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I. RESUMEN :

La Respuesta de Fame Aguda (RFA) constituye un conjunto
sistematizado de reacciones del huésped ante un evento agresor que
genere cualquier tipo de procemo inflamatorjo. Este sistema parece
ser de valor para la supervivencia. En la cirrcasis hepatica suele
observarse una RFA disminuida en intensidad. Un modelo
oexparimental de cirrosis se obtiens a través de la administracion
de tetracloruro de carbono (CCl4) en ratas,

En el presente trabajo me describen algunas de lams caracteristicas
de 1la RFA en ratus sanas y an ratas con dafio hepadtico, tanto en
estado basal como en condiciones de inflamacion. Las variables
estudiadas fueron : EI Factor Activador de Linfocitos, nivelee
aéricons de cobre y un aspecte del procemo de fagocitosis.

En o] grupo de ratas msanas sin inflamacidén me observd una
disminucién estadisticamente significativa en los nivelas séricos
de zinc y aumento igualmente significativo en lom niveles de ccbre
en el suero con respecto al grupo de ratas con dafio hepatico sin
inflamacioén. En el grupo de ratas sanas con inflamacién se hizo
‘evidenté " la presencia del Factor Activador de Linfocitos,
dieminuyd el nivel sérico de zinc, aumsntaron los niveles en el
suero del cobre y la funcidn fagocitica fué manifiesta. Cuando las
ratas con dafio hepAtico se scmetieron a un proceso inflamatorio
Presentarcn una RFA mencs intensa perc ne diferente desde el punto
de vista estadistico respecto al grupo de ratas ganas. En el caso
del Factor Activador de Linfociteos esta diferencia se manifestd

come una tendencia a tener valores menores en el grupc de ratas



iv
con dafio hepaAtico con inflamacién con respecto al grupo de ratas
sanas con inflamacién. Los valores de zinc y cobre sériccs fueron
similares entre el grupo de ratas sanas cop inflamacién y los
grupos de ratas con dafio hnp:ltico tanto con inflamacién como sin
ella. En lo relativo a la fagocitosis no se observd ninguna
diferencia entre los grupos de ratas sanas y con daflo hepatico,
Concluimos qus en la rata con dafic hepatico Y con actividad
inflamatoria oe prosenta la Respuesta de Fase Aguda con menor
intensidad con respecto a la rata pr'ov:lmnt.o sana en la que ne

agrega un estimulo inflamatorioc similar.



11. ANTECEDENTES

Una de las caracteristicas inherentes al! procesc
de la vida ha sido la capacidad de adaptacioén. Las especies no
solamsntes han tenidc que mostrar esta forma de respussta a las
caracteristicas cambiantes del medio ambiente en épocas de crisis.
tamhién han debido deesarrollar formas de responder individualmente
s las agresionss cotidianas provenientes de un habitat, por lo
demiw. esntable.

Una mansra de respondsr a un medio perennemente hostil y que ha
sido claraments identificado en los seres humancs ¥y en algunas
otras especiss es la de el "stress", concepto que tiene sus
antecedentes an Claude Bernard quidn considerd que la enfermedad
ccurria como un resultado de una insuficients caracidad de
adaptacién del organismo ants los agenten agresores provenisntes
de] medic ambiente. El concepto en si. sin embargo, fué propuesto
por el fisidlogo Hans Selye con un significado que en términos
biclégicos hace referencia a la interaccion entre fuerzas o
estimulos externcs y aquellas propias del organismo. De la magnitud -
de la fuerza externa y la capacidad del organiamc para tolerarla
dependera el restablecimisnto de la homeostasis o bien una ruptura
capaz de conducirlo a la muerts (1-2).

La observacion inicial de Selye ocurrid en Praga cuando era
estudiante de Medicina y se fundamentd en el hecho d& que los
paciantes con una amplia variedad de enfermedades cuando eran

admitidos al Hospital parecian tener los mismos sintomas. Afios



después Selyes tecrizd que independientemente de la causa que
predujera una alteracién en el organisamo, la reaccion fisiolégica

era Ja missa ¥ & dicho conjunto de respuestas las agrupd bajo la
denominacion de Sindrome Gensral de Adaptacidn, reconociendo la

importancia del sistema endécrino como iniciador y regulador de la
misma (1-3)

La Respuesta General de adaptacién se caracteriza por pressntar
tanto cambios tempranos como tardios. lom que se presentaran
depsndisndo de la persistencia y magnitud del estimulo (1-3).

La identificacion de las caractsristicas propias de los cambios
tempranos ha permitido formular la teoria de gque dichos cambilos
ocurren en forma sistemitica y ordenada debido a que son regulados
Por una molécula con miitiples funciones., orisentadas todas ellas a
wejorar la capacidad de respuesta del organismo cuando ss enfrenta

A una agresion.

1.~ Respuesta de Fase Aguda .-

A este conjunto de reacciones sistematizadas del huéspsd que
son inducides por la invagién micrcbiana , el dafio de los tejidos,
las reacciones inmundlogicas y otros procesos inflamatorios se le
ha dencminado "Respuesta de Fase Aguda" (RFA). (4-3).

Dessde una persmpectiva tedérica. esta respussta. en su conjunto.
o8 dirigs a wmejorar la capacidad del huésped para supsrar el
svento agresor Yy de eate modo contribuye a su adaptabilidad al
wedio ambisnte ¥ a aumentar las posibilidades de scbrevivencia de

una empecie.



Una de Bus caracteristicas principales es la de ser una
reaccién generalizada. independientemente de que la enfermedad o
el estimulo agresor inicial mean localizadoms o sistémicos. Suele
observarse eon las primeras horas o dias después del evento
desencadenante, ain cuando algunos de pus rasgos se pueden
fresentar sn forma crénica sefialando una enfermedad pereistente
(6=7}.

En forma general, 1la RFA se expresa en forma inmsdiata en
personas con infecciones bacterianas, quemaduras y traumatismos
mltiples; sin embargo, pueden observarse cambios caracteristicos
de la RFA en esnfermedade= croénicas tales como 1la artritis
reusatoide o la enfermadad inflamatoria crénica del intestino.
Asimismo, wse han cbmervado caracteristicas de la RFA en forma
temprana en anfermsdades malignas tales como el cancer de ceélulas
renales. la enfermedad de Hodgkin y las neoplasias wmetdstasicas
del higadc (4)(7).

La RFA wme manifissts por modificaciones en las funciones
matabolicas, sndocrinas. neuroclégicas & inmuncldgicas y mu
SeRpectro me caracteriza principalmants por un aumento explosivo en
la sintssis ds algunas proteinas hepAticas, por leucocitosis a
expensas de neutréfilos inmaduros circulantes, disminucién en los
niveles séricos de hierro y de zinc. atmento en lo# niveles
séricom de cobre, o1 balance nitrogenado se torna negativo y sme
presentan ansmia y fiebre (4)(7).

Se ha propuesto que esta compleja serie de eventos pe inicia v

se coordina a través de un polipéptido que actia come mediador vy



al que se ha denomintdo interleucina ! (IL-1}.(4)(08.9)

Existen indicios que apoyan el valor adaptative que para la
supervivencia tiene este factor, vya que ss le ha encontrado
practicamente en todos los niveles de la eacala evolutiva : asi.
las estreilan de mar, los peces., los lagartos, el ratén, el conejo
Y el hombre produceéen una substancia con caracteristicas de [IL-1,
1o que ha permitido supcher gque regula respueatas muy primitivas
en relacién al tiempo ¥ con un largo devenir filopénetico (8)(10).

La 11-1 se produce por los fagocitos mononuclearss activados,
llegAndosele a conniderar comoc una verdadera hormona. en virtud de
=y  accidn scbre sistemas organicos distantes. a los que llega a:
través de la circulacion (4)(11)

Las céiulas productoras de [1-1 son fundamentalments los
monocitos  sanguineos v, en menor proporcidn, las células
fagociticas del higado y del bazo, asi como otras células, tales
como low gueratinocitos. células apiteliales y gingivales. células
memangialem renales. células gliales v astrocitos cerebrales.
Estas células son estimuladas para sintetizar y liberar IL-) a
partir de practicamente cualquisr inteccion. reaccioén inmunolégica
U otro proceso inflamatorio (6)(12-16),

Para explicar la produccién de 1L-1 se ha.armnunt.ldo un dafic
directo sobre el monocito, #1 cuidl puede ser provocado por una
gran variedad de substancias. lo que origina como respuesta una
aintesis elevada de diversas proteinas por parte de la célula y
sntre lap que me incluye a la IL-1 (17). Ademis, <ésta sintesis

parece ocurrir en forma inmediata a la presmentacién del estimulo,



vya 9que se ha informade que la 1L-1 no me encusntra preformada ni
alamacenada, y su sintesis parsce depender de que ss le induzca,
si bien la cantidad en que se produce despende del estado de
maduracién y de activacion de la céilula. Esta caracteristica es
univarsal a las células mononucleares ya que al parecer no se
relaciona con alguna subpoblacién en particular {18-20).

8i bien 1la caracterizacién proteica de la IL-1 no parece
arrojar dudas, no ss ha dilucidado con precision si la molécula se
sncuentra glucosilada o si tiene ademés un elemento lipidico en su
eatructura (11){(21-30).

Se ha conaiderado que la IL-1 se sintetiza y se libera sn forma
de precursor de alto peso molecular. el gue después es convertido
a una forma activa por un sistema de proteasas (31-32).

El término I1-1 se Propuso &n 1979, en el Taller Internacicnal
de Linfocinams, celebrado en Ermatingen., Suiza. para describir a un
conjunto de factores que podrian conformar una scla molécula.
tales como el Pirégene Endogeno (PE), el MNediador Endogeno
Leucocitario (NEL)., sl Factor Activador de Linfocitos (FAL). el
Factor de Células Mononucleares (FCM). el Factor de Proliferacidn
de Timocitos (FPT). etc.. o bien, que podrian constituir una
familia de moléculas relacionadas entre si (4)(7) (9) (33).

Las investigacicnes criginales en relacion con la producciéon de
factores solubles por parts del huésped en la RFA parecen dorivar
del trabajo de Menkin en 1543, Se pPensaba entonces que la flebre
se producia a causa de un factor soluble al que se le denomind

pirégeno granulocitico. En 1948, Beeson y bennett encuentran en la



sangre de conmsjos febriles una proteina similar a la que dencminan
PE. En 1960. Atkins y Wood demuestran que el pirégenc
granulocitico y el PE son la misma substancia y documentan au poca
espacificidad de especie. Para 1970, se habjia eptablecido ia
importancia del PE como wmediador de la respuesta febril
{6) (7) (26) (24-38)

Durante la década de los esetentas. diversos investigadores
hacen evidente la similitud entrs los t;livoraos compPonentes de la
IL-1., #in embargo, Ppersisten aspectos que indicanh. gque esteos
factores son diferentes proteinas o que, por lo menos, tienen
algunap diferencias {(39-45).

La tL~1 parece actuar a través del! iondforo de calcio. vYa que
ésta substancia reproduce varias de lan actividades bioldgicas de
aquella. Este lonéforo transporta cationes divalentes a traves de
las msembranas celulares causando un incremente rapide en los
niveles de calcio intraceiular. De oste modo, la IL~@ actuaria
sobre las células por madio de un aumento inespecificc de los
niveles intracelulares de calcio, lom cudles a su vez activan a
las fosfolipasas de membrana, produciendo con ello la liberacidn
de Acido araquiddénico. que a su vez proporciona el sustrato,
independientemente de la via metabdlica de oxidacién que vaya a
ser utilizada. Las prostaglandinas v los leucotrienos producidos
constituyen entonces la segunda mefial para la activacisén celular.
Adn cuando la fiebre y la proteclisis muscular se relacichan con
un aumento en la aintesis de prostaglandinas a través de la via de

la ciclo-oxidacién, otras funciones, tales como la degranulacion



de neutréfilos y la activacion de linfocitos, parecen ocurrir por
medio de la via de la lipo-oxigenasa (11)(47-62).

