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0. RESUMNEN

El presente trabajo se realizd con el objeto de conocer el
metabolismo del Acido Acetilsalicilico (AAS) en ratas con ligadura
del conducto biliar comin. Los experimentos se realizaron tres dias

después de haberse practicado la ligadura.

En este estudio se utilizaron 30 ratas wistar wmacho (200 - 250
g de peso), las cuales se dividieron en tres grupos: El grupo I
estaba constituido por ratas normales (grupo control), a los
animales del grupo IT se les realizé operacién simulada (0.S.) y al
grupo III se le practicé la ligadura del conducto biliar comiin
(LCB). Todos los animales recibieron una dosis oral unica de 20
mg/kg de peso de AAS, se colocaron en jaulas metabdlicas, se
colectd la orina y se midieron los salicilatos totales excretados
en las siguientes 24 hrs después de la administracién del AAS. Los
metabolitos se separaron por cromatografia en capa fina y se
visualizaron con luz ultravioleta, se extrajeron de la silica con
agua y se cuantificaron espectrofotométricamente con el reactivo de
Trinder. Los resultados mostraron que el porcentaje de recuperacién

del AAS en orina fue similar en los tres grupos (84 - 90%).

En la excrecidn urinaria de c¢ada uno de los metabolitos se
encontré que no hay diferencia significativa entre el grupo control

y el de 0.S. sin embargo, en el grupo de LCB se encontré elevada la
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cantidad de Acido Salicilico {AS) y Acido Gentisico (AG) y no se
encontré AAS en la orina. La cantidad de Acido Salicilurico no

varié en ninguno de los grupos estudiados.

Los resultados obtenidos indicaron gque el dafio hepdtico
inducido por la ligadura del conducto biliar comin en la rata,

modificé el metabolismo de la Aspirina.



I. I N TR O D U C C I ON
I.1.0 El Higado
I.1.1 Generalidades

El higado es un dérgano gue se encuentra presente en todos los
animales vertebrados, en el hombre comprende del 2 al 3% del peso
corporal (l1). Se encuentra localizado en la cavidad abdominal'por
debajo del diafragma, presenta cuatro ldébulos separados de manera
incompleta y su superficie externa estd revestida por una fina

cédpsula de tejido conjuntivo (Cdpsula de Glisson) (2).

El hfigado es esencial para la vida y los mamiferos sobreviven
a la hepatectomia parcial fundamentalmente porque las células
tienen una extraordinaria capacidad de regeneracién y de scportar

grandes aumentos de exigencias metabdlicas (2).
I.1.2 Funciones

El higado funciona como una gldndula de secrecién exdécrina.
Produce y secreta bilis que fluye hacia el duodenoc y que tiene
entre otros componentes: sales biliares, colesterol, fosfolipidos
y pigmentos biliares. La lecitina, que es el fosfolfipido mds
importante y el colesterol son insolubles en agua, pero Soh capaces

de formar micelas con las sales biliares, por lo cual permiten que
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se lleve a cabo la emulsificacién de las grasas antes de su
digestién. La sangre portal lleva los alimentos digeridos al
higado y ahi se almacenan carbohidratos (Glucégeno), proteifnas,
vitaminas y algqunos lipidos. Las sustancias almacenadas que no son
utilizadas por el hepatocito pueden ser liberadas a la circulacién
general, ya sea directamente como la glucosa, o bien, ligadas a un
transportador como los triglicéridos gue salen formando parte de
una lipoproteina (3). Asimismo, este organo funciona como una
gldndula de secrecién endécrina: Mas del 80% de todas las
proteinas que se sintetizan en el hepatocito son exportadas hacia
el plasma. Dentro de estas proteinas resaltan por su importancia
la albumina, el Fibrindgeno (Factor I) y la Protronmbina (Factor II)
(4).

El higado realiza miltiples funciones metabdlicas. Mds de 100
pruebas de funcién hepatica se han derivado de los centenares de
reacciones que ocurren en ¢l. Las células hepdticas también
sintetizan muchas sustancias en respuesta a las demandas del
organismo: Albumina y otras proteinas plasmaticas, glucosa
(Gluconeogénesis), 4cidos grasos para la sintesis de triglicéridos,
colesterol y fosfolipidos. El higado es por excelencia el érganc
encargado del metabolismo de fdrmacos. Esto se basa en que este
érgano tiene un alto contenido de enzimas mnetabolizantes de
fdrmacos, comparado con otros drganos. Biotransforma compuestos
exdégenos como fdrmacos e insecticidas y compuestos enddgenos como

asteroides (4).



El higado cumple una funcién primordial en la regulacién de
los niveles séricos de los sustratos que: el encéfalo, el corazdén
y otros 6rganos necesitan para funcionar debidamente (Fig. 1).
Esta funcién reguladora se cumple extrayendo sustratos de la sangre
a través de la vena porta y la arteria hepstica. Ademds, tiene una
funcidén excretora regulando el contenido biliar y aportando al
intestino las sustancias que este necesita para absorber los

nutrientes (4).

A causa de su gran capacidad vascular, sirve como reservorio
sanguineoc. Finalmente, la abundancia de macrdéfagos (representados
por las células de Kupffer), hace del higado uno de los principales
filtros para las particulas extrafias, especialmente las bacterias

Yy antigenos provenientes del intestino (3).

Bl higado es objeto favorito de investigaciones bioguimicas,
debido a sus miltiples funciones y a su rica ordenacién de enzimas,

coenzimas, sustratos, etc. (5).
I.1.3 Los elementos celulares del higado
La unidad estructural cldsica del higado es el lobulilio

hepdtico, un prisma poliédrico de tejido que contiene placas

anastomasadas de células parenquimatosas y un sistema laberintico



FIG. 1. Representacidn esquemdtica de las funciones del higado, de
sus componentes celulares y estructurales. Netter F. H.
Coleccidn ciba De Ilustraciones Médicas. Ed. Salvat Tomo

III/3, 1983.
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de sinusoides sanguineos (3). Este organo estd formado por
diferentes clases de células que cumplen funciones especificas.
Las células parenquimatosas del higado o hepatocitos forman la masa
celular néds grande (Fig. 2): sus limites celulares
monoestratificados estdn delimitados por células endoteliales de
los vasos capilare§ especiales del higado, llamados sinusoides (6).
Las células endoteliales estdn cubiertas por macréfagos (células de
Kupffer), los que a su vez estdn localizados dentro de los
sinusoides, y por medio de sus proyecciones se extienden y se unen

a las células endoteliales que forman los sinusoides (7).

Las células parenquimatosas predominan en términos de cantidad
y aun mds de volumen, pues alrededor del 80% de las células
hepdticas humanas son parenquimatosas; el 20% restante 1lo

constituyen las células endoteliales y de Kupffer (5).

El hepatocito que normalmente presenta apariencia poliédrica,
tiene cuatro caras. Dos caras adyacentes a otros hepatocitos, la

sinusoidal y la pared del canaliculo biliar.

La superficie sinusoidal presenta numerosas microvellosidades
y es el sitio a través del cual se lleva a cabo el intercambio

metabélico entre el hepatocito y la sangre.

El canaliculo biliar estd formado por la separacién de dos o

mds hepatocitos adyacentes. Se ha observado que su pared tiene
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FIG. 2. Principales caracteristicas estructurales del hepatocito.
Kelley W. N. Medicina Interna I. Ed. Médica Panamericana,

Buenos Aires 1990.



numerosas microvellosidades mis regulares que las de la superficie

sinusoidal (8).

I.1.4 El sistema biliar intrahepdtice

Las vias biliares se inician con los finos capilares o
canaliculos bilfferos entre las células hepdticas (Fig. 3). Los
capilares biliares forman una especie de red de alambre que
constituye un sistema de intercomunicacién dentro del centro de las
placas de las células hepdticas. Estdn rodeados por los hepatocitos
y parecen estar situados dentro de surcos o hendiduras formadas por
las propias células, aunque en realidad constituyen una parte de
ellas. La bilis producida por las células parenquimatosas, es
secretada en el interior de diminutos capilares o canaliculos

biliares que se forman entre las células epiteliales glandulares

{9).

I.1.5 El sistema vascular intrahepético

El higado tiene un doble sistema de irrigacién sangufnea
(Fig.4). La vena porta, que lleva sangre que ha pasado por los
lechos capilares del tubo digestivo, del bazo y del pdncreas,
suministra aproximadamente el 75% de la sangre que llega al mismo:

esta es rica en sustancias nutritivas, pero relativamente pobre en
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FIG. 3. Esquema tridimensional del sistema biliar intrahepdtico.
Netter F. H. Coleccidn Ciba De Ilustraciones Médicas. Ed. Salvat,

Tomo III/3, 1983.

PIG. 4. Representacidén esquemdtica del sistema vascular y del
sistema biliar intrahepdticos. Netter ¥. H. Coleccidn ciba De

Ilustraciones Médicas. Tomo ILI/3. Ed. Salvat, 1983.
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oxigeno, La vena porta se divide en ramas principales vy
consecutivamente, en otras mds pequefias para finalmente formar las
ramas terminales gque penetran al parénquima. Las vénulas de
entrada se extienden a través de la placa limitante en 1los
sinusoides periféricos dentro de 1los 1lébulos hepdticos vy
suministran el volumen necesario de sangre portal al parénguima.
La arteria hepdtica, es otra parte del sistema vascular del higado,
que se ramifica paralelamente con la vena porta y proporciona
sangre rica en oxigeno. Ambos sistemas de aporte sanguineo se
mezclan al pasar por los sinusoides de los lobulillos. La sangre
de los sinusoides fluye hacia el centro de cada lobulillo donde es
recogida por la vena central (10). La vena hepdtica constituye
también parte del sistema vascular intrahepdtico, esta resulta de
la unién de las venas lobulillares que estdén formadas por las venas

centrales, las cuales estén unidas a los sinusoides (9).
I1.2.0 Enzimas De La Membrana Plasmética Del Hepatocito

La membrana plasmética que envuelve a la célula es una bicapa
de fosfolipidos en l1la cual se encuentran insertadas protefnas
globulares. En este modelo del mosaico fluido propuesto por Singer
y Nicolson (11) (Fig. 5), la bicapa de fosfolipidos provee la base
estructural de la membrana y es responsable de la int:equ_dad,

estabilidad y permeabilidad de la membrana.



FIG. 5. Modelo del mosaico flufdo: Postula que la membrana celular

estd constitufida por una bicapa de fosfolipidos en la cual
se encuentran insertadas proteinas globulares. Singer S.
J. and Nicolson G. L. Science. 175:720, 1972,

12
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Algunas proteinas de la membrana son estructurales; otras
funcionan como enzimas, algunas estdn encargadas del transporte
transmembranal, otras son receptores para hormonas o wuoléculas
fisiolégicamente activas. Aungue hasta el momento no se conoce con
certeza el nimero de las muchas enzimas membranales, las nuevas
técnicas de aislamiento de membranas asf{ como los métodos
histoquimicos han permitido aclarar cada vez mds estos aspectos

membranales (12, 13).

I.2.1 - Posfatasa Alcalina (FA).

La fosfatasa alcalina es una enzima ampliamente distribuida en
la naturaleza, ya que puede ser encontrada en bacterias, algas,
hongos, protozoarios, plantas y animeles. En los animales
vertebrados se ha visto que estd distribufda en diferentes tejidos.
El higado contiene relativamente poca fosfatasa alcalina en
comparacidn con érganos tales como el intestino delgado y el rinén

(14).

Muchos compuestos de fésforo son sustratos para las fosfatasas
alcalinas. Por definicién la fosfatasa alcalina es una enzima
inespecifica que hidroliza muchos compuestos de fé6sforo, aunque

puede hab mayor pecificidad para algunos compuestos como los

ésteres fenélicos. En muchos de los ensayos bioquimicos se usa
como sustrato el p-nitrofenol fosfato.

p-nitrofenol fosfato ==w—=== > p=nitrofenol + Pi
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La funcién de la fosfatasa alcalina no estd bien entendida.

