina, el glucagon, el factor de 

crecimiento epidérmico, la hormona paratiroidea, la calcitonina, 

las iodotironinas y los gluco-corticoides. 
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Hace muchos años que se conocen los efectos opuestos que 

presentan la irisulina y el glucagon sobre el metabolismo de los 

lipidos y los carbohidratos en el higado. Aunque el glucagon 

presenta efectos catabólicos y la insulina anabólicos, ambas 

hormonas actúan en forma sinergistica favoreciendo la 

proliferación celular del higado. 

El glucagon parece tener un papel importante en la síntesis de 

las fosfatidilcolinas estimulando la actividad de una 

metiltransferasa que cataliza la 

fosfatidiletanolamina en fosfatidilcolina 

conversión de 

(28) utilizando 

s-adenosilrnetionina como donador de metilos (29, 30). Esta 

estimulación no se sabe si es un efecto directo del glucagon o es 

causado por la formación de AM.Pc mediada por la hormona. Lo 

interesante es que la acción del glucagon sobre el hepatoci to 

pueden modificar las relaciones entre los lipidos de la •embrana. 

Si se considera la acción de la insulina, hasta hace poco 

tiempo se desconocia el mecanismo de acción. 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 la 

insulina. Sin embargo, hay muchas otras explicaciones acerca del 

mecanismo de acción de insulina y al presente se requieren más 

experimentos para aclarar este problema. 

15 



I.4. Las Membranas Celulares y el Daño Hepático 

La membrana plasmática es el organelo que controla la entrada 

de nutrientes y la salida de sustancias de desecho en la célula. 

Además del papel clave en la comunicación célula-célula. La 

presencia de receptores embebidos le confiere un papel importante 

en la respuesta hormonal. Las membranas plasmáticas intervienen en 

la fagocitosis y endocitosis y también en la locomoción celular, 

aunque esta última tiene poca importancia en el hígado. Por lo 

tanto, las membranas celulares y sus lesiones determinan el 

comportamiento social y restringen 

particularmente importante en la 

a la célula. Este punto es 

regulación de la función 

hepatocelular que depende muy poco, si es que lo hace, de la 

inervación. Además, las alteraciones de la membrana celular son 

cruciales en los fenómenos clave de las enfermedades hepáticas. 

En el mecanismo de la colestasis, la lesión de la membrana 

canalicular del hepatocito, se ha convertido en el centro de la 

patogénesis (34) y en los últimos años se han producido 

observaciones interesantes. 

Un problema clave en el estudio de las enfermedades hep4ticas 

es conocer el mecanismo que conduce a la muerte a los hepatocitos. 

La degeneración y la necrosis celular son los hallazgos aas 

frecuentes, tanto en el daño hepático agudo como en la falla 

hepát_ica crónica. Un tratamiento adecuado para estas disfunciones 

se puede desarrollar tlnicamente si el mecanismo que las produce es 

entendido en su totalidad. Se conocen ya muchos eventos 
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responsables de la iniciación del proceso necrótico. 

Independientemente del agente lesivo, se sabe que existe un 

evento terminal comün en todo proceso necrótico que es la falla 

funcional y la subsecuente destrucción de la membrana plasmática 

(34-36). 

Existen numerosas evidencias en la literatura en donde se 

muestra que el hígado cirrótico presenta alteraciones no sólo en el 

metabolismo del tejido conjuntivo sino también en las células 

parenquimatosas. con relación a las alteraciones que se presentan 

en los hepatocitos, en nuestro laboratorio se han reportado 

diversas anomalías en sistemas enzimáticos incluidos en la membrana 

plasmática. Así, se ha observado un aumento en la actividad de la 

adenilato ciclasa y en el contenido de AMPc y como consecuencia una 

disminución del contenido de glucógeno hepático (23). Nuestro 

grupo también reportó una reducción significativa en la actividad 

de· las ATPasas de sodio-potasio y de calcio que pueden ser 

responsables de las severas alteraciones en el transporto de iones 

y de sustratos (37) que se presentan en los hepatocitos del hígado 

cirrótico. 

Algunas investigaciones sugieren la presencia de componentes 

de colágena en lo. base de la membrana inclusive en el higado normal 

( 38) y su formación dim!mica y desaparición después del dai'lo 

hepático agudo (39). originalmente, se pensó que estas membranas 

basales sólo servían de soporte, de igual manera se consideró a la 

membrana plasmática como un soporte celular y compartamental. 

Convencionalmente en la membrana plasmática del hepatocito se 
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reconocen varios dominios. El primero es la porción 

perisinusoidal, la más grande en longitud debido a la presencia de 

microvellosidades irregulares que está dotada de receptores, está 

en contacto con el espacio perisinusoidal donde se lleva a cabo el 

intercambio entre el hepatocito, el fluido tisular y la sangre. su 

constitución quimica, asi como su anatomía y función han sido más 

estudiadas que los otros dominios. Su longitud varía 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 regeneración, cirrosis (40) o colestasis (41) sólo permanece 

una pequeña fisura. Estas fisuras son muy estrechas con excepción 

de pequeños sitios de comunicación cl!lula-célula llamados 

desmosomas. La fisura intercelular está separada de la luz del 

canalículo por un elaborado complejo de unión, llamado unión 

estrecha. Sin embargo, hay evidencia de que estas uniones son 

permeables en cualquier dirección a fluidos que contienen 

electrolitos, aunque probablemente la transferencia más importante 

es del espacio perisinusoidal a la bilis (42). La presencia 

continua de mitocondrias en los desmosomas sugiere que esa 

transferencia requiere de energía (43). 

El cuarto dominio diferenciado es el canaliculo biliar, el 

cuál está casi completamente cubierto de microvellosidades con 

forma digital. Las microvellosidades de alrededor de la unión 

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 membrana en si consiste de una 

bicapa lipidlca en la cual macromoléculas de diferente forma y 

ensamblaje están incorporadas. Estas macromoléculas embebidas en 

la membrana incluyen lipoproteinas y glicoprote!nas y tienen 

funciones especificas tanto para mantener la integridad 

estructural de la membrana, como para el transporte de iones, 

ácidos biliares y metabolitos. 

De los lipidos que constituyen las membranas, los más 

abundantes son el colesterol y los fosfolipidos. La proporción 

normal de estos lipidos mantiene la fluidez membranal que 

requieren los diferentes sistemas enzimáticos para su óptimo 

funcionamiento ( 45) , así por ejemplo ciertos fosfol!pidos son 

esenciales para el buen funcionamiento de una gran variedad de 

enzimas microsomales como la glucosa-6-fosfatasa ( 46), las 

ATPasas (47, 48), la UDP-glucuroniltransferasa (47) y el sistema 

de oxidasas múltiples metabolizante de d:rogas (49-53). Por lo 

tanto, resulta obvio que el CCl, como agente hepatotóxico produzca 

un abatimiento de la actividad de estos sistemas enzimáticos no 

sólo por peroxidar los fosfolipldos y por alterar la conformación 

de las proteínas sino también porque modifica la proporción de 

determinados fosfolípidos, que abate la actividad de las enzimas 

incluidas en la membrana paralelamente a los 

microviscosidad de la membrana (48, 54, 55). 

cambios en la 

Se ha demostrado ( 53) que una disminución en la relación 

colesterol/fosfolipidos disminuye la microviscosidad de las 
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membranas al igual que un incremento en el contenido de ácidos 

grasos poliinsaturados de los fosfolipidos. También se sabe que 

un incremento en la relación de fosfatidiletanolamina (FEA) y 

fosfatidilcolina (FC) incrementa la microviscosidad (56) y que la 

remodelación de las proteínas en las bicapas de fosfolipidos 

disminuye la microviscosidad (57). 

Weddle y Hornbrook ( 58) han comprobado que el CCl, disminuye 

el contenido relativo de ácidos grasos poliinsaturados de los 

fosfolipidos del hígado. También se ha demostrado en homogenado de 

higado (59) que el CCl, aumenta la relación de FEA/FC. 