Factorea inhibitorjos : En 1976 Sorg y Geczy describieron un
grupo de factores con cAracter de anticuerpos contra linfocinas. A
partir de entonces, e han caracterizado anticuerpos contra IL-1,
.en forma de actividad anti~-PE y anti-FAL, los gue, cuando 8oe
agregan al cultivo de células mononucleares humanas durante las
primeras 24 horas, previenen la msintemsis de emtos factores “in
vitro* (63-64).

A la fecha se han descrito una gran variedad de factores que
impiden la actividad de ‘la IL-1 o de algunos de sus compohsntes
(6){7)(23) (36) (65-71).

Efecto scbre loz cationes divalentesa :

Z2inc: Este catidén es un nutriente emencial para el crescimiento
bacteriano, ya que &8 incorpora en diferentes proteasas, asi como
en algunas polimerasas y transcriptasas de A4cidos nucleicos;
ademis de que constituye un elemento normal en los ribosomas vy en
las membranas microbianas. Estos hechos apoyan ] argumento de que
la disminucién del Zinc en 108 niveles plasmaticos del huésped
podria contribuir & aumentar la resistencia del mismo ante la
infeccion (72-73).

Cobre : El cobre presenta niveies plasmaticos elevados durante la
RFA. Este fentmeno =e relaciona con el hecho de que el cocbra
cumple funcionem en el sistema inmune, ya que cuando hay

deficiencia del mismo. &se presenta una disminucién de las célulams



productoras de anticuerpos. Se ha asociado una disminucién en los
niveles plasmiticos de cobre con un aumento en la mortalidad por
infecciones por salmonella (72). En adultcs esta deficiencia se ha
relacicnado con infecciones bacterianas recurrentes. El mecanismo
Propuesto para explicar estos trastornos se basa en la dimminucién
de las enzimas dependientes de cobre., como son la dismutasa de
supsréxido vy la citocromo c oxidapa: ademds, recisntements se ha
descrito que el cobre posee propiedades antiinflamatorias, La IL-1
parece incrementar los niveles de cobre en el plasma a través de
la estimulacion de la sintensis de ceruioplasmina por o] higsado. En
ésta wmolécula se han localizado radicales de oxigeno libre,
producides por los neutrofilos e inducidos por la 1L~1,
probablemente, como un factor de defensa agregado a los seflalados

previamente (7)(72).

Efecto scbre los leucocitos

Entre las respuestas mids raApidas a la IL-1 ese encuentra la
liberacién de neutréfilos inmadurcs a la sangre. Esta we dsbe
aparentemente a4 la accion directa de la IL-]1 mobre la médula dsea.
Loes neutrdfilos asl liberados presentan un incremento en bu
actividad metabélica (4B)(51)(74~75).

Se ha demostrado que el FE aitera la membrana celular de Jos
neutréfilos. produciendo un aumento del metabolismo oxidativo y de
la degranulacién, Qque Pnreccn‘no sotar mediados por via de las
proataglandinas (51).

Kampschmidt ¥ Upchurch. mediante la administracidon repetida de
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PE, encontraron que aumentaba el nimerc de leucocitos circulantes.
Un heche mimilar ocurrid con la administracién de MEL en forma
reiterada. En forma caracteristica la administracién de PE produce
inicialmente neutropenia., seguida entre 1 y 2 horas despude da
neutrofilia. Este tipo de respuesta se presenta también sn forma
‘conmsistente cuando se inyecta C5a. Ambos factores son capaces,
ademidns, de estimular el metabolismo oxidativo del neutréfilo

(39) (48} (74) .

Con obisto de identificar la presencia de [L-1 en seres humanos
se han llevado a cabo estudios tanto en condicionss nermales como
patoléegicas. En voluntarios humanos sancs y en reposo no se ha
logradc determinar IL-1 o polo me ha detectado en Pequsfias
cantidadesa. 8in embargo, se han shcontrado niveles eslevados de PE,
FAL y de MNEL en el plasma de individuos normales deaspués de}l
sjercicio intenso (4)(7).

En voluntarios humanos a quisnes me les ha administrado
endotoxina. ne ba sido posible detectar IL-1 circulante,
probabiements por factores inhibitorios (32a).

En pacientes con fiebre, no ha side posible aislar PE, quiza
debido a la baja sensibilidad de la prusba del pirédgenc en el
conejo. Se ha detectadeo., s=sin embargo, un 1ncrenanto en la
actividad del MEL en pacisntes con enfermedad inflamatoria
granulomatosa (4)(7)(11)(32a). Un péptido de bajo peso molecular,
denominade  factor inductor de proteclisis y gque pudiera
corresponder a un fragmento de IL-~1 ha sido aislado de pacientes

con septicemia (76).
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En un estudio realizado en recién nncidoa.. ge encontréd que un
grupo prepentaba disminucién en la preduccion de PE cuando se
realizaba la estimulacion de sus monocitos. Conmistentemente los
nifios con esta caracteristica habian nacide por medioc de césarea
electiva, 1o que sugiers que factores presentes durante el parto
normal pudiesen tensr un parel importante en ia formacién de IL-1
{68) .

En 1a sarcoidosis pulmonar., que es una enfermedad cronica
caracterizada por la presencia de granulomas y alveolitis, se ha
ancontrado una relacién directa entrs la actividad de la
snfermedad Y lJa liberacion de lL-1 por los macrdfagom pulmonares
en un nivel mids alto cuando se asocia con una alveclitis marcada,
que cuando la alveolitis es de baja intensidad (13). En pacientes
con esclerosis siatémica progresiva se ha detectado actividad de
IL-1 Yy ss ha detectado actividad compatible con MEL en pacientes -
con diarrea bacteriana, paludismo y septicemia (11)(77).

Hay evidencias de la presencia de I11-1 en el liquido sinovial de
racientes con artritis reumatcide y en pacientes con ostecartritis
(4) (7) (32n) .

En pacientes con glioblastoma, en los cuAles prevalece un
estado de inmunodeficiencia celular. se demostrdéd gque cultivos de
estas células tumorales secretan un factor similar a la IL-1,
ademés de un factor que inhibe a la IL-2 lc que produce un efecto
inhibitorio scobre la proliferacién de células T y sobre la
induccién de células T citotoxicas (12).

Bodel y Rawline han demostrado la liberacién de PE en cultivos
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de células con hipernsfromas v‘de células esplénicas de pacientes
con snfermedad de Hodgkin (6)(50).

En forma recients pe ha descrito una relaciédn inversamente
rroporcional en el crecimiento tumoral entre niveles incrementadons
?' comple jos inmunes circulantes y la produccién disminuida de I1L-
1 ¥y de IL-2. Esate decremento en los niveles de interleucinas fué
progreaive conforme al crecimiento del tumor ¥ Se acentud
marcadamente cuando se pregsentaron metastasis (78).

Se ha desacrito una insuficients formacidn de IL-1 en pacientes
con desnutricién ¥ en aquellos con carcinomas de gran tamafio (4).
8¢ ha propueste que la enfermedad periodontal podria estar
condicionada por la liberacién de IL-1 desde las células
gingivales (79). En un informe recisnte me reporta un aymsnto en
la produccién de IL-1 en animales a lo® que #Se les administrd
ciclosporina (60),

‘2.- Respuosta de Fase Aguda y Cirrosis Hepatica :

Se defipne a la cirrosies hepatica como un eatado cicatricial gque
incluye todas las formas da enfermedad hepatica crénica difusa y
que ae caracteriza morfolédgicamente por una pérdida extensa de
células hepAticas y de una combinacién de nédulos hepatociticos de
regeneracion con tejido conectivo septal (81-82).

La Apociacién Internacional para el estudic del higado

clasificd la cirroeis en :
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1.— Alcchdlica, 2,~ Postnecrotica. 3.~ Biliar, 4.- Por
hemocromatosis, 5.— Cardiaca y 6.— De etiologia desconocida (83).

Desde o] punto de vista histopatolégico, se han descrito trems
ssquemas morfoldgicos fundamesntales H a.— cirroais septal
micronodular. b.—~ cirrosis macroncdular ¥ c.~ de caracteres mixtos
o macronodular incompleta (04),

La cirrosis hepAtica e» un problema de salud poblica vy
constituye una de las principales causas deo muerte tantc en paises

desarrollados como subdesarrcllados (83-89).
La infeccién ss presenta con una frecuencia aumentada en

pacientes con cirrosis alcohdlica (90-97). Existen diversos
factores que explican esta susceptibilidad, entre los que se
incluven alteraciones de la funcidn granulocitica, asi como en la
inmunidad humoral y celular, qus predisponen al paciente tanto a
la infeccién producida por bacterias pidgenas como a eonfermadades
granulomatosas comc o8 el camo de la tuberculomis (90).

Esta disminucion en la resistencia a la infeccidén se asocia
frecuentemente con entidades tales como la peritonitis bacteriana
espontanea y con infecciones pulmonarss y de las vias urinarias.
En forma menos frecuente seé mencionan la meningitis bacteriana vy
la septicemia estafilocdccica mecundaria a infecciones de la piel
qus mon producidos a su vez por las punciones venosas. Otroa
factores que contribuyen a esta predisposaicidn son la incapacidad
para movilizar las secreciones reapiratorias y la colocacién de
catéteres y sondas, fundamentalmente uretrales (90}.

El woindrome de peritonitis blbacteriana espdntanea descrito
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inicialmente por Conn se premsenta en aproximadamente 8% de los
pacisntes con ascitis secundaria a la cirrosia. Loa

microorganismos generalmente encontrados son E coli, S pneumoniae,
N meningitidis y otras bacterias entéricas (98-99).

En la colocacién del catéter de LeVeen an el paciente con
cirrosis vy ascitis me ha identificado la presencia de infeccién
como un rieamgo importante y se ha reconocido su importancia en el
sentido de que copduce a septicemia de cursoc fatal; incluso se
recomienda la administracién de antibidticos profilacticos (100).

Se ha encontrado endotoxemia on forma frecusnte en sl paciente
con cirrosis, aparentements debido a un insuficiente aclaramiento
de asta substancia por parte del higado (95)(%7).

La progresion de la enfermedad hepatica, indepsndisntemente de
la suspensién de la ingestioén del alcohol. en el caso de la
cirrosim hepitica por alcohel, ha sugerido la posibilidad de que
la alteracion en la inmunidad humoral y celular pudiera participar
en la patogenia ds la enfermedsd. En conjuntoe las anormalidades
encontradas comprenden : 1.~ La reduccion sn el ndmerc de células
T circulantes. 2.~ Aumento en el nimero de células T dentro del
higado. 3.- La produccion de linfocinas como respuesta a la
exropicién de material hialino ¥y 4.— Aumento en ia citotoxicidad
espoéntanea mediada por células., Se ha encontrade ademas una
alteracion on 1a quimiotaxis de los neutroéfilon,
independiantemente del consumo de alcohol en forma reciente (90).
Un . hecho adicional es ja determinacién de niveles elsvados def

factor inhibidor de la quimioctaxis, lc que se ha suypuesto influve
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en la sunceptibilidad de estos pacientes a la infeccién (90) (96).

Entre las alteraciones de la inmunidad humoral en los
diferesntes tipos de cirrosin Be  encuentran : 1.~
hipergammaglobulinemia, 2.~ anticuerpos contra al material
hialino, 3.- anticuerpoa contra las proteinae de la bilis, 4.-
anticuerpos contra el DNA de doble cadena y S.- deteccidn de
comple jos inmunes circulantes en =<uva estructura se ha
identificado Igh (90).

