A 4D

ro2 UNNERSIDAD NAGIONAL AUTONOMA DE MEXIGO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
“"ZARAGOZA"

EFECTO CITOPROTECTOR DE UN ANALOGO
SINTETICO DE LA PROSTAGLANDINA E2 EN
CIRROSIS HEPATICA ALCOHOLICA.

T E S i S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S € N T A :

PABLO MUNOZ PIEDRAS

MEXICO, D. F., 1987



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

1 INTRODUCCION

l.-Generalidades sobre prostaglandinas

1
1

2.~-Definicién y mecanismo de accién de las prostaglandinas—4

3.-V{as de formacidn de las prostaglendinas

6
4.-Metabolismo de las prostaglandinas T
5.-Prostaglandinas en procesos {isiopeloldgicos ¥ cito-
proteceién - 10
6.-Consideraciones sobre el alcohol como hepatotédéxico-—-—--19
7.-Enzimas hepdticas en la rate 24
IX FUNDAMENTACION DEL TEMA- 27
1XI PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 29
1V HIPOTESIS DE TRABAJO- - 30
V OBJETIVOS 31
VI MATERIAL Y METODCS 32

1.-Materisl biologico, equipo, materiales y reactivog-——-—- 32

2.-Métodos 34
VII DESARROLLO- S 48
Vi1l RESULTADOS 50
1IX DISCUSICN DE RESULTADOS- 59
X CONCLUSIONES 63
XI PROPUESTAS Y/0O RECOMENDACIONES 64

¥II BIBLIOGRAFIA

65



INTRODUCCION

l.-Generalidades pobre las prostaglandinas

Las prostaglendinasa son sustancias cuyo conociﬁiento es
relativamente reciente en los sistemar biclégicos, ¥ eavn -
éin llegar a una descripcién totai, hay evidencias sufi-
clentes pera congiderarlas como moléculas con participacién
directn en 1la homeostasis corporal, encontréndose en casi

todos loa fluidos y tejidos del organismo. (20)

Kurzrok y Lieb (16), estudiando los efectos del -
semen humano sobre misculo lisoc del endometrio (para fines-
de inseminacién artificial) obaservaron que en algunos casos
el misculo ae contrafs mientras que en otros la contracciédn
va iniciada cesaba ( a pesar de tratarse de semen de la -
milsma especie y la misma fibra muscular), concluyendo gue la
sustisncia responsable se encontraba en el plasma seminal aun

sin la presencia de espermstozoides.

Goldblatt y Von Euler (citado en 20), comunicaron gque un
compuesto aislado del 1lfquido seminal y de las gléndulas -
accesorias de la reproduccién , posefa la propiedad de -
contraer el misculo liso, junto con una accidén vasodepresora
e antihipertensiva. Al estudiar su composicidén, se descubrfo
que se trataba de un Acido graso 14bil a temperaturas elevadas

dializable y soluble en alcohol.



Por el sitio en que se aislé se le di§ el nombre de -
“"prostaglandina”™, aunque este término es desafortunado, ya que
el origen de estas sustancias no estd en le prostata sino en

las vesiculas seminales.

Fue poco lo que pudo descubrirse acerca de las prople ——--
dades bioqufmicas de las prostaglandinas, principalmente por
ser sustancias que se producen en muy poca cantidad (debido &
su gran potencia biologica (20). Ademéds son rapidamente de -
gradadas por enzimas catabolicas, no pudiendo obtenerse en

cantidades suficientes para su estudio.

Bergstrdn y Sjoval (citado en 20), aislaron vor primera -
vez las formaes cristalinas de las prostaglandinas E; y Fyalfa
Bergatrém, caracterizé la estructura de estos dos compuestos
determinando que estaban formados por Acidos grasos insa- --

turados de 20 carbonos con un enillo ds ciclopentano entre los

carbonos 8 y 12 (fig. 1)

Bergastrdm y Van Dorp (citado en 20), sintetizaron la
prostaglandina Es a partir de dcido araquidénico, denostrando
una eatrecha relacién entre las funciones de las prosta -

glandiras y los nucledtidos cfclicos, principalmente el AMPc.

André y Nezames (3), reportan que en el perro las prosta-
glandinas E1 ¥ E, 1nhiben la secrecién géstrica de 4cido
durante la estimulacién con histemina, alimentos o arbos. -

Ademds en la rate se evita el desarrollc de ulceras por"stress"
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Estas observaciones condujeron a la sintesis de compuestos
de administracién oral mucho més potentes, demostirando 8u -~
eficacia para disminuir la secrecién Acida en el estémago en

condiciones normales, de estimulacién o ambas.

Més tarde se demostro la participacién de las prostaglon-
dinas en la produccién de moco por las células de la mucose -
géstricn, disminuyendo el dafio csusado por agentes como el
écido ¥ la pepsina; a esta propiedad se 1le denowino

"mucoprotecciédn, siendo independiente de las propiedades

antisecretoras (2, 20).

Karim (15), logro inducir el trabajo de parto con una
prostaglandina, y reporta la induccidn del aborto por medio

de la prostaglanding erlfa.'

Hamberg (11), descubre dos precursores endoperoxidcs de
las prosteglandinas (G, y Hp), describiendo la poaible -

trensformacién de estas sustancias en tromboxanos.

Moncada y col. (22) descubrieron una sustancia de accién

contraria a los tromboxanos a la que se llamo prostaciclina.

" Del conocimiento asi acumulado se establecié que 1los
precurgores endoperdxidos de las prostaglandinas pueden = -~
originar(ademés de las prostaglendinas) tanto los tromboxanos
como la prostaciclina por vias enzimaticas diferentes. Ctros
compuestos de importancia bi~lérica son el dcido hidro-
eicosatetranoico (HETEj ¥y los leucotrienos, sintetizados -

a partir de dcido araguidénico.




2.~Befinicidén vy Hecanismo de accién de las Prostaglandinas.

Las prostaglandinas son un grupo complejo de Acidos grasos

insaturados de 20 carbonos, con un anillo ciclopentano incluido
entre los carbonos 8 y 12, gque se sintetizan en casi todos los
tejidos y ejercen en ellos efactos biolééicos multiples.

Laa prostagalndinas se consideran derivados de loa #Acidos
grasos y se cree eatan relacionados estrechamente con el HETE
¥y loe leucotrienos. Por fines diddcticos se consideran deri--
vados de una estructura hipotética: al &cido "prostancico” -

cuya configuracién se esquematiza a continuacidén. (fig. 1 )

COCH

10

13 12 15 17 19 0

Fig. 1.-Formuls estructural del dcido prostanoico. ( 21 )
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Las prostaglendinas se consideren autacoides u hormonas de -

accién local ya que generalmente actuan en el mismo tejido que
las origina. Su vida media es muy corta y pasan én cantidades
minimas a la circulacién general, 8e sintetizen localmente -
debldo 2 multiples estimulos como: el traumm mecdnioco, los -
cambios en la osmolalidad, cambios de pE ¥ 1la presemcia de

sustancias extrafias. ( 20 )

Cada tejido en particular formaréd las p;ostaglandinasbque
sirven e sus funciones. (20 ) Las modificaciones simples en -
la eatructura de una prostaglandina pueden conducir a un. -
cambio radical en su sccién , azi por ejemplo la prostaglandina
E1 inhibe la agregacién plaquetaria, mientras que la prosta=-
glandina E2 la promueve a pesar de que'ambas prostaglandinas

difieren B0lo en la presencia de un doble enlace. ( 6 )

Se considera que los efectos de 1s8 proateglendinas eantsriorx
mente menclionados, puede explicarse por cambios en la concentra-
cién de los.nuclebStidos cfclicos, por medio de la regulacién de

la adenil ciclasa,donde al parecer participa el calcio. (1 )



3.-V{as_de formacién de las Prostaglandinasg.

a)Vfa de la cicloxigenasa o prostaglandins sintetasa.

Conduce a la formacién de prostaglandinas, prostaciclina y
tronmboxanca. Una vé% que Be pone er. contacto el dAcido araquidﬁ
nico con la enzima se forman los endoperoxides ciclicos E2 b4 Hz
los cuales pueden euirTar a alguna 22 las trea vias que llevan
a la sintesis de prostaglandinas, prostaciclina y trom ——
boxanos. (fig. 2) (20 )

b)vie de la 1i§oxigenasa.

Conduce a la sintesis del HETE ¥ los leucotrienos, las‘ -
enzimas de esta via actian como competidoras para la oxigenacién
del &cido armguiddnico libre. (fig. 3)

Muchas células poseen arbos sistemas {cicloxigenasa y lipo
xigenasa) asin emﬁargo independientemente de los requerimientos
} por'nn mismo. sustrato, la vis de la lipoxigenasa no se inhibe

por la aécién de lo8 antiinflamatorios no easteroides.
Entre las cflulas en las que se han encontrado la vfa de 1;
lipoxigenasa eatén les plaquetas y los leucotriencs. ( 10 ) La
 v£a de la lipoxigenasa de varioa leucocitos gemera una surie de

écidos hidrcperoxieicosatetrendicos (HPTEs), imeluyendo el

5-1PETE que sirve como precursor de los leucotrienos. ( 9 )



4.-Metgbolismo.

