UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
“"IZTACALA"’

B0 1265/56
fji /

EVALUACION DE LA CAPACIDAD DEL
INTERFERON -a,, PARA REVERTIR LA FIBROSIS Y LA
CIRROSIS PRODUCIDA POR LA LIGADURA DEL
CONDUCTO BILIAR COMUN EN LA RATA.

T E S ! S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
LICENCIATURA EN BIOLOGIA
P R E S E N T A

MARIO GIL MORENO PEREZ

MEXICO, 1996



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Esta tesis se realizé en el Deparatamento de Farmacologia vy
Toxicologia del Centro de Investigacion y de estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional, bajo la direccion del:

Dr. Pablo Muriel de la Torre.



Agradezco muy especialmente a mi asesor, €l Dr. Pablo Muriel de la Torre por haberme
apoyado y brindado sus conocimientos, tiempo y paciencia para el feliz término de este trabajo.

Por la ayuda y amistad que me brindaron mis compaiieros del laboratorio durante la
realizacion de esta tesis, en especial a Ramoén Hernandez, a Patricia Gonzalez y a Benjamin Salinas
quiero darles las gracias sinceras.

Quiero hacer patente mi agradecimiento a mis sinodales, M. en C. Eduardo Barrera Escorcia;
M. en C. Rafael Jimenez Flores; M. en C. David Segura Cobos; Biol. David Gonzalez Pantaleon
y ala Dra. Leticia Moreno Fierros, por sus excelentes sugerencias y comentarios del presente trabajo.

Agradezco también a la Sra. Concepcion Avalos por la estupenda asistencia secretarial y al
Sr. Alfredo Padilla por el magnifico apoyo fotografico del que forma parte esta tesis.



Muchisimas gracias Mama:

Il BT e Al Bdledbdle 4 1T AT
S ALEAAELE Gl P BE e
o HL FedbE

El descubrimiento consiste en ver lo que todo mundo
ha visto y pensar lo que nadie habia pensado. Szent-
Gyorgyi (1990).

Tomado de: Ciencia (1994) 45, 35-41.



L1

Li.1.

L1

LI

[.1.4.

Lelis

[4.1.

—
thn
-

(8]

L2

n

INDICE
Indice
Pigina de abreviaturas
Resumen
Introduccion
Generalidades del higado
Funciones del higado
Elementos celulares del higado
Las sales biliares
Metabolismo de las grasas
El sistema biliar intrahepatico
El sistema vascular intrahepatico
La obstruccion biliar extrahepatica en humanos
Modelos experimentales de dafio hepatico
La cirrosis hepatica
La fibrosis hepdtica
La colagena
Células que sintetizan colagena en el higado
Modulacion farmacoldgica de la sintesis de la colagena
Modulacion farmacolégica de la degradacion de la colagena

Los interferones

Funciones generales de los interferones

1iii

(%]

11

12

13

15

15

18

21



[.5.1.1. Efectos antivirales del interferon

[.3.1.2. Efectos no antivirales del interferon

[.3.2. Antecedentes directos

1. Objetivos

[I.I.  Objetivo general

[I.2.  Objetivos particulares
Diagrama de trabajo

[11. Material y métodos

[II.1.  Grupos experimentales

[I1.2.  Procedimiento para la ligadura del conducto biliar comun

[I1.3.  Procedimiento para el sacrificio de las ratas

[II.4. Determinaciones bioquimicas

[11.4.1. Determinacion del contenido de colagena

[11.4.2. Determinacion del grado de peroxidacion lipidica por el método del 4cido
tiobarbiturico (TBA)

[II.4.3. Determinacion del contenido de proteinas totales

[1I.4.4. Determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina (FA)

[1I.4.5. Determinacion de la actividad de la gamma glutamil transpeptidasa
(v-GTP)

[T11.4.6. Determinacion de las bilirrubinas total y directa

[I1.4.6.1. Bilirrubina total

[11.4.6.2. Bilirrubina conjugada (directa)

29

29

L8]
L2

LS ]
LS |

('S ]
(O8]

41

42

44

46

48

48

49



[I1.4.7. Determinacion del contenido de glucégeno hepatico
[I1.5.  Analisis estadistico

