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RESUMEN.

La cirrosis hepitica puede ser considerada como una alteracidn
de los mecanismos homeostdticos que mantienen las interacciones cé-
lula-célula y célula-matriz extracelular. Los mecanismos que man-
tienen la homeostasis y por tanto, que controlan la proliferacidn
de los fibrobldstos y la sintesis de colagena, son desconocidos. En
el presente trabajo se realizaron éxﬁerimentos con el fin de estu-
diar el papel de las células de Kupffer en la regulacidén de la pro-
liferacidon de los fibroblastos hepaticos y estudiar las propiedades
antifibrogénicas de la colchicina. _

La fraccidn no parenquimal de un higado intoxicado con CC14,
contenia seis veces mas células con propiedades fagociticas que un
higado normal. La colchicina administrada en dosis farmacoldgicas
durante una semana previo a la intoxicacidn previno éste aumento.
Los cultivos de células provenientes de higados normales conteian
pocos fibroblastos, mientras que aquellos provenientes de animales
tratados con CCl, contenian muchos. La remocidon de las células ad-
herentes obtenidas de higados normales favorecié la proliferacidn
de los fibrobldstos en cultivo. Finalmente, el medio condicionado
proveniente de higados normales, inhibid la proliferacidn de fibro-
bldstos hepﬁticoS en cultivo, mientras que el medio condicionado
proveniente de animales tratados con CCl, la estimulg.

Los resultados obtenidos sugieren que las células de Kupffer
normales controlan la proliferacién de los fibroblastos y que la
poblacidn de células inflamatorias que arriba al higado en respues-
ta a la lesidn estimula la proliferacidén de los fibrobldstos. La
colchicina tiene un efecto antiinflamatorio que inhibe la entrada
de células inflamatorias al higado dafiado y puede prevenir la fi-

brosis hepatica por este mecanismo.



I- INTRODUCCION.
1-E1 higado, estructura y funciones.
A- Aspectos generales.

La estructura del higado, su organizacidén como tejido, su
composicidn celular, asi como las caracteristicas citoldgicas y
citoquimicas de los diversos tipos celulares que lo componen, re-
flejan su diversidad y alta especializacidén de funciones como or-
gano. El higado es, tanto una glindula enddcrina y exdcrina que
secreta sales biliares al lumen intestinal, como una glidndula ce-
rrada que produce gran variedad de proteinas sanguineas y lipidos.
Ademids, el Organo vigila y controla, por almacenamiento e inter-
cambio, la concentracidn en el plasma de una multitud de pequefas
moléculas involucradas en el metabolismo; elimina ciertas hormo-
nas y drogas y filtra materiales de varios origenes y dimensiones
del torrente sanguineo. Las operaciones secretorias, metabdlicas
y fagociticas se llevan a cabo amplia e independientemente bajo
circunstancias no patoldgicas y correlacionan estrechamente con

las diversas cspecies celulares del drgano.
B- La funcidn hepitica.

El higado esta compucsto por diversos eclementos celulares
que interactuan unos con otros y que estin embebidos en una ma-
triz extracelular compuesta por coligenas, glicoproteinas no co-
lagénicas y glicosaminoglicanos (Rojkind y Ponce-Noyola, 1982).
Cada tipo celular en el higado lleva a cabo diferentes funciones
y produce metabolitos que son usados por la misma especie celu-
lar y/o por otras células localizadas a lo largo de un gradiente
sinusoidal. Ademids de su contribucidn metabdlica, cada célula
participa con intensidad variable en la sintesis, depdsito y re-
modclacidn de la matriz extracelular. Esta matriz juega también
un importante papel en la regulacidn de la expresidn fenotipica
de las células y tienc una fucrte influencia en el potencial me-
tabolico de las células hepiticas. La suma de todos estos facto-
res genera un grupo de reacciones bioquimicas llamado "la fun-

cién hepitical'.
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C- Parénquima y estroma.

Se ha establecido que los hepatocitos ocupan aproximadamen-
te el 80 % del volumen hepdtico total en higados humanos y de ra-
ta (Rohr y Col., 1976), pero mientras que en el higado humano su-
man el 80 % del ntimero celular total (Gates y Col., 1961), en la
rata s6lo vienen a ser el 60 % aproximadamente (Daoust, 1958); el
resto lo componen las células de los - ductos biliares (alrededor
de un 2 %) asi como células sinusbidales y tejido conectivo (20 a
30 9). "

Hay cuatro tipos de células no parenquimales presentes en el
higado normal: células endoteliales, células de Kupffer, células
de Ito y fibrobldstos (Miyai, 1979). Las tres primeras estdn es-
trechamente relacionadas con la estructura de los capilares sinu-
soidales, mientras que la Gltima estd presente en el tejido co-
nectivo de la cdpsula, los espacios porta y prdoximas a las venas
hepdticas. Durante el desarrollo de la fibrosis hepdtica, ademis
de las variaciones en el nGmero de los tipos celulares menciona-
dos, aparece un nuevo tipo celular: el miofibroblasto (Majno, 1979).

El espacio entre la cubierta endotelial del sinusoide y 1los
hepatocitos subyacentes es conocido como espacio de Disse o espa-
cio perisinusoidal. El sinusoide normal estd demarcado por una ca-
pa simple de células endoteliales y ocacionalmente por células de
Kupffer; las células de Ito o adipocitos estdn presentes general-
mente en el espacio perisinusoidal.

a- Parénquima.
a.1- Células parenquimales o hepatocitos.

Los hepatocitos son las cé€lulas mids abundantes del higado, asi
mismo, son las células responsables de la mayoria de las funciones
especificas del higado que, ya se dijo, es una glandula exdcrina de-
bido a que los hepatocitos secretan sales biliares al canaliculo y
son acarrecadas hacia el sistema de ductos al intestino. Asi mismo es
considerado una glandula end6crina ya que secreta sustancias Gtiles
al torrente sanguineo; dichas sustancias también son producidas por
los hepatocitos. La sintesis de glucdgeno y la secresidén de glucosa

son dos funciones tipicas del hepatocito. Los hcpatocitos sintetizui



y secretan a la sangre albGminas, fibrindégeno y la mayoria de

las globulinas, asi como otras proteinas relacionadas con la coa-
gulacién. Los hepatocitos, desde luego, no producen las inmuno-
globulinas, éstas son sintetizadas por las células plasmiticas.
Los hepatocitos también controlan el nivel de lipidos en la san-
gre através de la sintesis y degradacién de complejos lipoprotei-
cos. Otra funcidén de los hepatocitos }nvolucra transformaciones
y/o conjugaciones que ocacionan 1la destoxificacién de ciertos
productos indeseables, que han sido absorbidos por el intestino

o formados en el cuerpo, ya que podrian causar efectos dafiinos.
Otra caracteristica importante es que éstas células producen y
secretan colagenasa (Sunada y Nagai, 1983; Rojkind y Rosas, da-
tos no publicados).

b- Estroma.
b.1- Células sinusoidales o no parenquimales.

Las células de Kupffer son los macréfagos del higado y se
les puede distinguir con certeza de las células endoteliales por
su tamafio mds grande y por su superficie externa irregular, que es
caracteristica por poseer mGltiples pliegues y ocacionalmente pre-
senta microvellosidades (Motta y Porter, 1974; Grisham y Col., 1976)
Su citopldsma es abundante y contiene una rica y heterogenea pobla-
cion de vacuolas fagociticas, muchas mitocéndrias pequefias y un re-
ticulo endopldsmico rugoso relativamente bién desarrollado, comple-
jos de Golgi, microtGbulos, microfilamentos e inclusive centriolos
(Tanikawa, 1968; Wisse, 1974). Presentan reaccidn positiva a la
peroxidasa enddgena en la regidn perinuclear y cerca del reticulo
endopldasmico rugoso (Fahimi, 1970; Widmann y Col., 1972; Wisse,
1974). Estas células fagocitas dvidamente, caracteristica que es
evidente cuando se observa su citopldsma bajo el microscépio elec-
tronico de transmisién. Morfoldgicamente no se han descrito tran-
siciones entre las células de Kupffer y las células endoteliales.
Parece mds bien que las células de Kupffer se originan de una po-
blacidn celular diferente proveniente de la médula Osea, mientras
que las células cendoteliales probablemente tienen un origen local
(Gale y Col., 1978).



Ito y Nemoto en 1952 fueron los primeros en describir a las
células que almacenan grasa, pero su existencia ha sido repetida-
mente confirmada por otros investigadores (Nakane, 1963; Bronfer-
majer y Col., 1966; Ito y Shibasaki, 1968; McGee y Patrick, 1972).
Estas células estdn localizadas en el espacio de Disse, general-
mente en las interrupciones perisinusoidales. Las células de Ito
son también conocidas como lipocitos o células que almacenan 11-
pidos debido a que contiencn varios depdsitos de lipidos limita-
dos por una membrana simple. Las células de Ito no fagocitan avi-
damente, pero poseen muchas vesiculas pinocitias. Actualmente se
les considera almacenes de elementos, fuentes de abastecimiento
para las células endotecliales y potenciales fuentes de fibras de
coldgena dentro del 16bulo hepdtico (McGee y Patrick, 1972; Wake,
1974) .

Las células endoteliales no son muy prominentes y forman una
barrera casi ininterrumpida en la superficie de los capilares si-
nusoidales, presentan uniones entre si (Wisse, 1970, 1972). -Con-
tienen escaso reticulo endoplidsmico rugoso, pocas mitocondrias,
ocasionalmente cuerpos densos a los electrones parecidos a liso-
somas y microt@bulos; no son notablemente fagociticas (Rhodin,
1965) .

Como ya se dijo anteriormente, durante la fibrosis hepatica
aparece una nucva especie celular en el higado, con caracteristi-
cas de una célula de mGsculo liso: el miofibroblasto, que fué pri-
meramente descrito en el higado por Bhathal en 1972 y posterior-
mente por Rudolph y Col. en el 1979 y en 1980 por Irle y Col. La
misma especie celular fué previamente descrita en tejidos granu-
lomatosos y se establecié su papel en la contraccidén de la cica-
triz (Gabbiani y Col., 1971; Majno y Col., 1971).

La quinta especie celular, el fibroblasto, es muy bien cono-
cida y Gnicamente cabe decir que son células secretorias y como
tales contienen abundantes vesiculas de reticulo endopldsmico ru-
goso y varios complejos de Golgi bien desarrollados. Estas célu-
las secretan principalmente procoldgena, mucopolisacdridos y
elastina (Ross, 1968).



En el tejido conectivo del higado se encuentran presentes
tres clases de macromoléculas: las coldgenas, las glicoproteinas
no colagénicas y los glicosaminoglicanos y proteoglicanos. Ade-
mds se pueden considerar ciertas moléculas que pasan libremente
por el flujo sinusoidal y que pueden acumularse en estadios de
enfermedad, ya sea por dep6sito o porque quedan atrapadas en la

matriz extracelular anormal.
b.2- Las colégenas.