En general se considera que se encarga de la hidrélisis de ésteres
de fosfato. Los ésteres de fosfato estdn ampliamente distribuidos
en la naturaleza y son extremadamente estables. Se ha sugerido que
la fosfatasa alcalina ayuda a mantener el estado intracelular

estacionario de los metabolitos fosforilados (15).

En relacién a la actividad de esta enzima, se ha visto que se
encuentra aumentada en suero cuando existe dafo hepdtico de tipo
obstructivo o una lesién hepdtica que conduzca a colestasis (16,
17). Es decir, sus valores en suero reflejan mds fielmente

lesiones del tipo obstructivo que lesiones del parénguima.
I.2.2 -~ y-Glutamil Transpeptidasa (y-GTP).

La y-glutamil transpeptidasa estd ampliamente distribuida en
tejidos de mamiferos y se ha encontrado en un gran nimero de
estructuras epiteliales, generalmente involucradas en procesos de
absorciodn o secrecién, tales, come el epitelio del tubulo proximal
renal, las vellosidades del yeyuno, plexos coroideos, conducto

biliar, vesiculas seminales, etc.

En lo que se refiere a esta enzima, al igual que la F.A., su
actividad sérica puede utilizarse para determinar el darfio hepdtico
de tipo obstructivo, La razén de su especificidad radica en el

hecho de que ambas enzimas, F.A. y y-GTP, estdn localizadas en la
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membrana del canaliculo biliar (18). No obstante, en la necrosis
hepdtica también hay una ligera elevacidn en los niveles séricos de
esta enzima, los cuales son paralelos a los de la F.A., observados

en estas condiciones (16).

I.2.3 - Transaminasa Glutdmico Pirivica (TGP).

La transaminasa glutdamico pirdvica, es una enzima
intracelular. Es un marcador de dafo hepdtico muy sensible a 1la
necrosis celular, se han encontrado valores elevados de esta enzima
al inicio del dafio agudo causado por 1la obstruccién biliar

extrahepdtica.

Estudios previos (19, 20), muestran que la especificidad de la
enzima transaminasa glutdmico oxalacética (TGO), es variable ya que
se ha encontrado en el miocardio, misculo esquelético, higado,
cerebro, pidncreas y rifién. Por lo tanto, el dafio en cualquiera de
estos tejidos trae como consecuencia un aumento en la actividad de
esta enzima. La transaminasa glutdmico pirdvica (TGP), se
encuentra también en varios érganos, pero su mayor actividad ocurre
en el higado, esto hace de la TGP un marcador muy especifico del
dafio hepatocelular (17, 21). Estudios realizados con el inhibidor
de la sintesis de proteinas, Cicloheximida, han demostrado gque este
agente no afecta la actividad de esta enzima ya que mientras inhibe
la sintesis de la fosfatasa alcalina disminuyendo su concentracién

en suero, los niveles de TGP aumentan en la circulacién sistémica,
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esto también sugiere que la elevacién en la actividad de la TGP es
debida a la liberacién de la misma a causa de la necrosis celular

y no a un aumento en la sintesis de novo de esta enzima (19, 20).

I.3.0 Evaluacién De La Lesién Experimental. Marcadores De Daijio

Hepdtico.

La actividad funcional del higado y su variedad de respuestas
al daho difjculta la seleccidn de los procedimientos apropiados
para prevenirlo. La determinacidn de la actividad de las enzimas
hepdticas, 1liberadas a la sangre durante el dafio hepdticao
constituye un método muy itil en los estudios de hepatotoxicidad.
La aplicacién de la metodologia de las enzimas séricas para la
determinacién del dafio hepdtico fue introducida en 1930 y 1940 con
la demostracién de la actividad sérica anormal de la fosfatasa

alcalina (22) y colinesterasa (23) en el daho hepdtico.

Sin embargo, el descubrimiento en 1950 de que la actividad de
las diferentes transaminasas séricas estaban aumentadas por
destruccién de los tejidos, representé un verdadero avance en los
métodos enzimdticos séricos. Subsecuentemente se han identificado

en la sangre otras enzimas que se elevan en casos de dafio hepidtico.

Zimmerman (24) ha identificado cuatro categorias principales
de enzimas séricas basadas en su especificidad y sensibilidad a los

diferentes tipos de daho hepédtico:



1?7
1) Enzimas cuya elevada actividad sérica refleja dafio colestético
mds sensiblemente que daiio parenquimatoso, como 1la FA, la

S5-nucleotidasa y la y-glutamil transpeptidasa. (y-GTP).

2) Enzimas que indican dafio en el parénquima hepdtico producido

por un agente citotdxico. Este grupo se ha dividido en:

a) Enzimas inespecificas gue pueden reflejar dafo a tejidos
extrahepdticos, como la transaminasa glutdmico oxalacética
Yy la lactato deshidrogenasa.

b) Enzimas localizadas principalmente en el higado, como la
transaminasa glutdmico piridvica (TGP).

c) Enzimas qgue estdn localizadas casi exclusivamente en el
higado como la ornitin carbamil transferasa y la sorbitol
deshidrogenasa. Estas enzimas pueden ser usadas
particularmente en el estudio de agentes con potencial

hepatotéxico desconocido.

3) Enzimas que son insensibles al dafo hepitico, pero que se
elavan cuando hay dafo en tejidos extrahepdticos, como 1la

creatinina fosfocinasa.

4) Enzimas que disminuyen su actividad sérica cuando existe dafio

hapitico, como la colinesterasa.
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Ninguna de las pruebas de funcidén hepdtica es contundente para
el andlisis clinico de la mayoria de los problemas hepdticos. Una
enfermedad leve, aungue difusa, tal como la hepatitis viral o la
cirrosis hepdtica inicial, causa cambios en varias pruebas de
funcién del &rgano. Las pruebas de funcionamiento hepdtico, y
especialmente las alteraciones de las actividades enzimdticas en
suero, proporcionan en gran numero de casos, la primera sospecha de
algin transtorno del higado. Nadie niega el wvalor de las
determinaciones enzimdticas como métodos de "Monitoreo' para los
transtornos del higado, el unico desacuerdo parece estar en cudles

enzimas son las mds adecuadas para este propdésito (25).

Dentro de 1los marcadores de dafio hepdtico destacan 1los

siguientes:

- La determinacioén de bilirrubinas (Total y Directa), en suero.
- La actividad de la Fosfatasa Alcalina, en suero.

~ La actividad de la Transaminasa Glutdmico Pirtvica, en suero.
~ La actividad de la y-Glutamil Transpeptidasa, en suero.

~ La determinacién del contenido de Glucdégeno hepatico.

Estos marcadores de dafic hepdtico son muy uttiles debido a las

siguientes razones:

1) La primera razdn, se basa en que cada una de las enzimas apunta

a distintos tipos de dafo hepdtico. Por ejemplo, un aumento en la
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actividad de la TGP en suero es indicativo de perturbacién en la
permeabilidad celular. El1 aumento en la actividad sérica de la y-
GTP se presenta en casos de colestasis u otros dafios hepdticos
predominantemente téxicos, que estimulan la sintesis de la enzima
unida a la membrana. La elevacién en suero de la fosfatasa
alcalina, puede indicar una colestasis minima en lesiones ocupantes

hepédticas y en enfermedades biliares (26).

2) La sequnda razén, se fundamenta en la mayor sensibilidad de las
enzimas FA, TGP, y y-GTP en el caso de alguna alteracién hepdtica.
En presencia de una notable enfermedad hepdtica, la actividad de
estas enzimas se encuentra elevada en mds del 98% de los
individuos. Entre las condiciones ictéricas con actividades
enzimdticas basales en suero, unicamente se encuentran las

hiperbilirrubinemias funcionales sin colestasis (26).

El incremento en la actividad sérica de algunas enzimas
especificas del higado, es un indjcativo de una enfermedad hepdtica
que resulta de la liberacién o produccién excesiva de las enzimas

(27).

3) Por otra parte, la glucosa aporta la energf{a necesaria para los
procesos metabdlicos que ocurren en el organismo. La glucosa se
almacena en forma de glucdgeno en el higado de tal forma que cuando
es requerida por el organismo se lleva a cabo la glucogendlisis y

de esta manera se tiene la glucosa necesaria en circulacién para
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los procesos metabdlicos. Cuando el almacenamiento del glucégeno
se ve afectado, trae como consecuencia alteraciones a nivel del

metabolismo debido a la falta del aporte necesario de energia.

I.4.0 Importancia Del Daio Hepdtico

El higado es un érgano que muy frecuentemente se ve afectado
por una gran variedad de patologias directas o indirectas, entre
las que pueden citarse los transtornos vasculares, metabdlicos,
téxicos, obstructivos y neopldsicos. En algunos pafses como el

nuestro por las parasitosis y las micosis (28).

El higado juega un papel principal en el control de la
homeostasis metabdlica y consecuentemente cualguier lesidn hepdtica
alterard los procesos celulares normales y conducird a varios
grados de disfuncién hepatocelular (28). pPe ahi que las
enfermedades hepdticas constituyen un problema de salud publica en
México desde el punto de vista socioeconémico ya que son afecciones
que inutilizan a un gran nimero de individuos en edad productiva.
Desde el punto de vista terapéutico también constituyen un problema
da gran importancia ya que el numero de farmacos efectivos para el

tratamiento es reducido.
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I.5.0 Modelos De Dafio Hepdtico

Actualmente, en la investigacidén hepatoldgica es comin el
empleo de animales de laboratorio, ya que pueden provocarse
experimentalmente alteraciones hepdticas reproducibles de las
enfermedades humanas (27). Ademds la reproduccidén experimental de
dichas alteraciones es econdmica. Existen varios modelos de dafic

hepdtico, dentro de los cuales destacan los siguientes:

- El modelo de daiio hepatice inducido por el tetracloruro de
carbono (CCL,}.

=~ El modelo de dafno hepdtico inducido por la D-galactosamina.

~ El modelo de dafio hepdtico inducido por la ligadura del conducto

biliar comin (LCB).

El dafio hepdtico inducido por el CCL, es principalmente a
nivel de los organelos del hepatocito, con lo cual el higado se ve
preponderantemente afectado, presentdndose infiltracién grasa,
necrosis hepatocelular y por lo tantoc alteraciones en los

marcadores de dafio hepdtico (29-35).

Keppler y col. en 1968, reportaron que la administracién
repetida de dosis grandes de D-Galactosamina induce dafio celular
hepstico severo en animales de laboratorio. Las lesiones

observadas fueron necrosis de las células hepéticas e infiltracidén
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periportal de células inflamatorias caracteristicas que asemejan a

la hepatitis viral humana (36).

El modelo de daiio hepdtico inducido por la ligadura del
conducto biliar comin (LCB) en la rata, es una obstruccidn mecénica
extrahepdtica que se asemeja a la colestasis extrahepdtica
desarrollada de manera natural en algunas patologias del humano
(Fig. 6). Debido a gque se impide el flujo de bilis hacia el
duodeno, se propicia la regurgitacién del flujo biliar hacia el

higado y de esta manera se provoca el dafio (37).

La utilidad de este modelo radica en que a corto plazo se
pueden evidenciar los efectos devastadores sobre varios tipos de
células del higado. Por uGltimo, es conveniente puntualizar que
este modelo experimental reproduce la mayoria de las alteraciones
bioguimicas e histoldégicas observadas en las diversas formas de
colestasis. Ademds, ofrece la posibilidad de evaluar la accién de
agentes con actividad farmacoldégica sobre un proceso particular y
observar la forma en que se traduce su accién sobre otras

respuestas celulares.
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FIG. 6. Representacidn esquemdtica de algunos procesos patoldégicos
que pueden dar lugar a la obstruccidn del conducto biliar comin.

Netter F. H. Coleccién Ciba De Ilustraciones Médicas. Tomo IXI/3.

Ed. salvat, 1983.
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I.5.1 fLa obstruccién biliar extrahepdtica en el humano.