Lamb y Schwartz (60) recientemente demostraron que el CCl, 

ta~bién activa a la fosfolipasa e, conduciendo al deterioro de los 

fosfolipidos. Por otra parte, Moore ( 61) comprobó que el CCl, 

altera el contenido de calcio citosólico, asociado con la pérdida 

de cal~io del retículo endoplásmico con lo que se activaría la 

metilación de los fosfolipidos y la actividad de las fosfolipasas, 

alterándose de esta manera la composición lipídica de la bicapa y 

como consecuencia la actividad de los sistemas embebidos en ella. 

Uno de los sistemas enzimáticos membranales que juega un papel 

preponderante 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 pequeños cambios en el microambiente 

que las rodea son capaces de modificar sus actividades (62-72). 

En las células hepáticas estas enzimas tienen gran importancia 

ya que además de regular los gradientes de cationes también 

controlan el transporte de nutrientes indispensables para el 
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hepatocito (aminoácidos y azücares) y el transporte de ácidos 

biliares, pues estos últimos se acoplan al transporte de sodio. 

Dada la gran actividad metabólica que desarrolla el higado 

ésto es de gran importancia. 

La ATPasa de Na•¡K· es una proteina incorporada a la membrana 

celular con una orientación asimétrica fija. El transporte activo 

de Na.. y de K.. involucra cambios conformacionales protéicos 

asociados con movimiento de los sitios que unen los cationes, 

cambiando la accesibilidad a los sitios de la superficie opuesta de 

la membrana ( 73). Esta enzima acopla la hidrólisis de ATP a un 

flujo de cationes en contra de gradientes electroquímicos. La 

enzima actüa entonces como transductor que convierte 

roversiblemente energía química en gradientes electroquimicos de 

cationes ( 74). La estequiometria de la reacción es de 2 K• 

introducidos por cada 3 Na• liberados de la célula y una molécula 

de ATP hidrolizada. 

En 1973, Stein y col. (75) propusieron un modelo tetramérlco 

alfa:;1 y beta.i para la bomba de Na• y K .. (Fig. 5). La subunidad alfa 

(catalítica) podria representar el polipéptido de alto peso 

molecular, mientras que la subunidad beta a la glicoproteina .. 

Ambas subunidades alfa y beta están parcialmente embebidas en 

los lipidos de la bicapa y poseen segmentos transmembranales .. La 

subunidad beta es una proteína intrínseca de la membrana y aunque 

es cataliticamente inactiva, estudios recientes han sugerido que 

juega un papel de referencia para la orientación asimétrica 

correcta de la subunidad o en la membrana (76). 
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La adaptación de la estructura molecular en presencia de K· 

y de Na· está íntimamente ligada con un cambio en la afinidad por 

el ATP. La conformación en presencia de Naº, abre un sitio de alta 

afinidad para el ATP; mientras que la conformación en presencia de 

Kº disminuye la afinidad por el ATP o cierra dicho sitio. 

En el hepatocito una función importante de la ATPasa de Naº/Kº 

es la secreción activa de Naº hacia los canaliculos biliares, 

dirigiendo el flujo de agua a través de la membrana canalicular 

(77, 78). 

Desde hace alg\ln tiempo se sabe que la acción de varias 

hormonas y otros estímulos externos están mediados por cambios en 

la concentración intracelular de calcio. Por lo tanto, la 

concentración intracelular de calcio libre debe estar finamente 

regulada en la célula. 

A pesar de que el Ca02 entra continuamente en forma pasiva a 

la célula, la concentración intracelular de calcio (0.1 a 1 µM) se 

mantiene de 3 a 4 órdenes de magnitud más 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 plasmática (79). Mediante estudios cinéticos se ha 

demostrado la existencia de 2 sitios catalíticos para esta enzima 

(80). Es evidente que el exceso de Ca02 intracelular es perjudicial 

para cualquier tipo celular y que los mecanismos de defensa frente 

a la entrada masiva de ca02 incluyen la baja permeabilidad de la 

membrana al ca• 2 y la actividad de la ATPasa que bombea ca• 2 hacia 

el exterior.celular (79). 
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1.5 La Membrana Plasaática del Eritrocito 

Indudablemente la célula más popular para estudiar la 

membrana ha sido el eritrocito de los mamíferos. Existen razones 

lógicas que justifican esta selección tales como: fácil 

disponibilidad en cantidades suficientes, no tiene organelos 

subcelulares y el aislamiento de la membrana plasmática es 

relativamente sencillo. Aunque existe la opinión de que el 

eritrocito no es una célula típica, ya que carece de organelos 

subcelulares, esta critica no está fundamentada. La membrana 

plasmática del eritrocito de los mamíferos cataliza reacciones 

similares 

equilibrio 

a las de 

osmótico, 

otras células, por ejemplo mantiene el 

lleva 

monovalentes y divalentes 

a cabo el transporte de cationes 

mediante las ATPasas de Na• /K• y ca•2 • 

También se encarga del transporte de sustratos, etc. Además, 

el contenido de lipidos y proteínas de esta membrana en general es 

muy similar al de otras membranas plasmáticas de mamiferos, tales 

como las del hígado o del corazón {Bl). 

Los l ipidos que se encuentran en mayor proporción en la 

membrana del eritrocito son el colesterol y los fosfolipidos. 

Estos tlltimos representan aproximadamente el 70% (p/p) de 

todos los liplUoti ~ t:!l 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 más 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 

lipoproteinas séricas. Esta observación fue confirmada en muchos 

estudios posteriores en sistemas i.n...Jl.i.Y.Q e in yitro (87, 88). El 

equilibrio total entra el colesterol plasmático y el membranal, 

tanto ~ como in...-'l.i..t.r, ocurre en aproximadamente B horas. 

Las membranas de los glóbulos rojos contienen tanto 

glicerofosfolipidos como esfingomielina. La mayoría de los 

glicerofosfolipidos contienen un ester del ácido fosfórico unido 

al tercer carbono y ácidos grasos de cadena larga unidos al 

primero y segundo carbonos. Sin e~bargo, en algunos fosfoiipidos 

un ácido graso está reemplazado por un éter de vinilo 

(plasmalógeno) y en algunos no existe ácido graso en el primero o 

en el segundo carbono ( lisofosfolipido). El ácido fosfatidico 

contiene un grupo fosfato libre en vez de un éster del ácido 

fosfórico. Los glicerofosfolipidos están subclasificados de acuerdo 

a la composición de su éster de ácido fosfórico: fosfatidilcolina 

(FC) o lecitina, fosfatidiletanolamina (FEA), fosfatidilserina (FS) 

y fosfatidilinositol (FI). La esfingomielina no contiene glicerol 

sino esfingosina y un ácido graso unido por un éster fosfórico a un 

grupo colina. La variedad de clases de fosfolipidos y el amplio 

rango de ácidos grasos y éteres de vinilo que cada uno puede tener 

hace que el numero de posibilidades estructurales sea muy grande, 

además la opción de la configuración cis o trans en las dobles 
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ligaduras de los ácidos 

estructural (82). 

grasos introduce mayor variabilidad 

l. 5.1. Las Enfermedades Hepáticas y los Lipidos del Eritrocito. 

Pacientes con hepatitis o cirrosis contienen eritrocitos con 

un contenido de colesterol y fosfolipidos altos (89, 90). Aunque 

existe variabilidad lnterindivldual 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 relación molar colesterol/fosfolipidos. El aumento en 

fosfolipidos totales no se distribuye en todos los fosfolipidos, 

sino que más 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 enfermedades hepáticas (89, 90). 

En animales tratados con CCl,, los radicales libres, 

productos del metabolismo del CC1 4 pueden atacar a los lipidos de 

la membrana de los eritrocitos y producir alteraciones similares 

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

1,6, Fármacos Utilizados en el Trata:aiento del Daño Hepático 

Agudo (Hepatitis Tóxica) 

La lipoperoxidación producida por los metabolitos del CCl. 

tales como el radical cc1~· ha motivado profundas investigaciones 
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que han conducido al descubrimiento de sustancias que aportan 

protección contra el proceso de lipoperoxidación destructiva. Se 

han descubierto una gran variedad de sustancias que no guardan 

ninguna relación química entre sí y que protegen del proceso de 

lipoperoxidación por diversos mecanismos. 

las siguientes: 

Entre otras destacan 

l. Tocoferoles (vitamina E) (55, 91, 92). 

