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EFECTO SINERGICO
RESUMEN

Estudios previos en animales de experimentacién y en ensayos clinicos
en humanos, han sugerido la utilidad de la administracién oral de benzoato de
sodio (BS) u ornitina-aspartato (OA) para disminulr las concentraciones de
amonio en sangre.

Ambas sustancias se han propussto como formas de tratamiento para
pacientes con encefalopatia portal sistémica (EPS). Ei mecanismo de accién
postulado para el BS es la excrecién de amonio en forma de hipurato urinario
via el efecto de las enzimas glicina-Co A sintetasa y glicina n-aciltransferasa. En
el caso de la OA, estimulando ia incorporacién de amonio dentro del ciclo de los
dcidos tricarboxilicos via el incremento de Ia actividad de la glutamil sintetasa.
Siendo que ambos mecanismos no compiten, hipotéticamente se esperaria el
ofacto sinérgico de ambos fdrmacos para disminuir las concentracionaes de
amonio en sangre.

Para demostrar el efecto de la combinacién de (BS+OA) sobre las
concentraciones de amonio en sangre en un modelo de hiperamonemia se
estudiaron un total de 45 ratas macho Wistar, a las cuales se les indujo cirrosis
biliar mediante ligadura del conducto biliar por 4 semanas y se confirmé por
biopsia hepdtica. Las ratas se dividieron en VIil grupos experimentales y un
grupo adicional de ratas normales (sin operacién ni tratamiento) fue
considerado como control (Grupo 1); el resto se dividieron en los siguientes
grupos: ll= Operacidn sin tratamiento; Ili= BS oral 0.2 mL (500 mg/kg); IV= OA
oral 0.2 mL (20 mg/mL); V= BO oral 0.2 mL (BS 500 mg/kg + OA 20 mg/mL}; Vi=
BO oral 0.4 mL (BS 500 mg/kg + OA 20 mg/mL}); Vli= BO oral 0.6 mL (BS 500
mg/kg + OA 20 mg/mL); Vill= OA intravenoso 0.15 mL (100 mg/mL); IX= OA
intravenoso 0.30 mL (100 mg/L).

Los resultados sugieren que BS+ OA tiene efecto sinérgico para disminuir
los niveles de amonio en sangre de ratas cirréticas hiperamonémicas. Sin
embargo, el efecto sinergistico del BS+OA no supera al efecto aislado de OA
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intravenoso. Dado el efecto de OA i.v. esta podria ser una alternativa terapetitica
en pacientes con encefalopatfa hepdtica aguda.

Grupo f [l 11 v v vi il wvii X
n=5 (n=9) | (n=5} (n=4) n= 4! {n=5} {n=5) {n=4) {n=4)
. + + + + + + + +
BS - - + - + + + - -
OA - - - + + + + * +

N‘M‘ 110416°1§ | seat101$ | 2701008 | 352480 | 145417°1§ § 101215°4§ | 127145 t§ p 491187153 | 79017°1§
{ug/dL)
Hipurato o:mosmo.w.osrq 4941°5¢ | 0302 ] 2310.5'1§ | 2440.4°1§| 2210.6'1§{ 0.3:0.9°t% | 0.110.05%]
| (mg/vol)
Ursa A510168 | 49t18t6E | 71198°¢ ] 1841 23'(Y 120041°t | 108216°§ | 115208% | 1302231 | 1S2040°F
{mg/dL)
*{p<0.05) va Il, 1 (p<0.05) va Ill, § (p<0.05) va IV.} (p<0.05) va VI (U Mann-Whitney).
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION
La fase terminal de las enfermedades hepaticas crénicas es la cirrosis.
Este es un padecimiento que en nuestro pals causa 17,000 muertes al afio y
constituye la octava causa de mortalidad general (114).

Dentro de la evolucién de las enfermedades hepéaticas crénicas el
paciente puede sufrir diversas complicaciones y una alteracién metabdlica muy
frecuente en el estado terminal es la aparicién de sintomas relacionados con la
produccién excesiva de amonfaco, conocida como hiperamonemia. Esta
alteracién metabdlica generalmente se expresa con un cuadro clinico
electroencefalografico con deterioro del estado de conciencia de diversa
amplitud conocido como sindrome de encefalopatia hepética.

En la busqueda de nuevas alternativas terapeliticas se han estudiado los
mecanismos de acumulacién de diversos compuestos téxicos en el plasma y de
esta forma prevenirlos para mejorar las condiciones clinicas del paciente.

2. CIRROSIS HEPATICA.
2.1. Definicién.

Cualquiera que sea la etiologfa, se trata de un proceso crénico y
progresivo de fibrosis, en el cual el parénquima hepético se ve difusamente
destruido y desorganizado por bandas de tejido conectivo de diferente espesor,
gque rodean y separan nédulos de regeneracién del parénquima hepdtico
anormales en estructura y funcién (40).

2.2. Clasificacion.
La cirrosis se ha clasificado tomando en cuenta su etnologfa. ‘estructura
microscépica y hallazgos morfoldgicos.
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Etiologfa: la cirrosis hepética de acuerdo con su etiologfa (147), se clasifica de
la siguiente manera:

1. Cirrosis por enfermedades genéticas: galactosemia, enfermedades por
depésito de glucégeno (amilopeptinosis), tirosinosis, intolerancia herediataria a
la fructuosa, deficiencia de «-1 antitripsina, talasemia y otras anemias
determinadas genéticaments (atransferrinemia y anemias dependientes de
piridoxinas), enfermedad de Wilson, hemocromatosis, fibrosis quistica,
telangiectasias hereditarias hemorrédgicas (Osler-Rendu-
Weber),abstalipoproteinemia.

H. Cirrosis quimica: puede deberse al consumo de agentes téxicos y de
farmacos como la alfametildopa, el metotrexato y la oxifenisatina.

. Cirrosis alcohélica.

IV. Cirrosis Infecclosa: por hepatitis virales B y C, sifills congénita o
infecciones parasitarias.

V. Cirrosis nutricional: después de cirugfa intestinal para tratamiento de
obesidad.

Vi. Cirrosis biillar primaria.

Vil. Cirrosis congestiva.

Viil. Cirrosis criptogénica.

IX. Cirrosls infantil de la India.

X. Cirrosls por sarcolde: granulomatosa.

Microscopia: las caracteristicas histoldgicas que describen el proceso
cirrético-son las siguientes:

1. Dano de las células hepaticas desde la degeneracién hasta la necrosis.

2. Fibrosis delimitando los nédulos de regeneracién por bandas de tejido
conectivo.

3. Regeneracién de las células hepdtica con produccién de nédulos.

4. Pérdida de la arquitectura hepédtica y alteracién de la relacion entre espacios
porta y venas centrolobulillares.

Morfologfa; en base a ésta la cirrosis pusde clasificarse como:
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a) Micronodular: cuando hay nédulos de 3 mm o menos de didmetro.
b} Macronodular: cuando los nédulos tisnen un didmetro mayor de 3 mm.
c) Mixta: con ambos tipos de nédulos.

3. CUADRO CLINICO DE LA CIRROSIS.

Los principales sintomas de la cirrosis en pacientes son:
1. Ictericia, atribuida a los elevados niveles de bilirrubinas en sangre lo que se
manifiesta como la pigmentacién amarillenta en piel, mucosas y conjuntiva. La
pigmentacién de la esclerética se debe a la riqueza de elastina que muestra
alta afinidad por ia bilirrubina.

2. Prurito, por la acumulacién de dcidos biliares en la piel y a menudo seguido
por escoriaciones dermoepidérmicas (91).

3.Trastornos de la coagulacién, debido a la incapacidad de las células
hepéticas para producir una cantidad adecuada de protefnas involucradas en el
proceso de coagulacion.

4. Endotoxemia, por la disminucién en la depuracién hepética de toxinas (46,
159, 179).

3.1. Alteraciones Nutricias.

El paciente cirrético a menudo sufre desnutricién por diversas causas,
como disminucién en la cantidad de alimentos ingeridos ya sea por anorexia,
nadsea o vémito inherentes a la enfermedad; por aiteraciones en la digestién y
absorcién secundarios a la deficiencia de sales biliares y pancredticas; y
también’ por aumento del gasto energético en la degradacion de protefnas y
alteracién en la sintesis de protelnas hepdticas.
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3.2, Alteraciones Diversas Generalizadas.

Otro tipo de complicaciones que pueden presentarse son: anemia debida
a la pérdida de sangre, deficiencia de hierro, hemdlisis, hiperesplenismo por
disminucién en la produccién de hematies a nivel de la médula ésea, ademds
de complicaciones endocrinolégicas como femenizacién, hipogonadismo,
diabetes caracterizada por hiperinsulinemia e hiperglucagonemia y en casos
avanzados de insuficiencia hepatocelular grave pueds haber hipoglucemia.

3.3. Alteraclones del Estado de Conciencia.

La presencia de sintomas relacionados con el sistema nervioso central
(SNC) en pacientes que cursan con enfermedadss hepdticas, es un signo
pronéstico grave, ya que cuando el paciente progresa a coma hepdtico la
muerte se presenta generalmente en un corto plazo.

Los hallazgos realizados en encefalopatia hepdtica y coma hepédtico
incluyen:
- Evidencia clinica de dafio hepdtico crénico.
- Cuadros previos de encefalopatfa hepatica.
- Condiciones clinicas de estupor y coma.
- Electroencefalograma compatible con coma profundo.

3.4. Insuficlencia Hepética, Ciasificacién de Child-Pugh.
La insuficiencia hepética de acuerdo a su gravedad se puede clasificar
en tres niveles.

I. Insuficiencia hepética leve: no hay encefalopatia hepatica ni ascitis, las
prusbas de laboratorio (BT mg/dL <2, Alb g/dL >3.5, TP (seg) <5) caen dentro

de los valores normales y la nutricién del paciente es buena.

. Insuficiencia hepética moderada: se presentan encefalopatia hepética
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y ascilis, las pruebas de laboratorio (BT mg/dL 2-3, Alb g/dL 2.8-3.5, TP (seg) 6-
9) muestran clerta desviaciéon de lo normal pero la alimentacién del paciente
continda siendo satisfactoria.

M. Insuficlencia hepidtica grave: se presentan los grados extremos de la
‘encefalopatia hepética como el estupor y el coma, la ascitis es dificil de
controlar, las prusbas de laboratorio (BT mg/dL >3, Alb g/dL 2.8, TP (seg) >10)
son marcadamente anormaies y la nutricién del enfermo es deficiente.

4. PATOGENIA DE LA CIRROSIS.

Los factores patogénicos mds importantes son la disfuncién hepatocelular
intensa y el corto-circuito intra o extrahepdtico de sangre venosa portal hacia la
circulacién sistémica (59). Como consecuencia de estos trastornos diversas
sustancias téxicas absorbidas en el intestino no pueden ser eliminadas por el
higado originando alteraciones metabdlicas que llegan a interferir y alterar el
funionamiento del Sistema Nervioso Central.

4.1. Alteraciones Histol6gicas.

Histolégicamente se observa fibrosis y formacion de nddulos
ragenerativos; el flujo biliar canalicular se ve disminuido originando una
reduccién en la secrecién hepética tanto de agua como de aniones orgdnicos
(bilirrubina-dcidos biliares). Todo esto se traduce en una incapacidad del
hepatocito para excretar bilis (21), la cual se acompafa de disminucién en el
gradiente de produccién de bilis, lo que altera la polaridad, la permeabilidad y
la fluidez de las membranas sinusoidal y canalicular asi como los sistemas de
transporte. Existen también alteraciones en la funcion de los organslos
intracelulares y en la funcién del citoesqueleto.
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4.2. Sindrome de Hipertensién Portal y Hemorragia por Amplitud de
Vasos.

Las enfermedades que originan la cirrosis producen depésitos de tejido
conectivo el cual rodea d4reas perivenosas, periportales, las venas hepdticas y
los conductos portales, formando puentes. Lo que origina que e} flujo portal
pase directamente al sistema venoso hepatico sin pasar por los acinos.

Este cortocircuito aunado a fa alteracién de la arquitectura de los vasos
como resultado de la compresién, ademds de la colagenizacién de los
sinusoides, contribuyen a la hipertensién portal, que en pacientes cirréticos es la
principal causa de ascitis. Otros factores son también coadyuvantes en este
padecimiento como la disminucién en la produccién de albimina, la retencién
de agua y sodio.

En la cirrosis hepatica ademds de las alteraciones del higado, el tracto
gastrointestinal es otro blanco que también se ve afectado. Las vdrices del tracto
gastrointestinal se desarrollan como una consecuencia de la hipertensién portal
en los dos extremos del tracto intestinal: vérices esofdgicas en el extremo
superior y vérices rectales en el otro.

Las vdrices sangrantes en cirrosis tisnen efscto daiino en los hepatocitos
lo que puede deberse a anemia, disminucién del oxigeno hepdtico, o a las
elevadas demandas metabdlicas que resultan del catabolismo que sigue a la
hemorragia (40).

4.3. Sindrome de Encefalopatia Hepédtica (EH).

Se da el nombre de encefalopatia hepdtica a un grupo de alteraciones
neurosiquidtricas de naturaleza inespecifica, que se presentan habitualmente
en pacientes con insuficiencia hepética moderada o leve e incluso en pacientes
sin lesién hepdtica pero que presentan corto-circuitos portosistémicos (168).
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La encefalopatia portal sistémica (EPS) constituye un sindrome
neurosiquidtrico que puede complicar casi todas las enfermedades hepéticas y
si las alteraciones persisten, puede originar coma profundo e incluso la muerte
(168).

5. ESPECTRO DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICA.

A pesar de que frecuentemente a la encefalopatia hepdtica se le
denomina coma hepético, se debe tener en cuenta que no siempre las
alteraciones neurosiquidtricas se acompanan de pérdida de la conciencia. El
coma es el estado mds avanzado de la encefalopatia.

5.1. Definicién.

Es un complejo sindrome neurosiquidtrico que se desarrolla como
consecuencia de insuficiencia hepdtica y de la aparicién de corto-circuito
portosistémico. Se caracteriza por alteraciones de la conducta y la conciencia,
trastornos de la personalidad, asterixis o temblor en aleteo y alteraciones
elactroencefalogréficas. La encefalopatia hepatica se manifiesta principalmente
en la cirrosis hepética o en forma secundaria a cirugfa derivativa portosistémica,
hepatitis alcohélica y muy raramente en el transcurso de neoplasias del higado
(47).

La causa de la encefalopatia hepética es probablemente multifactorial y
su aparicién se relaciona con la accién de diversas sustancias presumiblemente
téxicas talss como amonio, mercaptanos, dcidos grascs de cadena corta y
aminodcidos de cadena aromética entre otros, provenientes del tubo digestivo y
que son absorbidos en el intestino pasando a la circulacién portal. Una parte de
ellas se desvia a la circulacién general por los corto-circuitos portosistémicos
aumentando sus concentraciones en la circulacion general favoreciendo asi su
paso a través de la barrera hematoencefdlica donde actian como agentes
téxicos sobre el SNC.
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Otras alteraciones metabdlicas como la deficiencia de zinc, también se
han implicado en la patogsnia de la encefalopatia hepética por su participacién
como cofactor de ornitina transcarbamilasa que actda en la conversién del
amonio a sustancias menos téxicas para el SNC, como [a urea (59).

El desequilibrio electrolitico que ocasiona hipokalemia, alcalosis, hipoxia
o hipovolemia, ademds de infacciones, intervencionaes quirtirgicas,
enfermedades hepdticas agudas, enfermedades hepdticas progresivas y
obstruccidn extrahepdtica de las vias biliares, son también causas
desencadenantes de la encefalopatia hepética (47).

Otros sindromes hiperamonémicos asociados a encefalopatia portal
sistémica son: sindromes por deficiencias en el ciclo de la urea, acidemias
orgénicas heredadas (55), hiperamonemia transitoria en infantes prematuros
(10, 144), sindrome de Reye (140, 152) @ hiperamonemia inducida por dcido
valproico (43).

5.2. Claslficacioén.

La encefalopatia hepédtica se puede presentar en diferentes formas:
subclinica, crénica recurrente, aguda, fulminante, por alteraciones enzimaticas,
sindrome de Reye.

Excepto los casos de alteraciones enzimaticas del ciclo de la urea que
cursan sin dafio hepatico estructural, el resto de las encefalopatfas cursan con
dario hepdtico agudo (hepatitis fulminante) o crénico {cirrosis).