En el hombre, la sIntesis de prostaglandinas se inicia a partir
de dcidos grasos{ hemolinolefco, araquiddnico, eicosapentanoico )
que derivan del &dcido linoléico (de 18 carbonos), este écido se -
elonga para formar tres 4cidos de 20 carbonos éue difiersn en su

grado de insaturacién. .

Devido a que las prostaglandinas més importantes son la E2 y -
la ¥, alfa, al 4cido araquidénico (AA) se considera el precursor
graso més importente. El AA es enviado por la sangre ligado a -
albimina a todo el organismo y se incorpora a los componentes —-

fosfolipidos de membrane celular en donde puede liberarse por ~

accién enzimtica especifica. (24, 25 )

Las prosteglandinas no se almacenanlﬁor lo que deben sinte-
tizarse en el momento que se les regquiera., Una vez liberado el
dcido grasoc de la meﬁbrana célular, la sintesis de prostaglandi-
nas enpieza en forma automética, el sitio de regulacién se loca-
lize en le fosfalipasa especifica que se activa en respuesta a -
una gran variedad de estimulos fi{sicos, gufmicos u hormonales .
(20 )

En los ultimos afios se ha encontrado que el compuesto cono-
cido como sustancia de accién lenta de la anafilaxia (SRS-A)
puede ser un producto del metabolismo del AA y de hecho parece

corresponder al leucotriero C. ( 20 )



g\
Ehdoperéxidr%_c{clicos

“FGG,, FGH3
11(:12/ ' \&*rmg—nxsz
6~0ox0 PGFlalfa PG oalfa
6-ceto PGFlalfa PG&
PGE, ———————#PG&2 » PGB,, PGCa
PG: prostaglandina 1.-Cicloxigenasa
AA: dcido araguidénico 2.-Tromboxano sintetasa
TX: tromboxano 3.~Prostaciclina sintetasa

Fig. 2 Metabolismo del &cido araquidénico (20)

Fosfolipidos de membrana

Fosf?lipaaa
Cicloxigenasa AA -— Lipoxigenasa
PGE PGH 5-N~PETE
Prostaciclina Tromboxano Dehidrasa
sintetgsa sintetasa l
f/9 : J/ Leucotrieno——qLTB4
PG 2 TXA, 1
- LTC
' 4
ETD4
TE
4

Fig. 3 Metabolismo del dcido aracuidéniceo y su conexién

con
las dos vias enzimatices més.importantes (20)




Las prostaglandinas no sufren cambios en su estructura en —

la sangre, se degradan en un sélo paso en oi higado.y los -
pulmones (80-90%). La depuracién el el higado de la prostaglan-
dina A eg de) 50% y casl nula en los pulmones. ( 6,8 ) Asi mismo
la prostaciclina solo se degrada en un S0 % en el pulmén .

(fig. 4) (20 )

La prostacioline se degrada espontansamente s 6-ceto-prosta-
glandina Fl alfa que es un compuesto tnaetivo. (24 ) El trou-
boxanoc es un compuesto inestable que se hidroliza rapidamente
para formar tromboxano Bz fisiologicamente inerte. (6,2%5)

Ia inactivacién de las prostaghandinas se inicia en el -
carbono 15 por oxidacién ocatalizada de la enzima ls—hidroxi -
prostaglandina-deshidrosenasa, en este paso se forma una  ceig

prostaglandina que no tiene actividad biolégica. ( 20 )

HIGADO ULMON
T t  80-90 % __-—_-__———§

BE% PGA: —~>
PCI o4

Fig. 4 Catabolismo de las prostaglandinas. (disgrama
del autor)
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5.~-Brostaglandinas en procesog fisiopsatSlogicos ¥y citoproteccidn

Las propiedades citoprbtectivas de las prostaglandinas han

sido bien estudiadas en relacibn a la mucoHsa gdstrica y yeyunal,

cuando éstas se exponen a varios agentes nocives (17, 21)

Reportes recientes sugieren que eata propiedad no se limita

ai tracto gestrointestinel sino gue puede ser demostrada

an
rifion, pancreas, e higado {5,13,2%,27,28,29,30,31,36).

" La investigacidén sobre los efectos prostsglandinicos en el
tubo digestivo ha 8idc muy intensa: Coceani y Ascisk {7), comu-—

nicaron 1a presencie de prosteglandins E; en 6l sstémego de
rata. En 1968 se reporta el hallasgo de esta sustancia en el
esﬁémaso humane, en eme mismo affo se descubre gque le aplicacién

parenteral de prostaglandinas de le gerie E inhiven el voldmen

¥ le concentracién Acida de la secrecidn gastrica en animales{20).

Estudios poateriores demostraron la eficacla de las prostg
£landinas en le inhibicldén de ls secresidn géstrica dbesal

o
estimulada con mlimentos o histamina {33).

s tarde so sintetizaron édnalogos metilados més potentes
que las prostaglandinss natureles,

cuando estos se adminiatraban
por via oral.
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Anteriormente se sugeries que lam accién antisecretora ejercida

por las prostaglandinas ere debida de la disminucién de la can- .
tidad del AMPc en las célules oxinticas, sin embargo es ahors
conocido que las prostaglandinas también incrementan (al igual

que la histamina) el A™Pc intracelular (20).

Dousa (citado en 20), propuso el esquema del mecanismo re-
gulador que se conoce como: sistema hiegtamina-prostaglandina
¥ que se considera visble hasta le actualidad (fig. 5). El es——
t{mulo secretor y el inhibidor no actdan en la misma regién
celular, sino que existen diferentes receptores deuntro de la

misma célula.(12)

Medina S. (20), describe er perros un efecto inhibidor de
la secresién gdstrica por la hormona hipotaldmica liberadora
de tirotropina, la cual ha sido identificada en muccsa géstrica

donde podria jugar un papel regulador,

Adeﬁéa del efecto inhibidor de la secrecién 4cida, las -
prostaglandinaé tienen la propiedad de estimular la produccién
de moco tanto en el estémago como en el intestino delgado(4,10)
Lasg prostaglandinas éxégenas de la serie E tienen mayor po—;
tencia entisecretora que las prostaglandinas endégenas,

Los efectos de mucoproteccién e inhibhiciénicida son in--
dependientes, lo cual ha sido comprotado por el hecho de que -
la prostaglandina Tpmlfa no posee efecto inhibiior de la  se-

crecién géstrica pero si efecto mucoprotector (20).
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Histidina ’ »
ATP Anhidrasa &;uz
. carbonica Géstrica
Pigtamina .
Est{malo_ | - .AC AMPc-2Becreciép Y
secretor . ] de H* K
Depositos 3 l
Histamina , !ﬂ ) S AMP I
(—]
S'IAMP I
I
AMPc I
PGEP ___4ypGE—»RPGE | —AC ‘ l
Egtimulo I R : x i
. | MP,G?P
antisecretor dcido ) ATP L K At
l araquidénico AoRse MP,CP
| Precursores | 1 1
memnbranas GP, MP
fosfolipides
_AC: Adenilciclasa AMPc: Adenosin momofoafato ciclico
PG: Prostaglandinas PGEP: Endoperoxidos PG.
GP: Glucoprotefnas RPGE: Receptor de PG.
MP: Mucopolisécaridos
Fig. 5 Esquema del sistema Histamina-Prostaglandina

propuesto por Dousa (20)



13

Para explicear los mecanismos de mucoproteccién se han em -

rleado agentes como el Acido acetil salicflico, indometacina ,

sales biliares , otanol y galactosemina teanto en la rata como en

el perro; las hipotesis al.respecto incluyen:

1.-E1l refuerzo de la integridad de la barrera mucosa de acuerdo
" & 1a cantided de moco secretsda. (1,3 )
2.~Vasodilatacién de la mucosa géstrica. ( 2 )

3.-Eptimulacién slcalina. (2,20)

4.~-Mucoproteccién por células profunmdas. (20 )

S.~Empleando prostaglandina E,; activacifn del sistema de adenil-
ciclesa a travéz del AMPc en células no parietales cuyo origen
es el epitelio superficial. (1,6,21 )

6.-Sintesia de novo de RNA y DNA de mucosa gastroduodenal k'
pancreatica por prostaglandinas Ey F . ( 20 )

T.-Activacién de la bomba de sodio y potasio por la prostaglandina
Eg (2 -

8.-Activacién de la circulacién sanguinea de la mucosa géstrica. (2 )
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El efecto citoprotector de las prostaslandinas es importante
en los epitelios que estdn expuestos s agresiones constantes -

como: la mucosa gastrointestinal, el aparato respiratorio y

genitourinario, e inclusive piel e hfgado.

Recientemente Stachura y Tarnawski (29), indujeron dafio -
agudo el higado de rates administrando D-galactosamina con la

finalidad de estudiar si la 16,16 dimetil prostaglendina Ea

¥y los productos comerciales Hepatofalk (HF) y Orotofalk (OF)

pueden prevenir el dafio agudc al higado(fig 6).

