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“L'alcohol em distruird el fetge/i les arnes la pell

el fum els pulmons/i els homes ef cervell.

Podreu fullejar els meus somnis/grapejar els records

i estripar-me plors i versos/jocs | amors.

Perd no pas aquest poemal/volador i petit.

Gust d’amor/color magrana/que he escrit per al meu amic...”
Joan Manuel Serrat

“Vaga el mundo por el tiempo

a la par del viento

en el gran silencio.

Todas las cosas importantes

fas insignificantes

a que jugamos todos.

Pero se engaiia y se destruye tontamente
sin importarie a la gente

fas argucias de su mente.

Sistemas e individuos se preocupan

mds por lo que a ellos les gusta que por algo que sea real.”

Rodrigo Gonzdlez (ROCKDRIGO)
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BESUMEN

Durante el proceso de regeneracién hepdtica existen cambios a nivel metabdlico y
molecular que tienen la finalidad de restituir el tejido hepdtico perdido. En este trabajo se
determinaron indicadores fisiolégicos, metabélicos y de regeneracion para determinar los
efectos de la administracion de sacarosa en un modelo de ingesta aguda de etanol sobre el
higado en regeneracién; explorando el efecto de este carbohidrato en la reversion de los
efectos deletéreos de este xenobidtico.

Ratas macho Wistar fueron sometidas a hepatectomia parcial (retiro del 70% del
higado) e inmediatamente después de la cirugia se les administré una dosis Unica de etanol,
sacarosa o una mezcla de sacarosa-etanol, sacrificandose a diversos tiempos obteniéndose
el higado remanente en donde se aislé la fraccion citosélica y mitocondrial ademés de
muestras para estudios morfolégicos con microscopio de luz y electronico. Tanto en la
fraccion citosdlica como mitocondrial se determind la actividad especifica de las siguientes
enzimas: alcohol deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa, glutamico deshidrogenasa,
transaminasa-gutamico oxaloacética, citocromo oxidasa y malato deshidrogenasa. Para
evaluar el proceso regenerativo se determinaron los siguientes indicadores: a) sintesis de
novo de DNA; b) actividad especifica de la enzima timidin quinasa y, c) restitucién del tejido
hepédtico. Como indicadores fisiologicos se determind la concentracién sanguinea de los
siguientes metabolitos: glucosa, triacilglicéridos, albumina, urea, amonio y bilirrubina total.
En extractos percloricos se determino lactato, piruvato, el par redox NADP/NADPH,
hidroxibutirato y acetoacetato.

El grupo de animales tratados con etanol muestran disminucion estadisticamente
significativa con respecto a ratas inicamente con hepatectomia parcial en la sintesis de novo
de DNA al igual que en los otros dos marcadores de regeneracidn {actividad especifica de
timidin quinasa y ganancia de peso del higado remanente). Por el contrario, los grupos de
animales parcialmente hepatectomizados que recibieron sacarosa o la mezcla sacarosa-etanol
presentaron el mismo perfil que las ratas en estado regenerante y que no recibieron ningin
otro tratamiento. Por su parte, tanto las actividades enzimaticas como los metabolitos
determinados indican que el grupo de animales tratados con etanol presentan alteraciones
importantes en estos indicadores y su perfil microscopico sefiala mayor dano a las
estructuras subcelulares. L.os grupos que recibieron sacarosa o la mezcla sacarosa-etanol
presentan actividades enzimaticas y concetracion de metabolitos muy semejantes entre si y



semejantes al grupo de ratas que fueron unicamente parcialmente hepatectomizadas.

Los resultados indican que en el modelo de regeneracién hepética en ratas, el etanol
produce alteraciones estructurales, metabdlicas y fisiolégicas que son revertidas
parcialmente por la administracion de simultdnea de sacarosa.



INTRODUCCION

A. Efectos generales del etanof.

E) alcoholismo es una enfermedad de curso crénico, sujeto a recaidas que se
caracteriza por la ingesta excesiva y compulsiva de bebidas alcohdlicas que tiene como
consecuencia un dafo en la esfera bio-psico-social del individuo que la padece. Una persona
alcohdlica es el sujeta que no tiene control sobre fa ingesta de alcohol y no es capaz de
abstenerse de beber llegando a un estado de intoxicacidn aguda que, con el tiempo, tiende

.a ser crénico. El alcoholismo como enfermedad ocupa uno de los primeros lugares de morbi-
mortalidad entre la poblacién adulta de nuestro pais, por lo que los estudios encaminados
a entender los mecanismos tisiopatolégicos y de tratamiento de esta enfermedad son de
importancia prioritaria (Consejo Nacional Antialcohdlico 1985).

Los efectos fisiopatoldgicos causados por {a ingesta de etanol descritos tanto en
humanos como en modelos experimentales en animales varian de acuerdo al tiempo de
ingesta (crénica o aguda), el sexo del sujeto y la sensibilidad especifica del mismo (Lieber
1991). En humanos se ha invocado inclusive un factor genético que determina la
predisposicion al dafio producido por ef etanol, ademas de existir diferencias raciales en la
oxidaciéon del mismo (Kennedy 1990). Las alteraciones que se han descrita por fa ingesta
crénica comprenden degeneracidn importante en higado, corazdn, misculo estriado,
testiculo, y sistema nervioso (Lieber, 1982; 1984; 1991; Rosenblum 1989; Altura 1989). Se ha
propuesto que estos dafios son el resultado del metabolismo oxidativo del etanol, el cual
produce metabolitos secundarios derivados directa o indirectamente de éste, que son los
principales responsables de las alteraciones provocadas en los tejidos. Este dano estéd
directamente relacionado con el tiempo y la cantidad de etanol ingerido (Lieber 1991, Altura
1989).

En el caso de la ingesta aguda de etano!, existen alteraciones a diversos niveles
dependiendo de la cantidad ingerida, si el sujeto esta en ayuno o ha ingerido alimentos, asi
como de exposiciones previas (Lieber 1991), En este caso, las manifestaciones de daifio mas
evidentes son relacionadas con el sistema nervioso central (SNC) y/o periférico (SNP),
actuando como un inhibidor al disminuir la conduccion del impulso nervioso a través del
axon de la neurona (Kennedy 1990). En la ingestion aguda, existe una depresion en la
formacidn reticular del talio cerebral lo que produce un aumento de la excitacion de la
corteza, liberdndola, lo que explica los cambios en el estado mental que son caracteristicos
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de la lamada "embriaguez" (Depto Psiquiatria 1986). Ademds de las alteraciones al SNC y
SNP, la ingesta aguda de etanol produce alteraciones a nivel sistémico que son el resultado
de las acciones propias del etanol como molécula polar (efecto de solvente); por su
metabolismo oxidativo (oxidacion del etanol a acetato con cambios en los niveles de los
dinucleétidos de adenina NAD Y NADH), o por sus derivados metabdlicos primarios o
secundarios (acetaldehido y acetato y radicales libres, respectivamente). Estos efectos tienen
consecuencias a distintos niveles celulares tales como la alteracién de la utilizacién de
oxigeno por la mitocondria; formacién de los llamados "aductos" (unién quimica del
acetaldehido principalmente con aminas y péptidos) en proteinas, lipidos y 4cidos nucléicos
(Medina 1985; Gaines 1977; Stevens 1981) y alteraciones en muchas de las principales vias
metabdlicas, tales como el ciclo de Krebs y las involucradas en la utilizacién del oxigeno,
glucosa y lipidos (Kennedy 1990, Lieber 1991).

B. Metabolismo hepatico del etanol.

El higado es el 6rgano de la economia que principalmente metaboliza al etanol ya que
poseé al menos tres mecanismos bien definidos de eliminaciéon y metabolismo de ‘éste
(Lieber, 1984; 1991). Las alteraciones fisiopatologicas descritas incluyen a la hepatitis, la
esteatosis y la cirrosis alcohdlica (Feuer 1990). Por otro lado, existen otros 6rganos que son
daifados por el etanol y que son afectados independientemente del dafio producido al higado.
Gastritis, enfermedad dcido péptica, alteraciones del aparato cardio-circulatorio,
predisposicion al cancer de laringe, estdmago, boca y garganta; alteraciones a! aparato
locomotor y al sistema nervioso central y periférico, son ejemplo de alteraciones a érganos
y sistemas relacionados con la ingesta de etanol (Feuer 1990).

Una vez que se ingiere etanol, éste pasa rapidamente a través de las membranas
mucosas. Si el estomago esta vacio, el alcohol es absorbido en el tracto digestivo superior
pero si hay alimentos, entoces el etanol es absorbido en el tracto digestivo inferior. Ademas,
la absorcidon depende de la concentracidn del etanol ingerido: a mayor concentracién, mas
répido se absorbe. Después de la absorcion, el alcohol se difunde rapidamente a través de
los capilares y membranas de todos los 6rganos y asi es distribuido uniformemente a toda
el agua corporal (Kennedy 1990).

Una vez que el etano! llega al higado, este lo oxida hasta acetato por medio de tres
sistemas bien definidos (Figura 1) que son:

a) Sistema de las enzimas alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehido deshidrogenasa
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(ALDH). La primera localizada preferentemente en citosol y que convierte al etanol en
acetaldehido. Este paso requiere de una molécula de nicotinamida adenin-dinocleétido (NAD)
como coenzima.

CH,-CH,-OH + NAD* —————— CH;-CHO + NADH + H*

El acetaldehido resultante pasa a la mitocondria en donde es convertido a acetato por
medio de la ALDH que también utiliza al NAD como coenzima.

CH;-CHO + NAD* ———————— CH,-COO + NADH + H*

Estas dos enzimas pueden metabolizar hasta cerca del 80% del etanol ingerido lo que
las hace ser la principal via de destoxificacion de etanol en mamiferos. Por otro lado, tanto
la ADH como la ALDH no se localizan exclusivamente en el higado, sino que se han
identificado isoenzimas de ellas en estdmago, intestino delgado, pulmén, rifion y ojo
(Kennedy 1990). Estas isoenzimas han sido caracterizadas por sus constantes cataliticas y
su sensibilidad a diversos inhibidores como son el pirazol o el metil-pirazol para el caso de
la ADH y disulfiram y cianamida para la ALDH (Kennedy 1990, Mufti 1989).

b) Sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS; por sus siglas en inglés:
Microsomal Ethanol-Oxidizing System). El MEOS es un sistema que es inducible por el
alcoholismo crénico y su principal enzima metabolizante del etanol es el citocromo P450-IE1.
Este sistema se localiza en las cisternas del reticulo endoplasmico liso y utiliza al oxigeno
y como coenzima al NADPH tal como se ilustra a continuacién (Lieber 1991; Kennedy 1990).