IV. Resultados

V. Discusion

VI. Conclusiones

VII.  Bibliografia

111



il

Pagina de abreviaturas
2

AMPc Adenin-monofosfato ciclico
CCl, Tetracloruro de carbono

FA Fosfatasa alcalina

y-GTP Gamma-glutamil transpeptidasa
INF-« Interferén-alfa,,

LCBC Ligadura del conducto biliar comtn
MDA Malondialdehido

OS Operacion simulada

g, Subcutaneo

TBA Acido tiobarbiturico

TCA Acido tricloroacético

Ul Unidades internacionales



RESUMEN

La fibrosis es una caracteristica del dafio hepatico crénico. La invasion de tejido conectivo
compromete la capacidad funcional del higado. Por esta razon las estrategias terapéuticas se han
enfocado hacia modular el contenido de coldgena hepatica. En este sentido, se ha reportado que los
interferones, ademas de sus efectos antivirales, son excelentes agentes antifibrogénicos. Por lo tanto,
el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad del interferén-«,, (INF-) para revertir la fibrosis
y otras alteraciones causadas por la ligadura del conducto biliar comun (LCBC) en la rata. Se
utilizaron ratas Wistar macho (180-220 gr.), a las cuales después de haberles provocado fibrosis por
medio de la obstruccion biliar prolongada se les administré INF-« (100,000 Ul/rata/dia,s.c.) durante
15 dias. Los animales se sacrificaron 30 dias después de la operacion. La LCBC produjo un aumento
significativo de mas de 5 veces en el contenido de coldgena y mas de 3 veces en el grado de
peroxidacion lipidica (MDA); en cambio el contenido de glucégeno disminuy6 6 veces (p<0.05).
Las actividades de la fosfatasa alcalina (FA) y la y-glutamil transpeptidasa (y-GTP) aumentaron 3
y 6 veces respectivamente. v las concentraciones de bilirrubinas aumentaron mas de 18 veces en
relacion a los valores control para una p<0.05. La administracion de INF-a revirtid el contenido de
coldgena y de MDA de manera parcial pero significativa; el tratamiento con INF-o aumento el
contenido de glucégeno a nivel del valor control. De la misma manera, la concentracion de
bilirrubinas vy las actividades de la FA y la y-GTP disminuyeron a valores similares al control en el
grupo con LCBC y tratados con INF-a. El efecto de reversion del INF-« puede estar asociado a sus
propiedades antifibrogénicas. Por otro lado. los resultados obtenidos sugieren que el uso de los
interferones no debe restringirse a las enfermedades hepaticas de origen viral. Estos compuestos

pudieran ser de gran utilidad para disminuir la fibrosis hepatica de cualquier etiologia.
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INTRODUCCION

I.1. GENERALIDADES DEL HIGADO.

El higado es un 6rgano que se encuentra presente en todos los animales vertebrados, en el
hombre comprende del 2 al 3% de peso corporal (1). Se encuentra localizado en el hipocondrio
derecho, parte del flanco derecho y en el epigastrio de la cavidad abdominal (Fig. 1), presenta 4
l6bulos separados de manera incompleta y su superficie externa esta revestida por una fina cdpsula

de tejido conjuntivo (capsula de Glisson) (2 ).
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Fig. 1. Localizacién anatomica del higado en la cavidad abdominal y su
relacion con otras estructuras.
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[.1.1 FUNCIONES DEL HIiGADO.

El higado es una glandula endocrina y exdcrina con funciones vitales para el organismo. tiene
una posicion estratégica pues a €l llega la circulacion sanguinea venosa que proviene de la cavidad
abdomino-pelvica, ademas de recibir irrigacion por la arteria hepatica (4).

Los hepatocitos poseen una estructura hexagonal y son el sitio de las transformaciones
bioquimicas encargadas de elaborar a partir de nutrientes, diversas sustancias que pueden ser
aprovechadas por el organismo. Las células hepaticas también funcionan como reservorio
metabdlico, pues en ellas se almacenan glucogeno, proteinas, grasas y vitaminas; todos ellos son de
vital importancia en la economia energética del organismo. El higado libera glucosa a la sangre
proporcionando asi la energia para que se lleven a cabo las funciones vitales para éste. En el
hepatocito se sintetizan proteinas séricas que proporcionan una adecuada presion oncética del plasma
y que funcionan como vehiculos de transporte para compuestos insolubles en agua como factores
de coagulacion v enzimas (5).

La unidad estructural del 6rgano es el lobulillo hepatico, un prisma poliédrico de tejido que
contiene placas anastomosadas de células parenquimatosas y un sistema de sinusoides sanguineos.
Las ramas de los vasos sanguineos aferentes y de los conductos hepaticos corren a lo largo de los
bordes del poliedro y la vena central pasa por el centro de éste (6) (Fig. 2).

El higado es esencial para la vida. y los mamiferos sobreviven a la hepatectomia parcial
fundamentalmente porque las células tienen extraordinaria capacidad de regeneracion y de soportar
grandes aumentos de exigencias metabolicas (7 ).

El animal de laboratorio mas frecuentemente usado para estudios de regeneracion

experimental es la rata. cuyo higado lobulado permite una remocion féacil y reproducible de una parte
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del higado. El desarrollo de la regeneracion mas intensa se observa después de la remocion del 65
al 70% del higado. La estimulacion de la sintesis del ADN hepético puede ser vista
aproximadamente a las 14 horas después de la operacion, con un maximo alrededor de las 24 horas.
Un incremento en la actividad mitdtica de los hepatocitos se puede observar después de una fase lag

de alrededor de 6 horas, con un maximo cercano a las 30 horas posteriores a la operacion (7).

Sinusoides

Canaliculos
biliares

Conducto
biliar

Rama de la
vena poria

Raoma de la
arterig hepdiica

Fig. 2. Direccion de los flujos sanguineos y biliar en un segmento de lobulillo hepatico.
Las laminas celulares y los sinusoides se disponen en forma radial alrededor
de la vena central (vénula hepatica terminal).

