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RESUMEN.

La encefalopatfa hepdtica es un sfndrome que se
presenta en pacientes con insuficiencia hepStica y se pro-—
duce por la conjunci6n de factores aln no bien entendidos.
En el presente trabajo se mencionan los diferentes tipos -
que esta enfermedad presenta y se hace una revisidn de los
posibles factores patogénicos gque participan en el desarro
llo de la misma. Por otra parte, se comentan algunas de ——
las tendencias que actualmente gufan a los grupos de traba
jo bisico-~clinico en' sus perspectivas por dilucidar los me
canismos cerebrales responsables de la encefalopatia hepS-—

tica.

ABSTRACT.

Hepatic encephalopathy is a characteristic syn-
drome in patients with liver failure, and it is produced -
by both, factors and elements, largely unknown. In the pre-
sent work, the different hepatic encephalophaty types, are
analysed, and the possible pathogenic mechanisms of this =
disease are revewel. Besides, some coments are made on the
present tendencies of research regarding the brain mecha—---—

nisms urderlaying hpeatic encephalopathy.
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Existe un gran nGmero de trastornos de la salud
que cursan con una sintomatologfa caracterizada por altera
ciones en las capacidades de relacifn, emotivas y cognosci
tivas, y en general con todas agquéllas relacionadas con la
conciencia. Este tipo de padecimientos gue a vecces Se acom—
pafan con movimientos y posturas corperales modificadas, --
asf como por estados dec estupor o de pférdida de la concaen-—
cia, se les denomina con el nombre gendérico de encefalopa-—-—
ctfas.

Una definicidn operativa como la mencionada en -
el pirrafo anterior no estS exenta de confusiones, ya gue -
los t&€rminos conciencia, estupor, inconciencia y otros rela
cionados, han sido empleados con significados tan diferen—-—
tes que es casi imposible evitar la ambigledad en su uso. -
La palabra conciencia es la mi8s diffcil de todas. William -
Jones, famoso psiguiatra inglé&s, hizo notar que todo €1 mun
do sabfa lo gque era conciencia hasta que intentaba definir-
la. Para los psicSlogos, la conciencia denota el estado de
clara percepcidfn de sfI mismo, en el contexto de un proceso
cognoscitivo. Para los médicos, hombres pricticos en su ma-
yorfa, el t&rmino conciencia define la capacidad de darse -—
cuenta de lo gue nos rodea. Esta definici®Sn tan concreta --—
tiene otra ventaja, la de gue la palabra inconciencia signi
fica exactamente lo opuesto: un estado en el gue el indivi-
duo no se da cuenta del medio, © bien, la suspensidn de las

actividades mentales mediante las cuales el hombre se perca




ta de lo gque lo rodea.

Estos conceptos nos permiten ubicar el conjunto

dc¢ enfermedades relacionadas con la encefalopatfa. Por ejem

plo, el suefo es un estado de inactividad fisica y mental

del cual el paciente puede ser despertado para adguirir 1la

conciencia normal. La persona dormida muestra pocos indi-—-—

cios de estar conciente de sY misma o de su medio, y en es-—

te aspecto se le considera inconciente. No obstante, difie-
re del paciente con encefalopatfa en que pucde aln respon--
- der a estimulos no acostumbrados, ¢s capaz de mostrar algu-

na forma de actividad como los suefios.

En contraste, el estupor y el coma pueden ser de

finidos, el primero come un estado en el cual la actividaad

ffsica y mental est8 reducida a un minimo, y el segundo co-—

mo un estado en gue semcja el suefio, pero al mismo tiempo -

hace al sujeto incapaz de sentir o de responder en forma --—

adecuada a cualguier estimulo externo © a sus nccesidades -

internas. El coma se distingue del suefio en gque el paciente

no se pucde despertar, y del mutismo acinético y de los sin

dromes de “trabamiento®™, porgue en ellos el paciente aln re

cibe los estfmulos, pero no es capaz de reaccionar.

El coma y los otros signos de encefalopatfa, no

constituyen propiamcnte una entidad patol&gica, sino que -=

siempre son una expresidn sintomStica de alguna enfernicedad.

En este sentido, algunas de las enferncdades metabhSlicas ~=

que se manifiestan con un sindrome dec confusidn, estupor o
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coma episbdicos con la hipoxia, la hipercapnia, la hipoglu-
cemia, la hiperqliceﬁia. la acidosis, la uremia, la hipo e

hipernatremia,

Addison,

la hipo e hipercalemia, la enfermedad de --—
enfermedades pancreiticas, enfermedades intestina-
les, la enfermedad de la orina del jarabe de arce, la aming
aciduria arginosuccinica, la hiperglicinemia,

la citruline-
la acidemia isovalé&rica

mia, {en los nifios), la aciduria me
tilmalénica y la insuficiencia hepitica, la cual se¢ analiza

r&8 con m8s detalle en el presente trabajo.

Los tipos de enfermedades gue cursan con un esta

do comatoso estidn representados en el cuadro I.



ENCEFALOPATIA HEPATICA.

La encefalopatfa hepStica es un sfindrome neuro-
siquidtrico que

se desarrolla de manera secundaria a una

enfermcdad hepdtica o a una derivacibn porto-sistémica de

la circulacién. La naturaleza de la relacifn entre el higa
do y el funcionamiento cerebral permancce sin una explica-
cibn satisfactoria, aunque la asociac:idn entre dano hepdti

co y los disturbios neurolfgicos que le siguen fue recono-
cida desde tiempos remotos por HipbScrates (460-370 A.C.).

Algunas de las aportaciones gue en las filtimas d&cadas se

han recalizado en el campo de la clinica experimental son —

las siguientes: En 1887, el investigador ruso Nikolai Eck

realizé una anastomosis portocava (fistula de Eck) en pe-=-

rros en un intento poer mejorar la ascitis. En 1833, Hahn y

su grupo produjeron un cuadro de encefalopatia con perros

con fistula de Eck, al alimentarlos con una dieta rica en
carne. Balo y Korpassky en 1932, cobservaron un cuadro si-

milar al administrar cloruro de amenio a perros con fistu-

la de Eck, y dos afios después se confirmd la elevacibn es-

pont3nea del ameonio sanguineo en este modelo. Estudios rea
lizados en la Clinica Mayo de 1920 a 1924 establecieron -—-—
que la hepatectomia total en perros originaba un estado cg

matoso. Blakemore, en 1945, introdujo la anatomosis porto-

cava en’la clinica, en un intento de tratamiento de la hi-

pertensidn portal. Poco después, Adams y Foley, observaron
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el sfndrome neurolSgico asociado con la cirrosis., y Gaustad

inform& de un sfndrome similar originado por sangrado gas-=-

trointestinal masivo o por la administracifdn de urea o de

protefna extrafda de la leche, en pacientes con insuficien-—

cia hep3tica originada por cirrosis alcohbSlica. El mismo --

cuadro clifnico se pudo inducir, por el MmisSmo grupe experi--—

mental, al administrar una resina de recambio catidnico que

contenfa amonio. McDermott y Adams en 1955, y Havens Yy -
Child un afo después, reportaron manifestaciones de toxici-
dad con ingesta de <arne en pac:i:entes cirrdt:icos que habfan

sufrido una derivacién porto-cava quirdrgica.

El reconocimiento de la enccfalopatfa hepitica

depende de cuatro elementos principales: 1) El enfermc debe

tener datos de hepatopatfa avanzada, extensas derivaciones -

porto-sistémicas colaterales o ambos de"os. La hepatopatia -

uede ser aguda o rave como en la hepatitis por wvirus, tSxi
g P P 2

ca o fulminante, o <rSnica avanzada como en la cirrosis. Las

desviaciones portosist&micas que permiten gue una porcidn im

portante de la sangre de la porta sobrepase el higado pueden

ser espontidneas (colaterales naturales) © quirlrgicas (anas-
tomosis porto-cava). 2) Los trastornos de la atencidn y men

tales son caracteristicos, y el olvido y la confusidn progre

san hasta el estupor, y finalmente, el coma profundo. 3) Las

alteraciones mentales se accmpafian de combinaciones cambian-—

tes de signos neuroldgicos, gue incluyen rigidez, hiperre---

flexia, signos extensores plantares y, finalmente, convulsio

i
H
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nes. A menudo se observa en €l prccoma y en la encefalopa--—
tfa hepitica avanzada un "temblor alectcante”™ caracteristico
{asterixis), un cambio no rStmico de posicifén en las extre-
midades, la cabeza y el tronco gue no puede ser puesto de -
manifiesto en presencia de coma. 4) Muchos enfermos con los
datos clfinicos de la encefalopatia hepdtica tienen patrones
electroencefalogrificos con ondas lentas, simtricas, de al
to voltaje. El fetor hepaticus, un olor caracteristico del

aliento ¥y la orina, se nota en pacientes con coma hepitico

y en los gue tienen una circulacidn colateral extensa.

Se han reconocido algunas variantes clinicas del
sfindrome “"cl8sico” del coma hepitico. La degeneracidn crbni
ca progresiva hepatocerebral, gque aparece en enfermos con -
hepatopatia estable © con anastomosis porto-cava, se carac-
teriza por una declinacibfn lenta en las funciones mentales
superiores, ataxia cerebelosa, temblor y corecatetosis. Los
signos aislados de mielopatfa, entre ellos la espaticidad y
la hiperreflexia de las piernas, pueden anteceder a los -
otros elementos de la encefalopatfa hepitica por varios me-—
ses.

En nuestro pafs, la principal entidad patol&gica
gque acompafia a la encefalopatfia hepdtica es la cirrosis. -—-
Sin entrar en detalle sobre la problemitica social y econb-
mica qgue subyace atris de esta enfermedad, mencionaremos --
brevemente algunos datos sobre la bioclogfa de este padeci--

miento.



La cirrosis por definicifn, es un padecimiento -

crbnico y la mayorfa de los autores consideran que un esta-

do avanzado de esta enfermcdad ¢35 irreversible. Las altera- i

ciones histolSgicas que caracterizan a esta entidad patols- H
gica son fibrosis y formasidfn de nfdulos regenerativos. Se

conocen muchas causas de cirrosis: no obstante, suele ser -
Aiffcil establecer c¢on certeza una relacidn de causa y efec
to. El diagnSstico definitaivo de cualgquier tipo de cirrosis

debe hacerse tomando en cuentas:

1.- Circunstancias clinicas 1individuales.

2. Informaci&n cpidemioldgica.

3. Prucbas de laboratorio

wespeci ficas.

4. Biopsia hepitica. cuando pucda obtenerse.

1
Entre las causas bien establecidas que generan :
cirrcsis estin: ¢l consumd crdnico de grandes cantidades -

de etanol, oclusiones biliares, opcraciones de desviacibn

intestinal, trastornos metabdlicos como la galactosemia, =
la hemocromatosis © la enfermedad de Wilson, tdxicos y f&8x
macos come la alfamctildopa, el metotrexato y la oxifenisa

tina, hepatitis viral y la esguistosomiasis. :

La clasificacidn de

las Qiferentes formas de ci

rrosis se hace en t&érminos del aspecto macrescépico de los

nSdulos hepdticos, y se valora la intensidad y la patoge-—-— .

nia en funcidn de las alteravioncs histollgicas observadas

con microscopio de luz.

Los principales tipos de cirrosis son:




a) Cirrosis micronodular o alcohSlica.
b) Cirrosis macronodular © poshecrStica.

En los pafscs occidentales, la cirrosis alcoh8li
ca es la forma m8s comiin de¢ esta enfermedad. Un alto porcen
taje cde las personas gue abusan crfnicamente del alcohol —-—
contraen cirrosis. Estudios epidemiolSgicos han establecido
que en la aparicifn del problema, es mis importante la can-
tidad gue el tipo de bebida alcohSlica. Por lo comiGn, la --
aparicidén de cirrosis estd precedida del consumo aproximado
de 300 mililitros de una bebida de alta graduacibn diaria~-—
mente a lo largo de por lo menos 10 afnos.