Como se muestra en la figura 6 el dafio inducido por -
D-galactosamina fus laprosionantemente reducido debido al
pre-tratamiento con dimetil prostaglandina Ep y los fdrmacos

HF y OF.

Otros estudios muestran que las prostaglandinas son ca-

paces de proteger al higado contra hépatotoxicos como CCly

este compuesto aumenta significativamente los niveles en -
suero de transaminasa glutémico pirdvica y fosfatasa alca~
lina a las 24,48 y 96 horas después de su administraciénm,

mientras que a les 36 y 120 ho:as los valores se normalizan

en animales pre-tratados con dimetil prostaglandina Ex(27,30).
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CELULAS _ INFILTRACION
HEPATCCITO SINUSCIDALES CELULAR
NECROSIS| CAMBICS| HIPERT. | HIPERPLL LIN. { PMN. #OS.
AC.TGRAS
CONTROL — — — — — — _—
Do a 3 . +++
CALACTOSAMINA 4 4 + “ .+ N
4 4
DMPGE + +
Yy 2 - - “+ — -1 - -
D/GAL.
HE
+ +
Y - 2 R R B
D-GAL.
OF _ +
Y - - ~+ é ++ | - /-
D-GAL.

Fig. 6 Resultados de Stachura. (29)

DMPGE,:dimetil prostaglandina E,

D-GAL?:D-galactosamina
‘HE:Fepatofalk {medicamento)
OF:Crotofalk (medicamento)
AC. GRAS.: 4cidos grasos

HIPERT,: hipertrofia
HIPERPL.:hiperplasia
LIN.:linfocitos

PKN. :polimorfonucleares
ECS.:eosinéfilos



Estudios histolégicos en hfgados de ratas tratadss com CC1

4
(oral o subcubtdneo) muestran severs necrosis centrolobular,

fcidos grasos anormales e infiltracién celuler. Otros cambios

- importantes son : dilatmcidén del reticulc endoplasmico, hiper—

trofia de los cuerpos de Golgi, mitocondrias dilatadas y acumu-

1acién de lipidos, mientras que las ratas pre~tratadas con

diwetil prostaglandina E, {10-300Ug/kg) 24 horam, 6 horas y
30 minutos sntes de le aplicacién del hepatotbxioco (CClA)
neestran camblos histolégicos marcadamente reducidos (minima -

necrosis celular y 4cidos grasos amormales). ( 29 )

La dimetil proetarlandina Ez puede proteger al higado de la
rata contra la necrosis inducide por CCl4 , cuands se administra

2 y 8 horas despues que el hepatotéxico. { 21 )

El mecanismo por el cual el CClé induce necrosis es la actiw

vaci’n enzimdtica del CCl al radical libre CCly dentro de

la membraha del retfculo endoplésmico, el proceso continua en
clorometilrcibn,

saturacién, peroxidacidén y destruccién progre -
slve de dcidos grasos insaturados. Por 16 anterior descrito el
reticulo endoplésmico se considera el blanco de accién del

tetraeclorurc de carbono. { 30 )

16
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En otros estudios ge reporta el efecto protector de la dimetil-
prostaglandina‘Ez' sobre D-gelactosamine, un hepatotoxico diferente
que posee un mecanismo de accién nocivo diferente, este toma como
blanco la membrana ;lasmética. De ahi la idea gue la accién protec—
tora de la dimetil prostaglandina t; se deba a la estabilizacién

o fcrtalecimiento de las citomembranas. (29,31 )

El tipo de accién anterior ha sidc demosirade en membranas -
lisosomales de hfgados de gato, tal efeoto protector de la pros -
taciclina sobre el dafio producido a1 hfgado por medio de hipoxia

se atribuye a la estabilizacién de las membrances liscsomales. (30 )

En otros eatudios se ha observado el efecto estabilizante
que proporciona la dimetil prostaglandina E2 a membranas de eri-
trocitos con lo cuzl se previene su destruccidén por efeoto -

salino o etanol. {resultados obtenidos por Stachura no publicadoa)

Se ha postulado que la ac.mulacién de triglicéridos, después
de la administracién de CCl4 es consecuencia de la disminucidén en
la produccién de prostaglandinéa. La intoxicacidén con CCl4 pro -
duce un aumento'del 34% de trigliceridos totmles en el hfgado en

un tiempo estimado de una hora (30 )
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Se ha postulado que alrededor de las 4 primeras horas después

‘'de la intoxicacién con CCl4, la cantidrd de Acido arsguidénico
(sustrato para generar prostaglandinaes er1égenas. for otra parte
la administracién de prostaglandinas ex6genes puede invértir los
cambios biogquimicos relacionados con le disminucién de proste-
glandinaes endbégenas (30).

Miyazakl y Makowka (21), evaluaron las propiedades repato-

citoprotectivas de 1a 16,16 dimetil prostaglandina Ep, sobre las
funciones del hisado y la regeneracidn Zel mismo en

in

nodelos

vivo de perfusidn en ratas tratadas con altas concentraciones

de fArmacos citotéxicos (5-fluoruracilo) e hipertermia regioneal.

la perfusién hipertermoquimoterapéutica manifesto nna pran

mortalidad de 90-~100% en ratas control. El estudio histolégico
revelo manchas necréticas y niveles elevados de transaminasss

{GOT y GTP). El pre-tratemiento con dimetil prostaglandine E,

(10Ug/Kg) 30 min. antes 6§ 6 § 24 horas despuds de la psrfusién

hepdtica mejoro’ 1la supervivencia hests en un 80%, 1los -

enimales mostraron hepatocitos normales y bsjos niveles de

transaminasas.
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6.-Consideraciones sobre_el_saslcohol como hepatotdxico

El higado es uno de los drganos més importantés del organismo
¥y frecuentemente este expuesto a unas gran variedad de enfermedades
tales como la hepatitis viral, la ictericia odlestética y las -
enfermedades hepdticas del alcohbd§lico y las enfermedades hepéticas

causadas por medicamentos y droges entre otras.

El alcohol es uno de los hepatotdbxicos més comunes, por lo -
cual es impcrtante tener presentes algunas conslideracicnes gobre

el mismo., El etanol es facilmente 2bgorbWide en el tracto gastro-
intestinal, afecta & casi todos los aparatos y sBistemas del orge -
nismo -y s8i se consume en exceso puede amenazar la economfe cor-

poral easpecialmente a diversos tejidos como el hepético. narviosol
adiposo ¥ gestrcointestinal.

El etanol puede absorberse por difusién simple & travéds de

el aire

todo el trecto gestrointestinal, su excrecidén renal 7 e

expirado es minima, de manera que el organismo sclo puede desha -
cerse de é1 oxidandolo. E1 etanol se absorve en el estéﬁago, en o
el intestino delgado y el colon, muchos factcres modifican sm
absorcidn en el estémago. Al ﬁrincipio 1la sbsorcién es répids
pero luego - decrece de manera importante, a pesar de que la —
concentracidn gastrica permanezeca elevada,
Si el vaciamiento géstric§ se retarde debido al volumen ,

caracter y 4ifusién de 1ls bedbida, presencia de comida, periocdo de

tiempo durante el que se bebid y peculiaridades individuales, 1la

absorcién subsecuente ern. el intestino también se retardara. ( 2%)
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Dependiendo de estos factores la absorcién complete puede
requerir de 2 a 6 horas o més. A meyor concentracién de etahol
ingerido la absorcién se fTacilitz hasta alcanzar coécentraciones
que impiden su absorcién por saturacién. L=z mayorfa de los ali-
mentos en el estémage tienden a2 retardar la absorcién, sin embar
g0 la absorcién en el intestino 3lelgado es répida, completa e
independiente de la concentracién de etenol.

£l alcohol absorbido es dietributdc wmds o menos uniformemente
‘en el cuerpo. En el plasma ¥y en el sistema nerviosc central 1a
concentracién es mayor gue en los eritrocitos,por ellc debido a
la gran irrigecidn esredral, las concentraciones alcanzaran -
répidamente los nfveles sanguineos. Se ha observado que la con-
centracién de etsnol en cerebre de personas jue mueren por inﬁ-
toxicacién alcohbé§lica varfa de 270 a 510 mg/dl. ( 23 )

‘Debido & que la excresidn renal y pulmonar es solo 2-10%
la mayor parte del elcohol necesita ser metabolizado en el orga -
nismo pera que sus productes puedan ser excrqtados o metaboli- -
zados; 90-98% del alcohol que entra ;1 organismo es oxidado
completamente. E1l metabolismo del etanol difiere del de otras
sustancias en que el indice de oxidacidén es una funcién lineal
del tiempo.

La cantidad de etanol oxidado por unidad de tiempo es més o
menos proporoional al peso corporzl y probablemente al peso del

hfgado, en el adulto este {ndice es aproximadamente 10ml/hr (23 )
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El etanol es metabolizado unicamente en el hfgado ya que sélo
éate 6rgano posee el equipo enzimftico necesario pera su oridacibn.