1. Subclinica: se define como la presencia de funcionamiento neurofisiolégico
anormal, en el que los pacientes pueden descompensarse réapidamente por
factores precipitantes como la ingestién aguda de proteinas o la toma de
sedantes, y en los que se puede inducir los signos y sintomas caracter/fsticos de
la encefalopatfa.

10
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Las manifestaciones clinicas son: aliento hepético, originado por
sustancias derivadas de los mercaptanos como el dimetil-sulféxido, el etanetiol y
ol metanetiol (33); asterixis o presencia de temblor de aleteo en las munecas,
que se produce por fatiga neuromuscular (158); otros signos crénicos de
hepatopatia pre-existente son atrofia muscular, telangiectasias, red venosa
colateral, cambios en la piel y en ocasiones ictericia, ascitis y edema.

Il. Aguda: se presenta en forma brusca y severa deterioro del estado de
conciencia (estupor o coma profundo), habituaimente asociado a necrosis
masiva hepdtica por infecciones virales, agentes téxicos o drogas; puede
presentarse también en casos de degeneracién grasosa aguda, como la
observada durante el embarazo, por exceso de tetraciclina y en el sindrome de
Reye.

Este tipo de encefalopatia es de instalacién répida y de curso fulminante.
Se caracteriza por delirio, convulsiones, rigidez de descerebracién ocasional y
frecuentements la muerts, aunque puede ser reversible en el 20-40% de los
€asos.

ll. Crénica Recurrente: se trata de un tipo de encefalopatia cuya instalacién
es mds incidiosa y con un curso menos violento. Los trastornos que a menudo
son totalmente reversibles, son precipitados por factores exégenos.

Las manifestaciones cifnicas de esta encefalopatfa son: hedor hepdtico,
debido a la eliminacién por via respiratoria de derivados de los mercaptanos,
principalmente el dimetilsulféxido y el etanetiol (183); asterixis (158).

IV. Fulminante: se presenta en pacientes con falla hepdtica aguda y tiene la
progresién mds rdpida de la enfermedad, comunmente se desarrolla
encefalopatfa dentro de las 8 semanas del inicio de los sintomas, la mortalidad
alcanza el 80%. La mayoria de los casos se deben a hepatitis viral o son
inducidas por drogas (119).
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V. Por Alteraclén Enzimética: ocurre principalmente en recién nacidos,
varones después de que ha comenzado la lactancia (38).

VI. Sindrome de Reye: es una alteracién de causa desconocida que afecta a
infantes y adolescentes. Generalmente es precedida de la infeccién del arbol
respiratorio, vémito, letargia y estupor. Existe hepatomegalia y aumenta la
consistencia de la gldndula hepdtica. Entre las causas se cuentan: una infeccién
viral aun desconocida, una toxina exdgena, intoxicacién endégena y errores
genéticos metabdlicos (140).

VIi. Otras:

- Aguda recurrente: que ocurre como episodios simples pero recurrentes.

~ Crénica irreversible: los desérdenes crénicos pueden variar de intensidad, y
evolucionar hasta un grado en que sea irreversible.

- Mielopatfa: se trata de un sindrome con una frecuencia muy baja y que casi
siempre es irreversible (38).

5.3. Cuadro Ciinico.

De acuerdo con su evolucidn la encefalopatia hepética puede dividirse en
dos etapas: 1) etapa inicial o *precoma" y 2) etapa tardia o "coma®; esta Uitima
con tres estadios: estupor, coma superficial y coma profundo.

Inicialmente se observan alteraciones de la conducta en ocasiones
imperceptibles, como trastornos muy discretos de la conducta emocional,
alteraciones o inversién del ritmo del suefio, alteraciones del apstito,
alucinaciones, apatfa, confusién mental y excitacién o agitacién sicomotora.

Los trastornos motores son del tipo de temblor en aleteo o asterixis,

marcha atédxica, exaltacién de reflejos osteotendinosos, aumento de! tono
muscular, clonos aquileo o clonos rotuliano y reflejo de succién y prehsnsion.

12
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En la mayorfa de los casos se observan solo algunas de las alteraciones
mencionadas, en diversas combinaciones de sintomas y signos.

En etapas tardias, el estadio de estupor se caracteriza por un deterioro
acentuado de las facultades intelectuales, aunque el enfermo conserva la
capacidad de obedecer 6rdenes. En el coma superficial se observa pérdida de
la conciencia con respuesta a estimulos dolorosos, pero cuando el enfermo se
encuentra en coma profundo hay pérdida total de la conciencia e incapacidad
para responder ante cualquier clase de estimulos.

5.4. Patogenia.

En humanos los estudios del metabolismo de d4reas cerebrales
ospecificas son limitados pero se ha observado que en la mayoria de los casos,
la alteracién es totalmente reversible y por lo general no crea secuelas. Las
investigaciones nsuroquimicas realizadas en animales de experimentacién, se
basan en un coma inducido por medio de la extirpacién, desvascularizacién del
higado o por la inyeccién de una o varias hepatotoxinas.

5.5. Patologia Celular.

No se encuentran definidos aln los posibles mecanismos celulares que
pueden inducir la encefalopatia hepdtica, pero la atencién se ha enfocado en
tres procesos cerebrales, cuyos mecanismos serfan:

1. Deterioro de la transmisién sindptica (3).
2. Alteraciones funcionales de la membrana neuronal (30).
3. Alteraciones en el metabolismo energético cerebral (31).

.13
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5.6. Alteraciones Neurometabdlicas.

En la mayoria de los casos con encefalopatia portal crénica la alteracién
es revarsible del todo, usualmente no quedan secuelas y no se observan
lesiones estructurales importantes en el cerebro.

Pero hay casos menos frecuentes en los que se presentan alteraciones
neurolégicas estructurales como:;
a) desmielinizacién en el cerebro, médula espinal y degeneracién
hepatocerebral (paraparesis espastica).

b) cambios en los astrocitos cerebrales y edema (son reversibles en parte), lo
¢que representa el estadio més avanzado de una encefalopatia metabélica
previamente reversible.

5.7. Giutamina y EPS.

La glutamina se transporta por via sangulnea hasta el higado en donde
se transforma en glutamato y amonfaco por accién de la glutaminasa, lo que
constituye una reaccién importante en el metabolismo de los aminodcidos, ya
que es la principal ruta para convertir al amoniaco libre que es téxico, en
glutamina que no lo es y poderlo transportar en la sangre (93).

La glutamina asf formada, puede atravesar facilmente las membranas
celulares en tanto que el glutamato que es portador de una carga negativa, no
puede hacerlo. El amonfaco por su parte, puede recuperarse y volverse a
emplear en la sintesis de los aminodcidos. En este caso, la glutamato
deshidrogenasa actlia en sentido inverso, reduciendo al amoniaco y al a-
cetoglutarato para formar glutamato. Esta reaccién estd promovida por la
reaccidn ligada a la nicotina-adenin difosfato (NADP) y es de importancia
fundamental en la biosintesis de todos los aminodcidos, ya que el glutamato es
el dador del grupo amino en la sintesis de otros aminodcidos por reacciones de
transaminacién (93).

14
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El glutamato, que se halla presente en la sangre que fluye al cerebro se
transforma en glutamina por medio de la glutamina sintetasa y aparece en la
sangre que abandona al tejido. Se ha supuesto que el amonio disminuye la
cantidad de glutamato en el cersbro (53). Luego de su liberacién dentro del
espacio sindptico, el glutamato se liga a su receptor llegando a tener una
prolongada exposicién a éste si la cantidad de glutamato es elevada.

En encefalopatia hepstica la neurotoxicidad mediada por el receptor de
glutamato, originard cambios proliferativos y quizd degenerativos en el cerebro.
En este padecimiento hay disminucién celular cerebral observada por la
reduccién de oxigeno y el consumo de glucosa (74). Los probablas mecanismos
involucrados son inhibicién de ATPasa Nat/K+ neuronal y disturbios en la
integridad de la barrera hemato-encefdlica (95, 181).

Raecientemente se ha propuesto que la acumulacién de aminodcidos
osmogénicos como la glutamina que aumenta durante la hiperamonemia,
contribuye al desarrollo de edema cerebral y falla hepética (157). Algunos
investigadores han propuesto que el hinchamiento de la célula debe ser el
resultado de la activacién de una via calcio-dependiente (116).

5.8. Gliclna y EPS.
La glicina durante su sintesis puede seguir dos rutas:

a) convertirse en serina, un aminodcido de 3-carbonos por adicién de un grupo
hidroximetilo mediants la serina hidroximetil transferasa que contiene la
coenzima tetrahidrofolato, cuyo papel es transportar fragmentos de 1-carbono
como los grupos metilo, formilo, formimino e hidroximetilo. La serina, es el
precursor de los 2-carbonos de la glicina, por eliminacién de un dtomo de
carbono, en la posicién § (93).

b) en el higado de los vertebrados la glicina puede generarse por otra ruta
catalizada por la glicina sintetasa.

15
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Sin embargo, la ruta principal de degradacién de la glicina es una
reaccién diferente, que necesita tetrahidrofolato y lleva a cabo la ruptura por
oxidacién de la glicina en CO2 y NH3 y un grupo de metileno (-CH2-) que es
aceptado por el tetrahidrofolato. Esta reaccién que se invierte facilments estd
catalizada por la glicina sintetasa.

Bajo condiciones normales los neurotransmisores inhibidores GABA y
glicina abren los canales de cloro de las neuronas luego de unirse a una
corriente de cloro y la neurona pierde su habilidad para prender (103). El
amonio inactiva la salida del cloro de las neuronas (39), aboliendo el gradiente
de concentracién del cloro a través de la membrana neuronal. Como una
consecuencia, la abertura de canales de cloro de la neurona por GABA o glicina
se encuentra seguida por una entrada de cloro dentro de las neuronas. Asi el
amonio altera la inhibicién post-sindptica en corteza cerebral, tdlamo, tallo de!
cerebro y cordén espinal (136).

6. SUSTANCIAS IMPLICADAS EN LA PATOGENIA DE LA
ENCEFALOPATIA PORTAL SISTEMICA.

El conocimiento actual respecto a la patogenia de la encefalopatia
hepdtica, enfatiza la importancia de las alteraciones del metabolismo cerebral
por influjo de diversos productos metabdlicos de origen intestinal, los que
normalmente son eliminados de la sangre por la vena porta cuando el hfgado
estd sano. Estos productos son identificados como toxinas.

6.1. Amonio.

Esta sustancia es la que con mayor frecusncia se encuentra implicada en
el desarrollo de encefalopatia hepdtica. Algunos investigadores han seiialado
que ante una lesién hepética, el cerebro es més sensible a los efectos téxicos
del amonio. Debido al efacto fisiopatogénico del amonio, tedricamente se puede
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decir que el desencadenamiento de la encefalopatia hepética se debe a que
(160):

a) Interfiere con el metabolismo energético cerebral (mediante la disminucién de
la sintesis de adenin-trifosfato (ATP) y acetil-coenzima A (acetil-Co A))
reduciendo los enlaces fosfato, lo que favorece la depresién del sistema
reticular ascendente, propiciando aparicién de cambios mentales.

b} Aumenta la sintesis de glutamina, la cual tedricamente actia como un
neurotransmisor.

¢) Aumenta la acumulacién del dcido gama aminobutirico (GABA), que es un
inhibidor de la neurotransmisién.

d) Tiene efecto directo sobre la membrana neuronal, disminuyendo la frecuencia
de los potenciales de espiga y alterando la transferencia de electrolitos y agua a
través de la membrana.

a) Produce alteraciones en la relacién mitocondria-citoplasma de nicotinamida-
adenfn-dinucledtido reducido / nicotinamida-adenin-dinucleétido (NADH/NAD) y
de! cambio malato/aspartato, dando por resultado la acumulacién del lactato en
el citoplasma y disminucién de los neurotransmisores excitadores como
aspartato y glutamato.

6.2. Mercaptanos. .

Otra toxina involucrada en el sindrome de la encefalopatia hepética es la
metionina. Se trata de un aminodcido sulfurado que al ser metabolizado por el
higado y las bacterias intestinales, produce metabolitos (mercaptanos) como el
dimetilsulféxido y el metanetiol (34).

17
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6.3. Acldos Grasos.

Los dcidos grasos de cadena corta y mediana con longitudes de C5 a C8
(butarato, valerato, octanato y dcido hexanoico) pueden desempeitar un papel
importante en la encefalopatia hepética (185, 187). Estos &cidos grasos se han
encontrado elevados en la sangre y el liquido cefalorraqufdeo de pacientes con
encefalopatfa hepaética.

A pesar de que no se han establecido del todo los mecanismos de accién
de los dcidos grasos de cadena corta en cuanto al desarrollo de encefalopatfa
hepética, la accién téxica puede deberse a:

a) Accién sinérgica con otras toxinas como amonio y mercaptanos.

b) Inhibicién de la destoxificacién del amonio mediante la disminucién de la
sintesis de urea y la formacién de glutamato.

c) Accién directa sobre las membranas neuronales y las terminaciones
sindpticas, interfiriendo con el flujo i6nico y la propagacién de los impulsos
nerviosos.

d) Debido a que los dcidos se transportan unidos a albimina, compstencia por
los medios de transporte intravascular con otras toxinas.

6.4. Falsos Neurotransmisores.

Fischer y cols. trataron de explicar la encefalopatia hepética postulando
una disminucién de transmisores neuroquimicos verdaderos como la
noradrenalina y la dopamina, en ciertas 4reas vitales del SNC o la presencia de
neurotransmisores falsos que desplazan a los transmisores neuroquimicos
biolégicamente activos a nivel del receptor neuronal, o ambas.
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Estos falsos neurotransmisores son aminas biogénicas betahidroxiiadas y
serotonina que pueden producirse en el colon por accién de las enzimas
bacterianas que actuan como descarboxilasas que atacan los aminodcidos
aromdticos luminales, principalmente fenilalanina, tirosina y triptofano.

Cuando la sangre se desvia de la vena porta sin pasar por el higado, las
aminas -que normalmente son metabolizadas por éste organo aparecen en la
circulaciéon general y se pueden acumular en las terminaciones nerviosas
presindpticas y en el SNC y periférico desplazando a los verdaderos
neurotransmisores (noradrenalina y dopamina).

6.5. GABA.

El 4cido gama aminobutirico (GABA), es el neurotransmisor y
neurodepresor més abundante del sistema nervioso central; aungque en la
mayoria de las zonas actua como neurodepresor, hay zonas en las que funciona
como neuroexcitador.

El GABA puede producirse en el colon por los mecanismos involucrados
en la putrefaccién coldnica en la qus intervienen bacterias colénicas como E£.
coli y B. fagilis. Para algunos autores, el GABA es la principal toxina involucrada
con la patogenésis de la encefalopatia hepética (13).

6.6. Zinc.

El metabolismo de algunos metales como e! zinc, el cobre o el hierro, se
encuentra alterado en la cirrosis hepdtica. La alteracién de metabolismo del
zinc tiene particular interés en la patogenia de la encefalopatia hepética, ya que
es necesario para la activacion normal de la ornitina transcarbamilasa, enzima
que participa en el ciclo de la urea (28) y de la glutamina sintetasa, que
incorpora amonio a! glutamato (131). De esta forma afecta dos vias metabdlicas
de eliminacién del amonio.
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La mayorfa de los pacientes cirréticos alcohdlicos presentan zincuria
ademds de absorber cantidades subnormales de zinc. Esta alteracién se pone
de manifiesto en los niveles sanguineos subnormales del metal. Como la
mayorfa de las enzimas del ciclo de la urea son zinc-dependientes, algunos
investigadores han especulado que la deficiencia de zinc podrfa entorpecer esa
via metabdlica para la eliminacién del amonio. De hecho, estudios preliminares
sugieren que la suplementacién de zinc mejora la encefalopatia hepética
subgclinica y la crénica recurrente (138, 159).

7. AMONIO.

El amonio (NH3) es un producto del catabolismo de las protefnas en los
mamfiferos. Se forma en el tubo intestinal por la accién de las ureasas
bacterianas sobre las protelnas de la dieta y la urea, llegando al higado por la
vena porta. Una cantidad importante (25%) de amonio se absorbe a partir del
tubo intestinal .

7.1 Sintesis de Amonlo.

En el higado se forman grandes cantidades de amonio (75%) por
desaminacién oxidativa de los aminodcidos, principaimente por transaminacién
de aminodcidos mds a-cetoglutarato lo que origina glutamato, el que
posteriormente por desaminacion pasa a o-cetoglutarato por oxidacién aerobia
de algunas aminas fisioldgicas como la adrenalina y la dopamina. También por
hidrélisis de las bases de nucledtidos.