La insuficiencia hepitica gque acompafa a la ci--
rrosis y a otros tipos de patologfas hepdticas, se pone de
manifiesto por datos de laboratorio gue ayudan a la defini-
cifn de este cuadro clfinico. En el Cuadro 14 ,Se resumen ali-
gunos de los parametros principales gue se ven alterados du

rante la insuficiencia hepitica

La insuficiencia hepS8tica se puede clasificar sg
giin su severidad en tres niveles, seglin Child. En el prime-
ro o de insuficiencia hepStica leve, no se presentan signos
aparentes de encefalopatfa y hay ausencia de ascitis, los -
datos de laboratorio no se muestran alterados y la nutri--—-
<ibén del paciente es por lo general Sptima. En el segundo -
nivel, empieza a delincarse con claridad la encefalopatia,

asf como el proccso ascftico, los datos de laboratorio taen
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den a la anormalidad de una manera severa, pero los hibi-—-—

tos alimenticios del paciente continfan siendo satisfacto-

rios. En la insuficiencia hepitica grave se presentan los
signos mis extremos de la encefalopatfa, como son el estu-—
por Yy el coma, la ascitis se vuelve dificil) de controlar,
los datos de laboratorio muestran desviaciones muy marca-=
das de la normalidacd, estando este estadio caracterizado -
por una nutric:idn deficiente por parte del enfermo.

La amplia gama de manifestaciones de la encefa-
lopatfa hepdtica va desde alteraciones sutiles de la con—-—
ducta y la conciencia hasta el coma profundo. Se han jeraz
quizado los diferentes grados de encefalopactfia hepitica de
la manera siguiente:

Grado 1: Funcionamiento psicomotor alterado; ligera falta
de conciencira; euforia o apatfa; atencin dismi-—
nufida; irritabilidad: inquietud.

Grado 2: Letargo; cambios de personalidad: alteracaiones -—
neurales leves (especialmente asterixis).

Grado 3: Confusidn;: desorientacidn; estupor.

Grado 4: Coma.
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TIPOS DE ENCEFALOPATIA HEPATICA.

El sfndrome neuropsiguiltrico observado en pa--
cientes con cirrosis y con anastomosis porto-slstémica es
actualmente referido como Encefalopatfa Porto-Sistdémica, -
una entidad gue es clinica y probablemente patogénicamente
diferente a la encefalopatfa por Falla Hepitica Fulminante.

La encefalopatia porto-sistimica es una patolo--
gfia que se desarrolla de una manera crdnica, necesitando la
mayor parte de las veces de anos enteros para gue la lesidn
hepitica se traduzca g¢n alteraciones motoras o de la con---
ciencia, por lo que se acepta guc Su establecimiento es gra
dual. Para gue se manifieste necesita la presencia de facte
res externos, tales como fiebre, septicem:ia, hemorragias --
del tracto digestivo, aumento en la carga de protefna, insu
ficiencia renal, sedantes, alcohol u otros hepatoidxicos, -

alcalosis mectabSlica, etc. Cuando llega a presentarse el c

o

ma, &ste es usualmonte moderado y responde de una manera c

1]

si siempre favorable a la terapia. Esta teraplia consiste --
principalmente en la valoracifn frecuente de electrolitos
Yy estado metabSlico del paciente, asfi como una disminucidn
en el contenido protefnico de la dieta. Algunos tratamien--
tos gue han dado resultados favorables ceonsisten en la admi
nistracidn de compuestos Cuya accidn primaria es evitar la
produccifn de amonio por parte de la flora intestinal; en--

tre los mis empleados estSn la lactulosa y la neomicina.
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La encefalopatfa por falla hepdtica fulminante
es consecuencia de una pérdida de la funcibn hepitica gque

se caracteriza por un desarrollo rdpido y severo, presen-—

tSndose los signos de encefalopatfa al primer © segundo —--—
mes de comenzada la enfermedad. Entre las principales cau-—
sas de la falla hepStice fulminante se encuentran la necro
sis masiva hepdtica producida por infecciones virales, —-=~-
principalmente la hepatitis tipo B, la generada por drogas
y t6xicos entre los gue se encuentran el halotano., el ace-—
taminofen, el {6sforo, la metildopa, y otros mis, tambié&n

la necrosis isgudimica producida por oclusidn circulatoria

o shock. Otros factores etioldgicos gque sSe asocian a la

lla hep3tica fulminante son la deguneracidn grasa causada
por la administracifn de ztetraciclina o valproato. agudélla

asociada con ®l sindrome deo

s, asi coro el higado es-
tedsico que en ocasiones se desarrolla en las mujeres emba
razadas. A diferencia de la encefalopatia porto-sistémica,
la asociada a la falla hepi3tica fulminante no tiene un fagc
tor precipitante identificado, aungue hay consensoc de gue
E€ste debe ser de naturaleza endSgena. El coma asociado a =
este tipo de encefalopatfa es frecuentemente severo y muy
pobre la respuesta a las medidas terapSuticas de emergen-—-
cia, por lo gue este tipo de arfeccifn es de mal prondsti--—
co.

NO se conoce terapfutica especifica para la fa-

1la hep3tica fulminante. Sin embargo, la elevada tasa de -
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mortalidad pucde disminuir gracias a la asistencia conti--—-
nua de sostfén en una unidad de cuidado intensivo. Se reco—-—
mienda que los casos de encefalopatfa se traten cnérgicamen
te con restriccibfn total de proteinas y administracifn de -
lactulosa, niomicina o ambas.

Aungue la encefalopatia portosistémica es dife——
rente en su eticlogfa, velocidad de implantacifn Yy sccuelas
neurolfgicas, de la encefalopatfa ascciada a falla hepdtica
fulminante, ambas entidades se caracterizan clfnicamente ——
por cambios en la personalidad y en la conducta, capacidad
intelectual disminufda, actividad neuromuscular alterada, Yy
problemas en la conciencia, siendo el coma indistinguible -
entre las dos formas de encefalopatia hepitica. De esto se
concluye que diferentes causas de insuficiencia hepStica no

dan lugar a signos patognSmicos o sintomas particulares ex-—

c¢lusivos.



MODELOS EXPERIMENTALES DE ENCEFALOPATIA HEPATICA.

En el transcurso de los anos se¢ han generado va-
rios modelos experimentales en animales de laboratorio para

tratar de estudiar dos tipos de encefalopatia hep3tica recgo
nocidos en la clfinica, la falla hepdtica fulminante y la en

cefalopatfa porto-sistimica. Esta manera de abordar el estu

dic de la encecfalopatia hepitica emerge como una necesidad
ineludible para tratar de explicar los mecanismos que en la

intimidad del cerebro se fraguan para producir la enferme-=-

dad, al no peoder, por razones Cticas obvias, someter a pa-—--—-

cientes humanos a protocolos experamentales. La actividaad -
experimental cuenta con la ventaja, ademés, de incidir en -

algunas preguntas bisicas de las neurcociencias, como sOn —-—

las gue versan sobre la naturaleza de la conciencia y de 1la

coordinacifn homcostitica ¢n los seres Vivos.

Para gue un modelo experimental sea adecuado, es

necesario que reproduzca lo mis fielmente posible la enfer-

medad gue se trata de estudiar. En el caso de la encefalopa

tSa hepStica, &stos han desarrollado como un interfs colate
ral en las investigaciones sobre dafio e insuficiencia hepi-

tica en situaciones experimentales Que comprometen el fun--

cionamiento normal del higado.

Enseguida se enumeran los principales modelos ex
perimentales que se utilizan en los dos tapos de encefalopz
tfa hepitica:
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Falla HepStica Fulminante.- Este tipo de padeci-=-
miento se bha reproducido en animales de laboratorio provocan
do necrosis masivas del Srgano heplitico por la administra--—--
cifn de diversos farmacos (Cuadro I11).Entre los principales
se encuentra la galactosamina, gue €s un carbohidrato que de
pleta los metabolitos energfticos del higado. causando muer-—
te ceclular y el establecimicnto de un estado comatoso 3 a 4
dfas después de su administracidn, ©en ratas y conejos. La ==
ticacetamida, es un compuesto gue es convertido por las enzi
mas microsamales ¢n un i1ntermed1ario arilante gue se une -
irreversiblemente a biomoléculas del &rgano blanco, el higa-
do y produce dano; tambi&n sc observa coma a los pocos dias
del tratamiento principalmente en ratas.

Encefalopatfa Porto-Sistémica.~ Por la naturaleza
cr&nica de este tipo de patologfia, Su contraparte experimen-—
tal es de mis larga duracidn gue la falla hepdtica fulminan-
te. De hecho, el primer intento de llevar a cabo la implanta
cidén de la enfermedad en animales experimentales, lo realizd
Eck a principios de siglo, como se menciond en la primera —--—
parte de este trabajo, al efecturar la anastomrosis porto-ca-
va en perros. Esta misma operacifn la reportd en el ano de -~
1961 en rata y se considerS un modelo experimental de hipera
monemia crfnica. Varios grupos han demostrado gue durante la
anastomosis porto-cava se presentan alteraciones en la coor-—
dinacifn motora, asfi como el establecimiento de un ostado co

matoso al ser tratadas las ratas con una sobredosis de aceta
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to de amonio presentfiindose estos fenSmenos a las 4 -
semanas de haberse efectuado la operacifn. Todas e€stas anor
malidades se aceptan como un signo de encefalopatfa, siendo
E&sta consecuencia de la i1nsuficiencia hepitica provocada --
por la intervencidn gquirGrgica (Hindfelt et al., 1977).

- Otro modelo para el e

tudio de la encefalopatia
porto-sistémica, lo ha desarrollado el autor al efectuar —--—
sus estudios de Doctorado en ¢l laboratorio del Dr. Ricarco
Tapia en la Un:versidad Naciconal Autdnoma de México. Este -
consaiste en generar un cuadrc de fibrosis hepStica en ratas
al ser tratadas crdnicamente con tetracloruro de carbono --
(Ccla). Este hepatotSxico ya ha sido utilizado en MExico y
en otras partes del mundo comc un medio para provocar Cirrgo
sis en animales experimentales, s68lo gue su uso nunca se ha
bfa enfocado para el estudio de la encefalopatfa hepdtica.
Despufs de 20 dosis del CCl,, las ratas manifiestan los sin
tomas del coma al ser tratadas con una sobredosis de aceta-—
to de amonio ( Diaz-Mufoz y Tapia, 1987).

En Institutos y Centros de InvestigacisSn donde —
es posible mantener primates como sujetos de experamenta-——-—
cidn, se han desarrollado tratamientos de ingesta crénica -
de etanol por espacio de B a 10 anos. El resultado es qgue -
los cinocé&falos presentan al final de este lapso un cuadro
muy similar 1la cirrosis alcoh&lica humana. Aungue todavia
no se han realizado estudios enfocados a la encefalopatzfa -

relacionada a este tipo de insuficiencia hepdtica, se ha —-—
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descrito preliminarmente gue los simios cirrSticos desarro-
llan los sintomas de encefalopatfa en presencia de factores

desencadenantes ( Feinman y Lieber, 1982).



18.

PATOGENIA DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICHAH.

La patogenia de la cncefalopatia hepitica es afin
oscura y S€ encuentra sujeta a polfmicas y debates aGn no -~
conclusivos. Sin embargo, se han postulado algunos princi--
pios generales sobre las bases fisiolbgicas de la encefalo-
patfa hepiatica.