Los efectos de la obstruccién biliar sobre el higado se
observan mejor en las muestras de biopsia y se desarrollan més
rapidamente en la cobstruccién completa que en la incompleta. La
alteracién que aparece en primer lugar es la acumulacién del
pigmento biliar en las células hepdticas y en las de Kupffer, en la
zona central del lobulillo. El citoplasma de algunas células
hepiticas adyacentes a los capilares biliares estd modificado y
puede observarse picnosis, mientras que las células hepdticas de
las zonas intermedia y periférica permanecen todavia normales. En
esta fase, aparecen hiperbilirrubinemia y bilirrubinuria. Después,
tiene lugar una infiltracién celular de las triadas portales, con
proliferacién de los colangiclos y conductos periportales. Con la
obstruccién prolongada, la proliferacion de los colangiolos se hace
méds acentuada, y se forman cilindros biliares inclusc en los
capilares biliares periféricos. Los colangiolos dilatados contienen
espesos tapones de bilis, microcdlculos, especialmente en el limite
entre el paréngquima lobulillar y el tejido conectivo aumentado en
las triadas portales. La extravasacién de bilis y los infartos
biliares aparecen sélo después de una obstruccién muy prolongada y
cuando esta es completa. La necrosis del revestimiento epitelial
de las vias biliares interlcbulillares permite el escape de bilis
en sus paredes, y se observa tejido de granulacién alrededor de la
bilis, mientras que sus micleos permanecen sin tefiir. En las fases

finales de obstruccién, las lesiones hepatocelulares secundarias
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pueden ser graves y terminar en anomalfas que indican degeneracidn

de la célula hepdtica (9).
I.6.0 Metabolismo Hepdtico De Farmacos.

El higado tiene a su cargo, como una de sus funciones
primordiales, biotransformar una gran cantidad de compuestos que
llegan a él. Para realizar tal funcidén, el hepatocito contiene una
serie de complejos enzimdticos que se encuentran inmersos en las
membranas del reticule endopldsmico liso y en el citosol. En el
proceso de biotransformacién los compuestos liposolubles son
convertidos en productos metab6élicos mids polares que permiten una
excrecion mds rdpida en la orina o en la bilis previniendo asf los

efectos téxicos por la retencién de agentes nocivos (38, 39).

Las reacciones de biotransformacién se clasifican en

reacciones de fase I y de fase IX:

~ Reacciones De Fase I. (Reacciones no sintéticas): Estas
reacciones consisten en oxidaciones, reducciones e hidrélisis, que
tienen la finalidad de introducir grupos quimicos adecuados para

que se lleven a cabo las reaccicnes de fase II.

De estas reacciones las de oxidacidén son las mds importantes
y son realizadas por un complejo enzimatico llamado sistema de

“oxidasas de funcién mixta" (OFM), o Monooxigenasas (38). En el
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proceso uno de los dtomos del oxigeno molecular se reduce y forma
una molécula de agua y el otro oxida la molécula orgdnica, sequn la

siguiente reaccidn:
DH + NADPH + 0O, + 2H' ———=m-vce~ > DOH + NADP' + H,0

DH= Parmaco

DOH= Metabolito oxidado

Las reacciones de oxidacién incluyen: Hidroxilaciones
aromdticas y alifdticas, desalquilacién oxidativa, desulfuraciones

y desaminaciones, entre otras (39).

El sistema enzimdtico OFM consta de 1los siguientes
componentes: El citocromo P-450 (Cit., P,,}, la enzima NADPH-
citocromo € reductasa, y el lipido fosfatidil colina. El componente
mds importante es el Cit. P-450, que es una hemoproteina (o grupo
de hemoprotefnas), que estd involucrade en el metabolismo de uﬁa
gran variedad de sustancias endégenas y exdégenas. Este componente
actia como un aceptor terminal de electrones en diversas reacciones
de oxidacién. Su nombre se debe a que el complejoc formado con CO
tiene una absorbancia méxima a 450 nm. E1 NADPH actua como una
fuente primaria de electrones para este sistema enzimdtico. Estos
electrones son transferidos al complejo Citocromo P-450-Firmaco por

la flavoproteina NADPH-citocromo C reductasa. El componente
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lipfdico del sistema es esencial para la actividad enzimitica. La

secuencia molecular de los eventos, se muestra en la FIG. 7. (39).

Seqgun el esquema, el fdrmaco se une con la forma oxidada del
cit. P-450 para formar un complejo, el cual se reduce por un
electrén aportado por el NADPH-Citocromo C reductasa. EL complejo
cit.pP-450-~fdrmaco reducido reacciona con oxigeno, y ya oxidado
acepta un segundo electrdn del NADPH o NADH, formdndose un complejo
"Oxigeno activado". El complejo resultante se descompone dando la
forma oxidada del fdrmaco, el Cit.P-450, y el agua (39). YLos
productos de las reacciones de fase I incluyen la formacién de
epéxidos, radicales libres, azoaleanos y N-déxidos. Estos
metabolitos pueden estar implicados en el desarrollo del dafio

hepatico (40).

=Reacciones De Fase II. (Reacciones Sintéticas): Estas reacciones
son esencialmente detoxificantes y se realizan en el citosol
destruyendo las propiedades biolégicas del compuesto original y sus
productos, permitiendo su excrecidén como glucurdnidos, derivados
del d&cido mercapturico y otros conjugados. Las reacciones de esta
fase consisten en la conjugacion de moléculas que contienen grupos
polares con algin grupo enddgeno (GSH, UDP del &dcido glucurdnico,
glicina, etc.). Las principales reacciones de conjugacidn incluyen
glucuronidacién, metilacién, acetilacion, sintesis de 4cido
mercaptuirico, sintesis de tiocianato y conjugacién con glicina,

sulfato, y glutamina. ILa naturaleza detoxificante de las
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reacciones de fase II es importante, pues como ha sido mencionado,
los productos de la fase I pueden ser compuestos téxicos, activos
o carcinogénicos que cuando no son capturados por alguna de las

reacciones de la fase II manifiestan su efecto téxico (36, 41).

Y.6.1 La aspirina (dcido acetilsalicflico. AAS).

La aspirina (Acido Acetilsalicilico), sigue siendo
probablemente el agente analgésico, antipirético y antiinflamatorio
mis empleado en la clinica (42). Es un fdrmaco con propiedades
farmacoldégicas y farmacocinéticas bien descritas en la actualidad
(43, 44). Estas situaciones nos ofrecen, por lo tanto, ventajas
para utilizarla como herramienta de exploracién del dafio hepdtico,
si evaluamos las posibles alteraciones gue pudiera sufrir su

metabolismo.

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.

= ANALGESIA:

Los tipos de dolor susceptibles de alivio por los salicilatos
son los de intensidad baja a moderada, de origen difuso, en
particular cefaleas, mialgias, artralgias y otros dolores que
surgen de estructuras tegumentarias. Es utilizada para dolores no

viscerales.
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Los salicilatos se utilizan mds que ninguna otra clase de
fdrmacos para aliviar el dolor. El uso crénico no produce
tolerancia ni adiccidén y su toxicidad es menor que la de los
analgésicos mds potentes. Los salicilatos alivian el dolor en

virtud de un efecto periférico y otro sobre el SNC.

Los efectos directos de los salicilatos sobre el SNC se han
descrito y se sugiere un sgitio hipotaldmico de accién para algunos

de los efectos analgésicos y antipiréticos (42).

La aspirina actua principalmente a nivel periférico impidiendo
la sintesis y liberacién de las prostaglandinas en la inflamacidn,
la aspirina puede evitar la sensibilizacién de los receptores
dolorosos a la estimulacidén mecdnica o a otros mediadores (42).
Esta hipétesis explica por qué la aspirina es ineficaz como

analgésico en los tejidos no inflamados.

La aspirina sélo es efectiva como analgésico en los estados
patolégicos en los que las prestaglandinas se sintetizan localmente

(42).

Los fdrmacos tipo aspirina no afectan la hiperalgesia ni el
dolor debidos a la accién directa de las prostaglandinas, lo que

concuerda con la idea de gue lo gue se inhibe es su sintesis (42).
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- ANTIPIRESIS:
Los salicilatos disminuyen la temperatura corporal elevada.

El efecto antipirético es generalmente rapido y efectivo (42).

La regulacién de 1la temperatura corporal reguiere de un
delicado equilibrio entre la produccién y la pérdida de calor, el
hipotdlamc regqula el punto fijo en el que se mantiene 1la
temperatura corporal. En la fiebre este punto fijo esta
avidentemente elevado y los farmacos tipo aspirina promueven su
retorno a la normalidad. La produccidn de calor no se inhibe, pero
su disipacién aumenta por el incremento del flujo sanguineo a
través de la piel y por la sudoracién. La flebre se asocia
frecuentemente con un proceso inflamatorio y casi todas las
prostaglandinas son pirdgenas (42). Por lo tanto la generacién de
una prostaglandina en algunas dreas del SNC, o su presencia en la

circulacién general puede inducir fiebre.

FARMACOCINETICA Y METABOLISMO

a) Absorcidn:

Los salicilatos ingeridos por via oral se absorben rapidamente
en estémago e intestino. La absorcién se produce por difusién
pasiva y estd determinada por muchos factores, particularmente la
desintegracidén y disolucién si se toman tabletas, el pH en las

superficies mucosas (si aumenta el pH, el salicilato esta nds
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ionizado y esto tiende a disminuir la absorcién) y el tiempo de
vaciamiento gédstrico (la presencia de alimentos retarda 1la
absorcién) (42). La absorcién de salicilatos puede también ser

afectada por algunas enfermedades (45).

b) Distribucidn:

Después de su absorcién, el salicilato se distribuye en casi
todos los tejidos del organismo, principalmente por procesos

pasivos dependientes del pH (42).

La distribucién de salicilatos en el cuerpo es un reflejo de
la manera con la cual el fdrmaco estd unido a la albimina y
equilibrado con los tejidos. En las concentraciones terapéuticas,
del 80 al 90% del salicilato se une a las proteinas plasmdticas,
especialmente a la albumina (42). La molécula de protefna unida al
salicilato es farmacoldgicamente inactiva y no puede alcanzar los
sitios de accién o biotransformacidn y excrecidén., Unicamente el
farmaco libre, no unido, puede difundirse en los tejidos. Sin
embargo la unién a protefnas es reversible y el fdrmaco unido sirve
como reservorio, el cual es gradualmente liberado como fdrmaco no

unido, es metabolizado y posteriormente excretado (45).

c) Biotransformacidén:

La biotransformacion del salicilato tiene lugar en muchos
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tejidos, pero pérticularmente en el reticulo endopldsnico hepdtico

y en las mitocondrias (42).

El plasma, en adicién con el higado, es el mayor sitio de
hidrélisis de la aspirina. Luego de una administracidn oral de
aspirina, esta experimenta hidrélisis por el metabolismo
presistémico en el higado y en el intestino. La aspirina llega a
la circulacién sistémica y es entonces hidrolizada por el plasma,
células sanguineas y el higado. Las enzimas involucradas en la
hidrélisis de aspirina son esterasas dentro de las cuales se
incluyen a las carboxilesterasas hepaticas, a la colinesterasa

plasmdtica y a las arilesterasas (46, 47).

Ha sido bien establecido que el suero y el plasma del hombre
y de animales de laboratorio contienen esterasas con habilidad para
hidrolizar el dcido acetilsalicilico. La actividad para hidrolizar
a este fdrmaco ha sido comparada en varias especies de animales.
En la rata, el higado es el 6rganc que presenta mayor capacidad

para hidrolizar al AAS (48).

Es importante mencionar que la aspirina como tal es
farmacolégicamente activa, sin embargo su mayor efecto lo ejerce
como fdrmaco hidrolizado (42). Una vez que el AAS fue hidrolizado
a 4dcido salicilico (AS) por la accién de las esterasas plasmaticas
y tisulares, una parte del AS puede ser eliminade como tal por

excrecién renal o sufrir transformaciones posteriores en el higado
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tejidos, pero particularmente en el reticulo endopldsmico hepitico

Yy en las mitocondrias (42).