CH,-CH,-OH + NADPH + H* + O, ——————— CH,-CHO + NADP* + 2H,0

El acetadehido asi formado es convertido a acetato por la ALDH, nuevamente con
auxilio de una molécula de NAD’. El sistema MEOS es capaz de metabolizar y eliminar
algunas drogas incluyendo a los barbituratos, lo que explica la resistencia que tienen los
alcohdlicos a este tipo de drogas. Sin embargo, cuando se ha ingerido una gran cantidad de
etanol, el sistema MEOS metaboliza preferentemente al etanol con lo que los barbituratos no

se metabolizan, produciendo un incremento en la suceptibilidad de los alcohélicos a los
barbituratos cuando estan ebrios.



. ETANOL
"~ - ADH NAD 6
MEOS NADPH
CATALASA -

ACETALDEHIDO
ALDH . NAD
ACETATO
l CoA
ATP
ACETIL CoA
SINTESIS DE ACIDOS CICLO DE
GRASOS KREBS
PIRUVATO
TRIACILGLICERIDOS v
LACTATO

FIGURA 1: Metabolismo oxidativo del etanol y su relacidn. con el
metabolismo intermedio del hepatocito (modificado de Crow 1979).
ADH: Alcohol deshidrogenasa; MEOS: sistema microsomal de oxidacidén
del etanol; ALDH: aldehldo deshldrogenasa CoA: Coen21ma A
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c) Sistema de la catalasa. Localizada en los peroxisomas y que utiliza peréxido de
hidrégeno para oxidar al etanol. Este sistema esta en estrecha relacién con el sistema de
glutatién oxidado-reducido y, al igual que el sistema MEOS, es inducible por alcoholismo
crénico (Thurman 1989, Lieber 1991). E! etanol puede servir como donador de hidrégenos en
la reaccidn:

CH;-CH,0H + H,0, ——————— CH;CHO + 2H,0

Esta reaccidon es dependiente de la disponibilidad de peréxido de hidrégeno, por lo que
un incremento de éste o un decremento en la catalasa pueden activar o inhibir esta reaccion.

Ademas de los tres sistemas anteriores de oxidacion del etanol, se han descritos otros
sistemas de eliminacién del etanol, pero que contribuyen escasamente al metabolismo de
esta molécula (Kennedy 1990). Tales sistemas son:

a) Oxidacion no enzimaética del etanol. El peréxido de hidrégeno puede interactuar con
el etanol en una reaccién catalizada por un metal de transicién (como es el fierro), en una
reaccioén tipo Fenton.

Fe* + H,0, ——————— Fe” + OH + OH
OH + CH-CH,-OH ——————— CH,-COO" + H*

La reaccion de Fenton produce el radical libre hidroxilo (OH) que puede oxidar al
etanol a acetaldehido, mientras que el fierro puede ser reducido de nuevo al interaccionar con
un radical superdxido, dando como resultado un ciclo catalitico que regenera radicales
hidroxilo y, de esta forma, oxidar etanol en presencia de un adecuado aporte de peréxido de
hidrégeno y radical superéxido.

b) Reacciones de esterificacién. El etanol puede reaccionar con dcidos grasos para
formar etil-ésteres siendo catalizada la reaccién por una enzima que en principio fué
purificada del corazén. La reaccion no parece necesitar de coenzimas, ni ATP y representa
una minima parte en la eliminacién del etanol. .

Los tres sistemas principales descritos anteriormente, convierten al etanol en
acetaldehido el cual a su vez es convertido en acetato por la ALDH. El acetato es el producto
final de la oxidacion del etanol en el higado y es liberado a la sangre para ser posteriormente



oxidado hasta CO, en los tejidos periféricos (Lieber 1991, Kennedy 1990).

En general, el conjunto de los tres sistemas hace que exista un aumento en la
concentracion de NADH y NADP' lo que produce una alteracién al estado redox intracelular,
provocando con ello alteraciones en las principales vias metabdlicas que condicionan las
alteraciones hepéticas caracteristicas del alcohdlico. (P6sd 1976; Christensen 1979; Lieber
1991).

C. Efectos téxicos del etanol sobre el higado.

Como ya se menciond, el higado es el principal 6rgano que metaboliza al etanol,
también es el mds frecuentemente afectado. Los tres sistemas descritos anteriormente
provocan consecuencia metabdlicas indeseables para el hepatocito. Si bien, el hepatocito es
capaz de metabolizar muy eficazmente al etanol, esta eficacia es pagada por un precio
metabdélico muy alto. Por otro lado, ademds de las alteraciones metabdlicas provocadas por
el etanol, existen otras dos formas descritas por medio de las cuales el etanol puede alterar
al hepatocito.

La primera es por las propiedades polares propia de esta molécula. El etanol es una
molécula altamente polar lo que hace que interaccione principalmente con los componentes
lipidicos de las membranas celulares, provocando su inestabilidad estructural y afectando
su funcién (Polokoft 1985). Una segunda forma de daino proviene de los derivados directos
e indirectos del metabolismo del etanol (Feuer 1990). De los derivados directos del
metabolismo del etanol tenemos principalmente al acetaldehido que tiene la propiedad de
reaccionar con los grupos amino de las proteinas creando los "aductos" de acetaldehido
(aldimias del nitrégeno de las lisinas), que alteran la estructura terciaria de las proteinas
interfiriendo con la funcion de éstas. La presencia de aductos de acetaldehido no solo se ha
demostrado en las proteinas celulares, sino también en los lipidos y los acidos nucléicos, lo
que pone de manifiesto la toxicidad de éste (Weiner H 1979). De los derivados secundarios
producidos en la célula, durante el metabolismo del etanol, se han descrito como principales
a los radicales libres derivados del oxigeno (Lieber 1991). Estos radicales libres son
moléculas o atomos que tienen un electrén desapareado por lo que son altamente reactivos,
y por ende, peligrosos para el organismo. Proteinas, lipidos y acidos nucléicos pueden ser
"atacados" por los radicales libres y alterar de manera significativa las funciones celulares.

El metabolismo oxidativo de la célula es alterado de forma importante cuando el etanol
es oxidado por el sistema de la ADH/ALDH. Como se menciond, estas dos enzimas requieren
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NAD para oxidar al etanol lo que produce un exceso de NADH tanto citopldsmico como
intramitocondrial, provecando una alteracién al balance redox general de la célula
(Christensen 1979). En relacion con este punto, es patente que el etanol altera de forma
importante el metabolismo intermedio de la célula; es el control del metabolismo de la
glucosa el mas afectado (Crow 1992).

El higado juega un importante papel en el control de la glucemia, ya sea tomando o
liberando glucosa a la circulacién sanguinea dependiendo del estado hormonal y alimenticio
del sujeto. Inmediatamente después de la ingesta de alimentos, existe un aumento neto en
la glucosa sanguinea la cual es convertida a glucégeno en el higado. Durante el ayuno, el
higado es el productor neto de glucosa ya que degrada al glucégeno almacenado en él o
activando la gluconeogénesis a partir de precursores tales como lactato, piruvato, alanina y
glicerol (Deviin 1992, Voet 1993).

Los cambios en el metabolismo de los carbohidratos producidos por el etanol en el
higado normal, han sido ampliamente estudiado en animales de laboratorio y en humanos
(Crow 1992). Las interacciones entre el etanol y el metabolismo de los carbohidratos se ven
reflejadas en cambios en la concentracidon de glucosa en sangre (glucemia), y alteraciones
al metabolismo de los carbohidratos en el hepatocito.

El efecto del etanol sobre fa glucemia varia de acuerdo al estado nutricional del
individuo. Cuando se ha comido y los depésitos de glucégeno hepatico son altos, la ingesta
de etanol produce una hiperglicemia. En el estado de ayuno, la ingesta de etanol produce
hipoglucemia (Sneyd 1992).

La disminucién de la concentracion de glucosa en sujetos o animales de
experimentacion en estado de ayuno, después de la ingesta de etanol, puede ser producida
por una disminucion en el aporte de glucosa por parte del higado, 0 en un aumento en la
utilizacion periférica de la glucosa. Se ha propuesto la hipétesis de que en el primer caso,
existe un bloqueo en la gluconeogénesis a partir de aminoacidos, lactato y piruvato, pero es
posible realizar gluconeogénesis a partir de fructosa (Freinkel 1963). Experimentos llevados
a cabo por Freinkel revelaron que la ingesta de etanol no solo disminuye el aporte de glucosa
por el higado, sino que ademds existe un bloqueo en la utilizacién periférica de ella por los
tejidos. De esta forma, la hipoglucemia se desarrolla cuando el bloqueo de la produccién de
glucosa por el higado sobrepasa a su utilizacion por los tejidos periféricos (Freinkel 1963).

Las secuelas metabdlicas de laingestion de etanol son predominantemente hepaticas
siendo estos cambios metabdlicos los que probablemente sean los responsables de las
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alteraciones encontradas en este 6rgano en sujetos alcohdélicos. Estos cambios metabdlicos
no solo involucran el metabolismo de los carbohidratos sino también afectan el metabolismo
de los lipidos y de las proteinas (Lieber 1991). Alteraciones al metabelismo de los lipidos trae
como consecuencia un acumulamiento de estos en el hepatocito produciendo el llamado
higado graso (Kennedy 1990). Por su parte, la alteracion mas importante al metabolimo de
las proteinas esta expresado en un exceso en la sintesis de coldgena que da como
consecuencia la fibrésis del parénquima hepatico (Kennedy 1990).

El conjunto de todas estas alteraciones metabdlicas pueden ser responsables de una
amplia gama de cambios patolégicos siendo estos tan leves que sean asintomdticos o tan
extensos que produzcan la muerte del individuo (Mufti 1989). El estado patolégico que mds
ha sido estudiado es la cirrosis hepatica (Figura 2).

La cirrosis hepatica se caracteriza por necrosis y una respuesta inflamatoria general
del parénquima hepético, aunado a un incremento en el depésitos de colagena (alteracién en
el metabolismo protéico) y grasa (alteracién al metabolimso de los lipidos) en la célula.
Durante el desarrollo de la cirrosis, extensas areas de tejido hepatico son sustituidas por
depésitos de colagena y grasa lo que trae como consecuencia la formacion de nddulos (tejido
cicatrizal). Los factores exactos que desencadenan estas alteraciones no se conocen con
precision pero estan asociadas intimamente con la ingesta aguda y/o crénica de etanol
(Lieber 1991).