El primero de ellos establece gue esta entidad —
es el resultado de alteraciones metab&lacas. La evidencaia -
gue sustenta lo anterior es la reversibilidad gue en muchos
casos caracteriza al estado comatoso ¥y la carencia de anog
malidades morfolSgicas en el sistema nervioso de los pacien
tes afectados, excepto en algunos casos en donde se presen-—
tan hinchamientos y deformidades de 1los astrocitos.

En segundo lugar, se cree gue el coma hepitico -
posee una eticlogfa multifactorial. Esta conclusibn se basa
POr Una parte en experimentos con animales, en los gque se -
ha observado que la administracifn de varias toxinas (gue -
se postulan gue estSn presentes en el sIindrome humano) cau-—
sa una depresifn conductual y, por otra parte, en la obser-—
vacifin ya citada de que no hay ~specificidad en cuanto a —--—
los agentes precipitantes qgue originan el coma en pacientes
con insuficiencia hepitica.

Finalmente, tres mecanismos neuroguimicos se han
pPropuesto como responsables de la alteracidn de la concien-
cia durante la encefalopatia hepitica. Estos son: un metabpo

lismo energ&tico insuficiente, alteraciones en la composi--—
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cifn de la membrana neuronal, y un funcionamiento anormal -

de la neurotransmisifn.
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CAMBIOS BIOQUIMICOS Y NEUROQUIMICOS EN LA ENCEFALOPATIA HE-
PATICA. -

Entre los compuecstos que se han postulado como -
desencadenantes de la encefalopatia y el coma hepitico se -
encuentran los siguientes: un exceso de amonio, incremento
en los niveles séricos de Scidos grasos de cadena coria, —=
mercaptanos Yy fenoles, aparici&dn de falsos neurotransmiso—-=-
res y algunos compuestos gque, siendo componentes fisiolbgi-
cos normales en la activadad nerviosa, sufren una altera---—
cifn de su £uncioqamiento a conseccuencia del padecimiento -
hepd3tico, como son algunos necurotransmisores.

El amonio se produce principalmente por la ac---
ciSn de las bacterias entéiricas y a partir de la glutamina.
El hfgado es el principal OSrgano encargado de destoxificar
el amonio, y en condiciones de insuficiencia hepitica este
trabajo corre a cuenta del sistema muscular. Como el miscu-
lo no es tan eficiente en esta accidn destoxificadora, €l -
amonio en condiciones de hepatopatfa llega a penetrar al ~--—
sistema nervioso, donde origina las siguientes alteracio--—-—
nes: un efecto inhibitorio sobre la membrana neuronal al al
terar el transporte de electrolitos y agua; un cambio en la
relaciSn NAD+/NADH, tanto citopl&smica como mitocondrial, -
que conlleva una disminucifn de aspartato y glutamato, am-—-
bos neurotransmisores excitadores, y una disminucid&n selec-
tiva de la carga energ&tica en el tallo cerebral (sistema -

reticular activador).
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Los mercaptamos (metanetiol., etanetiol, dimetil-

sulfuro) se forman a partir de la metionina por la accibn -

de bacterias intestinales. Al igual gue el amonio, los mer—

captanos son destoxificados por el hfgado, por lo que en —-—

condiciones de falla hepitica, los nivelecs s&ricos de mer—-

captanos se incrementan. Hay evidencia de gque los mercapta-—

nos son destoxificades por el higado, por lo que en condi-—-—

ciones de falla hep3tica, los niveles séricos de mercapta-—-—

nos se incrementan. Hay evidencia de gque los mercaptanos —-—
: . + - .
inhiben la ATPasa dg Na —-K e interfieren en la transferen—

cia de electrones mitocondrial de la c&lulas nerviosas.

Los Scidos grasos de cadena corta se producen —-—
por mGltiples factores, pero es un dato consistente en la —
observacién clinica que en muchos pacicntes con coma hepdti
co existen niveles elevados de este tipo de moléculas en la
sangre. Los Scidos grasos de cadena corta pueden disminuir
la fosfocreatina y el ATP en el sistema reticular activador
del tallo crebral y entonces inhibir la propagacidn de im-—-
pulsos en el cerebro. Ademis, los dci1d0s grasos de cadena -—
corta pueden aumentar la toxicidad del amonio, al inhibir -
la fijacidén en forma de urea en el hfgado ( Gazzard e:r at.,

Entre las alteraciones metabdlicas quer ocurren
en condiciones de deficiencia hepditica estd la posible gene
racin de compuestos que pueden actuar como falsos neuro---—
cransmf;ores. Estos falsos neurotransmisores derivarfan de

los niveles sé&ricos incrementados de fenilalanina, tirosi--

1975
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na, triptofano y metionina. Lo anterior, aunado a una dis-
minucidn en los niveles sdr:icos de aminodcidos ramifica---
dos, como la valina, leuc:ina e :soleucina, facilitarfa el
pPaso de aminodcidos aromic:icos a través de la barrera hema
toencefilica, los cuales al metabolizarse darfan origen a
compuestos como la octopamina, gue interfiere con la neuro
transmisidn catecolaminé€rgica.

Entre las publicac:iones quc involucran fallas -

en la neurotransmisidn durante el coma nepdt:ico destacan =

las gue sefnalan un aumento de matabol:zos del triptofano

como son la serotonina y el &cido guinolinico, un aumento

en los niveles de aspartato Y un aumento en la neuro-

transmisidn GABA&rgica (ver adelante) .
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CONTEMPORANEO DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICA EXPERIMEN-

ESTADO
TAL.-

No debe pensarse que la encefalopatfa hepdtica

es una enfermedad controlada o en via de desaparicién. Aun-

gue no recibe el caudal publicitario que algunos otros padg

cimientos de moda acaparan, la encefalopatfia hepitica, so—--

bre todo la que permanece latente en los pacientes carrSti-
cos, se manifiesta como un grave problema de salud en las -

principales ciudades del orbe. De hecho, parece pertinente
recordar al gran investigador c¢lfnico Hans Zinsser., descu--—

bridor de la patogehia del tifo, quicn en 1934 comentaba en

relacidn a esa enfermedad: "... en su tr&gica relac:dn con

{la encefalopatfia hepitacal,

la humanidad esta enfermedad

no es menos importante gue ninguna otra, ni siquiera gue la

peste (el sica) o el cSlera (la enfermedad de Alzheimer)...”™.

Las frases entre paréntesis son afiadidos a la versifn origi

nal.

Dada la situacidén anterior., han surgido en va--—-—
rias partes del mundo grupos de biomedicina, que en forma -
experimental tratan de desentrafar los mecanismos que subya

cen a la patogenia de la encefalopatfa hepdtica. La mayor =—

parte de ellos utilizan los m&todos experimentales que ya
han sido comentados en este trabajo en animales de laborato
rio, mientras gue otros se han avocado a estudios analfti--—
cos en tejidos de pacientes ya fallecidos. Asimisme, es no-

torio gue gran parte de €sS0s eguipos cientificos han cCentra
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do sus esfuerzos inquisitivos en un estado en particular de
la encefalopatfia hepitica, como es el estado comatoso.

A continuacifn mencionaremos algunos de los ha--
llazgos mis sobresalientes y las hipStes:s qﬂ? como conse—-—
cuencia de ellos se han implementado relacionados con la en
cefalopatia hepitica experimental -2n los reportes cientifi-

cos de los anos mis recientes.

Acido gama-Aminobutirico (GABA) .

El GABA es un

neurotransmisor inhibltorio en 21 cerebro de los mamiferos;

su mecanismo de accibn consiste en aumentar la conductancia

al anifn cloro y mediante este proceso hiperpolariza 1la neu
rona sometida a su accidn.

La concentracifn de GABA cn el cerebro es de 200
a 1000 veces mayor que la de los neurotransmisores dopamina,
noradrenalina, acetilcolina y serotonina. Est3 ampliamente
distribuido en tedas las Sdreas cerebrales aungue algunas re
giones como la sustancia negra, globo pdlido, hipotilamo y
tubérculos cuadrigéminos, poseen coOncentraciones mayores.

El precursos inmediato del GABA es el 3cido glu-~-
t8mico, el cual puede originarse de la glutamina o del dci-
do alfa cetoglurarato. La conversidn de glutamato a GABA se
lleva a cabo por medio de la enzima glutamatoc descarboxila-
sa. El GABA se metaboliza por medio de la GABA transaminasa
y es convertido a semialdehido succinico. Este Gltimo com=--
puesto s introducido al ciclo de Krebs al tranformarse a

succinato por medio de la semialdehido succinico deshidroge-—
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nasa. La GABA transaminasa y la deshidrogenasa del semial--

dehido succfnico son enzimas mitocondriales, mientras gue -

l1a glutaminasa y

la glutamato descarboxilasa son solubles

en el citoplasma ncuronal.

Se ha postulado una relacifn estrecha entre la

susceptibilidad a las convulsiones y una disminucibn en el

funcionamiento de las necuronas GABASrgicas. Miltiples estu-

dios han demostrado gue las drogas agonistas © antagonistas

GABAE&rgicas ejercen una accifn anticonvulsivante y convulsi

vante, respectivamente. En este sentido, Tapia en 1983

establecid que la actavidad de la GAD desempchia un pa-

pel muy importante en la regulacidén de 1la excitabilidad del

sistema nervioso, mediante el acoplamiento de la sintesis y

la liberaci®fn de GABA. Se acepta en la actualidad gque una

disminuci®dn de la actividad de la GAD casi siempre resulta

en episodios convulsivos.

En relacién con la encef. lopatia hepitica y el es
tado comatoso, un grupo de investigadores tanto clfnicos co-
mo biSsicos han implicado al GABA en la etiologia de esta en-—

fermedad. Esta postulacién, basada en algunos hallazgos clfi-—

nicos y experimentales, puede resum irse de la siguiente ma-

nera {( ver referencias de la cita Diaz-Mudoz y Yapia, 1987 )}

las bacterias ent&ricas producen usualmente GABA,

el cual pasa por la circulacifn portal al higado. El Srcanc

hepitico en condiciones normales transmina al GABA y de esta

manera “"destoxifica® al organismo del GABA bacteriano, perc
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en condicaiones de falla hepdtica esta depuracadn es defa---—
ciente, por lo que los niveles de GABA en la sangre se in--—
crementan. ASimismo. «omo una consecuencia del dais hepSti-
co, hay un aumento en la permcabilidad de la barrera hemato
encefilica, por lo cual el GABA sistémico puede penetrar al

interior del sistema nervioso, cuando en condiciones norma-—

les es incapaz de hacerle. De esta mancra el GABA accede al

Si1stema nervioso centrla donde ejerce su accibén inhibidora

a tal extremo gue produce en el paciente un estado de coma
profundo. Esta hipStes:is esti reforzada con las observacio-
nes de gque los receptores al GABA se presontan

en un estado
de alta-finidacd durante el coma.

En nuestro trakajo desarrollado en el Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM, hemos encontrado nuewvas -
evidencias gue cenfirman la :mportancia del GABA durante el

desarrollo de la encefalopatfa y el coma hepiticos, pero =—-—

que llevan a una conciusiSn opuesta a la postulacidn que

acapamos de revisar. Estos hallazgos se han obtenado utaila-

zando como modelo experimental la encefalopatfa que se pre-
senta en ratas cirrdticas por la administracién de CCl, vy -

gue ha sido ya comentado en secciones anteriores. Los resul
tados mi&s importantes son los siguientes: durante el coma -

hepitico se presenta una disminucidn generalizada de la ac-—

tividad de la enz:ma gue sintetiza el GABA, la glutamato —--—

descérboxilasa, en 6 diferentes regiones del encéfalo de la
rata: la captacidn, asf como la liberacifn de este neuro—-—=-
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transmisor se ve modificada durante el estado comatoso: la
manipulacifn farmacol&gica del sistema GABAGrgico en las -—
ratas cirrSticas, demuestra gue ¢&stas son mis susceptibles
a sufrir episodios convulsivos gue las ratas controles no
cirrbSticas (Dfaz y Tapia, 198B7) , Cuadro V.