2. Et1lendiaminotetra-acetato ( EDTA) ( 93). 

3. SKF-525A (94, 95). 

4. Propilgalato (96). 

5. Cistamina (97). 

6. Dietildi tiocarbamato ( DEDTC) ( 98). 

7. Selenio (99, 100). 

s. Metionina (101). 

9. Adenosina (102). 

10. Teofilina (101). 

11. Prometazina (103). 

12. Difenil-p-fenilendiamina (DPPD) (103, 104). 

13. Acido ascórbico (105). 

14. cimetidina (106). 

15. Dietilen-triamino-penta-acetato (DETAPAC) (107). 

16. Glutatión (108). 

17. Colchicina (109). 

18. Silimarina (54). 

19. Colchiceina (110). 
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1.7. Fármacos Utilizados en el Trataaiento del Daño Hepático 

Crónico (Cirrosis) 

En la actualidad se ha encontrado que es posible influir 

favorablemente la cirrosis hepática por medios farmacológicos. 

Estos se basan fundame.ntalmente en la observación 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 etiológicos pue·den dar lugar a una 

cirrosis es la producción aumentada de tejido fibroso. se han 

empleado diversos agentes con probable actividad antifibro9énica 

en el manejo terapéutico de los pacientes con cirrosis (19, 20). 

Los agentes terapéuticos empleados incluyen: 

1. Amllogos de Prolina 

Estos compuestos compiten con la prolina por el transporte de 

aminoacilación del ARNt. se incorporan en n~~ero limitado en la 

colágena en vez de los residuos de prolina. No se hidroxilan e 

interfieren con la hidroxilación de otros residuos por cambiar el 

eje de su hélice. Como consecuencia no se forma la triple hélice y 

la colágena no se transporta a velocidad normal hacia el espacio 

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

Estos agentes inhiben la hidroxilación de los residuos de 

prolina y de lisina de la colágena. No hay glucosilación, Se inhibe 

la formación de la triple hélice y el movimiento transcelular de la 

procolágena (113). 

3. Agentes Latirogónicos 

Son agentes que inhiben a la enzima lisil-o~~dasa y por lo 

. tanto no se forman los enlaces intra ni intermoleculares en la 

molécula de colágena (113). 

4. Penicilaaina 

Este fármaco se combina _con los grupos aldehído de la 

molécula de colágena por lo que no se forman los enlaces intra e 

intermoleculares. A elevadas concentraciones también inhibe a la 

enzima lisil-oxidasa (112, 113). 

s. Corticosteroidcs 

Los corticosteroides tienen un efecto antiinflamatorio 

general y también son capaces de inhibir a la enzima prolina 

hidroxilasa. Inhibe la síntesis de colágena pero también inhibe la 

activación de procolagenasa en colagenasa, la cual es esti11Ulada 
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por enzimas proteoliticas (113). 

6. Siliaarina 

La silimarina es una mezcla de sustancias extraídas del cardo 

mariano, silibum marianurn, cuyo uso se remonta a la antigüedad. 

Vogel fue el primero en demostrar el efecto hepatoprotector 

de la silimarina en el daño hepático experimental provocado por 

faloidina (114). 

En cuanto al mecanismo de acción de la silimarina se sabe 

poco, sin embargo, por lo menos uno de los efectos farmacológicos 

de la silimarina es a nivel de la membrana (54, 115). 

1. 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 

mamíferos en condiciones fisiológicas (116). 

En hepatopatias experimentales, inducidas por la intoxicación 

con cc1., alcohol alílico, alcohol etílico, bromobenceno y por una 

dieta hiperlipídica/hipoprotéica, la síntesis de SAM disminuye 

considerablemente ( 117). La reducción en la síntesis del SAM en los 

sujetos cirróticos conduce a un déficit de las transmetilaciones 

biológicas que dependen de él. 

Un posible tratamiento farmacológico de la cirrosis consiste 

en elevar los niveles de SAM endógenos con la administración 
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exógena de ésta, por encima de la Km de las enzimas que utilizan 

SAM como sustrato (118). 

e. Colchicina 

Entre los distintos compuestos 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 tr~tamiento de varios padecimientos, 

principalmente en el de la gota. Se ha visto que el uso durante 

tiempo prolongado no se ha acompañado de efectos adversos serios 

(111). 

La colchicina posee varios "efectos farmacológicos que 

resultan benéficos para el tratamiento de la cirrosis hepática, 

tiene la propiedad 'de impedir la polimerización de la tubulina 

para formar los microttlbulos y como consecuencia inhibe el 

transporte transmembranal de las proteínas de exportación, en 

especial de la colágena (119, 120, 121). Aumenta in yitro la 

producción de colagenasa, enzima responsable de la degradación 

extracelular de la colágena (122). Incrementa la liberación de 

procolagenasa activada por proteasa. 

Como consecuencia de su efecto antiinflamatorio la colchicina 

estabiliza las membranas lisosomales, inhibe la movilización, 

adherencia y quimiotaxis de los neutrófilos; inhibe la toxicidad 

mediada por neutrófilos dependiente de anticuerpos, inhibe la 
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liberación de histamina de los leucocitos e inhibe .in.....llil.n¡ la 

liberación de cininas plasmáticas (123, 124). se ha visto que la 

colchicina protege las membranas plasmáticas y estabiliza las 

enzimas con grupos -SH en su centro activo (123, 124). 

Se ha reportado que este fármaco es capaz de modificar el 

sistema de adenllato ciclasa del higado y como consecuencia los 

niveles de AMPO (23, 73, 125). Este efecto sobre las membrana es el 

que probablemente explica la elevación de la fosfatasa alcalina que 

se observa cuando se administra colchicina crónicamente (21, 23, 

126). 

De los datos reportados por Mourelle y col~boradores (23), se 

observa que en el modelo de cirrosis experimental con CCl 1 en 

ratas, el tratamiento con la colchicina regresa a valores normales 

los niveles de glucagon, T3 1 T4 y de AMPc que se encuentran 

alterados en la cirrosis, además el glucógeno hepático que está 

disminuido como consecuencia de la elevación del AMPc también 

recupera los valores normales (23). 

9. Colchicc1na 

La acción hepatoprotectora de la colchicina no se encuentra 

totalmente explicada todavía y la protección puede ser atribuida 

a las acciones de este fármaco por si mismo o por alguno de sus 

metabolitos. La colchiceína, uno de los metabolitos de la 

colchicina formado~ (Fig. 6), ha mostrado algunas acciones 

celulares similares a la colchicina. Sin embargo, la colchiceína 
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es más 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 daño hepático agudo inducido por CCl, en la rata ( 110) 

y también disminuye las alteraciones producidas por la 

administración crónica con CCl, (cirrosis experimental) (127). El 

tratamiento con colchiceína reduce significativamente el contenido 

de colágena de ratas cirróticas (127). Eri cuanto al efecto de la 

colchiceina en los hepatocitos se ha demostrado que es capaz de 

reducir las alteraciones de las actividades enzimáticas a nivel de 

la membrana plasmática (127). Estos resultados sugieren que los 

efectos benéficos de la colchicina pueden deberse al efecto de su 

metabolito, la colchice!nB que. se forma en el hígado. 

Químicamente se diferencia de su precursor, por poseer en su 

anillo de trapalona un grupo hidroxilo libre. Puesto que este 

anillo de trapalona representa un ácido vinilogo, la colchiceina 

puede ser formada por una hidrólisis suave de la colchicina o bién 

por desmetilación oxidativa en los microsomas hep4ticos en 

presencia de NADPH y oxigeno molecular. La velocidad de formación 

y la proporción relativa de la colchiceína varia dP ~cuerdo a la 

especie y al método que se utilice para la preparación de los 

microsomas (128). En un inicio se pensó que la colchiceina poseía 

débil actividad biológica por tener un fuerte carácter lipofílico, 

lo que sugería que era atrapada por las membranas celulares, y de 
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esta manera no alcanzaba los sitios intracelulares para ejercer su 

actividad biológica (129). En contraste can la colchicina, la 

colchiceina previene eficientemente la oxidación del glutatión. Así 

misma, se ha observado que la colchiceina evita la inactivación de 

varias enzimas con grupos sulfhidrilo presentes en su centro activo 

(130). 