El plasma, en adicién con el higado, es el mayor sitio de
hidrélisis de la aspirina. Luego de una administracién oral de
aspirina, esta experimenta hidrélisis por el metabolismo
presistémice en el higado y en el intestino. La aspirina llega a
la circulacion sistémica y es entonces hidrolizada por el plasma,
células sanguineas y el higado. Las enzimas involucradas en la
hidrélisis de aspirina son esterasas dentro de las cuales se
incluyen a las carboxilesterasas hepaticas, a la colinesterasa

plasmatica y a las arilesterasas (46, 47).

Ha sido bien estableclido que el suero y el plasma del hombre
y de animales de laboratorio contienen esterasas con habilidad para
hidrolizar el dcido acetilsalicilico. La actividad para hidrolizar
a este fdrmaco ha sido comparada en varias especies de animales.
En la rata, el higado es el 6rgano que presenta mayor capacidad

para hidrolizar al AAS (48).

Es importante mencionar gque la aspirina c¢omo tal es
farmacoldgicamente activa, sin embargo su mayor efecto lo ejerce
como farmaco hidrolizado (42). Una vez que el AAS fue hidrolizado
a dcido Salicilico (AS) por la accién de las esterasas plasmiticas
y tisulares, una parte del AS puede ser eliminado como tal por

excrecién renal o sufrir transformaciones posteriores en el higado
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(FIG. 8). En este organo, el AS se biotransforma a dcido
salicilurico (ASU), 4cido gentisico (AG) y salicil glucurdnidos

(SG) (46, 49, 50).
d) Excrecidn:

De las vias metabdlicas del AAS, la conjugacidn con glicina es
la ruta primaria de eliminacion de los salicilatos. Los salicilates
se excretan p;incipalmente por el rifién. Los estudios en el hombre
indican que el salicilato se excreta por la orina como dcido
salicilico 1libre (10%), 4dcido salicilurico (75%), salieil
glucurdnidos (15%) y dcido gentisico (<1%) (42).

La eliminacién del dcido salicilico en el hombre es compleija.
Después de una dosis pequefa la eliminacién corresponde a un
proceso de primer orden, el dcido salicilurico es el metabolito que

se encuentra en mayor cantidad (51).

El metabolismo del AAS en animales puede ser muy diferente al
del humano. Sin embargo, hay mucha analogia en los aspectos
farmacocinéticos de eliminacién de salicilatos en el hombre y la
rata. La eliminacién de salicilatos en ratas sigue una cinética de
primer orden (52). También se ha reportado gue a dosis a las
cuales el 50% de aspirina es convertida a dcido salicilirico en el
hombre, en especies como la rata, el conejo y el perro, se excretan

sélo pequefias cantidades de este metabolito (53).
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En la rata los principales metabolitos del AAS son el AS, el

ASU, el AG y los 56 (55). Por lo tanto, el estudio del metabolismo
del AAS en este animal es de gran utilidad para evaluar tal proceso

en condiciones patoldgicas en el humano.
MECANISMO DE ACCION DE LA ASPIRINA

En cuanto al mecanismo de accién de la aspirina se han

establecido los siguientes puntos:

1) Todos los tipos de células de los mamiferos estudiados (Con la
posible excepcidn del eritrocito), tienen enzimas microsomales para

la sintesis de prostaglandinas.

2) Las prostaglandinas siempre se liberan cuando las células sufren
dafio, y se han detectado en mayores concentraciones en los
exudados inflamatorios. Todas las pruebas conocidas indican que
las células no almacenan prostaglandinas, y por ello su

liberacién depende de la biosintesis de novo.

3) Todos los fdrmacos tipo aspirina inhiben la bilosintesis y
la liberacién de 1las prostaglandinas en todas 1las

células estudiadas.

Con los postulados anteriores, se ha establecido: “La

aspirina actia impidiendo 1la sintesis y liberacién de 1las
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prostaglandinas". Existen actualmente nimerosos sistemas in vitro
e in vivo (42), en los que se ha demostrado la inhibicién de 1a
sintesis de las prostaglandinas por la aspirina, esto depende
unicamente de que el farmaco inhiba a la enzima prostaglandina

sintetasa (Ciclooxigenasa).
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II. OBJETIVOS v

II.1.0 objetiveos Generales.

Evaluar el dafo hepatico agudo inducido por la ligadura del

conducto biliar comin (LCB) en la rata,

Evaluar el efecto de la obstruccidén biliar (LCB) sobre el

perfil metabdlico de la Aspirina (Acido acetilsalicilico).

I1.2.0 Objetivos Especificos.

Evaluar el dafio hepdtico, 72 horas después de la obstruccién

mecédnica extrahepdtica, mediante marcadores especificos:

a) Determinacién de bilirrubinas y enzimas séricas.

b) Cuantificacién del contenido de glucédgeno hepdtico.

Evaluar el efecto de la obstruccidn biliar sobre el perfil

metabdélico de la Aspirina, utilizando la técnica de cromatografia

en capa fina.
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IIT. HIPOTESTIS

1.~ Si al ligar el conducto biliar comin se evita la cireculacién
biliar y las sales biliares que se acumulan son téxicas, entonces
se producird dano al higado y como consecuencia alteracidén en los

marcadores de dafio hepdtico.

2.~ Si el higade se encuentra dafiado por el efecto de la ligadura
del conducto biliar comin (LCB), entonces, se espera una
alteracién en el perfil de los metabolitos urinarios del Acido

Acetilsalictilico (AAS).
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Iv. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO:

Se utilizaron ratas wistar macho (200-250g), con libre acceso

a comida y agua.

GRUPOS EXPERIMENTALES: Se formaron 6 grupos experimentales, cada

uno con siete ratas:

I.- GRUPOS DE EVALUACION DEL DARO HEPATICO INDUCIDO POR LA LIGADURA

DEL CONDUCTO BILIAR COMUN (LCB).

En esta fase inicial de experimentacién se efectuaron los
ensayos para la evaluacién de la funcién hepatica, es decir, la
cuantificacidén de las actividades séricas de las enzimas F.A., ¢y -
GTP y TGP. En esta fase también se determiné el contenido de

bilirrubinas séricas y glucégeno hepatico.

~GRUPO CONTROL: Este grupo no recibié tratamiento quirvdrgico. Se
utilizé para determinar los valores basales de los marcadores de

daiflo hepdtica.

-GRUPO DE OPERACION SIMULADA (0.S.): En este grupo se realizé la
operacidén simulada, la cual consiste en la manipulacién de tejidos

y o6rganos sin ligar el conducto biliar comin. Esto se hace para
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detexrminar si el proceso quiridrgico ejerce influencia en los
marcadores de dano hepdtico.
~GRUPO DE LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR COMUN (LCB): En este grupo
se realizé la ligadura del conducto biliar comin. Este grupo asf
como el grupo de 0.S. fueron sacrificados 72 horas después del

proceso guirdrgico.

II.- GRUPOS DE EVALUACION DEL PERFIL METABOLICO DE LA ASPIRINA
(AAS).

Esta fase experimental comprende el andlisis del perfil de los

metabolitos urinarios del AAS (Orina recolectada durante 24 horas).

-GRUPO CONTROL: Se utilizé para determinar los valores basales de

los metabolitos del AAS.

~GRUPO DE OPERACION SIMULADA (0O.S.): La operacién simulada se
realizo como se describe en el apartado anterior. Esta operacidn
determina si el proceso quiridrgico ejerce influencia en 1los

metabolitos del AAS.

-GRUPO DE LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR COMUN (LCB): En este grupo
se realizé la ligadura del conducto biliar comin. Setenta y dos
horas después del proceso quirirgico, este grupo asi como el grupo

de 0.S., fueron colocados en jaulas metabdlicas para la recoleccidn
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de orina.
OBTENCION DE ORINA

Después de 72 horas de haberse practicado la LCB a los grupos
de ratas parxa la determinacién del perfil metabdlico del AAS, se
les administré una dosis de 20 mg/Kg de AAS por via oral. Hecho
esto, se colocaron en jaulas metabdlicas y se inicié la colecta de
orina por un tiempo de 24 horas; una vez transcurrido este tiempo
se midié el volumen de orina de cada rata. Posteriormente se
iniecié la evaluacién del perfil de los metabolitos del AAS,

excretados por via renal.
IV.1.0 Procedimiento Para La Ligadura Del Conducto Biliar Comtin

~ Las ratas fueron anestesiadas con Pentobarbital Sédico a una
dosis de 25.2 mg/kg de peso, por via intraperitoneal.

- Una vez anestesladas las ratas, se procedié a rasurar el pelo de
la regién abdominal para facilitar el manipuleo de los tejidos.

~ Posteriormente se realizé la asepsia de la regidén quirvrgica con
torundas de gasa impregnadas con benzalconio.

- Limpiada la zona, se procedid a incidir los tejidos de 1la regidn
abdominal, iniciando con la piel y continuando con el peritoneo.
Esta incisidén se realizé de una longitud aproximada de -2-3 cm.

- cuando se visualizé la cavidad abdominal, se procedié a sacar

cuidadosamente el higado, puesto que el conducto biliar comun se
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encuentra por debajo de este.
- Localizado el conducto biliar comin, se desprendié de las
membranas que lo unen a la vena porta y al intestino delgado.
- Con la ayuda de las pinzas y procurando no causar ningun dafio a
la vena porta, se 1igé el conducto biliar comin en dos diferentes
partes, con hilo de seda (Material no absorbible).
-~ Una vez ligado el conducto biliar comin, el higado se introdujo
nuevamente a la cavidad abdominal y se procedié a unir los teijidos
incididos por medio de suturas, las cuales se realizaron de la

siguiente manera:

a) E1 peritoneo se unié por medio de suturas continuas por el
procedimiento 1llamado Surgete anclade o entrelazado utilizando
hilo absorbible (Catgut crémico).

b) Para unir la piel se utilizaron suturas aisladas por medio del
procedimiento llamado puntos separados, para lo cual se utilizé

material no absorbible como 1o es el nylon monofilamento.

- Una vez unidos los tejidos incididos se realizé nuevamente la
asepsia de la regién quirdrgica. Posteriormente, se permitié que
las ratas se recuperaran del efecto de la anestesia.

- Una vez recuperadas, se colocaron en condominios de jaulas de
acero inoxidable con elifin de evitar infecciones.

- A las 72 horas fueron utilizadas para el experimento.

cada grupo de ratas fue operado y sacrificado en conjunto.
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IV.2.0 Procedimiento Para El Sacrificio De Las Ratas

Una vez transcurridas las 72 horas después de la ligadura del
conducte biliar comin, se procedié al sacrifio de ratas, lo cual se

realizé de la siguiente manera:

- Las ratas fueron anestesiadas con éter etiflico.

~ Con la ayuda de material guirurgico se procedié a abrir las
cavidades abdominal y tordxica para obtener de esta forma las
muestras de sandgre y de higado, las cuales siempre fueron colocadas

en hielo.

a) La muestra de sangre se obtuvo por puncién cardiaca, colocando
la sangre en tubos de pldstico de 85 x 15 mm los cuales se
colocaron en un rotor JA-21 para su posterior centrifugacidn
(Centrifuga Beckman Modelo J2-21 o Modele J-6M), a 4000 x g y
temperatura de 4°C. De esta manera se obtuvo el suero, el cual fue
separado en tubos de ensayo que se colocaron en hielo para

posteriormente realizar las determinaciones bioquimicas.

b) El higado se introdujo en solucién salina fisioldgica con el
fin de eliminar la sangre, se colocd en un recipiente con hielo y
posteriormente se pesé la cantidad necesaria para la determinacién

del contenido de glucégeno (0.5 g de higado).
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IV.4.0 Determinaciones Biogquimicas

IV.4.1 Determinacién de la actividad de la FA.

Este método se basa en la hidrélisis del p-nitrofenilfosfato
por la fosfatasa alcalina para producir fosfato inorgdnico y p-
nitrofenol, el cual se lee a 410 nm, en un espectrofotdmetro (56).
Se prepard una curva estdndar de p-nitrofenol para determinar

la actividad de la Fosfatasa Alcalina.