El higado funciona como una glandula de secrecidn exocrina porque produce y secreta bilis

que fluye hacia el duodeno y que tiene entre otros componentes: sales biliares, colesterol.
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fosfolipidos v pigmentos biliares. La lecitina (que es el fosfolipido mds importante) y el colesterol
son insolubles en agua. pero son capaces de formar micelas con las sales biliares, por lo cual
permiten que se lleve a cabo la emulsificacion de las grasas antes de su digestion. La sangre portal
lleva los alimentos digeridos al higado y ahi se almacenan carbohidratos (glucégeno), proteinas.
vitaminas y algunos lipidos. Las sustancias almacenadas que no son utilizadas por los hepatocitos
pueden ser liberadas a la circulacion general, ya sea directamente como la glucosa, o bien, ligadas
a un transportador, como los triglicéridos que salen formando partes de una lipoproteina (8). Asi
mismo, este organo funciona como una glandula de secrecion endocrina: mas del 80% de todas las
proteinas que se sintetizan en el hepatocito son exportadas hacia el plasma. Dentro de estas proteinas
resaltan por su importancia la albumina. el fibrinogeno (Factor I) y la protrombina (Factor II) (9).

El higado realiza multiples funciones metabolicas. Las células hepaticas también sintetizan
muchas sustancias en respuesta a las demandas del organismo: albumina y otras proteinas
plasmaticas. glucosa para la gluconeogénesis, acidos grasos, para la sintesis de triglicéridos.
colesterol y fostfolipidos. El higado es por excelencia el 6rgano encargado del metabolismo de
farmacos. por su alto contenido de enzimas metabolizantes (9). Ademas cumple una funcion
primordial en la regulacion de los niveles séricos de los substratos que: el encéfalo, el corazon v
otros Organos necesitan para funcionar debidamente (Fig. 3). Esta funcion reguladora se cumple
extravendo substratos de la sangre. a través de la vena porta y la arteria hepatica. Ademas regula el

contenido biliar y aporta al intestino las sustancias que éste necesita para absorber los nutrientes (9).
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A causa de su gran capacidad vascular, sirve como reservorio sanguineo. Finalmente. la
abundancia de macrofagos (representados por las células de Kupffer), hacen del higado uno de los

principales filtros para las particulas extrafias, especialmente las bacterias y antigenos provenientes

del intestino (8).

I.1.2 ELEMENTOS CELULARES DEL HIGADO.

La unidad estructural cldsica del érgano es el lobulillo hepatico, un prisma poliédrico de
tejido que contiene placas anastomosadas de células parenquimatosas y un sistema laberintico de
sinusoides sanguineos (10). El higado contiene diferentes clases de células que cumplen diferentes
funciones: las células parenquimatosas (o hepatocitos) forman la masa celular mas grande (Fig. 4);
sus limites celulares monoestratificados estan delimitados por células endoteliales de los vasos
capilares especiales del higado, llamados sinusoides (11). Las células endoteliales estan cubiertas
por las células de Kupffer. las que a su vez estdn localizadas dentro de los sinusoides. y por medio
de sus proyecciones se extienden v se unen a las células endoteliales que forman los sinusoides (12).

Los hepatocitos predominan en términos de cantidad y atin mas de volumen. pues alrededor
del 80% de las células hepaticas humanas. son parenquimatosas; el 20% restante lo constituyen las
células endoteliales y de Kupffer (13).

La membrana plasmatica del hepatocito tiene una region sinusoidal y una region lateral o
membrana vasolateral. Las microvellosidades de la membrana basolateral hacen contacto con los
sustratos de la sangre sinusoidal en el espacio de Disse. El segmento apical de la membrana
plasmatica esta representado por la membrana canalicular en contacto con el arbol biliar. Las

superficies basolateral y canalicular de la membrana plasmatica del hepatocito representan un 87%
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y un 13% de la superficie total de la membrana del hepatocito, respectivamente. La captacion de
substratos por los hepatocitos ocurre de preferencia en el segmento basolateral y los procesos
secretorios tienen lugar por medio de las membranas caniculares (secrecion biliar) o sinusoidales
(secrecion endocrina) (14).

El epitelio hexagonal de las células hepéticas tiene multiples funciones, dentro de las cuales
destacan las transformaciones quimicas que elaboran los constituyentes a partir de los alimentos o

de sus productos (15).
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[.1.3 LAS SALES BILIARES.

La bilis de los mamiferos tiene cuatro constituyentes principales: los acidos biliares. los
fosfolipidos, el colesterol y las bilirrubinas (16). Estas se excretan en los capilares biliares,
abandonan el higado a través del sistema de conductos biliares intrahepaticos y llegan al duodeno
a través de los conductos biliares extrahepaticos (17).

En el humano se excretan alrededor de 1500 ml diarios de bilis por el colédoco. La bilis es
una mezcla del liquido secretado por los hepatocitos (secrecion canalicular) y las células de los
conductillos (secrecion de los conductillos) (18).

El colesterol hepatico se convierte en los dcidos biliares "primarios" quenodesoxicdlico y
colico. Cada dia se convierten unos 400 mg de colesterol en acidos biliares primarios en el ser
humano. La sintesis de acidos biliares es el unico mecanismo importante del organismo para
degradar el colesterol. Después de la conjugacion con glicina o taurina en el higado. estos
compuestos primarios se secretan con la bilis en el tracto gastrointestinal, donde se forman los dcidos
biliares "secundarios" (desoxicolico. litocolico y ursodesoxicdlico) como productos del metabolismo
bacteriano (Fig. 3). Posteriormente los dcidos biliares son absorbidos casi en su totalidad en el ileon
y son regresados a través de la vena porta hacia el higado, donde los hepatocitos los retiran de la
sangre portal y los vuelven a excretar hacia la bilis durante la misma comida o la siguiente. Solo una
pequena porcion de los dcidos biliares se pierde cada dia con las heces (19).