10. Fármacos coleréticos 

Los fármacos denominados coleréticos provoc~n un aumento de 

volumen de la secreción biliar por el h!gado. De acuer;do a la 

acciión de estos fármacos sobre el volumen y los constituyentes 

biliares, se clasifican en: 

a) Hidrocoleréticos, que aumentan el contenido acuoso de la bilis 

y de esta manera disminuyen la concentración de sus constituyentes. 

b) Los coleréticos verdaderos, que aumentan la s!ntesis de los 

constituyentes biliares. 

Los principales fármacos coleréticos son los ácidos biliares, 

los ácidos biliares se clasifican en naturales y semisintéticos; a 

su vez, los ácidos biliares naturales se subclasifican en: 

a) Acidos biliares naturales conjugados. 

b) Acidos biliares naturales no conjugados. 

Dentro de este ~!timo grupo, se encuentran los ácidos cólicos 

que existen en la bilis en pequeñas cantidades como sales sódicas, 

las sales biliares, las cuales son: el ácido litocólico, el ácido 

quenodesoxicólico o quénico (Chenofalk)•, el ácido ursodesoxicólico 



(Ursofalk)"ª, el ácido desoxicólico y el ácido cólico. Estos 

fármacos provocan la emulsión de las grasas, con lo que facilitan 

la actividad de la lipasa pancreática, también son necesarios para 

una adecuada absorción de las grasas, en especial los ácidos grasos 

y monoglicéricos, colesterol y las vitaminas liposolubles A,D,E y 

K en forma de complejos soiubles (solución micelar) con las sales 

biliares (acción hidrotrópica). En lo que se refiere a la potencia 

colerética relativa de estos fármacos, la potencia del ácido 

dehidrocólico > ácido ursodesoxicólico > ácido cólico > ácido 

taurocólico > ácido quenodesoxicólico > ácido desoxicólico > ácido 

glicocólico. Los ácidos biliares no conjugados se absorben bien por 

todas las vías, especialmente en el tracto digestivo (131). 

El ácido ursodesoxicólico (AUDC) (Fi9. 7) es preferentemente 

absorbido en el íleon, a diferencia de los otros ácidos biliares, 

también es el menos tóxico para los hepatocitos cuando se acumula 

en el plasma (1J2). 

Durante la administración oral del ácido ursodesoxicólico, 

éste remplaza las sales biliares tóxicas favoreciendo su 

eliminación, del mismo modo que reduce su absorción en el íleon. 

A diferencia de otros ácidos biliares, el AUDC produce una 

disminución de la secreción y la concentración biliar de 

colesterol, lo que constituye su modo de acción principal, pues en 

esta forma disminuye la saturación del colesterol en la bilis y 

permite la disolución de los cálculos. Los dcidOs biliares son 

sustancias relativamente tóxicas, pero a las dosis ordinarias y a\ln 

algo superiores no producen mayores trastornos (131). 
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Fiq. 6. 

Fiq. 7. 

O Qº- OESMETIL 
COLCHICULA. 

OH (COLCHICElliAI 

Representación esquemática de las estructuras de la 
colchiceina y da su precursor la colchicina~ 

HO 
H 

Representación esquemática de la estructura del. ácido 

ursodesoxicólicoª 
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I. 8. Evaluación del Daño Hepático 

Las funciones normales del hepatocito dependen de la 

integridad de sus membranas: de la membrana plasmática y las de 

organelos como la mitocondrias, el retículo endoplásmico, los 

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 peroxidación de los 

ácidos grasos poliinsaturados de la membrana. Consecuentemente, 

la fluidez de la membrana puede modificarse alt;erándose asi la 

permeabilidad e inactivarse las enzimas unidas a membranas causando 

la muerte celular. 

Después de la intoxicación aguda con CC1 4 uno de los eventos 

que se presenta es el deterioro en la membrana plasmática, esto se 

ve reflejado en cambios en la composición lipídica de la misma. 

La actividad de varias enzimas de membrana es sensible a 

cambios en su microambiente lipídico (23), estos cambios en la 

composición lipídica se han sugerido como una explicación de los 

cambios que ocurren en la actividad de las enzimas embebidas en la 

membrana plasm6tica (23). se ha reportado que la actividad de las 

ATPasas de Na .. /K .. y caz• está reducida significativamente en las 

membranas de los hepatocitos de ratas cirróticas (37). 

Ames (133) ha descrito un método sencillo para la 

cuantificación de la actividad de las ATPasas de Na•¡K• y caz• como 

marcador de daño hepático. La determinación de éstas enzimas es una 

de las herramientas más ~tiles 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 2
•, en las membranas de los 

hepatocitos y de los eritrocitos, disminuye significativamente 

durante la cirrosis. 

En lo que se refiere a la composición lipídica se ha 

establecido que existe una correlación entre la actividad de las 

ATPasas de Na•¡K• y Ca2
• y el cociente colesterol/fosfolidos (C/FL) 

(118, 134). 

Para la determinación de la composición lipidica se utilizaron 

técnicas sencillas descritas por Ames (133) y Abell (135), para la 

cuantificación de fosfolipidos (como fósforo inorgánico) y para la 

cuantificación de colesterol, respectivamente. 

En resumen, como puede verse, las técnicas para la detección 

del daño hépático inducido químicamente en animales de laboratorio 

son sencillas. Se ha postulado que la composic~ón lipídica de las 

membranas biológicas es un ·factor que regula su fluidez y, como 

consecuencia de esta característica, los receptores ·de membrana 

podrían responder de diferente manera a hormonas ó a fái:-macos 

(136); además la composición lipídica modula la actividad de las 

enzimas de membrana asi como los procesos de transPorte con los 

cuales está asociada (137, 138, 139). 

Es por esto que es de suma importancia el estudio de las 

alteraciones estructurales y funcionales de las membranas 

biológicas. 

La pérdida total o parcial de las funciones que llevan a cabo 

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

De tal suerte, que el presente trabajo está enfocado 

principalmente al estudio de sistemas enzimáticos que son de gran 

importancia en el equilibrio osmótico y, como consecuencia también 

lo son para mantener la integridad celular: ATPasas de Na•;K· y 

ATPasas de Ca2
•; así como al estudio del microambiente lipídico, que 

está íntimamente relacionado con los cambios funcionales de la 

célula: colesterol y fosfolípidos. 

Además, existen evidencias de que los cambios que ocurren en 

las membranas plasmáticas d.e los hepatoci tos están claramente 

reflejados en las membranas plasmáticas de los eritrocitos (140). 

Siendo esto'una gran ventaja, ya que la información derivada 

de las membranas de los eritrocitos podría ser utili.zada cuando no 

se recomienda realizar una biopsia por representar peligro para el 

paciente ( 140); sin embargo, se requiere de un mayor mlmero de 

investigaciones para elucidar si verdaderamente el eritrocito puede 

ser un marcador de daño totalmente confiable para diagnosticar un 

padecimiento hepático como es la cirrosis. 
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11, OBJETIVOS 

Estudiar las alteraciones producidas por el CC1 4 en la 

membrana plasmática de los hepatocitos y de los 

eritrocitos en la cirrosis hepática. 

Determinar si la colchiceina y el ácido ursodesoxicólico 

son capaces de revertir las alteraciones en la 

funcionalidad y composición de las membranas plasmáticas 

de los hepatocitos y de los eritrocitos producidas por la 

intoxicación crónica con CC1 4 en la rata. 

Determinar si existe correlación entre los cambios 

observados en las membranas plasmáticas de los 

hepatocitos con los de eritrocitos en la intoxicación 

crónica con CCl, en la rata y después del tratamiento con 

colchiceina y ácido ursodesoxicólico. 
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III. MATERIALES Y METODOS 

I!I.l. Intoxicación crónica 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 administró por vía 

intraperitoneal 0.25 ml de una solución de CCl. en aceite mineral 

(Sigma) 3 veces por semana, por lo menos 8 semanas ininterrumpidas. 