En contraparte al desarrolio de la cirrosis, el hepatocito tiene la capacidad de
recuperarse de un suceso adverso mientras no sobrepase ciertos limites. La capacidad para
recuperar tejido y funcidon después de un suceso adverso se conoce con el nombre de
regeneracion hepatica.

D. Regeneracion hepatica.

Ha sido reconocido por aios que, posterior a un dafo quimico o retiro quirargico
parcial de su tejido, el higado inicia una serie de cambios conocidos en conjunto con el
nombre de regeneracidn, que estin encaminados a la recuperacion del tejido perdido o
afectado en el aspecto anatdmico y funcional (Higgins y Anderson 1931). Los mecanismos
exactos por los cuales el higado se regenera ain no se conocen con precisién y ha recibido
mucha atencién en los Ultimos tiempos, ya que la regeneracion hepatica es un excelente

modelo experimental para estudiar los procesos que determinan la proliferacién celular
(Michalopoulus 1991).
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Los mecanismos que regulan (a proliferacién de los hepatocitos han sido estudiados
en modelos de higado fetal, cancer hepatico y regeneracién hepética. En todos estos casos,
la proliteracion celular es el factor comtin a todos eflos y es este fendmeno el que estd sujeto
aregulacién precisa por parte de la célula, el tejido y el organismo en general (Fausto 1993).

De los modelos mas utilizados para el estudio de la regeneracién hepadtica, el mas
comun es la hepatectomia parcial (retiro quirirgico del 70% del tejido hepatico) en animales
de labora'torio (rata, conejo, cuyo, perro). Puesto que el higado esta dividido en I6bulos, es
posible quitar algunos de ellos que repersenten el equivalente del 70% del tejido hepatico
total y dejar un remanente del 30%. El proceso de crecimiento del higado implica la
proliferacion de las células de el (los) lobulo(s) remanente(s). Esto uitimo no implica la
restauracion de los Iébulos escindidos; esto es, no debe confundirse el fendmeno de
crecimiento y restitucion de una parte amputada {como la amputacién de la cola en una
lagartija), con el fenémeno de la regeneracion hepatica. En este ultimo caso, el{los) Iébulo(s)
remanente(s) entra(n) en proliferacion celular hasta restituir al tejido hepdtico funcionat que
originalmente tenia. Este crecimiento y proliferacién terminan a los 10-14 dias (en la rata),
después de la cirugia (Fausto 1993, Higgins 1931). Una pregunta importante que todavia no
ha sido contestada, es explicar el funcionamiento 6ptimo del higado remanente que mantiene
al tejido funcional. Responder a esta pregunta requiere un detallado examen de los
mecanismos que inician, mantienen y terminan la regeneracién hepatica. En este tipo de
estudios, es de ayuda el identificar las fases del proceso regenerativo e intentar identificar
los eventos que regulan cada una de ellas. En fibroblastos quiescentes, y en algunos tipos
de celulas epiteliales en cultivo, la activacion del crecimiento parece estar divido en dos
fases: competencia y progresion. En el estado de competencia (o competente), la célula pone
en marcha los mecanismos para poder entrar al ciclo celular (paso de la célula de la fase GO
a Gt). En el estado de progresion, la célula que ha entrado a la fase G1 avanza hasta
completar un ciclo celular para replicar al DNA. La separacion entre estas dos fases es hasta
cierto punto arbitraria, pero la importancia de ambos conceptos radica en que permite la
blisqueda de factores cuya expresion esta restringida a un tiempo determinado durante el
ciclo celular. Con ello, es posible determinar las diferencias fundamentales entre una célula
quiescente (en estado GO) y otra que ha iniclado la proliferacién (estado G1} (Figura 3).

La proliferacion hepética se inicia 12 o 14 horas después de la hepatectomia parcial
lo que permite una separacién entre un estado pre-replicativo (0 a 14 horas) y un estado
replicativo (14 a 24 horas)(Steiner 1966). Por conveniencia, se distingue una fase inicial que
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es la de competencia (o fase de iniciacién) que corresponde al paso de la fase GO a fase G1
y corresponde a las primeras 4 horas después de la hepatectomia parcial y, una segunda fase
de progresién que indica el paso de la fase G1 ala fase S. La fase G1 inicia en diversas dreas
del parénquima hepatico remanente y su duracidn es variable por fo que la fase de progresion
es menos sincrénica que la de iniciacién pero termina cuando la célula sintetiza DNA el cual
tiene un pico de sintesis a las 22-24 horas (en rata). La sucesidn entre la fase de inicio y
progresian depende directa o indirectamente de la activacion/inibicion de genes, la activacion
y regulacion de circuitos autdcrinos y paracrinos, y la activacion de la maquinaria necesaria
para la replicacion del DNA (Fausto 1993).

Es precisamente en estas fases tempranas de la regeneracion, cuando el proceso es
mas susceptible de ser interrumpido o alterado ya que las seiales iniciales pueden ser
bltoqueadas dando como consecuencia la no regeneracién del tejido (Fausto 1993).

E. Regeneracion hepatica y etanol.

Estudios hechos en animales de laboratorio han demostrado que la ingesta aguda o
cronica de etanol inhibe el proceso de la regeneracion hepdtica pero se desconocen al
momento los mecanismos exactos de esa inhibicion (Wands 1979; Orrego 1981).

Para demostrar que el etanol inhibe a la regeneracion hepatica se han utilizado
marcadores que indican la proliferacién celular tales como la determinacién de la sintesis de
novo del DNA; determinacion de la actividad especifica de enzimas relacionadas directa o
indirectamente con la sintesis de DNA (por ejemplo, ornitin descarboxilasa, timidin quinasa);
determinacidn de la ganancia de peso en el higado remanente; determinacién de la aparicién
de factores de crecimiento celutar (tales como el factor de crecimiento hepético, factor de
crecimiento epidermoide, entre otros); determinacién de poliaminas (espermina, espermidina,
putrescina); y mas recientemente, determinacidn de la activiacién de genes tempranos (c-
mye, c-fos, c-ras){Michaloupulus 1990). Estos indicadores han sido de utilidad para tratar de
discernir los mecanismos de daho provocados por el etanol en el higado regenerante, sin
embargo, poco se ha estudiado acerca de los cambios en el metabolismo intermedio que el
etanol provoca en el higado en regeneracion. Este tipo de estudios pueden ayudar a discernir
los mecanismos metabdlicos puestos en juego para enfrentarse a una intoxicacién con etanol
y que explique a su vez algunas alteraciones moleculares en el proceso regenerativo.

El etanol afecta de manera importante al hepatocito por lo menos a dos niveles que
interactian entre si: a) nivel metabdlico y b) nivel molecular. Entendemos como nivel
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metabdlico todas aquellas reacciones bioquimicas anabdlicas y catabélicas (metabolismo
intermedio) que se llevan a cabo en una célula, y entendemos por nivel molecular todos
aquellos procesos relacionados con la expresion genética y la duplicacion del DNA hasta la
culminacién en una division mitética inclusive (Devlin 1992, Lewin 1992). Estos dos niveles
actuando en conjunto y de manera sincrénica consitutuyen la homeostasis celular (Devlin
1992).

En modelos experimentales con animales de laboratorio con hepatectomia parcial
(retiro quirdrgico del 70% del tejido hepatico) y con una ingesta aguda de etanol (hasta 5 g/kg
peso) previa a la cirugia, Wands (1979) y Orrego (1981) reportaron una disminucién en la
ganancia de peso del higado remanente y en la incorporacién de [PH]timidina al DNA que se
sintetiza de novo. Esta inhibicion es directamente proporcional al tiempo de administracion;
esto es, entre mas tempranamente se administre el etanol antes de la cirugia, existe una
menor incorporacion de [*H]timidina al DNA asi como menor recuperacién de tejido hepético.
A su vez Leevy (1979) demostrd que en ratas con ingesta de una sola dosis de etanol durante
las primeras 12 h posteriores a cirugia produce una disminucién en la sintesis de DNA, el
crecimiento hepatico y en la actividad especifica de la enzima ornitin descarboxilasa.

Los datos anteriores seiialan el efecto toxico temprano del etanol en la regeneracién
hepatica que afecta a nivel molecular. Por su parte, Poso (1976, 1979) reporté un aumento en
las concentraciones de lactato, piruvato y aceto-acetato en el higado remanente de ratas
intoxicadas con etanol en comparacion de ratas que solo fueron parciaimente
hepatectomizadas, sugiriendo una alteracion en el estado metabdlico general del hepatocito
que puede influir en el proceso regenerativo.
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JUSTIFICACION

Los mecanismos exactos por los cuales el etanol produce daiio al hepatocito no se
conocen con precision. Los estudios encaminados a dilucidar estos mecanismos ayudarian
en la prevencion y/o tratamiento de los problemas fisio-patolégicos que desencadena este
xenobidtico en el organismo.

Durante la regeneracion hepatica, el metabolismo intermedio del hepatocito se
modifica profundamente para llevar a cabo el proceso mitético. Tales procesos metabélicos
de ajuste pueden ser alterados por la presencia del etanol ya que este xenobidtico altera los
procesos metabdlicos generales en el hepatocito normal por lo que es de esperar que la
presencia de esta molécula perturbe el metabolismo general del higado en regeneracion.

Puesto que los carbohidratos son la fuente primaria de obtencion de energia en la
célula y que el etanol altera el metabolismo energético del hepatocito, la presencia de
carbohidratos puede favorecer el metabolismo intermedio del higado mas atn cuando esta
en estado regenerante puesto que en ese estado exite una mayor demanda metabdlica.

OBJETIVOS
Los objetivos generales del presente estudio consisten en:
A). Determinar el efecto metabélico del etanol en ratas que han sido parcialmente
hepatectomizadas; asi como elucidar los posibles mecanismos por los cuales este

xenobidtico interfiere con la regeneracién hepatica.

B) Determinar el efecto que sobre el metabolismo general tiene la ingesta de etanol sobre
el higado en regeneracién y como es modificado por la presencia de sacarosa.

C) Establecer el perfil metabélico del higado en regeneracion, con la ingesta de etanol y
con la presencia de sacarosa.



D)

E)
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Determinar si la ingesta de sacarosa es capaz de revertir los efectos tdxicos que el
etanol tiene sobre el higado en regeneracion tomando en cuenta indicadores de
regeneracion, metabélicos y funcionales en las ratas sometidas a hepatectomia parcial.