8¢ han propuesto dos mecanismos que tratan de explicar entas
alteraciones :
1.~ Que e deben a un aclaramiento deficiente de antigenos
bacterianos o de la dieta y 2,— Ques existe una pérdida de la
actividad de regulacion de lam células T o bien, una activacién
independiente de esta regulacién por parte de las células B (90).

En la enfermedad hepaAtica croénica se han obsmervado alteracicnes
en subpoblaciones de linfocitos los que se ha supuesto podrian ser
debidos a trastornos en los indices de recambio ¢ bien, a
soecusstro en diferentes Jorgancs. En el higado s observa
infiltracién linfocitaria, bisicamente a expensas de linfociteos T
(101-103)., Se ha eampsculado que la secrecién de linfocinas por
parte de estas células, tales como factores fibrégenicoes vy
citotoxicos, peodrian tensr participacién en la evolucién de la
hepatitis alcoholica hacia la cirrosis (104),

La inmunidad celular esn sl paciente ceon cirrosis hepAtica se
encuentra  deprimida, sncontrandoss incluso una relacion

inversamente proporcional entre el grado de respuesta inmune
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celular ¥ ia severidad de la enfermedad hepatica (103).

El hecho de que la immunidad mediada por células se derive del
sfecto de substancias psolubles liberadas por los linfocitos
sensidbilizados Yy la observacidn de que estas linfocinas pusden
inducir fibrosis ha sugerido la posibilidad de aue los cambios en
sl tejido conectivo que ocurren en el higado, podrian ser debidos
a la mediacién de éstas wmoléculas wsintetizedas vy l1iberadas
localmente (106-107).

Se ha sugerido que sl desarrollo de ls cirroeis en alcohdlicos
pusde llevarse a cabo con una minima participacion de reaccién
inflamatoria. Asi, la fibrowis perivenular coneiderada como un
rosible paso inicial de ia fibrosis pericelular en ¢l desarrello
de la cirromis alcohélica, se presenta sin datos de¢ inflamacién
significativa. Mdicionalmente, se sadbe que el alcohol causa
inhibicion de la fagocitosis por parte de los leucocitos e impide
la liberacién de madiadores de ls inflamacién a partir de low
mastocitos (96) (106) (109).

Sintesis de proteinas en cirrosis hepitica : Se encusntra
aumsntada la sintesss de fibrinégenc y de otras proteinas de fase
aguda en condiciones basales. A su vex, ilos niveles séricos de
albdmina ¥ de transferrina ss sncusntran disminuidos; de hecho,
4stos constituyen un indicador de progresién en la insuficiencia
hepética cronica (86)(92). El alcohel, por si mismo. produce una
disminucion en la sintesis de factores del cosrlemsnto. Su
ingestion, independientemante de inhibir la wsintesis protéica.
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causa una alteracién en la secrecidén de las missas a la
sangre. Estos sfectos han wsido explicados por cnbion en el
potencial redox debidos a la oxidacién del etanocl ¢ bien., ecomo
debidos a la unién del acetaldehido s las proteinss o & lom
aminoicidos. Ademis., ¢l etanol’ inhide sistemas de transporte
‘activo de los mismos aminodcidos (85). En los pacientes con
cirrosis alcohélica se presents un aumento policlonal de
imunoglobulinas, & sxpensas d¢ una slevacién desproporcionsda de
108 nivelas de 1gh v de 1g@, constituyendo. esta dltima, un fastor
prondetico de prograeion y evolucion rapida de la enfermedad, en
relacion directa con su incremento ($0)(102)(110-111).

Leucocitosin :

La leucopsnia e uha caracteristica frecuente. awsccisda & la
enfermedad hepitica croénica por alcohol, la cuhl tiends & ser
progresive cuande e agregss una infeccidtn (38). La oOwnta
leucocitaria. frecuentemente se ubica an valores inferiores s 5000
células/med; las cifras mayores & 10.000 células suelen acoupafar
s ia insuticiencia hepitica fulminante (92). Los pacientes con
cirrosis en los que m¢ asocia ascitis son tembién frecusntemente
leucopdnicons, por 10 que en ellos cifras de leucocitos entre
10,000 ¥y 12,000 células suelen tensr un significado clinico
importante (83). Se ha seflaladc que el incressnto en la
marginacion y on la adherencia que musstran los sramilocitos
después de la ingestién de alcohol podria explicar )ll

sranmulocitopenia en pacientes alcondlicos (90). Por otro ladc, uno



17

de los datos mAs constantes en la hepatitis alcohdlica es la

presencia de leucocitosis (104).

Catjones divalentes : Se presenta un excesoc de hierro en mayor o
menor grado en todos los pacientes con cirromis. El hierro pusde
sncontrarass depositade en el higado exclusivamente o enh otros
varios tejidos. Se ha sugerido que el aimacenamiento del hierro
puade estar disminuido en el higado en el periocdo inicial de 1la
enfermadad y que tenderia a estar elevado méle hacia las etapas
finalens de la misma (112).

2inc La concentracién de zinc en alecohdlicos disminuye
aparentemente a expsnaas de pérdidas urinarias incrsmentadas, adn
cuando se sabs que hiveles bajos de zinc suelen acompafiar a
niveles disminujdos de albimina (85)(89)(113).

Anemia : En el paciente con cirrosis hepatica l!a anemia esa una
condicién frecuente, la cuadl puede ser microcitica a causa de
pérdidas sanguineas. macrocitica por deficiencia dea &cido félico o
mixta como consecuencia de niveles disminuidos de hierro y écido

félico (92)(114).

Catabolisme : Los pacientss con enfermedad hepAtica cronica con
frecusncia presentan un balance nitrogenade negativo.
fundamentalmente aquellos con un astadio avanzado de la
enfermedad. auin cuando no se ha encontrado correlacién con la

severidad de la misma (105).

Fiebre : Se ha observado febricula hasta en el 30 % de pacientes
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con enfermedad hepAtica alcohdlica (85) (96). Sin embargo. e»
tambieén una experisncia clinica corriente la presencia de
hipotermia en fases avanzadas de la encefalopatia hepatica. ¥ se
ha descrito que aun en presencia de infeccién, el paciente con
cirromis hepatica evoluciona con temperatura normal o disminuida

{99) (85).

3.~ Modelo Experimental de Cirrosis HepaAtica :

En la Dbdsgueda de un modelo experimental aceptable para la
cirromie hepitica humana =e han ensayadc diverscs agentes en
varias especies animales. Entre eatas, e encusntran distintams
sspacies de PpPrimates. la rata Yy el raton. El modelo gue
actualments ss piensa reproduce mejor la snfermsdad humana es el
que se ha generado en sl babuino (mono africano de la familia de
los cercopitécidos), en el cudl se ha emplsadc como agents
inductor de la enfermedad, el estanol (113-116).

Un modelo de mayor accemsibilidad lo constituye la rata, en la
cudl ss ha ensayado la administracién oral d¢e etancl. intentando
con ello reproducir con mayor fidelidad la enfermedad humana. al
administrar el agente del cudl se sospecha la mayor participacion
etiolégica. Sin embargo, el hechoe de gque la rata tenhga una
aversién natural para la ingestion del alcohel diticulta su
utilizacion (116)(119-122).

Una alternativa de modelo en la rata y otras especiea es la

generacion de cirrosis por medio de la administracioén de
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tetraclorurc de carbono (CCl4). Este compuento forma parte de las
llamadas hepatotoxinas directas, lam cudles se ha compProbado
provocan hecrosis centrolebulillar y esteatosis en el hombre y en
loa animales de experimentacién (123)., Son Cameron y Karunaratne
an 1936 quiénes establecen las condiciones de este modelo
experimental. Las principalss lesioner histoitgicas que ge
Presentan: la esteatomsis vy la necrosis se desarrollan por vias
independienten. conociéndoss mejor la via patogénica de la
epteatosis, 1la cull se debe a4 la dificultad en la palida de 1los
trigliceridos del higado a causa de una alteracién sen el
acoplamjento de los triglicéridoa a la apoproteina transportadora.
El mecanismo de la necrosis hepitica no em tan clarc, ae han
propuesto los siguientes : La accidn de un metabolito, un radical
libre que pudiera corresponder al CCI3, que provocaria la
peroxidaciéon de loms lipides inpaturados de . lap nemhranas
celulares; la liberacién de enzimam hidroliticas a partir de los
limosomas lesionados: la pérdida de una fuente apropiada de
snergia celular. debido a la lesion de sue mitocondrias; el efscto
parnicioso de la acumulaciodn de iones Ca++. sobre sl metabolimmo
celular y finalmente &) caos metabdlico producido por la pérdida
de enzimas Yy coenzimas del citoplasma (123-124).

8i bien existe incertidumbre en cuanto al grado en que este
modelo animal puede extrapolarss inferencialmente a la cirrosis
hepdtica humana, es claro que, aungue ho coliparten el agente
etiolégico wsompechado, guardan una gran similaridad en sus

caracteristicas bioquimicas e histoldgicas (124},
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1II. JUSTIFICACION :

La ' Respuesta de Fase Aguda es un conjunto sistematizado de
reacciones del huésped ante un evento agresor que genere cualquier
tipo de proceso inflamatorio. Este @sistema coordinado de
respuestas defensivas parece mer de valor para la supervivencia,
siendo regulado por un polipéptido denominado interleucina 1
(IL-1).

En ia cirrosis hepidtica suele observarse una Respuesta de Fase
Aguda disminuida en intensidad; No estd claro si esto se debe a
miltiples factores aislados sntre si o bien mi es una consecuencia
de una alteracién en el desencadsnamiento o coordinacién de 1la

misma.

El presents trabajo se encuentra inmersoc dentro de dos  grandes
preguntas. Primero, si la ocbeservacién clinica eats traduciendo un
hecho real y segundo, a1 la RFA realmente esté alterada, =i asto
#s relacicna con una disminucion en los efectos atribuidos a la
JL-1.

Dado 1o complejo de los problemas expuestos nos propusimos iniciar
sy exploracion en un wodelo experimental en ratas con el cbjetivo
de determinar si lom niveles de algunos de lom elementos
involucrades en la RFA en ratas con dafio hepdtico son diferentes
de los obtenidos en un grupo de ratas sanas cuando ambos grupos

son sometidos a un eatimulo inflamatorio.
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IV. Planteamiento del problema :

La Respuesta de Fase Aguda constituye un mecanismo adaptativo que
le permite & un huéaped responder a una gran variedad de estimulons

agresores.

En la cirrosis hepatica humana parece observarse una Respuesta de

Fase Aguda alterada sn algunos de sus componentes.

El modelo experimental en ratas a las que as produce dafio hepatice
por medic de la administracion de tetracloruro de carbonec
reproduce algnos de los caracteres bioquimicos e histoloégicos de

la enfermedad humana.

En ratas con insuficiencia hepatica experimental en las que s ha

agregado un proceso inflamatorio

8¢ produces una Respussta de Fase Aguda difsrsnte a la que oe

Presenta en ratas sanas sometidaw al mismo proceso inflamatorioc ?
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V.~ HIPOTESIS :

Lap ratam con dafio hapatocelular inducide experimentalmente
reaccionan a un estimulo inflamatorio con una Respussta dae Faae
Aguda diferente a la obhmservada en un grupoc de ratas previamsnte

aanan.

V1. OBJETIVOS :

1.~ Medir "in vitro" la produccién de interleucina 1 a través del
Factor Activador de Linfocitos mediante el ensayo de proliferacién
de timocitos tanto en ratas sanas como en ratas con dafio

hepatocelular sn 1as que me ha producido un proceso inflamatorio.