REACTIVOS:
1.~ Solucién estdndar de p-nitrofenol de 10 gmoles/ml.
2.~ NaOH 0.02 N.

3.- 0.5 ml de la solucién (1) se aforan a 100 ml con NaCOH 0.02 N.

CURVA ESTANDAR

TUBO ml de sol.(2) ml de so0l.(3) pmoles de sustrato
hidrolizado
1 0.5 5.0 0.025
2 1.0 4.5 ) 0.050
3 2.0 3.5 0.100
v4 3.0 2.5 0.150
5 4.0 1.5 0.200
‘6 5.0 0.5 0.250

Se mididé la absorbancia de los tubos a 410 nm.
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La curva estdndar se construyé graficando la concentracién en

pmoles de sustrato hidrolizade vs. absorbancia.
TECNICA PARA LA DETERMINACION ENZIMATICA DE LA F.A.
1.~ En un tubo de ensayo se agregaron los siguientes reactivos:
- 0.25 ml de buffer de glicina 0.1 M y MgCl, 1 mM, pH= 10.5
- 0.25 ml de sustrato de p-nitrofenilfosfato el cual se
preparé disolviendo 100 mg de p-nitrofenilfosfato disddico
en 25 ml de agua destilada.

2.~ Esta mezcla se incubd a bano Marfa a 37 °C por 5 min.

3.- Posteriormente se anadieron 50 1 de suero, se agité suavemente

y se incubd a 37°C por 30 min.
4.~ La reaccidn se detuvo adicionando 5 ml de NaOli 0.02 N.
5.~ Se determiné la absorbancia a 410 nm en un espectrofotdémetro.
La lectura se interpold en la curva estdndar de p-nitrofenol.

La actividad enzimdtica se reportd en umoles de p-nitrofenol/litro

de suereo por minuto (umoles/l.min,).
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IV.4.2 Determinacién de la actividad de la alanina amino

transferasa sérica (Transaminasa Glutdmico Piruvica).

La actividad de la TGP se determind por el método de Reitman-
Frankel (57), en el cual se mide el complejo formado por el
piruvato y 1a 2,4 dinitrofenilhidrazina, que se produce a partir de
la alanina y el alfa-ceto-glutarato, complejo colorido que absorbe

a 515 nm.

Método de Reitman - Frankel (57):

Reactivos:

1.- Buffer de fosfatos 0.1 M, pH=7.4: Se prepard mezclando 840 ml
de solucion 0.1 M de fosfato disddico con 160 ml de solucién

0.1 M de fosfato monopotdsico.

2,- Solucién de sustrato: Se disolvieron 1.78 g de D-L-alanina y
30 my de 4&cide alfaoxoglutdrico en solucién buffer; se
afnadieron 0.5 ml de hidréxido de sodio 1 N y se completd

hasta 100 ml con la solucién buffer. Se conservé a 4°C.

3.- Reactivo cromégeno (2,4-dinitrofenilhidrazina): Se disolvieron
200 mg de 2,4-dinitrofenilhidrazina en HCL 1 N caliente y se
llevé a volumen de un litro con HCL 1 N.  La solucién que se

prepard es 1 mM.
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4.~ Solucién estdndar de piruvato (lpmoles/ml): Se disolvieron 11

mg de piruvato sédico en 100 ml de solucién buffer.

CURVA ESTANDAR

Se preparé una curva estédndar de piruvato para determinar la

actividad de la Transaminasa Glutdmico Pirtvica, de la siquiente

manera:

Tubo No. 1 2 3 4
Solucidn:

Sustrato {pl) 250 225 200 175

Solucién esténdar

de piruvato {ul) - 25 50 75
Buffer de
fosfatos (pl) 50 50 50 50
Reactivo
cromégeno (pl) 250 250 250 250
NaOH 0.4N (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5

150

100

50

250

2.5

125

125

50

100

150

50

250

La curva se construyé graficando la concentracioén en pmoles de

piruvato vs. absorbancia,
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TECNICA PARA LA DETERMINACION ENZIMATICA DE LA TGP

Reactivos: Blanco Problema
Solucién sustrato D-L-alanina 250 ul 250 ul
Suero problema =000 eeeee 50 ul

Mezclar suavemente e incubar a 37°C durante 60 min.

Reactivo cromégeno 250 ul 250 pl
Incubar 5 min. a 37°C

Suero problema 50 pu1 00 —we——-
Incubar 15 min. a 37°C.

Agregar NaOH 0.4 N. 2.5 ml 2.5 ml

Se lee a 515 nm calibrando con un blanco de agua. Se resta la
absorbancia del blanco de muestra a la respectiva absorbancia del
suero problema, posteriormente, interpolando en la curva estdndar
de piruvato se determina la actividad de la enzima. Se reporté

como pmoles de piruvato/litro de suero por minuto (pmoles/l.min.).

IvV.4.3 Determinacién de la actividad de la gamma glutamil

transpeptidasa (y-GTP).

En este método se utilizé como sustrato la glutamil-p-
. nitroanilida que en presencia de la enzima (y~-GTP), y de un
receptor del grupo y-l-glutamil (Como es la gqlicil glicina),
produce y-1-glutamilglicil glicina y p-nitroanilina que puede ser

cuantificada espectrofotométricamente a 410 nm (58).
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Se prepard una curva estdndar de p-nitroanilina de 1la

siguiente manera:

Se pesaron 13.81 mg de p-nitroanilina y se aforé a 250 ml con

dcido acético 1.5 M. Se prepard una serie de tubos de la siguiente

manera:
TUBO Bl de Ssolucién p-Nitroanilina Bl de H,0
3 50 1950
2 100 1900
3 150 1850
4 250 1750
5 375 1625
6 500 1500
7 750 1250
8 1000 1000

La curva estdndar se construyé graficando concentracién de p-

nitroanilina en umcles de cada una de las diluciones

absorbancia.

TECNICA PARA LA DETERMINACION ENZIMATICA DE LA ¥-GTP.

vs.

1.~ En un tubo de ensayo se agregaron los siguientes reactivos:

- 400 pl de tris-HCL 200 mM (pH=8.2)
- 100 ul de MgCl, 200mM
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- 100 ul de glicil-glicina 40 nmM pH=8.2

- 200 gl de y-glutamil-p-nitroanilida 10 mM.

2.- Previa incubacién de 10 min. a 37°C se inicid la reaccidn
agregando 200 pl de suero. Se agité bien la mezcla y se

introdujo en el baiio Marfa a 37°C.

3.~ La reaccién enzimdtica se detuvo a los 30 win. después de

haberse iniciado, agregando 2 ml de &acido acético 1.5 M.

4.- La absorbancia de cada tubo se leyd a 410 nm en el
espectrofotémetro. El resultado se interpoléd en la curva
estdndar de p-nitroanilina, y la actividad enzimitica se
reportd en umoles de p-nitroanilina/litro de suero por minuto

{(pmol/1.min. ).

IV.4.4 Determinacién de bilirrubina total, directa e

indirecta.

La bilirrubina forma con el &cido sulfanilico diazotado un
colorante azoico gque en solucidn neutra es rojo y en solucidn
alcalina, azul. El glucurénido de bilirrubina hidrosoluble
reacciona "Directamente", mientras gque la bilirrubina "Indirecta®
libre réacciona tan sélo en presencia de un acelerador, Para

realizar estas pruebas se utilizé un "kit" comercial Merck.
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BILIRRUBINA TOTAL
La bilirrubina total en suero o plasma se determina por
copulacién con el acido sulfanilico diazotado tras la adicién de
cafeina, benzoato de sodio y acetato de sodic. Con la solucién de
Fehling se forma =azobilirrubina azul, cuyo contenido puede
determinarse también en presencia de subproductos amarillos
{Coloracidn mixta verde), de manera selectiva por fotometria a 578

nn (59},

REACTIVOS :

Acido Sulfanilico (C.H,NO,S 28 mmol/l en HC1l 0.17 N}.

Nitrito de sodio (NaNQ, 29 mmol/l)}.

Acelerador (Cafeina 130 mmol/l, benzoato de sodie 156 mmol/l,
acetato de sodio 460 mmol/l).

Solucién IY de Fehling (Tartrato de potasio y sodio 930 mmol/l,
hidréxide de sodio 1.9 mol/l).

TECNICA:

Problema Blanco
Acido Sulfanilico 0.2 ml 0.2 ml
Nitrito de sodio 1 gota -———
Acelerador 1.0 ml 1.0‘ ml
Suero 0.2 ml 0.2 ml

Se mezcla y se deja reposar de 10 a 60 minutos a temperatura
entre 15°C y 25°C.

Solucidn, II de-Fehling 1.0 ml 1.0 ml



55
Se mezcla y se mide la absorbancia de los problemas contra el

blanco, a una longitud de onda de 578 nm al cabo de 5 a 30 minutos.

CALCULO:
Medicién frente a un blanco:

Concentracidén de bilirrubina total = Abs. x 180 umol /L.

BILIRRUBINA DIRECTA

La bilirrubina directa se mide sin afadir dlcalli como
colorante azoico rojo a 546 nm (60). La bilirrubina indirecta se
obtiene de la diferencia entre la bilirrubina total y la

bilirrubina directa.

TECNICA:

Problema Blanco
Acido Sulfanilico 0.2 ml 0.2 ml
Nitrito de sodio 1 gota 00 e-~—ea-
Solucidn salina fisioldgica 2.0 ml 2.0 ml
Suero 0.2 ml 0.2 ml

Se mezcla inmediatamente, se deja reposar a temperatura entre 15°
y 25°. A los 5 minutos exactos, tras la adicién del suero, se

miden las absorbancias de los problemas contra el blanco a 546 nm.
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CALCULO: ) . .

Concentracién de bilirrubina directa = Abs. x 240 pmol/L.
IV.4.5 Determinacién del contenido de glucégeno hepdtico.

Este procedimiento consiste en la digestién en caliente de una

nuestra de higado, que es hidrolizada con KOH al 30% dando como

‘resultado glucosa, la cual se cuantifica colorimétricamente con el

reactivo de antrona (61}.

TECNICA:

Se pesan 0.5 g de muestra de higado ¥y se colocan en tubos de
ensayo, se ahaden 1.5 ml de una solucién de KOH al 30% a cada
uno de ellos y se hierve en bano Maria durante 30 minutos.
Despudés de enfriar los tubos, la muestra digerida se coloca en
un matraz volumétrico de 25 ml diluyéndose la muestra a ese
volumen con agua tridestilada.

Del matraz anterior se toma 1 ml de la dilucidén y se coloca
en otro matraz volumétrico de 25 ml, posteriormente se lleva
al volumen con agua tridestilada. Esto se realiza con el
objeto de gue la glucosa en esta dilucién, se encuentre en un
rango de concentracién de 3 a 30 ug/ml.

De la ultima diluecidén se coloca 1 ml en tubos de ensayo, se
prepara ademds un blanco que contenga 1 ml de agua y un

estédndar que contenga glucosa a la concentracién de 20 ug/ml.
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5.~ Se prepara la solucién de antrona al 0.2 % en H,S0,
concentrado.
Los tubos de muestras problema, asi como el estdndar y el
blanco se colocan en hielo, se les afnade 2 ml de reactivo de
antrona y se agitan suavemente.
6.~ Los tubos se tapan con canicas y masking-tape y se colocan en
un bafio Maria durante 15 min,

7.~ Se enfrian sobre hielo y se leen a 620 nm.

CALCULOS:

La concentracién de glucdgens se calculé utilizando 1a

siguiente férmula:

pg de glucégeno =_20ug x U
1.11 x §

en donde:

=]
3

Es la absorbancia de la muestra problema.

1

Es la absorbancia del estdndar de glucosa.
1.11 = Es un factor de conversién determinado por Morris

(62), para convertir la glucosa a glucégeno.

Los resultados se expresaron en gramos de glucdgeno/100 g de
higado.
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IV.5.0 Metabolismo De La Aspirina (Acido AcetilSalicflico).