Establecer la relacién que guarda la ingesta de sacarosa con la reversién de los daiios
provocados en el higado en regeneracion en ratas intoxicadas con etanol.
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MATERIAL Y METODOS

A. Materiat biolégico.

Se emplearon ratas macho Wistar (230-260 g de peso) alimentadas con Nutricubos
(Purina Rat Chow, St. Louis MO.) y agua ad libitum, obtenidas del bioterio del Instituto de
Fisologia Celular, UNAM,

B. Procedimiento general.

Los animales fueron sometidos a laparotomia seguido de hepatectomia parcial (HP;
retiro del 70% del tejido hepatico) de acuerdo a la técnica de Higins y Anderson (1931), bajo
anestesia continua con éter dietilico. Los animales asi operados se agruparon de acuerdo a
cada uno de los siguientes tratamientos, administrados por sonda gastrica inmediatamente
después de la cirugia: a) etanol (EtOH; 5g/kg peso; solucion al 63% en agua); b) sacarosa
(Sac; 1g/100g peso, en solucién acuosa); ¢) mezcla sacarosa-etanol (Sac-EtOH; sacarosa
disuleta en EtOH a las concetraciones descritas en a y b); d) grupo de ratas con solo
hepatectomia parcial (grupo HP) sin tratamiento alguno y como controles, ratas tinicamente
laparotomizadas (sometidas al estrés quirargico y que desde ahora definiremos como: ratas
control o sham).

A diversos tiempos, las ratas fueron sacrificadas por decapitacién, previa anestesia
con pentobarbital (40 mg/kg). La sangre fué recolectada agregando EDTA (10mg) como
anticoagutante y el higado fué aislado e inmediatamente homogenizado en § volumenes de
amortiguador de sacarosa (sacarosa 0.25 M, Tris 0.01 M, EGTA 0.3 mM y albtimina bovina
0.2%, pH 7.4) frio. El homogenado fué sometido a centrifugacién diferencial para la obtencién
de fraccion mitocondrial y citosélica. Para la obtencion de fracciéon mitocondrial, el
homogenado fué centrifugado a 7500 rpm mientras que para fa obtencion de fraccién
citosolica el homogenado fué centrifugado a 45000 rpm.

C. Microscopia de luz y electrénica.

Muestras de higado fueron procesadas para examinarlas con microscopio de luz y
electronico. Para microscopia de tuz, el tejido fué fijado en 10 volumenes de formaldehido
(10% v/iv en amortiguador de fosfatos; pH 7), y teiido por técnicas convencionales con
hematoxilina/eosina, observando los cortes con un microscopio Leitz-Dialux 20.

Para microscopia electronica, las muestras se fijaron por dos horas en glutaraldehido
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(2% v/v en solucion amortiguadora de fosfatos pH 7) para posteriormente ser teiiirlas con
acetato de uranilo y citrato de plomo, observandose éstas en un microscopio electrénico
JEOL 1200EX-II.

D. Marcadores de regeneracion hepatica.

La regeneracion hepatica se evalud a las 24 h post-tratamiento tomando en cuenta los
tres marcadores siguientes: a) incorporacién de ['H]timidina al DNA nuclear; b) determinacién
de la actividad de la enzima timidin quinasa (TK) en citosol; y, ¢) cuantificacién del tejido
hepatico restituido de acuerdo a las férmulas usadas por Orrego (1981).

Dos horas antes del sacrificio, a los animales se les aplicé por via intraperitoneal una
dosis de [*H]timidina (10 uCi/100 g peso corporal). Una vez sacrificados, se retiré el higado
remanente y se homogenizé en 5 volumenes de solucién A de citrato (citrato 2.5%; Triton
X-100 0.14%). El homogenado se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos descartando el
sobrenadante. El precipitado fué resuspendido en 5 volumenes de la misma solucién A y
colocada en la parte superior de la solucion B (Sacarosa 0.88 M, acido citrico 2.5 %)
centrifugdndose 10 minutos a 3500 rpm recuperandose los nucleos en el fondo del tubo
(Reiners y Busch, 1988). Los nicleos fueron resuspendidos en 2 volumenes de solucién A
y se tomé una muestra en donde se aislé DNA por precipitacion dcida (1 volumen de nacleos
en 4 volumenes de solucién acuosa de acido tricloroacético; 5% v/v) y cuantificacién (100ul
de precipitado acido) de radioactividad incorporada en cpm por miligramo de DNA,
expresandose como porcentaje de ganancia con respecto al control. Se determind la cantidad
de DNA por el método colorimétrico de Burton (1983) utilizando difenilamina como colorante.

La actividad de la enzima TK se determiné de acuerdo a la técnica de Fukui (1971) en
fraccion citosdlica obtenida por centrifugacion diferencial ya descrito con anterioridad.
Brevemente, 200u:g de proteina de fraccion citosélica fueron incubados 60 minutos en 5 ml
de amortiguador de TRIS (TRIS-HCI 1mM; EDTA 0.1 mM; MgCl,; ATP 4.5 mM; pH 8.0) al cual
se le agreg6 1 umol de [*H}timidina (90Ci/mMol) y 100 umol de timidina fria. Al término de la
incubacién, se pard al reaccién calentando 2 minutos en agua hirviendo. La mezcla fué
centrifugada 5 minutos a 3000 rpm, tomandose el sobrenadante el cual fué filtrado (filtro
Whatman No. 5) y favado 3 veces con 10 volumenes de etanol. El filtro fué secado y colocado
en viales para determinar la radioactividad incorporada agregandose 10 ml de liquido de
centelleo.

La recuperacion del tejido hepatico posterior a la HP se determiné de acuerdo con las
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térmulas de Orrego y cols. (1981). Para ello, el peso del higado resecado fué tomado como
el 70% del peso total del higado y asi, el peso total antes de la hepatectomia fué calculado
como: (100/70) X peso del higado removido. El peso esperado del higado remanente fué
calculado como: (30/100) X el peso del higado antes de la hepatectomia. Al momento del
sacrificio, el higado remanente fué pesado y el porcentaje de higado ganado depués del
tratamiento fué calculado como: (peso actual del higado remanente - peso esperado del
higado remanente)/peso del higado antes de la hepatectomia X 100. Asi, la ganancia de peso
del higado remanente es expresada como un porcentaje a la 24 h después del(os)
tratamiento(s).

E. Determinacién de actividad enzimatica.
Enlafraccion citosdlica se cuantificé la actividad especifica de las siguientes enzimas:
a. Alcohol deshidrogenasa (ADH) por el método de Bonnischen (1983);
b. Lactato deshidrogenasa (LDH) por el método de Wahlefeld (1983).
c. Malato deshidrogenasa (MDH) de acuerdo al método de Smith (1986);
d. Transaminasa glutamico-oxaloacética (TGO) por el método de Rej y Horder (1983);

En la fraccion mitocondrial, se determiné la actividad especifica de las siguientes
enzimas:
a. Glutamico deshidrogenasa (GDH) por el método de Tottmar (1973);
b. Transaminasa glutamico oxaloacética por el método de Rej y Horder (1983);
c. Malato deshidrogenasa de acuerdo al método de Smith (1986);
d. Citocromo oxidasa (COx) por el método de Rafael (1983).

Alcohol deshidrogenasa: La actividad especifica de la ADH fué determinada en 100 ug de
proteina citosélica disuelta en 3 m! de amortiguador de glicina (Glicina 21 mM, semicarbazida
75 mM, pH 8.7) y NAD (24mM) iniciando la reaccion con 10ul de etanol (30 mM) siguiendo la
reaccion por 5 minutos a 340 nm.

Lactato deshidrogenasa: Esta enzima fué determinada en 20 ug de proteina citosélica en 3
ml de amortiguador de Tris-NaCl (Tris-HCI 81.3 mM; NaCl 200 mM; pH 7.2) agregando NADH
(0.244 mM) e iniciando la reaccion con piruvato (9.76 mM disuelto en Tris-NaCl) siguiéndola
por 3 minutos a 340 nm.
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Malato deshidrogenasa: La actividad especifica de esta enzima fué determinada tanto en
fraccion citosélica (200 pg proteina) como en fraccién mitocondrial (100 pg proteina)
utilizando 3 mi de amortiguador de dietanolamina (Dietanotamina 0.1 M; MgClI, 5 mM; pH 9.2)
agregado de NAD (3.6 mM). La reaccidn se inicié agregando 0.25 ml de solucién de malato
(malato 250 mM) y siguiendo la reaccién por 3 minutos a 340 nm.

Transaminasa-Glutamico-Oxaloacética: Esta enzima fué determinada tanto en fraccion

citosélica como en fraccién mitocondrial (100 ug ¢/u) en 3 ml de amortiguador de aspartato-
Tris (aspartato 300 mM; Tris 100 mM; pH 7.8) al que se agregé 0.1 mi de una solucidén de
enzimas (malato deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa a 2 mg/m! de cada una en una
solucién de agualgliceron 1:1); 0.5 mi de solucién de fosfato de piridoxal (5.4 mM) y NADH
(0.3 mg/mi). La reaccion fué iniciada agregando a-cetoglutarato (12 mM) y siguiendo la
reaccion por 3 minutos a 340 nm.

Glutamico deshidrogenasa: La actividad especifica de esta enzima fué determinada en 50 ug
de proteina mitocondrial en un amortiguador de fosfato-acetato (KH,PO, 76 mM; acetato de
amonio 1.2 M; pH 7.4) agregado de NADH (9 mM) y ADP (30 mM). La reaccién fué iniciada
agregando 50 ul o-cetoglutarato (480 mM) siguiendo la reaccion por 5§ minutos a 340 nm.

Citocromo oxidasa: Esta enzima fué determinada por oximetria, utitizando 100 ug de proteina
mitocondrial disuelta en 10 m! de amortiguador de fosfatos-EDTA (KH, PO, 50 mM; EDTA 1
mM; pH 7.2) agregado de acido ascérbico (0.1 M), Citocromo "C" (Smg/ml) y N,N,N’,N’-
tetrametil-p-fenilendiamina (50 mM) en un oximetro (Gilson N1), siguiendo la reaccidén por dos
minutos.

F. Determinacién de metabolitos.

De la sangre obtenida, se aisié el plasma en donde se determinaron los siguientes
metabolitos: a) glucosa; b) triacilglicéridos; ¢) albumina; d) bilirrubina total; e) urea, f) amonio
(en sangre total).