2.- Nadir los niveles séricos de cobrs y de zinc en uh grupo de
ratas sanas y eon un grupo de ratas con dafic hapatocelular tanto en

condiciones de inflamacion como ein ellas.

3.- Dsterminar 1la funcién de los macréfagos en un aspscto da la

.ubocttous' a través de la prueba de reduccidn del nitrcazul dae

- tetrazoliilo tanto en ratas gsanas como on ratas con dafio

hspatocelular sometidas a un estimulo inflamatorio.
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VII. MATERIAL Y METODOS :

1.— Disefio de la Investigacién :

Experimento. C

1.1 Tipo de diseflo experimental :

Diseflo factorial 2 X 2

Disesfic de comparacion simple

1.1.1 Disefio factorial :

El disefo factorial se utilizd en el caso de)l objetivo 2 (ver
objetivos). E] establecsr este tipo do disefio se basd en el hecho
de que se tenian 2 variables indepsndientes, las cubles podrian
tensr entre 81 un sfecto de interaccidén. Cada una ds sstas
variables se encontrsba en un nivel nominal de medicion, divldldnl.

a su vez en dos categorias. {(grafica k)

Variables independientes :
1.~ dafio hepatocelular : a.- presente

b.- ausente

2.« Inflamacion 1 a.— presente

b.- ausents
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Varjables dependientes :

1.—- Nivel sérico de zinc

2.- Nivel périco de cobre

Orupcas de emtudio :

grupo [ .- rates sanas sin inflamacién
grupo 11 .- rates sanas mds inflamacion
grupo IIl.- ratas con dafio hepatocelular sin inflamacidn

grupo IV .- ratas con dafo hepatocelular mas inflamacion

1.1.2. Disefio de comparacion simple :

El disefic de comparacitén simple se utilizs en el camo de 1los
objetives 1 y 3, En estos cagom se tentan dom grupcs de
comparacién independientss con una variable independiante
bicondicional.

Variable independiente : )
1.~ Dafio hepatoceluiar : a.- presente

b.~ ausents



23

DISENO GRAFICO FACTORIAL

dafio hepatocelular

- +*
grupo | grupo 11}
sanan dafio

hepatocelular
inflamacion
grupo [1 gruro IV
inflamacion dafio
hepatocelular
+
inflamacion
+*




Variables dependientes :

1.- proliferacién de timocitos. (interleucina 1)

2.— reduccién del nitroazul de tetrazolio, (fagocitosis)

Grupos de estudio :

l.— ratas con inflamacién sin dafic hepatocelular

2.— ratas con inflamacién con dafic hepatocelular.

2.~ Demcripcion de la muestra :
2.1. rata. sexo masculino. adulto. entre 2350 y 3350 g de peso.
cepa : Fisher. n(total)= 100
2.2, ratdén. sexo masculino, 4-6 semanas de edad.
capas 1 NIH., n(total)= 100 *
Ambos grupos de animsles tuvieron libre acceso a alimento y a
agua. El alimento contenia los elementos de una preparacion

comercial estandar para rosdores.

3.~ definicion de las variables

3.1. Variables independientes :

*  Ambos grupos de animales fueron amablemente proporcionados por
los laboratorice de Control de Calidad del [.M.S3.8.
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3.1.1. Dafio hepatocslular .- Se considerd como tal a la evidencia
histolégica de necrosia y regeneracion hepaticas en ratas a lans
que s& habia administrado tetraciloruro de carbono (CCl4) por via
intraperitonsal a dopis de 0.1 ml. 2 veces por semana durante 10

semanas (122,124},

3.1.2. Inflamacién .- Ss produje por la administracion de 20 cc de
aceite mineral por via intraperitoneal., esta eleccién se tomd
considerando la experiencia previa de nuestro laboratorio., en base
a la cukl se considerd gue 72 horas despuds de la administracion
de eata substancia se pressentaba con mayor intensidad la respuesta
inflamatoria (129,146-149).

3.2. Variables dependientes :

3.2.1. Interleucina 1. Se midid a través de la respussta obtenida
por medic del ensayo del FAL. Este a su vaz ses cuantifice
utilizando el ensavo de prolifaracion de timocitos. El factor
activador de linfocitos es un componente de la interleucina 1 vy
cuya actividad biologica predominante es la de aumentar la

respussta proliferativa de los timocitos (9).

3.2.2. Zinc peérico.~ Elemento metdlico divalente. Se midid por
medic de espectrofotometria de absorcién atémica utilizando un

espectrofotometro Perkin-Elmer. modelo 403 de helic-nedn (137).

-
3.2.3.—- Cobre mérico.~ Elemento metalico divalente. Se midié por

medic de espectrofotometria de basorciédn atémica utilizando un
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espactrofotémetro Perkin-Elmer, modelo 403 ds helio-nedn (143).

3.2.4.- Fagocitosim .- Se utilizé la prueba de la reduccién del
colorante nitroazul de tetrazolio (NBT) la cudl constituye un
medio para svaluar una parte 'd.l proceso de fagocitomis. El NET es
un compuestc hidrosoluble que da lugar a formazan, un colorante de
color azul intensc que al ser reducide es posible medirlo
espectrofotométricaments a una longitud de onda de 5153 mm. Los
leucocitos reducen el colorante NBT a azul de formazdn por la

aceion de la actividad enzimitica de la NADH oxidasa (146-147).

4.~ Descripcion de las técnicas de mediciédn :

4.1, Ensayo de preoliferacion de timocitos : Se obtuvieron
apdpticamente los timos de ratones NIH de wesexco masculino gqus
tuvieran entre 4 y 6 semanas de edad. El ratén se anesteriaba
inicialmante con éter y en forma posterior con objeto de conssguir
una anestesia mis prolongada se les administré fenobarbital por
via intraperitonsal a dosis de 4 me/10 9 de pemo. Kl timo me
extrajo mediante su visualizacién con microscopio de disaeccion,
colocandose en solucién smalina al 0.9 % . En campana de filujo
laminar en forma imwdiata a la extraccién oe espararon los
timocitos mediante raspado mecénico del timo, se filtraron a
través de nvion y ee lavaron 2 veces con FBS a pHde 7.4 ¥y a
tempsratura de 4 C. Se agregd cloruro de amonio al 0.1 % (1 ml) ¥y
ses dejéd 10 minutos a la temperatura ambients Yy en reposo,

enseguida ame lavé 3 veces con FBS y se resuspendieron las células
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an RPMI 1640 mAs suero fetal de carneroc al 10 ;. Se estandarizaron
las células a 1 millén/l00 microlitros. El conteco celular ae
efectud njempre dos veces y sl valor final fué el promedio de
ambams mediciones. Para ello se utilizaron siempre pipetas de
glébulos blancos y se contaron las cuatro cuadriculas de la
caAmara. El caAlculo de las células se obtuvo mediante la férmula :
cuenta de las cuatro cuadriculas X 50 X 1.000 = millones de
células/ml. Posterior a cada conteo se valoréd la viabilidad
celular mediante o1 azul de tripanc ; sclamente se procesarcon las
nusstras cuya viabilidad celular fuese mayor del 80 % .

Las células cbtenidas en spta forma se cultivaron en placas
de microtitulacison de fondo plano con 96 compartimentoms con o sin
titohemaglutinina a una concentracién de 1/100 agsregandose 30
microlitros de sobrenadante a diferenten dilucionss.
(concentracién final de 23 %), a temperatura de 37 grados C y en
ambiente de CO2, A las 40 horas los cultivos fueron adicionados
con 3H timidina a una concantracién de )} microcurie. Las células
fueron cosechadas 8 horas después (23.34).

Cada uno de los enmayos tué efectuado por triplicado y el
rasultade considerado fué el promedio de los tres. La
variabiilijdad intraensayo fué menor del 13 %X. E1 estandar utilizado
fué amablemente proporcionado por &l Dr.J.Alcocer Varsla. No se
realizaron ensayos que permitieran cuantificar la presencia de IL-
2. En este sentido. se pensé que el hecho de obtener lo»
macréfagos de la cavidad peritoneal disminuiria la posibilidad de

tener linfocitos en el cultivo.
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4.1.1. Obtencién de 1los aobrenadantes (interleucina 1) : Se
obtuvieron de ratas sanss y de rates con dafio hepdtico a lam
cuAles me les habia provocado un estimulo inflamatorio 72 horas
antes nediante la adminietracion de aceite mineral intraperitoneal
en  uns cantidad de 20 cc.Eston pardmetros fuercn decididons de
acusrdo a un estudio previc realizedo en nuestro laboratorio
(resultados no publicados) ¥ a un estudio pilotc realizado en
forma pravia al desarrollo de la propia investigacion y descrito
on ¢l apéndice 1.

Previa anestesia a las ratas con éter se les realizd un lavado
garitonasl con PPS & temperatura de 37 C Yy pH de 7.4 . La
cantidad de liquido de lavado en cada caso sismprs fué de 30 ml.
El liquido obtenido se lavd 3 veces con PBS centrifugindoss a mil
revoluciones por minuto en cada ocasién. Se agregaron 3 ml de
cloruro de amonio al 0.1 % sstéril y se dejo 10 minutos sn reposo
a 37 mrsdos C para lavar nusvasents por 3 veces con PBS a mil
revolucionss/minuto. Ss resuspendieron las células en RPNI con
suero fetal al 10 %, e ajustaron a 1 millén/al v ee verificod aque
su viabilidad fusews mayor al 80 % mediante la prueba de azul dJde
tripano. En cajas de Petri se coclocaron 1 millén de células en 10
ml de medio de cultivo (RPHL + susrc fetal al 10 %) y ®e incubaron
2 37 grados C an atmdwfera ds CO2 durante 2 horas. fe desschd el
sobranadante Yy se lavd con suavidad en tras  ocamiones.
desachindomse en cada ocasidn e) scbrenadante. Los macrofagos ee
obtuvieron por medio de raspado suave del fondo de las cajas de

Petri vy lavado con solucién de Hanke a 4 grados C. A lo»
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macrofages asi cobtenidos @e les lavo en dos ocasicnes y s8e
resuspendiercn en RPMI y susro fetal al 2 %. Se ajustaron las
células a una cantidad de i milléon de células/ml vy me verificd su
viabilidad. Se incubarcn en una cantidad fija de 1 millén de
celulas por cada caja de Petri durante 24 horas a 37 grados C., en
una atmoafera de CO02. Al finalizar este lapso se recogio e}
sobrenadante, #e filtrd (0.43 milimicras) vy se almacend hasta su

uso a - 60 grados C. (16,28).

4.1.2.~ Zinc y cobre : A través de secciocnar la cola de la rata se
obtuvo entre 1 ¥ 1.5 ml de sangre, la cuil se centrifugd a 2000
RPN durante 10 minutos: se recolectd a) suero y se almacend a - 60
gradog C. hasta a] momentc de realizar el andilisis, Se excluysron
law nuestras hamol izadas que se podian identificar a simple vista.
La mediciéon ms efectud ror medio de espectrofotometria de
absorcion atémica utilizando un espectrofotimetro Perkin-Elmer,
modelo 403 de hslio-nsodn {113). En forma previa a lam
determinacionsas se llsvé & cabo la aeptandarizacion del
esPactrofotémetro mediante la determinacién de valores de zinc ¥y

cobre a concentraciones conccidas.

4.1.3.—- Fagocitomis : Se obtuvieron macréfagos peritoneales de
acuerdo al procedimiento descrito en el ensayo de proliferacion de
timociton.