La dilución CCl,/aceite fué aumentando para compensar la dosis 

con el crecimiento del animal de la siguiente manera: 

Primera semana: CCl,:aceit.e 1:7 

Segunda semana: CCl,.:aceite 1:6 

Tercera semana: ccl,.:aceite 1:5 

Cuarta semana: CC1 4 :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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Tratamientos orientados a BValuar la Reversión de la 

cirrosis. 

Los animales fueran divididos en 6 grupos experimentales: el 

grupo 1 recibió solamente el vehículo (aceite mineral sigma) por 

vía intraeritoneal (i.p.), se denominará grupo Control. El grupo 2 

se utilizó como control de colchiceina (COLCH) administrándose en 

dosis de 300 µg/Kg de peso corporal por vía oral (p.o.). Al grupo 

3 se le administró ácido ursodesoxicólico (AUDC) en una dosis de 25 

mg/Kg de peso corporal p.o., este grupo se referirá como control de 

AUDC. El grupo 4 recibió CCl, (0.4 g/Kg) disuelto en aceite mineral 

(Sigma) i.p •• En el grupo 5 se administró la misma dosis de CCl, 

por vía intraperitoneal durante un periodo de 8 semanas, en las 5 

smnanas posteriores se les administró simultáneamente CCl, y COLCH. 

El grupo 6 recibió un tratamiento semejante al del grupo 5, pero en 

las últimas 5 semanas además del tetracloruro recibió AUOC en lugar 

de COLCH. Ver esquema de tratamientos. 

Después de 8 semanas de tratamiento con Ccl. los animales 

presentan una cirrosis ya establecida (23). 

Al ·término de los tratamientos los animales fueron 

anestesiados con éter para obtener sangre por punción cardiaca, que 

se utilizó para aislar las membranas de los eritrocitos.. Los 

animales fueron luego sacrificados y los hígados removidos 

rápidamente para aislar las membranas de los hepatocitos, una vez 

obtenidas las membranas tanto de eritrocitos como de hepatocitos se 

determinaron los parámetros bioquímicos que posteriormente se 

describen. 
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III.3. ESQUEllA DE mATAIUEN'l'OS 

Se hicieron 6 grupos de 10 ratas cada uno: 

VEHICULO 

e o Le H 

3. A UD C 

e e l., e e 1, + VEHICULO 

e e 1 .. CCl,+COLCH 

6. e e l, CCl,+AUDC 

o 5 6 7_ 9 10 11 12 13 

S E M A N A S 

Los animales se sacrificaron una semana después de la dltima dosis. 
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III.4. BS(IUBllA DEI. PROTOCOLO BXPBRDIEllTAL 

HIS'l'OLOGIA-------H I DO 

AISLAllIEll'l'O DE MEMBR1JIAS PLASHATICAS 

ATPasa de Ca2
• COLESTEROL 

ATPasa de Ca 2
• COLESTEROL 
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III. 5. Obtención de 1as 

Hepatocitos 

Meabranas Plasmáticas de loa 

El procedimiento se lleva a cabo según ha descrito Neville 

(142). 

Las ratas previamente anestesiadas con éter etílico, se les 

extrae la sangre por punción cardiaca, para eliminar la mayor 

cantidad de sangre contenida en el hígado, y rápidamente éste es 

removido y colocado sobre hielo. Se quita el tejido conectivo 

adyacente y se corta con ti jeras lo más finamente posible, los 

fragmentos de hígado se pasan a un homogenizador Dounce de émbolo 

flojo con 25 ml de NaHC03 1 mM + CaCl~ 0.5 mM y se homogenizan con 

8 golpes del émbolo. El homogenado se lleva a ~50 ml de la misma 

solución de bicarbonato frio, se agita durante 3 minutos y se 

filtra a través de 2 capas de gasa. Este filtrado se pasa ahora a 

través de 4 capas de gasa. El nuevo filtrado se coloca en 

botellas de centrifuga de 250 ml y se centrifuga a 1000 x g a 4ºC 

durante 30 minutos. El sobrenadante se desecha y la pastilla se 

resuspende en un volúmen mínimo, las pastillas resuspendidas se 

homogenizan mediante 3 golpes suaves usando el mismo t:iomogenizador. 

Una proporción de 48 ml de este homogenado se mezcla con 62 ml de 

sacarosa al 70% ajustando a una concentración de 48\ ± O.l\ de 

sacarosa usando un refractómetro ABBE, con la suspensión formada se 

llenan aproximadamente dos quintas partes del volúmen de los tubos 

decentrifuga (Rotor SW 28) cuya capacidad es de 38.5 ml: el vol\lmen 

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 que 

se distribuirán los diferentes componentes celulares. Se centrifuga 

durante 120 minutos a 100,000 ~ g a 4ºC utilizando una 

ul tracentrifuga Beckman modelo LB-70 y posteriormente se sacan 

cuidadosamente para mantener los gradientes. Con una jeringa se 

toma la porción que se encuentra entre la primera y segunda bandas 

de sacarosa (37% y 41%), correspondiente a las membranas 

purificadas. Esta fracción se resuspende en Tris-HCl 10 mM + EGTA 

0.1 mM y se centrifuga 15 mina 12,000 x g con el_ fin de lavar el 

eKceso de la sacarosa. Se descarta el sobrenadanto y las pastillas 

se resuspenden en un volllmen minimo de sobrenadante, se toman 

alicuotas de 0.2 ml para colocarlos en viales que se almacenan en 

un congelador Reveo a -?OºC hasta su utilización. 

III.6. obtención de las Mellbranas Plasaáticas de los 

Eritrocitos de acuerdo al método de Reinols y 

colaboradores (143) 

Se obtiene ·1a sangre por punción cardiaca con una jeringa 

heparinizada y se centrifuga a 1000 x g durante 15 minutos, se 

elimina el sobrenadarrtc y la pastilla se resuspl?!"'A"' ,..nn ~-1 n 

volámenes de solución salina (NaCl o.9%). Se centrifuga a is,ooo 

x g 20 minutos, se descarta el sobrenadante y se repite esta 

operación 2 veces másª Se toman 3 ml del paquete y se le agregan 

30 ml de una solución qus contenga Tris-HCl 10 mM pH 7.4 + EGTA 

46 



0.1 :mM. Se agita fuertemente y se centrifuga a 15,000 x g durante 

20 minutos, se descarta el sobrenadante, se repite el áltino paso 

2 veces más. Se resuspende la pastilla en 1 ml de la solución Tris 

HCl + EGTA antes mencionada. Se congela en nitrógeno liquido y se 

lleva rápidamente a un baño de agua a 37ºC, este paso se repite 3 

veces más. Las membranas se guardan a -70ºC para su posterior 

utilización. 

III.7. Determinación de los Fosfolipidos Totales en las 

Mellbranas de los H~pa.tocitos 

Se toma una muestra de membrana plasmática de aproximadamente 

40 µg de proteína, se calcina con Mg(N03 ) 3 al 10% en etanol con el 

fin de que todo el fósforo de los fosfolipidos se transforme a 

fósforo inorgánico (Pi) y se lleva 8 cabo la reacción de Ames 

(133). 

Se hace la curva estándar y se calcula el contenido de 

fósforo inorgánico en las muestras (que es equivalente a la 

cantidad molar total de los fosfolipidos presentes). 

III.B. Deterwinnción de Fosfolipidos Totales en las Membranas de 

los Eritrocitos. 

Con el fin de deterniinar el contenido de fosfolipidos totales 

se procede como en la técnica anterior, una muestra de 

aproximadamente 40-60 µg de proteína se calcina con Mg(N03 )::z al 10% 
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con el fin de que todo el fósforo de los fosfolipidos se transforme 

en fósforo inorgánico. Posteriormente se desarrolla el color 

mediante la reacción de Ames ( 133). El contenido de fósforo 

inorgánico se determina mediante una curva estándar, el cual es 

equivalente a la cantidad molar total de fosfolipidos presentes. 