El contenido total de coldgena en un higado varia de espe-
cie a especie, pero se mantiene constante en una misma especie
através de la vida del animal (ver Tabla I). Aunque los higados
de ratas jovenes, con un peso corporal menor a 50 gr contienen
0.7 ¥ 0.05 mg/gr de tejido fresco y los higados de ratas con un
peso corporal de mds de 400 gr contienen 1.16 * 0.23 mg/gr de te-
jido fresco, esas diferencias reflejan cambios en el contenido
de agua en el 6rgano, mds que cambios en la proporcidn de colid-
genas con respecto a la proteina total (C. Soto y M. Rojkind, da-

tos no publicados).
b.3- Glicoproteinas no colagénicas.

En la matriz extracelular del higado se hallan presentes va-
rias glicoproteinas, una de ellas ha sido recientemente extraida
con dcido acético diluido (Ponce y Col., 1981) y otras han sido
demostradas por métodos inmunocitoquimicos (llahn y Col., 1980b;
Carlsson y Col., 1981). Sin embargo, un andlisis cuantitativo
completo de esas glicoproteinas alin no ha sido realizado. Dos de
las glicoproteinas demostradas en el higado, fibronectina y 1la-
minina, tienen una amplia distribucidén y estdn presentes en otros
tejidos conectivos (Kleinman y Col., 1981; Ruoslahti y Col., 1981).
Otras glicoproteinas como la recién descrita hepatonectina, pare-
ce tener una distribucién mds restringida y tiene una localizacién
preferente en el higado (Ponce y Col., 1981).

La fibronectina juega un papel importante en algunas comple-
jas funciones que tienen gran importancia en la comprensidn de las
interrelaciones entre el dafio hepdtico, la inflamacidén y la fibro-
sis. Esas funciones son: quimiotaxis, fagocitosis, fendmenos de



TaBLa I

CONTENIDO DE COLAGENAS EN HIGADOS NORMALES Y CIRROTICOS DE
HUMANO Y RATA¥

HUMANO (mg/gr) RATA (mg/gr)

NorRMAL CIRROTICO NORMAL CIRROTICO

COLAGENA TOTAL 5.5% 1.6 30.0 osito.5 8.0
Tiro I 2.0 15.0 0.40 3.2
TRIMERO TiPO I 0.05 0.9 0.03 0.3
Tipo I 2.0 8.0 0. 40 3.4
Tipo IV 0.5 7: 0 0. 06 0.8
Tieo V 0.9 7.0 0.05 0.8

*Tomoo DE ROUKIND Y PONCE NOYOLA (1982).



adhesibén celular y control de la expresidén fenotipica de algunas
células.

QUIMIOTAXIS. La fibronectina ha sido identificada como un
factor quimiotdctico para fibrobldstos en cultivo (Postlethwaite
y Col., 1981). Es producida por muchas células (Vaheri y Col.,
1976; Birdwell y Col., 1978; Jaffe y Mosher, 1978; Macarak y Col.,
1978; Kurkinen y Alitalo, 1979; Lloyd y Col., 1979; Voss y Col.,
1979; Foirdart y Col., 1980) incluyéndo macrofagos (Johansson y
Col., 1979; Alitalo y Col., 1980; Tsukamoto y Col., 1981) y las
propias células de Kupffer (Wahl y Col., 1982). La quimiotdxis de
los fibroblastos por la fibronectina es especifica ya que concen-
traciones tan altas como 100 ug/ml no afectan la migracidén de los
monocitos y neutr6filos (Postlethwaite y Col., 1981).

FAGOCITOSIS. La fibronectina e el principal componente opsé-
nico del plasma (Blumenstock y Col., 1978) e incrementa 200 veces
la ingestidén de particulas de latex cubiertas con gelatina por los
macrdfagos (Gudewicz y Col., 1980). E1 mismo grupo de investiga-
dores establecidé que la fibronectina no estimula la interlaliza-
cidén de particulas, sino que s6lamente promueve su adhesién a 1la
membrana citopldsmica.

ADIIESION CELULAR. La adhesidén de muchas células, especialmen-
te a coldgena es facilitada por la fibronectina (Kumagai y Col.,
1979; Murray y Col., 1980; Pearlstein y Col., 1980; Grinnell y Be-
nnett, 1981; Ruoslahti y Col., 1981). No obstante, la fibronecti-
na puede no ser el factor de adhesién para células epiteliales
(Kleinman y Col., 1981), y no estimula la extencién de las células
epidérmicas en cultivo (Federgreen y Stenn, 1980).

CONTROL DE LA EXPRESION FENOTIPICA CELULAR. La fibronectina
altera la expresidon fenotipica de algunas células en cultivo. En
el caso de las células que producen pequefilas cantidades de coléage-
na en medios libres de suero, como los hepatocitos, la fibronecti-
na adicionada estimula la produccién de dicha proteina por dichas
células (Foirdart y Col., 1980; Hata y Col., 1980). En cultivos
de células que producen un grupo especifico de glicosaminoglica-
nos y coligena en medio libre de suero, como es el caso de los

condrocitos, la fibronectina promueve un aumentc en la sintesis de



dichas macromoléculas (Pennypacker y Col., 1979; West y Col., 1979;
Pennypacker, 1981).

b.4- Glicosaminoglicanos y proteoglicanos.

La biosintesis, composicidn y estructura de los glicosamino-
glicanos hepdticos han sido estudiadas por diferentes grupos de in-
vestigadores (Koizumi y Col., 1967; Akasaki y Col., 1975; Dietrich
y Col., 1976; Oldberg y Col., 1979; Prinz y Col., 1980; Ninomiya y
Col., 1980,1981; Kjellén y Col., .1981). Su composicidén porcentual
muestra que el sulfato de hepardn es el mds abundante. La distribu-
cidén de glicosaminoglicanos en el higado es desconocida, sin embar-
go, el sulfato de hepardn estd presente en alta concentracién en la
membrana palsmidtica de los hepatocitos de rata (Akasaki y Col.,
1975; Oldberg y Col., 1979; Kjellén y Col., 1981).

El grupo de Kjellén en 1981, establecid también la presencia
de dos tipos de glicosaminoglicanos en el membrana plasmitica de
hepatocitos y sugieren que las interacciones cé&lula-célula y célula-
matriz pueden establecerce através del sulfato de heparan. Mas atn,
éste glicosaminoglicano insertado en la membrana posibilita la con-
tinuidad bioquimica entre la matriz extracelular y la membrana plas-
mitica y podria explicar, en parte, la estrecha relacidén funcional
entre el citoesqueleto, la membrana plasmdtica y la matriz extrace-
lular. Es posible pensar que una alteracidn en cualquiera de estos
tres componentes producird importantes modificaciones en las otras

dos.
D- Relacidn parénquima/estroma.

La proporcidn entre los diferentes tipos celulares, asi como
entre las células y la matriz extracelular (relacidén parénquima/es-
troma) es constante para cada tejido (Pérez-Tamayo, 1965). En con-
diciones fisioldgicas, como en el crecimiento del fitero durante la
prefiéz (Monfort y Pérez-Tamayo, 1961; Morrione y Seifter, 1962), o
en modelos experimentales como en la regeneracidén hepdtica después
de hepatectomia (Harkness, 1957) o crecimiento compensatorio del
rifion después de nefrectomia unilateral (Monfort y Pérez-Tamayo,
19621), la relacién parénquima/estroma puede cambiar inicialmente

debido a la activa divisidn celular o a un incremento en el conte-



nido de agua de las células. Sin embargo, después de completado el
proceso, se obtiene una recalcién parénquima/estroma normal.

En condiciones patoldgicas como por ejemplo en la hipertrdfia
del corazén,. la relacidén células/matriz, parece mantenerse mientras
el peso del 6rgano sea menor a 500 gr (Monfort y Pérez-Tamayo, 1962b).
Si sobrepasa este peso, se presenta fibrosis y se observa un decre-
mento neto en la relacidén parénquima/estroma. De manera similar, en
un estadio final de la cirrosis hepdtica, el peso del 6rgano puede
disminuir a un tercio de su valor original (500 gr), y el contenido
de matriz extracelular aumenta de dos a tres veces (Rojking y Dunn,
1979) . Desde un punto de vista fisiopatoldgico, ésta alteracidn en
la relacidén es tal vez mids importante que ¢l incremento neto de te-
jido conjuntivo. Lo anterior sugiere up cambio entre las células y
un cambio entre las células y la matriz, como ya se establecié ante-
riormente, esas interacciones son escenciales para el mantenimiento

del fenotipo celular normal.

-

E- Contribucidén celular a la sintesis de componentes de la ma-

triz extracelular.

La contribucién individual de los difereuntes elementos celula-
res del higado a la biosintesis y depdsito de coldgena en condicio-
nes normales y de dafio, no ha sido completamente aclarado. A la fe-
cha toda la evidencia presentada en cuanto a la participacidén de las
células parenquimales, células de Ito, fibrobldstos y miofibroblds-
tos en la fibrogénesis del higado se basa en dos métodos indirectos:

a- Demostracidn por microscopia electrdnica e inmunocitoquimica de
un tipo particular de coldgena asociada con una célula especifi-
ca (Kenta y Col., 1976; Oikawa, 1979).

b- La presencia en varias células de las enzimas involucradas en las
modificaciones postraduccionales de la coldgena (Guzelian y Die-
gelman, 1979) y su capacidad para sintetizar diferentes tipos de
coldgena en cultivo (Rojkind y Dunn, 1979; Foirdart y Col., 1980;
Hata y Col., 1980).

Y un método directo:

c- La incorporacidén de un precursor radiactivo especifico de la co-
- 3 4 - - - - - b
lagena, la “ll-Prolina en proteinas colagénicas y no colagénicas

(V3ininen y Kulonen, 1984; J. Ccerbén-Ambriz y M. Rojkind, da*ns
no publicados). 10



No se conoce, sin embargo, si las células producen in vivo
las mismas cantidades y tipos de coldgena que secretan in vitro.
Esta es una importante cuestibén por resolver, ya que la globuli-
na insoluble en frio incrementa grandemente la biosintesis de co-
ligena y fibronectina por una linea celular derivada de hepatoci-
tos en cultivo (Foirdart y Col., 1980). La mayoria de los medios
de cultivo usados contienen de 10 a.20 % de suero fetal de bovino,
que es una fuente rica de globuliﬁa insoluble en frio.

Los datos disponibles indican que las células de Ito pueden
producir al menos coldgena tipo T (Kent y Col., 1976; Oikawa,
1979) y que los hepatocitos pueden participar en la produccién de
varios tipos de coldgena, fibronectina y laminina (Voss y Col.,
1979; Foirdart y Col., 1980; Hata y Col., 1980). Los fibrobldstos
producen fibronectina (Pearlstein y Col., 1980) y son el tipo ce-
lular prototipo que produce coldgena y sintetiza simultaneamente
las de tipo I y III (Hayne y Col., 1977).