Los datos anteriores sugiceren que el GABA puede
estar implicado en la patogenia de la encefalopatfia hepiti-
ca, pero serfa egquivocade concluir gue la patogen:a de este
complicado sindrome guedard dilucaidada por la participacidn
de este solo factor, ya que se han obtenido evidencias gue
demuestran que otrés elementos pueden estar 1mplicados en -

la etiologfa de la encefalopatfa hepitica.

Metabolitos derivados del tritofano.- Un aporte
incrementado de triptofano al cerebro parece participar en
la patofisioclogfa y sintomatologfa de la aencefalopatfa hepsd
tica (Ono et al., 1978; Jellinger et al. 1978). En este sen
tido se han postulado varios mecanismos de toxicidad del ~-—
triptofano, los cuales incluyen una sintesis y utilizacisn
incrementada de la S-hidroxitriptamina (serotoninal) y/o -
triptamina. Se ha reportado rec:entemente que el Scido gui=-
nolinico, otro derivado del triptofano, es un agonista para
los receptores dc aminodcidos excitadores (Stone and Per--——
kins, 1982). Cuando este compuesto se inyecta a nivel de =--
los ventriculos cerebrales promueve una gran variedad de —-—

efectos conductuales, incluyendo convulsiones, y cuando se
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inyecta directamente en nucleos cerebrales causa lesiones
excit9t6xicas tipicas.

El 3cido quinolinico se ha detectado en el cere-—
bro de varias especies como la rata, el cuyo y el conejo.
Un dato de gran importancia para el presentc trabajo, es —-—

el reportado en 1986 por Moroni et al., en el cual demues-
tran un aumento en el contenido cortical de dcido guinolini
co en el cerebro de ratas conN anastomosis porto-cava.

Un posible mecanismo mediante el cual se relacigo
na el aumento de dcido quinolfinico con la encefalopatfa he-—
pdtica se ha delxnc;do de la siguiente manera: el incremen-—
to en la concentraci&n de Scido quinolinico en los animales
€on anastomosis porto-cava, induce los cambios excitotlSxi-—-—
cos gue ya han sido comentados en lineas anteriores. Varias
clases de neuronas son especialmente sensibles a esta clase
de eventos nocivos, entre ellas las GABA&Srgicas y las sero—
toninérgicas. Como consecuencia de estos estimulos ancorma—-—
les, los sitemas GABAExgicos y serotoninférgicos alteran su
funcionamiento normal generando cambios en la homeostasis -
cerebral.

Una observacitn clinica que refuerza el posible
papel que el triptofano y sus metabolitos puedan presentar
en la patogenia de la encefalopatfia hepStica es gque el tra—
tamiento del coma hepdtico con aminoScidos ramificados (va-—
lina, leucina e isoleucina), los cuales compiten con el me-—

canismo de transporte del triptofano a nivel cerebral dis-—
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minuye la concentracién de triptofano en el lfquido cefalo-

rragqufideo y en el cerebro, y mejora el estado de animales -

experimentales (Smith et al., 1978) y dec los pacientes huma

nos (Fischer et al., 1979).

Metabolismo enerqgfitico y barrera hematoencef81li-—

ca.—~ El grupo de Mans y colaboradores han obtenido resulta-—

dos interesantes en relacidén a la utilizacién de glucosa cg

rebral, asi como a la permeabilidad regional de la barrera

hematoencefilica en ratas con anastomosls porto-cava (Mans
et al., 1982; Mans* et al., 1983}. Los principales hallazgos
son:yla utilizaci&n de glucosa radiactiva disminuy® a las 4§
y 8 semanas de la aparxc;Gn. ésca disminucifn se presents -~
en todas las regiocnes cerebrales estudiadas y no coincadib

con la presencia © el desarrollo de alguna anormalidad neu-—

rol6gica obvia. En el misms m=dsl> 2xterimental se observéd

un mayor ingreso al cer=ucro> desde tel

dos periféricos de --—

los siguientes amino&c:ios: triptofano, fenilanina y leuci-

na. Los cambios fueron mis aparentes en varias estructuras

l1imbicas y en la formaci3n re<:zular. mientras gue !& hipo-

tilamo casi no resultd afectado.

Los datos anteriores sugieren que, en el modelo

experimental de encefalopatfa hepitica empleado, se presen-—

ta una alteracidn generalizada en la captacisn de glucosa

en el tejido cerebral. Este fenSmeno seguramente debe estar

relacionado con modificaciones del metabolismo energé&tico
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cerebral en una forma mis integral. Este hecho. asf como el
exceso de aminoScidos neutros en el cerebro de la rata con

anastomosis porto-cava, algunos de los cuales SOnR precurso-

res de neurotransmiscres, podrfan ser de importancia etiocld

gica en la encefalopatfa hepitica.

Estudios con diSlisis intracerxebral.- Ungerstedt

¥ su equipo de colaboradores han implementado una sofistica

da t&cnica de didlisis intracerebral gue permite la determi

nacién de neurotransmisores en €l compartaimento extracelu—-—

lar. Este grupo de trabajo ha enfocado el uso de esta t&cni

ca para, entre otras c¢osas, realizar determinciones de ami-

nodcidos en ratas con varias semanas de haber sufrido la

Anastomesls porto-~cava.
La versatilidad de la dillaisis intracerebral ha

permitido estudiar diferentes regiones del cerebro de las ra

tas tratadas, siendo hasta el momento el nidcleo estriado y -

la corteza cerebral las zonas elegidas. Los resultados prin-

cipales se pueden resumir de la siguiente forma (Tossman et

2l., 1983; Tossman et al., 1987): el aspartato, la glutami--—

na, la metionina, la fenilalanina y la leucina se incrementa

ron en las dos regiones estudiadas; la glicina y la valana -

aumentaron sus niveles (nicamente en la corteza. En lo0s expe

rimentos llevados a cabo en la corteza, se estudid, ademis -

de las determinaciones anteriores, los niveles de los amino-

dcidos despu&s de un estimulo despolarizante por alto pota—--
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sio. En esta parte del trabajo se encontr§ un incremento en

la liberacifn de GABA y glutamato, mientras que en las ratas

operadas la valina y la metionina permanecieron sin cambio a

diferencia de los animales controles. Los cambios menciona-—-

dos se han tratado de correlacionar con un decremento en la

actividad motora e¢spontinca gue presentan las ratas con la -

anastomosis porto-cava, siendo esta conducta anormal. la refe
rencia que el grupo sueco accpta ceme Indice de encefalopa--—
tfa hepidtica.

Estudios en tejido cersabral humano.- Una forma de

abordar el problema de la encerfalpatfa heplitica y sus esta-—-—

dos derivados es el ecstudioc en muestras de tejido obtenido -

en autopsias de pacientes fallecidos durante el coma heciti-—

co. Este tipo de trabajo, afin con las limitaciones obvias de

su procedimiento, es de gran importancia, ya que nos sehala

algunas alteraciones generales gue pueden ahondarse y clari-—

ficarse al utilizar los modalos experimentales de encefalo--—

patfa hepitica con animales de laboratoraio.

En este punto se han realizado wvarios trabajos en

tre los cuales cabe sefalar el de Riederer y Jellinger en

1978, el de Moroni et al. reportado en 1987 y el de Byuttesrworth
et al., ain no publicado. En el primcro de ellos se encon——

tr6 una disminucidn general de depamina, asi Ccome un aumento

de serotonina y 3cido 5-hidroxi-indol acdtico en el tallo ce

rebral de pacientes cirrSticos que murieron durante el coma.
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En el scgundo reporte, utilizando la mitad del cerebro del

paciente comatosco como fuente de metabeolitos, el equipo ita
lo—~canadiense confirm® una elevacifn en los niveles de &ci-

do qguinolfnico,

que coincidif con los reportes en modelos

experimentales. Finalmente, el tercer trabajo sefala un in-

cremento en el contenido de taurina en el cerebro de los pa

cientes autopsiados.

En resumen, el panorama actual gue ofrece el es-—

tudio de la encefalopatia hepditica, aunque esti3 lejos de ex

plicar de manera satisfactoria la etiologia de este sindro-
~

me, promete una reélacibn rica y duradera entre la investiga

©ibn bisica y la investigaci&n clinica aplicada. La esencia

principal de esta comunifn cientifica estd plasmada en el -

pensamiento del Dr. Jack Masur, el cual se encuentra en una

placa en la entrada del Centro Clinico, National Institutes

of Health, en Bethesda, E. U. A. y reza de la siguiente ma-

nera:

Research Increases the vitality of teaching
Teaching lifts the quality of assistence

Assistence opens new ways to research.
{La jinvestigacifn incrementa la vitalidaad -
de 1la ensenianza

La ensefianza eleva la calidad de la atenciS&n
mEdica

La atencifSn m&dica abre nuevos caminos a la

investigacis&n) .
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Regional Brain GABA MNetabolism and Release During
Hepatic Coma Produced in Rats Chronically Treated with

Carbon Tetrachiloride

Mauricio Diaz-Munoz' and Ricardo Tapia'-®

rACCepted Aped 5. 1987,

Hepatic coma was induced o raty chroncaly tecated with CCll, by means of 4 singic

IMcction of ammomium acetate

The achivinics of giutamate decarboxylase (GAD) and

GABA transaminase (GANA-T). as weil av the synaplosomal uptake and release of
("HIGABRA, were measurcd 1n the following braun arcas of the comatose rats. cortex.
MASUM. A pothalamus. hippocampus. midbean and cerehellum  Hepatic coma was as-
LOCIAEd Wit 2 gEneral decrease of GAD activity . whereas GARA-T sclivaty was dimm-
ished only 1n the hyputhallmus. stratum and mudhram. Dunng hepatic <oma. the K-
stemulated [‘HIGABA refesse was notably dimimished 0 the stnaturm and cerebellum.
whereas a mgmificant invrcase was ohaerved i the lippocampus. ('HIGARA uptake in-
Creased i muosd reRions atter CCLL rreatment. independdently of the presence of coma The
results indicate that G AHACIKIC trans@iswen sesms (o be decreased 1n most cercbral re.
BN duning hepatis Soma

REY MOHDS: GABA Merabolinm hepstic woma. varteon tefra hinnde

INTRODUCTIO!

Hepatic coma is a pathological state that char-
actenzes the end penod of hepalic encephaiopathy
Two general types of hiver discase that produce
coma are recogmized. The first develops very rap-
idly and is thercfore cailed fulminant hepane folure.
whereas the second. kKnown as portal-systemic en.
cephalopathy. has a gradual onset and necds 4 pre-
cipitating factor in order to produce the hepanc
coma (1). The expenmental madel of (ulminant he-
patc failure that has been maostly employed 1s the
administration of galactosamine 12, 35 portal-sy s
temic encephalopathy 1s expenmentally produced
by chirurgical portacava shunting t4),

* Depanamento de Neurwiencias. Instituts de Fisotogis Celu.
far. LUninersadad Vacional Autdnoms de Mewcs. Aparato
Postal TO-A00. 04550 Mewwo. D Fo. Mzusy

T Address repant request 1o Ricardo Tapua, ot the s3deess shown
above Tel. STO-S21%, ear 4v3s.