En la sangre so!o‘el 1% del amonlaco total se halla en forma de NHgs libre
a pH 7,4 el resto aparece como i6n amonio (NH4+). En muchos tejidos el
amoniaco se combina con el giutamato para dar glutamina en una reaccién que
es catalizada por la glutamina sintetasa (93). o
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- Amonio en el Tubo Digestivo: se forma a partir de! material nitrogenado
de ia dieta y de la descamacién epitelial de la pared intestinal, tisne también
como sustratos: péptidos y aminodcidos que son secretados de la circulacién a
la mucosa y a la luz intestinal, ademés de compuestos méas pequefios como la
urea, que son fdcilmente difusibles.

En la flora bacteriana normal y en la mucosa intestinal (155) existen
enzimas que pueden liberar amonio de estas sustancias. Las bacterias que
producen ureasa son aerébicas como las enterobacterias o anaerébicas
(Proteus ,Clostridia y Bacteroides) (48).

« Amonio en el Estémago e Intestino Delgado: en presencia de
hiperamonamia y encefalopatia hepdtica la hidrélisis de la urea es sumamente
importante ya que es una sustancia fécilmente difusible que pasa libremente de
la circulacién a la luz intestinal tanto en e! estémago como en el intestino
delgado.

La localizacidn de la actividad de ureasa en el tubo digestivo del hombre
ha sido ampliamente estudiada en forma directa e indirecta. El grado y e! sitio de
contacto entre la enzima y el sustrato probablemente difieren en forma regional
tanto porque existen diferencias locales en el transporte de urea entre la
circulacién y la luz intestinal como por la localizacién propiamente de las
ureasas bacterianas (154).

- Amonlo en el Colon: el intestino grueso es casi impermeable a la urea
cuyo diamétro es de 2.3 AC (angstrom), debido al tamaiio de los poros de su
membrana (22, 180).

En humanos se ha estudiado la hidrélisis de la urea de la sangre
circulante luego de la administracién de diferentes cantidades de urea por via
endovenosa (180). Los datos muestran que el colon es poco permeable a la
urea y que la hidrélisis de la urea circulante se ileva a cabo probablemente en la
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mucosa o yuxtamucosa, permitiendo que la mayor parte del amonlo formado se
absorba a ia circulacién portal, en donde el amonio va a ser parcialmente
resintetizado a urea sn el higado. Una parte de esta urea se va a distribuir
nusvamente al tubo digestivo para degradarse a amonio y su consecuente
recirculacién enterchepdtica. Estos eventos ocurren sin pérdida de nitrégeno
para el organismo.

7.2. Metabollsmo y Toxicidad del Amonlo.

Dasde 1932, se sabe que el amonio es una sustancia téxica (11), pero su
papel enla encefalopatia hepdtica se conocié en 1952 cuando por primera vez
Gabuzda y cols. (57) observaron coma hepético en enfermos con cirrosis al
administraries sustancias nitrogenadas (cloruro de amonio, urea o dietas ricas
en protelnas). Algunos estudios cifnicos muestran una clara correlacién del
incremento de los niveles de amonio plasmatico y glutamina de liquido
cefalorraquideo con la presencia de encefalopatia hepatica, sugiriendo una
relacién entre los niveles de amonio y el estado mental. Otros estudios muestran
la existencia de hiperamonemia y alteraciones del estado mental en trastornos
congénitos enziméticos del ciclo de la urea (14).

Los individuos con sindromes hiperamonémicos, por alteraciones
genéticas hereditarias en alguna enzima del ciclo de la urea o como
consecuencia de dafio hepdtico (cirrosis, hepatitis fulminante, etc.), muestran
incapacidad para formar urea a partir de amoniaco. No pueden tolerar una dista
rica en proteinas ya que los aminodcidos (AA) ingeridos en exceso sobre las
necesidades diarias minimas para la sintesis de proteinas se dasaminarian en
el higado y provocarian la aparicién de amonfaco libre en la sangre, lo que lleva
a alteraciones mentales, retraso en el desarrollo y si la cantidad es elevada,
coma hepdtico y la muerte (34, 41, 70, 126).

22



EFECTO SINERGICO

7.3. Transporte de Amonlo.

El transporte de amonio /in vitro, a través de una membrana se lleva a
cabo por difusién no iénica. El amonfaco (NH3) que funciona como una base
libre, se difunde rdpidaments porque es una moiécula que no estd cargada y
que es soluble en lipidos; en cambio, el ién amonio (NH4*) atraviesa
diffciimente la membrana, pues estd hidratado, tiene carga y es poco soluble en
Iipidos; el pH de este sistema es de aproximadamente 9,1. La constante de
disociacién del ién amonio en condiciones fisiolégicas, es tal que solo hay 10
moléculas a pH 8, 100 a pH 7 y 1,000 a pH 6 como base libre rdpidamente
difusible (157). En el hombre, tales estimaciones se encuentran sujetas a las
diversas caracteristicas de la mucosa intestinal en los diferentes segmentos del
tubo digestivo.

Aunque in vivo no se ha podido cuantificar la capacidad del estémago
para absorber amonio, se sabe que la secrecién del amonio esté directamente
relacionada a la concentracién en la sangre. En el yeyuno se ha observado que
la absorcién de amonio se lleva a cabo mediante transporte pasivo; en tanto que
la secrecidn o paso del amonio de la sangre a la luz intestinal, se realiza por
transporte activo, en donde intervienen factores de difusién como ocurre en
animales (154). En el ileon en humanos, no se ha investigado el transporte del
amonio, pero en animales se sugiere que la absorcién del amonio a este nivel
requiers un proceso activo unido a la secrecién de bicarbonato. En estudios
realizados en colon humano, se ha demostrado que el amonio se absorbe por
gradientes de pH, eléctricos y de concentracidén (22,29, 154, 155, 157).

Por todo lo anterior, el transporte de amonio puede definirse como un
fenémeno bidireccional que se lleva a cabo de acuerdo con la concentracién
relativa de la sustancia en ambos sitios de la membrana intestinal. No se
conocen con exactitud los principales factores que afectan el transporte de
amonio en el hombre, pero se sabe que no son los mismos para todos los sitios
del intestino.
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7.4. Funclén Cerebra! y Amonio.

No se conoce del todo el efecto que ei amonio pueda tener a nivel
cerebral (184) ya que no se comprenden adn los problemas neuroquimicos y
neurofisiolégicos de las diferentes estructuras del cerebro responsables de la
regulacién de las diversas estructuras que componen el SNC, dificultando la
definicién de los procesos metabdlicos nerviosos regionales (148).

Se sabe, sin embargo, que para mantener el adecuado funcionamiento
cerebral y por tanto el estado de conciencia es necesario conservar la
integridad anatémica de las estructuras nerviosas, la produccién adecuada de
energla y la transmisién sindptica normal.

En la encefalopatia hepética, histoldgicamente existe hipertrofia o
hiperplasia de los astrocitos o céiulas de Alzheimer tipo Il de la neuroglia. En el
astracito se encuentra la glutamina sintetasa que en conjunto con la glutamato
deshidrogenasa son las responsables de extraer el amonio cerebral.

En los pacientes cirréticos la actividad de estas enzimas se ve disminuida
lo que ocasiona dafio a Ia integridad del astrocito y como consecuencia se
reduce la capacidad de extraer amonio por estas enzimas (24), ademds de que
también regulan la funcién sindptica por medio del glutamato. Algunos estudios
experimentales de encefalopatia hepdtica muestran cambios sindpticos al ser
modificados los niveles de giutamato por deterioro de la funcién hepética (72).

El amonfaco es tan téxico que la inyeccién de soluciones ain muy
diluidas en la corriente sanguinea desencadena la aparicién de estados
comatosos. La toxicidad del amoniaco respecto al cerebro no se conoce bilen,
pero pueden identificarse bédsicamente dos hechos:

1) Al pH de la sangre el amonfaco aparece casi completamente como i6n

amonio (NH4%) el cual no puede atravesar facilmente las membranas del
plasma o de las mitocondrias. Sin embargo, el amoniaco libre (NH3) que es una
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molécula neutra, circula libremente y aunque en la sangre solo el 1% del
amonfaco total se halla en forma de NH3libre a pH 7,4 esta pequefia cantidad
puede penetrar a través de las membranas y entrar en las células cerebrales y
sus mitocondrias.

2) La entrada del amoniaco en las mitocondrias cerebrales conduce a la
formacidn de glutamato a partir del amoniaco y del a-cetoglutarato, mediante la
reaccidn de la glutamato deshidrogenasa. El resultado neto es que el a-
cetoglutarato desaparece del ciclo del 4cido citrico en las mitocondrias de!
cerebro, disminuyendo la velocidad de oxidacién de la glucosa.

7.5. Ciclo de la Urea.

El amoniaco procedente de la desaminacién de los AA, se convierte en
urea en el higado por el ciclo de la urea. La sintesis de la urea quimicamente
es una reaccién de neutralizacién de una base fuerte (HCO3") por un dcido
débil (NH4+), La excrecién diaria de 30 g de urea corresponde a la
neutratizacién de aproximadamente 1 mol de HCO3" (73).

Una molécula de ornitina se combina con una molécula de NH3 en
forma de CARBAMIL FOSFATO para formar CITRULINA, ia cual capta una
segunda molécula de amoniaco en forma de ASPARTATO y forma
ARGININASUCCINATO, que originara ARGININA; esta tiltima se hidroliza
dando UREA y regenerando una molécula de ORNITINA, la que puede
comenzar nuevamente el ciclo (Figura 1).

Ei producto del ciclo es la urea, la cual es neutra, no téxica y soluble en
agua, por la via sangulnea llega a los rifiones y se excrsta por la orina. En un
individuo normal, la mayor parte del amonio formado acaba siendo sliminado en
forma de urea, que es la principal ruta de excrecién de nitrégeno en los
mamiferos. En el ciclo de la urea se eliminan dos moléculas de amonio: una de
amonio libre y otra cedida por el aspartato.
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De acuerdo a Galambos (58), la determinacién de la sintesis diaria de
urea es una buena medida para confirmar la capacidad del higado para
metabolizar nitrégeno y por lo tanto es muy importante para la funcién cerebral.
Sefial6 ‘también que una disminucién de la sintesis de urea del higado es
causada por la disminucién en la funcién de enzimas especificas del ciclo de
Krebs.

Un paciente sano excreta 90% del N-protelco que toma por la orina y 10%
por excremento. Noventa por ciento de N-urinario es N-urea, el 10% es amonio,
creatinina, dcido Urico y péptidos (112). Los elevados niveles de glutamina
plasmética son el resuitado de una disminucién en la sintesis de urea (61).
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* Figura 1: CICLO DE LA UREA
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8. METABOLISMO NITROGENADO E HIGADO.

En el parénquima hepético existe una marcada heterogeneidad celular
que origina dos zonas funcionalmente diferentes: una periportal y otra
perivenosa, las que muestran marcadas diferencias en su contenido enzimético
y en las estructuras subcelulares que las componen, lo que trae como
consecuencia que ambas regiones difisran en las funciones que llevan a cabo,
principaimente con respscto al metabolismo del nitrégeno, lo que se traduce en
importantes implicaciones funcionales para la homeostasis del amonio (83).

8.1. Heterogeneidad Funclonal del Higado.
Los procesos metabdlicos que se llevan a cabo en el higado son:

Zona Periporial Zona Perivenosa
1) Liberacién de glucosa 1) Incorporacién de glucosa
- degradacién det - sinesis de glucégeno desde
gluctgeno a glucosa, gluoosa
- gluconsogénesis. - glucdlisis
- liponeogénesis
2) Ilohl;olllmo energético oxidative
- oxidacién de dcidos grasos.
- ciclo del dcido cftrico.
- cadena respiratoria.
3) Utilizacidn de aminoicidos. 3) Destoxificacién del Amonio
- conversién de aminodcidos
a glucosa.
- degradacién de aminodcidos
- ureagénesis desde el - ureagénesis desde el N2
N2 del amonio. de los aminodcidos
4) Protecclén oxidativa. 4) Blotransformacién

5) Excrecién del dcido célico.
6) Excrecién_de_bilirrubina.

Tabla 1. Heterogeneidad funcional de los cordones de hepatocitos.
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8.2. .Hotrogenoldad Enzimética en el Higado.
Las enzimas que actuan en las dos zonas hepdticas (83) son:

Zona Periportal
1) Liberacién de glucosa
- glucosa 6-fosfatasa
- fructuosa 1,6-difosfatasa
- fosfoenolpiruvato carboxinasa
- lactato deshidrogenasa

2) Metabolismo energético oxidativo

- succinato deshidrogenasa

- malato deshidrogenasa

- citocromo dashidrogenasa
3) Utilizaclén de aminodcidos,

- alanino aminotranslerasa

- trosina aminotransferasa

- omitina carbamiltransferasa
4) Proteccién oxidativa.

- glutation peroxidasa

5) Excrecién del écido cdlico.
- ATPasa canalicular
6) Excrecién de bilirrubina.

11 65n de gl

- piruvato cinasa
« glucosat-fosfato
deshidrogenasa

3) Destoxificacién de! Amonlo
- ghutamato deshidrogenasa
- Isocitrato deshidrogenasa
(NADP*)
4) Biotransformacién
- NADPH-citocromo ¢
reductasa
- citocromo P450
- citocromo bs
- NADH- tetrazolium reductasa
- alcohol deshidrogenasa

Tabla 2. Heterogeneidad enzimética de los cordones de hepatocitos.
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8.3. Metabolismo de Aminodcidos en el Higado.

Las proteinas provenientes de la dieta pueden ser utilizadas
completamente solo si ésta contiene la cantidad necesaria de cada AA esencial,
el resto debe ser degradado para proporcionar energfa y su nitrégeno deberd
ser eliminado.

Las proteinas de la dieta son hidrolizadas dentro de la luz intestinal y los
AA y oligopéptidos resultantes son captados por la mucosa del intestino
delgado. En la mucosa se produce una hidrdlisis adicional de los oligopéptidos
y puede producirse un cierto grado de metabolismo de los AA de la dieta, psro
la mayor parte son transportados desde el intestino a través de la vena porta
(79).

Después de una comida, los AA aicanzan el higado en concentraciones
relativamente elevadas. Una parte de estos AA exdgenos es utilizada por el
higado para sintetizar proteinas para su propia estructura y funcién, y el resto
pueden ser eliminados en la primera circulacién portal o pueden pasar a la
circulacién sistémica donde se encuentran disponibles para su captacién por los
tejidos periféricos (49).

Los AA que no son utilizados inmediatamente para la sintesis de
proteinas y otras biomoléculas, no pueden almacenarse en la célula como los
d4cidos grasos y la glucosa, ni pueden ser excretados. Este excedente de AA se
utiliza como combustible metabdlico. El grupo ao-amino se separa para
convertirse en urea y el esqueleto carbonado origina intermediarios metabdlicos
importantes tales como: acetil-CoA, acetacetil-CoA, a-cetogiutarato, piruvato,
succinil-CoA, fumarato u oxaloacetato (153).

En condiciones normales, el higado cataboliza mds de la mitad de los

AA exdgenos provenientes de la hidrélisis de las proteinas y de los péptidos
alimentarios y los transforma en urea.
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En tres diferentes circunstancias metabélicas, los AA sufren una
degradacién por oxidacién:
1) al ingerir AA en exceso respscto a las necesidades def cuerpo para la sintesis
de proteinas, pues los aa no pueden almacenarse.

2) durante el recambio normal de proteinas del cuerpo, en la cual se libaran los
AA,

3) durante la cetosis post-ayuno prolongada o Iindicada por diabetes mellitus,
cuando los carbohidratos no est4n disponibles o no se emplean de manera
adecuada.

En estas condiciones, los AA pierden su grupo amino por medio de las
transaminasas (93), enzimas cuya funcién consiste en trasladar los grupos
amino de un a-aminodcido hasta un a-cetodcido (173), los que mediante
reacciones de oxidacién flegan a diéxido de carbono y agua.

Los grupos a-amino de los 20 aminoécidos de las proteinas se eliminan
por degradacién oxidativa. Si no se emplean para la sintesis de nuevos AA,
sstos grupos amino se convierten en un producto de excrecién: la urea.