Los acidos biliares tienen una accion digestiva o detergente debido a la presencia en su
molécula de una parte hidrofilica o polar (grupos hidroxilicos), y otra lipofilica o no polar (sistema
anular esteroide) que se unen respectivamente a la fase acuosa o lipidica de las sustancias sobre las

que actuan. Esta propiedad les permite emulsificar las grasas y participar en su absorcion al formar
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micelas con los lipidos de la dieta. También tienen una accion colerética ya que aumentan ¢l
volumen de la secrecion biliar por estimulacion hepatica (20).

El balance hidrofébico-hidrofilico determina la capacidad de los dcidos biliares para
solubilizar el colesterol, con los fosfolipidos en las micelas. El balance hidrofébico-hidrofilico
disminuye en la siguiente frecuencia: &cido litocdlico > 4cido desoxicédlico > acido

quenodesoxicolico > dcido colico > dcido ursodesoxicolico (21).
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[.1.4. METABOLISMO DE LAS GRASAS.

El higado recibe. procesa y distribuye todos los nutrientes contenidos en la dieta. Entre estos
se encuentran las grasas, las cuales aportan los dcidos grasos esenciales necesarios para la sintesis
de los lipidos en los tejidos y membranas celulares. Ademas, las grasas son una fuente importante
de calorias v son necesarias para la absorcion y utilizacion de las vitaminas liposolubles (22). La
grasa o lipidos de la dieta se digieren y se absorben de acuerdo con la siguiente secuencia: a)
hidrolisis de los triglicéridos por la lipasa pancredtica a acidos grasos libres y glicéridos, los cuales
se componen de un nuicleo de glicerol que tiene unidas una o dos cadenas de dcidos grasos: b)
formacidn de micelas por agregacion de los dcidos grasos y los glicéridos con sales biliares, ¢) paso
de los productos de la digestion de las grasas al interior de las células de la mucosa veyunal
(enterocito) en donde tiene lugar la esterificacion y la formacion de los quilomicrones y finalmente
d) el transporte de los quilomicrones de las células de la mucosa a los vasos linfaticos intestinales

23-24) (Fig. 6).

El colesterol es un lipido que puede proceder de la dieta de origen animal o puede ser
sintetizado en el organismo principalmente en el higado. El colesterol realiza funciones importantes
como es el regular la fluidez v la funcion de las membranas, servir de sustrato para la formacion de
hormonas esteroides en las suprarrenales. también en las génadas y como substrato para la sintesis
de acidos biliares (18, 25).

En la obesidad. la bilis se encuentra sobresaturada debido a una elevada sintesis de colesterol
mientras que las dietas ricas en este compuesto incrementan su contenido en la bilis. y por lo tanto
aumenta el indice de saturacién (26). Por esta razon se ha reportado que las personas obesas v las

que tienen una dieta rica en grasa especialmente en colesterol. tienen mayor riesgo de padecer una



enfermedad obstructiva (27), si la obstruccion es completa y prolongada es probable que se presente

un dafio hepatico como la cirrosis biliar secundaria (28).
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Fig. 6. Digestion y absorcion de las grasas.

I.1.5. EL SISTEMA BILIAR INTRAHEPATICO.

Las vias biliares se inician con los finos capilares o canaliculos biliferos entre las células
hepaticas (Fig. 7). Los capilares biliares forman una especie de red de alambre que constituye un
sistema de intercomunicacion dentro del centro de las placas de las células hepaticas. Estan
rodeados por los hepatocitos y parecen estar situados dentro de surcos o hendiduras formados por

las propias células. aunque en realidad constituyen una parte de ellas. La bilis producida por las
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células parenquimatosas es secretada en el interior de diminutos capilares o canaliculos biliares que

existen entre las células epiteliales glandulares y que se encuentran principalmente en la zona

periportal del parénquima. en donde se designan también con el nombre de canales de Hering (15).

I.1.6. EL SISTEMA VASCULAR INTRAHEPATICO.

El higado tiene un doble sistema de irrigacion sanguinea (Fig. 8). La vena porta, lleva la
sangre que ha pasado por los lechos capilares del tubo digestivo del bazo y del pancreas. Esta
suministra aproximadamente el 75% de la sangre que llega al érgano, ademas, es rica en sustancias
nutritivas, pero relativamente pobre en oxigeno (29).