El primer peso para oxider el stanol lo lleva a cabo la -
enzima deshidrogenasa alcohflica que ¢atamaliza la transferencia de
dos dtomos de hidrégeno del etanol al NAD (niacina adenina dinu-
cleotido), asi{ el etanol se convierte en acetaldehfdo y el HNAD

se reduce a NAD—HZ . El acetalderfdo es oxidado en acetato en las

mitocondrias de la célule hepitica, la reaccidn es catalizada por
la enzima aldehfdo-deshidrogenasa gue transfiere dos étomos de
hidrégeno al NAD reduciendolo a HADH2 « E1 acetato formado se
convierte en acetil coenzima A mediante la enzimm acetato CoA 1li-
gaBa ¥ en la reaccién se utiliza un ATP (adenosin trifcsfate),

que se convierte en ADP (adenosin difosfato) mas fosfato inorgsa--—

nico. {(fig T)

CHyg~CHp— O === g #CH3~CHO e me »CH5-COOH
Etanol’ /\A Acetaldehido Acetato
NAD 4 Dﬁz AD N DHZ
TP
CoA-SH————» 3 3
1.~-Alcohol deshidrogenasa bP, ¥
2.-Aldehfdo deghidrogenasa C“s-CO_S—COA
til CoA
3.~Acetato CoA ligasa . hee °

Fig 7 Metabolismo del etanol (23 )
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Le scetil CoA puede seguir varias vies retabdlicas coxo:

ciclo de Krebs (generacidén de energis agua ¥y oxigeno), la sin-

tesis de 4cidos grasos y la formacidn de nerpos cetonicos entre

otras. El aumento en el iIndice de ﬂADHz/NAD favoreca la conver.
g8ién de piruvato a lactato cuya concentracidn sansufnea aumenta
{lactoacidemia), 1o que resulta en la alteracién de lea excrecidn
del Acido Wrico en el riidn y favorece la aparicién de gota. (2735)
ElL etanol favorece la produceidn de porfibilindgenc y puede

tener un efecto inhibitorio sobre el ciclo de Krebs, (23 ) La in-

gestién crénica de alcohol puede producir alteraciones en los

orgenelcs de le célula hepética como son ; la proliferacién del

retfculo endoplfsmico, donde se metabolizan diferentez drogas
¥ hormonas, ddnde lugar a un catabolismo acelerado de &stas.

El aumento de los niveles séricos d4e acetaldehf{do secundario

a la ingestidn crénica de etanol, produce edema midvocondrial

inpidiendo las funciones de este orgarele. Los alcoholicos a

menudo presentan bajas concentraciones de magnesio y foefato en

gangre probeblemente debido a un sumento en su perdida a mnivel
renal. {23 )

En el alcohblico crénico hay un agumento en el catabolismo de -
la norepinsfrina, lo que tiende a disgminuir la sensibilidad de los
recaptores B-adrenergicos en el sistema nervioso centrel y en el

hfgado, también ss asocia A un estado hip.rmetabélico y a um

aumento en el consumo de oxf{geno. (23 )
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La cetomcitosis alcohflice es mds frecuente de lo gue se -
piensa, junto ccr hipoglucemia y sumento de la concentracién de
cuerpos ceténicos en sangre. El alcohol afecta la estructura y
el metabolismo de las células intestinales, disminuye la -
absorcidén de azucares, amiﬁoacidos, calcic, dcido félico ,
vitgmina B12 y favore:e la absorcién de dciders grasos y la -

formacién de trigliceridos. (18,23)

Muchas de estas secuelas r alteraciones importantes en el
consumo crénico de etanol se atribuyen a un aumento en la pPro~-
duccién de NADE, que no se reoxidas a NAD impidiendo asi el fun -
cionamiento adecuado de las enzimas hepdticas, las cuales pasan
a circulacién sangufnea, dénde pueden ser evaluadas con la tec -
nolosfa adecuada y disponible. Ctros metsbolitos que aumentan
en la circulacién sanguinea, contribuyendio al establecimiento
de un diagnéstico tempranc de esta patolcgfa, son la bilirrubina
indireéta ya que el higado pierde la capacidad de conjugfarlas =~
con el 4cido glucorénico. (10, 23)

Concomitante a esta disminucién en la funcién hepitica es
la utilizacién de la vitamina K que conduce a la deficiencia de
factores de coagulacién dependie:ntes de ella (11 Protrombina,
Y11l Proconvertina, 1Y Christmas y X Power Stuart) reflejandose

¢n un alarcamierto 4el tiempo de protrombina (23).
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T.-Enzimas hepdtices _en la rata.

La actividad de diferentes enzimas puede ser afeciada en
algunos estados patolégicos dependiendo del grado y de la loca-
lizacién dentro de la célula. Por ejemplo, observaciones emp{ -
ricas establecen que las células parenquimales son responsables
del aumento en suero de la actividad de aminotransferasas en la
hepatitis téxica infecciosa; por otra parte la alta actividad en
suero de foefatase alcaline, S'nucleotidasa y gama glutamil -
transpeptidasa se asocian particularmente a coleatasis. (34 )

En el higado de la rata estas enzimes se encuentran unidas
a la membrana y se pueden encontrar principalmente en células

parenquimaies, de Kuyffer y células del tracto biliar. (%4)

Estudios histoquimicos han demostrado que la fosfatasa al-
calina y la gama glutamil traspeptidasa no estan uniformemente
distribuildas entre los diferentes tipos celulares del higado de
rata. (14,%)

En rates normales se ha demcstrado que la fosfatasa alcalinsa
puede ser localizada en las paredes sinusoidales y el tejido
conectivo que rodea a les arterims y a los conductos bil‘ares;
algunos autores reportan una activided de 2 a 5 veces mayor en
los canalfculos biliares que en los sinusoides de las membranas
hepdticas. ( % )

La fosfatasa alcalina es una enzima ligade a membrana celulaer

cuya funcidén biocldgice se desconoce, pero se ha detectado en el

» . . . .
ndcleo, mitocondriae, microséomas y 1as fracciones citosbliceas. (35 )
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Egtos autores sugieren que el aumento de fosfatasa alcalina
en el suero, resultedo del consumo crénico de etanol, se puede
explicar (en mfinime parte) a la alta labilidad gue presenta 1la

enzima en las membranas plasmiticas.

El mecarismo per el cual la fosfatasa alcelina sumenta en

respueste al consumo crdnico de etanol no ha sido aclarado. Aunque

se ha demestrado gue los niveles de fosfatasa alcalina en suero

aumentan en respuesta a2 una obstruccién biliar, no todos los -

pacientes alcoh6lices con altos niveles de fosfatasa alcalina

tienen evidencia de colestasis (18, 35).

Se ke revortado que pacientes con higado graso alco!:élico

preserten altas concentraciones de fosfatasa alcalina pero no

se
obgerve un aumento similzr en los higadoe de ratas hembras -
tratadas con alcohol (35).
Lo anterior vontresta con los estudios realizados por -
Yamada y col (35) y Robinson y Morris (26) quienes mostraron
que la administracién de =nlcohol a2 ratas machos durante un pe -

riodo de 4 2 5 semanas provoca aumento de los niveles de fosfatasa
alcalina, lo qué resulte en un hfgado graso sin evidencia morfo-
logica de cclestzzis,

I'inalmente cabe mencionar que Lieber (18), establece gque no

se modific: la concentraciofi de 1la bilirrubin conjuyads en el -

suero de la rats después del consumo crénico de etanol.
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La ectividad de la gama glutaril tracspeptidasa es baja en -
el hfgedo de ratas normales, y seg\n reportes ¢l sumento brusco
de dicha enzime en el suero, después de la oclusién del ducto
biliar, puele ser debido a la liberaciién de la enzima desde las
membranas celulares, especialmente de las célualas no raren -
quimales (34, 35).
Se ha repcrtado que la actividad de les diferentes enzimas
fosfatasa alcalina, gama glutamil transpeptidasa y S'nucleoti -
dasa) es mayor-en células de Kupffer y del trecto bilier con -

respecto a otras células corscrales (34).

Wooton y col. (34), reportan la activided enzimdtica que
presentan la fosfa-ase alkalina, la gema glutamil trenspeptidasa
¥ la 5'nucleotidasa en las diferentes fracciones celulares dsl
hfgado de reta:
a)Bn células de Kupffer, observaron alta concentracién de en -

zimas_y actividad enzimatica elevada. -
b)En células del tracto biliar, una actividad enzim&tice regular
c)En células parenquimales, una baja actividad enzimética

Las mctividades de las enzimas en suero pueden modificarse
debido a diferentes causas, una de éstas es el consumo crénico
de etanol yue altera las membranas plasmiAticas del higedo ¥y
por lo tanto produce sumentos en la concentracién de la fos —-

fatasa alcelina y la gema glutamil transpeptidasa (34).
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FUNDAMENTACION DEL TEMA

Las propiedadés citoprotectivas de las prostaglandinas han
sido bien estudiadas en mucosa géstrica Yy yeyunal . Sin embargo
aun no es claro si las prostaglandinas ofrecen proteccidn al
higado. La citoproteccién hepAtica es un concep:o que ha sido
reportado por varios autores siendo reproducidble y eficdz en -
una gran variedad de modelos con diferentes mecanismos de -
accién.