La glucosa, albumina, bilirrubina total y triacilglicéridos fueron determinados tulizando
"kits" de reactivos marca Sigma (Sigma Chemicals St. Louis MO) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La urea fué determinada en un extracto perclorico de plasma (1:5; acido
perclérico 4% pfv; neutralizado con KOH antes de la determinacién) por el método de



Gutmman y Bergmeyer (1963) utilizando ureasa y determinando a 436 nm. El amonio fué
determinado por el método de Bergmeyer y Beutler (1973) utilizando un extracto écido de
sangre total (1:1; acido tricloroacético 10% p/v).

Se determind en extracto acidos de higado los siguientes metabolitos: a) piruvato
(Lamprecht 1983); b) lactato (Noll 1983); c) B-hidroxibutirato y acetoacetato (Kientsch-Engel
1983); d) NADP' y NADPH, Klingenberg (1983). El procedimiento general fué el siguiente:
Inmediatamente después del sacrificio, se tomé una muestra de higado al que se agregd 5§
volumenes de 4cido perclérico (6% v/v) frio e inmediatamente homogeneizado. El
homogenado fué centrifugado 5 minutos a 5000 rpm; recolectidndose el obrenadante y
dividido en alicuotas las cuales se congelaron a -70°C hasta su procesamiento posterior,
previa neutralizacién con K,CO,.

El piruvato fué determinado utilizando un amortiguador de trietanolamina
(trietanolamina 0.4 M; EDTA 100 mM; pH 7.6) y NADH (5 mM) iniciando la reaccién con lactato
deshidrogenasa y siguiéndola por 5 minutos a 340 nm.

El lactato fué determinado utilizando un amortiguador de glicina-hidrazina (glicina 1
M; hidrazina 0.4 M; EDTA 5 mM; pH 9.5) y NAD (50 mM) iniciando la reaccién con lactato
deshidrogenasa, siguiéndola por 3 minutos a 340 nm. )

El acetoacetato fué determinado utilizando un amortiguador de fosfatos (KH,PO, 0.1
M; pH 7.0) y NADH (60 mM) e iniciando la reaccion con B-hidroxibutirato deshidrogenasa,
siguiéndola por 5 minutos a 340 nm,

El B-hidroxibutirato fué determinado en un amortiguador de Tris-hidrazina (Tris 0.1 M;
hidrazina 0.1 M; pH 8.5) y NAD (1.3 mM) iniciando la reaccién con B-hidroxibutirato
deshidrogenasa, siguiéndola por 5 minutos a 340 nm.

El NADPH fué determinado en un amortiguador de trietanolamina-fosfato
(Trietanolamina 0.5 M; KH,PO, 0.1 M; K,HPO,) con o-cetoglutarato (0.1 M) iniciando la reaccién
con glutamato deshidrogenasa y siguiendola por 5 minutos a 340 nm.

El NADP® fué determinado usando una solucién de MgSO, (1 M) y glucosa-6-fosfato
(200 mM) iniciando la reaccion agregando glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y siguiéndola
a 340 nm.

La relacién NAD/NADH fué calculada usando la siguiente ecuacién: NAD/NADH =
[sustrato oxidado}/[sustrato reducido] X 1/K,.. Se tomé en cuenta la K., de la lactato
deshidrogenasa para la fraccién citosélica y la K,, de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa
para la fraccion mitocondrial (Christensen 1979).
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Se determiné el curso temporal de la concentracién de EtOH en muestras de sangre
total tomadas de la punta de la cola en los grupos tratados con EtOH. La determinacién se
realizé en un extracto perclérico (acido perclérico 0.66 M, 1:5) de acuerdo a la técnica de
Bernt y Gutmman (1974).

La proteina en todas las muestras fué determinada de acuerdo al método de Lowry
(1951) utilizando albimina bovina como estandar.

Los resultados fueron evaluados estadisticamente por la "t" de Student.
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RESULTADOS

A. Sobrevivencia.

E! grupo de animales que fueron HP y que recibieron etanol, presentaron una
sobrevivencia del 75% a 24 h posteriores al tratamiento indicando con ello el riesgo que
conlleva la administracion de este téxico durante la regeneracién. Por otra parte, los grupos
que recibieron sacarosa, mezcla Sac-EtOH o simplemente fueron HP tuvieron una
sobreviviencia del 100% para cualquier tiempo dado, indicando con ello un efecto benéfico
en la sobrevivencia del animal cuando recibe Sac en animales tratados con EtOH.

B. Hallazgos a microscopia de luz y electrénica.

Como un primer paso para caracterizar la accién deletérea del etanol y el efecto de la
sacarosa sobre la morfologia general del hepatocito, se tomaron muestras de higado de cada
uno de los grupos tratados y se observaron a microscopia de luz y electrénica.

a. Microscopia de luz.

Los hallazgos encontrados a microscopia de luz estdn contenidos en la Figura 4 y
Tablal. Los datos a evaluar fueron: picnosis, tipo de poblacién celular predominante (obscura
o clara), edema, infiltrado de células inflamatorias y la congestion de los vasos sanguineos.
Estos marcadores determinan el grado de daiio del tejido (Stenger 1966).

Cuando una muestra de higado en regeneracion es vista al microscopio de luz, pueden
apreciarse dos tipos de poblaciones de hepatocitos (Figura 4-A y 4-B): un tipo de hepatocitos
que se tifien intensamente con los colorantes (células obscuras) y, un segundo tipo que se
tinen en menor grado (céluas claras) (Stenger y Viragh 1966). Se considera que las células
obscuras estan danadas o que estidn en fase G0 mientras que las céluas claras son
consideradas como células que han pasado por la fase G1 y estan en fase S o G2 del ciclo
celular indicando su pronta division por mitosis (Stenger y Virdgh 1966, Lewin 1992). Esta
disminucion en la coloracion de las células es debido a que, cuando un hepatocito entra en
fase de replicacion, antes de la divisién mitética, tiene que aumentar su masa celular con el
objeto de tener suficiente material citopldsmico para las dos células, por lo que los materiales
de tincién se ven diluidas en estas céluas (Lewin 1992). Por otro lado, las células en fase GO
o danadas retienen mas colorante porque lo concentran en menor volumen. En las muestras
de los grupos tratados con EtOH, fué patente el predominio de la poblacién celular obscura



FIGURA 4: Microfotografias con microscopio de luz de una muestra representativa de higado en
regeneracion tefiido con hematoxilina/eosina, que demuestran la presencia de células “claras" (que
se tinen poco) y céluas "obscuras” (que se tifien intensamente). La presencia de celulas claras
denota un proceso regenerativo mientras que las células obscuras indican un tejido dafado. A:
Poblacién representativa de una muestra de tejido (20x) para observar las células claras (C; parte
central y superior izquierda) y las células obscuras (O; parte central e inferior derecha). B: Detalle
de la figura A (40x) en donde se observan células claras (flechas) rodeadas por céluals obscuras.

FALLA DE ORIGEN



TABLA I: VALORACION DEL TEJIDO HEPATICO POR MICROSCOPIA DE LUZ DE CADA UNO DE

LOS GRUPOS DE ESTUDIO
GRUPOS
PARAMETRO CONTROL HP HP+E HP+S HP+E+S
PICNOSIS /40 240 7/40 30 3/40
(CELULAS/CAMPO)
POBLACION
CELULAR . /100 10/90 40/60 20/80 20/80
(OBSCURA/CLARA)
%
EDEMA CELULAR ND + 4+ + ++
INFILTRADO ND + + + +
CUERPOS ND +H+ +H++ + ++
VACUOLARES
CONGESTION ND + +H+ ++ +
La cvaluacion histologica fué realizada dc acucrdo a los allazgos por microscopia de luz en un campo de 40x en tinci de b ilina/ La

clasificacién de 1a pohl-cmn celular en “clara™ y "obscura" esta basuda de acucrdo a [a intensidad de color que toma ef tejldo
+ leve; ++ moderado; +4+4 dado; ++++ severo. ND no detectado; HI": hepatectomia parcial; S: sacarosa; E: etanol.
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sugiriendo con ello una detencidn en el ciclo celular mientras que aquellas que recibieron Sac
o la mezcla Sac-EtOH presentan una abundancia en células claras en la misma magnitud que
las ratas unicamente con hepatectomia parcial lo que indica que el tejido se encuentra en
fase de duplicacion.

En la Tabla | estan contenidos los resultados de la evaluacion conjunta del tejido en
cada uno de los grupos de estudio. La picnosis y el tipo de poblacion celular indican el grado
de "dafio” o “regeneracién" que presenta el higado después de haber sido sometido a algun
tipo de estrés (Stenger y Viragh 1966). La picnosis fué mayor en las ratas que recibieron EtOH
mientras que las que recibieron Sac o la mezcla Sac-EtOH tienen la misma cantidad de
células picnéticas por campo. También se encontré mayor cantidad de cuerpos vacuolares,
edema celular y congestién en el grupo tratado con EtOH. Estos mismos indicadores son
muy semejantes entre los grupos unicamente con hepatectomia parcial, el que recibié Sac
o la mezcla Sac-EtOH.

b. Microscopia electronica.

Las Figuras 5 a la 7 muestran el aspecto tipico que a microscopia electrénica
presentan los hepatocitos de cada uno de los grupos de estudio.

La Figura 5-A muestra un hepatocito procedente de una rata control en donde se
observan las estructuras celulares conservadas y en estado normal.

La Figura 5-B muestra un hepatocito de rata 24 h después de la hepatectomia parcial.
Se pueden observar gotas de grasa en el citoplasma ademas de una estructura general
distinta al de la rata control. El nucleo se observa dentado y con condensaciones de
cromatina; el reticulo endoplasmico rugoso (RER) y liso (REL) presentaron sus cisternas
dilatadas y hay un aumento en la presencia de ribosomas en el RER. Las mitocondrias se
encuentran aumentadas de tamaiio y su forma es irregular. Los granulos de glucégeno y e}
aparato de Golgi no fueron observados.

La Figura 6 muestra un hepatocito de rata con HP que recibio EtOH, 24 h después del
tratamiento. Como puede observarse, existe un aumento considerable en las gotas de grasa
intracitoplasmicas. No existen imagenes de granulos de glucégeno y la arquitectura del
reticulo endoplasmico rugoso y liso esta completamente alterada, denotado por una aumento
del espacio entre las cisternas y una disminucién en la presencia de ribosomas en el RER.
Las mitocondrias estan considerablemente aumentadas de tamafio y su forma es
completamente irregular. El nticleo se observa con identaciones a su alrededor y un aumento
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en la condensacion de la cromatina.