Lo» macrédfagos obtenidos se centrifugaron durante 5 minutos a
1.000 RPFH. = afiadieron 3 ml de NH4C1 al 0.87 %. e resuspendiercn

y &8s centrifugaron a 1,000 RPM ., para finalmente lavarse
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dos veces con una esolucién amortiguada de Kreba-Henseleit-
bicarbonato a PH de 7.4 y con glucosa al 2 %. Se¢ centrifugd
durante 10 mwminutos a 1.000 RPFM en forma poaterior a cada unc de
los lavados. (la vigencia de los reactivos se adopté de acuerdo a
Jla aceptada generalmente).

Se afadidé entonces 0.5 mi de la solucion de KHB-G y as fijéd el
namero de células a una concentracién final de 25.000/ml. Se
prepararon 3 tubos para cada muestra, unc para evaluar la
fagocitomsis en reposo. uno para regiatrar la actividad y un
control, con un duplicado para cada unoc de ellos. Se agregaron

reactivos en la siguiente forma :

1.- Bolucion de KHB-G t 0.4 ml
2.— KCN 0.01 N t 0.1 ml
3.— NBT 0.1 % on mo0]l. salina 0.85 % i1 0.4 mi
4.— Latex (molio pars actividad) ' t 0.05 ml

Se preincubd a 37 grados C durante 15 minutos

3.~ Suspenaién celular ajustads 1 0.1 =l

6.— HCl 0.3 % (solo para sl control) 1 10 ml

Se incubd a 37 grados C durante 15 minutos

7.— KCl1 0.5 % (reposo y actividad) : 10 ml

88 centrifugé a 1,000 RPM durante 15 minutos a 4 gradas C
posterior a lo cukl se decantaron los tubom. Se extrajo de)
sedimento azul el NBT reducido con 4 ml de piridina y colocando
los tubom a ebullicién durante 10 mintos en campana de extraccion.
Se dejé senfriar y se centrifugéd durante 15 minutos .— 1.000 RPH

para leer finalmente la denaidad éptica en espectrofotémetro a 515
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mm. El espectrofotémetro s¢ calibré mediante el uso de un control

de reactivos antes de cada medicién problema.

Los resultados =2e reportan en tres formas :

a: densided dptica obtenida. '

D: indice kappa : &l cukl se cobtiens por la siguiente férmula :
denwidad éptica de actividad / densidad dptica de reposo

¢: indice delta : se obtuvo de la siguiente forma :

denmidad optica de actividad - densidad optica de reposo.

Lom valores de referencia para los neutréfilos husanos son :
keppa = 2.0 a 3.6
delts = 0.233 +/— 0.104

El ajuste ds células = realizd mediante una dilucién 1:20 con una
pipata de Thoma y utilizando como diluysnte el azul de tripano. S
contd an. la cuadricula de globulos rojos 5 cuadros ¥ #¢ multiplicod
por una constante de mil el wvalor obtenido. El1 rssultado
considerado fué el promedic obtenido de las dos cémaras.

4.2.- Degcripcitn de las variables independientes :

4.2.1.- Dafic hepatocelular : Se produjo mediante la adminiatracion
de CCl4 en ratas, de sexo mamculinoe, con un peso entre 200 ¥y 230 g
Yy una edad entre 8 y 10 semanas a la fecha des la pPrimers
administracion del hespatotéxico.

Ei CCl4 wme agregd a una cantidad igual de aceite mineral y se
administrsé a una dosis de 0.2 ml, por via intraperitoneal, dos

veces por ssmana durante 10 semanas. La svaluacion de la cirrosis



en las ratas se realizé mediante el examen macroscodpico del higado
y madiante examen microscopico de cortes del miemo, en lom cudles
de debia encontrar evidencia de cicatrizacién difusa ¥y nodulos de
regensracion celular. El aspecto macroscépico del higado de estas
ratas ususlmente presentd un asrecto granular e irregular
‘gonornuzuo. con una consistencia aumentada y una coloracién
blanco-grisacea. E! "' higado de las ratas sanas no presentd

svidencia de alteraciones histolégicas o sacroscéodpicas.

4.2.2.- Intflamacion : Se proddio a traves de la administracidn de
20 cc de aceite mineral por via intraperitoneal. La toma de
productos para 1la medicion de lam variables dependientes ame

reaiizd 72 horas despuds de la administracion del aceite.

4.3.—~ Nivel de medicion ds las variablens :

1. Variables independientes :

1.~ DPafio hepitico : nominal (presents o ausenta)
2.~ Inflamacion 1 nominal (presents o ausente)
11. Variables depsndientes :

1.- Interlesucina 1 t  intervalo (cuentas por minuto)
2.- Zinc i intervalo {(microgramos/100 ml)
3.~ Cobre +  intervalo (microgramos/100 ml)

4,~ Fagocitosis 1  intervalo (densidad dptica)
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S.— Andlisis estadistico

Para la comparacion entre dos grupos se utilizé la prueba de
comparacién entrs dou_ promedios, tomando en consideracicén que el
nivel de medicitn de la variable fuese de intervalo Y que lams

varianzas fussen homogéneas (prusba de la Fmax).

Cuando las varianzas fueron heterogéneas se utilizé la prueba

de suma de rangos de Wilcoxon.

Para o] disefico factorial oe empled o]l anklimis de varianza
parambtriceo de dos vias. cuando hubo significancia ee utilizeé,
para las comparacionss maltiples de madias, ia décima de

recorridos maltirles de Student-Nesumann-Kuels.

Para determinar la asociacién entre dos variables se empled el
coaficiente de correlacién de Pearson y para estimar la intensidad

de la asociacién e] cosficiente de determinacion.

El nivel de significacién que ee establecid en todos los casos

fué de alfa = 0.05 (bimarginal)

La estimacitn calculada a través de intervalos de confianza fué

on el nivel de 935 % en todos los casom.
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Consideraciones sobre el tamafio de la muestra :

En forma previa a la realizacion del estudio no se contaba con
parametros poblacionales que permitieran servir de base al cdlcule
del tamafio de la muestra.

Se decidié fijar un nimerc de 6 ratas por grupe considerando
como punto central ia factibilidad de la investigacion, ya que ese
era ¢l numerc esperado de elementos que se podrian analizar
durante sl pericdo de tiempo disponible para realizar el
estudio. Finalmentsa, &l nimero minimo de sujetos por grupo fud de
5 ¥ el numerc maximo de 7.

En forma posterior a la terminacién de la investigacién .
considerandce al ensayo de proliferacion de timocitos como base Y

utilizando los datos obtenidos durante el estudio, podemos
determinar el grado de la diferencia que hubiera sido nscesario

alcanzar para obtener una diferencia estadisticaments

significativa a los siguientes niveles :

alfa = 0.05

beta = 0.20
n -5
s = 2902 ( La mayor variabilidad observada intraensayo,

obtenida a partir de los promedicos de cada

dilucién y expresado como cuentas por minuto ),
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2 2
( Zalfa + Zbeta) 2(=)

n=
. . 2
{ x - x )
1 2
delta = 49561
La difersencia necemaria Para obtensr una diferencia

estadisticanente significativa a los pardmetros f£ijados es de 4961

cusntas por minuto.

La diferencia obtenida en el estudic fué de 2774 cuentas por

minutec.
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VIII. RESULTADOS

1.- Curvas de proliferacion de timocitos :

Los timocitos tratados con los sobresnadantes de los macréfagos
de lams ratas con dafio hepdtico mostraron una tendencia mencr a
Proliferar que aguellor timocitos tratados con sobrenadantes de
macréfagors de ratas sanas., {(tabla 1) (grafica 1). Eata diferencia
ne tuvo sighificacién estadiatica. (tabla 2)

En el grupo de ratas sanas. cuando me tratd a los timocitos con
mobrenadantes de células estimuladas con LPS se obaesrvéd una
Prolifaracién mayor que la que ss derivé de los aobrenadantes de
células no estimuladas con LPS. (grafica 2a) Esta diferencia se
Presantd también en el grupo de ratas con dafic hepstico, aun
cuando la diferencia cobservada fué menor. (grafica 2b) En las
graticas 2c y 2d se hace evidents una diferencia entre los grupos
de ratas sanas y las que tenian dafio hepdtico, ya sea que hubieran
mido estimgladas © no con LPS. ain embarge, como ya #es menciond,
esta diferencia noc fué estadisticamente significativa.

Cuando los datos me agrupan en forma de valores promadio para
cada una de las distribuciones de cada unc de los grupcs, tanto
cuando s§ realizé estimulacion de las celulas con LP8, comod cuando
no nme llevé a efectc, se mantiens la tendencia en la diferencia
ehtre ratas sanas y ratas con dafio hepatico. (graficas Ja y 3b).
Lam respuestas de estimulacién de proliferacidén celular en los
diferentes grupos de ratas fus muy homogénea. (griafica 4) De tal

forma que cuando se comparan las distribuciones de loa diversos
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elemantos dentro de cada unho de los grupos ne S8Se @ncushtran

diferencias estadisticamente significativas, (tahlas 3 v 4)

2.~ Zinc : Al comparar los nivelee de =zinc eédrico en loa
diferentes grupos de ratua; se hizc avidente una diferencia.
{grafica 35)(tabla 5) Las ratas sanas sin inflamacién disminuveron
sus niveles de zinc cuando fueron sometidas a un sesatimulo
inflamatoric.Esta diferencia fué estadisticamente aignificativa.
En cambio. las ratas con dafic hepitico cuando fueron sometidas a
un procesc inflamatorio, aun cuando tendieron a disminuir sus
niveles, +ésta diferencia no tuvo significacién estadistica.
(grafica 3)(tabla 6).

Los ‘niveles eéricoe de zinc fueron difersntes en los grupos
basales des ratae, en decir, el gruro de ratas sanas ain
inflamacién tuve niveles signiticativaments miés bsjos en su
determinacion inicial con respecto al grupo de ratas con dafio
hopatico y wein inflamacion. Los grupos que tenian actividad
inflamatoria., en cambio, ho mostraron niveles diferentes a un

nivel de significancia estadistico. (grafica 5)(tabla §).

3.— Cobre : Al comparar lom niveles de cobre américo en los
diferentes grupos de ratas ss wmostré una diferencia. (grafica
6) {tabla 7) Los niveles de cobre narico variaran
significativamente en el grupo de ratas sanas. ya que cuando sme
aplicé wun estimulo inflamatorio, dichos niveles aumentarcn
considerablamente. En el grupo de ratas con dato hepatico, al

aplicar el estimulo inflamatorio la diferencia obtenida entres el
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grupoc con inflamacién y el grupo sin la misma no tuvo
significacion estadistica. Al comparar los grupos de ratas que no
sufrisron inflamacién fus evidente una diferencia al nivel de
significancia estadistica prefijadc. Sin embargo, entre los grupos
de ratas en las que se aplicéd un estimule inflamatorio no se
éhaorvo una diferencia de esa magnitud. (grafica 6)

La grafica 7 pernite apreciar la existencia de una relacion
entra los niveles séricos de zinc vy loa de cobre en loa diferentes
grupcs de estudio. Es decir, En los grupos de ratas sain
inflamacién los niveles méricos de zinc fueron los wAs altos. En
cambic, cuandc se administré un estimule inflamatoric aestons
niveles teandiercn a disminuir. ocurriendo ests fentmenc en menor
grado en las ratas sanas enh comparacidn a las ratas con dafio
hepatico. Lo opuesto ocurrit en el caso del cobre, asi, en los
grupos min inflamacién lop niveler méricos de este catién fysron
los mis Dbajos y al aplicar un estimulo inflasatorio., dichow
niveles tendieron a aumentar. Al correlacionar los niveles ds
amboe cationes en cada uno de los grupos de ratas fus posible
observar que a diferencia de las ratas con dafic hepatico wme
pramentd una marcada correlacidén poesitiva en los grupos de ratam
sanas  c¢on y sin inflamacisén. (graficas 8 y 9). La relacién entre
Zinc ¥y cobre fué muy estrecha en el grupo de ratas esanas win
inflamacién donde el cosficiente de correlacién fué de 0.92, con
un cosficiente de determinacion de 0.84 vy una p < 0.01 (grAfica
10a) (tabla 8) Este mismo tipo de relacién se mantuvo on el gruroe

de ratas sanas con inflamacién en el cuadl el coeficiente de



41

correlacién fué de 0.85, con un coeficiente de determinacién de
0.72 y una p < 0.05 (grafica 10b){(tabla 8). En los grupos des ratas
con daflo hepAtico la correlacion se invirtid y se tornd negativa,
En ] grupo que no fué sometido a un estimule inflamatorio el
valor de correlacién fué ho - 0.43 con un coeficiente de
determinacién de tan mdélo 0.18 y msin que la probabilidad
sncontrada fueme estadisticamente significativa. (grafica
10c) (tabla 8) .En el grupo de ratas con dafio hepAtico ¥ que fueron
expuestas a un estimulo inflamatorio la correlacidon tendid a
aumentar wsiempre en un sentido negativo. con un cosficiente de
detsrminacién de 0.45, sin que éste tuviese significacion

estadistica. (grafica 10d)(tabla 8).