Recientemente ge reporto yue en la rata la inhibicién de
la regeneracién hep&tica inducida por la intoxicacién aguda
con etanol puede revertirse Aasta en un 25% cuando se administra
dimetil prostagiandina E2 después de la intoxicecién. Sin embargo
la regemeracidén hepdtica aumenta {50-60%) cuendo los animalesg

son pretratados con una sola dosis de dimet)]l nrostaglandina E2

(21, 30,32 )

Diferentes resultados indican que la dimetil prostaglandina E2
puede proteger al Ifgado de la rata contrs una eran var.edad de
anormalidades como son la esteanosis, la necrosis y el aumento de
los niveles enzimaticos provocados por la administracién oral y
subcutanea de 0014 ¥ alfa raftil isctiocianeste. (20,7 , °3,%6), ne-
crosis,dafio agudo al hfigado y altersciones enziwmftieas inducidas
por U~galactosamina, acetaminofen y aflotoxina. (28,723,.30,, anor-

malidades en la concentrzcién de 4cidos «rrsos hepdticos, dismi -

nucién de glucdgeno y severo dafio mitocondrial como resultado de

la edministracién oral de etsnol. (8,1%.73,30 )
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Es%os descubrimientos han tenido importancis en estudios -
recientea , en los cuales se ha demostrado qgue pac:i:entes con -
dafio hepédtico e¢rdénico, tienen niveles bajos de prostaglandinas
en suero,pcr 1c¢ que se piensa que podr:fa existir correlacién
entre el nivel de prostaglandinas en suero y la severidad del

dafio hephAtico .



PLANTEAMIENTO DEL PRCBLEMA

Las enfermedades hepdticas causadas per el alechol, tienen
una gran incidencia a nivel mundial, por lo que se decidio esg-~
tudier si la prostaglandina sintética E2 posee efecto protector
de las células hepdticas en el estado alcohdlico, ya gue s8e -~

han observado multiples efectos de las prostaglandinas,entre -
ellos el de proteccién a otras células como las de muccsa gés -
trica, 91 este efecto protector en hepatocito exis:e apoyaria
el uso clfnico de la prostaglandina E, como agente -

hepatocitoprotector.

29
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HIPOIESIS DE TRABAJO

Si el andlogo sintético de la dimetil prostaglandina E2
induce proteccién a los hepatocitos contra el conzumo crb
nico de etanol, entonces las ratas que ingieren alcohol més
prostaglandina E2 sintetica presentardn pruebas de funcio -

namiénto hepdtico e histologf{a dentro de los valores de -

referencia.
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OBJETIVOS.

1.-Determinar los vabores de referencia para un perfi{l hepdtico

de ratass sanas.

2.-Determinar el efecto que produce ¢l alcohol sobre las pruebas

de funcionamiento hepdtico en los difere:tes grupos de ratas

3.-Determinar los cambios histologicos yue produce el alcohol en

los diferentes grupos de ratas.

4,~Determinar el efectc protector 4 la dimetil prostaglandina E,
(andlogo aintético) sobre el da®o hepdtico inducido con alcohol

en Ya rata.



MATERIAL Y METCOCS

l.-Material Biolégico:

Se utilizaron 45 rates adultas de la cepa CIlIZ-V, de

sexos cuyo peso promedic fué de 400g.

2.-Equipo:
Eapectrofotémetro Colleman Junior 11 Mod. 6/20
Centrifuga Solbat Mod. J-12 500-5000rpm.
Bafio de agua 2 temperatura constante 37'C

Equipo de diseccién

3.-Materiales:
Tubos de ensaye de 13 por 75 cm.
>>C91das para espectrofotdémetro de 1 cm.
Gradillas
Pipetas: lmwl, 2ml, 5-1 etc.
Jeringas desechables de 5 ml.
¥rascos de wvidrio

Tela adhesive

4.-Reactivos:
Formol al 10%
Citrato de sodio al 5%

Metanol absoluto

32

ambos




viazo blanco reactivo

Diazo reactivo de khrlinch

neactivo A de Ehrlinch

Reactivo B de Ehrlinch

Sustrato amortigusdor alclino

Hidréxido de sodio O0.02N

Acido Clorhidrico concentrado

Feactivos MERCK para la determinacién de transaminasa glutdm co
pirdvica

Heactivos Bioxon para determinar tiempo de protrombina

Heactivos MERCK para la determinacién de gama glutamil transpep-—

tidasa.



34
MET OD0S

1.-Bilirrubinas (método colorimétrico de Malloy-Evelin)

Fundamento: ‘

La bilirrubina ge conjuga con el sulfonato dg p-benceno -
diazonio para formar azobilirrudbina, se determina directamen-
te mediante medida fotométrica de color pirpura desarrollado
a los 5 nmin. después de la diszotizacién con el dcido sulfa -
nilico ‘en solucién acuosa, se agrega metanol para no precipi -
tar protefnas pero si liberar la bilirrubina indirecta -
permitiendo que sufra diazotizacién, el color as{ desarrollado

representa la bilirrubina total.

Reactivos:
Alcohol metilico absoluto
Agua destilada
Diazo blanco
Diazo reactivo A

Diazo reactivo B

Procedimiento:

1l.-Numerar 4 tubos de ensayo con los nimeros 1,2,3,4

2.~A los tubos 1 y 2 adicionar 1ml de agua y a los tubos 3 y 4
1 ml de metancl

3.-Adiconar 0.2ml de diazo blanco a los tubos 1 y 3 y 0.2ml de

reactivo de Ehrlinch & los tubos 2 y 4.



35

4.~-Adicionar 0.8ml del suero problema diluido 1:10 a todos -
los tubos. o
S.-Dejar reposar 20min. a temperatura ambiente y después -
leer en el espectrofotémetro a 550nm. usando los tubos -~

1 ¥y 3 como blancos para leer 2 y 4.

Cédlculos:

Concentracién del suerc anormal {control)
Factor: -

Absorcién del suerc anormal

Bilirrubina dirscta: ebsorcidén del tubo 2 X factor
Bilirrubina total : absorcibdn del tubo 4 X factor

Bilirrubina indirecta: bilirrubina totel- bilirrubina directa

Valores de referencias
Directsa : O mg. %
Total 3 O — 0.8 mg %
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2.-Fosfatasa Alcalina. (método de Bessey-Brock)

Fundamento:

La fosfatasa libera el grupo fosfato del p-nitrofenilfosfato
con formacién de p-nitrofenil, gque un medio alcelino se transforme

en ion nitrofenolato con coloracién eamarillo intenss, proporcional

a la cantidad de enzima presente, ls reaccibén Bse efectua durante

20min. y se detiene por la adicién de hidrébéxido de sodio que

inactiva la enzima.

o .
NO, P—OH R - S0 TN o OH 0
: o 2 + HO-P-OH

v______;___.
£(H 0) CH
2

La unidad enzimatica de Besmgey-Brock se define como el
ndmerc de milimoles de p-nitrofencl formado en (Omin, por litro
kde suero.

Reactivos:
Hidré6xido de sodio 0.2H
Hidréxido de sodio 0.02X
Amortiguador alcalino
Stock sustrato en tabletas (p-nitrofenol fosfato disodico)

Solucién estandar concentradsa 1Omj/litro de p-nitrofenol
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Procedimieénto:

l.~Marcar un tubo de ensayc como blanco y otro como problema

2.-Adicionar a 1los tubos 1 ml de sustrato amortiguedor alcalino

3.-Adicionar 0.1ml de agua destilada el tudbo marcado como blanco
Y 0.1ml de suero al tubo marcado como problemd.

4.-Incubar los tubos a 37'C por 30 min.

S5.-Adicionar a los tubos 10 ml ée hidréxido de sodio 0.02N y
agitarlos.

6.-Leer en el espectrofotémetro el tubo problema frente al blanco

e una longitud de 415nm.
7.-Adicionar 2 gotas de 4cido clorhfdrico concentrado y mezclar,
8.-Leer otra vez el tubo problema frente al blanco usando la -

misma lengitud de onda.

C&lculos:
Unidades de fosfatasa _ Unidades de la la. Unidades de 1l1a
Alcealina - lectura . 2a lectura

Valores de referencia:

Adultos: 0.8-2.3 U/L
Nifios : 2.8-6.7 U/L
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3.~Trangaminasa Glutd&mico Pirdvice (métdodo 1. V. HMerck).

Fundamento:

La glutamato piruveto transaminass GTP, cataliza la -

transferencia del grupo amino desde el glutamato al

piruvato
seg¥n 1la siguiente reaccién.
CFB COOH COOH ?HB
G=0 ECNE _
HCNH - et e et e e v D 2 “+ c=0
. ie GTP G2 c':oop
coon CH, B C'H2 :
cocH
COCH
L~alanina Ac. alfa cto- Ac. L-glutémico Ac. pirdvico

glutémico

Para la determinacidén cuantitativa de CGTP se deja actuar

el suero problema en soluciédn amortiguazdora sobre cetoglutarato -

y L-alanina. El piruvato producido se trensforma enzimaticamente

en lacteto deshidrogenasa (LDH) en presencia de NADE,,.