La vena porta se divide en ramas principales y consecutivamente en otras mas pequefias para
finalmente formar las ramas terminales que penetran en el parénquima. Las vénulas de entrada se
extienden a través de la placa limitante en los sinusoides periféricos dentro de los l6bulos hepaticos
v suministran el volumen necesario de sangre portal al parénquima. La contractilidad de los
sinusoides fuerza probablemente a una parte de la sangre a tomar un camino mas largo y proporciona
entonces un contacto igual de la sangre con todos los puntos de las placas de las células hepaticas
(15). La arteria hepatica constituye también parte del sistema vascular intrahepatico colateral del
tronco ciliaco. esta arteria se ramifica paralelamente con la vena porta y proporciona sangre rica en
oxigeno a todo el higado. Ambos sistemas de aporte sanguineo se mezclan al pasar por los sinusoides
de los lobulillos. La sangre de los sinusoides fluye hacia el centro de cada lobulillo donde es
recogida por la vena central (29). La vena hepatica es otra region del sistema vascular del higado.
¢sta resulta de la union de las venas lobulillares que estan formadas por las venas centrales, las cuales

estan unidas a los sinusoides (15).
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I.2. LA OBSTRUCCION BILIAR EXTRAHEPATICA EN HUMANOS.

Los efectos de la obstruccion biliar en el higado se observan mejor en las muestras de biopsia
v se desarrollan mas rapidamente en la obstruccion biliar completa que en la incompleta. La
alteracion que aparece en primer lugar, es la acumulacion del pigmento biliar en las células hepaticas
v en las de Kupffer, en la zona central del lobulillo. El citoplasma de algunas células hepdticas
adyacentes a los capilares biliares esta modificado y puede observarse picnosis, mientras que las
células hepaticas de las zonas intermedia y periférica permanecen todavia normales. En esta fase,
aparecen hiperbilirrubinemia y bilirrubinuria. Después tiene lugar la infiltracion de las triadas
portales. con proliferacion de los colangiolos y conductos periportales. Con la obstruccion
prolongada. la proliferacion de los colangiolos se hace mas acentuada, y se forman cilindros biliares
incluso en los capilares biliares periféricos. Los colangiolos dilatados contienen espesos tapones de
bilis. microcalculos. especialmente en el limite entre el parénquima lobulillar y el tejido conectivo
aumentado de las triadas portales. La extravasacion de bilis y los infartos biliares aparecen solo
después de una obstruccion muy prolongada y cuando ésta es completa. La necrosis del
revestimiento epitelial de las vias biliares interlobulillares permite el escape de bilis en sus paredes.
y se observa tejido de granulacion alrededor de la bilis, mientras que sus nucleos permanecen sin
teflir. En las fases finales de obstruccion, las lesiones hepatocelulares secundarias pueden ser graves

y terminar en anomalias que indican degeneracion de la célula hepdtica (15).

1.2.1. MODELOS EXPERIMENTALES DE DANO HEPATICO.
Actualmente. en la investigacion hepatologica es comun el empleo de animales de

laboratorio. ya que pueden provocarse experimentalmente alteraciones hepaticas reproducibles
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similares a las enfermedades hepaticas humanas (30).

Ademas. la reproducibilidad experimental de dichas alteraciones es economica. Existen
varios modelos de dafio hepatico, dentro de los cuales destacan los siguientes:

- El modelo de daiio hepatico inducido por tetracloruro de carbono (CCl,) (31).

- El modelo de dafio hepatico inducido por la D-galactosamina. (32).

- El modelo de dafio hepatico inducido por la ligadura del conducto biliar comin
(LCBL) (33).

El dario hepatico inducido por CCl, es principalmente a nivel de los organelos del hepz;iocito.
con lo cual el higado se ve preponderantemente afectado, presentandose infiltracion grasa. necrosis
hepatocelular v por lo tanto alteraciones en los marcadores de dafio hepatico (ver mas adelante) (34-
35).

Keppler y col. en 1968. reportaron que la administracion repetida de dosis grandes de D-
galactosamina induce dafio celular hepadtico severo en animales de laboratorio. Las lesiones
observadas fueron necrosis de las células hepaticas e infiltracion periportal de células inflamatorias
caracteristicas que se asemejan a la hepatitis viral humana (32).

El modelo de daiio hepatico inducido por la LCBC en la rata es una obstruccion mecanica
extrahepatica que se asemeja a la colestasis extrahepatica desarrollada de manera natural en algunas
patologias del humano (Fig. 9). Debido a que se impide el flujo de bilis hacia el duodeno, se
propicia la regurgitacion del flujo biliar hacia el higado y de esta manera se provoca el dafio (33).

La obstruccion biliar extrahepatica puede ser completa. incompleta o intermitente y puede

ser causada por un cancer extrinseco o intrinseco, por un cdlculo o por estenosis. La obstruccion

mecanica lleva rapidamente a la dilatacion del sistema biliar por encima del lugar de obstruccion
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(36). (Fig. 9).

Obstruccion completa Obstruccion incompleta
A A

Célculo que
Cancer extrinseco Cancer Calculo impactado actua de Estenosis
que fija y comprime intrinseco con edema val\._rulla
el conducto esférica

Fig. 9. Representacion esquematica de algunos procesos patoldgicos
que pueden dar lugar ala obstruccidn biliar comun.

Los padecimientos que causan la obstruccion de las vias biliares constituyen un reto para el
diagnostico y el manejo adecuado del individuo, aunado a los problemas agregados que

frecuentemente acompaiian al enfermo ictérico, lo que redunda en una mortalidad que llega hasta

La utilidad del modelo de la ligadura del conducto biliar comuin radica en que a corto plazo
se pueden evidenciar los efectos devastadores sobre varios tipos celulares del higado. Es conveniente
puntualizar que este modelo experimental reproduce la mayoria de las alteraciones bioquimicas e
histologicas observadas en las diversas formas de colestasis. Ademas, ofrece la posibilidad de
evaluar la accién de agentes con actividad farmacolégica sobre un proceso en particular y observar

la forma en que se traduce su accién sobre otras respuestas celulares.
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1.3. LA CIRROSIS HEPATICA.