4.— Fagocitosia : Al comparar los resultados obtenidos a partir de
la prueba de reduccion del nitroazul de tetrazolic en los diversos
grupos entre =i se¢ hizo manifiesta una diferencia. ( grafica
11)(tabla 9). En el grupo de ratas sanas se presentd una clara
diferencia en el grado de reduccion del nitroazul de tetrazolio
entre las células sn reposo y aquellas que 9e encontraban sen
actividad. Esta diferencia fué estadisticaments significativa
(tabla 10). En el grupo de ratas con dafio hepitico, una diferencia
similar se hizo ostensible (tabla 10). Sin embargo, al comparar
la reduccién del colorante on ambos grupos cuando lam células se
sncontraban en repcso, no se sncontraron diferencias con
significado estadistico. (grafica 11) (tabla 10). Este mismo hecho

ocurrié¢ cuando se compararonh las células estimuladas en ambos
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grupos. (grafica 11) (tabla 10).

indice kappa : No me identificd una diferencia estadisticamente
wignificativa aen relacion a este indice entre los dos grupos de
ratas. (tabla 11). Fué evidente, min embargo, una mayor
variabilidad en sl comportamiento de los macréfagos en el grupo de
ratas con daflo hepatico, dhteniandosa an este grupe, tanto loa
" valores mAs altos como los mAs bajos (grafica 12). Una situacién
similar ocurrié¢ en &1 caso del indice deilta, d;ondo al igual que en
#] caso anterior no se obtuvo significancia estadistica, adn
cuando la tendencia observada en el comportamiento de laz células
fué similar al anterior (grafica 13){tabla 12).

Al comparar sl promedio en ambos grupos, asi como su mediana se
observa que fueron mayores en el gruro de ratas con dafic hepatico
en lo que al indice kappa se refiers. (grafica 12). Al analixzar el
indice delta fué notoria una mayor variabilidad. por lo que el
'prmdilo de las ratas con dafic heratico fué menor que sn #1 grupo
de ratas sanes. sin smbargo. ocurrid lo opussto al considerar la
mediana, medida con la cudl ss observé un valor mts altc en sl

grupo de ratas con dafic hepatico. (grafica 13).
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Identificacion de los grupos de estudic :

GRUPO I t ratas sanas sin inflamacién.

GRUFO I t ratas sanas CON inflamacion
GRUPO 111 t ratas con dafio hepatico sin inflamacion.

GRUPO 1v : ratas con dafic hephtico CON mtlmcio:_;.




TABLA 1,
Prol iferacién de timocitos en ios grupes de ratas
sanas con daffo hepdtico de acusrdo a ia
concentracicn de IL-1 ¥ a la presencia o no de LPS.
di;u;::on sanas dafio hepatico
[
sobrenadante LPS + LPS - LPS + LPS -
1:1 X az217 2847 2965 2522
s 580 3s6 213 571
1:2 x 5714 3425 4501 3066
L] 1024 716 954 663
1:4 x 11132 5822 8441 4954
F] 2182 746 788 340
1:8 x 12135 6038 9474 5223
[ 2802 1017 1928 a99
1:16 x 7062 4543 6273 3580
- 1410 339 707 . aes
1:32 % 3971 2739 3856 2744
= 1207 488 864 165
1:64 x 2929 24823 2741 2620
] 467 277 385 327
1:138 x 2957 2686
s 402 197
1:1000 x 2659 2655
s 215 285
medio + X 2790
células = 422
medio x 2644
8 209
X = promadio
s = 1 deaviacién estandar
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TABLA 2.
Prusbas de djfersncias entre promedios para las curvap
de proliferacidn de timocitos de ratas sanas y con dafio
hepAtico en las gue se aplicd un eatimulo inflamatorio.

Prusbasg de comparacién de diferencias entre promedios para

dos muestrans A\
sanas dafio hepatico
+ LPS - LPS + LPS - LPS
* n - S -] 5
2 - 5751 3620 4643 3364
I} 647 1394 2619 1067

a: Prueba de comparacion de difersncias entre promedios para
dos mueptras independientes :

1,- ratas sanas vs ratas con dafioc hepatico en presencia de LF3
Lt - .853 gl = 18 p= .80
IC 99 X = 900 +/- 1496

2.~ ratas sanas ve ratas con dafio hepidtico en ausencia de LPS :

t = .600 gl = 12 p= .5
IC 93 &% = 412 +/- 687

b: Prueba de comparacion de diferenciaps entre promedios para
dos muestras dependientes :

1.- ratas sanas en presencia y ausencia de LP3 :

t - 2.76 gl =8 p = .02
IC 95 % = 26%0 +/- B85

2.~ ratas con dafic hepAtico en presencia y ausencia de LPS :

t = 2.99 gl =7 p = .02
IC 95 % = 1934 +/- 593
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TABLA 3.

Analisis de varianza de una via para las curvas de
proliferaciéon de timocitos en el grupo de ratas sanas

con inflamacion,.

Grupo II. ratas sanas con inflamacion.
(células estimuladas con LP3}

ratan
A B c D E
x 5665 5611 5662 5112 6409
3975 3401 3551 2382 5364
giN = 4 g1D = 40 F= 0,137
p=0.96
grupo 11. ratas sanas con inflamacion.
(célulam sin estimulacién con LPS)
ratas
A B c D E
x 4035 3600 3993 3933 4151
1587 1069 - 1380 1264 2156
gIN = 4 glD = 30 F = 0.127

p = 0.97
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TABLA 4.

AnAliris de varianza de una via para las curvas de
proliferacién de timocitos en ¢l grupo de ratas con
dafic hepatico e inflamacién.

grupo IV : ratas con dafio hepAtico con inflamacién.
( células estimuladas con LPS)

ratas
A B c D E
x 4356 4651 4704 4030 4544
] 2248 2519 2708 2003 3z299
giN = 4 glD = S0 F=0.122
g = 0.97

grupo IV : ratas con caflo hepatico con inflemacidn,
{células min estimulacién con LPS)

ratas
A B c D E
x 3328 3339 3585 3669 3535
1183 929 940 1219 1681
gIN = 4 glD = 32 F = 0.117

p = 0.97
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TABLA 5.
Distribuciéon de los valores de zinc y cobre sériceos
en los grupos de ratas.
' ZINC
grupo I grupe 11 grupo 111 grupo IV
1688 113 143 93
220 116 147 114
228 140 153 1326
241 152 154 138
273 155 155 141
310 172 161 177
440 212 213 210
COBRE
grupo I grupo [1 grupo 111 grupo IV
105 168 248 232
136 168 228 217
122 169 185 144
128 194 118 225
132 172 - 149 200
133 180 182 165

172 249 150 146
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TABLA 6.
Anadlisis de varianza de doa vias para los niveles
séricos de 2inc en las ratas sanas y con dafio hepAtico
de acuerdo a #i recibieron o no un estimule inflamatorio.
GRUPOS DE RATAS
grupo I grupo 11 grupo 111 grupo IV
n 7 7 7 7
X 271 151 160 142
] a3 34 3 39
condiciones : razén F P
sanas—daflo hepatico 9.64 .005
no inflamacién—inflamacién 12.93 ,001
interaccion 7.03 .01
Comparacionss mailtiples : .
Prusbas d4¢ Student - Neuman — Kuels :
grupo 1 vs grupe 11
grupo 1 ve grupo IIl
grupe I ve grupo IV
grupo 11 va grupo 111 NS
grupo 1] va grupo IV N8
grupo I11 va grupo IV NS

8 = entadisticamente significativa

NS = no estadisticamente significativa
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TABLA 7.

Andlisis de varianza de dom vias para los niveles
adricos de cobre en los grupos de ratas manas y con daflo
hepatico y de acuerdo a mi recibieron o no un estimulo

inflamatorio.
GRUPOS DE RATAS
grupo 1 grupo il grupo 111 grupo 1V

7 7 7 7
x 132 185 180 189

20 29 45 a7
Condiciones : razon F P
sana -~ dafio hepatico 3.87 .06
ne inflamacién — inflamacién 5.78 .02
interaccion 2.73 .11
Comparaciones maltiples :
Prusbas de Student - Neuman -~ Kueis :
grupo 1 ve gruro II
grupo 1 ve grupo 111
grupo I © ve grupo IV
grupo 11 va grupo 111 NS
grupo Il vs grupoc IV NS
grupo 111 vs Grupo IV NS

8 = setadisticamente significativo
N8 = no estadisticamente significativo.
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Correlacion de zinc y cobre aéricos
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TABLA 8.
Correlacitn entre loe niveles séricom de 2inc y cobre en
los grupos de ratas sanas ¥y con dafio hepAtico de acuerdo
a #8i fueron sometidas o no a un estimulo inflamatorio,

GRUPOS DE RATAS

grupo I grupo 11} grupo 111 grupo 1V
n 7 7 7 : 7
r .92 .85 - .43 - .68
2
r .84 72 .18 46
t 5.23 3.75 1.09 2.10

g1 S - L] 5

P .003 .0k .32 .08




actividad funcional de los macréfagos
(prueba de nitroazul de tetrazolio)s

reposoe actividaod

| a—— AR
grado de funcién fagocftica

o.08

0.081

0.04} J

0.021-

0.00

grupo 11| - grupl; v
grupos de rotas
» (expresodo sn x + DE)

1T oIauD
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TABLA 9.
Dictribucién en unidades de densidad d¢ptica obtenidos a
partir de la prueba de reduccién del nitroazul de
tetrazolio en los grupos de ratas sanas y con dafio

?ogftic que hablan side sometidas a un estimulo
orio.