The mechanism of production of hepatic coma
s st uncertain. Recently, some obaervations thar
suggest 3 role of yearmnobutyrie aod (GABA) in
hepanic cnderhalopathy have been reported. using
the expenimental models mentioned above. These
findings can be summunzed as follows: colonic bac-
teris provusc GABA. which s Jeficiently metabo-
heed by the damaged liver, with a consequent in-
Srease 10 chood GARA Tevels (51, indressed GABA
entry 1010 the bram Juc 1o an impasrred blood-brain
hartice 1612 up-regulation of the GABA ceceptor
complex 17). From these results 12 has been hy-
pothcaized that as a conscguence of hepauc falure
the cfficiency of the GABA ncurotransmuticr sy stem
13 ancreased (=102 However. this hyputhesis has
been challenged by reports that did not find any ake
teration of GARA levels in blood (111 or extracel-
lular brain Mluid obtuned by in vivo perfusion (12)
After pOFtacas 4l anastomosis

With the aim of obtwning more iformation on
the poswble roie of the GAHBA system an hepanc

Gl i aa R Mt W10 € 1 e Pate iy C e
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coma. in the prescnt work we have mduced coma
i rats and studicd the activity of glutamate decars
bovylase 1GAD) und GABA transaminase (GAHA-
T as wedd as ["HIGABA relcuse, 11 six bran re-
gons. Hepatic coma was imdinced by o noved ex-
penimental method. namely the prodacton of cir-
rhosis by chromc treatment of curbon tettachionde
(CCly (1} followed by 4 wngle smevtion of an-
MONID ACTlate 4% o precipdating agent of coma
Ammonium has been previousls pecd to induce
coma 1n 113 with porta-cava shunting (14)

EXPERIMENTAL PROCEDURE
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feer AMURE CUbin4benl 1o LIt Atate (3 One tas aBes e
L20E Birae. the Fats mere inwcted 1 o w.th R done ot immonium
acetate (8 T mmol kgt n oeder 1o imdune N e Baras
Fenate o the cumatond state Cama san defined in hehasior,
TEMMA 2% 2N LAIEAIINSITE S1AtE waih 4 ComnEete Rive o teEflonen
and of muscutar tone 119 and Deer MUPCHoON way svsEaed sa
e nted Dl

Corntrol Gorups The folloming vontiol groums of (218 were
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BEAl il - mmlium 4 €1ate BF 1D JoNes A vepcrat -
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30 doses of rcprial o
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Y RAPINOMAL (ra i 11Om sevoral IERONS uaag s Ghe 1
Orain  In wo inderwndent CApERments the fractuons i€ eval
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YETY Much Ennched 1N v ALPlowomes In Soend swte O Drever-
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confirmung the rraubis Feponed b Loscher et al (87

I GABA Reivustr For atudsing the reicase of 1'HIGARA
e Vs naPtOmma) (1aCTrms mere resusnended in 2 «makl some
(0.5 MI0.2-0 4 mg protcin of 0 32 M glocire 4nd 1he Seleane was
Performed Py (he \uPerTuswn teanmase PIosoushs S Mned
detast (1% IA Roef. IHC Lssue was OFCneutared fur 10 muin o
ITC 0 2% ml ot avssensted Krcms Kinpes mediom comlamneng
fA ML $TA NS LD KM UL 8T RCL LD My, T Cad
4nd ZCTACHCHEH 4 UHIGABA was added 0 R ul’
WM and o117 10 IR UT e 1 b aten 2l gonts were ansirrved
10 four paraliel wuprfusan Chambers bulding 6% um Mihore

hus
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Tahte 1. Fundv Woight amd Mclalive Sere of Liver Afier groups treated with CCll (12 and 20 doses) plus am-
Chroms COLe Admeniiratnen
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Numter | fuady meoght Livve weihe « 43 curred at 31 = 1S mun aftcr ammonium mpecton.
Treatment  of doses xr ande weiant whercas i the rats with 20 duses, coma developed
- more rapidly 18 = 13 mun),
Verctal o 12 <
enTtal wt &3 I CAD and GAHAT G ananes Table U shows
cct [E -7 the activities of GAD and GABA-T 1a fraction Py of
2 - 5

the siv 1

n regions stodied GAD activity i

23

control anem.

ARemLaly nprCied waR smlnim e ammonen acctate after CCt I~ treated with vegetal ol was smatar
rreatmens tuee B arcrimental Prow edure) dut mod STt in (he 10 that previously reported in ntact anmmals (17).
fametery shomn. and (ciriore they are griured ieeiher Mean The hishest GAD acnivtv was observed 0 mat-
valbes £ SEMan - %) =, we ~ s low -
D Tt it eTee et Hrum comiride, p - D R Brain. followed by the striatum, and the lowest ac

fivity was o the cetebral conex and i the cere-
bellum. [0 the comatose ammals, 4 notable decrease
Ot GAD activity was obaersed inabl remons studied,
ter swas not affecicd by CCL treatment (Tabie whereas Ao saaemi

A Chaaces oveurred o the non-

The leve) of SGITT wasinurcased almost twels ¢ fold comatose CUbetreated rats The decrease of GAD
after 12 Juses but only four fold 1n the rats with X0 Moan sl an the tao groaps of fats dafter $12 or 20
dases (Table 11 This has been observed presioasis doses of CCL 0 n Foth zroups the percent inhibtion
and has been interpreted s the muanifesiabon of the vancd tram Fumidb e la 617 icore ) as come
acule necrosis pernsd followed by the supseguent Poared 1o control anms e ol recesving am-
hepatic Gibrasis 126) Tarle 11 sihvo shows that con- memem acetate (Tabte (11

Jutinted Palirubins increascd B told o ntore alter 12 GABACT activits an control anmuals aas also

or 20 doses of CCl,. whereas the uncantugated bil- higher tn the stondun and n the mudbran than o,
wubins ancreascd ahout 14¥7 1n 41l the above pa- the other cvions studied. the towest
Furnctiers the CoOmatose rats dui pot show difterences Jetevted ain cerchettum  fa contrast
as compared with the non-comatase CUletreated WEGAD. GABAT s

CUV Iy was
10 the changes
Tected after 12

v owas ot

rats. CCL dores. the ereeption beme the Mippocampus.
Laver fuasturce s also indicated bs the increase MACTE @ AT Jecrcane was obscrved in comatose

I NHL T blood lovels observed in the CULe-treated raits . Howcser, an the vomatose animals after 20

rats 1260, The comatose rats which received am- doses of COLL GARALT wchiniiy was notably de-

momum, as expoctod. had valires of thes isctabadite creased tncards v D the stnatume the by pothal-

consderably  Picher than those of aon com, e amus aid the madbkran Table 11

CCla-treatued rats (Lable 1Y I AR A Release The release of [THIGABA
Conu The state of coma. as Jdoetined an by Tom the sanaptosomal fraction of the fouons stod-

penmental Procedurcs, aas observed an the twas med s shown g Fature | The basal retcase in the

Tabhe 11, Serum Ha

and SGHFT Achnis amd Blaod Ammonimm o Camatese smd Noa-Crmaness Rats After O Teeatment

e amines
Hemay

- NMLacetae b

Tresiment leut wonng ared
NVemrtsl o o Na avctue s — Dae moany
Vegetal od + b, i =y — G . nad
CCL 192 denent + “oa scctate 062 - Ca -0 za-
CCL A0 Sme s+ N mctate (31 - 1es el
cC - NM.actne a0 ERISY

I T IR ETIUNEDIR RV
1 Prom it Fanh v aite 1n e i ot oo Phe mortimer o £ A
T N e e A g e R )
Sratintmatly diTesens o 1he wawtesmonding seelal ol sontiat h - 02 TR e DO~
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Tabie [1). GAL and GABA-T Actiaties tn P, Frations From Dhiferent Bran Regum 1n Comatose and Non Comatase Rats Afier CCl, Chroox

Treament
Frontal vrtes Struatum Hypothatamay Hippoxampuy Mudbran Cerebelium

Treatnent GAD  GABAT  GAD GABAT  GAD  GABAT  GAD  GABAT  GAD  GABAT  GAD  GABA-T
Vol R WTEIE AN et B3l JMeaw NETID UNran WIen) 1NN WhrI VHERD JHNe(d ANpep
an
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per cenl

per cent

munutes

Fig. 1. Effcct of hepatic coma on 1he release of "HGABA n
syna e frovm v

‘Qaded with Labeled GAHA and swpertused warh hrets Ringer
medium_ s rtwed in Earenmental Provedure At 4 aun tar
rowss the

medium. . control ran. L.

comuiote taty Panciy ASE. cats treated a1 do

mancis GaL. rats wih

" . &
and K. Srain. F o
mats yecied we
Derimantal Prus edure ) i not GVTTCT 10 RE paramerer shown. and
fherefore thet are grouped 1ORCIRer as ontral rars Meun values
Ddent obneratons T SEM

controf ammals was close 1o [7F per mun 1 all re-
mons. except the cerebellum i which it was about
1.5%. Stimulufion of refcase by K~ ~depolanzation
over basal value was highest in the striatum (2225
peah stimulanon) followmed by the cortex (1RNTT),

41

hypothalamus (I807%), mudbrinn (1337 ) and cere-
bellum (133%7 ) the lowest stmulanion value wis ob-
served in the hippocampus (K25) (Table 1V ).

In the comatose rats after 20 doses of CCL basal
GABA rcicase was decreased in striatum and sud-
brain, and increased in the cerchellum: the basal
refease was Aot modificd by CCla trcatment or by
coma in the other rogions studicd. 1o contrast, sev-
eral alterations were found in the relcase of GABA

t by K~ ¥ 17aton n afl stud-
wd, except the hy an: tan. The
most notable chunges were the followme tFigure
and Table IV} a)about 407 decrease in the siristum
from the comatose ammals. atier both 12 and 20
doses of CCla. by about S07¢ decreuse in the cere-
beilum from the comarose rats, although in this case
the apparent decrease scems 10 be duec to the m-
creased basal refease: ©F a stnkng Mcrease § 767 to
10277 ) an the hippocampus from all rats rreated with
CClL.. wrespectiveds of the presence or absence of
coma: d) a smaller increase (3077 n the cortex of
<omatose rats atter 20 doses ot CCla

GABA Uptake. As indicated in perimental
Procedures, the total rudicactivity taken up by the
synaptosomal fractions in the reicase cxpenments
was used to calculate GABA uptake dunng the 10
min incubation period. The resulfts of this analysis
are shown 1 Figure 2. Treatment with ammomum

ey
oy
e
-

Fig. 2. Eficct of hepatc coma on the uptase of ['HIGABA in
W napIosumes (1OM un 2t Sram repons The uptase was cab
culated e and a n oex-
prevsed as percent of the m-u:oa Sruus rats that reeoived vege
O+ MMLUT e eTate) A gTOU
ol 8. groums wih 20 dowes ol m \qrul ol Farst far
each regron vepetal ou) ~ ammonum

erare Smon-comatone ater
MOenm acelate (SOMatine Tals)  Ab
tpmoles me proen 10 munr cones. 316 =
BN ELRNY




42

Diar-VMunaoz and Tapia

Teble IV. Percent Sumulstion by K = -Depolansaton of ("HIGAD A Releaw in Deffcrent Bram Reaons of Comatine and Non
Comarove Rats

€CL (12 doness CCL 112 danenr CCla (20 dumesy
Controt No comae Cuoma Coma
Cones el 230 W
wm 223
Hypaothatamue 1
Hipperxcampus x2
Moudhrnen 0
Tererctivm 33

Valoes Fefer 10 peak samutalion ¥4 Are stiMmulstum reicave
The Ferient ChamEe <omnlerng the Coniror valce hamn 4s 1R

in control animals (vegetal o) did not alter soenaf-
wantly GAHA uptake 0 any sepon. Howcver.
treatment wath 12 or 20 doses of CCly resulicd ma
notable incrcase of GABA uptakhe 1n the vortex and
a amaller but sigmificant increasc in the striatum and
the hippocampus. In contrast 0 GABA relcase
these modifications seemto be duc solely to the iser
dumage. since they were similar in the CQla-treated
rats with or without soma (Figure 2