9. SINDROMES HIPERAMONEMICOS HEREDITARIOS.

Estos sindromes se presentan casi exclusivamente en nifios que no
tienen cirrosis. Comparten con la encefalopatia hepdtica: la hiperamonemia,
encefalopatia y cierto grado de intolerancia a las proteinas de la dieta. Estos
sindromes son producidos por deficiencias enzimaticas del ciclo de la urea (26,
41).
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Las manifestaciones clinicas varfan de acuerdo con la enzima que se
encuentre involucrada y con el grado de deficiencia de la misma. Las
deficlencias enziméticas pueden ocurrir en cualquiera de los cinco pasos
enziméticos del ciclo de Krebs.

Los recién nacidos con deficiencias enzimaticas en el ciclo de la urea se
encuentran asintomaticos y al comenzar a alimentarlos con leche, se deteriora
su estado de conciencia. Antes de llegar al coma se observa que el nifio
rechaza el alimento y puede presentar vémito y letargia, y finalmente pueden
llsgar a morir con encefalopatfa en unos cuantos dias e incluso horas. Otras
alteraciones que pueden presentarse en estos nifios antes de morir son
posturas bizarras, alteraciones respiratorias con hiperventilacién y alcalosis
respiratoria. En algunos casos hay convulsiones y rigidéz de decerebracién
antes de morir (26, 41).

10. DEFICIENCIAS ENZIMATICAS EN EL CICLO DE LA UREA.

Las deficiencias en el ciclo de la urea se presentan con una frecuencia de
1 en 25,000 neonatos. Los cinco defectos se han identificado clinicamente;
cuatro de eilos son autosémicos recesivos, el quinto que afecta a la ornitina
transcarbamilasa, es un dsfecto que involucra un gen recesivo ligado al sexo
localizado en el brazo corto del cromosoma X.

10.1. Deficlencia de Ornitina Transcarbamllasa

La manifestacién de los sintomas serd proporcional a la deficiencia de la
enzima. En los hombres homocigotos la expresién de la enfermedad es total y
con una sola excepcién todos han muertc en la primera infancia. Las mujeres
son heterocigotas y la enfermedad tiene una expresién variable, el cuadro
clinico se caracteriza por vémito y estupor en episodios y en los casos mds
graves, atrofia cerebral y coma.
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La inactivacién aleatoria de un cromosoma en etapas tempranas del
desarrollo embridnico (lionizacién), podrfa explicar porque las pacientes
femeninas con un defecto en ornitina transcarbamilasa tienen un amplio
espectro de sintomas, dependiendo de la proporcién de células hepéticas
afectadas, mientras que en varones la enfermedad siempre es severa (23).

Bioquifmicamente la deficiencia de ornitina-transcarbamilasa provoca
acumulacién de carbamilfosfato antes del blogueo enzimatico, con paso al
citoplasma en donde sirve como sustrato para la biosintesis de pirimidina. Al
mismo tiempo se observa aumento en la secrecion urinaria de 4cido orético e
hiperamonemia (26, 150).

10.2. Deficlencia de Argininosucclnasa

En estos pacientes se presenta aciduria argininosuccinica y aunque las
manifestaciones clinicas en los casos graves son similares a las anteriormente
mencionadas, hay formas menos graves en donde los sintomas se presentan
inmediatamente después del nacimiento y los nifios pueden sobrevivir y llegar a
la edad adulta con secuelas crénicas de encefalopatia y retraso mental.

A nivel bioquimico existe acumulacion de &cido argininosuccinico en la
sangre, en la orina y en el liquido cefalorraquideo, ademds de hiperamonemia.
En términos generales la sintesis de urea en todos estos sindromes estd
disminuida y a pesar de los defectos enzimdticos la sintesis de urea continua,
probablemente por la formacion de la urea por caminos metabélicos alternos
como podrfa ser la accién de arginasa en la arginina liberada de las proteinas
de los tejidos (41).

10.3. Deficienclia de Sintetasa Argininosuccinica.
También se conoce con el nombre de citrulinemia y hasta la fecha se han
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descrito 6 casos. Generalmente los enfermos se mueren en la primera infancia.

" A nivel clinico se observan concentraciones elevadas de citrulina en el plasma,
orina y liquido cefalorraquideo asi como hiperamonemia. El diagnéstico igual
que con las otras deficiencias enziméticas, puede confirmarse determinando la
actividad especffica de la enzima en el tejido hepético (41).

10.4. Deficiencia de Carbamlifosfato Sintetasa.

La carbamilfosfato sintetasa es una enzima exclusiva de mitocondria que
se activa por la acetil-glutamato para participar en el ciclo de la urea. Se han
dascrito tres formas clinicas de este padecimiento, en las que la actividad de
carbamilfosfato-sintetasa | y carbamilfosfato sintetasa Il se encuentran
disminuidas (41). '

10.5. Deficiencia de Arginasa.

Este padecimiento se caracteriza por argininemia y al igual que en los
otros sindromes, los sintomas se agravan por la ingestién de proteinas. Se han
descrito dos variedades de esta enfermedad que clinicamente presentan
elevados niveles de arginina en sangre, orina y liquido cefalorraquideo asf
como hiperamonemia. Los niveles de urea en sangre estan disminuidos
también. Este sindrome se hereda en forma autosémica recesiva (41).

11. ERRORES CONGENITOS DEL METABOLISMO QUE CURSAN
CON HIPERAMONEMIA, .

Un numero variable de alteraciones genéticas se expresan como
sfndromes hiperamonémicos. Las manifestaciones clinicas y bioquimicas son
caracteristicas de la encefalopatia hepética. Los enfermos estudiados son pocos
y en ellos no se ha determinado claramente Ia transmisién hereditaria. Ciertos
casos prasentan deficiencia de cocarboxilasa A (acidemia propidnica); en otros
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se observan amimoaciduria y niveles elevados de omitina en el plasma; un
grupo de pacientes mds, presentan nivelaes elevados de lisina y arginina en el
plasma;‘en tanto que otros muestran cetoacidosis e hiperamonemia.

En todos los enfermos con sindromes hiperamonémicas congénitos el
ciclo de la urea no se abate completaments, sino que se encuentran niveles
disminuidos de urea en sangre.

12, MODELOS EXPERIMENTALES EN CIRROSIS.

Se han propuesto diversos modelos para inducir cirrosis experimental pero
solo dos han sido ampliamente usados. Uno es el modelo de cirrosis
micronodular inducido por medio de la exposicién crénica al tetracloruro de
carbono (CClg) y el otro es el modalo de cirrosis biliar por ligadura del conducto
billar (colédoco) (119, 132,133).

12.1. Modelo por Intoxicacién con Tetracloruro deCarbono.

Este modelo de Girrosis experimental se lleva a cabo por medio de la
administracién de muditiples dosis de tetracloruro de carbono (CCls) por via
subcuténea, intramuscular, inhalada, intraperitoneal o mediante tubo géstrico
(132,133). El efecto téxico del agente depende de la dosis administrada, en la
rata adulta la dosis minima es de 0.02 mlL/kg por vfa intraperitonsal (L.p.) u oral
con el suministro de pentobarbital que sirve como agente inductor. La dosis i.p.
es de 0.1 mL administrada 2 veces por semana (125), con la administracién de
pentobarbital en el agua de beber (0.5 g/L). La administracién por via
intragdstrica mediante cdnula se realiza en dosis progresivas una vez por
semana (de 0.04 mL a 0.2 mL por 8 semanas) (132, 133).

La induccién de cirrosis hepdtica se debe al dafio de la membrana
plasmdtica, las membranas del reticulo endopldsmico y otros organelos por e!

35



EFECTO SINERGICO

CCls no metabolizado, asf como por radicales libres (CCl3) generados por el
citocromo P-450 y por radicales libres secundarios. En este proceso se forman
lipoperdxidos en las membranas, dando como resultado una pérdida de potasio,
enzimas y coenzimas y una ganancia celular de sodio y calcio, causando asi la
necrosis (188).

El desarrollo de cirrosis se asocia con disminucién en la excrecién
urinaria de sodio, la cual precede a la aparicién de ascitis (97, 125), cuya
formacién varfa entre 10 y 100 mL (52, 96, 125).

Macroscépicamente se observa esplenomegalia (hasta 5 veces del
volumen normal); histoldgicamente se observa fibrosis y la formacién de
nédulos de regeneraéfén y proliferacién ductular ademds de aumento de las
bandas de tejido conectivo.

A nivel bioquimico se presentan aumento de transaminasas y fosfatasa
alcalina (178), formacién excesiva de coldgena tipo ! (se encuentra formando los
haces fibrosos delgados del tracto portal y paredes venosas asi como la
cédpsula) y tipo Il (caracteristica de cartilago) y a partir de la 4a-6a semana hay
sintesis de colégena tipo 1V (forma las membranas basales) (143).

Dentro de las alteraciones hemodindmicas se observa disminucién en la
presién arterial media e incremento en la presién portal, originando
hipercinecia circulatoria que se caracteriza por un aumento en el ritmo cardfaco
y una disminucién de la resistencia vascular periférica.

12.1.1. Limitaclones del Modelo Experimental con CCls.

Las limitaciones de este modelo son:
1. Susceptibilidad individual de cada animal al CCls, lo que origina intensa
cirrosis en algunos animales y solo cambios minimos en los tejidos de otros.
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2. Mortalidad del 50 al 70% entre las 10 a 12 semanas de la intoxicacién.
3. Toma largo tiempo para desarrollar cirrosis: 10 a 13 semanas después de la
inhalacién de CClg (7, 52, 109, 149).

12.2. Modelo Experimental de Cirrosis por Ligadura del Conducto
Billar (Colédoco):

Los primeros estudios que datan de hace 14 afios (89), cuando Acatino
L., describié en sus estudios de colerésis poscolestética (obstruccién por 2 o
mds semanas), la técnica para la obstruccién del colédoco, lo que permite que
ol flujo biliar sea restablecido (1,2).

La técnica que se utiliza consiste en la ligadura y posterior seccién del
conducto biliar (colédoco). El tiempo para el desarrollo de cirrosis después de la
ligadura aun no ha sido bien establecido, aunque algunos autores han
encontrado que se desarrolia cirrosis después de 3 a 5 semanas (25) de
obstruccidn en tanto que otros han encontrado evidencias de cirrosis a partir de
los 14 dias de obstruccidn total en ratas (56, 77, 89, 100, 129).

12.2.1. Alteraciones Histoléglicas de este Modelo.

En un estudio reciente, se confirmé histolégicamente la presencia de
cirrosis a los 28 dias de obstruccién biliar en ratas (Figura 3). E! peso corporal
de las ratas disminuye progresivamente entre el 20 al 25 %, lo que puede
atribuirse a la cirugia para la induccién de la cirrosis asi como a la propia
colestasis que favorece hiporexia y disminucién en la ingesta alimentaria (51).

Los cambios morfolégicos que se presentan en este modelo,
principalmente en perros y ratas son: infiltrado neutréfilo, proliferacién marginai
de conductillos, edema vy fibrosis, que se asemejan a lo reportado en humanos
con cirrosis biliar extrahepética (42, 77, 124, 128, 178).
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12.2.2. Alteraciones Bloquimicas del Modelo.

Durante las primeras semanas de ligadura, se ha encontrado
reproduccién de las alteraciones bioquimicas tales como elevacién de
bilirrubinas, que tiende a estabilizarse en valores comprendidos entre 40 a 70
mg/L. Comparado con ratas normales, se ha observado elevacién de amonio,
aspartato aminotransferasa (AAT) y fosfatasa aicalina (FA) (178) asf como ascitis
que generalmente se acompaiia con hipoalbuminemia.

12.2.3. Alteraciones Hemodindmicas del Modelo.

Se ha informado que después de un mes de la ligadura del conducto
comun, las ratas presentan cirrosis asociada a hipartensidn portal y alteraciones
hemodindmicas. Observdndose también una hipercinesia circulatoria
caracterizada por elevacién del ritmo cardiaco y disminucién de la resistencia
vascular periférica. La resistencia vascular espldnica se encuentra disminuida,
el fujo sanguineo espldnico elevado y la presién arterial media no se modifica
(20, 56).

12.2.4. Aplicaclones del Modelo de Ligadura del Conducto Bliiar.
Este modelo es fécilmente reproducible por lo que puede realizarse en

cualquier laboratorio. Con este modelo se han realizado estudios de:

1. Fisiopatolog/a en hipertensién portal (3, 19, 128, 130, 133).

2. Secrecion de bilis en diferentes estadios de cirrosis biliar secundaria (89).

3. Evaluacién de fdrmacos (42), tales como tauroursodesoxicolato (90),

furosemide, espironolactona (124, 128), colchicina, pentoxifilina y d4cido

ursodesoxicélico (129).
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12.2.5. Limitaclones de! Modelo Exparimental de Cirrosls por
Ligadura de! Conducto Biilar (Colédoco).
Las limitaciones encontradas en este modelo, son bdsicamente las
relacionadas ai proceso de la cirugia:
- Sobredosis de anestesia.
- Complicaciones durante el desarrollo de la cirugla
- Infecciones provocadas por la cama del animal.
- Mortalidad mayor del 60 % después de la cirugia.
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Flgura 2. Histologia normal del higado: un espacio porta, una vena
centrolobulillar y el lobulillo hepético.
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Figura 3. Imagen histoldgica de cirrosis biliar a 28 dias de obstruccién.

41



EFECTO SINERGICO

CAPITULO .
TRATAMIENTO DE LA ENCEFALOPATIA HEPATICA.

Las medidas terapedticas en la encefalopatia hepética se dividen en
generales y espacificas.

1. MEDIDAS GENERALES: estan destinadas a evitar factores precipitantes
de la EH.

1.- Evitar el uso inadecuado de tranquilizantes y anestésicos (55, 182).

2.- Corracién del desequilibrio hidroslectrolitico (122).

3.- Correcién de la hemorragia gastrointestinal

4.- Evitar azotemia e ingestién excesiva de proteinas (156).

5.- Prevenir la infeccién (39, 44, 50).

2. MEDIDAS ESPECIFICAS: ostdn disefiadas para reducir ia absorcién de
sustancias nitrogenadas a nivel intestinal, o bien, corregir la neurotransmisién.

2.1. CATARTICOS Y ENEMAS.

El catdrtico mds usado es la leche de magnesia Mg(OH)z y su objetivo es
producir catarsis para disminuir la presencia de sustratos y productos
nitrogenados a nivel coldnico, producidos por la flora bacteriana. Aunque es
efectivo tiene la desventaja de que su principal utilidad radica en pacientes con
encefalopatia hepédtica grado I-ll, ya que para utilizarse en pacientes con
encefalopatia mdas avanzada, se requiere colocar una sonda nasogdstrica
(176).
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2.2. ANTIBIOTICOS.

El objstivo de la administracién de antibidticos es esterilizar el colon, para
disminuir la cantidad de patégenos anaerobios principalmente y reducir la
produccién de amonio y sustancias nitrogenadas. Los antibidticos inabsorbibles
como la neomicina, el metronidazol (111) y la kanamicina son los mds
recomendables ya que el efecto que se busca es local (151). Sin embargo, la
neomicina y la kanamicina poseen efectos indeseables que pueden llegar a ser
graves: ototoxicidad, nefropatia y malabsorcién intestinal (66, 80)

2.3. DISACARIDOS.

Su principal accién es la de producir una diarréa &cido-osmética y
consectientemente una disminucién en la absorcién de NHa. Entre estos se
incluye la lactulosa, lactitol y en nuestro pais la lactosa, dada la gran cantidad de
habitantes que son intolerantes a la misma (172).

Los disacéridos no absorbibles como el lactitol, la lactulosa y la lactosa
acidifican el contenido intracolénico permitiendo quelar el amonio en su forma
ionizada y contribuysn a su excrecion en las heces, de esta forma pueds alterar
la produccién de toxinas que afectan al SNC del encefaldpata. Sin embargo,
son pobremente tolerados debido a que la diarréa es parte de su mecanismo de
accién al aumentar el transito intestinal (170).

24. LACTULOSA.

La lactulosa (4-0-B-D-galactopirano-D-fructofuranosa) cuyo peso
molecular es de 342 kD, se puede obtener como un derivado de la lactosa
(azticar de la lache) luego de calentarla en un medio alcalino. Debido a que es
un producto sintético no existen en el intestinc enzimas capaces de desdoblarla,
sin embargo, una pequeiia parte puede ser absorbida (27).
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La lactulosa puede ser metabolizado por las bacterias colénicas y
producir dcidos orgdnicos que reducen el pH coldnico y disminuyen el amonio
que pugde ser absorbido. Modifica la flora colnica reduciendo la cantidad de
gérmenes anaerobios, principales productores de amonio.

La administracién de lactulosa puede realizarse en forma de enemas o
mediante sonda nasogdstrica (86). La lactulosa presenta la ventaja de que su
toxicidad clinica es muy reducida, sin embargo, no se encuentra disponible en
México, ademds de que su costo es elevado.