GRUPO II.
macréfagos peritoneales
* reposo actividad
0.045 0.120
0.030 0.090
0.060 0.150
0.030 0.060
0.030 0.080
0,020 0.080
0.030 0.050
GRUPO 1V,
macréfagos peritonsales
reposc actividad
0.030 0.070
0.030 G.100
0.02% 0.040
0.030 0.120
0.040 0.070

0.020 0.090
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TABLA 10.
AnaAliais de varianza de una via de las unidades de
densidad éptica obtenidem a partir de la prueba de
reduccion del nitroazul de tetrazolic en los grupos
de ratas panas ¥y con dafic hapatico de acusrdo a gi
los macréfagos peritoneales se encontraban en reposc
o en actividad.
MACROFAGOS PERITONEARLES
RATAS SANAS RATAS CON DANO HEPATICO
reposo actividad reposo actividad
n 4 7 6 6
x 0.035 0.090 0.029 0.081
] 0.013 0.034 0.006 0.027
mediana
0.030 0.080 6.030 0.080
giN = 3 glD = 22
F= 11.38
P = 0.0001

Comparaciones maltiples :
Prusbas de Student — Neuman - Kusls.

grupo 11 repomo va grupo Il actividad B
grupe 11 reposo ve grupc IV reposo NS
grupo Il actividad ve grupo IV actividad N8
grupo 1V reposc vs grupo 1V actividad g

§ = gstadisticamente significativo
N8 = no estadisticamente significativo.
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TABLA 11.
Indice Kappa obtenido a partir de la prueba de reduccién
del nitroazul de tetrazclioc en los grupos de ratas sanas
y con dafic hepatico ¥ que fueron sometidas a un estimulo

inflamatorio.

SANAS DANO HEPATICO
2.66 2.33

3.00 3.33

2.50 1.60

2.00 4,00

2.60 1.75

2.30 4.50

2.66

Prusba de comparacién de diferencias entre promedios para dos
muestras independientes :

sanas dafio hepatico
7 [
2.56 2.91
0.29 1.20
t =~0.76 gl = 11 p = 0,46
{varianzas heterogéneas : F = 16.3 P = 0,001)

IC 95 % = ,3583 4/~ ,4692
Prusba de suma de rangos de Wilcoxon :
madiana 2.60 - 2.683

suma de rangos
48 43

P > 0.05




actividad funcional de |os macréfagos

Indice kappas

< medliana > mediona < meadiang > madiang
SRR | I | | RO | /3

unidades kappa

4 -
+

sl .
] B J 2

2% - . -

Yorel v 2
r : : .
N

| o

0 R 2

grupo |1

grupos de rotos
«( x + DE)

21  wIoIavun

9



0.4

actividad funcional de los macréfagos
Indice delta» .

grode de funcidén fagocftica

grupo (I
grupos de ratas

s(expresado en medicnas)

£l II13Ho

99



TABLA 12.
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Indice deita obtenido a partir de la prueba de
reduccién del nitroazul de tetrazolio en los grupos
de ratas sanas y con dafio hepAtico y que fueron

somstidas a un estimulo inflamatorio.

SANAS

DANO HEPATICO

0.075
0.060
¢.090
0.030
0.050
0.030
0.050

0.040
0.070
Q.015
0.080
0.030
0.070

Prueba de comparacion de diferencias sntre promedios para dos
musstras independientes :

daflo hepatico

sanas
n 7 6
x 0.08% 0.052
] 0.022 0.028

t = 0.17

IC95 % =

gl = 11

-0025 +/-

.014

p = 0.86
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IX. DISCUSION.

La 1IL-1 es considerada la molécuia reguladora de la RFA, vy el
Factor Activador de Linfocitos constituyes la prueba mAs especifica
con la que se cuenta para su medicién. En este estudic no me
‘.!'_lcontrb una diferencia eatadisticamente significativa entre las
ratas msapas y lae ratas con dafio hepdtico y que habian liﬁo
sometidas a un eatimulo inflamatorio en relacién con dicho factor.
De eota forma los macrofagos peritonealea de ambhos tipos de ratas
estimularon la proliferacién de lom timocitos de ratén. sobre todo
cuando los macrofagos hakian sido satimulados con

lipopolisacarido. Podemos considerar qus la estimulacién con emte
agente. eon realidad corresrondiéd a un ssgundo estimulo, ya que la

administracion de aceite mineral a la rata, constituyéd, un primer
estimulo agresor. Esta puede aer la razén por la cusl., 1los
macrofagos no  estimulados con lipopolisacarido tambien
respondieran estimulando la proliferacién de los timocites, ei
bien. ésto ocurrid con menor intensidad.

A pesar de no habsrae observado una diferencia con significado
estadistico, es posible advertir una tendencia en favor de una
respussta mis intensa ror parte de los macréfagos de las ratas
sanas. FPueden proponerse varias explicaciones al respecto : a.-
Los macrbfagos de las ratas con dafic hepdtico producen una menor
cantidad del Factor Activador de Linfocitos: b.— Los macréfagos de
las ratas con daﬁo hepstico producen una cantidad similar del

Factor Activador de Linfocitos, pero su estructura o funcién =se
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encuentran alteradas, o bien ¢.— El nobronadar‘te de los macrofagos
de las ratas con dafic hepatico contiene factores inhibitorios.

84 1la disminucién del Factor Activador de Linfocitos a los
niveles cbmsrvados durante el enmayo, ocasionan alguna alteracion
on la Respuesta de Fame Aguda., es algo que quada por responder Y
que no pusde desprenderse de los resultados de este estudio. Debe
recordarse que la IL-1 estd conmtituida por un conjunte de
moléculas integradas o bien relacionadas entre si. por lo que el
comportamiento del Factor Activador de Linfocitos no excluye
norsalidad ¢ anormalidad en ¢l resto de sus componentes,

Como e cbserva sn la grafica 4. las curvas de proliferacion de
timocitom fusron muy esimilares en el grupo de ratas con dafio
hepitico a ios resultados obtenidos en el grupc de ratas sanas que
no habian sido estimuladas con LPS. Esto podria sugerir que los
macrédfagos de las ratas con dafio hepadtico Yy que fuesron
subsscusntemsnts estimuladas con LPS respondsn limitadaments en lo
gus me refiere a la produccién del Factor Activador de Linfocitos.

La 1L-1 es producida por una gran variedad de células, ei bien
la fuents mas importants para su produccién la constituyen los
monocitos. Existe controversia en la literatura médica acerca de
oi los wmonhocitom en la cirrosis hepatica tienen una funcion
alterada. Se¢ han presentado svidencias de gques tanto la quimiotaxis
como la fagocitomis y la capacidad de dar muerte intraceiularmente
por parte del monocito me encuentran disminuidas (125).

Los esfusrzos para medir la integridad funcional de los

monocitos, en relacion con su produccidn de factores solubles en
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cirrosis hepAtica han sido esporddicos. Msi. en pacientes con
enfermedad hepAtica crénica y due no cursabah coh un Pproceso
inflamatorio agregado, la produccion de IL-1 wse sncontrd
aumentada (126). La misma situacién se observd en pacientes con
hepatitisa alcohélica en los que me realizd el ensayo del Factor
" Activador de Linfocitos (127). Es evidente una discrepancia snire
estos resultados y los obtenidos en este estudio, y ello pusde
explicarse debido a que estos estudios no son comparables entre o3
debido principalmnente a las siguientes razones : a.- La hepatitis
alcohdlica es un estado en ol cuél me presenta una Respuosta de
Fase Aguda intensa y claramente identificable. Resulta sxplicable
con manifestaciones ami, suponer que la proteina reguladora Ade
esta Respussta se sncuentra aumentada; b.- En la cirrosis hepaAticas
establecida. w®situacidén en la que me basd el modelo animnl
utilizado en ol presente estudioc, no me estudid a los sujetos en
condiciones de inflamacion agregada y finalmente, c.- Los dos
estudios mencionados come antecedente fueron de indole clinica, es
decir se Dasaron en sujetos humanos en donde no es posible la
manipulacién de la® condiciones de inflamacion., lo 4que hizo
necesaria la exploracién del problema en un modelo animal en el
prosente estudio. Eu resumen. No tenemos estudics que puedan
servirnos de comparacién para nuestros resultados en lo que se
refiere a los niveles de respuesnta del Factor MActivador de

Linfociton.

Un rasgo constante de la Respuesta de Fame Aguda pson loo
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cambios que ocurren en algunos de los cationes divalentes., Estos
suelen relacjionarse a una respuesta defensiva por parte del
huésped, scbre todo ante una agresidn de tipo infeccioso. Esta
suposicidén descansa en sl hecho de que el zinc y 1 hierro han
demostrado weser elementcs indispensables para sl crecimiento
bacteriano. Congruente con este hecho, en la Respussta de Fase
aguda, los niveles de zinc y de hierro séricos disminuyen.

En los peres humanos jovenes, el zinc es importants para el
creocimiente Yy para el desarrollo gonadal. Ademés el zinc es
fundamental para el metabolisme de los Acidos nucleicos dada su
participacién en 1la DNA polimerama, 8i bien la timidina-cinasa en
la enzima mAs sensible a la deficiencia de 2zinc (130-132).

En el paciente con cirrosis hepatica es manifiesta la
deficiencia de =zinc, la cudl se debs fundamentsilmente a las
pérdidas urinarias. ain cuando una absorcién intestinal disminuida
parece contribuir también s este efecto {(133-135). Se ha
dsmostrado que tanto la deficiencia como el exceso de zinc altera
la respussta inmune (136-137). En la enfermedad hepatica crénica
huinana, la severidad e la enfsrmedad rarece correlacionar con el
grado de alteracion en el metabolismo del zinc (138). Asimismo. ha
sido posible observar en el ratén deficiente en zinc una clara
alteracién en 1la hipersensibilidad de tipo tardio (139). La
disminucién en los niveles de Zinc no parecen restringirse al
suero, se ha sugeridc que loes tejidos con células nuclieadan
podrian ser también deficientes en el catién (140). Adems, se ha

propuesto ques el zinc podria prsvenir la acumulacién de colagsna
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en la rata con dafic hepidtico secundaric a la adminiatracifion de
CCl4 (141). En este estudio fué patente una disminucién en los
niveles méricos de zinc en las ratas con dafic hepAtico en relacidén
a las ratas control cuando ambos grupos se encontraban en
condicicnes basales, es decir. sin haberse scmetidc & un estimulo
;ntlmtorio. En las ratas psanas en las que habia actividad
inflamatoria. leos niveles séricos de zinc disminuyeron en una
forma estadisticamenté 'significativa. Sin embargo. cuando las
ratas con dafio hepAtico ein inflamacidn se compararon con aquel las
que hablan sido sometidas & un estimule inflamatorio, la
disminucién observada fué minima. Nuevamente, los valores de los
grupos de ratas con dafic hepatico fueron muy simileres a los que
mostraban laps ratas sanas psro con inflamacién,
La minima diferencia observada en los niveles de Zinc en sl grurc
de ratas ccon dafic hepatico sin inflamacién cuando se comparan <on
ios niveles de zinc de la® ratas con dafic hepitico con inflamacién
podria interpretarse como una alteracisn en la Respuesta de Fame
asuda, wsin embargo., Ppodria también traducir un mecanismo
compenaatorio basadc en que una disminucién mayor en los niveles
de zinc, a partir de un nivel ya de por =i deficiente, podria
resultar intolerable para la supervivencia.

Esta minima disminucién en el grupo de ratas con dafio hapatico
# inflamacién podria explicarese en tres formas : a.- No se prodajo
Mediador Endogenc Leucocitario: b.~ Se prodijo. pero estructural o
funcionalmente anormal. de tal forma. que eso explica la faita de

respussta Yy c.—~ Se proddjo en forma normal e] mediador debido a
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que la rata con dafic hepatico tienes también un proceso
inflamatoric capaz de generar la producciédn de 1a molécula, ya sea
eate secundaric al dafic hepidtico inherente o an el caso particular
del wmodelo experimental utilizado a que las punciones
peritonsales frecuentes para administrar el CCl4 provocaran un
sstado inflamatorio crénico y capaz de generar Jla sintesis vy
libsracién del Mediador Enddgenc que. sin embargo. no se presentd
debido & ia presencia de mecaniemos adicionales que impidieron una

disminucién mayor en loes niveles séricos del cation.