DISCUSSION

1t has been reported that chronic treatment wich
CCl, produces & cNThotic state 1n the rat 1131 The
liver funcnion tests give results similar (0 thoisg obe
tained 0 human paticnts (27) Howcver, this model
of liver faslure had not been previvoushy used to pro
duce hepatic comas In this report it s shown that
the rats treated chromcally wath CUL developed o
COMQIOSE stale after the admimsiranion of 4 single
dGse of ammonmum acetale. which asts as a predip.
Maltng agent as it occurs 1N chinical cases (1) Iathis
model. coma appeared about 30 mea aficr unmao-
AIUM IAPECTIoN in rats trcated wibh 12 doses of CCL
and thi< period was almost SO shorter in the rats
1njecied with 20 doses of the hepatataxin. This obe
servation suggests that coma ovcurs carhier f the
entent Oof Liver dumage s greaier, since altler 0
doses such damage 1s alscudy irreveruble ¢13). This
wdea is supported by the results shown in Tabies |
and I, which induzate a progressse hepatic damage
with longer CCla treatment Haindfelt et al. (2%) used
ammonium acetate administration 1o produce Somas
rats with portacaval anastomenss, Interestingly .
the time of appearance of coma aller ammonium
acetate injgection was very similar 1o that we ob-
served in rals treated with 20 Joses of CCL

ulated

from e da

a4 ABown i Fig 1 The figures in parenheses indicate

The hypothesis of un increased function of the
GAHA syslem durng hepatic coma was mentoned
n the Introdduction. The results of the prosent work
20 Aot suppon this hypothesis, since 10 4l regions
sudied GAD sctisity was considerabiy inhibited
Jurine <oma and it has been amply demonstrated
that a Jdecreased svatheses of GABA s hinhed to o
deficiencs in GABA intibitony ncurotransmisson
(2 GABA-T activity was also mhibized i coma-
tose srmimals but.in contrist 1o GAD. this inhiition
was N0t obrerved in il remions tested. Inhihinon of
GAD n the rat caudate. hy pothalamus and cortex
has Been reported abvain gaiactosamine tnduced he-
PUnIS ComMa (21, whetcas dseag the same cxpenmen-
tal model a0 GAD chungas were detected n rarbit
cerebral cortex (W fn the latler study a notable
intreition of GABA-T was reponed

Althaueh the inhibioon of GARA-T observed
1N SOME 4rcas MuehT sucgest 4 reduced G.ARA turn-
over and conssque care of GAHA svne
4pUC Transmission. the clear generafized imhihition
of GAD wusity mukes thrs conclusion very im-
prodable. GAHBA levels in rat Candate. hepothala-
Mus 4nd corten did not change dunng Kaladtosa.
mincanduced <oma (23 nor in foretram after
portacas al anastomoses (I8

Our resalts of the relcase experiments in gen-
eral alva @ o SuppOTT 10 the possiiliy of 1n-
creased GABALrgc transmisson as a mechanism
of hepane suma. wince sigmficant inhibiion of the
depolarizanon induced relcuse of {“HIGABA was
obseried Jduning coma in the stratum and in the
cerehcllum. In the hippovampus this release was
clearly stimulated in all groups of CCl treated an-
imals. inctuding those with hver damage but no
coma This finding misht sugeest that some modr-
fications 1n GABACrEe tunchion aocur if Certain re-
@ons dunng cxpenmantad Sierhons, andependv Rty

Yy un aner
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of the presence of coma. in 4n 0 siso Sstudy of
GABA rclcase from the snaium. o SHANESY waere
found in rats with poftacas el anastomoses. although
o coma was induced in these animals 1121

Although GLABA uptahe was calculated siter u
10 mun incabation penad wnd thorehare most proe-
aPEy does AVE Cepreaeni imitial uptahe volodities, our
results also Sisapree with an cohaneoment of GA
BACraic frunamiswon, unce durng Soma there was
erther no change thypothalamus, cortes and cere-
belluml Of ah increase (atratum, cortex and hip-
pocampus) One should expect that such increase
would csuse. f somcthing. a decreased etficiency
of GABA synaptic tunction ABA uptake has been
reported to be aormal in whale bruin P; feaction
after galactosaaune-mduced hepatic coma ()

In conclusion. we have demonstrated that s
Posuble 10 produce hepatic coma by the ~y stem
I ECUon of AMMORIUM 1o Futs Presisusiy made G-
rhotc by chronic admuinistranion of CCLe Usine this
expenmental model we found that GAD activity o
crude synaptosomal fraction s inhitited duning he-
patic coma in the wn cerebrid remons studied.
whereas GABA-T activity 1s decreused but less en-
tenavely. GABA uplake was either anchanged or
enhanced. and GABA rclcase wis unchaneed or in-
hibited. except in Ihe hippocampus  where 11 was
increased h CCl, treiament. independcntly of the
presence or abscnce of coma These results. tahen
topether. indicate that GAR ACTeC ransmission s
Jecreased dunng hepauc coma and therefore are
contrary 1o the postulated increased effiviency of
the GABA svatem Further capeniments are needed
to know whether the changes in the GAB:
obswerved represent an etfect or o causative tactor
of the hepatic coma
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Glutamate Decarboxylase Inhibition and
Vitamin Bg Metabolism in Brain of Cirrhotic
Rats Chronically Treated With Carbon

Tetrachloride

M. Duez-Munoz and R. Tapes
N0 e Nourie oM i,
Mewo. D

In a provious work we found that the activity of plu-
tamate decarboxylase (GADI. the enzyine reporibic
for the synthenis of the Nhibitory neurofransmutier v-
aminobutyric scid (IGABAL i decreased in comatine
CirThatic rats after chrvaic troatiment h CCl,. In the
present feport we studied the participation of psrdoal
phunphate in the inhibition of GAD, as well as the con-
centration of this censyme and the activity of its syn-
themizine ensyme. pyridoval kinase, in the brain of the
cirrhotic rats. Furthermore, cirthatic animals were
wreated with three inhibitors of GAD, and the offects ul
such Ireatinent were compared 1o thaw of ammoniam,
Liver failure resulfed in a4 257
tvity when mcasured in the abcnce of added py ridaval
phosphate. Treutment with the GAD inhitators thio-
semicarhaside or 3-mercoptoprop
thin inhthition and procduced comvulvinns ot a dose that
had no brhavioral effects in cuntrod rats. Freatment
with anunonia resulted in 2 comuatine Mate and in a2
25— % inhibition of GAD. Both pyridosal Kinasw ace
tivity and pyridossl phonphate kel were found to be
decrvased by 15=207 in the brain of the cirrbotic rats.
We concluded that chronic liver failore cesults in 2
devreused pyridosal phosphate and GAB A syntheas
bruin, »ith a conmquent diminishod ¢Moency of GA-

i i thewe effects are prohably
~tatinns of neurnnal by perescitas
bility that are frequently seen 0 human hepotic en-
cephalopathy .

Key words: pyridesal phosphate, pyridosal hinase., he
patic emephalopathy, liver faiture

INTRODUCTION

The mevhanism of hepati enveptulopathy amd s
enren® SGBeme e hopatic Lostia, s an unsolved proh
fem Althemigch ~oseral nxtabobic abnomialtes have foen
downtead, the alterufions of the central porvems yatom

© 19N Alew K. Liw. Inc.

Inannne de fomrlons Cetutar, Umserodad Nacwnat Aumnoma de Meuco,

respuwable tor the onset of curma are sull unknown. Some
recent b atons have suprpesed that the =e-aminobutync
2 (GARAL Mo hatod mhbiton AWk nsmission may
be altered dunmt bepate encephalopathy and coma. al-
thoush there s 4 diwrepancy i the way s alteraocn
vcurs Whuemtas wome teponts imbicate that GABAeTae
Tun~maon oy be increased {Jones amd Schafer. 19xn
Sehater and Jonen, TR (Ehers \uEest that i is Jee reased
{Zeomerob et al | 1982
W have rovently reported [Pas-Munor ad Tapra.
TORS] that 3 anle dose O mmMoeMUm iedoces oM in
Mats wth eperimental Cuthoss priadused by Chromis reat-
ment with carton tetrschinade «CCL AT the bme of oc-
currence of coma we observed medifications n the fekease.
GABA 10 ~tx arcas of the br.
Moz of them s \gc\uny that GABACTPIC transmussion s
devrerand The muore comspicuous Bding was anainhlibaon
of e OABA-ynihewzing enzyme. plutamate devarters
Mase tGADI i all regions studed
Aath the a1m of obtwining e snfonmanon on she
refatonship fotacen hepalic damaee. coma. and cerebral
GAD schniny . 1 the Prosent work we stimdied the behasnoral
eHects of the adrmiantiation of wveral intibiors of this
enryemme tin CCLfreated Cuthone fas. Compared with the
et rousty reported action of ampxomium, we attiempled
comretate such cifects with the maahilicatons n the autivay
of GAD Since this ensyme i repulataat by pyrdons S
phemphute [Bayin 1 ol 1977, Tapu. 1983] it activicy
was atudiad 10 the prosence and st of this cocnzyine
Furthemore . we ncasured the leaeh of Py ndosad phosphace
and e ety OF s syAibesizmg onsy e, pyrdkonal ke
nNuse. a0 the Boan of the ol fats

Reverved Februany 10, 1988, mcopiaat Man® 29, jouy

AdUiG repont requeats 0 Racands Taprs. Depanamonto e Scune
e, Instune de Framebogis Celutar, Lot S emnsd Auro-
e A N tm e ADaraks Prmtad T AEL (S0 M vk D F L Seaman
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TARLE 3. Sevwm Metabolites in Control snd Clrehotic Kate®

Mhctabusiates

Comerend Crrrnnus

Glutamm: - Pyruvec transnnnase PRSI 432 o
e pyfus sie: 100 mUhey

Glutamee dehydn 267 = vav 672 =

Gl NADI 100 mibe)
Buwruteas (mg: 160 miy
NH., Gamed 8O0 mip
Alrumn (ng 100 miy
Gl temg- 100} mb)
Alhunin glotabons

SCartturs was imbiacd by e atincal = dh M0 e

(o armals. IherChore . iy
e fr seven 1o eipht ansmats

TARLE I, Body snd Liver \Weipht and Fiver Collapgen and
Fere Prutine in Control snd Cicrhote Kol

Parameter

Bty werghe (g

o
Liver wesght (53 [

Cobtagen (umat £ R
Feec prodine (umed gr aon
*Oactaibs as for Tabbe T Tl st~ <o coifapen niber vpeine

mcasured after Bydnityws of o csllagcn extrat o
and Methods

MATERIALS AND METHODS
Materiats

Lefl = "*C} glutarmic acid (sp. ot SO mCo nxrle) was
obtained from New England Noclear Bosioa, MAY a-
Kew-glutaric acid, NADP ™. NADH. pyodesal. pyrdocad
phonphate. ATP. thunermicarhande, 3 metcapitoproponic
acid, and plutamic dehydrogenase were purchaswed from
Sigma Chemical Co. (St Louts, MO Pyndosal pheoas
phate-L-glutamyl-y-hydrasone wis synthesizad from pyte
soral punphate and L-glutamy )y hydrazde. o prosiousty
descnbed (Sah. 1954, Tapia and Awapua. 1969] Othar
chemacals used were of the best quality avarlabbe