La Figura 7-A muestra un hepatocito de rata hepatectomia parcial que recibié sélo
sacarosa. El perfil que muestra fué semejante al de la rata Gnicamente con hepatectomia
parcial con discreta disminucién en las gotas de grasa con la presencia de granulos de
glucdgeno.

La Figura 7-B muestra un hepatocito de rata que recibié la mezcla de Sac-EtOH. El
perfil se asemeja al de la rata que séio fué HP, aunque logran distinguirse algunos grinulos
de glucégeno con disminucién importante en las gotas de grasa. El resto de los organitos
celulares que se evaluaron presentaron un perfil muy semejante al de los grupos de ratas
dnicamene con hepatectomia parcial o que recibieron sacarosa.
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FIGURA 5: Microfotografias a microscopio electrdnico (7000x) representativa de una muestra de
tejido hepdtico proveniente de una rata control (A) y otra sometida a hepatectomia parcial (B). La
barra horizontal representa 10 um.
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FIGURA 6: Microfotografias a microscépio electrénico (7000x) de una muestra de higado de rata
con HP e ingesta de etanol. Pueden observarse la abundancia en gotas de grasa dentro del
citoplama (fiechas), con desorganizacién general de los componentes intracelulares. La barra
horizontal representa 10 um

FALLA DE ORIGEN
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FIGURA 7: Microfotografias a microscopio electrénico (7000x) de una muestra de higado de rata
con HP e ingesta de sacarosa (A) y mezcla sacarosa-etanol (B). Ambas células muestran una
imagen semejante a la rata HP con disminucidn en la cantidad de grasa y conservacién parcial de
la estructura de los organitos intracelulares. La barra horizontal representa 10 um.

FALLA pe ORIGEN
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C. ‘Metabolitos séricos.

Los metabolitos séricos determinados fueron agrupados en dos tipos generales: los
relacionados con la funcién del higado y los relacionados con la homeostasis general. Todos
ellos fueron determinados 24 h posteriores a los tratamientos.

La Tabla Il contiene los metabolitos que se consideraron estrechamente asociados a
la funcién hepética (bilirrubina, albdmina y urea); la Tabla lll muestra los metabolitos que se
tomaron en cuenta mis como indicadores de la homeostasis general (triacilglicéridos,
glucosa y amonio).

De los indicadores que revelan la funcién hepética, la albumina fué el que mis se
afecté con la ingesta de etanol (Tabla ll). Todos los grupos restantes no presentan
alteraciones en ninguno de los otros metabolitos determinados, presentando valores muy
semejantes entre ellos y con el control, indicando la conservacion de la homeostasis hepatica
en los gupos con ingesta de Sac y Sac-EtOH. Es de considerar que el grupo que recibio
unicamente sacarosa presenté el valor mas bajo de urea lo que puede indicar una
disminucién en la utilizacion de aminoacidos para la obtencién de energia ya que en estas
ratas, el suplemento de carbohidratos recibidos puede ser metabdlicamente energético en
contraposicion a los aminoacidos (Kabadi, 1987).

Por otro lado, en todos los grupos de estudio se presenta una hipoglucemia que es
un poco mas importante en el grupo que recibié etanol (Tabla IM). Por el contrario, los
triacilgricéridos se elevaron en todos los grupos, pero ese incremento fué mayor en las ratas
tratadas con etanol, mientras que los valores para los grupos con Sac, mezcla Sac-EtOH o
unicamente con hepatectomia parcial, fueron muy semejantes entre si.



TABLA III: EFECTO DE LA HEPATECTOMIA PARCIAL, ETANOL Y/O
SACAROSA EN METABOLITOS SERICOS REPRESENTATIVOS DEL

METABOLISMO GENERAL.

GRUPOS

PARAMETRO CONTROL HP HP+E

HP+S HP+S+E

GLUCOSA  140.90 + 12.2 89.74 +7.13+ 833 +8.7+
(mg/dl)

TRIGLICERIDOS
(me/dl) 620+7.0 137.6+183+ 173+ 15.4%s+
AMONIO
(pmol/ml) 0.16 +0.06  0.22 = 0.05+ 0.35 = 0.06+

8733 +4.5« 96.70 + 7.5+

125.0 £ 21.0+ 111.0 = 19+,+++

0.16 +0.04 0.27 £ 0.09

Las notas son las mismas que en la tabla II.



TABLA II: EFECTO DE LA HEPATECTOMIA PARCIAL, ETANOL Y/O

SACAROSA SOBRE LOS METABOLITOS SERICOS QUE REFLEJAN LA
FUNCION HEPATICA.

GRUPOS
PARAMETRO CONTROL HP HP+E HP+S HP+S+E
ALBUMINA
(g/d1) 515+0.14 4.81+0.40 3.98+0.12+* 483 +0.33 4.88 £ (. 114+
BILIRRUBINA ,
(mg/dl) 038+006 041+006 050+0.12 0.44+0.08 0.57 £ 0.09
UREA

(pmol/ml) 8.15+026 780025 845+123 5.98+0.40+* 746+0.70

Los metabolitos estan expresados como la media (z ES) de 4 a 6 experimentos independientes. La diferencia estadistica
fué a p < 0.05 de acuerdo con la t de Student. * vs grupo control; ** vs group HP; *** vs group con etanol. HP:
hepatectomia parsial; E: etanol; S: sacarosa;
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D. Marcadores de regeneracion hepitica.

La Figura 8 muestra los tres marcadores de regeneracién hepética evaluados en cada
uno de los grupos de estudio: incorporacion de CH]timidina al DNA nuclear; actividad
especifica de timidin quinasa (TK) y, ganancia de peso del higado remanente.

La Figura 8-A muestra la incorporacién de [‘H]timidina a los nucleos de ratas
hepatectomia parcial y con ingesta de etanol, Sac, o la mezcla Sac-EtOH. El eje de las
ordenadas indica la ganancia en veces en comparacién con las ratas sélo sometidas al estrés
quirurgico (controles, no mostrados). Como puede verse, la incorporacién de marca
radioactiva aumenta hasta 18 veces en las ratas tratadas tinicamente con hepatectomia
parcial, mientras que las que recibieron etanol s6lo aumentaron en 6 veces la incorporacién.
Por otro lado, las ratas que recibieron sacarosa o la mezcla Sac-EtOH tienen un aumento en
la sintesis de DNA muy similar al de ratas tratadas Gnicamente con hepatectomia parcial,
indicando con ello que la presencia de Sac en conjunto con el etanol revierte el efecto
inhibitorio que el etanol tiene sobre la sintesis de DNA.

La Figura 8-B muestra la actividad de la enzima TK medida 24 h posteriores a los
tratamientos. Los resultados estan expresados en porcentaje sobre el control (ratas
falsamente operadas) y como puede observarse, las ratas unicamente con hepatectomia
parcial tienen un aumento de 370% sobre el control mientras que el resto de los grupos
presenta sélo un discreto incremento en la actividad, siendo el grupo que recibié la mezcla
Sac-EtOH el que mayor actividad presenté de los grupos en estudio y el grupo que recibio
etanol fué el que presentd la menor actividad.

La Figura 8-C muestra el incremento de peso humedo ganado por el higado remanente
24 h posteriores a los tratamientos. La maxima ganancia es obtenida en los grupos que
recibieron sacarosa, la mezcla Sac-EtOH y las que fueron tratadas Gnicamente con
hepatectomia parcial. Por el contrario, las ratas que recibieron etanol muestran mucho menor
incremento en la ganancia de peso himedo.



«
Z
E_ 204
£3;
£ 3
T3 15+
NU
¥
g% 1
S 10
o8 ]
22 '
=]
4 ST
[=]
Z
<« 400 +
wn
<
Z
“A
z % 300 +
g2
=3
=3
o e 200+
£ g
='ﬂ

9
i
£ 100+
=
Q
<
o
z 124
5]
F4
<
s
g
o 8 +
Lo -~
<°
92
=
(] -4
& 4
o
3
[

0

FIGURA 8: Indicadores de regeneracién hepat1ca- A) 1ncorporac1on de
PH]tlmldlna -al. DNA nuclear, B) actividad espec1f1ca ‘de’ tlmldln
quinasa y,C) gananc1a de peso en el higado remanente
Barra blanca “HP; barra con entrecruzado abierto: HP. ;sacarosa,
: barra con entrecruzado cerradOP‘HP +

Los T
acuerdo:al:

‘significancia estadlstlca : p<0 Osf'

51gu1ente'patron- * vs HP; ** vs HP +.: etanol

de




37

E. Actividad de enzimas citosélicas y mitocondriales.

Como parte de la exploracion general de los efectos que el etanol tiene sobre el
metabolismo del hepatocito, se determiné la actividad especifica de algunas enzimas
relacionadas con el metabolismo intermedio. Estas enzimas fueron determinadas a distintos
tiempos y hasta 24 h posteriores a los tratamientos. Se dividieron en tres tipos de acuerdo
a su localizacion: a) enzimas citosdlicas (ADH y LDH); b) enzimas mitocondriales (GDH y
COx) y, ¢) enzimas localizadas en ambos compartimentos (TGO y MDH).

Desde las primeras tres horas posteriores a la hepatectomia
parcial existe una disminucién del 20% en todos los grupos de estudio en la actividad
especifica de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) la cual es inhibida a las 24 h hasta un
50 % de la actividad total, con respecto al control (Figura 9). Esta disminucién en la actividad
especifica de la ADH es prevenida parcialmente por la ingesta de etanol alas 12 h posteriores
al tratamiento, pero, nuevamente, al cumplirse 24 h, la actividad de esta enzima disminuye
y se asemeja a la actividad que presentaron las ratas Unicamente hepatectomizada. Para
saber si la carga energética por ingesta de carbohidratos (isocaléricamente al etanol) puede
dar el mismo resultado, se le dieron a las ratas una ingesta isocaldrica de sacarosa y como
muestra la Figura 9, la carga de carbohidratos no solamente no activa a la ADH, sino que
presenta una inhibicién aun mayor que la que presenta la misma enzima en una rata que
solamente fué hepatectomizada. Por otro lado, se observa que la ADH en las ratas
hepatectomizadas, independientemente del compuesto que reciban, presenta una disminucién
en su actividad especifica, con respecto al control, del 50 %, 24 h posteriores a la
hepatectomia. Los datos anteriores sugieren un mecanismo de activacién de la ADH en
presencia de etanol pero, tal activacion es transitoria.