En foraa contraria al comportamiento del zinc, en la Respuesta
de Fase Aguda los niveles de cobre suelen incrementarse., Este
hecho se ha explicado por e¢| aumsnto concomitante que pressntan
lom hiveles séricos de ceruloplasmina, una glicoproteina con un
Feso wmolecular de 132,000 y una vida media de 13 hr en la rata vy
cuya funcion ee ja de transportar al cobrs. amén de algunas
funciones de defenma que explican su notable aumento (142).

En la cirrowmis hepética ocurre un aumeanto en los niveles
wméricos y tisulares de cobre [(143)., adn cuando existe controversia
en torno a si este aumento ccurre debido a una alteracién en el
mecanismo de excrecién dei cobre a travées de la bilis en forma
exclusiva o bien mi existen mecanismos alternativos (144-145).
Nuestros resuitados indican niveies de cobre que aumentan cuando
ss aplica un estimulo inflamatoric en los gruros de ratas wsanas.
En el grupo de ratas con dafio hepidtico sin inflamacién fué poaible

apreciar niveles aumentados en relacién a los observados en el
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grupc de ratas sanas y sin int;amacidn. Cuando #se aplicd un
estimulo inflamatorio a las ratas con dafio hepidtico practicamente
no se observs diferencia en loa niveles séricos de cobre en
comparacién a los valores de las ratas con dafic hepatico pero ain
inflamacién. La interpretacién de estos resultadons es similar a la
discutida para los niveles séricos de zinc, ya que si bien podria
inferirmse una alteracion en ¢l Mediador Endégenc Lesucocitario como
una explicacién de la practicamente nula variacidén en loms niveles
de cobre no es posible excluir la participacion de factores
compensatorios asociados que impidan un aumentc mayor a loa
niveles cobservadon.

Por otra parte ., en los grupos de ratas sanas fué clara una
alta correlacitén entre los niveles de zinc y cobre. la cual se
mantuvo en ¢l grupo de ratas sanar mas inflamacioén, lo cual es de
ssparar que ocurriese an la Respuesta de Fase Aguda. En los grupos
de ratas con dafio hepaticoe. en cambio, la relacién tendid a
hacerse negativa y la explicacion de la variacién en tunﬁ!du de
una u otra variable fué muy pPobre. Resulta incierto interpretar la
relaciéon entre estans dos variables, sl tomamos en cusnta e] estado
basal alterado que sme presenta en la enfermedad hepatica crénica
en lo que bde refiere a estos dos cationes. Sin esmbargo., es
notable la diferencia en la forma de responder de la rata sana
cuando enfrenta un estimulo inflamatorio y la forma en que lo

hace, en las mismmas circunstancias, la rata con dafio hepatico.

Por otro lado, se han informado aisladamente cdatos que apovah
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una respuensta de caracteristicas normales en .lo que =6 refiere a
la msintesis hepitica de algunas de las proteinas de Fass Aguda.
Uno de estos eatudios me rsalizé en ratas con dafic hepdtico v en
condiciones de inflamacion (128-129). Sin embargo. es conveniente
puntualizar que, el componente de la IL-1 al que se le atribuyen
estos efectos, &8 al Mediador Endégeno Leucocitario. En relacidn a
este Ppuntc tensmos un aspecto de intereés. En la presente
investigacién se aborda al Mediador Endégeno Lesucocitario por
medio de wsu participacién en la regulacion de los cationes
divalentes. Nuestros resultados sugieren una alteracién en la
respuesta derivada del Mesdiader Enddégeno Leucocitario, situacién
que no corresponde con lom resuitados derivados del estudic citado
arriba en ¢l que el modeloc animal Yy experimental es eimilar al
eapleado en nuestra investigacién. 8in embargo los eventos de
resultado o variables de interés sn ambos estudics son diferentes.
Asi, mientras que sn el primer estudio se registran los niveles de
proteinas de fase aguda como @l evento de interdms. on
nuestro estudio dicha variable fueron los niveles séricos de ios
cationes divalentes. Bi bien ambos tircos de variables parecen
depender del contreol del Mediador Endégeno Lesucocitaric no sabsmos
si dicha regulacién es independiente para ambas. en cuyo casoc no
podriamos hablar de divergencias entre nusatros resuitados ¥ los
del estudio citado dado que ho serian comparables. En sl caso,
hipotético adn, de que lam respusstas para ambas variables fueran
dependientes entre si, estariamos hablando de una discrepancia.

Para resolverla. en estudics futuros deberadn registrarse ambos
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tipo2 de reaspuestas en el mismo exXperimento con objeto de

establiecer su grado de asoclacion,

Ademds de estimular la salida de los neutrdfilos a la
circulacién, la 1L-1 !a\;oroce un aumento en la actividad
metabolica de los mismos.

Los fagocitos mononucleares ae originan en la médula oémea a
partir de la célula pluripotencial. =alen a la circulacién como
monocitos, donde permanecen durante un lapsc de 29 hr
aproximadamente., para pasar posteriormente a los tejidos donde se
transforman en macréfagos. Debe conmiderarse que de acuerdo al
érganc al que me dirigen, ésto determinara sus caracteristicas
metabdlicas; de este modo, @] macrdfago alveclar tendrid una mayor
capacidad de oxidacién y el macréfago peritonsal tendrd una mavor
capacidad de actuar on anasrcbiosis (148) Dos hachos destacan en
el funcionamiento global de los macrofagos : Por una parte.
fagocita al germen. 1o digiers y produce moléculas que integra a
sSu membrana, para de esta forma transmitir informacién respacto de
dicho antigeno a loa linfocitos T. Por otro lado, el macréfago
rroduce una molécula, la interleucina 1, la cudl actia sobre el
linfocito y sirve para reforzar dicha transmisién do. la
informacién. El primer aspecto fud explorado en ests estudio
mediante la prueba de reduccidn del nitroazul de tetrazolie, 1la
cudl nos propeorciona una idea geneoral de parte del procesoc de
fagocitosis. Nuestros resultados no mostrarcon diferencias entre el

grupo de ratas sanas mas inflamacién cuando se compard con el
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grupo de ratas con dafio hepiatice en las mismas condiciones de
infiamacien. Sin embargo, los valores sn promedic para las ratas
con daflo hepAtico tendieron a ser mencres fque para las ratas sanas
le que resultaria consistente con una posible disminucion en la
gficiencin de la fagocitosis como ha sido descrito en cirroais
hepatica.

PDado gque la influencia de [L-1 mscbre la fagocitosis ha sido
atribuida a] Factor Activador de Linfocitos, egtos resultados
ademds de los obtenidos en este estudio para el ensayo de
proliferacion de timocitos, funcién tambien dependiente del FAL,
apoyan ain embargo, el hecho de que las ratas con daflo hepatico
producen una cantidad similar del Factor Activador de Linfocitos
eh relacién a las ratas manas,.

Al analizar loms indices de funcion fagocitica karpa y delta se
mantuvé la similitud eh los resultados obtenidos en ambos grupeos
de ratas. haciendoss evidente que esta eimilitud estuvo dada
debidc a una mayor dispersion en los resultados del grupo de ratas

con dafic hepAtico, donde se obtuvieron tanto los valores mAs altos

como los mAs bajon.

En conclusidén -
Las ratas con dafio hepdticce parecen producir

cantidades wsimilares del Factor Activador de Linfocitos an

comparacion con laz ratas ganas.



78

Las ratas con dafic hepatico prasantan
alteracionss en algunos de los factores dependientes de]l] MNediador

Endogeno Leucocitaric.

La Respuests de Fase Aguda en las ratam con
dafic hepético vy un proceso inflamatorio agregado se presenta en
forma alterada y hetsrogénesa tuando se comfara con la que e
obssrva en las ratas osanas en condiciones similares de

inflamacidn.
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Apéndice 1.
Eatudic piloto realizado en forma previa a ala investigacién con
ol tin de definir lams condiciones de obtencidn de daho

hepatocelular e inflamacidn, .

Se formaron 5 grupos de 6 ratas cada uno de ellos, de la misma
especie, gsexo. edad ¥y peso a las utilizadas en la investigacién
subsscuents. En la tabla 13 se deoscriben los grupos de acuerdo a
la dosis de CCl4 administrada. la via de administracioén y la
relacion aceite mineral/CCi4. (El aceite mineral se utilizdé como
vahiculo) Uno de los grupos se utiliz¢ como control vy en &) we
aplico dnicaments solucidn salina. Todam las ratas se sacrificaron
Y =e svaluaron 3 diss después de la sexta asplicacion. En todos
los casos la administracién se efectud dos vaces por eSemana.

(lunes ¥y viernes)

Resultados :

1.~ La mortalidad fué mayor en las ratas a law que se administrd
el CCl4 por via intrapsritonsal. En las ratas a las que se
administrd el CCl4 por via subcdatanea no se obtuvo ninguna musrte.
(p = 0.01) (grafica 14a)

2.~ En lo que me refiere a la mortalidad por grupom : en #l grupo
3. en el que la administracidn del CCl4 se realizd por via
mubcdtansa y el grure 5 en el que se adminiatréd solucién salina
por via intraperitonsal la mortalidad estuvo ausente. El grupo 1 y

el gruro 4 tuvieron una mortalidad similar (16 %); En éste dltimo
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grupo todas las aplicaciones L] efectuaron por via
intraperitonsal, en al primer grupo., en cambio, la mitad de las
inyacciones fuercon por via intrapsritoneal y el resto se realizéd a
través de la via bsubcutdnea. En ol grupc 4 ademas. la
administracién del CCl4 se realizé en forma mads diluida. La
.nortnlidad mée alta se cbservéd on el grupo de ratas en que todas
las aplicacicnes se hicieron por via intraperitcneal a la dilucién
usualments recomendada, (grafica 14b).

3.- En el examsn histopatolégico me utilizaron para saste sstudio,
dos parémetros para evaluar el dafic hepitico : 1a essteatosies ¥ la
nescrosis. La enteatosis se valord sn una escala de medicion
ordinal : de una a cuatro cruces, de la siguients forma :

1+ cuando ee observaban de O a 23 % de células hepaticas con
depositos de grasa por campo; 2+ cuando ss encontraban estos
depositos en el 26 a 50 % de los hepatccitos: 3+ cuando entre el
S1 v o]l 75 X de las células hepiticas tenian esta caracteristica y
4+ cuando se observaban depésitos grasoe en mis del 76 % des los
hepatocitos. Hubo evidencia de wmayor grado de esteatosis sen
aquellos grupos de ratas que reciblan el CCl4 por via
intrapsritoneal, menor en el dgus recibidé una administracién
combinada de las dos vias y menor aun en el grupe que recibid

exclusivaments la via subcutanea. (grafica 144).

En basme a estos resultados e optd por trabajar con la
administracién intrapsritonsal debido a la mayor rapidez con que

genera el dafic hepAtico. 851 bien en nuestro sptudioc la dilucidn
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aceite/CCil4 de 2/1 produjo la menor mortalidad en los grupos de
ratas a las que se administrs CCi4, se decidioé utilizar la dosis
usualmente recomendada en la literatura a fin de obtener una mayor
comparabilidad en las técnicas utilizades y ademds con el obijsto

de no aumentar ila cantidad total administrada.



TABLA 13 Descripcién de los grupos de ratas en relacién a
la dosis total, vfa de administrocién y proporcién

de CCl—-4 uti

|t zado.

grupos n via de administracién

relacién CCl—-4/aceite

1 8 intraperitoneal/subctitaneas 1/1
1 6 intraperitoneal 1 /1
I ;] subcdtanea 1/1
v 6 intraperitoneal 1/2

v 6 intraperitoneal " sol. salina

= La via de administracién se utilizé

alternativamente

{eatuiie pilote)

£1  wIE%l

B8
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