2.5. LACTOSA.

La lactosa (4-0-B-D-galactopiranosa-D-glucopiranosa) es un componente
normal de la leche. Es un monosacéridos de glucosa y otro de galactosa unidos
por un enlace B-glicosidico. Antes de ser absorbida por el intestino, la lactosa
debe ser hidrolizada por Ia lactasa, enzima que se localiza en el borde de
cepillo def epitelio intestinal (82).

La leche de casi todos los mamiferos contiene lactosa, sin embargo, la
mayoria de la poblacién mundial es deficiente en lactasa. La ingestién de este
azlicar produce intolerancia que se caracteriza por dolor abdominal, flatulencia
y diarrea écida (15), sfntoma que semeja al inducido por la lactulosa y constituye
la base tedtica para utilizarlo en pacientes con encefalopatia hepética e
intolerancia a la lactosa.

Se ha demostrado la efectividad terapelitica de la lactosa en pacientas
con encefalopatia hepdtica crénica. En estudios realizados en el INN SZ (62) se
encontré que la lactosa tuvo un efecto similar al de la lactulosa al reducir la
generacién de amonio y disminuir en orden de magnitud de dos logaritmos la
flora anaerdbica de las heces. No es ncesario que el paciente sea intolerante a
la lactosa para suministrarle snemas de este compuesto, ya que en esta forma
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de administracién el disacérido alcanza el colon en forma directa.

. Como efectos secundarios del uso de lactosa se presenta dilatacién
excesiva del colon, en algunas ocasiones hipernatremia (115) e
hipomagnesemia y escoriacién de la piel en la zona perianal debido al pH
d4cido producido por el metabolismo bacteriano de la lactosa.

2,5.1. Enemas de Lactosa.

El uso de lactosa en snemas no requiere que el paciente sea intolerante
ya que mediante esta via de administracién alcanza directamente el colon. La
lactosa en enemas ha demostrado ser tan eficaz como la neomicina en
pacientes con coma hepético profundo. Los enemas con lactosa producen
acidificacidn fecal (161).

2.6. LACTITOL.

Se trata de un disacdrido de segunda gensracién (beta-galactésido-
sorbitol). Este azucar se produce fdcilmente en forma quimicamente cristalina y
puede ser usado en forma de polvo por via oral 0 en enmas. No es degradado
ni absorbido en el intestino delgado, pero es metabolizado por bacterias del
colon. Se ha demostrado su eficacia en el tratamiento de la EH crénica y aguda
(164) y parece ser mejor tolerado que la lactulosa y la jactosa.

2,7. L-DOPA. .

Su uso tiene como base la teoria de los falsos neurotransmisores (98,
108). Tedricamente L-Dopa puede corregir la inadecuada neurotransmision y
reducir las alteraciones mentales y motoras presentes en la encefalopatfa
hepética.
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2.8. BROMOCRIPTINA.

Teniendo como hipétesis que los trastornos neurosiquidtricos presentes
en la encefalopatia hepética, pueden deberse al menos en parte, a la
interferencia de los falsos neurotransmisores, se ha pensado que la
bromocriptina que es un agonista de la dopamina, puede mejorar la
neurotransmisién dopaminpérgica y por tanto restaurar el estado mental de los
pacientes con encefalopatia hepdtica (110, 165, 166).

2.9. RESTRICCION PROTEICA EN LA DIETA.

El exceso de protefnas de origen exégeno puede ocurrir cuando se
consume una dieta rica en proteinas. La intoxicacién endégena se puede
presentar cuando hay hemorragla gastrointestinal, la cual favorece el depésito
de grandes cantidades de protefnas dentro de la luz intestinal. Existe un gran
numero de investigaciones que demuestran que la elevacién de protefnas
produce aumento del amonio sanguineo en pacientes con cirrosis hepdtica (18,
36, 156, 189). La restriccién de proteinas animales ha mostrado mejorar el
grado de encefalopatia hepdtica (172), por la disminucién de los productos
nitrogenados como el amonio, mercaptanos y AA aromaticos.

La eliminacién de las proteinas de la dieta se realiza principaimente en el
higado, rifiones, tubo digestivo y pulmones. El higado, lleva a cabo la
desaminacién oxidativa de los aminodcidos, proceso que produce la mayor
cantidad de amonio (105, 141).

2.10. DIETAS VEGETALES.

En diversos estudios se ha demostrado que las dietas con base en
proteinas vegetales son mejor toleradas por los pacientes cirréticos. En estudios -
realizados en ! Departamento de Gastroenterologfa de! INN SZ (171) se ha™ ;
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observado tolerancia de hasta 80 g/dia de proteinas vegetales, con suplemantos
de soya, en pacientes cirréticos con EH crénica y mejorfa de las manifestaciones
de la EH (estado mental, EEG, asterixis y pruebas de conexién numérica).

Aunque no se conoce con precisién el mecanismo del efecto terapeltico
de las dietas vegetales, se han propuesto los siguientes (65):

- Menor contenido de aminodcidos aromdticos: fenilalanina, tirosina, triptofano.

- Menor contenido de metionina y sus derivados: metanetiol, etanetiol y
dimetilsulféxido.

- Menor contenido de los aminodcidos con mayor capacidad de aumentar
niveles de amonio en sangre ya que se metabolizan por procesos de
desaminacién: glicina, serina, treonina, glutamina, histidina, lisina y arginina.

- Capacidad de la dietas vegetarianas de alterar ia flora bacteriana intestinal.

- Mayor contenido de fibra, la cual tiene efecto catdrtico disminuyendo e! tiempo
de permanencia fecal en el colon, evitando asf la absorcién de sustancias
téxicas.

Las desventajas de las dietas vegetarianas aunque pocas son
importantes: son voluminosas y en ocasiones no agradables al gusto, lo que
dificulta el cumplimiento de la dieta a largo plazo.

2.11.SUPLEMENTACION DE ZINC.

Una de las causas de dafio en el ciclo de la urea se debe a que alguna,
de las enzimas involucradas en éste no funciona adecuadamente, por o que el .
suministrar una sustancia que estimule estas enzimas como el zinc, puede ser
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de gran utilidad para restablecer el ciclo de la urea (142).

2.12. ANTAGONISTAS DE LAS BENZODIACEPINAS.

Clinicamente se reportan casos anecdéticos y un estudio experimental en
animales (67, 68, 88, 174) con el uso de flumazenil en encefalopatia hepdtica.
Actuaimente se estdn llevando a cabo maltiples estudios para demostrar su
utilidad (104). Este férmaco tiene afinidad especifica por el receptor de
GABA/Benzodiacepina (BZ), desplazando al agonista del mismo y actuando
como antagonista de las BZ. Sin embargo, como no se ha encontrado la cifra
elevada de GABA en forma constante, se piensa que la actividad inhibitoria
pudiera estar mediada por alguno de los otros péptidos mencionados que
comparten la afinidad por el receptor GABA/BZ (101).

3.NUEVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS.

Entre los nuevos tratamientos empleados para mejorar los sindromes
hipsramonémicos y la encefalopatia hepdtica, se encuentran el benzoato de
sodio (BS) y la Ornitina-Aspartato (OA).

3.1. Benzoato de Sodio.

El BS ha sido exitosamente usado en nifios con sindromes
hiperamonémicos debidos a errores congénitos del ciclo de la urea o en
pacientes cirréticos con encefalopatia portal sistémica.

La razén tedrica para usar BS en hiperamonemia es promover la
excrecién del nitrégeno por una via altema considerando deficiente el ciclo de la
urea en la cirrosis. El metabolismo de! benzoato en mamiferos es mediante la
conjugacién con glicina para formar hipurato el cual es eficientemente eliminado
por excracién urinaria.
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3.1.1. Estructura Quimica.

Eil BS (C7HsNaO2) es la sal sédica del dcido benzofco, tiene un peso
molecular de 144.11. Es un polvo granular, cristalino, blanco, estable, inoloro,
de sabor dulce y algo astringente (6).

El 4cido benzofco se genera a nivel intestinal por bacterias que
metabolizan al &cido quinico presente en frutas como la cereza, ciruela,
ardndano, chabacano, durazno, canela y clavo (4).

3.1.2. Uso Habltual.

El BS, se emplea en la industria alimenticia y farmaceltica como
conservador y se encuentra ampliamente difundido en productos que van desde
helados, gelatinas, conservas, cames frfas, bebidas y jarabes. Su pH es de 2.5
a 4.0, cuando se usa como conservador, la concentracién varia entre 0.05% a
0.1%, equivalente a 3-7 mM/L de BS. Su uso actual es tan amplio que podria
afirmarse que una persona que habita en zonas urbanas consume de 0.5a 1 g
de benzoato de sodio al dia (35).

3.1.3. Metabolismo.
La principal via de metabolismo del BS, es la conjugacién con glicina que
da lugar a la formacién de hipurato el cual se excreta en la orina.

La formacién de hipurato a partir de dcido benzoico mds glicina, se
realiza bdsicamente en la matriz mitocondrial de los hepatocitos. Por cada
molécula de hipurato se consumen dos moléculas de ATP. El proceso requiere
ademds de consumo de oxigeno exdgeno. Las enzimas que participan en la
sintesis de hipurato son: la benzoil-Co A sintetasa, la glicina-n-acetil-transferasa
y la benzoil-Co A hidrolasa. El paso limitante s la disponibilidad de Co A, que
depende de la actividad de la via de la -oxidacién (60) y de glicina.

49



EFECTO SINERGICO

Como se observa en la figura 4, el BS se combina con la Co A formando
benzoil-Co A. La adicién de la glicina a la benzoil-Co A da lugar al &cido
hipdrico, el cual sale de la mitocondria para ser eliminado por via renal.

El BS por via oral se ha utilizado en pacientes con encefaiopatfa hepética
(1086). En el Departamento de Gastroenterologia del INN SZ se llevé a cabo un
estudio para valorar la eficacia y tolerancia de este producto en pacientes con
encefalopatia hepética grado I-l ambulatorios, por via oral. Los resutados fueron
muy satisfactorios al comparario contra lactulosa, mostrande mejorfa
significativa en el indice de encefalopatia. Se observé como era de espararse
de acuerdo al mecanismo sugerido, disminucién de las cifras de amonio con
eliminacién de hipurato en orina. Sin embargo, los valores de glicina se
mantuvieron normales (167).

En estudios realizados en pacientes con sindromes hiperamonémicos
(14), el unico efecto colateral fue el de nauseas y vémitos. Estudios llevados a
cabo en ratas empleando dosis de mds de 400 mg/kg disminuyen el
crecimiento por utilizacién de glicina, este efecto es reversible con la
administracién de la misma (16). LLa administracién de dosis supseriores a 500
mg/kg produce paradéjicamente elevacién del amonio, con una mortalidad
incluso del 90 % (117, 118). Este efecto se ha explicado por la excesiva
formacién de benzoil-Co A con la consiguiente deplecién de acetil-Co A, de la
formacién de n-acetilglutamato y por lo tanto de la activacién del ciclo de la urea.

In vitro, se ha observado que el benzoato puedse desplazar a la
bilirrubina de la albimina, por lo cual es un riesgo en nifios pequedios al
producir kernicterus, aunque nunca se ha visto in vivo (64).

Hasta el momento se puede conclulr que el BS es un medicamento
eficaz y seguro por via parenteral, siempre y cuando no se sobrepase la dosis
de 100 mg/kg 6 10 g/dfa.
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Figura 4. Via Hipotética de Metabolismo del Benzoato de Sodio.
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3.1.4. Mecanismo de Accién.

E! BS al conjugarse con la glicina se une al dtomo de nitrégeno de la
glicina y se excreta como hipurato en orina. Se elimina asl una cantidad
equimolar de nitrégeno por cada molécula de BS administrada (127) y esto a su
vez disminuye la poza metabdlica de glicina que para aumentar su sintesis
utifiza el amonio circulante a través de la reaccién:

Gilcina-n-aciitransferasa
NHs* + CO2 + H20 > NH2CH2COOH

disminuyendo asf la concentracién de amonio circulante y las manifestaciones
clinicas de la encefalopatia hepédtica (71).

Asf, el BS permite la utilizacién de una via alterna de excrecién de

nitrégeno urinario diferente a la de la urea, mediante la conjugacién de la glicina
al dcido banzoico y su excrecién en forma de hipurato (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de accién del Benzoato dé."So‘d‘lo"
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3.1.5. Rango de Eliminacién del Acido Hipurico.

El hipurato es un compuesto que se elimina faciimente por orina ya que
su depuracion renal es de 5 veces el promedio de filtracién glomerular. Se ha
reportado que en sujetos sanos después de la administracién oral de 10 g de
BS, el 23.9 % se convierte en hipurato luego de las dos primeras horas, el
59.9% a las cuatro horas y el 86.8 % a las seis horas (94).

En estudios realizados por Quick en 1933 (134, 135), se encontré que el
4cido hipurico se elimina por orina en forma constante aunque se tengan
concentraciones elevadas de BS, lo que demusstra que la reaccién no depende
de la concentracién de sustrato enddgeno, pues cuando se administran 2 g en
forma i.v., la eliminacién dentro de la primera hora es de aproximadamente el
75% Yy a las dos horas, se elimina el 25 % restante. Es decir, que la eliminacién
de hipurato se realiza en forma constante aunque se tengan concentraciones
mayores de BS, sugiriendo un sistema saturable.

En un estudio donde se administraron 6 gr de BS (135) a diferentes
personas con hepatopatias, se midié durante 4 horas la eliminacién de 4cido
hiparico y se observé que en pacientes con cirrosis e insuficiencia hepética, la
eliminacién fue de Unicamente 37-40% y en personas normales con la misma
dosis, sb eliminaron de hasta 5 g de dcido hiplrico, es decir, por lo menos el
75% de las dosis administradas como BS. Recientemente se ha vuelto a utilizar
como prueba de funcionamiento hepdtico en forma intravenosa (5).

En otro estudio realizado en el INN SZ (32) se encontré que aquellos
pacientes con mayor detsrioro de la funcién hepdtica en base a la clasificacién
Child, tenfan una menor excrecién de hipurato en orina. Por lo tanto, en base a
los anteriores estudios se requeriria de aproximadamente 2.5 g en forma i.v.
cada 6 horas para mantener el sistema enziméticode sintesis de hipurato
saturado en pacientes con insuficiencia hepdtica, lo que equivaldria
aproximadamente a una concentracién de 2-4 nM, que representa los niveles
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terapetiticos en plasma.

3.2. Ornltina-Aspartato.

Ornitina-Aspartato estimula la eliminacién de amoniaco incrementando
la sintesis de urea. Aumenta la capacidad de desintoxicacién tanto en el higado
como en tejido extrahepético, mejorando el equilibrio energético, normalizando
la funcién alterada del higado y promoviendo la regeneracién de las células
hepdticas.

3.2.1. Estructura Qufmica.

La ornitina-aspartato (CgH1gN3Os) cuyo nombre quimico es (S)-2,5-
4cido dlaminovalerianico-(S)-2-aminosuccinato, es fa sal estable de los
aminodcidos naturales ornitina y dcido aspdrtico. Tiene un peso molecular de
265,3 KDa y una apariencia blanca cristalina, es inolora y poses un sabor
metélico.

La ornitina es un aminodcido no proteico que funciona como
transportador de los &tomos de carbono y nitrégeno en el ciclo de la urea, puede
ser sustrato o producto de 5 reacciones enziméticas y es el ligando del
transporte proteico transmitocondrial. Proviene principalmente de la arginina en
las proteinas de la dieta, pero en circunstancias especiales puede sintetizarse
de novo.

El aspartato es un aminodcido no esencial de cuatro carbonos, sirve
como puente para unir el ciclo de la urea con el ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (CAT), se activa metabélicamente por transaminacién con los
dcidos dicarboxilicos tetracarbonados del CAT. Interviene en reacciones en la
sintesis de urea y de purinas como donador de grupos amino ademds de
funcionar
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como precursor de anillos pirimidinicos a través de la formacién de carbamil-
aspartato en el citosol .

3.2.2. Uso Habitual.

Este compuesto interviene en cuatro eventos: en el ciclo de la urea, en la
biosintesis de las poliaminas, en la sintesis de creatina y en la reaccién de
ornitina-c-aminotransferasa (173).

Dentro de las contraindicaciones se encuentran trastornos acentuados
de la funcién renal (insuficiencia renal), tomédndose como valor de referencia un
nivel de creatinina sérica superior a 3 mg/100 mL. Los efectos secundarios
debido a la administracién de este medicamento, se desconocen hasta ahora
(107).