CURVA ESTANDAR

Para conocer el perfil metabélico de la aspirina (AAS) se
realizé una curva estdndar de Acido Salicflico de la siguiente

maneras

Reactivos:
1.- Solucidén estdndar de Acido Salicilico {1 mg/ml}
2.~ Reactivo de Trinder (63):

4g de Nitrato Férrico. Fe(NO,),.9H,0.

4g de Cloruro Mercurico. HgCl,.

12 ml de HCL 1N.

Aforar a 100 ml con agua tridestilada.

3.~ Se prepard una serie de tubos de la siguiente nmanera:

TUBO SOLUCION ESTANDAR (ml) AGUA (ml)
Blanco ———— 1.0

1 0.1 0.9

2 0.2 0.8

3 G.3 0.7

4 0.4 0.6
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- Se ajusté cada tubo a pH = 7 con HCL 1 N y/o NH,OH 1 N,
- Se adicioné a cada tubo 5 ml de reactiveo de Trinder.
- Se ajustd el volumen a 7.5 ml con agua tridestilada.
- Se centrifugé 5 min. a 3000 rpm.
- Se midié la absorbancia de cada uno de los tubos a 540 nm en el
espectrofotémetro. La curva estdndar se construyé graficando la

concentracién de Acido Salicilico vs absorbancia.

IV.5.1 Cuantificacién del porcentaje de recuperacién del AAS

en orina de ratas a las 24 horas.

La cuantificacién del total del AAS climinado en orina a las
24 horas se determiné segun la técnica de Trinder (63). Segun este
método se hidrolizan las muestras con NHOH 1N a ebullicién, por 30
min. Con este proceso de hidrélisis se obtiene la conversién de
todos los metabolitos a &cido salicilico (con excepcidn del Acide
gentisico, AG), el cual es capaz de reaccionar con nitrato férrico
y formar un complejo de color purpura, que puede ser leido a 540

nm. EL color de la reaccién es sensible al pH.

TECNICA:

1.- Se colocaron en un tubo de ensayo 0.5 ml de orina, 0.5 ml de
agua tridestilada y 0.5 ml de NH,OH 1 N.

2.- Se taparon 1los tubos con canicas y Masking-Tape y se
colocaron en bafio Maria durante 30 min., para gue se efectuara

la hidrélisis.
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3.~ Se enfriaron a temperatura ambiente.
4.~ Se ajusté cada tubo a pH=7 con HCL 1 N o NHOH 1 N.
5.- Se adiciondé 5 ml de reactivo de Trinder.
6.- Se ajusté cada uno de los tubos a un volumen de 7.5 ml con
agua tridestilada.
7.~ Se centrifugé 5 minutos a 3000 rpm.
8.~ Se midié la absorbancia a 540 nm.
Las reacciones de color obtenidas en estas condiciones fueron
lefdas en un espectrofotémetro e interpoladas en la curva estandar

de acido salicilico.

IV.5.2 Evaluacién del perfil metabélico del AAS en orina.

Este ensayo se realizé separando los metabolitos del Acido
Acetilsalicilico (AAS), que son el dcido salicflico (AS), el dcido
gentisico (AG), y el dcido salicilirico (ASU), por cromatografia en

capa fina.

Preparacién De Las Placas Para Cromatografia En Capa Fina.

- Se pesaron 30 g de sflica gel HF-254 y se adicionaron 60 ml de
agua tridestilada. Se agité hasta obtener una mezcla homogénea.

- La suspensién anterior se colocé sobre placas de vidrio de 20
cm. X 20 cm. con el aparato formador de placas. Las placas se
dejaron secar a temperatura ambiente 24 horas antes de usarse.

La capa que se utilizé es del tipo capa compacta (64).
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Cromatografia En Capa Fina.

Para separar los metabolitos urinarios del AAS se utilizé el
siguiente sistema de solventes:

Benceno:Eter etilico:Acido acético glacial:Metanol (72:36:4.8:1.2)
Lé cdmara se dejoé saturar durante 2 horas.

Todos los solventes utilizados fueron de grado reactivo analitico.
Cromatografia Del AAS.

Se aplicaron sobre las placas previamente activadas (Se
colocaron a temperatura de 90-100 °C durante S minutos con el fin
de eliminar la humedad existente), 200 gl de orina. Una vez secas
las manchas, las placas se activaron nuevamente, se dejaron enfriar
y se introdujeron en las cdmaras saturadas (con el sistema de

solventes anteriormente descrito).
Identificacién De Los Metabolitos Del AAS

Para la identificacién de los metabolitos del AAS se
utilizaron estdndares de dcido acetilsalicilico, dcido salicilico,
dcido gentisico y dcido salicilurico, los cuales se desarrollaron

en paralelo a las muestras.
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Determinacién Cuantitativa De Los Diferentes Metabolitos Separados

Una vez separados los metabolitos por cromatografia en capa
fina e identificados con los estdndares, las manchas se rasparon y
gse extrajeron en forma individual con agua y posteriormente se
realizé la hidrdlisis siguiendo el método de Trinder descrito

anteriormente (63).

IV.6.0 Andlisis Estadistico.

Los resultados obtenidos en las determinaciones de cada grupo
de ratas fueron promediados, obteniéndose la media o promedio
aritmético y el error estdndar de la media (ESM). Las diferencias
entre el grupe control y el tratado con LCB se compararon
estadisticamente utilizando la prueba de "t" de Student (65). Se

considerdé significativa la diferencia cuando p < 0.05.
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V. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio, representan los
promedios de gnsayos por duplicado, de muestras obtenidas de al

menos seis ratas por grupo experimental.

V.1.0 BEvaluacién Del Dafio Hepdtico Inducido Por La Ligadura Del

Conducto Biljar Comin.

Efecto de la ligadura del conducto biliar comin (LCB) sobre los
marcadores enzimdticos de dafio hepdtico, en suero.

Al evaluar los marcadores enzimdticos séricos de dafo
hepdtico, 72 horas después de la obstruccién biliar, la actividad
de las enzimas fosfatasa alcalina, gamma glutamil transpeptidasa y
transaminasa glutdmico piruvica, se encontré elevada en los grupos
de LCB con respecto a los grupos control (Figs. 9, 10 y 11,

respectivamente).

BEfecto de la ligadura del conducto biliar comin (LCB) sobre el

nivel de bilirrubinas en suero.

Después de la ligadura del conducto biliar comin en la rata
(Evaluada a las 72 horas), se encontrd un incremento en el nivel de
bilirrubina total (FIG. 12), bilirrubina directa (FIG. 13} y
bilirrubina indirecta (FIG. 14). Dicho incremento fue significativo

con respecto a los grupos control.



FOSFATASA ALCALINA

* .

64

801

ymol PNEF. /1- min

207

O_
FIG. 9. Actividad de la fosfatasa alcalina sdrica 72 horas despuds
de la ligadura del conducto biliar comun (LCB) en la rata. Cada
barra representa la media de por lo menos 6 ratas + ESM.

* Indica que es significativamente diferente comparado con el grupc

control (P < 0.05).
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FIG. 10. Actividad de la gamma glutamil transpeptidasa sérica 72
horas después de la ligadura del conducto biliar comin (LCB) en la
rata. Cada barra representa la media de por lo menos 6 ratas + ESM.

#+ Indica que es significativamente diferente comparado con el grupo

control (P < 0.05).
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FIG. 11. Actividad de la transaminasa glutdmico pirvvica sérica 72
horas después de la ligadura del conducto biliay comun (LCB} en la
rata. Cada barra representa la media de por lo menos 6 ratas t+ ESM.
* Indica que es significativamente diferente comparado con el grupo

control (P < 0.05).
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FIG. 12. Nivel de bilirrubina total sérica 72 horas después de la
ligadura del conducto biliar comin (LCB) en la rata. Cada barra

rapresenta la media de por lo mehos 6 ratas % ESM.

* Indica que es significativamente diferente comparado con el grupo

control (P < 0.05).
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FIG. 13. Nivel de bilirrubina directa sérica 72 horas después de la
ligadura del conducto biliar comin (LCB) en la rata. Cada barra
representa la media de por lo menos 6 ratas % ESM.

+ Indica que es significativamente diferente comparado con el grupo

control (P < 0.05).
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FIG. 14. Nivel da bilirrubina indirecta sérica 72 horas después de
l1a ligadura del conducto biliar comin (L.CB) en la rata. cCada barra
representa la media de por lo menos 6 ratas % ESM.

* Indica que es significativamente diferente comparado con el grupo
control (P < 0.05).
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Efecto de la ligadura del conducto biliar comin (LCB) sobre el

glucogeno hepdtico.

El glucdgeno se presenta almacenado como sustancia de reserva
energética en €1 higade. En el grupo de LCB el nivel de glucdgenc
se encontré disminufdo significativamente con respecto al grupo

control (FIG. 15).

V.2.0 Determinacién Del Perfil Metab6lico De La Aspirina En Ratas

Ligadas Del Conducto Biliar Comiin.

Bfecto de la ligadura del conducto bkiliar comin (LCB) sobre el
porcentaje de recuperacién del AAS en orina de ratas a las 24

horas.

La FIG. 16 muéstra al porcentaje del &cido acetilsalicilico
(AAS) eliminado por via renal 24 horas después de la administracioén
de una dosis oral dnica de 20 mg/kg de AAS. Estos valores
describen el porcentaje de la dosis del AAS, eliminado en la orina
como tal o en forma de sus metabolitos.

_En esta figura se observa que la dosis administrada de AAS es

recuperada en un 84-90%.
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FIG, 15. contenjdo de glucdgeno en higado de ratas 72 horas después
de la ligadura del conducto biljar comin (LCB). Cada barra
representa la media de por lo menos 6 ratas i ESM.

* Indica que es significativamente diferente comparado con el grupo
control (P < 0.05).
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FIG. 16 Porcentaje de recuperacién del AAS en orina de rata 24
horas después de la administracién de 20 mg/kg de aspirina. Las
barras representan la media de por lo menos 6 datos * ESM.

No hubo diferencia estadisticamente significativa con respecto al

grupo control (P < 0.05).
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Efecto de la ligadura del c ducto biliar in (LCB) en rata sobre

el perfil metabélico del AAS.

En la FIG. 17 se muestran los porcentajes de los metabolitos
del AAS excretados en la orina. Las ratas con LCB muestran una
reduccioén del porcentaje de AAS urinario excretado, compensado por
un inc;emento en el porcentaje eliminado de &dcido salicilico y
dcido gentisico. No se observaron cambios en la excrecidn de dcido

salicilirico.

Es importante seiialar que en los resultados presentados en
este estudio no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos control y operacién falsa (0.S.),

en ninguno de los pardmetros medidos.
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FIG. 17 Metabolitos del dcido acetilsalicilico (AAS) en orina de
rata, 24 horas después de una dosis oral unica de 20 mg/kg de AAS.
Los resultados se expresan como el porcentaje de la dosis
administrada. Las barras representan la media de por lo menos 6
ratas * ESM.

* Indica que es significativamente diferente comparado con el grupo

control (P < 0.05).
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VI. DISCUSION

Cualquiera que sea la causa que provoca el sindrome de
colestasis, sea una obstruccidén de las vias biliares o una lesién
celular infecciosa o téxica, siempre se producen alteraciones

bioguimicas uniformes (5).

La colestasis puede ser inducida por agentes quimicos tales
como Cloropromazina y Tauritocolato (66), sin embargo el modelo de
colestasis inducido por la ligadura del conducto biliar comun en la
rata es un modelo simple y aproplado para estudiar las alteraciones

biogquimicas que ocurren durante este tipo de dafio (5).