Por su parte, la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) no presenta cambios
estadisticamente significativos a lo largo del tiempo bajo ninguna circunstancia (Figura 10).
Sin embargo existe una ligera activacion de esta enzima a las 24 h posteriores al tratamiento
en las ratas que recibieron etanol. Estos datos muestan que esta enzima no es afectada
significativamente por el proceso de regeneracion o la ingesta de EtOH.

La enzima citocromo oxidasa (que se localiza en la membrana interna mitocondriat)
y la glutimico deshidrogenasa {localizada en matriz mitocondrial) no son afectadas de
manera importante en su actividad especifica con ninguno de los tratamientos (Figuras 11
y 12). Estos datos sugieren que una enzima de membrana y otra de matriz mitocondrial no
son alteradas por el proceso regenerativo o la presencia de Sac y/o EtOH.
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Para determinar si existe algun cambio en la actividad de una enzima que se encuentre
tanto en citosol como en mitocondria, se determiné la actividad especifica de la enzima
transaminasa glutamico-oxaloacética (TGO) y malato deshidrogenasa (MDH) tanto en citosol
como en mitocondria. Como puede verse en la Figura 13-A, la TGO citosélica presenta una
leve disminucién en su actividad a las 12 h posteriores a hepatectomia pero tiende a
recuperarse a las 24 h. La ingesta de etanol hace que la actividad se recupere a las 12 h pero
nuevamente se equipara al control a las 24 h. La ingesta de carbohidratos no reproduce tal
fenémeno.

Por su parte, la TGO mitocondrial presenta una inhibicién en su actividad desde las
primeras 6 h posteriores a hepatectomia con o sin etanol (Figura 13-B); esta inhibicion es
revertida por la presencia de carbohidratos. Por su parte, en los animales que Gnicamente
fueron hepatectomizados o recibieron carbohidratos existe una tendencia a recuperar la
actividad a las 24 h, 1o que no sucede en el caso de los animales que recibieron etanol.

La enzima MDH citosdlica (Figura 14-A) presenta un aumento en su actividad
especifica a las 12 h posteriores a hepatectomia y que recibieron etanol o carbohidratos. Esta
activacion se pierde a las 24 h. En constraste, las ratas Unicamente hepatectomizadas no
presentan cambios a lo largo del tiempo. Por su parte, la enzima MDH mitocondrial presenta
desde las primeras 6 h pos-tratamiento una inhibicion en su actividad especifica
independientemente de la presencia de etanol o carbohidratos. Esta inhibicién temprana es
sostenida levemente a las 12 h para ya no existir a las 24 h (Figura 14-B). Sin embargo, los
animales que recibieron etanol presentan una inhibicion sostenida hasta las 12 h posteriores
al tratamiento para recuperarse a las 24 h.

Los resultados obtenidos con MDH y TGO sugieren que durante las primeras 24 h de
regeneracion celular existe una inhibicion transitoria en la actividad enzimatica mitocondrial,
no siendo asi para el citosol el cual presenta sélo cambios minimos. Ademés, la presencia
de etanol modifica en el corto plazo la actividad de estas enzimas lo que sugiere una posible
alteracion a los mecanismos de control de estas enzimas.
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LACTATO DESHIDROGENASA
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FIGURA 10. Curso temporal de la act1v1dad espec1f1ca de la enzima
lactato deshldrogenasa (LDH) en. cada uno de los grupos de estudio.
Para clave vease. la flgura 9 :
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CITOCROMO OXIDASA
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FIGURA 11. Actividad espec1f1ca de la enzima mltocondrlal citocromo
oxidasa (ejemplo de enzima de membrana) en los grupos de estudlo
Para clave vease la flgura 9 ) s ’
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GLUTAMICO DESHIDROGENASA
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12. Actividad. espec1flca de la: ‘enzima glutdmico

deshidrogenasa (ejemplo de. enzima ‘de matriz mltocondrlal) en, los
grupos de estudio. Para clave -vease la flgura 9 .
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(B) en cada uno de los grupos de estudio. Para clave vease la
figura 9.
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FIGURA 14. Curso temporal de la actividqd especifica de la enzima
malato deshidrogenasa de citosol (A) y mitocondria (B) en cada uno
de los grupos de estudio. Para clave vease la figura 9.
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F. Etanolemia.

La Figura 15 muestra la concentracion de etanol en sangre periférica en los grupos
que recibieron etanol (falsa operada + EtOH; HP + EtOH y HP + mezcla Sac-EtOH). En estos
grupos el etanol desaparece de la sangre 9 h posteriores a los tratamientos y la
concentracion maxima se alcanza a las tres horas pero con distinta magnitud, siendo el grupo
control el que alcanza la mayor concentracion (37.5 mmol/l) seguido del grupo HP + mezcla
Sac-EtOH (25 mmolll), y el grupo HP + EtOH (16 mmolft). En la primera hora existe una
diferencia estadisticamente significativa en la concentracién de etanol entre el grupo controf
y los grupos con ingesta de Sac-EtOH y sélo EtOH, siendo en estos dos Ultimos en donde
existe una menor concentracion. A las tres y cinco horas posteriores al tratamiento hay una
mayor concentracion de etanol en las ratas con ingesta de mezcla Sac-EtOH en comparacion

‘con las ratas con sélo ingesta de EtOH; sin embargo, los animales que se sometieron a HP
presentaron una menor etanolemia que las ratas control. Lo anterior puede indicar una
disminucidn en el la absorcion de etanol para las ratas parcialmente hepatectomizadas o
también puede indicar un aumento en el metabolismo degradativo del etanol en las ratas en
estado regenerante.
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G. Metabolitos celulares.

Las Figura 16 a la 18 muestran la concentracién de los metabolitos celulares
detéfminados: lactato, piruvato, B-hidroxibutirato, acetoacetato, y los pares redox
NADP+/NADPH y NAD+/NADH; 24 horas posteriores a los tratamientos.

En la Figura 16 se muestran las concentraciones de piruvato, lactato y la relacién
lactato/piruvato. Como puede verse en la Figura 16-A, en todos los grupos existe un aumento
en las concentraciones de piruvato con relacion al control, sin embargo, este incremento es
mayor en el grupo con ingesta de etanol. Por su parte, el lactato aumenta como consecuencia
de la hepatectomia parcial pero disminuye en los grupos que tienen sacarosa. El aumento en
el lactato es mayor en el grupo con ingesta de etanol. A pesar de las variaciones en la
concentracion de estos metabolitos, la relacion entre ambos disminuye significativamente,
en relacién con el control, en todos los grupos independientemente del tratamiento recibido
(Figura 16-B).

La Figura 17 muestra las concentraciones de acetoacetato, B-hidroxibutirato y la
relacién B-hidroxibutirato/acetoacetato. La hepatectomia produce una disminucion en la
concentracion de acetoacetato en todos los grupos a excepcion del grupo que recibid etanol
(Figura 17-A) el cual presenta la misma concentracion de este metabolito que el grupo
control. Ademas, el grupo HP y el que recibié solo Sac, presentan concentraciones de acetato
mas bajas en relacion con el grupo control y con los que recibieron etanol. Por su parte, la
concentracion de B-hidroxibutirato aumenta, en relacion al control, en todos los grupos con
excepcion del grupo que recibid ia mezcla Sac-EtOH (Figura 17-A). A pesar de las diferencias
en la concentracion entre ambos metabolitos, la relacion B-hidroxibutirato/acetoacetato en
el grupo con HP o con ingesta de Sac, es mayor comparados con los grupos que recibieron
unicamente EtOH o la mezcla Sac-EtOH (Figura 14-B). La relacion se encuentra aumentada
por efecto de la hepatectomia parcia! y disminuye por efecto del etanol.

La Figura 18 muestra la relacion NAD+/NADH calculado apartir de los pares
lactato/piruvato y B-hidroxibutirato/acetoacetato para conocer el estado redox del citosol y
la mitocondria respectivamente. Como muestra la Figura 18-A, el potencial redox citosélico
(dado por el par redox lactato-piruvato) se encuentra mas oxidado en los animales
parcialmente hepatectomizados no importando el tratamiento dado mientras que en
mitocondria el estado redox es mas reducido (dado por la relacién
B-hidroxibutirato-acetoacetato) (Figura 18-B).

La Figura 19 muestra las concentraciones de NADP+, NADPH y la relacion
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NADPH/NADP+ en los grupos de estudio. Existe un aumento en la concentracion de NADPH
en todos los grupos, a exscepcion del que recibié sélo EtOH mientras que ocurre lo inverso
con el NADP+; esto es, las concentraciones de este metabolito disminuyen en todos los
grupos pero el que recibié solo etanol tiende a aumentarios (Figura 19-A). Esta diferencia se
expresa mejor en la relacion NADPH/NADP+ (Figura 19-B) en donde se puede apreciar que
exite un aumento general en todos los grupos de estudio pero no asi para el grupo que
recibié sélo EtOH indicando un estrés oxidativo en este grupo.
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H. Regeneracion hepdtica con otros carbohidratos.

La Figura 20 muestra la concentracién de [*H]timidina incorporada al DNA en higado
de ratas parcialmente hepatectomizadas y que se les administré EtOH junto con uno de los
siguientes carbohidratos: sacarosa; maltosa; fructosa; fructosa + glucosa; glucosa. Como
puede verse, unicamente el grupo que recibié la solucién de sacarosa-etano} tiene una
incorporacién de radiaoactividad semejante al grupo HP mientras que el resto de los
carbohidratos presentan una incorporacién de radioactividad menor al grupo HP y semejante
al que solo recibié etanol, indicando que el efecto sobre este marcador de regeneracién es
exclusivo de la sacarosa.
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DISCUSION

Los factores que determinan la inhibicién de la regeneracion hepética por la ingesta
de etanol no son del todo conocidos. Investigaciones dirigidas para determinar las causas
de tales alteraciones ayudarian a prevenir y/o tratar estos dafios en el hombre.

Los resultados obtenidos en este trabajo revelan que la presencia de sacarosa al
mismo tiempo que el etanol produce una disminucion de los efectos citotéxicos de este
xenobidtico. Tanto a sobrevivencia como los valores de fos metabolitos séricos, que revelan
la funcién hepatica, asi como el estado general de los animales parciaimente
hepatectomizados que recibieron etanol y sacarosa son las mismas a los del grupo que sélo
fué parcialmente hepatectomizado (Tablas t y l).

Las posibles explicaciones de estos resultados pueden analizarse por los efectos
ohservados en dos niveles distintos: a) cambios en la absorcion intestinal; b) cambios
metabdlicos en el hepatocito causados por la presencia de carbohidratos.