CATND] 0000 e e emaw o [ESE. §
Piruvato + KADH, LDE Lectato + NAD

La velocidad de utilizacidén del NADEZ puede medirse fotome-

tricamente por la disxzinucién de la extincién en la regibén U.V.

cercans, susg valceres son directamente proporcionales a la acti-

vidad de GTP,



tes Liveas
Solueidn de sustrnto (1)

Feeele de enziwa y amortiguador:(2) - §

Procedimiento:

1.-Adicionar a un frasco conteniendo enzima-amortiguador(2), 2ml

de solucidn de sustrato(l)

2.-Esperar unos dos minutos hasta que este completamente disuelto.

3,~Adicionar 0.5ml de suero o plesma.

4.~-Mezclar y pasarlo inmediatamente a la cubeta. Después de un

minuto medir la extincién a tempetatura ambiente y simulta -

neamente poner en marcha el croncmetro, repetir la medicién -

erdr minnte dur~nte 4 min. Longitud de onda 365nm U.V.

[

Medierfn Lo bends A 365nm: AE/min, X 1471 U/L
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4.-Cama Glutamil Transpeptidasa (método Persijn).
Fundamento:

La actividad de 1la enzima se mide siguiendo la reaccién:

L-gama-glutamil-3.carboxi-4-nitranilida + glicilglicina 3&92_-_

L-gama-glutamilglicilglicina + S-amino~2-nitrobenzoato

El aumento del S-amino-2-nitrobenzoato es determinado foto-
métricamente y es directamente proporcional a la actividad de

la gama glutamil transpeptidasa.

Reactivos:
Solucién amortiguador(l)

Sustrato/glicilslicina(2)

Procedimiento:

1.-Adfcicnar a 2ml de la solucién amortiguadcer{l)} el contenido
de un frasco de sustrato(2).

2.~Esperar unos minutos hasta que este completesmente disuelto

3.-Adiciconar 0.2nml del suero o plasma al frasco yue contiene-
la mezcla 2.

4.-Mezclar y pasarlo inmediatamente 2 la cubeta. Medir el -
sumento en la extincidn por lo menos durante imin. tomando

lecturas cada minuto.
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Cdlculos:

Actividad de la enzima a 405nm,: AE/min, X1158 U/L

Valores de referencia:

Mujeres: 4-18 U/L

Fombres: 6-28 U/L




5.-Tiempo de Protrombina.

Fundamento:

El plasma obtenido de sansre a la que se le ha azregado
enticoegulante que fija el calcio, se coagulard en pocos -
gsegundos en cuanto se recalcificgue en presencia de trombo -
plastina kistica. E1 tiempo transcurrido entre la adicién
de calcio y la presencia de un coagulo es el tiempo de -

protrombina.

Reactivos:
Suspencién de trozboplastina, adicicnads con cloruro de -

calcio 0.2N.

Procedimiento:

l.-Incubar a 37'C el volimen necesario de la suspencién de
tromboplastina (0.2 ml para cada determinacién)

2.-Adicionar O.1lml de plasma en estudig, y al momento poner

en marcta el crondmet:o.

42

3.-Correr al mismo tiempo que los problemas, plasmas controles

normal y anormal.
4.-Cuando aparece el codgulo se detiene el cronémetro,y este

es el tiempo de protrombina.

Valores de referencia:

10-17 eegundos.




43
6.-Técnica Histoldbgica.

La técnica histolégica comprende la preparacifn de los tejidos

para su estudio microscédpico, 1o cusl se logre sometiendo 2 la to-
talidad o = una par‘e seleccionade del tej}ido por examinar a una

serie de procesos: fijacién, deshidratacién, aclarasmiento, inelu -

s8ién y tincién.

En cuanto se extrae el tejido del organismo o se priva de su

irrigacién empieza a descomponerse lo cual es une consecuencia
de la falta de ox{geno y metabolitos esenciales, de acumulacién
de bidxido de carbono ¥y otros productos del metabolismo celular
"y de 1le accién de diverses enzimas (autolisis). Asi pués, para
preservar el estado natural de las células de los tejidos es -
indispensable detener cuanto antes estos procesos de descomposi
cién , pare este propbsito debe colocarse el tejido en un -

volimen adecuado de una solucién fijadora lo més pronto posible

despues de su extirpacién

a)Fijacibn:

Es el proceso.mediante el cual 1oé elementos conatitutivos
de las células y pcr tanto de los tejidos, son fijedos en cuanto
a su_eatado fisico y parcialmente también en su estado guimico
de manera que puedsn resistir el tratamiento sucesivo con varios
reactivos sin pérdida distorsién importante o descomposicién .
La mayorias de los fijsdores sctdian desnaturalizando o preci-

pitando las protefinas que forman entonces una e8piNja ——em—-
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o malle que tiende a englobar los otros componentes de la célula.

En este experimento se utilizo formol al 10¥% como soluciédn
fijedora, los hfados extraidos se colocaron inmediatamente en

150m1 de formol al 10%,

.b)Deshidratacién:

Los tejidos contienen grandes cantidades de agua tanto intra -
como extracelular, que debe ser eliminada por un proceso que 'BE
denomina deshidratacién , naturalmente debe ser reaslizado mediante
el uso de alguna shatancié Jque s« mezcle ~con el agua y tenga -
cierta afinidad con ellas de manera que pueda penetrar facilmente
entre las células de los tejidos.

. La deshidratacién se realizé utilizando slcoioles {etflico)
de difer?nte concentracién empezando por alcohol del 70%, los -
tedidés”fijados en formol se pasan & recipientes que cohtienen

Slcohol»de diferente concentracién empezando por el de TOF.

c)Aqlaramienfo:

Este proceso permite gue el alcohol de los tejidos sea reem ~
plazado por'un lfquido gue disuelva la parafina con le cual va -
a ser impregnado. Los buenos agentes aclarantes deben eliminar

pronto el alcohol y aclarar rédpidamente sin endurecer ——-——=
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el tejido. Los tejidos una vez deshidratados se pesan inmediata-

mente a los recipientes yue contienen solventes (xilol) con -

un volimen 10 veces mayor al -“el tejido.

d)Inclusidn:

Este proceso comprende la impregnecién de los tejidos con un
svedio que llene todas las cavidades natursles, especiocs o -
intersticies tisulares y adn los espacios intracelulares y que

propcrcione le consistencia firme necesaries vpara hacer cortes

bastante delgados sin provoctar distorsidén y sin alterar las

relaciones espaciales del tejido y los elementos celulares.

Para e€ésioc proceso se utiliza parafina que se conserva en

estado 1fquido en una pegue®a Vvasija cuyas temperatura se manti-
ene a 2'C por encima del punto de fusién de la parafina. Se es-
coje un molde adecuado ¢ue se rotula debidamente, este molde se
llena de parafina hastae aléunos milfmetros de su parte susverior

se ssca el tejido por medio de unas pinzas romas ligeramente

celentadas en un mechero Bunsen y se pasa al molde de parafina

derretida.

La cars del tejido de donde se quiere hacer cortes se porne
hacia abajo ¥y en reneral todcs los tejidos deben orientarse -

cuidadosamante para cue el plenc del corte sea el deseedo,

a vecces es necesario elercer presidn sobre 12 muestra del

tejido durante algunos sezundos hesta gue el tejido quede

adterido a la parefina yue se esta enfriando.
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Cuando la parafina se ha solidificado en parte, los moldes

se ponen en un recipiente de agua frir- en posicién tal que no

se rompa le¢ superficie de 1: parafina, este método de enfria -

miento reduce la tendencia de la parafinm a cristalizarse

¥y
permite obterer bloques de consistencia firme y uniforme.

Una vez que los blogues end.recen se retiran del molde y =

se rotulan adecuadamente, el exceso de parafina se elimina -

rediante una espatula caliente.

e) Corte de tejidos:

Este proceso se lleva a cabo por medio de microtomos que son

m&gulinae o instrumentos construfdos para obteter ldm nas wmuy

delgadss (cortes) de teiidos, segin el tip> de trabajo, 1la forma

en yue s€ hizo la preparacién y la inclusién del tejido etc.

Se verifice yue €l microtomo este ajustadr para el grosor del

corte (4—6‘ﬁ) el bloyue se seca y se ajusts firmermente en el su-

jetador del microtomo, con la orientacibdn correcta el sujetador

se mueve a meno hasta que la superficie de la parefine llegue a
tocar el filo de la cuchilla, y se comienza entonces el corte

‘"econ inpulsos regulares.
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Se utiliza una se:ie de portacbjetos yue se limpian cor. un
pafio suave y la superficie de ceds uno d: ellos se cubre con -
una del?ada capa de mezcla adhe}ente que ge extiende con la -
yema de los dedos, estos portaobjetos se rotulan segin la

clave del blogue y los cortes se disponen sobre los mismcs.

f) Tincién (Hemetoxiline-Eosina)

l.~4uitar la parafina en exceso y deshidratar con alcohol al 95%
durante 1 « 2 min.