III. 9. Determinación de Colesterol en Membranas de Hepatocitos 

A una muestra de 300-700 µl de membrana se le agraga KOH 33%, 

se agita y se incuba a 37ºC durante 55 minutos: se extrae con éter 

de petróleo, se avapora una alícuota bajo corriente de N2 y se le 

agrega 1 ml del reactivo de Lieberman-Duchar de acuerdo a la 

técnica de Abell et al ( 135). Se hace la curva estándar y se 

calcula el contenido de colesterol en las muestras. 

III.10. Determinación de Colesterol en MelSl.branas de Eritrocitos 

A una muestra de membranas de eritrocitos se le agrega l<OH 33% 

se agita y se incuba a 37ºC durante 55 minutos; se extrae con éter 

de petróleo, se evapora una alícuota bajo corriente de N2 y se 

realiza el procedimiento descrito por Abell et al. (135), 

utilizando el reactivo de Lieberman-Buchard. Se calcula el 

contenido de colesterol de acuerdo a una curva estándar. 
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III.11. Deterainación de Proteínas 

Las proteínas se determinan por el método de Bradford (144), 

utilizando albumina bovinn sérica como estandar, con la que se 

construye una curva estándar. De una dilución 1:10 de membranas se 

toma una alícuota de 20 µl, se lleva a 100 µl y se le agrega el 

reactivo de Bradford. El contenido de proteínas es directamente 

proporcional a la intensidad del color formado. 

III.12. Medición de la Actividad de .la ATPnsn de Na•/K• del 

Hepatocito por el Método Calorimétrico de A9.cs 

El medio estándar para cuantificar la actividad total de 

ATPasa contiene en 0.5 ml, 150 mM NaCl, 5 rnM KCl, 2.5 mM MgCl~, 

2.5 mM ATP, 60 a 80 µq de proteina membrana! y 20 mM de imidazol, 

como amortiguador, el pH de la solución se ajusta a 7.4. La ATPasa 

activada por Mgu se mide en un medio identico que incluye 1 mM de 

ouabaina. se incuba a 37ºC durante 30 min. con el fin de detener 

la reacción se agregan ácido tricloroacético al 35% (p/v). 

La diferencia entre las dos reacciones representa la actividad 

de la ATPasa de Naº /K•. El fósforo se mide colorimétricamente 

mediante la formación de un complejo colorido con molibdnto de 

amonio en presencia de ácido ascórbico (133). 
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III.13. Medición de la Actividad de la ATPasa de ca•> de Alta 

Afinidad de la Mellbrana Plasllática de los HeP3tocitos 

El medio de incubacion contiene en o.s ml, 0.4 mH CaCl~, o.4 

mM EGTA, 0.25mM de ATP , Tris-HCl 50 mM a pH~7.4 y de 60 a 80 µg 

de proteina membrana!. otro medio de incubación es identico pero 

sin ca•2
• La diferencia entre las dos reacciones representa la 

actividad de la ATPasa de Caº' de alta afinidad (145). La incubación 

se llevan a cabo a J7ºC durante 30 min. La reacción se detiene 

agregando ácido tricloroáce~ico 35%. El fosforo inorgánico se 

determina c6n la r~acción de Ames (133). 

III.14. Medición de la Actividad de la ATPasa de Naº/Kº de los 

Eritrocitos 

La ATPasa de Na~/K" de los eritrocitos se mide de manera 

similar que la de la membrana plasmática de los hepatoci tos 

(III.12), pero utilizando diferentes concentraciones de reactivos 

en la reacción enzimática, de acuerdo al siguiente protocolo: NaCl 

800 mM, KCl 280 mM, MgCl, 90 mM, EGTA 2·.5 mM, 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 µg de proteina) y ATP 12.5 nM. 

El volumen final del tnPrH o es de o. 5 ml. La rPacción se 

detiene agregando de ácido tri cloroacético al 35%. El fósforo 

inorgánico 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•/1{._ 

III.15. Oetcrainación de la ATPasa de ca2
• en lleabranas de 

Eritrocitos 

El medio de ensayo contiene NaCl 800 rnM, KCl 280 mM, HgCl 2 

90 mM, cac12 s mM, EGTA 2.s mM, ouabaina 5 mM en imidazol, Imidazol 

200 mM ajustado a un pH de 7.4, membranas de eritrocitos (20-40 µg 

de proteína), ATP 12.5 mM, el _volumen final del medio es o.s ml1 la 

reacción se detiene agregando ácido tricloroacético (35%). 

El fósforo inorgánico se determina por el método de Ames 

( 133). La actividad de la ATPasa de ca•;i se calcula restando la 

reacción en ausencia de calcio de la reacción en presencia de 

calcio. 

III.16. Trata.miento Estadístico de los Datos y Significancia de 

las Diferencias 

Los resultados obtenidos en las determinaciones de cada grupo 

de ratas fueron promediados obteniéndose la media (M) y el error 

estándar de la media (EEM). Las diferencias entre el grupo control 

y los tratados se compararon estadísticamente utilizando la prueba 

"t" de student para muestras no pareadas (146). 

Se tomó como diferencia significativa cuando p < o.os. 
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IV. RBSDLTMX>S 

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 crónicamente con 

CC1 4 en aproximadamente un 50% comparado con los grupos controles, 

encontrándose una diferencia significativa p<0.05. Esta disminución 

se revirtió totalmente en los grupos tratados con colchiceina y con 

ácido ursodesoxicólico. En las membranas de hepatocitos (figura 2) 

se apreció un comportamiento muy similar, .Yª que l~ actividad de la 

ATPasa de Na"/K" también disminuyó de manera significativa (p<0.05) 

· en .el grupo intoxicado con cc1 .... Además cuando los animales fueron 

tratados con colchice!na y con ácido ursodesoxicólico también se 

observa reversión total a niveles normales de la actividad de ésta 

enzima. 

La actividad de la _ATPasa de Ca·H en las membranas de 

eritrocitos, representada en la figura 3, disminuyó en el grupo 

tratado con cc1 11 aproximadamente a la mitad del valor que 

presentaron los grupos controles en esta determinación. Sin 

embargo, los grupos que recibieron tratamiento con colchiceina y 

ácido ursodesoxicólico además del CCl, no mostraron una reversión 

total como se observó en las figuras 1 y 2; en este caso solamente 

se observó una reversión parcial, pero significativa, mientras que 

en las membranas de hepatocitos la actividad de la ATPasa de Ca2
• 

si volvió a niveles normales después del tratamiento con éstos dos 

hepatoprotectores (figura 4). 
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El contenido de colesterol en las membranas de eritrocitos 

(figura 5) aumentó significativamente, p<0.05, después de la 

intoxicación con ccl., no así en los grupos que recibieron 

colchiceína y ácido ursodesoxicólico además del CC1 4 , donde se 

observaron valores normales. Se encontró un resultado muy similar 

en las membranas de hepatocitos, figura 6, pero el incremento del 

contenido de colesterol en el grupo cirrótico fué menor, de 

aproximadamente un 30\ mientras que en el caso anterior el 

incremento fué de aproximadamente el 50%; p.o obstante el incremento 

resultó ser significativo con respecto a los grupos controles, 

además de que los grupos tratados con los hepatoprotectores+CCl, no 

presentan alteración alguna en el contenido de colesterol. 

En las figuras 7 y 8 se muestra el contenido de fosfolípidos 

en las membranas de eritrocitos y de hepatocitos, respectivamente; 

en éstas se observa que no hubo modificación en el contenido de 

fosfolípidos 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 colesterol, en las membranas de eritrocitos 

(figura 9) el incremento observado fué del d~~lP rnn rPsper~o a los 

grupos controles. Los tratamientos con colchiceina y con ácido 

ursodesoxicólico fueron capaces de prevenir en incremento del 

cociente colesterol/fosfolípidos. 
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En las membranas de los hepatocitos se presentó un incremento 

menor de aproximadamente JO\ con respecto al valor control, pero 

significativo en el cociente C/FL, y al igual que en el caso de los 

eritrocitos, los hepatocitos de los grupos intoxicados con CCl, y 

tratados con colchiceina y con ácido ursodesoxicólico no 

Presentaron el incremento en el cociente molar C/FL (figura 10). 

como se puede apreciar, con excepción de la figura 3, los 

cambios obserVados en todas las determinaciones son muy similares 

tanto en hepatocitos como en eritrocitos, lo que sugiere que existe 

una correlación entre éstos dos tipos celulares y que además son de 

gran importancia como evidencia del daño causado por un agente 

tóxico como es el CCl,. 