Aunque la presencia de los miofibrobldstos en el higado fué
reconocida desde hace varios afios (Bhathal, 1972), es s6lo recien-
temente que su papel en la fibrogénesis se ha investigado (Rudolph
y Col., 1979; Irle y Col., 1980). E1 miofibroblasto se asemeja a
las células de msculo liso, por analogia, podria producir coléage-
nas tipo I, III y V, la tipo III serfia la coldgena predominante-
mente sintetizada por éste tipo celular (Mayne y Col., 1978). Otra
importante caracteristica de ésta especie celular es que posee un
aparato contrdctil que permite la contraccidén de la célula y del
tejido conectivo que la rodea (Irle y Col., 1980). De manera simi-
lar a la participacién del miofibrobldsto en la contraccidén de 1la
cicatriz del higado, dando origen a la formacién de los llamados
"n6dulos regenerativos". Esto sugeriria que los n6édulos se forman
por contraccidén activa de los miofibrobldstos y con ellos el es-
troma, mds que por proliferacién de los hepatocitos que quedan atra-
pados entre gruesas bandas de coldgena en la cicatriz.

El origen de los miofibrobldstos es desconocido. Podrian deri-
var del tejido vascular o podrian estar ya presentes en el higado
como precursores latentes. Tal vez algunas células de Ito se pue-
den transformar en miofibroblastos.
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2- La cirrosis hepatica.
A- Definicidén y agentes que la provocan.

La cirrosis hepdtica es la etapa final comin de una serie de
padecimientos crdnicos y difusos que se caracterizan por necrosis
celular, regeneracidén del parénquima, fibrésis y desorganizacidn
de la arquitectura. Dentro de los agentes causantes de la misma se
pueden mencionar al alcoholismo, la’'desnutricién, la hepatitis in-
fecciosa, la obstruccién biliar, algunas enfermedades parasitarias,

agentes hepatotéxicos, etc.
B- Fibrogénesis.
a- La matriz extracelular en el higado cirré6tico.

Durante la década pasada, se describieron alteraciones tanto
cualitativas como cuantitativas en el tejido conectivo del higado
durante la cirrosis (Rojkind y Martinez-Palomo, 1976; Seyer y Col.,
1977) y se encontrd que el contenido total de coldgena en el drgano
aumenta de cuatro a siete veces (Rojkind y Dunn, 1979; Rojkind y
Kershenobich, 1981). En los estadios finales de la enfermedad, la
coldgena tipo I es la que predomina y la relacién de coldgenas ti-
po I/tipo III es mayor a 1 (ver Tabla I). Esta es una caracteris-
tica frecuente pero no comin en todos los higados cirr6ticos huma-
nos o de rata. Se estableci6 ademids que los higados humanos que con-
tenian menos de 20 mg de coldgena por gr d; tejido.fresco presenta-
ban una relacién normal de coldgenas tipo I/tipo III (1:1) (Rojkind
y Col., 1979; Rojkind, 1980).

Algo similar ocurrec con animales tratados con tetracloruro de
carbono (CClq) (Seyer, 1980). E1 significado de tal incremento en
la razén de coldgenas tipo I/tipo III no estd muy bien comprendido,
sin embargo sugiere que mientras las proporciones relativas de co-
ligenas hepdticas se mantengan en sus limites normales, el proceso
fibrogénico podrd ser reversible y que cuando la razén de colégena
tipo I/coldgena tipo III es mayor a 1, el higado entra en un "esta-
do comprometido"™ y la fibrogénesis del 6rgano se llevard a cabo afn
cuando el agente etioldgico cese y el individuo reciba tratamiento
médico (Rojkind, 1980; Rojkind y Kershenobich, 1981).
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Como ya se dijo, la relaci6én entre el parénquima y el estroma
del higado cirrd6tico disminuye debido a un incremento neto en el
tejido conjuntivo y la biomatriz que puede ser obtenida de un hi-
gado en éstas condiciones es cuatro veces mas abundante que la de
un higado normal (Rojkind y Col., 1983).

Se ha estudiado la distribucién de coldgenas, fibronectina y
laminina en higados cirr6ticos mediante el empleo de anticuerpos
acoplados a fluoresceina y peroxidasa, la caracteristica mds sobre-
saliente es que se pierde por completo su patrén de arreglo normal
y éstos clementos (coldgenas y glicoproteinas no colagénicas) se
hallan mezclados entre si formando septos alrededor de clmulos de
hepatocitos (Biempica y Col., 1980; Voss y Col., 1980; Hahn y Col.,
1980b; Grimaud y Col., 1980).

b- Depésito de coldgcena.

Como ya se dijo, los higados cirr6ticos de humanos asi como de
roedores, producen mayores cantidades de coldgena que los higados
normales (Rojkind y Dunn, 1979; Rojkind y Kershenobich, 1981), sin
embargo la cicatriz formada no puede ser explicada Gnicamente por
ésta sobreproduccién de tejido conectivo, ademds debe tenerse en
cuenta el arreglo espacial de la matriz extracelular anormal, lo
cual imposibilita la accibn degradativa por enzimas colagenoliti-
cas (Pérez-Tamayo, 1979). A ésto se debe agregar que la respuesta
del individuo al agente fibrogénico varia ya que depende de su ge-
notipo, de la naturaleza de agente dafiino, asi como de la intensi-
dad y frecuencia del estimulo (Rojkind y Kershenobich, 1981). De-
pendiendo de éstos factores el proceso puede seguir dos vias: la
regeneracién, si el estimulo es Gnico pero de gran intensidad como
para destruir gran cantidad de cé&lulas, o la fibrésis, si el esti-
mulo es pequefio pero sostenido.

Quizd, el problema mds importante es que las células deposi-
tan coldgena en los lugares equivocados, lo cual produce un total
desarreglo en la arquitectura del higado (Rojkind y Pérez-Tamayo,
1983).

c- Las c¢élulas involucradas.

Como ya sc dijo con anterioridad, todas las cé&lulas del higado
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producen una o mids de las macromoléculas de la matriz extracelu-
lar en condiciones de cultivo, sin embargo en condiciones de da-
fio hepatico, el miofibrobldsto tiene mayor importancia por sus
caracteristicas especiales: producen en cultivo los cuatro tipos
de coldgena presentes en el higado asi como fibronectina (Voss y
Col., 1982) y por sus caracteristicas de célula de msculo liso
es posible que tambiés produzca elastina. La presencia de ésta
proteina ha sido demostrada en sitios de fibrogénesis activa
(Scheuer y Maggi, 1980) y ya ha sido demostrado que células de
mGsculo liso de origen vascular sintetizan elastina (Franzblau y
Faris, 1982).

La presencia de miofibrobldstos abre la posibilidad de que
la apariencia nodular del higado cirrdtico se deba a la contrac-
cién de los miofibrobldstos llevando consigo fibras de coldgena
y atrapando climulos de hepatocitos. Estas células contienen gran-
des cantidades de filamentos de actina y algunas sustancias como
la serotonina, angiotesina, vasopresina, epinefrina, norepinefri-

na y prostaglandina F son muy activas en inducircla contrac-

)

cidn celular (Gabbianl?-1981).
En resumen, se puede concluir de la naturaleza de la cica-

triz (aumento en la relacién de coldgenas tipo I/tipo III) y de
la presencia de miofibrobldstos, que la cicatriz formada en el
higado cirr6tico no es diferente de aquella formada en una heri-
da de la piel, pulmdén o algln otro tejido, y que su formacidn es
independiente del agente etioldégico que dispard el proceso cica-
tricial. Esta conclusidn estd parcialmente apoyada por un estu-
dio llevado a cabo con un nGmero limitado de higados con dife-
rentes causas de cirrosis (Rojkind y Col., 1979; Rojkind, 1980).
En esos pocos casos estudiados, los tipos de coldgena y sus pro-
porciones fueron muy similares. Esto es importante porque impli-
ca que hay una via comln para la estimulacidén de la formacién de
la cicatriz, que es independiente del mecanismo por el cual dife-
rentes agentes quimicos y biolégicos causan el dafio (ver Figura 1)

(Rojkind y Pérez-Tamayo, 1983).

14



DIFERENTES AGENTES ETIOLOGICOS

S o

A EVENTO

PRIMARIO \
DANO CELULAR / VARIABLE | - |DANOHEPATICOPEQUENO

MASIVO o PERO SOSTENIDO

AUTOPERPETUACION l

v

RAPIDA DISMINUCION DEL
PARENQUIMA HEPATICO

' EVENTOS INMUNOLOGICOS

l E INFLAMATORIOS
! PROCESO COORDIINADO | ‘I' v
--"-_—_I-—_-" LINFOCINAS CELULAS
HEPATICAS
SINTESIS DE YMONOfINAS ANORMALES
COLAGENA A
QUIMIOTAXIS
v —
REGENERACION \‘V FIBROBLASTOS Y
CELULAR MIOFIBROBLASTOS
DEGRADACION \ 4
DE COLAGENA COLAGENA ; l

MATRIZ ANORMAL
FORMACION DE CICATRIZ
CONTRACCION DELAHERIDI

,,,,/

REMODELACION

LA AL TP L LT

FIGURA |— REPRESENTACION ESQUEMATICA DE ALGUNOS EVENTOS CELULARES

Y METABOLICOS QUE CONECTAN EL DANO HEPATICO CON LA
REGENERACION CELWULAR A v LA FIBrosis BB*

%— TOMADO DE ROJKIND Y KERSHENOBICH (1581),

15



d- Mediadores quimicos de la fibrogénesis hepédtica.

Ya se ha mencionado que existe una via com(in para la estimu-
lacién de la fibrogénesis y que es independiente del agente dafii-
no; a continuacidén se describen brevemente los pasos, bioquimica-
mente hablando, que unen la respuesta del hospedero ante el esti-
mulo, ya sea fibrogénico o regenerativo, con la fibrogénesis del
tejido. '

La descripcién de los eventos es muy escueta por la sencilla
razdén de que existe una gran ignorancia en el drea y los mayores
avances en la descripcién de los mediadores han sido realizados
en el campo de la inflamacién (ver Wahl y Wahl, 1981). Muchos de
los mediadores descritos, con pocas excepciones, han sido identi-
ficados en macr6fagos peritoneales o pulmonares y en linfocitos
circulantes, pero no han sido estudiados en células de Kupffer.

En el higado normal, los hepatocitos, las células de Kupffer,
las demds células sinusoidales y los fibrobldstos parecen existir
en gran armonia; su proliferacién y expresidn fenotipica aparentan
estar controladas individualmente, pero reguladas por sus células
vecinas y por la matriz extracelular en la que se encuentran embe-
bidas; asi, el nGmero y tipo de células se mantiene constante por
la participacidn activa de todos los tipos celulares. Es de espe-
rar entonces, que alteraciones especificas en una especie celular
se reflejen alterando a los demids tipos celulares.