Experimental Cirrhosbs

Maic Wastar fats (90— 100 g) were inpeated ntraper-
ifoncally (i p.) with 0.15 mi of CCL i vegetable o (1 &
wiv) 3 imes weekly, for a totd of 20 doses. The hepatic
damage produced 1n this way is similar o e QThonc st
reported in cltnical cases [Rojhimd, 1973] A coatnol proup
was treated in parslic] with vegctable ol

Pharmacological Treatments

Two types of phurmacological mampulation of the
cuthotc animaly were umd One of tem was the 1 p
adminstration of ammoenium acctate (5 2 mmwlenhet to

3AD RBates il e iy IR Datanaicrs s R siher o

> 007 [
B 76 =
PRTEYS $an =
= o 13 .
nael

PR Y] ot omd Mcihnts

(e Con

were grompmal Lopeihes wah e LtnILIS FELEreng aiine Meam

Iduce Coma, as presiously descnbed [Diaz-Munor and
Topta. 19NK] The other was the 1P inpectun of three
dillerent inhimtors ot GAD. nanmely , thenemisvarbusnide (128
pamlevh ), Lmeraptoproponc acd (70 pmoles g and
pyndoral phosphate y-glutamyl hydrzone 1Glo-hydra-
sone, 360 poles k) [ Tapra, 1975) The indwated doses
of the mhibitors are subcansubise and wert chomen sier
a wenes of prehirnnany capeaments 18 nommal s showed
that GAD activaly was sgnificant!y decreawd. but con-
subvionis did not ovur. The anhubiton ot the ensy me were
Aiasobved 11 sabing and arPoenUIm s CLIte 10 waleT: controls
included animals inpected with saling or with sadium sectate
tn water. Theretore, rats were divided 10 12 groups. 3
follows  a) vepctable il + saline. bl vepctable o =
Hiosemicarhaside, ©F vepetable il + Rmercaptopropronic
scid. d) vegetable + Glu hydrazone: €) vepctuble ol
- walium acetate, 1) vopctabic on] s armamoeniuen seetate,
© CCL + saline: by CCl + thusemicarbaride. n CCL
enspoptepre acid. ) CCL -
A CCl. &+ walium
avetate
ot €O,
Animads were sacnficed by decapriuauon at e times
indicated 10 Resulis,
alterations

it

Glu-hydrarone,
sectare, and b CCl, = ammomum
The drugs were mpected 24 hr afier the bt dose

when they showed Goina of mmter
Bruns wore immediately aken out. olfacton
Bulbs miroved. A the Tomehram was diseuted on we m
e parts for the bicochemical determunations 3 frontal
Formon (hontd conen), cut ot the anterior edge of the
caudate. and the two hoemispheres of the remoaning fore-
beun Laver and bloast samples were then tor the
function tests dewnbed below

hver

GAD (EC 4.1.1.15) Ay

The activity of GAD was mwasured i homogenates
of the truptal coret, 10 the abwence and e tee presence of
croprmous pymbial phosphate, by a muroiotope teche
mgue [Aen amd Brody. 1959] Tissue was bomwogenized
13 ¥ mM sadium phosphate butter, pH 6 4. contuming
113 mM duatiowrenol and 0.5 Tratea X-100 The incu-
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Changes of GAD activ ity in brasn of cONtrol and  irmatic control values were tamolhr mg protemny 0 2 = 6.8 and

Fig |
rats treated woth inhibitory of the enzyme ard with ammoniam
acetate (GHDZ. pyndoxal phosphate-y-glutamyl Bydrasone.
THIO, tucnemuarbaside. SMPA. J-rnercaptapropony acid.
SAL. salincs. GAD activ ity was measured in the sbwiine tempdy
bars} anu 1 the presence of pyidotal phosphate 1B i trontat
cortet of ammals secnficed 3t the times mdicatedd 1n Fakic 111
10U vatues refer 10 conerol fats njectod with sahine. shsilute

bation mexture contisned L-{1 - “C] glotamate (10 mM,
0.05 uCii the homuoponate and, when oreent. O S mM
pyrdosal phosphate. 1n 3 ol volume o 70wl

Pyridoud Prusphate Levels

The levels of pyridotal phonphate were measunsd in
the nght cerebral bemisphere. Homwoeenization and s
pon were camial out according (o Schytitber and Holser
T1965]. the quantificstion of e Loenzyn was partosncd
by the phenylhsdrasine mothod deswnibed by Wda aed
Srecll {19611].
Pyridoxal Kinase tEC 2.7.1.35) Assay

Pyndosal Kinase wctiv iy was assaycud i the ot bem-
nphere. Homogenates £ 1:4 wviin 0.1 M phosphute buticr,
pH 6.5, were centnfuged a1 18500 for 15 min. and the
SupeMLtant was used as ¢nzyme source. The incuhaton
musture was as dowenboed by MoCoamick et al (1961] 0
a final volume of 2.3 mi. The incuhubon bime was 6} min

127 3 = 9 2 n the sbnemee and in the presence of pyfigoral
phosptiate . respectuvely Mcans = sandard €Troc of five or us
fat in each group Al changes observed 10 the cirhotic raty
in the abmence of pyndotal phosphate were stgmificant sxahne,
GHDZ. and NH,, £77 05, THIO and INPA . £ 01 In the
Preac g of the coenzy e vals the decrease after Nie treatment
was wEDIGCINE 7 025) (Student's et

at 37°C: the pyndozal phosphate formed was determined
by the phenytvdrzine mettrod {Wada and Sacil. 1961]

Liver Collagen and Proline

The Tns-NaCl inwoluble protein from tiver samples
was exructed with 0.25 M acete acid and dialyzed agunst
0.02 M Na:HPO,, as prevwusty descnbed [Rojkind ef at
1979] Collagen was analy zedd by ats hydroxyproline content
axconting 16 Romand and Gonsaler [1974] atter bydrolysis
in 6 N HCl at 110°C for 23 tr v the detormination of
tree proline. liver samples were bomogenized i 3 mi of
6% HCUD, twivy, the prixein was wdimentad by ceninf-
upaton. and probine was neasured s dewomhed pres sousty
[Rajhind and Gonzalez, 1973) in the mcutrahscd supema-
Lants

Serum Metabulita

The following metabulites were measored 0 senem.
as indicators of liver function: ammoensam. glutemc-
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TARLE (1. Behaviornl Effects of Ammonium Acetste snd of Ghutamate Drvastosy leve (GADY
Inhibitors in Clrrhatic Rut:
Deeg. Dine el bgt Hchavew Tome armany
Ammanumn et 3200 1623
e arbar e nzs SI0-12%
3-Mercapropripans scnt » 9-te
Giu_hydrarome. ey N cffect up 210

“Drups were inpected a1 the dowes i vy
amcnfwed M ihe fmes Wown Coninsd rars,
alteranon

TABLE IV. Pyridesal lun.« Acuvity -na Perdasal
Clrrhoue Rats.

d t day aer the tast sdimiaidration of CCT the ran were
. treated i pacaile}

S Mt show amy apparent behaysoral

Thenphate Levels i Brain of Control and

Trested W {GADY and Wik
vt
Pundosal hinase Fyrdosal phoupate
Orup otnas b p T sue nmesl'g tnsase
Control
Satine T8 =041
Glu-hydrasime 16z 013
Tharemuarnarsde T = te AT = oan
3. Meteaptoprupronic acsd sz ose SRR
Amiremnium setase "o Tas = van
Cirrnoasc
Saline oan = a0 a12 = 087
Giu-hydrarone AV oz oan Alv oz 0
Themermmcartaziie ~S e s a0t = 039
3 Mercaptmrupn ne il LETR 618z 04N
Ammeonnum actate e x wa A3X = 04y

Monn were carmeed st 10

Scrermiena the coreneal Remincrrs o T3t e ntoed a the mes
w Tabie 11l Mean vatues of five 10 st amiman 0 €ach 2reup %

hown
3l The dufercmes bermeen the

CHTHONC And The CORnIl graps wert ail MEDIHCAN, (of Ml PyAO1al bindve and Pyrus sl phaspRse

(< OIS, Setent o1 westt

pyruvic transamunase. and bilisubine. by the mothouds pee-
viously reported [Diaz-Mufoz and Tapra. 19R]. albumin
and globulins by the mcttxad of Garnall et 2 [1949], and
glutarmc dehydrogonase activity aoconting to Hemander-
Munoz et al. [1983]

Protein was determined by the methead of Lowry et
al. [1951].

RESULTS
Htp-’ni: Function
¢ CCl, gearment rewuliead in severe hiver faslure
(T-.blcs L] =.nd 1. Ceil necromis was evidenced by the notibic
INCITASE 1N Serum ZIULLTIG —PYTUNIC Tamumnase and glu-
ﬁnuc Uchydsopenase. pattcularty the furmer. Thewe chanypes
o by d devels of and
amumonia and decrvused albumin conuentration and aibu-
munvglobulin mto (Table O,
The appearance of fibrosts > a senking feature of the
CCL, chrone geatment. As shown n Table 11, the bepa-

totoric pristuced a MFF uwrease i hiver werght and a four-
ok INTease 1N collagen. 10 apreement with othef fepaorts
IHuberman et al.. 1969] There was aiso an increase n
free peoline. which v generally assaciated to high rawes of
fibrogunests | Kermhenobich et al.. 1970}

Netther of the pharmacolegical teatments indicated
n Matenals and Mothods alfevied the parunctens shown
tn Tabics | and (I, erther 1n conwrut rats njected with veg
ctable oil or In Gurhoue rats

Effects of Ammonium and of GAD Inhibitors

The behavial 200 of the drugs used 1s shown n
Table Hl Coma. defined 2% an unreaponsive siate with
complcie ke of refletes and of MUSTULIS tone. was ob
served n the Cirrhote anualds trated with watemonium ac-
clate  In contrast, curholc rats njectad with two of the
GAD wnhititen, thioscrmvartasde and  3-meraptogo-
promie aod. showed consulane actn ity spproumacly 2 he
and 12 nun. reapoctivety . atter geatment + Table (IH. Cone
Vulaons wene charwicrized by continmous tome ~clomc
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movements of the tows fimin. with koas of the nithung
rerlex no gencralized Wk convulsmnm was vherved Cis-
i annais receang Glu-hyurazone, howeser. showed
o behavisai abnommabtics up (0 2.8 fr aster the
InEection As already stated 0 Maenais and Methods . s
the dones uscd fctther of the GAD inhintors emplayed
produced convuivens n oMol mm-CIThooe Gt

GAD Actisity
Fivure 1 shows the wtn ity of GAI in brun of conurl
and cuThoe Fats [0 the atmerwe O psTidonad phosphiale.
GAD stviny i he 000 CHTIROUL FIs was SocTeasad By
18=207% after the umnwcooa of Muosermucarturnde, 3-mer-
capropropkmie acad. o Glu nrdrazone, confimmimg previ-
ocusty meported reaalts (Tapra, 1975]  In the rosonoe of
exoremns pyndotad phonphate the Inhibitony eHfect of thio-
semmicarhuzide and Glu-hydrvone wins reverted. but the
by 3 prop C g remLaned coastant
The adaunsaaton of amubonium actare had 0o cifect on
GAD oty 0 the noa-Cirrbelic rats . Bth an the prosenee
A 10 the abenue of exouemens pyidosal paosptute Fig O
In the abscne of pyadotal phanphate . GAD wtin
was mftited by 253 in the CCL areated animals reccivinge
oniy sahine. this Inhibition was ercrcd by the awbdinon ot
the cocnsyme © the assay modiam (Fug 1, npht pancl)
After Glu-hydrazone ximinivranon, the snhibinon of GAD
was umilar 10 that observed after saline Howeser, meat
ment with bach thionemacarbasade and 3 mercapiopropionse
acxd notably enhanced the inhibon. s hich reached 327
when the ¢nzy e was measured n the stacme af pyodosad
pho~phare. In the proswence of the cixeneyme the inhrhitnoae
producad by thioraTniirbazide was 3Gty REseried, whensas
the feverun 1er L-arrcapopn e aod was only partial
Dunng coma prinduccd by anutesmum inkchion o the
CirtuNic fats. there was a HFT antubnton ot GAD 1n the
presence of pyndotal phuosphate 0 Contras 0 the eTtect
Of GAD inhiluton, thes anhibiion was fess notatle m b
staciue Of the coansyme. althoush the ditferemee was mex
statisbcally sigmficant (Frg D