El estudio his.tológico mostró que la administración crónica de 

CCl, produjo una intensa necrosis centrolobulillar y la 

arquitectura normal del hepatocito se perdió (figura 12). En el 

grupo control no se observó ningún cambio histológico (figura 11). 

Los cortes histológicos de los animales tratados con 

colchiceina y con ácido ursodesoxicólico además del CCl, 

presentaron un efecto mucho menor en las células, las bandas de 

colágena son más delgadas v la estructura normal del .hepatocito 

está más preservada que el grupo que sólo recibió CCl, (fiquras 13 

y 14, respectivamente). 
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Fig. 11. Corte de un hígado de rata control teñido con la 

técnica tricrómica de Kallory. Amplificación 125 x. 
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Fig. 12. Corte de un higado de rata tratada crónicamente 

con CCl 1 (0.4 g/Kg) i.p. durante 13 semanas, teñido con 

la técnica tricrómica de Mallory. Amplificación 125 X. 
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Fig. 13. Corte de un hígado de rata intoxicada con CCl, 

( ~ .. ; -:i/l~-:; J i. p. durante B semanas, posteriormente recibió 

colchiceina (300 µg/Kg) p.o. hasta completar 13 semanas 

sin suspender el CCl 1 • Tinción tricrómica de Mal lory, 

ampliación 125 x. 
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Fig. 14. Corte de un hígado de rata intoxicada con CCl, 

(O. 4 g/Kg) i • p. durante s semanas, posteriormente recibió 

ácido ursodesoxicólico ( 25 mg/Kg) p.o. hasta completar 13 

semanas sin supender ~1 ccl,. Tinción tricrómica de 

Mallory, amplificación 125 X. 
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V. DISCUSIOH 

El esquema de tratamiento con CCl, utilizado para inducir 

cirrosis hepática produjo el patrón de alteraciones histológicas y 

bioquímicas característico de esta enfermedad. 

Una función muy importante de la ATPasa de Na• /K• en el 

hepatocito es 1a secreción 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 correlación entre la actividad de la ATPasa ~e Na•;K• 

hepática y el flujo biliar (147), basado en la hipótesis de que 

este componente del flujo biliar esta regulado por la bomba de 

sodio. 

Se ha reportado que en la intoxicación crónica con CCl, se 

presenta una disminución significativa en la actividad de las 

ATPasas de Na• /K• y Ca 2
• asi como un incremento en el cociente 

colesterol/fosfolipidos (C/FL) (138), en el presente trabajo se 

observó un comportamiento muy similar ya que se ~ncontró una 

relación inversa entre la actividad de las ATPasas y el cociente 

molar C/FL, es decir, al aumentar dicho cociente la actividad 

enzimática disminuyó en el grupo cirrótico. Los resultados de este 

estudio sugieren que las alteraciones en la composición lipídica y 

en la funcionalidad de las membranas plasmáticas están fuertemente 

vinculadas con las hepatopatias crónicas. 
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Al administrar colchiceina {COLCH) y ácido ursodesoxicólico 

(AUDC) se preservó la actividad de las ATPasas en los niveles 

normales así como el contenido de colesterol y de fosfolípidos, lo 

que sugiere que la actividad enzimática si esta siendo mod~lada por 

su microambiente lipídico en la membrana plasmática. La ~educción 

en la actividad de la ATPasa de Na•¡K• puede ser resultado de un 

decremento en su función o en el mlmero de enzimas presentes (147). 

El eritrocito ha sido utilizado como un modelo celular para el 

estudio del transporte transmembranal de cationes (148), como son 

ca2 •, Na• y el K•. La ATPasa de ca=,.., en las cé.lulas _rojas del 

humano, es responsable del transporte activo del calcio a través de 

la membrana plasmática (149), 

Se ha demostrado que las alteraciones en el metabolismo del 

calcio son resultado de la intoxicación con agentes hepatotóxicos, 

varios autores han demostrado que este disturbio en el metabolismo 

del calcio es un evento temprano de la necrosis celular en la 

intoxicación hepdtica con CCl, (150), 

En otros estudios referentes a la ATPasa de ca:u se ha 

encontrado que esta enzima es sumamente sensible a cambios en la 

composición. lipídica en los hepatocitos así como en los eritrocitos 

( 151), cuando hay un cambio en la composición lipídica se ven 

alterados significativamente el transporte de ca:a• y la actividad 

de la ATPasa de ca:a•. Los resultados de este trabajo muestran una 

correlación entre los cambios en las membranas plasmáticas de los 

eritrocitos con los que ocurren en las de los hepatocitos, tanto 

en la actividad de las ATPasas de Na• /K• y de ca:a• 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 plasmáticas de los hepatocitos. Otras de las ventajas que 

posee el estudio de las membranas de los eritrocitos son: las 

membranas se aislan fácilmente pues el eritrocito no contiene otros 

organelos celulares, la muestra de sangre que se obtiene es 

representativa de todo el tejido sanguíneo que está en contacto con 

todo el hígado; además los marcadores clásicos de daño hepático 

como bilirrubinas o enzimas séricas (152) se pueden obtener de la 

misma muestra de sangre de donde se aislan las membranas 

simplificando más aün el proceso de evaluación del daño hepático. 

Es una característica esencial de la membrana plasmática 

poseer una bicapa lipídica compuesta primariamente de fosfolipidos 

y colesterol, este rnicroambiente lipídico influencia de manera 

significativa la actividad de varias enzimas de membrana (147). 

El mecanismo molecular por el cual la composición lipídica de 

la membrana altera la actividad enzimática no está bien elucidado, 

pero es posible sugerir que la microviscosidad lipídica juega un 

papel muy importante en el control da la actividad da las ATPasas 

de Na·¡K• (148) y Ca 2 .. (151). Estudio~ rmteriores indican que existe 

una correlación significativa entre el decremento de la actividad 

de las ATPasas de Na•¡K• y ca2 
.. y el incremento de 1a relación C/FL 

(137, 140): los resultados precento.dos, en este sentido, son 

congruentes con lo reportado ya que se observó una relación inversa 

entre el cociente· C/FL y la actividad de las ATPasas en el grupo 
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cirrótico. También se encontró que la administración de colchiceina 

y de ácido ursodesoxicólico preservó la actividad de las ATPasas 

así como el cociente C/FL en las membranas de los hepatocitos y de 

los eritrocitos. Es bien sabido que el cociente C/FL está 

relacionado inversamente con la fluidez de la membrana (138). 

La composición de las membranas biológicas es el factor más 

importante que regula la fluidez de las mismas, la fluidez de la 

membrana ha sido estudiada en diferentes células asi como en varias 

patologías 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 composición lipídica de 

las membranas biológicas afecta su fluidez, su permeabilidad y lH 

actividad de las enzimas asociadas a ella asi como a los sistemas 

de transporte (137). 

El colesterol os un constituyente esencial de la membrana 

plasmática de las células eucarióticas. Aunque su significado 

funcional no está 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 ( 1·56), presu~iblcmente en 

virtud de su interacción preferencial con ciertos fosfolipidos 

(157). El cociente colesterol/fosfolípidos (C/FL) sólo se altera 

significativamente en enfermedades talas como la cirrosis hepática 

(115) y bajo regímenes dietéticos estrictos. Es de esperarse 

entonces que el incremento en el cociente C/FL observado en el 

grupo cirrótico 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 normalizó las actividades de las ATPasas de 

Na• ;K· y de ca•·. 