2.~Lavar los portacbjetos con agua de la llave durante 1 min.
y luegorbrevemente con agua desatilacda.

3.-Teﬁir duraﬁte 4 a 8 min. con Hematoxilina.

4.-Sumergir 3 a 4 veces la prenaracidén con alcohol-dcide al 1%

5.-Enjuagar con agua de la llave.

6.-Tefiir con eosina acuosa durante 15 seg.

7.~-Decolorar con alcohol absoluto por 15 seg.

8.-Lavar con agua de la llzve y dejar secar los portaobjetos.
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DESARRCLLO

‘Grupos experimentales de ratas:
I.~-TESTIGC ABSCITO.

Animales gin tratamiento.
1I.~CONTROL.

Animales sometidos a una dietg baja en protefnas a 1lcs que -
se les proporciono en lu;ar de agua una solucién al 20% de
etenol ad libitum .

III.-FROBLEMA.
Animales con dieta hipoprotéica, y solucién de etanol al. 20%

ad libitum a los que se les administrd por via oral 8.75 Ug /Kg

de peso de prostaglandiena E2 sintética (disuelta en carbonato
de propilenc) cada 12 horas.

Los animales del grupo II y III fuercn tratados diariamente
durante 5 meses. La dosis promedio de etancl que consumié cada

aniral fué de 5Sml/Kg/dfa.

El tipo de puncidr. paracticado para la obtencién de la -
muestra sangufnea fue int acardiaca, en estars ruestras se -
determino el tiemwo de protrombina, y la concentracién en suero
de bilirrudbinas, fosfatasa al-alina, gama glutaril) transpeptidesa
¥y transaninese glutémico pirdvica . Posterior s la obtencién de
la muestra sanzufnea se diseco el rLfgado para su estudio -

histoldgico.
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La determinaci®n del tiempo de protromhina, los metabolitos
en suero, asi como el estudio histolbgico de los hfgsdés fué
realizado -a los 20, 40, 70 y 120 diess de tratamiento.

Para algunas muestras no se tederminaron lcs parametros -
anteriores debido a alguna de las siguie: tes causas: muestré -
inguficiente, muestra coagulada o muestra con elevada hemolisis.

El anflisis de los resultados se realizé con el parémetro
estedistico "t " de student, con un intervealo de confianza -

* del 95%.
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RESULTADCS
. 3 oo S . 5 y
o pmE e e e b
CICNN 7 Gl 5w 8 SR G R R e

17 34 123 8/a o .03 .03
15 44 100 ‘8/a .03 .03 o
19 24 112 “e/a .03 .09 .06
17 24 98 v g/a .09 .09 o
19 32 38 8/a o o [¢]
‘16 28 50 s/a .02 .05 .03
15 20 89 8/a .01 .05 .04
16 17 130 8/a .03 .09 .03
15 43 85 s/a o] .02 .02
17 15 97 s/a 0 .03 .03
17 32 - 8/a .04 .04 o]
18 20 - s/a o o} o
16 21 - s/a 0 o) (o]
- 10 - s/a - - -
- 51 - a/a - - -
- 2.0 - s/a - - -
- 20 - s/a - - -
- 17 - 8/a - - -

:18

Table 1 Valores de referencia (grupc testigo ebsoluto)

ain

actividad

: no se determino
nimero total de ratas



GRUPO CCNTECL

GRUPC PRCBLEMA

TF BI|BET |BD |[TCP} FA

GGT|TP |BI BT |Bb [TGP|FA |GGT
17 |'O .09.09 22 - la/all4 |.07]|.16].09]|34 -~ |s/a
15 1.041.101.06 36 - |s/all% |.06{.03].03!38 - {8/a
15 |.10}.16|.06 |21 - |s/all5 1.03{.03} 0 |27 - | 8/a

Tabla 2 Estudio bioguimico
N: 3 control y 3 problema

a los 20 dfies

GRUTC CCNTROL

GRUPC PRIBLEMA

dilatecién sinusoidal

sin alteracién

higado congestivo

sir alteracién

sin alteracién

sin alteraciédr

Tabla 3 Estudio histolégico =a los 20 dfag

51



GRUPO CCNTROL ] GRUPO PRCBLEMA

“ITP |B1I |BT {BD |TGP|FA |GGT| TP|BI [BT |BD [TGP{FA {GGT

17 ].06|.02]|.03|36 [124is8/a{l5 {.13{.16{.03112 93 s8/a

20 (.091.09] 0 |23 | 12Qs/a|15 |.03|.03| 0 |34 |97 s/a

22 |.03].06(.03|33 [154|s/a|13 o] o] 0 {34 |124|s/a

Tabla 4 Estudio biogquimico a los 40 dias
N: 3 control y 3 problema

GRUFC CCNTROL GRUTO PRCBLEMA

8in alteracién sin alteracién
pericolangitis crénica asin alteracién
pericolangitis crénica dilatacién sinusoidal

Tabla 5 Estudio histolégico a los 40 dias




GRUPO CONTROL GRUPC PROBLEMA

Tp [BI° BT |BD \TGP‘ GGT |TP |BI |BT \BD iTep |ra |coT
\ |

—— — —— . o - - —— ] ] —— - p— ———
\ ,
I
T
| H |

15|.061.15}.09 |22 a/a (14 {09 j.og" 0 ‘l 211 28ls/a
i
. i ‘

VRN SRS NN R 116 { o {.03 .03l 24 40|s/a

i

! i

Tabla 6 Estudio biogquimico a los T0 dfas

N: 1 control y 2 problemsa

GRUPC CONTROL

GRUFC PRCELEMA

higadéd congestivo

infiltrado linfocitario

infiltrado de polimorfo-

nucleares, degeneracidn
grasa, estestosis.

Tabla 7 Estudio histolégicc a los 70 dfas
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GRUPC PROBLEMA-

GRUPO CONTROL
TP i8I (8T | BD | ToP| FA | coT|TP | BI | BT | BD | TGH FAJGGT
151.13[.130 29|63 |s/al-—{0 | .13 .13 29 120 {s/a
7 Loz l.13)09 (26| 22 jg/a {--1{.13].19[.06 |24 |58 | s/d"
b e e == [ == | o= == 22 ] 0 ].03].03]| 20 (50 |s/a
Tabla 8 Estudio bioquimico a los 120 dfas

N: 2 control y 3 problema

GRUPO CCNTROCL

GRUPC PRCBLEMA

cuerpos hialinos,
trado inflamatorio,
focitos infiltrados

infil-
lim—

célules reticulares
con nudcleos hipercroma-
ticos

grasa,

infiltrado de polimorfo-
nucleares, degeneracién
cuerpos hialinos
estantogis

sin alteracién

sin alteracién

Tabla 9 Estudio histoldgico a los 120 dias
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iompe 8¢ o [Ionganinesd Foofatace Joane eluie-l miitreynives ga/al

(meg) PATERIEO) (/L)) pe?’t;a;lasa BI BT BD
17 22 _— 8/a o] .09 .03
15 21 - s/a .04 .10 .06
15 36 - s/a .10 .16 .06
17 36 124 8/e .06 .09 .0%
20 23 120 s/e .09 .09 0
22 33 154 s/a .03 .06 .03
15 22 103 s/a .06 .15 .09
15 29 63 s/a .13 .13 0
17 26 82 s/a .03_‘ V .13 .09

Tabla 10 Resdmen de datos biocquimicos para el grupo control
(etenol al 20%)




Ffiempo de Transaminasal Fosfatasa [Gama Gluta- i i
Protrombina [Glutdmico | Alcalina gg%-;uggg Z|-Bilirrubines ge/dl
i b & ~ B
(seg.) A (u/1) (u/L) Bt T T
14 34 -— s/a .07 16 09
15 28 — s/a .06 .99 .03
15 27 - s/a .03 .03 o
15 12 93 s/a .13 .16 .03
15 34 97 s/a .03 .03 0
13 30 124 s/a [o] o] 0
14 71 38 s/a . .09 )
16 24 40 . s/a .03 .C3
- 29 120 8/a ) .13 .13
— 24 58 s/a .17 .13 .06
12 20 50 s/a 0. .03 .03

Tabla 11 Resdmen de datos bioquimicos para el grupo probleza.