El dafio a las células del higado se acompafia de la liberacidn
de metabolitos que parecen tener dos efectos generales en la pobla-
cién celular: estimulan la proliferacidén celular y reclutan otras
células que participan en el proceso de reparacidn tisular.

La liberacidén de factores que estimulan la proliferacién ce-
lular ha sido ya demostrada en otras células epiteliales. Cuando
hay una herida, las células de la epidermis producen un factor
(EGF), que promucve la proliferacién celular (Starkey y Col., 1975;
Franklyn y Lynch, 1979). Se ha demostrado que este factor, que es
diferente al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). es-
timula la sintesis de DNA en cultivos ﬁrimarios de hepatocitos de
rata (Mc Gowan y Gol., 1981).

Los higados de ratas parcialmente hepatectomizadas, también
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contienen factores capaces de estimular la regeneracién del o6rga-
no; Labreque y Pesch en 1975 asi como Hatase y Col. en 1979, ais-
laron un componente termoestable y con un peso molecular de entre
10 y 20 Kdal de higados de rata parcialmente hepatectomizada.

La produccidén de mediadores que podrian estimular a las cé-
lulas no parenquimales del higado a participar en el proceso de
reparacidén se ha inferido indirectamente, ya que la mayoria de los
estudios han sido realizados con células que no provienen del hi-
gado (Wahl y Wahl, 1981). A pesaf de que hay muchas sustancias ca-
paces de producir activacidén directa de los macr6fagos (Stuart y
Col., 1979) (y posiblemente también de las células de Kupffer), se
obtiene una activacién similar de las células de Kupffer con agen-
tes quimicos o biolégicos que parecen afectar finicamente a las cé-
lulas del higado (virus de la hepatitis y CC14). Es también conce-
bible que los hepatocitos que son afectados por agentes quimicos o
bioldgicos sean capaces de liberar mediadores que activen a las cé-
lulas de Kupffer o a otras c€lulas del sistema inmune.

Los hepatocitos pueden también producer colagenasa, que es ne-
cesaria para remodelar y destrur el exceso de tejido conectivo que
permanece después de la destruccidén celular y el colapso. Se ha de-
mostrado que los hepatocitos producen colagenasa, pero sGlamente en
cultivos mixtos que contienen células mesenquimales (Maruyama y Col.
1982). E1 mecanismo de interaccidén asi como la naturaleza de las
células que participan, afin se desconoce. Sin embargo, los datos
una vez mis sugieren que existe una fuerte interaccién entre 1los
diferentes elementos celulares de un tejido dado para mantener la

homeostasis tisular.
d.1- Activacién de las células de Kupffer.

Aunque el nombre de las células de Kupffer ha sido usado en
ésta seccidn, la mayor parte de la informacidén que se discutira
proviene de experimentos realizados con macréfagos de diferentes
fuentes: peritoneales, pulmonares, etc. S6lo recientemente se ha
documentado la produccidén de factores liberados por las células de
Kupffer activadas que estimulan la incorporacidén de 3I-I-Timidina por
fibroblastos de¢ piel (Wahl y Col., 1982).
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La activacion de los macrdfagos estd acompafiada por la produc-
cién y liberacidn de enzimas proteoliticas por esas células. Tales
enzimas incluyen colagenasa (Wahl y Col., 1974) y elastasa (Werb y
Gordon, 1975); por la sccrecién de monocinas (Gery y Waksman, 1972)
y prostaglandinas (Bray y Col., 1974; Unanue, 1976; Wahl y Col.,
1979). La produccidon de prostaglandinas es independiente de la 1li-
beracién o produccién de monocinas .(Wahl y Wahl, 1981). Se han in-
vestigado dos tipos principaes de monocinas producidas por macrd-
fagos: una, es una proteinas de elevado peso molecular, reciente-
mente identificada como fibronectina (Johansson y Col., 1979; Ali-
talo y Col., 1980; Wahl y Col., 1982). Como ya se dijo antes, la
fibronectina es un quimioatrayente especifico para fibroblastos Yy
no afecta a otras células (Postlethwaite y Col., 1981). La otra mo-
nocina que estd siendo caracterizada actualmente tiene un peso mo-
lecular de entre 40 y 60 Kdal y estimula la proliferacidn de fibro-
bldastos (Wahl y Wahl, 1981). La presencia de esos dos factores pue-
de explicar per se el incremento en el nGmero de fibrobldstos en el
higado cirrético.

La posible produccidén de fibronectina por las células de Kup-
ffer sugeriria la posiblilidad de un reclutamiento de muchas célu-
las, entre ellas a fibrobldstos, que producirian directa o indirec-
tamente coldgena en los estadios iniciales del proceso de reparacidn.
La fibronectina es capdz de estimular la produccién de coldgena sin-
tetizada por lineas celulares derivadas de hepatocitos en cultivo y
de modificar su cxpresidén fenotipica (Foirdart y Col., 1980). De
acuerdo con ésto, la liberacibén de fibronectina en el sitio dafiado
podria estimular localmente a hepatocitos adyacentes, células de
Ito, etc. a producir colégena.

Los aspectos cuantitativos del proceso han sido poco estudiados.
Estudios realizados por Crystal y sus colaboradores en 1982, han de-
mostrado que la fibronectina producida por macréfagos alveolares es
mil veces mds activa que la fibronectina comunmente presente en la
sangre en cuanto a su actividad quimiotdctica para fibrobldstos y no
sb6lo eso, sino que los macr6fagos activados producen mds copias de
ésta proteina por unidad de tiempo que los macrdfagos no activados.

Este tipo de estudios es mds dificil de realizar en el higado
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debido a los problemas intrinsecos para obtener a las células. No
obstante, ya se ha reportado que es mds facil obtener cultivos pri-
marios de células endoteliales y miofibrobldsticas de explantes de
higados cirréticos de humano que de higados normales (Voss y Col.,
1982) . Es importante considerar que la facilidad con que esas cé-
lulas creéen puede ser cuestién del nfimero inicial de células no
parenquimales presentes en el tejido.o biopsia; por tanto es impor-
tante contar con un sistema que permita obtener una muestra consi-

derable de células viables de la poblacién total.
d.2- Activacidn de los linfocitos.

En algunas circunstancias, aparecen otros tipos de mecanismos
que parecen estar involucrados en el proceso fibrogénico. En la es-
quistosomiasis humana, la fibrosis es estimulada por un mecanismo
inmunolégico (Warren, 1978). Los huevecillos del esquistosoma 1i-
beran antigenos solubles que estimulan la proliferacidén de fibro-
bldstos (Wyler y Col., 1978). Posiblemente un mecanismn inmunold-
gico similar involucrado con la fibrogénesis del higado es el que
se observa en padecimientos como la cirrosis biliar primaria, en
la hepatitis crdnica activa y en pacientes con cirrosis alcoholica
que desarrollan la enfermedad atin cuando han suspendido su hdbito
de ingerir alcohol. En éste Giltimo caso, los antigenos liberados
por los hepatocitos, tales como cuerpos hialinos o lipoproteinas
derivadas de membrana, pueden iniciar la respuesta inmune del hos-
pedero (Glyn, 1976; Wands, 1979).

Se ha demostrado que los linfocitos participan tanto en la
reaccién inflamatoria como en la fibrogénica; producen linfocinas,
que estimulan la migracidn y proliferacidén de los fibroblastos
(Wahl y Col., 1978; Wahl y Wahl, 1981) asi como la produccidn de
coldgena (Johnson y Ziff, 1976). Estos factores difieren en su pe-
so molecular de las monocinas, pero su actividad farmacoldgica es
similar. Mds atn, los linfocitos también liberan un factor activa-
dor de macréfagos (MAF).

Las linfocinas y monocinas liberadas por los linfocitos y 1los
macréfagos estimulan la produccidén de prostaglandinas y cAMP por
fibrobldstos (Wahl y Wahl, 1981) y ésta filtima molécula puede ser
la sefial necesaria para iniciar la biosintesis de coldgena y gli-

cosaminoglicanos.
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A pesar de que la descripcién del proceso ha sido simplificada,
es notoria la complejidad de los eventos que conectan las reacciones
inflamatorias y fibrogénicas. Las células pueden ser activadas por
mecanismos completamente distintos, incluyendo productos liberados
por los hepatocitos dafiados. Un importante aspecto en la descripcidn
de los eventos inmunolégicos y su relacibén con la fibrogénesis es la
posibilidad de desarrollar agentes quimicos con actividad antiinfla-
matoria o antifibrogénica que inhiban sitios especificos de los ci-
clos inflamatorios y fibrogénicos, inhibiendo asf a estos Gltimos.

3- Prevencidon y tratamiento de la fibrosis hepdtica.

Las posibilidades para prevenir la fibrosis hepdtica se han in-
crementado desde el desarrollo de la vacuna contra el virus de la he-
patitis B (Szmuness y Col., 1981) y la posibilidad de elaborar una
vacuna contra el esquistosoma. No obstante, las probabilidades de
prevenir la fibrosis hepdtica inducida por alcohol son muy pocas, de-
bido en parte a las siguientes razones: los enormes ingresos- que sig-
nifican los impuestos pagados por la venta de licores son un fuerte
impedimento para desarrollar programas nacionales para prevenir el
alcoholismo y el dafio hepdtico producido por €1. La segunda razdén es
que la inversidén de grandes sumas de dinero en todo el mundo destina-
das a anuncios comerciales de bebidas alcohélicas ha significado un
aumento en el consumo de alcohol, especialmente entre adolecentes.
Actualmente se encuentran en desarrollo procedimientos de diagndsti-
co que sean fdcilmente aplicables, confiables y costeables y que pue-
dan ser aplicados a grandes poblaciones, para la deteccidén temprana
de la fibrosis hepdtica (Rojkind, Pérez-Tamayo, Kershenobich y sus
respectivos grupos de colaboradores).

Debido a las limitaciones &dntes mencionadas, durante los pasa-
dos diez afios, los esfuerzos han sido dirigidos a estudiar el meca-
nismos de ciertas drogas con actividad antifibrogénica. De la lista
de compuestos que han sido usados (Tabla II), la mayoria ha sido
probada primeramente en animales de laboratorio y s6lo dos han sido
aplicadas a humanos con dafo hepdtico con cierto éxito, ellas son
la penicilamina y la colchicina. Sin embargo, es importante mencio-
nar que csas dos drogas tienen otras actividades farmacolbgicas que
pueden ser importantes en los resultados generales observados en los
pacientes (Rojkind, 1980).
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TABLA It

Mecanismo de accidén de drogas antifibrdticas¥®

Droga

Mecanismo de accidn

Anilogos de prolina (e.g., L-aze-
tinida-2-carboxilato y cis-

hidroxiprolina).

Quelantes de hierro.