La sacarosa es un disacdrido formado por una molécula de glucosa unida a otra de
fructosa por un enlace glucosidico. Al ingresar al sistema digestivo, la sacarosa es
hidrolizada en sus dos componentes por una disacaridasa (sacarosa-o-glucosidasa)
locatizada en la membrana plasmaética luminal de las células del intestino delgado y, de esta
forma, tanto la glucosa como la fructosa resultantes atraviesan la mucosa intestinal para
ingresar al torrente sanguineo y ser aprovechados por los tejidos (Deviin 1993).

Es conocido que la absorcion de medicamentos y xenobidticos por el intestino es
afectado por la presencia de nutrientes o alimentos. E! etanol no estd exento de éste
tenémeno y estudios hechos por Pfeiffer y cols. (1992) han demostrado que la presencia de
lipidos, proteinas y carbohidratos, ya sea en combinacién o en forma Gnica, retardan el
proceso de absorcion de etanol por el estomago que es el fugar donde preferentemente es
absorbida esta molécula (Knight 1992, Levitt 1994, McHugh 1993, Pfeiffer 1992). Las razones
de tal fendmeno estan relacionadas con procesos fisicos y bioquimicos.

En particular, los carbohidratos (glucosa, fructosa principalmente) producen un
aumento en las contracciones gdastricas fo que hace que un bolo alimenticio pase
répidamente del estomago al duodeno ademas de que, como moléculas Unicas, producen una
“"desviacion" del metabolismo de las células de fa mucasa intestinal para el tansporte y
metabolismo de los ghicidos; aunque el etanol por sus caracteristicas fisicoquimicas es una
molécula que atraviesa las membranas sin necesidad de trasportadores, su absorcién por el
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tracto digestivo (pricipalmente el estdmago) depende de la presencia de alimentos ya que
pueden estos actuar como barrera fisica para la difusion intraluminal de este xenobiético
(Knight 1992, McHugh 1993, Levitt 1994). De esta forma, cantidades menores de etanol
llegarian a los tejidos por retraso en su absorcion. Los resultados parciales obtenidos con
la etanolemia (Figura 15) indican que al inicio del tratamiento existe una disminucion en la
concetracién de etanol en las ratas que recibieron la mezcia sacarosa-etanol lo cual puede
apoyar la hipétesis de una disminucién en la absorcion del etanol en el estémago por l1a
presencia de la sacarosa.

La presencia de etanol, glucosa y fructosa en el hepatocito no carece de
consecuencias metabdlicas. Se sabe que el etanol produce alteraciones en el metabolismo
de las proteinas, lipidos y carbohidratos en la célula relacionados principalmente con el
metabolismo oxidativo del etanol (Lieber 1982, 1984, 1991; Rosenblum 1989; Altura 1989).
Ademds, el higado en regeneracién requiere una gran cantidad de energia obtenida
principalmente de la degradacion del glucégeno a glucosa y los lipidos (Arnon 1995). Es de
esperar que un higado en regeneracion, con toda la demanda metabdlica que impone la
division celular sea afectado por el metabolismo del etanol. Recordemos que el etanol es
convertido a acetaldehido por medio de la enzima alcohol deshidrogenasa produciendo una
molécula de NADH; esta molécula puede "pasar" a la mitocondria via las lanzaderas de
malato-aspartato o malato-glutamato (Voet 1993). El acetaldehido formado pasa a su vez a
la mitocondria donde es nuevamente oxidado por la enzima aldehido deshidrogenasa
produciendo acetato y una molécula de NADH, la ganancia total al oxidar etanol es de dos
moléculas de NADH y una molécula de acetato el cual puede ser oxidado para la produccion
de energia en el ciclo de los dcidos tricarboxilicos y cadena respiratoria (Figura 21).

El aumento en las cantidades de NADH en el citoplasma y la mitocondria producen
"desviaciones" del metabolismo normal que traen como consecuencia que el metabolismo
de la glucosa (principal combustible celular) sea afectado ya que el aumento en el NADH
citosdlico produce un incremento en la produccion de lactato con disminucién en el piruvato
el cual disminuye su entrada en 1a mitocondria y por tanto disminuye su descarboxilacién con
la consecuente falta de produccion de acetil-CoA (Lieber 1982, 1984, 1991; Rosenblum 1989;
Altura 1989). El piruvato que entra ala mitocondria se enfrentaria ala escacez de NAD ya que
la enzima aldehido deshidrogenasa utiliza esta coenzima para transformar el acetaldehido en
acetato con lo que se puede establecer una competencia metabdlica y por tanto un bloqueo
en la utilizacion de la glucosa como sustrato energético a nivel citosélico y mitocondrial
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(Figura 17). Los resuitados obtenidos con la determinacin del estado redox citosélico y
mitocondrial muestran un estado redox méas reducido en la mitocondria en el grupo de ratas
tratadas con EtOH (Figuras 17 a 19) 24 horas posteriores a los tratamientos. Por otro lado,
con la presencia de sacarosa, la célula tiende a un estado redox mas oxidado en citosol y
menos reducido en mitocondria que es el mismo estado redox que se encuentra en el grupo
con hepatectomia parcial. El estado redox oxidado citosélico provocado por la hepatectomia
parcial y la presencia de sacarosa puede favorecer l1a oxidacién de etanol en el higado y esto
se ve reflejado en la menor cantidad de este xenobiético encontrado en sangre en los
grupos de tratados unicamente con hepatectomia parcial y aquellas que recibieron la mezcla
sacarosa-etanol (Figura 15).

Durante la regeneracion hepatica el higado obtiene su energia principalmente del
metabolismo degradativo de los carbohidratos, principaimente glucosa que es obtenida por
la degradacidn del glucégeno (Devlin 1993). Puesto que se ha comprobado que el etanol
bloquea la utilizacién de carbohidratos, no es sorprendente que el hepatocito regenerante
tenga problemas en ese rubro por la presencia de este xenobiético. La glucosa se degrada
principalmente por la glucdlisis y el etanol produce un bioqueo de esta via principalmente por
la produccion de un estado dxido-reductor desfavorable, sin embargo, este bloqueo existe
para la glucosa pero no para la fructosa (Kennedy 1990). Al ingresar a la célula, la fructosa
es transformada por la fructoquinasa a fructosa-1-fosfato que a su vez es tomada por la
aldolasa obteniendose dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido. La dihidroxiacetona fosfato
puede ser transformada a glucosa o a piruvato mientras que el gliceraldehido es convertido
a glicerol por una deshidrogenasa y la utilizacion de una molécula de NADH. El glicerol puede
mas tarde, ser transformado a piruvato y servir como fuente de energia (Kennedy 1990; Devlin
1993) (Figura 22).

Por todo lo dicho con anterioridad, una hipétesis que puede ser formulada es la
siguiente: El metabolismo degradativo de la fructosa puede suplir de material energético a
la célula en forma de piruvato ademas de compensar parcialmente las pozas de NAD al ser
fuente de oxidacion de NADH por la transformacidn del gliceraldehido en glicerol y de esta
forma poder “compensar” al metabolismo intermedio del hepatocito (Figura 23).

La ingesta de sacarosa proveé tanto de glucosa como de fructosa y es probable que
sea el metabolismo degradativo de la fructosa el material "compensatorio” en una célula que
se enfrenta a la regeneracion y a un téxico como es el etanol. Datos obtenidos por Okabe
(1991), Davies (1990), Mourelle (1991) y Veech (1994) en modelos in vitro o de higado
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perfundido sefalan que la aplicacion de fructosa previene los danos causados por
paracetamol o hipoxia debido a la acumulacion de fructosa-1-fosfato que puede suplir de
energia a la célula cuando el metabolismo de la glucosa se altera por estas condiciones. La
alteracién del metabolismo intermedio en el higado en regeneracion por la presencia de
etanol es causante de la disminucion del fenémeno regenerativo. Con la presencia de
fructosa, la regeneracion es "compensada” y puede llevarse a cabo. La hipétisis anterior no
explica porque cuando se administra glucosa y fructosa (componentes de la sacarosa) por
separado en presencia de etanol, la regeneracién no se lleva a cabo (Figura 20). Un fenémeno
de absorcién gastrica distinto para la glucosa, fructosa y sacarosa, en presencia de etanol
puede ser posible ya que como se menciond con anterioridad, la presencia de bolo
alimenticio en el estémago afecta la absorcion de etanol. Este fendmeno debe ser investigado
con mas atencién. Sin embargo, los resultados obtenidos con los metabolitos séricos,
celulares y actividad especifica de las enzimas demuestran que, tanto el etanol como los
carbohidratos administrados estuvieron presentes en el higado y es precisamente una
"competencia metabdlica" lo que esta ocurriendo en la célula al estar presentes tanto el
etanol como los carbohidratos. Recordemos que el hepatocito en regeneracion debe requerir
gran cantidad de sustratos metabdlicos para llevar a cabo la division mitética, lo que significa
un aumento en los requerimientos energéticos del mismo. La presencia de carbohidratos
podria ser favorable para este fendmeno y una probable explicacién para el efecto de la
sacarosa en el higado en regeneracion con presencia de etanol.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que la ingesta de sacarosa puede
disminuir el efecto hepatotéxico por la ingesta de etanol en el higado en regeneracién. Los
indicadores histoldgicos, funcionales, bioquimicos y de regeneracion que se determinaron
asi lo indican.

Es probable que este efecto se deba al metabolismo intermedio de la fructosa
contenida en la molécula de sacarosa aunado a un fenémeno de retardo en la absorcién del
etanol por el sistema digestivo debido a la presencia fisica de la sacarosa. Sin embargo, esto
sélo es una hipétesis ya que no se cuenta con mayores datos que puedan esclarecer estos
fenémenos. Sin embargo, los resultados obtenidos con los metabolitos séricos (Tablas | y
) seialan un mejor desempefo funcional del higado en el grupo de ratas con HP y con
ingesta de la mezcla Sac-EtOH que los que recibieron sélo EtOH indicando con elio un efecto
protector de la sacarosa. Este efecto protector puede ser como un competidor metabélico del
etanol en el hepatocito ya que los resultados obtenidos con los metabolitos celulares y las
actividades enzimaticas demuestran cambios especificos en ellos debido a la presencia de
etanol y/o sacarosa.

Estudios encaminados a elucidar las causas reales del efecto protectivo de la sacarosa
0 sus componentes (glucosa o fructosa) deben ser llevados a cabo ya que esto ayudaria a
elucidar los factores relacionados con el proceso regenerativo del hepatocito y los
mecanismos de dafno causados por la presencia del etanol.
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