La cirrosis hepatica se define como una enfermedad crénica del higado caracterizada por la
presencia de dafio celular, fibrosis y nodulos de regeneracion. Estas lesiones, que pueden afectar a
todo el higado, involucran la proliferacion de tejido conectivo que une las venas centrales y los
espacios portales, lo cual condiciona la pérdida de la arquitectura normal y de la funcidn hepatica
(38).

Cuando en el higado existe un dafio y el nimero de células destruidas es pequefio, no se
estimula la regeneracion y sélo se produce una pequeiia cicatriz. Si el estimulo lesivo es -ﬂnico.
existe remodelacion y reabsorcion del tejido cicatricial. Cuando la lesion se vuelve a producir, ya
sea porque el agente inductor esté presente o porque se estimulen mecanismos inmunologicos que
perpetiien la enfermedad. tales como la produccion de anticuerpos contra lipoproteinas de la
membrana de los hepatocitos. antigenos virales, proteinas contréctiles del citoplasma, etc.. el proceso
cicatricial continta produciéndose primero fibrosis y posteriormente cirrosis hepatica (Fig. 10). Bajo
estas condiciones la regeneracion hepdtica es minima o inexistente, y el proceso cicatricial
predomina (39.40).

En el higado cirrdtico se presentan alteraciones no sélo en el metabolismo del tejido
conjuntivo. sino también en las células parenquimatosas. Con relacion a las alteraciones que se
presentan en los hepatocitos. el equipo del Dr. Muriel ha encontrado diversas anomalias en sistemas
enzimaticos dentro de la membrana plasmatica (41-46). Han, observado un aumento en la actividad
del adenilato ciclasa y en el contenido de AMP_ y, como consecuencia, una disminucion del

contenido de glucogeno hepatico. También informo de una reduccion significativa en las actividades

de las ATPasas de Na/K' y de Ca™™ que pueden ser responsables de las severas alteraciones en el
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transporte de iones y de sustratos (47) que se presentan en los hepatocitos del higado cirrético.

[ AGENTE ETIOLOGICO ]

NN

f__EVENTU PRIMARIO

| oaro msivo | | DARO PERIODICO
] MODERADA INTENSIDAD

\

[ ccatrizacion |

A
PERDIDA SUBITA DE MASA

HEPATICA FUNCIONAL ‘
| FIBROSIS |

X N X

REGENERACION HEPATICA [ CIRROSIS

Fig. 10. Efecto de agentes hepatotoxicos.

La cirrosis hepatica, en nuestro pais, se encuentra entre los primeros lugares de mortalidad
en el continente Americano (cuadro I) (3). En 1970, de cada 1000 defunciones 23 fueron atribuidas
a la cirrosis hepdtica mientras que en 1986 se incrementaron a 43 de cada 1000.

Asi mismo. la cirrosis hepatica representa un problema de salud publica en México. ya que
es una de las primeras diez causas de muerte en individuos en las edades mas productivas tanto en

la poblacion general como separados por sexo (cuadro II) (3).



CUADRO |

Quince paises de América con mayores tasas de
mortalidad por cirrosis hepatica a finales de la
década de los anos 80.

Tasa ajustada Tasa ajustada
Hombres (10%) Mujeres (10%)
Guyana Francesa 38.6 Guyana Francesa 20.8
México 356.2 R. Dominicana 111
Puerto Rico 24.6 Bahamas 10.0
Chile 21.9 México 9.4
Bahamas 21.1 Surinam 7.9
Guyana 21.0 Guadalupe 7.8
Guadalupe 20.0 Chile 7]
R. Dominicana 179 Guyana &2 3
Guatemala 15.2 Dominicana 6.7
Surinam 14.1 Belice 6.7
Brasil 13.4 Guatemala 5.8
Venezuela 11.5 Puerto Rico 5.2
El salvador 11.3 Costa Rica 4.5
Ecuador 11.3 Cuba 3.9
Costa Rica 10.8 Perd 3.8
Fuente: OPS. Las condiciones de salud en las Américas, 1990.
CUADRO Il
Lugar que ocupa la mortalidad por cirrosis hepatica
y otras enfermedades cronicas del higado como
causa de muerte en la poblacion total y por sexo
segun grupo de edad, en la Republica
Mexicana, 1985.
Edad Total Masculino Femenino
Total 4 4 8
< 1 ano 15 16 13
1-4 anos 14 15 14
5-14 anos 16 16 15
15-24 anos 1M 10 17
25-34 anos 3 3 5
35-44 anos 1 1 1
45-54 anos 1 1 1
55-64 anos 2 1 2
65 y mas 6 6 11

Fuente: Secretaria de Salud, Direccion General de Informacion
y Estadistica, Mortalidad por causa, 1985.

Tomados de: Narro-Robles J. Salud Publica Méx. 34:378,1992.
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I.4. LA FIBROSIS HEPATICA.