Latir6genos (e.g., -aminopropio-

nitrilo).

Penicilamina.

Compiten con la prolina por el transporte y acila-
lacién del tRNA. Se incorporan en la colédgena
en vez de la prolina. Inhiben la prolil-hidroxi-
laci6n, formacidén de la triple hélice y trans-
porte de procolagena. Algunos anadlogos eliminan
fibroblastos en cultivo de tejidos.

Inhiben la hidroxilacién de residuos de prolina y

i lisina. No hay glicosilaci6n. Inhiben la forma-
cidén de hélice y transporte de procolagena.

Inhiben a la enzima lisil oxidasa. No hay forma-
cién de uniones intra e intermoleculares. La
coldgena es altamente soluble en soluciones sa-
linas neutras y posiblemente mas susceptible al
ataque por colagenasas.

3e combina con los grupos aldehido 1libres de la co-
lagena, inhibiendo la formacién de uniones intra
e intermolcculares. A altas dosis inhibe a la 1i-
sil oxidasa.

*Modificado de Rojkind y Dunn (1979). )
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TABLA II (Continuacidn)

Mecanismo de accién de drogas antifibrogénicas#®

Droga

Mecanismo de accidn

Colchicina

Corticosteroides

Inhibe el ensamble microtubular y el movimiento
transcelular de colidgena. Induce la produccidn
de colagenasa en el sinovio. Incrementa la 1i-
beracidn de procolagenasa.

Efecto antiinflamatorio general. Inhiben 1la acti-
vidad de la prolil-hidroxilasa. Inhiben 1la sin-
tesis de coldgena, pero también inhiben la 1i-
beracidén de proteasas activadoras de procolage-

nasa.

*Modificado dr

Rojkind y Dunn (1979).



II- OBJETIVO.

E1l objetivo del presente trabajo es evaluar el papel de las
células de Kupffer normales en la regulacidén de la proliferacidn
de fibroblistos bajo condiciones de dafio hepatico agudo. Asi mis-
mo, estudiar el efecto antifibrogénico del farmaco colchicina.
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IIT- MATERIALES Y METODOS.
1- Reactivos y materiaics.

El material plédstico utilizado en los cultivos (botellas de
cultivo, cajas Petri, pipetas, tubos de centrifuga y recipientes),
fué adquirido de Lux Scientific Corp. (Newbury Park, Ca. U.S.A.) y
de Falcon Labware, Div. Becton Dickerson and Co. (Cockesville, Md.
U.S.A.). Las soluciones y medios de cultivo que se utilizaron fue-
ron preparados con reactivos de grado analitico de la mds alta pu-
reza: aminodcidos, hormonas, vitaminas y enzimas se obtuvieron de
Sigma Chemical Co. (Phillesburg, N.J. U.S.A.), las diferentes sa--
les, de Merck (Dormastd, R.F.A.). Las mayas de nylon (Pe Cap HD7-85,
166-168 mayas por pulgada) utilizadas en los pasos de filtracidn de
células, se obtuvieron de Tetko Inc. (Elmsford, N.Y. U.S.A.). Los
filtros para esterilizacién de las soluciones de perfusidén y de los
medios de cultivo fueron de 0.2 um y se obtuvieron de Millipore
Corp. (Bedford, Ma. U.S.A.). Los precursores radiactivos usados fue-

ron de New England Nuclear Corp.
2- Material biolégico.

En todos los experimentos se emplearon ratas machos de la cepa
Wistar con un peso aproximado de 180 a 200 gr. Todos los animales
recibieron la misma alimentacién (Purina) y agua at libitum.

3- Disefio experimental.
Los animales fueron divididos en 5 grupos experimentales:
A- Grupo control.

Ratas normales que fungieron como testigos experimentales y
que no recibieron tratamiento.

B- Tetracloruro de carbono.

Se provocd la hepatectomia quimica en un grupo de animales me-
diante la administracidén de una dosis aguda de CCl4 (400 mg/100 gr
de peso corporal, diluido 1:1 Vol/Vol en aceite mineral) por via in-
tragdstrica. E1 andlisis del nfimero aproximado de células no paren-
quimales se realizd a 24, 48 y 72 Hrs después de haber administrado

el hepatotdxico.
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C- Colchicina - CC14.

Este grupo de ratas recibi6 una dosis oral diaria (20 pg) de
colchicina ((s)-N-(5,6,7,9-tetrahidro-1,2,3,10-tetrametoxi-9-oxo-
benzo (a) heptlen-7-yl) acetamida), durante una semana previo a la
persusdn del higado y luego fué tratado con CCl4 como se describid
arriba. E1 andlisis del ntmero de células no parenquimales se lle-
v6é a cabo 24, 48 y 72 Hrs después de haber administrado el CC14.

D- Colchicina.

Este lote de ratas recibidé unicamente colchicina como se des-
cribi¢ dntes. Este grupo tenia por objeto descartar los efectos del
farmaco per se.

E- Aceite mineral.

Con el fin de descartar la posible influencia del aceite mine-
ral en la proliferacién y/o migracidén de células en el higado, un
grupo de ratas fué dosificado con 500 ul de aceite mineral 24, 48 o
72 Hrs previo a la perfusidn hepédtica.

4- Aislamiento de las células hepiticas no parenquimales.

Las células hepdticas no parenquimales fueron aisladas como
describe Roser (1965) con algunas modificaciones: las ratas fueron
inyectadas intraperitonealmente con 1000 U de heparina sdédica y
anestesiadas con eter. La cavidad peritoneal fué abierta ampliamen-
te sin lesionar el diafragma, el higado fué canulado con un cateter
de vinil y perfundido via vena porta con 100 ml de amortiguador Rin-
ger-Krebs bicarbonato libre de calcio a 37 °C y oxigenado con una
mezcla de CO2 95 % - 02
por min. La vena cava inferior se cort6é por debajo de la vena renal

5 % con un flujo de aproximadamente 10 ml

con el fin de que la solucibén amortiguadora fluyera libremente a
través de ella, Una vez que el higado estuvo libre de sangre, se
introdujo una cdnula de polietileno por la auricula derecha hacia

la vena cava superior, a continuacién se procedi6é a la perfusidén en-
zimdtica del 6rgano: 50 ml de amortiguador Ringer-Krebs que conte-
nia 5 mM de CaCl, y 0.05 % de Colagenasa bacteriana (Sigma tipo IV)
se hicieron circular seguidos de 50 ml del mismo amortiguador con-
teniendo 0.1 % de Pronasa (Sigma), ésta filtima solucidén se recogid
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en un recipiente de vinil estéril. Hecho ésto, el 6rgano se disecé,
se escurri6, se pesé y se transfirié al recipiente de vinil. E1 hi-
gado se corté en pedazos lo mis pequefios posible y se filtrd por
una malla de nylon, el filtrado se centrifugd a 40 X g por 2 min
para eliminar la poblacién de células parenquimales (hepatocitos).
Las células no parenquimales remanentes en el sobrenadante fueron
colectadas por centrifugacién a 150 X g por 5 min y la pastilla fué
lavada varias veces con amortiguédor Ringer-Krebs bicarbonato que
contenia 5 mM de CaCl, y 1 % de albtimina sérica bovina. Las células
fueron resuspendidas en medio minimo de Eagle (MEM) suplementado
con 10 % de suero fetal de ternera (SFT) previamente inactivado por
calentamiento durante 30 min a 56 °C. La viabilidad celular fué de-
terminada por exclusidén del colorante azul de tripdn (0.3 % en 0.86
% NaCl) y contadas con ayuda de un hematimetro. Las células se sem-
braron en cajas Petri de vidrio o en botellas Falcon; el medio de

cultivo fué cambiado diariamente.
5- Estimacién de la recuperacién celular.

Debido a que se emplearon diferentes condiciones experimenta-
les, se podia esperar cierta variacidén en la recuperacién de célu-
las no parenquimales, por lo tanto se realizaron experimentos con
Sul furo de 99m
células del sistema reticulo-endotelial, ésto es,.macr6fagos sési-

Tecnecio coloidal, que es captado exclusivamente por

les, que se encuentran principalmente en el higado (c€lulas de Kup-
ffer), en el bazo y en la médula 6sea (Stern y Col., 19066).
Se siguid el método descrito por Bissell y colaboradores (1972).

E1l sulfuro de 99m
99m

Tecnecio coloidal se prepard diariamente en un ge-

nerador de Pertecnetato (Cintichem Inc.). Aproximadamente 60 pCi

da 99m

fueron inyectados por la vena porta de la rata 15 min adntes de la

Tc-S suspendidos en 500 pul de amortiguador de fosfatos salino

perfusion del higado; se aislaron las células no parenquimales como
se describid dntes y se cont6é la radiactividad en ellas, asi como
en la fraccid parenquimal y en el resto del higado retenido por 1la
malla de nylon. La recuperacidén de células no parenquimales de cada
higado se calculd comparando la cantidad de emisiones del isGtopo
en la patilla de células no parenquimales con respecto a la radiac-

tividad del higado total.
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gngc fué realiza-

La cuantificacién de las emisiones gama del
da en un contador de centelleo Packard modelo 5230 en condiciones

previamente establecidas y con una eficiencia mayor al 90 %.
6- Técnicas fagociticas.
A- Fagocitosis de eritrocitos.

Se empled la técnica descrita por Bissell y Col. (1972) con
algunas modificaciones: aproximadamente 2 X 109 eritrocitos de hu-
mano normal fijados con glutaraldehido, suspendidos en amortigua-
dor de fosfatos salino isoténico y calentados 1 Hr a 49 °C fueron
inyectados por la vena de la cola de la rata 3 Hrs 4ntes de la per-
fusidén hepdtica. Las células aisladas como se describibé anterior-
mente que contenian eritrocitos en su interior se identificaron mi-
croscépicamente y el nGmero de esas células fué cuantificado y ex-
presado como porcentaje del total de células no parenquimales ais-
ladas.

B- Fagocitosis de carbdén coloidal.

Se siguié la técnica que describen Bissell y Col. (1972). Se
empled tinta India (Pelikan Co.), 2 mg/100 gr de peso corporal sus-
pendidos en 500 pl de soluci6n salina isot6nica fueron inyectados
en la vena porta 15 minutos dntes de la perfusidén hepdtica. Las cé-
lulas no parenquimales aisladas como se describid y que contenian
agregados citoplasmdticos de carbdn coloidal fueron identificadas
microscépicamente y cuantificadas como se indicd arriba.

C- Peroxidasa enddgena.