El ácido ursodesoxicólico (AUDC) ha sido utilizado en el 

tratamiento de diferentes padecimientos hepáticos en la clínica, 

para ~isolver cálculos biliares ( 158) y en la cirrosis biliar 

primaria (159), la administración oral del AUOC reduce el indice de 

saturación del colesterol. No se sabe si el efecto sobre el indice 

de saturación es causado por un incremento en la masa total de las 

sales biliares y fosfolidos en la vesícula biliar, a decremento en 

el contenido de colesterol o a una combinación 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 ácido ursodesoxicólico se ha estudiado principalmente en el 

modelo de cirrosis billar primaria inducida por la obstrucción del 

conducto billar común, en estos estudios se ha encontrado que el 

AUDC posee efectos benéficos sobre las alteraciones producidas por 

esta enfermedad a nivel de enzimas séricas, bilirrubinas, etc •• Sin 

embargo, en el modelo de cirrosis hepática inducida por CC1 4 no se 

han realizado estudios por lo que el mecanismo por el cual revierte 

estas alteraciones no se ha descrito. 

El ácido ursodesoxicólico no se ha descrito como captador de 

radicales libres por lo que se puede descartar que la acción 

protectora sea a un nivel similar al que ejerce la colchiceina 

(COLCH), al captar el ruetabolito principal del CC141 el cc13• que es 
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causante del daño celular en el hígado (139). 

No obstante, el ácido ursodesoxicólico tuvo un efecto similar 

al de la colchiceina, pues :il!:.~ bandas de colágena fueron mucho más 

delgadas, además aumentó sigr.ificativamente la actividad de las 

ATPasas y el cociente colesterol/fosfolipidos, comparado con el 

grupo cirrótico. 

En la cirrosis biliar primaria la concentración de ácidos 

biliares totales en suero se incrementa, estando en mayor 

proporción los ácidos cólico y quenodesoxicólico (160), cuando los 

pacientes reciben AUDC la concentración de estos ácidos biliares 

varia considerablemente. La concentración de los ácidos cólico y 

quenodesoxicólico decrece y el AUDC empieza a predominar, esto 

sugiere la probabilidad de que el AUDC impide la absorción de los 

otros ácidos biliares implicando que su posible mecanismo de 

protección está relacionado con cambios en el metabolismo de los 

ácidos biliares. 

Debido a que el posible mecanismo de estos dos fármacos 

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 colchiceina, uno de los rnetaboli tos d13 la colchicina 

formado ~, ha mostrado algunas acciones biológicas similares 

a las de su precursor, se ha demostrado que la colchiceina puede 

prevenir el daño tiepático inducido por el ccl, en la rata ( 110). La 
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colchiceina protege eficazmente de la oxidación del glutation 

(161), además posee baja toxicidad y su afinidad por la tubulina es 

mucho menor comparada con la colchicina ( 162) • La colchiceína se ha 

estudiado en modelos experimentales donde se encontró que es capaz 

de reducir las alteraciones en la actividad enzimática a nivel de 

la membrana plasmática (127), aunque no se conoce exactamente el 

mecanismo de protección de la colchicefna se creo que ésta actúa 

como atrapador de radicales libres, que es el principal producto 

del metabolismo del CCl,, de esta manera puede prevenir el daño 

inducido por este hepatotóxlco (110). 

La colchlceína fué capaz de revertir las alteraciones 

producidas por el ccl,, se aprecin que el tamaño de las bandas de 

colágena es menor comparado con el grupo que recibió solamente 

ccl,: este hecho puede atribuirse a unn reducción en su síntesis, 

a un incremento en su degradación o a ambos factores (127). 

Se encontró tnmbién que la colchiccína tuvo efecto benéfico 

sobre las alteraciones en la actividad enzímatica a nivel de 

membrana plasmática ya que las ATPasas de Na• /K.. y Ca2
• recobraron 

su actividad normal después del tratamiento con colchiceina. La 

consecuencia de este efecto es muy importan.te 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 membrana celular, este gradiente no 

solamente matiene la homeostasis celular sino que también juega un 

papel central en el movimiento de diferentes solutos como amino 

ácidos, azllcaras y ácidos biliares a través de las barreras 
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celulares. 

La ATPasa de cau de alta afinidad se describe como responsable 

de la regulación del contenido de calcio en los hepatocitos; un 

decremento en su actividad podría conducir a un aumento en el 

contenido de calcio intracelular y provocar necrosis por exceso de 

este ión, a la vez que se provocarían alteraciones en otros 

procesos como la glucogenólisis y la gluconeogénesis donde ol 

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 acción farmacológica 

de "este hepatoprotector sobre al hígado 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 

podría ser potencialmente útil en el tratamiento de la cirrosis 

humana en el futuro, considerando que es tan potente como la 

colchicina pero con menor toxicidad ( 163, 164). si bien los efectos 

benéficos de la colchicina son múltiples y han sido probados en 

animales y en humanos no podemos ignorar que la acción de la 

colchicina sobre los microtúbulos podría ser la causa de la diarrea 

observada durante tratamientos prolongados cuando se administra a 

pacientes cirróticos. De igual manera e1 AUDC podria ser 

considerado como un posible tratamiento para la cirrosis hepática 

en la clínica, 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 debería ser de 

gran importancia para la evaluación de estas enfermedades en la 

clinica. Sin embargo, una biopsia hepática no resulta suficiente 

para aislar la cantidad de membrana plasmática necesaria. Además, 

la invasión masiva (biopsia hepática) no es recomendable como 

práctica 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 órgano, pues el daño puede no ser homogéneo. 

Es bien sabido que un sólo marcador de daño hepático no es 

suficiente para establecer un diagnóstico y que se requiere de una 

batería de indicadores ya que cada uno indica una alteración en 

particular (165). 

Además, se ha reportado que existe una falta de correlación 

entre los datos histológicos y los bioquímicos ( 140, 166) , los 

marcadores de daño hepático convencionales (fosfatasa alcalina, 

bilirrubinas, etc.) pueden estar eri niveles normales cuando el 

hígado está dañado para liberarlos al suero. Esta podría ser la 

explicación de la falta de correlación entre la histologin y las 

pruebas hepáticas comúnes (140, 166). 

El estudio de las membranas de los eritrocitos agrega mayor 

información para el diagnóstico de una enfermedad hepát~ca, su 

evolución o el efecto de algún tratamiento farmacológico, sin 

riesgo alguno para el paciente. Además debe considerarse el tipo de 

información que nos da el estudio de la membrana del eritrocito, no 

es para nadie desconocida la importancia de la regulación de los 
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gradientes de Na•, K• y ca~· a través de la membrana plasmática. 

La desventaja del est~dio 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 hepáticos estén modificando al 

eritrocito. Teniendo la precaución de descartar otras enfermedades 

ó fármacos que afecten al tejido sanguineo, el estudio de la 

membrana del eritrocito es un buen indicador de lo que sucede en el 

hcpatocito y debe considerarse seriamente corno una herramienta útil 

en el diagnóstico de las enfermedades hepáticas. 
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VI. CONCLUSIONES 

ESTA 
SAUI 

TESIS NB IEIE 
lf ü liUQJféA 

l. La administración crónica dal CC1 4 (cirrosis) produjo: 

a) Disminución de la actividad de las ATPasas de Na·;K· 

y ca• en las membranas de los hepatoci tos y de los 

eritrocitos. 

b) Aumento del contenido del colesterol y del cociente 

colesterol/fosfol!pidos en las membranas plasmáticas de 

los hepatocitos y de los eritrocitos. 

2. Las alteraciones en la membrana p1asmática de los 

hepatocitos y de los eritrocitos, a nivel enzimático, 

están relacionadas con los cambios que ocurren en su 

microambiente lipídico. 

J. El tratamiento con la colchice1na asi como con el ácido 

ursodesoxicólico revirtió las alteraciones produc;:idas por 

el cc1 •. 

4.. La colchiceina y el ácido ursodesoxicól.ico poseen efectcis 

benéficos sobre la composición y funcionalidad de las 

membranas plasmáticas de los hepatocitos así como de los 

eritrocitos. 
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5. Estos fármacos pueden ser potencialmente Utiles en el 

tratamiento de la cirrosis en el humano. 

6. Nuestros resultados indican una correlación entre los 

cambios observados en las membranas plasmáticas de los 

hepatocltos y las de los eritrocitos, lo que sugiere que 

el eritrocito puede servir para inferir la composición y 

la funcionalidad del hepatocito. 
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