Las importantes funciones metabélicas, sinté&ticas, secretoras
y excretoras del higado y 1la abundante maquinaria enzimdtica
necesaria para llevar a caboc estas funciones conducen a un gran
numero de pardmetros biogquimicos que pueden estar alterados en los
estados patoldgicogs. Por otro lado, la gran reserva hepdtica
permite que ocurra una pérdida importante de tejido hepdtico sin
que se detecten cambios en las pruebas rutinarias de funcién
hepatica que se utilizan actualmente en la clinica. La
determinacioén cualitativa y cuantitativa de 1las enfermedades
hepdticas estd directamente relacionada a un aumento en la cantidad
de pardmetros bioguimicos, hematolégicos y urinarios disponibles,
El patrén de una baterfa de resultados anormales puede indicar la

severidad de una lesidén hepdtica, sin embargo, dificilmente es
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posible hacer un diagnéstico especifico sin la ayuda de una
biopsia. Es por esta razén que la bisqueda de nuevas técnicas de
diagnéstico hepdtico es cada vez més importante, dentro de estas
téenicas las alteraciones en el metabolismo o en el efecto
terapéutico de fdarmacos pueden ser usades para evidenciar una

disfuncién hepdtica (67).
VI.1.0 Actividad De Las Enzimas Séricas En Daho Hepdtico.

El incremento en la actividad sérica de las enzimas del higado
es un signo comin de las enfermedades hepdticas ya sea debido a un
aumento en su liberacién o a un aumento en su sintesis o bien a

ambos factores (5, 27, 33).
EL i ¢ la_1it ion de 1 i

Las causas de liberacidén de las enzimas son el incremento en
la permeabilidad de la membrana y la necrosis celular. En general,
toda 1lesién celular 1lleva a un deterioro de las membranas
plasmdticas y aumento de su permeabilidad, esto se hace manifiesto
en el suero, con el aumento de las enzimas hepdticas (5). El
incremento de la actividad de las enzimas séricas es proporcional
al numero de hepatocitos dafados. Tres factores afectan 1la
liberacidén de las enzimas hacia el suero: Primero, la localizacién
intracelular de las enzimas determina la facilidad de liberacidn.

Por ejemplo las enzimas del citoplasma son liberadas mucho nds
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rdpido que las enzimas localizadas en las mitocondrias. El segundo
factor que afecta la liberacioén de las enzimas es el ‘tamado
molecular de estas. Agquellas con bajo peso molecular usualmente se
liberan mds rdpido debido a que f&cilmente atraviesan los poros de
la membrana plasmdtica. Finalmente, el tercer factor que afecta 1a
liberacién de las enzimas es el gradiente de concentracidn de 1la

membrana del hepatocito (27).

La duracién del incremento en la actividad de las enzimas
séricas no depende unicamente de la liberacién por parte de los
hepatocitos, sino también de la inactivacidén de las mismas. La
inactivacién en el plasma de las enzimas incluye desnaturalizacidn
estereoquimica y subsecuentemente la pérdida de la actividad
catalftica. La vida media en plasma de la mayoria de la enzinas es

de 2-4 dias (27).

11 la sintesis de 1 ;

En presencia de dafic hepdtico (Colestasis extrahepdtica),
existen algunas enzimas en el hepatocito que aumentan en la
circulacién; esto se debe a un aumento en su sintesis. Dentro de
estas enzimas se encuentran la Fosfatasa alcalina y la y-Glutamil
Transpeptidasa. Estas dos enzimas se encuentran embebidas en la
membrana plasm&tica del hepatccito (27, 68). El mecanismo por el
cual su sintesis se ve aumentada no es bien conocido, sin embargo

se sabe que los dcidos biliares son responsables de la estimulacioén
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de su sintesis (27). La liberacidn de estas enzimas aumenta por la
accién detergente de las sales biliares sobre la membrana del

canaliculo biliar (69).
Fosfatasa alcalina.

La fosfatasa alcalina es una glicoproteina y un marcador
enzimitico de la membrana plasmitica del higado que desfosforila
selectivamente proteinas fosforiladas a residuos de tirosina (68,
70). La FA sérica en ratas normales tiene un origen diferente de
la que se encuentra en suero humano normal. En la rata, la enzima
presente en suerc se origina principalmente en el intestino,
mientras que la del suerc humano se origina principalmente en el
higado (69). Kaplan and Righetti (71), empleando electroforesis
con gel de poliacrilamida han demostrado que en ratas con LCB la FA
elevada en suero se origina en el higado y no proviene de otros
tejidos. Esto nos indica que la medicién de FA es una prueba
especifica que nos permite evaluar el dafio hepdtico de tipo
obstructivo (14, 72 - 76). Se ha demostrado que esta enzima ademds
de elevarse en colestasis por dafio obstructivo, también se
incrementa en ratas con hepatectomia parcial o en animales no
operados, por infusién endovenosa de glicina, heparina,
fosforilcolina, fosfatidilcolina, © una solucidén conteniendo 3,3,5
triyodotironina, aminodcidos, glucagén y heparina (solucidn TAGH),
cortisol y glucucorticoides (27). Sin embargo estos mecanismos de

inducccidn no han sido claramente establecidos (68, 70). En el
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trabajo realizado por Kaplan y Righetti (71), se consideran dos
teorias‘ por las cuales se eleva la FA en suero:

a) E1 aumento es débido a la requrgitacién de la bilis (que
contiene fosfatasa alcalina), normalmente excretada hacia el
intestino.

b) El incremento de esta enzima depende del aumento en la s{ntesis

de novo de la misma en el higado.

Estudios posteriores (69, 77) han demostrado gue la FA que se
encuentra en la regidn canalicular es responsable del aumento en la
circulacioén, ya que es solubilizada por la accidén detergente de los
dcidos biliares, y por lo <tanto la bilis que contiene una
concentracién elevada de la fosfatasa alcalina entra a la sangre
sinusoidal como consecuencia de la obstruccién del flujo biliar al
duodeno, de esta manera la FA de la bilis se suma a la fosfatasa
alcalina ya existente en suero. Kaplan y Righetti (71) concluyen
que la requrgitacidn influye en la elevacioén de la concentracion de
FA en suero, aunque esta influencia no es la unica responsable,
debido a que las determinaciones de esta enzima en la bilis
después de la obstruccién biliar demuestran que su contenido es
bajo y sugieren que el aumento en suero es debido en su mayor parte
a la sintesis de novo de una isoenzima en el higado con las mismas
propiedades de 1la fosfatasa alcalina. Esto lo comprobaron
administrando un inhibidor de la sintesis de proteinas, 1la
ncicloheximida", que inhibe 1la incorporacidén de leucina en las

proteinas. La cicloheximida inhibe el incremento de la FA sérica
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en un 80% (14, 66, 76). Nuestros -resultados muestran un aumento de

aproximadamente 24 $ en la actividad sérica de esta enzima.

yY-glutamil transpeptidasa

La y-GTP es una enzima de membrana que estd distribuida
principalmente en el higado a nivel del tracto biliar en donde su
actividad es del 80 al 90 %, aunque también se encuentra en varios
6rganos del cuerpo como pdncreas y cerebro. Los valores elevados
de esta enzima son asociados a dafio hepdtico por colestasis (17,

67).

Las enzimas originadas en los hepatocitos y en las células
epiteliales biliares incrementan su concentracién en suero como
resultado de una colestasis intrahepatica o extrahepdtica. A este
tipo de enzimas pertenece la y-GTP y la FA. El mecanismo por el
cual su produccién es inducida, durante colestasis, no se conoce
con certeza. Se propone la teoria que los dcidos biliares son los
responsables de estimular la sintesis de la enzima, contribuyendo
en menor proporcisén a este incremento la accién detergente de las
sales biliares sobre la membrana canalicular en la cual se

encuentran estas enzimas (78, 79).

Estudios previos (80), han demostrado que la actividad de la
¥~GTP en higado y suero de rata se incrementa por exposicién aguda

con numerosos xenobiéticos, tales como DDT o toxafeno.
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En el presente trabajo encontramos un aumento en la actividad
sééica de ésta enzima lo cual concuerda con trabajos reportados
anteriormente (79). El incremento en la actividad de la y-GTP en

suerc es un marcador muy sensible de darfio hepatico (79 - 81).
Transaminasa glutdmico pirtvica

La alaninoc aminotransferasa es una protefna que se localiza en
el citoplasma de los hepatocitos. Debido a esto, la actividad de
esta enzima se considera como un indicador sensible y especifico
de necrosis hepatocelular, ya que s8lo en estas condiciones esta
enzima es liberada por los hepatocitos a la circulacidén; por lo que
permite determinar dafio en el parénquima. Valores elevados de esta
enzima en suero son observados en colestasis extrahepdtica, e
indican perturbacidén en la permeabilidad celular (17, 76, 78). Lla
TGP se encuentra en varios érganos, sin embargo su mayor actividad

ocurre en el higado (78).

Los corticosteroides y los anticonvulsionantes puden inducir
la produccidn hepdtica de la TGP debido a que causan cambios en la

liberacién de esta enzima (78).

Puede considerarse una enfermedad hepdtica cuando dos o tres
enzimas del higado cambian patoldégicamente en forma leve, o cuando

el cambio aislado de una persiste (5).
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VI.2.0 Bilirrubinas En Suero

Aproximadamente el 85% de la bilirrubina se origina de la
destruccién de los eritrocitos viejos por el sistema reticulo
endotelial. La hemoglobina es metabolizada dando como resultado el
grupo Hemo y Globina. Después, el grupo Hemo es transformado a
biliverdina y hierro; la biliverdina subsiguientemente es reducida
a bilirrubina y de este modo sale a la circulacién unida a la
albumina. A este tipo de bilirrubina se le denomina bilirrubina
libre, no conjugada o indirecta. Esta bilirrubina llega al
hepatocito en donde por medio de una serie de reacciones es
conjugada dando como resultado la bilirrubina directa o conjugada
que es eliminada en la bilis, de ahi pasa al intestino en donde es
transformada a wurobilinégeno por accién de las bacterias

intestinales, el urobilindgenc da la coloracién a las heces (78).

lLa obstruccién extrahepdtica completa se asocia con gran
dilatacién de los canaliculos biliares y vias biliares
intrahepdticas (hidrohepatosis), las vias biliares contienen
cilindros o tapones de bilis. El aumento de la presién biliar
dificulta la secrecidén de bilirrubina conjugada en la bilis, ella
se acumula dentro de las células hepdticas y en grados variables en
las células de Kupffer. Penetra en los espacios sinusoidales y
luego en la corriente sangufnea, directamente o por via linfdtica.
El estancamiento de la bilis en las células hepdticas dificulta la

concentracién y conjugacidén de bilirrubina no conjugada, la cual,
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a su vez, aumenta también en la sangre. Ademds, la bilirrubina
conjugada puede fluir en sentido retrégrado a través de los
conductilles y vias biliares, a la linfa y sangre a causa del
aumento de presién en el sistema biliar. El aumento en el nivel de
bilirrubina total se refleja en una intensa ictericia de color
verdoso por la biliverdina. Al no alcanzar los pigmentos biliares
el intestino, no se forma urobilinégeno, y las heces son acélicas

o de color claro. No se observa urobilinégeno en la orina (5, 9).

Tradicionalmente las bilirrubinas han sido utilizadas como
marcadores de dafic hepdtico. En el hombre un incremento en las
bilirrubinas plasmdticas manifiestan dafo {82). El incremento de
bilirrubina conjugada es un indicador sensible de dafio hepatico, en
particular de colestasis intra o extrahepdtica (17, 27, 78). La
hiperbilirrubinemia puede ser debida a un incremento en 1la
bilirrubina conjugada o no conjugada provocada por un daiio

hemolitico comoc causa de disfuncidn hepatica (78).

Los factores que afectan el proceso de regurgitacion de la
bilis estdn bajo especulacién. Durante la colestasis extrahepédtica,
se considera que los constituyentes de la bilis regurgitan en la
circulacioén linfdtica provocando dafio (73). En nuestro experimento
la colestasis extrahepdtica fue producida por LCB en ratas. La
regurgitacién de los componentes de la bilis fue confirmada por un
incrementoc en el contenido de bilirrubinas en suero. Estos’

resultados concuerdan con los reportados (73).
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VI.3.0 Glucédgeno.

El glucdgeno hepdtico es la forma principal de almacenamiento
de los carbohidratos (83). En el higado de los mamiferos, el
glucégeno estd presente en forma de rosetas con didmetro

aproximadamente de 0.1 pm (84).