Con el fin de estimar la proporcién de células no parenquima-
les potencialmente fagociticas, se realizd una tincibén histoquimica
para la peroxidasa end6gena siguiendo el método descrito por Graham
y Karnovsky (1966). Las células no parenquimales del higado se sem-
braron en cajas de cultivo con MEM - 10 % SFT durante 1 Hr a 37 °C,
transcurrido ese tiempo se secaron y se fijaron durante 1 min con
5 % de glutaraldehido en amortiguador de fosfatos salino pH 7.6 a
4 °C. Las células se lavaron durante 1 a 3 min a 4 °C.con’la~misma
solucidén conteniendo sacarosa al 5 %. Se retiré esta solucién y se
incubaron 3 Hrs a 37 °C con 10 ml de amortiguador Tris-HC1l 50 mM,
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pH 7.6 conteniendo 0.05 % de 3,3'-Diaminobenzidina y 0.005 % de
HZOZ' Al cabo de este tiempo, las células se observaron al micros-
copio, las que presentaron precipitados citoplasmdticos de color
café se cuantificaron y su nlmero se expresd como porcentaje de la

poblacidén total.
7- Obtencién del medio condicionado.

E1 medio condicionado es el medio de cultivo de los macréfa-
gos (tanto células de Kupffer como otros monocitos circulantes) de
una rata contro o tratada con CC14; en ese medio se encuentra uno
o varios factores solubles liberados por las células que son capa-
ces de estimular o inhibir a los fibrobldstos a proliferar (Wahl y
Wahl, 1981).

Para la obtencién del medio condicionado, se aislaron las cé-
lulas hepdticas no parenquimales como ya se sefial6 y se sembraron
en cajas Petri de vidrio estériles de 60 mm de didmetro con 5 ml
de MEM - 10 % SFT durante 1 Hr a 37 °C. E1 nGmero de células por
caja fué de aproximadamente 2 X 106. Al cabo de este tiempo, se re-
tiré el sobrenadante con las células no adherentes (células endote-
liales, células de Ito, eritrocitgs, etc.) y la caja se lavd dos
veces con amortiguador de fosfatos salino que contenia glucosa 11 mM.
Alas células adhcrentes (células de Kupffer y ntros macr6fagos) se
les agregaron 5 ml de MEM - 1 % SFT y asi permanegieron 24 Hrs a
37 °C en una atmésfera de Co, 95 % - 0, 5 %. Transcurrido ese pe-
riodo, el medio de cultivo (medio condicionado) se retird, se este-
riliz6é por filtracidn y se almacené a -20 °C.

8- Cultivo de fibroblédstos.

Los fibrobldstos (o miofibrobl&dstos) empleados en el presente
trabajo se obtuvieron perfundiendo el higado y aislando las células
no parenquimales como ya se describid y poniendo la poblacién hete-
rogenea de células en cajas Petri de vidrio durante 1 Hr con MEM -
10 % SFT a2 37 °C. Posteriormente se retiravon las cé&lulas no adhe-
rentes y se colocaron en botellas de cultivo de pldstico con MEM -
10 ¢ SFT y asi permanecieron varios dias. Cada dia se reemplazd el
medio de cultivo por medio fresco y se eliminaron las células des-
pegadas. Aproximadamente una semana después Gnicamente quedaban cé-
lulas con aspecto de fibrobldsto, que proliferaron y pronto llega-

ron a confluencia. -~



Los ensayos de proliferaci6n de éstos fibroblastos se realiza-
ron con células que se encontraban entre el 52 y el 102 pasajes.

9- Ensayo de proliferacién de fibroblastos.

Se sembraron aproximadamente 1.5 X 10° fibroblastos de higado
de rata normal en cajas Petri de plistico de 35 mm de didmetro con
2 ml de MEM - 1 % SFT durante 48 Hrs a 37 °C, al cabo de este tiem-
po el medio de cultivo fué reemplazado por diferentes concentracio-
nes de medio condicionado (MC): 0, 5, 10 y 20 %; provenientes tanto
de ratas control, como de ratas que recibieron una dosis aguda de
CCl4 y 48 Hrs después fueron sacrificadas. Un grupo de cajas de fi-
broblidstos recibié el MC durante 6 Hrs, otro durante 12 Hrs y otro
mds durante 24 Hrs; transcurridos estos tiempos, las células fueron
tripsinizadas, lavadas, contadas con la ayuda de un hematimetro y
su viabilidad estimada por exclusidén del azul de tripén.
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IV- RESULTADOS.

1- Aislamiento de células no parenquimales de higados normales
y tratados con CCld.

La metodonlogfia descrita anteriormente y en la que se emplean
durante la perfusién del higado dos enzimas proteoliticas como la
colagenasa y la pronasa, rinde una poblacién de células esencial-
mente libre de eritrocitos y en todos los casos con una contamina-
cién por hepatocitos intactos menor al 1 % (Figura 2). Por el mé-
todo de exclusidn de tripdn, se establecid que en todos los casos
la viabilidad celular fué mayor al 90 %.

Las fotografias de la Figura 2 muestran una poblacidn celular
heterogénea en tamafio y forma. Las células mds grandes presentan
mayor contenido citoplasmdtico con respecto al nucleo que las cé-
lulas mds pequefias. Estas Giltimas fueron mucho mds abundantes en
la poblacién extraida de una rata tratada con CC14, por su tamafio,
forma y contenido citoplasmdtico hacen pensar que algunas de ellas
son células sanguineas (linfocitos, macréfagos, polimorfonucleares)
que permanecieron en el sinusoide aln después de lavar el higado
con soluciones fisiolbégicas y que s6lo se liberaron al ser digerido
el higado con soluciones enzimdticas.

Otra diferencia importante.entre las dos poblaciones celulares
es que algunas horas después de que las células ajsaldas de un hi-
gado intoxicado con CC14, que fueron sembradas en botellas de cul-
tivo con MEM - 10 % SFT, algunas de ellas se adhirieron a la caja y
adquirieron una forma estrellada. La presencia de éste tipo celular
fué mucho menos evidente en poblaciones celulares provenientes de
ratas control.

Se cuantificé el nfimero total de células hepdticas no parenqui-
males, tanto de ratas normales (n=10 animales), intoxicadas con una
dosis aguda de CCl4 y sacrificadas a diferentes tiempos (n=4 anima-
les para cada tiempo), asi como de animales que fueron tratados du-
rante una semana con 20 pg diarios de colchicina, intoxicados con
una dosis aguda de CCl, ¥ sacrificados a diferentes tiempos después
de haber recibido el agente hepatctéxico (n=4 ratas para cada tiempo).
Como control negativo, a un grupo de animales se les administrd una
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FIGURA 2- CELULAS HEPATICAS NO PARENQUIMALES AISLADAS DE

UNA RATA NORMAL (A) Y UNA RATA TRATADA CON
CCla (B), FOTOGRAFIADAS BAJO EL MICROSCOPIO DE

CONTRASTE DE FASE. 500 X.

31



dosis dnica del vehiculo (aceite mineral) (n=3 ratas para cada tiem-
po) . Los resultados se muestran en la Figura 3.

La Figura 3 muestra que la administracidén de CC1, produce un
incremento en el nGmero de células que es evidente inclusive a las
24 Hrs pues el nGmero de células cuantificadas fué del doble con
respecto al control (tiempo cero), éste incremento es mds notorio a
las 48 Hrs donde el nGmero de células fué seis veces mayor que el
control, mientras que a las 72 Hres fué del triple Ginicamente.

Asi mismo la Figura 3 muestra que el tratamiento previo con
20 ug diarios de colchicina previene en parte el efecto inflamato-
rio del CCl,, pues aunque en todos los casos el nlmero de células
fué siempre mayor que el control (1.8 a 2.6 veces), los valores fue-
ron menores que al administrar el CCl4 solo. Este efecto fué mas no-
torio a las 48 Hrs, cuando el nfimero de células no parenquimales fué
aproximadamente 3 veces menor que cuando no se administrdé la colchi-
cina. Ademds de la dosis de 20 ug diarios de colchicina se probaron
otras dosis mayores (30 y 40 pg), pero los resultados no fueron di-
ferentes a los obtenidos con la dosis de 20 pg (datos no mostrados).

Por otra parte, el aceite mineral por si solo no mostrd tener
algln efecto apreciable en ei contenido de células sinusoidales he-
paticas.

2- Efecto del CCl, v la colchicina sobre 1la a?tividad fagocitica

de las células hepidticas no parenquimales y de las células in-

flamatorias.

Las células hepdticas sinusoidales (tanto células no parenqui-
males como células inflamatorias) fueron teﬁidas'para hacer eviden-
te su actividad de peroxidasa endégena (los detalles de la tindidn
se describen en MATERIALES Y METODOS); lo anterior se hizo con el
fin de conocer la proporcién de células que son potencialmente fa-
gociticas bajo diferentes condiciones experimentales. Los resulta-
dos se muestran a centinuacién en la Tabla III.

l.a Tabla III muestra que cuando se administra una dosis aguda
de CCl, 48 Hrs previo a la perfusidn, aumenta el niimero de células
peroxidasa positivas con respecto al control, asi mismo se observa
que cuando las rtas reciben un tratamiento de una semana con col-
chicina previo al CC14, el porcentaje de células con actividad de-
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TasLA IO

PORCENTAJE DE CELULAS POTENCIALMENTE FAGOCITICAS (PEROXI-
DASA POSITIVAS) Y DE CELULAS FAGOCITANDO (ERITROCLTOS Y
CARBON COLOIDAL) EN HIGADOS DE RATAS NORMALES, INTOXICA
DAS CoN CCl4 Y TRATADAS CON COLCHICINA. MEDIA ¥ DEs-
VIACION ESTANDAR, nz 4.

PEROXIDASA ERITROCITOS
POSITIVAS Y CARBON COLOIDAL

No R M AL 35.3t13.8  24.4%4.3
CCla— 48 HRs. 50.3+ 4.4  43.2%45
oIR8 Has. 36.3+ 48  29.9%6.|
o= n5 BB 47.4t 62  42.1%67

COLCHICINA




peroxidasa no es diferente del control. Es interesante notuar que
cvando se administra la colchicina tnicamente después del tetraclo-
ruro de carbono no se previenen los efectos del hepatotéxico.

En la Figura 4 se muestra un ejemplo de las células tefiidas
con la técnica de peroxidasa endbgena.

En los animales control, las células peroxidasa positivas son
razonablemente uniformes en tamaﬁo.y'forma y correspondean a las
células de mayor tamafio que se encuentran en la pobaci6én de célu-
las sinusoidales, se puede pensér‘que ellas son las células de Kup-
ffer. Por el contrario, las c€lulas provenientes de una rata trata-
da con CCl, que dan tinci6 positiva son mucho mds heterogeneas en
su tamafio, pues aunque siguen presentandose las células grandes
(Kupffer posiblemente), ahora aparecen, y en gran nGmero, células
de mucho menor tamafio, que podrian corresponder a macréfagos cir-
culantes asi como diversos leucocitos que acuden al sitio de la le-
sidn.

3- Fagocitosis de eritrocitos y carbdén coloidal.