3.2.3. Metabolismo.

Los dicarboxilatos solos y combinados con ornitina, se han implicado en
la patogénesis de estados hiperamonémicos. Ornitina, aspartato y sus sales
eslables omitina-aspartato (OA) han mostrado un efecto benéfico al disminuir la
concentracién de amonio plasmético en animales (12, 145, 186) y ensayos
clinicos (76, 78, 113). Funciona como un sustrato critico para que se lleve a cabo
la ureagénesis y la sfntesis de glutamina, que pueden actuar como vias alternas
de eliminacién del amonio (87).

El efecto de la OA en la eliminacién del amonio se mejora en el higado
donde hay formacidn diaria de 1.5 kg de urea mediante el ciclo de Krabs, en
cerebro se forma 1.0 kg y en misculo 25 kg. Existe acoplamiento de amonlaco
con dcido o-cetoglutdmico a partir del dcido glutdmico hasta glutamina por
medio de la glutamina sintetasa. Una posible explicacién para la efectividad de
la terapia de largo término con OA es el posible retorno del funcionamiento de la
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masa sin aumentar el tamadio hepético (111).

3.2.4. Mecanismo de Accién.

La accién de fa OA en la encefalopatia hepética estd basada
hipotéticamente en dos mecanismos. Por un lado, los compuestos
dicarboxilados como el aspartato estimulan a la glutamina sintetasa, enzima que
se encuentra en los hepatocitos perivenosos y cuya actividad en enfermedades
hepdticas agudas y crénicas solo trabaja a un 20% de su capacidad (84).
Alternativamente, la ornitina junto con la carbamilfosfato sintetasa estimulan la
sintesis de urea en los hepatocitos periportales. Ambas rutas contribuyen a la
eliminacién del amonio, aunque también participan para el mismo fin los
mecanismos extrahepdticos (miiscuio, etc.) que dependen de! volumen del fiujo
de sangre porto caval (Figura 6) (87).
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Figura 6. Mecanismo de accién de Ornitina-Aspartato
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3.3. Bases Tedricas de la Combinacién BS + OA,

La forma de accién de! Benzoato ds sodio para reducir los niveles de
am‘onlo sangufneo en mamiferos, se origina por su capacidad de conjugacién
con compuestos nitrogenados como la glicina o el glutamato que inducen la
excrecion urinaria como dcido hipurico. Por cada molécula de Benzoato de
sodioque se administre, se elimina una cantidad equimolar de nitrégeno, lo
que disminuye la poza metabélica de glicina, que para restablecer su sintesis
utiliza amonio circulante, lo que reduce los niveles de la hiperamonemia y por
tanto las manifestaciones clinicas de la encefalopatia hepatica (71).

Haussinger et al (61), han espsculado que el benzoato de sodio puede
actiyar una via altemna de eliminacién del amonio en células perivenosas, tal vez
mediante la formacidn y liberacién de glutamato en lugar de glutamina, lo que
puede estimular el intercambio giutamato/benzoato.

La Ornitina-Aspartato estimula la incorporacién del amonio dentro del
ciclo del 4cido citrico, disminuyendo los niveles del amonio circulante. Este
medicamento funciona como un sustrato critico tanto para la ureogénesis y la
sintesis de glutamina, que pueden actuar como vias alternas de eliminacién del
amonio (87). Hipotéticamente podria existir una via mas de excracién amoniacal
que :pueda potenciar el incremento en las concentraciones de hipurato,
mediante una via altema en la formacién de orotato o de glicina.

Este compuesto estimula dos vias mds: la omitina se combina con la
carbamilfosfato sintetasa |, que en conjunto con la captacién del amonio
circulante, promueven la sintesis de urea en los hepatocitos periportales y en
menor grado en los perivenosos.

En los hepatocitos perivenosos, la ornitina sufre transaminacién y como
a-cetoglutarato, puede combinarse con sustancias dicarboxiladas como el
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aspartato, el malato o el benzoato para estimular a la glutamina sintetasa, que
durante las enfermedades hepéticas agudas y crénicas se encuentra trabajando
a un 20% de su capacidad, para formar glutamina (87).
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CAPITULO Il
JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

La elevada cantidad de enfermos con encefalopatia hepédtica y en
general con cirrosis hepética son un grave problema de salud piblica en
nuestro pafs. Se ha calculado que en la Repliblica Mexicana existen de 100,000
a 200,000 pacientes cirrdticos de los cuales 17,000 mueren cada afio.
Aproximadamente una tercera parte de ellos presenta encefalopatia hepédtica y
el resto la desarrollard en el curso de la enfermedad. En nuestro pais la causa
mds frecuente de cirrosis hepédtica es la ingesta de alcohol, seguida de las
infecciones de origen viral.

Se han desarrollado diversos tratamientos enfocados a combatir la
cirrosis y fa encefalopatfa hepdtica, ya sea disminuyendo los factores que se
encuentran elevados (amonio, principalmente) o incrementando aquellos que
estén disminuidos (zinc). El problema es que no todos los pacientes responden
adecuadamente a los tratamientos convencionales, por esta razén es deseable
contar con alternativas Utiles y seguras para uso clinico.

El benzoato de sodio es una buena opcién de tratamiento. Sin embargo,
la intolerancia a su sabor y los informes de toxicidad observados en algunos
modelos experimentales (117) nos obligan a evaluar la seguridad de la
administracion a dosis bajas (similares a las utilizadas en pacientes) tanto en
ratas control como en ratas cirréticas hiperamonémicas (118).

Por otro lado, algunos datos tanto clinicos (76, 78, 113) como
experimentales (12, 145, 186) muestran que el uso de ornitina-aspartato
representa una forma alterna de excrecién de amonio que clinicamente es
facilmente aceptable.
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Dado que ambos férmacos por si solos no presentan efectos secundarios
cuando se usan en dosis bajas, creemos que la combinacién de ambos podria
presentar un efecto sinérgico dando como resultado una férmula mds adecuada
para el tratamiento de la encefalopatfa hepatica.

2. OBJETIVO GENERAL.

Conocer la eficacia de la combinacién de benzoato de sodio y ornitina-
aspartato administrados a ratas con cirrosis hepdtica para disminuir los niveles
de hiperamonemia.

2.1 Objetivos Espaecificos.
-Mejorar los esquemas terapelticos empleados para disminuir la posible
hiperamonemia en ratas cirréticas.

-Evaluar el efecto de la administracién simultdnea de benzoato de sodio y
ornitina-aspartato sobre las concentraciones de amonio plasmético e hipurato
urinario en un modelo animal de cirrosis hepética.

-Investigar los posibles efectos que la administracién conjunta de benzoato de
sodio y omitina-aspartato pudieran presentar sobre las concentraciones de
amonio plasmatico e hipurato urinario en ratas cirréticas.

-Cuantificar el grado de eliminacién de benzoato de sodio y ornitina-aspartato,
de acuerdo a la funcién hepética.

3. HIPOTESIS.

La combinacién benzoato de sodio/oritina-aspartato, es una opcién
terapeltica que puede potenciar su efecto sobre las concentraciones de NH4+
plasmatico y puede disminuir en forma mds sfectiva los niveles de amonio
sanguineo en un modslo animal de cirrosis.
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CAPITULO IV
METODOLOGIA

Este trabajo fue realizado en la Clinica de Higado del Departamento de
Gastroenterologfa, en el Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubirdn,

Las ratas fueron adquiridas del Bioterio del Instituto Nacional de la
Nutricién Salvador Zubirdn.

1.MATERIALES
1.1. Reactivos.

Los reactivos empleados en este trabajo fueron los siguientes: alcohol
absoluto (MercK), benzoato de sodio (Merck), ornitina-aspartato granulado
(Hepa-Merz), ornitina-aspartato ampolletas (Hepa-Merz), éter anhidro (Merck),
p-Dimetil-Amino-Benzaldehido (DAB), piridina (Sigma Chemical Co), cloruro de
sodio (JT Baker), 4cido clorhidrico 6N, acetato de etilo (Sigma de México), 4cido
acético (JT Baker), dcido hiptrico (Sigma de México), anhidrido acético (Sigma
de México), equipo de bilirrubina Merckotest (Merck México No. de cat. 3333), kit
reactivo comercial de amonio (Sigma Diagnostics No. de Cat 170-3), kit de
reactivos para amonio (Sigma Diagnostics No. de Cat 170-10), solucién de
reactivo de L-Glutamato deshidrogenasa (Sigma Diagnostics No. de Cat 170-4),
solucién de reactivo de controles de amonio (Sigma Diagnostics No. de Cat
170-5).

1.2. Materlal Biolégico.
Se usaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso promedio de 200
20 g. Se dividieron en dos grupos experimentales:
a) Ratas con ligadura del conducto biliar.
b) Ratas control.
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El material de microcirugla utilizado incluyé seda 2-0, pinzas Addson,
tijeras Metzenbaum, tijeras tenotomia, pinzas iris rectas, pinzas iris curvas,
pinzas de joyero, pinzas de mosquito, pinzas de Satinsky y portagujas
Castroviejo.

2. METODOS.
2.1. Método para Inducir Cirrosis.

Se estudiaron 45 ratas macho de la cepa Wistar, a 40 de ellas se les
realizé ligadura del conducto biliar y 5 fueron utilizadas como controles
normales. La ligadura de conducto biliar se realizé por el modelo modificado de
Lee S.S. (92).

Las ratas se anestesiaron con éter anhidro, realizando una laparotomia
media, el conducto biliar fue expuesto y ocluido por debajo de la unién de los
ductos hepéticos (distal) y por encima de la entrada del conducto pancreético
(proximal). El conducto biliar fue seccionado entre las dos ligaduras y la incisién
abdominal fue cerrada con sutura quirtrgica absorbible (catgut crémico 00).

Las ratas se mantuvieron en jaulas metabélicas durante cinco dfas
previos al tratamiento. Los animales se mantuvieron con agua y alimento
Laboratory rodent diet 5001.

Para la gvaluacién de orina se colectaron muestras de 8 horas. Las
variables de interés fueron: volumen urinario, pH urinario, urea e hipurato
urinario.

El peso de los animales fue medido antes y después del estudio. Al
término de éste, las ratas se sacrificaron por exanguinacién mediante puncién
cardiaca y la sangre se colecté en dos tubos de ensayo: uno con heparina
sédica para determinacién de amonio y otro sin anticoagulante para obtencion
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de suero. Las pruebas de funcionamiento hepético fueron: transaminasa
gluldmico oxaloacética, transaminasa glutdmico pirdvica, bilirrubinas totales,
bilirrubinas directas y fosfatasa alcalina.

3. DISENO EXPERIMENTAL.
El estudio se realiz6 con 45 ratas macho tipo Wistar que se distribuyeron
en diversos grupos (ver Tabla 3). :

Las ratas se dividieron al azar en 8 grupos experimentales que
recibieron una sola dosis de los diferentes tratamientos, por dos vias: oral o
intravenosa. grupo adicional de ratas normales (sin operacién ni tratamiento),
fue considerado como control (Grupo 1); el resto se dividieron como sigue: Grupo
li= fue operado y no recibié tratamiento. Grupo HNi= fue operado y recibié una
dosis oral (mediante cénula) de 0.2 mL de Benzoato de sodio (500 mg/kg).
Grupo V= fue operado y recibi6é una dosis oral de 0.2 mL de Omitina-Aspartato
(20 mg/mL). Grupo V= fue operado y recibié una dosis oral de 0.2 mL de la
combinacién Benzoato de sodio/Ornitina-Aspartato (500 mg/kg + 20 mg/mL).
Grupo Vi= fue operado y recibié una dosis de 0.4 mL de ia combinacién
Benzoato de sodio/Omitina-Aspartato (500 mg/kg + 20 mg/mL). Grupo Vil= fue
operado y recibié una dosis de 0.6 mL de la combinacién Benzoato de
sodio/Ornitina-Aspartato (500 mg/kg + 20 mg/mL). Grupo Vlli= fue operado y
recibié una dosis intravenosa de 0.15 mL de Omitina-Aspartato (100 mg/mL).
Grupo IX= fue operado y recibié una dosis intravenosa (en la vena lateral de la
cola), de 0.30 mi. de Omitina-Aspartato (100 mg/mL).

[ oral 1 i.v. 1
Grupo| | ] 1] v \" Vi Vil vill X
n=5 | n=9 | n=5 =4 {n=4 | n=5 } n=5 | n=4 =4

S/Tx_| (0.2mL)| (0.2mL}] (0.2mL)f (0.4mL}| (0.6mL){ (0.15mLY (0.30mL)!
+ +

aen| - + + + + + +
BS - - + - + + + - -
OA - - - + + + + + +

Tabla 3. Grupos experimentales
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Las ratas control permanecieron el mismo tiempo que las ratas con
cirrosis en jaulas metabdlicas.

Para evaluar el efecto dal benzoato de sodio y omitina-aspartato, se
administré uno u otro medicamento a los grupos Il y IV respectivamente. Para
probar nuestra hipétesis, fueron empleadas tres diferentes dosis de la
combinacién de ambos medicamentos a los grupos V, VI y VI, buscando
ademéds un efecto dosis-dependiente. Finalmente, para evaluar la via de
administracién de! medicamento, se suministré ornitina-aspartato a los grupos
Vil y I1X, también esperando observar una respuesta dosis-dependiente. No se
empleé benzoato de sodio en forma i.v. por no tener este fdrmaco en tal
presentacién.

4. METABOLISMO NITROGENADO.
4.1. Determinacién de Amonio Plasmitico.

Se empled un método enzimédtico, utilizando un equipo comercial
completo para la determinacién de amonio (Sigma Diagnostics).

Fundamento; se basa en la aminacién reductiva de 2-oxoglutarato,
empleando deshidrogenasa glutamina (GLDH) y nicotinamida adenina
dinuledtida reducida (NADH) de la siguiente forma:

GLDH
2-oxoglutarato + NHz + NADH -~——--> glutamato” + NAD

La oxidacién del NADH produce una disminucién en la absorbancia a
340 nm que es proporcional a la cantidad de amonio presente en la muestra.
Una mol de NADH se oxida por cada molécula de amoniaco presente en el
plasma (137).
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Se empled un equipo comercial completo para la determinacién de
amonio (Beckman Instruments). EI método se basa en los siguientes puntos:

1. Leer la absorbancia inicial a 340 nm de cada una de las celdillas contra
blanco de agua o solucién de dicromato de potasio como referencia.

2. Agregar 0.02 mL de la enzima (L-Glutamato Deshidrogenasa)

3. Mezclar por inversién y contar 5 minutos con el cronémetro

4. Hacer una segunda lectura

Célculos

BLANCO = DOB inicial - DOB final
CONTROL = DOC inicial - DOC fina!
PRUEBA = DOP inicial - DOP final

AMONIO (ug/dL) = (PRUEBA - BLANCO) x 44 x 100

Factor 44 =- 322 x 17
6.22x02

3.22 = Volumen del lfquido en la celdilla
17 = Peso en ug de 1 umol de amonio

6.22 = Absorbancia milimolar de NADH a 340 nm
0.2 = Volumen (mL) de la muestra

En la determinacién de amonio se utilizé plasma a 4°C, las muestras se
trabajaron dentro de la primera hora después de la extraccién. Previo a las
determinaciones se realizd una curva de calibracién con diferentes
concentraciones de amonio desde 10 ug/dL hasta 1000 pg/dL hallando una
buena linearidad en este rango (10-1000 ug/dL) con una buena correlacidn de
2= 0.98.
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4.2. Determinaclén de Hipurato en Orina.
Se realiz6 mediante un métedo colorimétrico en el cual se extrae el acido
hiprico de la orina con acetato de etilo.

Eundamento: el dcido hipdrico reacciona con la p-
dimetilaminobenzaldehido (DAB), produciendo un color amarilio verdoso que
es proporcional a la concentracién de 4cido hipurico en la orina, con un pico de
absorcién a 458 nm.