La fibrosis hepatica es una caracteristica de dafio cronico al higado. Antes de que se presente
un estado cirrdtico existe un proceso de fibrosis el cual consiste en el remplazamiento del
parénquima hep:itiéo normal por tejido conectivo que compromete la capacidad funcional del higado
v altera la arquitectura normal relacionada a este 6rgano. Ademas, de la acumulacién de tejido
conectivo alrededor de los sinusoides hepaticos tanto que las barreras de difusion vascular se
encuentran alterados al igual que los conductos de flujo sanguineo sinusoidal (48).

El mecanismo exacto de la estimulacion de la respuesta fibrogénica se desconoc;:; sin
embargo. hay datos experimentales que sugieren que los macrofagos desempefian un papel
preponderante en el proceso. Los agentes etiologicos actuando directamente o a través de sustancias
liberadas por los hepatocitos dafados. son capaces de producir una serie de compuestos quimicos
de diversa naturaleza que estimulan la produccion de coldgena, produciendo cambios importantes
en el metabolismo del tejido conjuntivo en general (49-50) y del glucégeno en particular (51). Por
otra parte. se ha encontrado que la glucoproteina llamada fibronectina, que también es liberada por
los hepatocitos. es un agente quimiotactico que puede dirigir la llegada de fibroblastos al sitio de la
lesion (52). El cambio en los elementos celulares (aumento de fibroblastos y células inflamatorias),
asi como la modificacion en la matriz extracelular producida localmente, puede estimular la
produccion de tejido conjuntivo cicatricial.

El aumento del contenido de tejido conjuntivo hepdtico puede, en principio, deberse a un
incremento en su sintesis o a una disminucion en su degradacion, o a una combinaciéon de ambos
factores. Los estudios realizados hasta la fecha sugieren que durante las fases iniciales del proceso,

la acumulacion de colagena se debe preferentemente a un aumento en su biosintesis. Tanto en
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higados humanos como en higados de animales tratados con CCl, o inyectados con esquistosomas.

la incorporacion de prolina en la coldgena estd aumentada (39,40,49-52). La actividad colagenolitica

puede encontrarse normal o incluso aumentada (53-54).

I.4.1. LA COLAGENA.

La coldgena es una proteina fibrosa que se encuentra en el tejido conectivo de animales
superiores; es la mas abundante de todas las proteinas de vertebrados superiores y constituye un
tercio o mas de la proteina total del cuerpo. Las colagenas de diferentes especies diﬁeren- en la
secuencia de los aminodcidos (55). La estructura secundaria de la colagena es una triple hélice de
cadenas polipeptidicas llamadas cadenas o« (56). Cada una de las cadenas se mantienen unidas
mediante enlaces de hidrogeno. Los residuos de prolina determinan el tipo distintivo de ordenacion
helicoidal de la cadena. mientras que los pequenios grupos R de los residuos de glicina, que aparecen
en cada tercera posicion. permiten que las cadenas se enrosquen entre si (55). La longitud v
disposicion de los aminodcidos en la cadena permiten la variabilidad de los diferentes tipos de
coldgena (57).

La colagena es el mayor componente de la matriz extracelular (MEC), que consiste de una
porcion insoluble del entorno extracelular del higado. En el dafio crénico al érgano, el contenido de
colagena aumenta de 7 a 8 veces por arriba de lo normal (58). Este aumento se encuentra
acompanado por cantidades elevadas de enzimas que catalizan las modificaciones postraduccionales
de la matriz extra celular (MEC). Estas modificaciones ocurren dentro del reticulo endoplasmico
rugoso (59).

Se han identificado a la fecha 17 tipos de colagenas (60); en el higado se encuentran 8 de
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ellas (61). Los tipos de colagena mas constantes en el higado son la colagena tipo I y tipo III. también
Ilamadas colagenas intersticiales. Estas comprenden el 80% de la coldgena total en el higado (62-63).
Las colagenas tipo IV y V cada una forman alrededor del 5 al 10 % (64-65). La molécula de coldgena
tipo [ usualmente contiene dos cadenas de polipéptidos idénticos, llamadas cadenas a-(I) y una
cadena ligeramente diferente la cadena a-2(I). La coldgena tipo I es la mas abundante de las
colagenas en el cuerpo: en el higado forma largas bandas de fibras que se localizan principalmente
en las triadas portales y regiones vasculares; también se han visto pequefias cantidades en dreas
centrolobulares (66). Por medio del microscopio electronico se ha demostrado que las fibras de
coldgena tipo [ también se encuentran entre las células sinusoidales y las microvellosidades del
hepatocito (67). La molécula de colagena tipo III consiste de tres cadenas a-1(III), forma fibras
delgadas en las mismas dreas del higado que la coldgena tipo I (66-68). La coldgena tipo I'V consiste
de dos cadenas al(IV) v una a2(IV), forma redes de fibras en la membrana basal. incluyendo los
vasos. conductos biliares v axones nerviosos del higado. También se han encontrado depositos
discontinuos e irregulares a lo largo de los sinusoides (69). La molécula de coldgena tipo V. que
consiste de una combinacion de cadenas a1(V), a2(V) y a3(V), forma bandas delgadas en alguna
areas del higado preferentemente alrededor de los vasos y células (56).