La Tabla III también muestra los porcentajes de células sinu-
soidales que se encuentran fagocitando activamente bajo diferentes
condi;iones experimentales. Se observa que en los animales control
el porcentaje de fagocitosis fluctubé entre 21 y 27 %, mientras que
en los animales intoxicados con CCl4 48 Hrs antes, los valores fue-
ron de entre 38 y 46 %. Al ser administrada la colchicina, los va-
lores disminuyen hasta 30 % aproximadamente. Cuando se inyectaban
los eritrocitos a tiempos menores a 2 Hrs, el porcentaje de células
rojas ingeridas era menor en todos los casos y cuando el tiempo
excedia de 4 Hrs, la degradacién intracelular tenia lugar y la iden-
tificacibén microsc6épica se hacia mds dificil. Sin embargo se esta-
blecié que independientemente del intervalo de tiempo empleado, el
porcentaje de células sinusoidales aisladas que contenian eritroci-
tos en su interidér era siempre mayor en el caso de que las células
provinieran de un animal intoxicado con CC14. Es decir, las células
no parenquimales parecen contener una subpohlacién de células que
es funcionalmente disginguible con respecto a la fagocitosis y que
€sta subpoblacidén incrementa su nlimero al ser estimulada por un

agente hepatotéxico.
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FIGURA 4— CELULAS SINUSOIDALES HEPATICAS AISLADAS POR
EL METODO DE COLAGENASA-PRONASA Y TENIDAS
PARA PEROXIDASA. LAS CELULAS GRANDES Y OBS

CURAS SON PEROXIDASA POSITIVAS Y SON FACIL-
MENTE DISTINGUIBLES DE LAS CELULAS PEQUENAS

NO TENIDAS. 600X.



En la Figura 5 se muestra una microfotografia de las cé&lulas
sinusoidales aisladas de una rata contro a la cual se le inyectaron
previamente eritrocitos opsonizados y particulas de carbén coloidal
como se describe en METODOS.

4- Cuantificacidén de la fraccidén celular involucrada en la fa-

gocitosis.

Las observaciones anteriores'pérmiten la estimacidén de la pro-
porcién relativa de células sinusoidales aisladas involucradas en
la fagocitosis de particulas y el c&lculo del nGmero absoluto de
esas células en el higado total. El1 uso del gngc-S es conveniente
para estimar el porciento de recuperacidén de células fagociticas
del higado completo (Bissell y Col., 1972).

El porceantaje de células fagociticas se estimd por medio de 1la
reaccién de la peroxidasa enddgena. La cantidad relativa de células
fagocitando se calculé a partir de la fagocitosis de particulas
(eritrocitos y carbén coloidal). En base a esos pardmetros, el n-
mero absoluto de cé€lulas fagociticas y de células fagocitando ac-

tivamente en el higado total se calculbd como sigue:

(1) Porcentaje de recuperacidén de células fagociticas

- _cpm 99MT._5 en las céluias aisladas X 100

Epm 9ngc—S en el higado total

(2) Total de células fagociticas en el higado total

Total de células % de células
sinusoidales aisladas X peroxidasa positivas

% de recuperacidén de células fagociticas
(3) Total de células fagocitando en el higado total

Total de células % de c€lulas fagocitando
sinusoidales aisladas eritrocitos y carbdén coloidal

% de recuperacidén de células fagociticas

Les resultados de una serie de experimentos individrvales se

37



FIGURA 5- CELULAS HEPATICAS SINUSOIDALES AISLADAS POR EL
METODO DE COLAGENASA-PRONASA DE UNA RATA CON
TROL TRATADA PREVIAMENTE CON PARTICULAS DE CAR
BON COLOIDAL Y ERITROCITOS OPSONIZADOS. LAS CELY
LAS MAS GRANDES SE DISTINGUEN POR LA PRESENCIA
DE ERITROCITOS Y CARBON COLOIDAL EN SU INTERIOR.
LAS CELULAS RESTANTES NO CONTIENEN NI ERITROCI-
TOS NI CARBON COLOIDAL. 500X.
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muestran en la Tabla IV. Debido a que el tamafio y peso del higado
no era proporcional al tamafio y peso corporal del animal, los valo-
res se expresan por gramo de higado.

5- Proliferacién de fibroblistos.

Con el fin de conocer la concentraci6én de suero en el medio
que un cultivo primario de fibrobldstos hepdticos normales requie-
re para presentar un crecimiento -estable o quiescente, se realiza-
ron experimentos en nuestro laboratorio con el fin de conocer las
diferentes cinéticas de crecimiento. Los resultados se muestran a
continuacidén en la Figura 6.

En la Figura 6 se observa que sembrando los fibrobladstos a ba-
ja densidad (aproximadamente 1 X 10° células/caja de 35 mm de dia-
metro) y con 1 % de SFT se logran las condiciones deseadas, es de-
cir las células se mantienen vivas pero sin aumentar ni disminuir
su nGmero apreciablemente y que 48 Hrs después de haber sembrado
las células es el momento adecuado para aplicar un estimulo.y ob-
servar ya sea aumento o disminucién en el nfimero de células.

Teniendo montadas estas condiciones se procedid a probar la
influencia de diferentes tiempos de exposicién y diferentes concen-
traciones de medio condicionado proveniente tanto de ratas control
como de ratas intoxicadas con CCl, sobre la proliferacidén de fibro-
bldstos hepdticos; los resultados de dos experimentos por triplica-
do se muestran en la Figura 7.

En la Figura 7 se observa que los fibrobldstos en presencia
de medio basal (MEM - 1 % SFT f{inicamente), presentan un crecimiento
que podria describirse como estacionario o quiescente, y que al
aplicar concentraciones crecientes de medio condicionado control,
el nGmero de células disminuye de una manera concentracidén y tiempo
dependiente. Un efecto opuesto se observa al aplicar concentraciones
crecientes de MC proveniente de ratas intoxicadas con CC14, el naG-
mero de fibrobldstos aumenta y que €ste aumento es proporcional al
tiempo de exposicién al agente mitégeno presente en el medio con-
dicionado.
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FIGURA 6—PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS MHEPATICOS A DIFERENTES
TIEMPOS Y DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SUERDO.
(—) 1%, (~=)3%,()5%,(---)10%
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V- DISCUSION.

El correcto funcionamiento de un 6rgano como el higado de-
pende de la integridad de los elementos que lo forman. Las espe-
cies celulares normalmente presentes en €1 deben guardar delica-
das proporciones entre si y también con respecto a la matriz ex-
tracelular en la que se hallan embebidas. Cuando ocurre un fend-
meno que rompe €ste delicado balahce, la armonia u homeostasis
del O0rgano se pierde y eventos que antes no tenian lugar, ahora
se llevan a cabo (Rojkind y Valadez, 1985). A ésta serie de even-
tos encaminados a restaurar la homeostasis del drgano se les co-
noce en conjunto como reacciones inflamatorias o inflamacidn y
aunque muchas de ellas tienen procesos en comlin, las vias por las
que evolucionan son muy variadas, dependiendo en primera instan-
cia del tipo de dafio que sufra el tejido, Jackson (1985) clasifi-
ca los dafios que causan inflamacidn de la siguiente manera:

- Agentes fisicos, tales como calor o frio en exceso, trauma me-

cdnico, radiaciones ultravioleta o ionizantes.

--Agentes quimicos, tanto orgidnicos como inorgidnicos incluyendo
toxinas de diferentes bacterias.

- La replicacidn intracelular de los virus.

- Reacciones de hipersensibilidad como la reaccidn de los anti-

cuerpos o linfocitos sensibilizados con material antigénico.

- Necrosis de los tejidos, que induce inflamacidn en los tejidos
que lo rodean.

La naturaleza del proceso inflamatorio depende como ya se ha
mencionado de otros factores como la o las especies celulares
blanco, la intensidad y frecuencia del estimulo patogénico, ade-
mas de factoes propios del individuo como son su composicidn ge-
ndémica, su capacidad de respuesta y su estado metabdlico actual
(Rojkind y Kershenobich, 1981).

A pesar de la complejidad del proceso inflamatorio, ha sido
posible la distincidn de dos grandes tipos de inflamacidn (Solom-
kin y Simmons, 1983):
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1- Cuando se aplica un dafio apropiado, capas de producir una ne-
crosis extensiva de un tejido vivo, se desarrolla una reaccidn
de inflamacidn aguda. Los vasos mids pequefios en la vecindad de
el tejido dafiado se ensanchan y el flujo de sangre que primero
es rdpido, gradualmente disminuye, un fluido rico en proteinas
y en células sanguineas, tanto eritrocitos como leucocitos es-
capa de los vasos dilatados a los espacios tisulares. La reac-
cién se debe a cambios en los vasos pequefios y debido a que in-
cluye la salida de constituyentes sanguineos hacia los tejidos,

es comunmente llamada exudativa.

2- Un segundo tipo de respuesta inflamatoria a veces llamada in-
flamacidn productiva o formativa (para distinguirla de la exu-
dativa), se caracteriza por la proliferacidn de fibrobldstos y
la produccidn de nuevo tejido fibroso. Este tipo de inflamacién
ocurre particularmente en casos de dafio tisular prolongado y
estd especialmente presente en inflamaciones crdnicas.

-

En algunas instancias, tanto las reacciones exudativas como
las formativas son evidentes, pero en lesiones pequeflas pero sos-
tenidas, la formacidon de tejido fibroso es méds prominente. En un
principio, el tejido conjuntivo recién formado estd altamente vas-
cularizado, es suave y gelatinoso y se le conoce como tejido gra-
nulomatoso. Con el tiempo se hace menos vascularizado, progresiva-
mente mds colagenoso y gradualmente se convierte en una cicatriz
densa y palida.

Aunque tradicionalmente se ha dividido el proceso inflamato--
rio en dos grandes grupos: la inflamacidn aguda o proceso exuda-
tivo e inflamacidn crdnica o proceso productivo o formativo, es
necesario enfatizar que los dos tipos de reaccidén a menudo ocurren
juntos y a veces simultaneamente.

A pesar de lo anteriormente mencionado, el conocimiento pre--
ciso de los eventos celulares y moleculares que caracterizan una
respuesta inflamatoria, dista mucho de ser completo. A continua-
cidn se esquematizan algunos eventos secuenciales de inflamacidn
y sus respuestas ante la lesidén. En ellos se puede observar el pa--
pel central que juegan los macréfagos tanto en procesos que tienen
que ver con la preservacidén de la integridad del tejido original
como en mecanismos asociados con reparacidn y restauracidn del te-

jido conectivo.
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Figura 8- EVENTOS SECUENCIALES MEDIADORES DE RESPUESTAS

INFLAMATORIAS Y ENFERMEDAD.
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Uno de los primeros eventos que ocurren después del contacto
con el estimulo patogénico, es la activacidn de precursores humo-
rales latentes con la subsecuente formacidn de kinasas, componen-
tes activados del complemento y productos de coagulacidn sanguinea
(Marceau y Col., 1983; Riches y Stanworth, 1981), que junto con
aminas vasoactivas como la serotonina y la histamina y productos
derivados de la oxigenacidén del dcido araquidénico (prostaglandi-
nas) sintetizados por células cebadas, endoteliales y fibroblastos
locales, median los sintomas de inflamacidén aguda: edema, eritema
y algesia (Moore y Weiss, 1985). Algunos mediadores, junto con sus-
tancias liberadas por algin estimulo (e.g. productos de la necro-
sis celular), son quimiotdcticos para polimorfonucleares y macrd-
fagos que fagocitan el estimulo (Hopper y Geczy, 1980).