La extraccién del dcido hiplrico en la orina se realiza de la siguiente

manera:

1. Agregar a cada tubo 20 mg de cloruro de sodio.

2. Colocar 100 ul de orina.

3. Afiadir 10 pl de dcido clorhidrico 6N.

4. Agregar 1 ml de acetato de etilo.

5. Agitar por 60 segundos.

6. Dejar en reposo por 15 minutos.

7. Tomar una alicuota de 0.1 mL de acetato de etilo.

8. Tansferir a un tubo de prusba de 20 mL y evaporar hasta secar bajo
reduccién de presion.

Posteriormente se desarrollard el color:

9. Tomar 100 pl de sobrenadante.

10. Aiadir 1 m! de anhldrido acético

11. Agregar 2 ml de p-dimetilaminobenzaldehido al 5% en piridina.

12. Colocar el tubo con la musstra en bafio Maria de 40°C por una hora.

13. Realizar lecturas de absorbancia a 458 nm contra un blanco con
anhidrido acético, DAB y piridina.

Csiculos:

Utllizando una curva de calibracién de absorbancia de dcido hipurico
contra concentracién (mg/dL) se calculd la concantracién del dcido hipurico en
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cada musestra, por interpolacién de la absorbancia de los experimentales en la
curva de calibracién.

Para la determinacién de hipurato urinario se colecté orina de 8 horas.
Las orinas se conservaron a -10°C y se utilizé 4cido acético concentrado, como
conservador. La curva de calibracién se realizé usando concentraciones desde
10 hasta 100 mg/dL. que se prepararon a partir de una solucién madre de
hipurato de 100 mg/dL en acetato de etilo. A estos tubos se les desarrollé
solamente el segundo paso (desarrolio de color, como lo describe la técnica).
Por el método de color hubo una recuperacién del 85 al 97% de hipurato que se
adiciond a una orina seleccionada al azar con una concentracién de hipurato
conocida. Los resultados se expresan como mg/vol (121, 135, 163).

5. ESTUDIOS CONVENCIONALES.
5.1. Determinacién de Urea en Orina.
La determinacién de urea en orina se realizé por un método enzimético.

Fundamenta: en esta reaccién la urea s hidrolizada por la ureasa a
amonio y didxido de carbono. La glutamato deshidrogenasa (GDH), cataliza la
condensacién de amonio y a-cetoglutarato a glutamato con la concomitante
oxidacién de B-nicotinamida adenina dinucleédtido reducido (NADH) a f-
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD). Los resultados se expresan en mg/dL.

La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente:

. Ureasa
UREA + H20  —ecccaeeans > 2 NH3 + CO2
NH3 + a-cetoglutarato  s«---es-me-meacene, > Glutamato + NAD*
+ NADH + H¥ + H,0
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Elujo urinario:

El flujo urinario (ml/min) se calcul6 por medio de la siguiente férmula:

Flujo Urinario = __voiumen urinario (mL)
1440

Donde:
Volumen urinarlo = B8 horas de recoleccién de orina.
1440 = constante (min/dfa).

5.2, Determinacién de Bilirrubinas (Total y Directa).

La bilirrubina forma con el 4cido sulfanilico diazotado un clorato azoico
que en solucién neutra es rojo y en solucién alcalina azul. El glucurénido de
bilirrubina hidrosoluble reacciona directamente, mientras que la bilirrubina
indirecta libre reacciona tan solo en presencia de un catalizador.

Eundamento: ia bilirrubina total en suero o plasma se determina
mediante su reaccién con dcido sulfanilico diazotado tras ia adicién de cafeina,
benzoato de sodio y acetato de sodio. Con la solucién i alcalina de Fehling se
forma azobilirrubina azul, cuyo contenido puede determinarse también en
presencia de subproductos amarillos (coloracién mixta verde) de manera
selectiva por fotometria a 578 nm. La bilirrubina directa se mide sin adicién de
&lcall como colorante azoico rojo a 546 nm. La bilirubina indirecta se obtiene de
la diferencia entre bilirrubina directa (81, 146).

Técnica de la Billrrubina Total:
1. Pipetear en un tubo de ensaye: 0.2 mL de dcido sulfanilico, una gota de
nitrito de sodio, 1.0 mL de acelserador y 0.2 mL ds susro.
2. Mezclar y dejar reposar 10 a 60 minutos a temperatura entre 15 y 250C.
3. Afadir la solucién Il de Fehling 1.0 mL.
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4. Mezclar y medir las extinciones de los problemas al cabo de 5 a 30
minutos contra agua destilada y en caso necesario contra blanco,
filtro de 578 nm. Para el tubo blanco se aftade lo mismo excepto el
nitrito de sodio.

5. Si las extinciones exceden de 1debe diluirse el suero (1:6) con solucién
salina fisiologica y multiplicarse por 6 el resultado obtenido.

Célculos:
Madicién sin blanco: concentracién de bilirrubina total
(E - 0.015) x 10.5 mg/100 mL

Maedicidn frente a un blanco:
E x 10.5 mg/100 mL
E x 180 umghit

Técnica de la Bilirrubina Directa:

1. Pipetear en un tubo de ensaye: 0.2 mL de dcido sulfanilico, una gota de
nitrito de sodio, 2.0 mL de solucién salina fisiolégica y 0.2 mL de suero.
El blanco lleva lo mismo excepto el nitrito de sodio.

2. Mezclar inmediatamentse y dejar reposar a temperatura ambiente entre 15y
250C. A los 5 minutos exactos, tras la adicién del suero, medir las
extinciones de los problemas contra el blanco.

Célculos:

Concentracién de bilirrubina directa :
E x 14.0 mg/100 mL
E x 240 umol/L

5.3. Determinacién de Transaminasas Séricas.
Ambas transaminasas normalmente son detectadas en el suero mediante

espectrofotometria (8, 139).
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Técnica para la Transaminasa Glutdmico Oxaloacética (TGO):

1. Reconstituir el reactivo con agua destilada, mezclando suavemente para
obtener una solucién completa. No agitar para disolver.

2. Agregar agua destilada a una cubeta limpia. Colocar la cubeta en el
espectrofotémetro y ajustar la lectura de la absorbancia a 0.

3. Agregar 3 mL del reactivo a la cubeta limpia y seca, calentar a temperatura
de reaccién.

4. Agregar 0.20 mL de la muestra a la cubeta y mezclar completamente.
Incubar la solucién durante 80 segundos exactamente.

5. Leer la absorbancia y registrarla.

6. Continuar la incubacién y registar la lectura cada minuto exactamente en
un periodo de 2 minutos para establacer el cambio de absorbancia
por minuto.

Técnica para la Transaminasa Glutdmico Pirdvica (TGP):

1. Agregar agua destilada a una cubeta limpia. Colocar la cubeta en el
espectrofotémetro y ajustar la lectura de la absorbancia a 0.

2. Agregar 0.2 mL de la muestra a la cubeta y mezclar completamente. Incubar

la solucién durante 30 a 60 segundos exactaments.

3. Hacer la lectura inicial de la absorbancia y registraria.

4. Continuar la incubacién y registar la lectura cada minuto exactamente,
para establecer el cambio de absorbancia por minuto.

Cdiculos;

Una unidad de actividad es la cantidad de enzima que produce un
micromo! de NAD por minuto bajo las condiciones que se especifican en el
procedimiento de ensayo. La actividad tanto de TGO como de TGP, se calculan
de la siguiente manera:
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TGO o TGP (U/L) = Al min Vi x 100
Absorb Vs

Donde: 'Vt = Volumen total =32mL
Vs = Volumen de lamuestra =0.2mL
Absorbancia = Coeficiente de absorcién milimolar de NADH a 340 nm = 6.22

TGO/TGP(U/L) = Almin x 3.2 X 1000 = A/min x 2572
6.2 0.2

5.4. Determinacién de Fosfatasa Alcalina (FA).

Las fosfatasas alcalinas catalizan la hidrélisis de una amplia variedad de
ésteres de dcido fosférico fisolégicos y no fisiolégicos en medio alcalino. Su
detaccién se lleva cabo mediante un método espectrofotométrico.

Eundameonto: utilizando el B-glicerolfosfato como sustrato, en sangre.
Este método requiere que se mida el ritmo de liberacién del fosfato enddgeno.
La preéencia del grupo hidroxi-alcohol que funciona como un aceptor de
fosfatos, acelera la reaccién de FA. El reactivo de FA {amortiguador COg3) se
formula como reactivo de un solo componente y contiene Monitol como aceptor
de fosfatos (85, 177).

Iécnica:

1. Agregar agua destilada a una cubeta limpia. Colocar la cubsta en el
espectrofotémetro y ajustar la lectura de la absorbancia a 0.

2. Agregar 3.0 mL del reactivo a la cubeta limpia, seca y calentar a
temperatura de reaccién.

3. Agregar 0.100 mL de la musstra a la cubeta y mezclar complatamente.

4.Colocar la cubeta en el espectrofotémetro inmediatamente.

5. Hacer la lectura de absorbancia al minuto 1,2y 3.
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6. Determinar el cambio de absorbancia por minuto, el cual deberd
mantenerse por lo menos 2 minutos.

Céilculos:

La actividad de FA se calcula como sigue:

FA (UL/1) = A/ min x ¥t x 100
Absorbancia Vs

Donde: 'Vt = Volumen total =3.10 mL
Vs = Volumen de la muestra = 0.10 mL

Absorbancia = Coeficiente de absorcién milimolar de p-nitrofenol a 4 nm= 18.8

FA (UU1) = AL min x 3.10 x 100 = A/ min x 1649
18.8 0.10

6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se analizaron en una computadora Macintosh Classic
usando un programa Stat View. Se utilizaron pruebas de andlisis de varianza
{(ANOVA) para comprobar si se presentaban diferencias entre los grupos.
Debido a que este andlisis revel6 diferencia significativa entre los grupos, fue
necasario realizar otro andlisis, por lo que se ulilizé el método de U-Mann
Withney. Mediante estos valores se puede observar que los grupos
experimental difieren del grupo control. Los datos obtenidos son expresados
como el Promedio + Desviacién Estdndar tomando un valor de p<0.05 como
significativo (175).
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1. Efecto del Benzoato de sodio 0.2 mL y Ornitina-Aspartato 0.2 mL
oral, sobre los niveles de amonio sangu/neo.

La administracién del Benzoato de sodio en dosis bajas, mostré
disminucién no significativa en los niveles de amonio plasmético cuando se
comparé con el grupo que no fue tratado (270 + 60 vs 360 + 101, p > 0.05). -
Cuando se analiz6 el grupo que recibié Ornitina-Aspartato 0.2 mL con respecto

CAPITULO V
RESULTADOS

EFECTO SINERGICO

al grupo sin tratamiento, tampoco se observé disminucién significativa en las
concentracionses de amonio en sangre (352 + 90 vs 360 + 101, p > 0.05).

Amonio

(ng/dL)
500
o] T
300
200
100

04

1

C = Control
S/Tx = Sin Tratamiento

BO = Benzoato de sodio/Ormnitina-Aspartato

(500 mg/kg + 20 mg/mL) oral.

B ]
C SMx BS OA

* Estad(sticamente significativo
(p<0.003) respecto al grupo S/Tx.
Prueba U Mann-Whitney.

Gréfica 1. BS y OA 0.2 mL oral, sobre amonio sanguineo.
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2. Efecto de la combinaclén Benzoato de sodio /Ornitina-Aspartato
02 mL, 04 mL y 0.6 mL oral, sobre los niveles de amonlo
sangufneo.

Al comparar los resultados de administrar la combinacién de ambos
fdrmacos comparados contra el grupo que no fue tratado, se observé
disminucién significativa en las concentraciones de amonio para el grupo que
recibi6 la combinacién en dosis baja (0.2 mL) (145 + 17 vs 360 % 101, p < 0.007)
al Igual que para los animales tratados con la dosis media (0.4 mL) {101+ 17 vs
360 £ 101, p < 0.003), asf como para el grupo que fue tratado con la dosis alta
(0.6 mL) (127445 vs 3601101, p<0.005).

Amonio

(ng/dL)
500

400 I

300
2004 .

* *
*
O T T T \T T
BO BO BO
¢ s"x(o.z)(o.qo.s)
C = Control

S/Tx = Sin Tratamiento * Estadisticamente significativo

4 . SITx.
BO = Banzoato de sodi/Omitina-Aspartato  {P<0.05) respecto al grupo
(500 mg/kg + 20 mg/mL) oral. Prueba U Mann-Whitney.

Gréfica 2. BO 0.2, 0.4 y 0.6 mL oral, sobre amonio sanguineo.
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3. Etecto de dos dosis Lv. de Ornitina-Aspartato (0.15 mL y 0.30
mL), sobre los niveles de amonlo sangufneo.

Al comparar el tratamiento de Ornitina-Aspartato intravenosa contra el
grupo que no recibié tratamiento, se observé disminucién significativa en las
concentraciones de amonio sanguineo para el grupo que fue tratado con la
dosis de 0.15 mL (49 + 18 vs 360 £ 101, p < 0.007), al igual que para el grupo
que recibié la dosis de 0.30 mL (79 + 17 vs 360 % 101, p < 0.007).

Amonio
(ng/dL)

500

sw0{ |
300
200
100 .

c 's/ix, OA OA’

(0.15)0.30)
C = Control . * Estadisticamente significativo
S/Tx = Sin Tratamiento (p<0.05) respecto al grupo S/T L

OA = Omitina-Aspartato (100 mg/mL) iv.  pryeba U Mann-Whitney.

* Gréfica 3. OA 0.15 y 0.30 mL i.v., sobre a'monl_o“ sanguineo.
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4. Efecto del Benzoato de sodio 0.2 mL y Ornitina-Aspartato 0.2 mL
oral, sobre los nlveles de hipurato urinario.

Cuando se analizé el grupo que recibié Benzoato de sodio en dosis bajas
contra el grupo sin tratamiento, se observd un aumento significativo en las
conceniraciones de hipurato urinario (4.9 £ 1 vs 0.3 £ 0.05, p < 0.003). Los
niveles de hipurato urinario no aumentaron significativamente cuando las
ratas cirréticas fueron tratadas con QA en la dosis de 0.2 mL (0.3 + 0.2 vs 0.3
+0.05,p> 0.05).

Hipurato

(mg/vol)

L

O~ NP

== M ==

1
C STx BS OA

g; Cogly °IT tarmient * Estad/sticamente significativo
x = Sin Tralamiento ™ 0.05) respecto al grupo S/Tx.
BO = Benzoato de sodio/Omitina-Aspartato F"pnjeba 2, Mann-Whitnay.

(500 mg/kg + 20 mg/mL) oral.

Gréfica 4. BS 0.2 mLy OA 0.2 mL oral, sobre hipurato urinario.
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5. Efecto de la combinacién Benzoato de sodio/Ornitina-Aspartato
0.2 mL, 0.4 mL y 0.6 mL oral, sobre los niveles de hipurato urinarlo.

La combinacién de ambos fdrmacos mostré-un incremento significativo en
los niveles de hipurato urinario cuano se comparé contra el grupo que no fue
tratado. Este efecto se observé cuando se administraron las dosis baja (0.2 mL)
(2.3 £ 0.5 vs 0.3 £ 0.05, p < 0.007), media (0.4 mL) (2.4 £ 0.4 vs 0.3+ 0.05, p <
0.003) y aita (0.6 mL) (2.2 + 0.6 vs 0.3 1 0.05, p < 0.003).

Hipurato

{mg/vol)

i

x BO BO BO
(o 2)(0.4)(0.6)

5
4
3
2
1
04

g/T=xc=°zir:ITralamiemo * Estadisticamente significativo
BO = Benzoalo de sodio/Omitina-Aspartato g«;g)u ecpact \;v‘:n%tpo STx.
(500 mg/kg + 20 mg/ml.) oral. u n y.

Gréfica 5. BO 0.2, 0.4 y 0.6 mL oral, sobre hipurato urinario.

eSS Bl ’DEE%E‘
gg{ﬁﬁ DE LA BIBLICTECA
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6. Efecto de dos dosls lLv. de Ornitina-Aspartato (0.15 mL y 0.30
mL), sobre los niveles de hipurato urlnario.

Cuando se analizaron los grupos que racibieron Ornitina-Aspartato
intravenosa, con respecto al grupo que no fue tratatadomse observé un
incremento significativo en los niveles de hipurato urinario tanto para el grupo
que recibié la dosis de 0.15 mL (0.3 + 0.1 vs 0.3 + 0.05, p < 0.007), como para el
grupo que fue tratado con la dosis de 0.30 mL (0.1 £ 0.09 vs 0.3 £ 0.05, p <
0.007).

Hipurato

(mg/vol)

0,5

0,41 T —

0,3 Y

0,2

0,1
0+

C six OA' OA
(0.15) (0.30)

C= Control “Estadisticamente significativo

SfTx= Sin Tratamiento (p<0.05) respacto al grupo SMx
OA = Ornitina-aspartato Prueba U Mann-Whitney
{100 mgfmd.) iv.