Pyridoral Kinase Activity and Pyridoral Phosphate
Levels

The activity of pyndaval Minase 1 brwn of control
anemats was amilar W that repeted by MoCaenngk et ad
1961, and st was mut setulcantdy affected by any of the
drugs usd Only 10 the ruts reonving Glu hydevone 4
sl (UFT 4 intutuaon etfoct was obwenad (Tabte V) In
contrast, the CCULtreated et animials sheomed o 15-
20°% devrease of pyrdotal himase wtivity s value was
rxt altered by any of the drups vsed

The nhitution of pyadosal kinase ity was well
corrclated wath @ 15-207% devrease of pyfdiinal plwaphate
levels in all groups of cirrhoie fats. The only caccpinn
waa the group eveiving thuncmuoarbazrede. @1 whih the
dimunuteon of py Ndorad phosphate COMUENIrEKN w s e

muable 136% Jocrease s compares 1o the non<uThotc
control and WE with fpect 10 the cuThots control  {Tabie
ny

WSION

The resuits Of the liver tunction tos contfirm and
extend ne previously ropuorted hopanc fibroses amt defi-
wencs proaductd by chroe teatment with CCl, [Diar-
Munos amd Tapa. 1988, Rophand, 1973] The curhote state
of the iiver was thus corrotemrated

Usne thus cxpenmentad model. we had proveously
found that e tuncoon of GABA svnapees seems to be
depreasad dunne hepate chceptialopuaths and coma {Diaz-
Manos and Tapra, 19xH]. We observed o peneralized in-
mbion of tacth GABA folease trom synaposomes and
GAD sctiviny L rwo pasmetens of parmount umportance (oF
the funcinwing of the GAHACrpic intubitony mechanisms
n the brain In partsculer, GAD inhibion has been cleasiv
comretated with meunnal hsperewatabihny due to divants-
Biton ot neurnad curcunts (Ribak ot ab 1982, Tapra. 1975,
1953 {6 was thoretore of Interest to sudy 1 mone detal
the nature ot the relationship tetwesn the betusiorad iter-
anons Of hepatic encephulopsthy and e nentinon of GAD.
Purticulanty i vies of the (endency of Paticnts 1o actrures
and other muor atnommahies [Hoyumpe and Schenker.
1ns)

DISC

approach 10 this QUEson was 1o tnkeet three
different mbibitors ot GAD actiary 10 s muade TPt
ty the chnomie sdmnistuoon of CCly and K compan: their
cticts wah thime ot ammoma The inhitbuons of GAD used
a1 through ditferent mechaninms Thencmucarbasuic 1s 4
Cartony L-rappimy compound Ut Comtenes waith pysdosal
phunphate {Wod and Abrashams. 1971]  L-NMercapiopro-
Prome acid Behases as a compotiive habitor [Wa, 1970]
and the Glu hydrazone acts by decreannge pyoidonat pros:
phate fesels as s coasequence of pemdotal kinasc infibiton
{Tapia and Awapara. 1909] The erfocts 1 v ivo of twese
drugs. reparding the alieranons of motor excstsbality, hase
been well vorrelated with the inhibetron of GAD achis iy,
ncither of the drups wed atfert GARBA tanwuumine< a
donas Rnow 0 1o intnbit GAD [see Tapra. 1979 1ot resiew |
The mhrbition of other unsmufter-retared enzymes. ke
DOPA - devartany base, which as alwo blovked by Giu-ny
dr. one trestienf. has boeen shown ot to be related 1o
motor hapaoresctabiits [Tapia and Pasantes, 1971], There-
e, the bohaviorad etfecrs of the dneges may be awnbed
W GAD Inhibnion, rather than o other actions mx imvolvang
this cozsme . Futhermpore, mr ths way f was 3l posable
10 Mudy Uhe participatim of vitumn B, o the obeenod
etfects
A stnhang finding of the present ~udy was that all
Eroups Of cuThotic animah showed 3 decrcased GALY ac-
wviny when pyndosal phosphiate was o st 10 the sn-
Cuhutcon mentuns This infubitcon w o resertod by e wbditon




of the cocnsyme, buth in the mts mx reveving any drug
and 1n thane reatad with the GAD intubion which sct by
dimnndung the inicraction of 1he ensyme wih pyndoral
phonphiate (throrcmicarbazide amd Glu hydrazone)  This
wpgents that pyndoral phosphute doeficieney mmight he n-
volved 1n the devrease of GAD activity it the bt
ansmals. This conclusion is supgoed by the o atun
that taxth pyndotal Linase and Pyndesal phovphate dovts
were Jdowreasad in the CCLnested raty (o faer provious
Musties Fnwn our Laboratony Bave <tk hat there is g coand
GOt Betaoen Py Rd v al R inae, Py et phemphute
and GAD a0 the brain amg have ostablishod gw nich e eree
of pyrde tal phosphate Jepemiene of GADY se vy m vivo
(Tapra 1975 1983, Tapa and Aswapara, 1969, Tapa et
al | Ien]

In the curtwt anumals treated with d-mcrcassopes
premic wokd the sahdhion of GAD was not reserad be
Pyndutal phosphiale Vi, wnich was 1o e Sepectend
e the Coeneyme s Mt ineolved 0 the e haminm of
arion of tis compounsd WU, 19T0] 10w amabie that
e enzyine was prsbably mexlificd o 4 conseguese ot
the hiver dumaye amd bevame more susepubic Lo inhibann
by this Jrug and by ammonig

Apathcr fomarkable (e stion of the present work
was the ovcurmence of sCrrure hivity 0 e cirhoti futs
but oot N the control ammaly, hcated with thiosctiicar
tazde or With d-meraptoprpronic k! This can b oor
rrutad with the comaderabty preater GAD intasition om
the abmcmwe of exopenous pradotal phosphate s ocn ed
@ thewe animals, as compared with texh the neneciThote
fats feces N these Mo anbtbions e the oirhot. vroup
reerving Glu-hydrazone  This obawrs ahon acrees @i the
Sbumtant Jutl 10 the Lteraluft. winett mdiostod it con
vulskons cetur when the activity of GAD nnhinsd o the
exient of about 0-3F3 [Tapua. 1978 1953 whercas 1
mentionod ahove. odier posabis ctfects ot the
do e wwem o he related 10 wasures

The mevhannm of prisfocton oF corra By anumenia
10 the CUThOUE TEs 1% 3 JiHicull pronkem ONUr duta i ate
that 10 thene antmals the inhibien of GAD

v e

| the arwenee

of added cuofoctor, v smaller than that chwned n oons
vulung fan geatcd waith the adubaons ot GAD o
15 smular to the CIThoGC ROR-COMGHS @i, » Mot dn

teated of treated with Glu-hydrarone This ol ateon
explaims the lack of appearance of cons Ulwon and. &
with the data discunsed abenve, beds 160 The cony tusion that
GAD inhibitson rs probably noc related Ko o bat. Sather
10 the tendency 10 Motor hypere v stabiliey dunne henutic
encephalopathy . Alihough imrcased levels of amneons m
the bram may pwudece comvulsions [Covper snd Pam
I97]. ocher etfects. different frm GAD snhibinon. must
e involsed mn the paxducton of coms The answer to tus
Question remains cheave. but alterainms of Rhony pone
Ayruntic potemtials wCTn to Be an impertant factor §Ccaper
and Plum. 1987]

GAD %7

n Hepatic E;

In conclusion. our results do ot suppon the hypoth-
s of an imTead GABACTRIC tramsmesion as 3 mech-
amsm of the ncunopneal alteranons obscrved 1 hepatic
erephonsny, which huas heen propaned amd detendend by
D suthon Hones and Schafer, 1986; Schafer und Jooe.
JUK2] On wee contrury. the duta obtained ndicate thar
hionne bver darmuape results 1 an sepacent of the -
Ribtory ncurstrimminaen moediated by GABA and that
SR PRI mav b causally relafed To the tenbency
W warurts ot e mand ateens of M persoitabiling
svvm e warts Bunan bopatie anephelopathy
Car restlts suepest abus that the maabolian of pyedoval
PR phate 0 brisn i stievtad by the hver Jarmage anmd that
tis et be the prman detect caznng the deranzement
of GARA metabolnm The aature of the relanonshup he-
hepstic distunction and the alieratuns of
and GAHA synthess 1n Brun remauns o be

trageentls

twoen chromg
it B,
clim ndured
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TABLA |
ALTERACION EX LA RESPUESTA A LA PAUEBA DF PREVENCIUN PASIVA EN HATAS CIRMOTICAS TRATADAS CRONIUAMEHTE (0N

TETRALLORURD DE (ARBONG,

Trataniento n Sestones (seq)
Adquisicsn ira, 2da, I,
Intoctas 8 Bah 600 L] 9100
tirtano 18 Heb b0 LI W49
1N L} e Wl B W6
Chrtaw + Leslén 16 BER 00 (10) 18+ 80 Bk
542+ 62 (6)
(CI~ + Lesléa 1 Heb Wb 36410 /el
Chrtano ¢ Transplante 8 LEX} 600 {6)
569 v 12 (2)
€e, + Transplante ] 949 boo (3)
Wie 3 (3
she 2 (D

El estado chrrftico fue producido por Ja adminlstracién de 20 dosis de 0,15 ml de unad solucidn 136 de “Ih en cSrtam,
s Jesitn electrolftica previa al transplante, y el trensplante de te]ids estriado fetal se [loyaron a cabo tum se
renclona en el teato,

La pritera seslbn se vecifics despuds de 20 hes, de Ta sestbn de adyuishcidn; 1a sequnda y tercera seslones ¢ rea-
Maaron 3 los 2y 6 dfas despuds de Ta prirera sesbian, tal y oo se relieie en el teato,

Las cifras en seq, Indicor el tiempo en que el aninal permanect§ en el cospartindento Flosingdo, « los 600 seq se di6
por teemlnado el experlnento (para mds detelles vor ¢l testol,

Las Adilesencias entre 1oy grupos experiventales, thiedticos v.s. controles, fueron altawente signi(icativay {p < 4.001)
eaceptn en los grupos transphantadus,

Lo resultados vstdn erpresados comu proredio v ertor stundard



TABLA 1)

ALTERACION DE LA ACTIVIDAD MOTORA EN RATAS CIRROTICAS TRATADAS CRONICAHENTE CON CCl,’

Tratamlento Actividad Hotora n
{unidades arbltrarias)

Intactas 6 762 + 435 8
Clrtano 6 336 + 486 18
w, 10917 ¢ 573 18
Cértamo + Lesién 7 699 + 500 16
Cflh + Leslén 11790 + 636 16
Cértano + Transplante 1154419 §
CC'A + Transplante 10 667 s 8

€l estado clrrbtico fue producido por 1a adminlstracion de 20 dosls de 0.15 ml de wna solucidn 1:6
de CC1, en ¢hrtamo,

la n-eﬁlclﬁn de la activldad motora se realizb en todas las ocasiones de las 18:00 a las 20:00 hr,
Las diferencias entre los grupos tratados con oy y los grupos controles, fueron en todos los
casos estadisticamente signlflcativas (p<0,02),

Los resultados estin expresados como promedic 4 error standartd,
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