Los procesos de dafio inflamatorio agudo ocurren cuando el es-
timulo patogénico libera mediadores en cantidad suficiente para
causar lesidon tisular local y destruccidén (Muir, 1981).

Cuando el estimulo es persistente e inmunogénico, se activa
el sistema inmune. Los macrdfagos y otras células presentan el an-
tigeno a los linfocitos T en asociacidn con productos del comple-
jo principal de histocompatibilidad (Muir, 1981). Las células T y
B activadas producen anticuerpos y linfocinas que facilitan la re-
mocidon del estimulo por medio de la formacidn de complejos inmunes,
incremento en la fagocitosis y citotoxicidad mediada por células
(Howie y McBride, 1982; Robb, 1984). Las linfocinas y productos
solubles de los macrdfagos también estimulan la reparacidn tisular
y la cicatrizacidn a través de la quimiotaxis a fibroblastos, esti-
mulacidén de su proliferacidn e induccidn de sintesis de componentes
de '1la matriz extracelular (Wahl y Wahl, 1985).

Si el estimulo es persistente y en grandes cantidades, los
sistemas de defensa del hospedero son ineficientes. Eventos sub-
secuentes conducen a respuestas de hipersensibilidad tardia y da-
flo inflamatorio crdnico.

La excesiva produccidn de complejos inmunes y linfocitos re-
sultan en una proliferacidon anormal de tejido conectivo y secresiodn
de enzimas que degradan los tejidos por parte de macrbfagos, poli-
morfonucleares y fibroblastos, todo ello conduce a una enfermedad

inflamatoria crdnica y cicatrizacion del tejido.
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Dentro de éste contexto se enmarcan los resultados obtenidos
en el presente trabajo. El incremento en el niimero en la poblacidn
de células hepaticas no parenquimales que acompafia al dafo celular
masivo como el producido por la administracidn de una dosis aguda
de tetracloruro de carbono, es caracteristico de una respuesta in-
flamatoria aguda, que presenta como principal evento primario la
infiltracidn de células sanguineas. Por las propiedades fagociti-
cas de la poblacidn celular observada, podemos pensar que se tra-
ta de neutr6filos poliformonucleares (PMN) y monocitos macrdfagos,
que arriban al sitio de la lesion y fagocitan fragmentos celulares
necroticos.

E1l hecho que la colchicina administrada a dosis farmacoldgi-
cas (20 a 40 ug diarios durante una semana), previniera la llegada
de células inflamatorias al sitio de la lesidén nos habla del posi-
ble modo de accidn de éste farmaco.

Hasta ahora se ha pensado que el mecanismo de accidn de la
cochicina es antifibrogénico y que estd dado por su capacidad de
unirse a la tubulina, el principal constituyente de los microt-
bulos, despolimerizandola y determinando asi una disrupcidn del
sistema microtubular (Le Marchand y Col., 1974; Snyder y Mc In-
tosh, 1976), de &sta manera se evitaria la exportacidn de protei-
nas como la coldgena en células que la producen como los fibro-
blastos. Sin embargo, los microt@ibulos cumplen con otras funciones
dentro de la célula: son parte del citoesqucleto y son indispensa-
bles en la motilidad celular de leucocitos (Caner, 1965; Malawis-
ta, 1965; Penny y Col., 1966; Malawista y Bensh, 1967; Popper y
Underfiel, 1970; Wallace, 1975; Rinehart y Boulware, 1977), en €s-
tas células se ha observado mediante el uso de colchicina, inhibi-
cidon de la quimiotdxis (Caner, 1965; Penny y Col., 1966; Rinehart
y Boulware, 1977), adherencia (Caner, 1965; Malawista y Bensh,
1967; Rinehart y Boulware, 1977) y degranulacidn lisosomal (Rine-
hart y Boulware, 1977). Todo ello determina una resuccidn de la
respuesta inflamatoria.

Ademas de lo antes mencionado, la colchicina ha mostrado te-
ner influencia en muchso otros eventos celulares: liberacidn de

pirdgeno enddgeno por células polimorfonucleares (Bodel, 1970;
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evita la secrecidén de elastasa por macréfagos alveolares (White y
Col., 1981); incremento en la produccidén de prostaglandina FZ en
macréfagos peritoneales (Bray y Gordon, 1978); acumulacidn de cAMP
en macrdfagos pretratados con PGE1 (Grunspan-Swiesky y Pick, 1978);
produccidén de colagenasa y activador de plamindgeno por macrdfagos
peritoneales (Gordon y Werb, 1976); inhibicidén de las siguientes
actividades celulares: quimiotaxis de PMN (Caner, 1965; Phelps y
McCarty, 1969); adherencia de PMN (Penny y Col., 1966); locomocidn
de PMN (Ramsey y Harris, 1973); degranulacidén de PMN (Bodel y Mala-
wista, 1967; Zurier y Col., 1973)} fagocitosis de macrofagos (Le-
her, 1973); respuesta metabdlica de macrdfagos a ingestidon de par-
ticulas (Bodel y Malawista, 1967; Leher, 1973); pinocitosis e in-
duccidén de enzimas lisosomales por macrdfagos (Pesanti y Axline,
1975); liberacidn de histamina 'por cé&lulas cebadas (Gillespie y
Col., 1968); citotoxicidad a células tumorales mediada por macrd-
fagos (Martin y Cdl., 1981); asi como la activacidn de macrofagos
inducida por linfocitos (Sharma y Piessens, 1978).

Otras cuatro importantes actividades de la colchicina son: in-
duccidn de la produccidon de colagenasa por el fluido sinovial de
enfermos con artritis reumatoidea (Harris y Krane, 1971); incremen-
to en la produccidn de prostaglandinas (Robinson y Col., 1975); in-
hibicidon del movimiento transcelular de colagena en fibrobléastos
(Diegelman y Peterkovsky, 1972; Ehrlich y Bornstein, 1972) y final-
mente, disminucidén de la actividad basal del sistema adenilato ci-
clasa en ratas tratadas con CCl4 (Mourelle y Col., 1981).

De lo anterior podemos deducir que el espectro de accidn de
la colchicina es muy amplio y que su actividad va a depender de la
etapa del proceso en que se use, la concentracidn efectiva que se
emplee y el tipo celular al que se dirija. Debido a que algunos pa-
sos del proceso de inflamacidn y reparacidn tisular no se ven afec-
tados por la colchicina, es necesario contar con otro tipo de far-
macos antiinflamatorios con diferente espectro de accidn y ello sd--
lo es posible en la medida que se conozca con detalle el proceso de
respuesta inflamatoria, sus causas, los elementos celulares y mole-
culares que particupan en &él, las vias alternas de accidn, etc.

Desde hace algunos afios se reconoce la importancia que juegan
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mediadores del tipo de las prostaglandinas en los eventos de dafio
tisular (Zeitlin, 1981), por ello se ha encontrado que modulando
su sintesis por medio de esteroides como la dexametasona y de dro-
gas no esteroidales como la indometacina, es posible controlar la
sobreproduccidén de mediadores proinflamatorios y asi detener el
proceso de destruccidn celular y fibrosis (Wahl y Wahl, 1985).

En el presente trabajo también 'se evalud el papel de una nue-
va droga llamada Silimarina en la prevencidn de dafio hepatico cau-

sado por el CC1 Los resultados aunque preliminares, indican que

su modo de accign es similar al de la colchicina, pues administra-
da durantc una semana previo a la intoxicacidn con CCl,, y en do-
sis farmacoldgicas, previno la llegada de células inflamatorias

al sitio de la lesidn de una manera similar a la colchicina. En
nuestro laboratorio se Continualtrabajando con ésta droga para
conocer mas a fondo su blanco de accidn y saber si posee efectos
colaterales indeseables. .

La influencia de factores solubles secretados por células in-
flamatorias sobre la proliferacidn de fibroblastos en cultivo ha
sido estudiada por diferentes autores en sistemas no hepaticos
(Clark y Col., 1980, 1982 y 1983; Renard y Col., 1981; Wahl y Wahl,
1981; Wahl y Gately, 1983; Wahl y Wahl, 1985), sin embargo, ésta
es la primera vez que se estudia en un sistema hepatico y a la vez
se comparan condiciones normales con aquellas que.se presentan des-
pués de un dafio celular hepatico masivo. La diferencia observada
entre el efecto producido por las dos distintas poblaciones celula-
res se puede interpretar en el sentido de que la poblacidén adheren-
te normalmente presente en el higado (células de Kupffer), libera
al medio uno o mids factores que limitan e incluso inhiben la pro-
liferacion de fibroblastos hepaticos y los mantienen en un estado
latente, mientras que la poblacidn de cé&lulas adherentes que se
halla presente en el higado en respuesta al dafio causado por el
CCl, o a algln evento que se desprende de €l, no s6lo no inhibe 1la
proliferacidon de los fibroblastos, sino que la estimula en una for-
ma tiempo y concentracidn dependiente, llegando a valores miximos
de estimulacidn de 46 % con respecto al medio basal (MEM - 1% SFT).

Lo anterior sugiere que el estimulo patogénico o algln pro-
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ducto derivado de la necrosis celular promueve la liberacidn de

uno o mds factores por parte de la poblacidn de células inflama-
torias que es diferente en su accidn sobre el ciclo celular del

fibrobldsto hepidtico que aquel o aquellos que se liberan normal-
mente por las células de Kupffer.

Clark y Col., (1983) reportan la presencia de un factor so-
luble liberado por macrd6fagos alveolares y células inflamatorias
presentes en el pulmén después de aplicar una dosis aguda de Bleo-
micina. Dicho factor inhibe la proliferacidn y sintesis de coléage-
na de fibrobldstos pulmonares en cultivo, dicho factor es depen-
diente de la sintesis de prostaglandinas. La aparente discrepan-
cia de los datos reportados por el grupo de Clark con los presen-
tados aqui puede ser debida al tiempo que transcurre desde la
aplicacidén del agente tdxico (Eleomicina 0 CC14) a la extraccidn
de las cé&lulas productoras del agente mitdgeno, pues mientras los
resultados aqui presentados dan evidencia de las primeras etapas
del proceso inflamatorio (48 Hrs), los presentados por Clark y su
grupo dan prueba de la actividad del macrdfago en las etapas fi-
nales del proceso de inflamacidon aguda (2 semanas).
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