Gréfica 6. OA 0.15 y 0.30 mL i.v., sobre hipurato urinario.
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7. Efecto de los diferentes fdrmacos sobre los niveles de urea en
orina.

GRUPO UBREA (mg/vol)
c 45+ 10
S/Tx 49+ 18

BS 71+38*

0A 184 £23 *
BO (0.2 mL) 120+ 41 *
BO (0.4 mL) 108 £ 16 *
BO (0.6 mL) 115+ 38 *

OA (0.15 mlL) 130 + 23 *

OA (0.30 mL) 152 + 40 *

TABLA 4. Urea en orina

C = Control

S/Tx = Sin Tratamiento .

BS = Benzoato de sodio (500 mg/kg) oral * Estadisticamente significativo
OA= Ornitina-Aspartato (20 mg/mL) oral {p<0.05) respecto a grupoS/Tx.
BO = Benzoato de sodio /Omitina-Aspartato Prueba U-Mann Whitney.

(500 mg/kg + 20 mg/mL) oral
OA = Omnitina-Aspatato (100 mg/mL) iv.
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PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO HEPATICO
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Grupo o) Ay myd) (o)
Normal (n=5) 528+ 138* 125+47° 2106 1:02° 168+56°
ST/x (n=9) 690+£79 1121£287 9+1  S*1 4541117
BS (02mL) (n=5) 363+ 115" 135441* 51+  3%1" 368174
OA(02mL)(n=4) 607+39 16861 7&1* 41 406476
BO (0.2mL) (n=4) 297+45" 362+138* 3+1* 2104° - . 258%72"
BO(0AML) (n=5) 3953145 132337° 510 3%02 267449
BO(06mML) (ne4) 538+99° 102+24* 71 | 31 - 165:4dr
OA (0.15mL) (n=4) 225+79° 107428° 81  5%1 25193
OA(030mL) (n=4) 263%43° 124%14* 7x1* 51 25653

*E

BS = Benzoato de sodio
OA = Omitina-aspartato

BO = Benzoato de sodio/Omitina-aspartato

Attt PR

(p<0.05), resp

TGO = Transaminasa Glutdmico Oxaloacé
TGP = Transaminasa Glutdmico Pirivica

B.T. = Bilirrubinas Totales
B.D. = Bilirrubinas Directas
F.A. = Fosfatasa Alcalina

al grupo S/Tx. Prueba U-Mann Whitney.

Tabla 5. Pruebas de Funcionamiento Hepético

82



EFECTO SINERGICO

CAPITULO VI
DISCUSION

El modelo de cirrosis biliar secundaria inducida por ligadura del conducto
comun en ratas conduce a un estado metabdlico asociado a hiperamonemia,
modelo con el cual se pueden hacer ensayos con farmacos para intentar
modificar la hiparamonemia, tratando de extrapolar asf lo que podria ocurrir en
padecimientos que cursasen con esta alteracién metabdlica.

En los animales a semejanza de lo que ocurre en pacientes hepaticos
desde el punto de vista clinico, la insuficiencia hepatica que se expresa como en
la cirrosis hepatica en humanos existen alteraciones clinicas desde la cirrosis,
se presentan ictericia, coluria, alteracién de los reflejos motores, hepatomegalia,
esplenomegalia y ascitis; este mismo patrén al igual que los aspectos
biolégicos del higado, se ven modificados en los animales de experimentacion.
Estos cambios fueron observados en la 4a semana de ligadura del conducto
biliar, como se ha reportado en trabajos realizados en ratas y perros (59).

Histopatolégicamente se reproduce el patrén caracteristico de la cirrosis
biliar, como un aumento significativo de la coldgena y proliferacién de los
conductos biliares (56).

Dentro de los aspectos funcionales del modelo, las pruebas de
funcionamiento hepatico (PHF) (Tabla 4) tratan de correlacionar que a
semejanza de lo que ocurre en el patrén humano, también se encontré una
alteracién en este estudio experimental, lo cual convalida el modelo animal
utilizado. En general, el incremento en las cifras de las PFH es otro pardmetro
que confirma la utilizacién del modelo de cirrosis por ligadura del conducto
colédoco en ratas.

El disefio de este estudio se distinguié de otros ensayos experimentales
de toxicidad del amonio en roedores, por lo siguiente: (a) se utlizaron ratas con

83



EFECTO SINERGICO

cirrosis comprobada histolégicamente (31); (b) no fue necesario administrar
acetato de amonio porque la hiperamonemia fue producida por una
insuficiencia hepética crénica; (c) la administracién de todos los tratamientos se
realizé en forma aguda y en una sola dosis; (d) se emplearon dosis de sustratos
sin combinar (Gupos Ill y IV); (e) se trabajé con grupos que recibieron la
combinacién de Benzoato de sodio/Ormnitina-Aspartato, tratando de encontrar
una interaccién medicamentosa positiva para manejar la hiperamonemia; (f) se
empled Ornitina-Aspartato i.v., buscando nuevas alternativas de administracién;
{(9) se realizaron ensayos dosis-dependientes por via oral @ i.v.

Al utilizar modelos animales de cirrosis experimental se ha podido
determinar la actividad bioldgica del Benzoato de sodio, lo cual ha permitido
conocer sus pardmetros farmacodindmicos. Estas determinaciones estdn
basadas en los trabajos llevados a cabo en el Departamento de
Gastroenterologfa del Instituto Naiconal de la Nutricién Salvador Zubirdn (83,
103), asi como sen los estudios desarroliados por Querashi y col.

Ahora es deseable conocer los efectos que la combinacién de este
medicamento administrado en forma simulténea con Omitina-Aspartato, pudiera
tener sobre los niveles de amonio sangulneo en ratas con cirrosis hepatica.

E! mecanismo benéfico del Benzoato de sodio para reducir los niveles de
amonio sanguineo en mamiferos, se lleva a cabo mediante su conjugacién con
compuestos nitrogenados, glicina o glutamato para facilitar la excrecion urinaria
como 4cido hiplrico. Por cada molécula de Benzoato de sodic administrada se
elimina una cantidad equimolar de nitrégeno, lo que disminuye la poza
metabdlica de la glicina, la cual para restablecer su sintesis utiliza el amonio
circulante, reduciendo los niveles de la hipsramonemia y las manifestaciones
clinicas de la encefalopatia hepética (44).

Haussinger et al (72), han especulado que el benzoato de sodio puede
activar una via alterna de eliminacién del amonio en células perivenosas, por
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ejemplo mediante la formacién y liberacién de glutamato en lugar de glutamina
estimulando probablemente el intercambio glutamato/benzoato.

El Benzoato de sodio se ha usado en medicina clinica como una prueba
de funcionamiento hepético (4).

De acuerdo con ciertos resuitados experimentales el benzoato de sodio
puede ser téxico solo cuande es usado en altas dosis, en un rango de 7.5 a 10.0
mmolkg de peso (esto es, 1081 a 1441 mg/kg de peso) (102, 118). El grupo dei
Dr. O'Connor ha mostrado gue tanto L-carnitina (75) y carbamil glutamato (63)
pueden prevenir la potenciacién del Benzoato de sodio y esto puede ser dtil
para poner de manifiesto los efectos téxicos del compuesto cuando son usadas
accidentalmente altas dosis de Benzoato de sodio {118).

E! efecto deletereo de aitas dosis de Benzoato de sodio se ha atribuldo a
la acumulacién de benzoil-Co A, la que puede depletar el pool de acetil-Co A,
llevando a una disminulda formacién de N-acetilglutamato y consecuentemente
a una inhibicién de la sintesis de urea (45). No se ha encontrado inhibicién
directa en las enzimas del ciclo de la urea en ratas hiparamonémicas tratadas
con Benzoato de sodio (37).

Ommitina-Aspartato estimula la incorporacién del amonio dentro del ciclo
del dcido citrico, disminuyendo los niveles del amonio circulante. Este
medicamento funciona como un sustrato critico para que se lleven a cabo la
ureagénesis y la sintesis de glutamina, procesos que pueden actuar como vias
alternas de eliminacién del amonio (54). Aunque podria existir hipotéticamente
una via mas de excrecién del amonio que pueda potenciar el aumento en las
concentraciones de hipurato. Tal vez por una via alterna en la formacién de
orotato o de glicina.

Este compuesto estimula dos vias mds. La ormitina se combina con la
carbamilfosfato sintetasa |, que no funciona activamente en el proceso de
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cirrosis hepdtica. La unién de estos metabolitos mas la captacidn del amonio
circulante, promueven la sintesis de urea en los hepatacitos periportales y en
menor grado en los perivenosos.

Por otro lado, en los hepatocitos perivenosos la omitina luego de sufrir
transaminacion y pasar a o-cetoglutarato, puede combinarse con sustancias
dicarboxiladas como el aspartato para estimular la glutamina sintetasa, enzima
que durante las enfermedades hepéticas agudas y crénicas se encuentra
trabajando a un 20% de su capacidad, para formar glutamina (54).

También debe recordarse que la poblacién de hepatocitos es
heterogénea y que dependen de su localizacién y su edad el grado de
funcionamiento y capacidad enzimdtica. Lo cual es una caracteristica muy
propia del higado de funcionar en forma segmentaria y no como una unidad. Lo
que nos hablarfa de las diferentes formas de excrecién amoniacal que el higado
puede desarrollar.

Al analizar los niveles de amonio plasmdtico en el grupo que no recibié
tratamiento, se observé un aumento significativo de casi 200 % con respacto al
grupo control (gréficas 1 a 3). Esto se explica porque la ligadura que se colocd
al conducto colédoco provocé insuficiencia hepdtica y corto-circuitos
portosistémicos una vez que la rata alcanza la cirrosis, observandose un efecto
mixto tanto de los hepatocitos dafiados como de los corto-circuitos inducidos por
la cirrosis biliar.

El efecto de los fd&rmacos administrados en forma separada por via oral,
no mostré modificacién de los niveles de amonio sanguineo (gréfica 1). En el
caso del Benzoato de sodio puede deberse a la duracién del tatamiento, ya que
en estudios experimentales realizados en el Departamento de
Gastrosnterologia del INN SZ (69), empleando Benzoato de sodio en dosis
bajas pero durante 7 dias, se ha observado disminucién significativa en los
niveles de amonio plasmatico.
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Ornitina-Aspartato no mostré eficacia para reducir el objetivo que es la
concentracién de amonio, lo que puede ser debido a la via de administracién en
forma oral, pues en estudios realizados por Leweling (54), se encontré una
reduccidn significativa en los indices de amonio sanguineo con el empleo del
mismo fdrmaco en condiciones similares a las nuestras pero en pacientes que
recibieron el tratamiento por via intravenosa.

Este efecto puede deberse a una mayor biodisponibilidad de la Ornitina-
Aspartato administrada i.v.. Lo que fue observado cuando se empleé Ornitina-
Aspartato en forma i.v. (gréfica 3), donde las concentraciones de amonio
disminuyeron hasta el nivel basal tomado a partir del grupo que no fue operado.
Estos resultados muestran que e! medicamento administrado de esta forma
alcanza con més facilidad el torrente sanguineo y por tanto es mds notorio su
efecto.

Con el objeto de cuantificar el efecto de la combinacién de los dos
fdrmacos, se emplearon tres dosis diferentes en forma oral en un ensayo dosis-
dependiente (gréfica 2). Esta combinacién mostré un efecto sinérgico en la
reduccién de las concentraciones de amonio con las tres diferentes dosis, lo que
puede deberse a la captacién de amonio (NH4*) mediante dos vias alternas del
ciclo de la urea, el cual se encuentra deprimido durante el proceso de cirrosis y
encefalopatfa hepética.

El efecto sinérgico propuesto para estos dos medicamentos seria pues,
una mayor captacién de moléculas de nitrégeno provenientes del amonio
circulante, lo que disminuirfa considerablemente la hiperamonemia y por tanto
los efectos causados por ésta.

La captacién de nitr6genos por estos dos medicamentos activa vias
alternas para su eliminacién, las que pueden ser evaluadas mediante sus
productos de excrecién. Una forma de medir la cantidad de Benzoato de sodio
administrado es cuantificando su eliminacién como hipurato, el cual se forma
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después de que la glicina le cede su esqueleto carbonado al &cido benzofco.

Analizando al grupo que recibié Benzoato de sodio en la dosis baja y en
forma oral (grédfica 4), se encontraron aumentados los niveles de hipurato
urinario lo que concuerda con la hipétesis planteada para este medicamento.

La combinacién de ambos medicamentos en sus tres diversas dosis
(gréfica 5), mostré elevacién signifcativa de las concentraciones de hipurato,
alcanzando solo la mitad del incremento encontrado para el Benzoato de sodio.
Este efacto padria deberse a que solo el Benzoat de sodio se deriva hacia
hipurato, en tanto que la Ornitina-Aspartato se excreta como urea en el caso de
la ornitina o se deriva hacia la formacién de giutamina cuando ambos
intermediarios actdan conjuntamente. Lo que puede explicar porque solo se
obtiene fa mitad de! incremento de hipurato en comparacién con el grupo
tratado con Benzoato de sodio.

No se descarta que la combinacién si bien estimula algunas enzimas,
también puede deprimir otras y debido a esto puede producirse el aumento de
hipurato por arriba de lo supuestamente esperado. La poza de urea se eleva
mds en las combinaciones pero también se encuentra elevada en Benzoato de
sodio y Ornitina-Aspartato aunque en forma menos impresionante.

Otro metabolito nitrogenado que comunmente estd involucrado en la
eliminacién del amonio es la urea. Este producto de excrecién tedricamente solo
deberfa encontrarse elevado en los grupos que fueron tratados con Ornitina-
Aspartatato, lo que se observa principalmente en el grupo que recibié el
medicamento por via oral (Tabla 5).

Las ratas que fusron tratados con la combinacién de los dos
medicamentos en sus tres dosis también por via oral, mostraron niveles
slevados en las concentraciones de urea.
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Los grupos que fueron tratados con Ornitina-Aspartato por via
intravenosa, mostraron incremento en los niveles ureicos para las dos dosis
empleadas (0.15 mL y 0.30 mL).

Estos resultados, sugieren la existencia de un punto critico en donde fas
dosis empleadas en forma oral pueden actuar a nive! enzimdtico para la
formacién de los productos de excrecién, principalmente en el caso de las
combinaciones de los medicamentos. Este sitio de accién en comtin para ambas
vias deberia encontrarse fuera del cicio de la urea, tal vez en el aspartato que va
a entrar al ciclo de la urea y que funciona como uno de Ios precursores del ciclo
del dcido citrico, compartiendo el NH4* que es la segunda molécula
nitrogenada necesaria para activar el ciclo de Krebs.

Los resultados sugieren que el Benzoato de sodio mds la Ornitina-
Aspartato, tienen efecto sinérgico en ia disminuicién de los niveles de amonio
en sangre de ratas cirréticas hiperamonémicas.

Debido a! efecto de Ornitina-Aspartato intravenosa esta podria ser
también una alternativa en el tratamiento de la encefalopatia hepdtica aguda,
cuando los pacientes se encuentran en coma y no pueden ingerir el fdrmaco por
via oral.
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CAPITULO ViI
CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados en este estudio se puede
concluir:

1. Este modelo animal de cirrosis biliar inducida por ligadura del conducto biliar,
reproduce muchas de la alteraciones observadas en pacientes cirréticos, siendo
un modslo adecuado para el estudio de diversas fases de esta enfermedad.

2. La administracién de BS por via oral no provocé disminucién significativa en
la concentracién de los niveles de amonio sangufneo aunque si el mayor
incremento en los niveles de hipurato urinario.

3. Con el empleo de OA sola en forma oral, en nuestro modslo, no disminuyeron
las concentraciones de amonio.

4. La administracién conjunta de BS méds OA disminuyé notablemente la
concentracién de amonio en suero de ratas con cirrosis.

5. El empleo simultdneo de la férmula Benzoato de sodio/Ornitina-aspartato, no
mostré .tener un efecto dosis-dependiente cuando se analizaron los niveles de
amonio plasmdtico y las concentraciones de hipurato urinario. Lo que pueds
deberse a un proceso de saturacién enzimético.

6. El efecto sinérgico més significativo por via oral para disminufr el amonio
plasmitico y aumentar su excrecion, fue de 0.4 mL oral (con una concentracién
de BS de 500 mg/kg y 20 mg/mi de OA).

7. Con la administracién intravenosa de Ornitina-Aspartato (100 mg/mL), se
logré la disminucién mds significativa de las concentraciones de amonio
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plasmético. Lo que comprueba que es mds efectiva esta via de administracién,
por la mayor biodisponibilidad dei farmaco.
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