(etanol al 20% y dimetil prostaglandina Ey sintét ca)
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Media * e.e.m.

del tiempo de protrombina, de las actividedes de -
las enzimas transaminzsa gluitdmico piruvica, game glutamil trans-
peptidasa ¥y foafatasa alcalina, y de la conzentracién de bilirru -

binas en rates adultas testigo, tratz2das con etznol o can PGE? ain.

t' TESTIGO ! CCHTROL ‘ ( PROBLEKA
i {etanol al 20% -

l ABSOLUTO ;(etsnol al 20%) ‘ PGEp sintetica

| R R
Tiempo de 16.6 £ 1.3 17 F 2.5 | 14.3 £ 1.2
Protrovbina i
Tx'e.x'um.mi.nasl s ; )
Glutduico 25.6 £ 11,7 | 27.5 % 6.1 26.6 £ 7.4
Pirdvica ‘

Fosfatasae . . :

98.2 * 22.1 107 £ 32.3 7.5 ¥ 35.2
Alcalina
Gama glut&—‘ . l
mil trans ~| sin activided ! 8in actividad i ein actividad
peptidasa. | ‘

i { 1] -

) { *® | *
Bilirrubinai 45 + oy 07 T o4 | 05 = _oa
Indirecte | \

. . N i
- ; l _—
Bilirrubina! : - * @ | o
Total | .0a % .03 2,11 ¥ L0351 .08 06

; \

Bilirrubinaj: . + - - N *
Directs .018 — .01 .05 .03 ; 04 - .03
Tabla 12 .-

» p< 0.05 respecto al testigo absoluto
¥XPp < 0.05% respecto al control
#p< 0.09 respecto al problema




r : .
) ! Sambiosgter'c — H%
g‘;‘;ig PE "lecros.ijsn deido 19%%& gs%?s- nfiltrada Cel
; Zresoss dil.sin.Lin. [PMN. | Eos.
TESTIGO i
AESCLUTC A . - . R
|
i
CONTROL |

|
" ETANCL AL 20% ! A
l

+++H ] -

PROBLEMA

ETANCL AL 20%

Y DIMETIL PROS. — / \‘ 'i‘/“i + - -+ -
LARDINA E, . i .

TAGLARDILA E

Table 13

Hallazgos hlstolép*cos en locs diferentes grupos de rates.
Debido a 4ue no es posible c.antificar los resul tados de
103 estudios histribgicos, se presenta urs teble éuali-

tativa tomada del modelo de Stachura (29)
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DISCUSION DE RESULTADCS

En el presente estudio se tratd de mcstrar.que las. pro-

pledades citoprotectivas de las prostsilandinas no se limitan
86lo B la mucoss gestrointestinal, sino que esta propiedad ~
puede ser aﬁlicada a otros tejidos como el ﬁepﬁtico.
Uno de los objetivos del experimento fue llesar a pPro -
ducir cirrosis hepdtica en las ratas gque s8dlo tomaban etanpl
al 20%, y demostrar lo contrario en las ratas que adicional -~
mente ingerfan una dosis de progtaglandina sintética. Sin
_embargo. cabe aclaraf que no se pfodujo cirrogis en las ratas
a pesar de que los animales tomaron durante 5 meses etanol -~
el 20%, ldgrah&ose uﬂicemente un dafio hepético "erdnico.

EY tiemﬁo de protrombing de los animales tratados con -
etanol fud eeméjante al grupo testize. 8Sin embargo les ratas

_tratadas con prostaglandina Eq sintética wostraron un menor

tiempo de protrombina respecto e 1os grupos comtrol (14.3+1.2

ve 17.0%2.5 , p<0.05) y testigo (14.3% 1.2 ve 16,6 1.3

pg¢ 0.05 ) (tabla 12),

Pado que la actividad de la enzima TGP no se modifica” en
ninguno de los grupos exparimentales{ podemos pensar gue la —

concentracién de alcochol no fue suficiente para obtener niveles
elevados de la enzima.
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En es-e estudio no fué poseible medir la actividad de la

gama glutamil transpeptidasa, debido & la baja sensibil:dad

del aparato utilizado. Se piensa que la activided de esta en—

zima es wuy bajas aun en el caso que hutiese alteracién por el

alcohol en el grupo control.

Para fosfatasa alcalina, se observd una disminucién en su

actividad en las ratss que tomarcen prostaglandina Eo sintética.
a log 40 y 70 dfas de tratamiento( %:132 va X:104 y X:103 vs %:78)
con respecto al grupo control, pero no sigrificativamente(tablaes

4y 6).

Respecto a fosfatasa alcalina, se piensa que el aumento de -

ésts an ¢l suero de ratas control a los 40 y 70 dias, se debe =
la liberaciédn de la erzima de las mewmbranas plasmAticas del

hepatocito; hipoteticamente se piensr yue la prostaglandina

Eaz
sintética propcrciona estabilidad a las membra:as plasméticas

de las células hepdticas en el grupc proble~a, no se sabe porque
a los 120 dizs de t -atemiento lcs valores de fosfatasa elcalina
en el grupo control y problema son apa entemente igusles(table 8).
V La concentracién de bilirrubinss total (0.11*0.03 vse 6.420.3
p¢0.05), directa (0.05%0.03 ve 0.018%0.01 p¢0.05), indirecta
(0.07 0.04 vs 0.02 0.01 p 0.05) aumenta significativamente en -

ratas que inzicren alcohol respecto al’ gru-o testigo(tadbla 12).
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En los animales tratados con alcohol més prostarlandina E2

sintética la concentracién de bilirrubira totel disminuye

respecto al gruvo control (0.08%0.06 vs 2.11%¥0.03 p¢0.05)
(tabla 12).

Como se muestra en la tebla 13 los higados de las ratess iel
grupo control mostraron acumulecién de dcidos grasos con peri -

colangitis crénica, diletacidén sinusoidal e infiltrados celu

larecs de linfocitos y polimorfonuc’eares, por el contrario los
higados de las rates tratadas con prostaglandira E2 sintética

presentaron un menor Indice cualitativo en los difererntes para

metros histolégicos evaluados, estos cambios solo constituyeron

higados congestivos, cuerpos hialincs, asi como ocasional infil

tracién de linfocitos y polimorfonucleares.

El estudic realizado muestra que la prostaglandina Ejp

pintética puede reducir el dafioc sl higedo producido en ratas
tratades solamente con etanol, este puede ser importanie desde
el punto,de viste clinico cuesndo la prosteglandina E, este dis-
ponible para la terdpis de higsdos humanos. '

El mecanipmo de citoproteccién hepdtica de la prostaglandina
E, contra el etanol aun es desconocido, sin embargo la citopro -
teccifn & la mucosa gdstrice se ha atribuido a las propiedades -
de las prostaglandinas pera liberar y estimular la sintesis de
moco de lns células de la superficie epitelial.(20)
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I'ipoteticamente se puede pensar que las prostaglandinas en
el higado actuan a nivel citoplasmitico, dando fortaleze a las
membranas piasméticas de los hepaztocitos, a nivel de cambios
en la composicidn de la membrana (30).

Finalmente cabe mencionar que la citoprotec~ién hepitica
ha tenido gran importarcia puestoc que estudios recientes -
revelan que pecientes con dafic crfnico del higado tienen ni--
veles bajos de prostaglandinas en suero, por lo cual se piensa
gue puede existir correlacibén entre el nivel de las prosta-

glandinas en suero y la severidad del da%o al hfgado (30).
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CONCLUSIONES

El consumo de. una solucién de etanol al 20% por las ratas en
la dieta diaria, no es suficiente pars §roducir1es cirrogis
hgpética, ya que solo se logré inducir dafio hepdtico crénico
En el dafo hepético crénico, el tiempo de protrombina se -
altera significativamente en las ratas gue ingieren alcohol
o en ayuellas que ademis son tratadas con la prostaglandina

EZ sintética.

Con respecto al anflisis enzimAtico, se pudo observar que la
transaminase glutdmico virdvica no sufre alteracidn signi-
ficativa,

La actividad de la fosfatasa alcalina disminuye en las ratas

) Ll
. tratadas con proctaglendine con respecto al grupo que solo

recibid etanol e al testigo, psro no significativamente.

Es necesario un método més sensible para la determinacidn de
la actividad de la gama glutamil transpeptidasa, pués con
el método no fué posible observar su actividad.

Las bilirrubinas pueden ser consideradss como un pardmetro -
importante para la deteccién de un dafio hepitico crénico.

El andlogo sintético d= ia prostaglandine E2 parece tener
un papel citoprotectdr en el hfgado, que puede ser eva -
luado a través de las bilirrubines, le actividad de la fog
fatasa alcalina, el tiempo de protrombina y los estudios -

Listolégicos.



a)

b)

c)

d)

e)
)
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PROPUESTAS ¥Y/C RECCHENDACICNES

Produccién de cirrosis hepdtica completa en los higados de rata
ya seg aumentando la concentirscién de etanol o alargendo el -~
perfodo de consumo de etanol por los enimales

Determinacién periddica del nfivel de prostaglandinas endégenas
en suero msf como de la concentracién de atanol.

Variar el método de extracciédn sénguinea que evite gue los -
sueros 86 obtengan hemolizados.

Eaplear métodcs para determinar metabolitos en suero por mi~
croensayo, ya gue los volimenes obtenidos de suero resultan
insuficientes( debido al gran payuete celular de la sangre de
rata).

Realizer ensayos con otro tipo de animalesn.

Determinar la concentracién de nuclectidos cfclicos y DNA en

célules hepatices, va gue existen estudios { 20) que indican

que las prostaglandinas estimulan la gintésis de esos com-

puestosa.
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