En nuestro trabajo, en el grupo con ligadura del conducto
biliar comin observamos una disminucién en el contenido de
glucsdgeno hepidtico. Esto concuerda con lo reportado (9), ya que se
ha visto que en enfermedades hepdticas graves de cualquier tipo, el
contenido de glucdgeno se reduce notablemente. El contenido de este
en las células hepdticas es un indice de su estado funcional (9).
El metabolismo energético es anormal en animales de experimentacidén
con dafio hepdtico; la disminucién en el contenido de glucégeno
hepédtico y la disminucién de la gluconeogénesis también se han
obsarvado en ratas con cirrosis biliar secundaria. El mecanismo
que conduce a estos cambios metabdlicos es desconocido. La
disminuecién del contenido de glucégeno durante el dafio hepdtico
podria ser debido a un incremento en los niveles de hormonas

glucogenoliticas como el glucagdn (85).

Se sabe que en situaciones de stress la secrecién de
catecolaninas, incluyendo a la’ adrenalina, estimula la
glucogendlisis (95). En nuestro trabajo la disminucién del

glucégeno que se observa en el grupo con LCB no se debe al stress
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al cual se sometieron las ratas durante la operacisén, ya que el
grupo de Operacidn simulada fue tratado en las mismas condiciones

y este no presentd ningun decremento en el contenido del glucdégeno.

Se ha observado que en otros modelos de dano hepdtico que
alteran la membrana plasmdtica (como el modelo de dafo hepdtico
inducido con ccl,), la disminucién del glucégeno hepdtico puede
deberse a un aumento anormal en la actividad de la enzima adenilato
ciclasa, la cual es otra enzima de la membrana plasmdtica del
hepatocito, importante para el correctc funcionamiento del higado.
Esta enzima cataliza la reaccidn que da lugar al AMPc, el cual
regula varias funciones celulares. Los niveles elevados de AMPC
promueven, entre otras cosas, la glucogendlisis, por lo tanto el

contenido de glucdgeno hepdtico disminuye (86).

VI.4.0 Metaholiswo De La Aspirina.

Escogimos evaluar el metabolismo de la Aspirina por ser esta
un antiinflamatorio cominmente usado, incluso en los pacientes con
enfermedades hepdticas; por su amplio margen de seguridad y por que

su metabolismo ocurre principalmente en el higado (47).

El metabolismo hepdtico de fdrmacos estd influenciado por
numerosos factores tales como la actividad de las  enzimas

responsables del metabolismo, la disponibilidad de sustratos, asi
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como de la masa funcional del parénquima. Las enfermedades

hepdticas pueden afectar uno o mis de estos factores (45, 87).

La Aspirina se metaboliza principalmente en el reticulo
endopldasmico de las células hepdticas. En la rata los principales
metabolitos formados en el higado son: dcido salicilico, dcido
gentisico, dcido saliciliirico y glucurdnidos salicilacilico vy
salicilfenclico (88-90). En el metabolismo hepdtico de la aspirina
estdn involucrados numerosos sistemas enzimdticos: La hidrélisis
del 4dcido acetilsalicflico a salicflico se realiza mediante 1la
accion de esterasas sdricas y tisulares, la conjugacién con el
dcido glucurdnico requiere de una enzima no relacionada con las
oxidasas de funcidn mixta (OFM), en cambioc, la oxidacién a dcido
gentfsico es una reaceidn tipica de las OFM relacionadas con el
cit. P, y la formacién del dcido salicilirico es una conjugacién

no microsomal (48, 87).

Metabolicamente, la hidrélisis del Acido acetilsalicilico
(aAS) a dcido salicilico (AS) es cuantitativa (43, 91, 92). En 1la
rata la hidrolisis es mucho mads rdpida que en el humano (92).
Eyring y Ford (48} en un estudio realizado con nueve especies de
animales, incluyendo la rata y el hombre, encontraron que la mayor
actividad de hidrélisis de la Aspirina ocurre en el higado; excepto
en el cobayo., Por otra parte ha sido reportado (47) que la
administracién de Fenobarbhital o Fenilbutazona en la rata,

disminuye la capacidad del hepatocito para hidrolizar la Aspirina.



87

La conjugacién con glicina es la ruta primaria de eliminacion

del &dcido salicilico en el hombre, En la rata, asi como en el
hombre a dosis de 300 mg o menores la eliminacién corresponde a un
proceso de primer orden, el ASU es el metabolito gue se encuentra
en mayor concentracién. Con un incremento de 1la dosis, 1la
eliminacidén de salicilatos ya no corresponde a un proceso de primer
orden y la proporcién de ASU disminuye rapidamente en orina; esto
puede ser como resultado de la saturacién progresiva de la enzima
involucrada en la sintesis de este metabolito, de esta manera, la
formacién de ASU puede ser limitada por la cantidad de enzima
presente o disponible en el sitio metabélico, bajo estas
condiciones la excrecién de este metabolito sigue un proceso de
orden cero aparente (43, 52, 89, 93, 94). Similarmente la formacién
de glucurénido fendlico también es saturable con altos niveles de

salicilato (44, 51).

En la rata, la aspirina también puede ser secretada en la
bilis. La excrecién biliar de aspirina en el hombre no es bien
conocida, sin embargo en aspectos farmacocinéticos el hombre y 1la

rata son muy similares (43).

Los salicilatos son absorbidos rdpidamente a nivel de estémago
e intestino, se distribuyen por tode el cuerpo; el 80%
aproximadamente de una dosis de Aspirina es eliminada en orina. La
excrecién es moderadamente rdapida y se incrementa cuando el pH

urinario se eleva (91). La orina contiene aspirina sin cambio,
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dcido salicflico, dcido gentisico y conjugados de dclido salicilico

con glicina y acido glucurdénido (44, 95).

Se ha sugerido que el sistema de biotransformacién (sistema
captador de fdrmacos), del reticulo endopldsmico liso del higado es
el primer sitio afectado en la colestasis (99, 100)}). En nuestro
estudio encontramos un aumento en la eliminacién urinaria del acido
salicilico y dcido gentisico. Nuestros resultados concuerdan con
estudios previamente reportados (87, 96), en donde se ha observado
que en ratas cirréticas con CCL, la eliminacidén de dcido gentisico
y dcido salicflico se incrementan, asimismo, aumenta la actividad
de la ASA-esterasa en higado y en suero. Por lo que el aumento en
la excrecidén del dcido salicilico en la orina de ratas con LCB
podria explicase por el incremento en la actividad de la ASA~
esterasa en suero e higado; la actividad sérica de esta enzima ha

sido usada como marcador de funcién hepdtica (92).

Hutterer y Ahmad (99, 100} encontraron gue la colestasis
inducida por la ligadura del conducto biliar comin afecta los
microsomas hepiticos e inhibe la funcién microsomal, esto es debido
en parte a la inhibicién competitiva por los dcidos biliares y a
la disminucién en la sintesis del Citocrome P-450 hepdtico;
asimismo disminuye la actividad de la desmetilasa de la
aminopirina, de la hidroxilasa de la anilina y del NADPH-citocromo
¢ reductasa (101, 102). Esto indica que en la colestasis, el

contenido de dcido gentisico deberia disminuir, sin embargo, en
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nuestro trabajo experimental la concentracién de este metabolito se
increments: lo cual puede deberse a que el tiempo de ligadura del
conducto biliar comin al que se sometieron los animales en este
estudio no fue suficiente para que la via oxidativa se danara. Por
otra parte, el aumento en el contenido de dcido gentisico podria
deberse ademds a un aumento en el &dcido salicilico excretado ya que

hay mayor cantidad de este dcldo disponible para ser oxidado.

La disminucién en el contenido de Citocromo P=450 no ha sido
explicada (99, 100). Sin embargo estos hechos han sido también
reportados (103) en ratas con dafio hepatico agudo inducido con CCL,

y acetaminofén.

Es ampliamente conocido que el higado es el drganc mids
importante para llevar a cabo el metabolismo de fdrmacos (103,
104), de tal manera que en las enfermedades hepdticas, la capacidad
del organo para metabolizar xenobidticos puede servir como
indicador cuantitativo del dafo, si se establecen patrones de
alteraciones en el metabolismo de alguna sustancia en diferentes
estadfos del dafio hepdtico. En este trabajo, encontramos
alteraciones en el metabolismo de la aspirina, sin embargo es
necesario realizar mds estudios en otros modelos experimentales de
dafio hepadtico para evaluar si el metabolismo de alguin fdrmaco puede
servir para valorar el dafio en etapas tempranas y establecer los

pardmetros de referencia para poder cuantificarlo.

Se han desarrollado muchag pruebas para la evaluacién de los
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desdrdenes hepdticos y muchas mds se encuentran bajo estudio. Lo
importante es encontrar una prueba o un grupo de pruebas que

permitan diangndsticos especificos no invasivos.

El estudio del metabolismo como marcador de dafio hepdtico
tiene a priori dos ventajas sobre los métodos tradicionales: 1) No
es un procedimiento invasivo y 2) Estd basado en una de las

funciones m&s importantes del higado, el metabolismo.

Los métodos de diagnéstico cldsicos de las hepatopatfas, como
las enzimas séricas (TGP, FA, y-GTP), 1la cuantificacién de
bilirrubinas, glucégeno, colesterol, etc., se pueden encontrar
dentro de los valores normales, a pesar de que el hfgado se
encuentre muy dafiado (105). Ademds, en las etapas tempranas de la
enfermedad (cuando el tratamiento tiene mds posibilidad de éxito),
en algunos casos, estos marcadores no se elevan por encima de los
valores normales {105); el resultado final es que un gran ntumero de
pacientes con enfermedades hepdticas pasan inadvertidos. Sin
embargo es probable que los estudios del metabolismo hepdtico
indiquen con mayor certeza el estado funcional del higado y asi, en

un futuro, pueda disminuir el nimero de este tipo de pacientes.

El incremento en el contenido de enzimas séricas (fosfatasa
alcalina, y=-glutamil transpeptidasa y transaminasa glutdmico
pirdivica) y bilirrubinas séricas, asi como el decremento en el

contenido de glucégeno hepdtico, son pruebas que han sido
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consideradas como respuestas comunes de dano hepdtico (97, 98). EL
modelo experimental de LCB en la rata a las 72 horas, permite
demostrar que el higado dafiado por colestasis altera el metabolismo

de medicamentos de uso comin, tales como la aspirina.

El modelo de LCB que se utilizé en este trabajo es adecuado
para inducir colestasis en la rata. En nuestros experimentos se
determiné el perfil metabdlico de la Aspirina utilizando el método
descrito por Trinder (63). Este método es simple, rdpido y
reproducible. Es importante sefialar que todos los pardmetros
medidos entre el grupo control y el de LCB son significativamente

diferentes (P<0.05).

Finalmente, el andlisis de los resultados de este estudio nos
permite sugerir gque la' evaluacién del metabolismo de un fdrmaco de
propiedades farmacolégicas bien descritas como el AAS, en 1la
colestasis experimental, es una herramienta util para explorar el

dafio hepédtico.
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VII. CONCLUSIONES

1.~ El usco de marcadores especificos: enzimas y bilirrubinas
séricas y el contenido de glucdégeno hepatico son pruebas adecuadas
que permiten evaluar el dafo hepdtico inducido por la ligadura del

conducto biliar comin (LCB).

2.- El dafio hepdtico inducido por la obstruccidén biliar en la rata,

altera la excrecidén urinaria de la Aspirina.

2a.- E1 Acido Acetilsalicflico (AAS} no es eliminado como tal por

las ratas con obstruccidn biliar.

2b.- La eliminacidén del Acido Salicflico (AS) y del Acido Gentisico
(AG) se incrementa en el grupo de LCB, con respecto al

control.

3.~ La evaluacidn del perfil metabdlico de la Aspirina, representa
una herramienta de utilidad potencial para evidenciar el grado de

disfuncién hepdtica en el dafo inducido por la LCB.
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