Durante el proceso tibrotico y en la cirrosis se encuentran paquetes de colagena tipo I dentro
de los septos v depdsitos que pueden llegar a ser muy prominentes en el espacio de Disse (67). La
acumulacion de coldgena tipo | predomina en el dafo fibrético avanzado (70). Los cambios
fibroticos tempranos se deben al aumento de la colagena tipo III (71). En un estado fibrético los
depositos de colagena tipo IV se hacen continuos en los sinusoides formando una verdadera

membrana basal que contiene laminina (67). Esta acumulacion transforma a los sinusoides dentro
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en capilares verdaderos lo cual interfiere con el intercambio de metabolitos, la funcion y la
arquitectura normal del higado (69).

El higado normal de una rata contiene alrededor de 1 mg de colagena por gramo de tejido

fresco y en el higado humano normal el contenido es de 5 mg (72).

1.4.2. CELULAS QUE SINTETIZAN COLAGENA EN EL HIGADO.

Se ha demostrado que los hepatocitos in vitro producen varios tipos de coldgena, como la
coldgena tipo L. I1I. IV y V (73). Los hepatocitos in vitro sintetizan varios tipos de coldgena al ;nenos
durante la fibrosis (69.74). Debido a que los hepatocitos ocupan el 90% del volumen celular en el
higado. la produccion de coliagena por estas células es importante. Bajo condiciones normales se
mantiene un balance entre la cantidad de coldgena sintetizada por fibroblastos y la cantidad de
colagena removida por el tejido (75). Las alteraciones en la regulacion de la colagena pueden ser
responsables de una excesiva v progresiva fibrosis caracteristica de ciertas enfermedades tales como
la escleroderma (76).

Otros tipos celulares que son importantes en el desarrollo de la fibrosis son las células de
Kupffer. los monocitos. los linfocitos y otras células inflamatorias. Estas producen mediadores
bioldgicos activos que modulan las funciones de las células blanco no inflamatorias. Las linfocinas
y monocinas pueden estimular la quimiotaxis. la division celular y la sintesis de matriz extracelular
en los fibroblastos del tejido conectivo. Otros derivados de células mononucleares pueden inhibir
o suprimir las funciones del fibroblasto. y las alteraciones resultantes en el balance de la produccion
v/o liberacion de agentes que activan la produccion de tejido conectivo y pueden llevar a una sintesis

excesiva de coldgena v por lo tanto a un estado fibrotico (77).
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Existen otros tipos celulares que sintetizan coldgena en el higado cirrético como son las
células estelares (antes llamadas células de Ito o células almacenadoras de grasa) y los
miofibroblastos no parenquimatosos. En cultivo se ha demostrado que estas células producen
coldgenas tipo [, III. IV y V (71,66-67,78). También se ha encontrado que los metabolitos del alcohol
estimulan la sintesis de coldgena en cultivo por parte de los miofibroblastos (79). Los
miofibroblastos proliferan en areas centrolobulares del higado concomitante con el cambio fibrético

temprano (80).

1.4.3. MODULACION FARMACOLOGICA DE LA SINTESIS DE LA COLAGENA.

Existe un numero de eventos que pueden modificarse farmacologicamente que alteran la
sintesis del proceso postraduccional de la molécula de la colagena . La inhibicion de la hidroxilacion
de prolina v de la lisina resultan en procoldgenas no hidroxiladas que no forman moléculas de triple
hélice estables. Algunos cationes divalentes. como el zinc, interfieren con la actividad de la 4-
hidroxilasa (enzima clave en el proceso postraduccional de la colagena, esta enzima cataliza la
hidroxilacion de la union peptidica de los residuos de prolina a 4-hidroxiprolina. La estabilidad de
la triple hélice de la coldgena depende de las uniones intramoleculares del hidrégeno involucrando
a los grupos hidroxilo. Las colagenas poco hidroxiladas no son capaces de formar moléculas
proteicas estables a temperatura fisioldgica y son rapidamente degradadas) y al competir con las
enzimas cuyos cofactores son el ion férrico (62). Los inhibidores del sitio del 2-oxoglutarato. otro
cofactor de la hidrolasa. han sido desarrolladas, y trabajos preliminares indican que suprimen la
hidroxilacion de la coldgena (62.81). Andlogos de la prolina, como la 3.4-dihidroxiprolina. cis-4-

hidroxiprolina v la L-azetidina-2-carboxilato. son preferentemente incorporados dentro de la
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procolagena. Estos andlogos no padecen hidroxilacion, por lo tanto no se forma la triple hélice v la
colagena es facilmente degradada.

La interferencia con la secrecion de las moléculas de la procolagena hacia el medio
extracelular evita la acumulacion de colagena. Los vinca alcaloides, como la vinblastina. vincristina
vy la colchicina inhiben la secrecion proteica al interferir con la proliferacion de los microtubulos. un
proceso requerido por la actividad secretora (70.81).

En el medio extracelular, la ruptura de los péptidos en la region amino y carboxilo terminal
de la molécula de la procoldgena son necesarios para el conveniente alineamiento de las molé-culas
de coldagena dentro de las fibras (61). La proteinasa del grupo carboxilo y la proteinasa del grupo
amino que catalizan estas reacciones no han sido caracterizadas bioldgicamente. Varios aminoacidos.
poliaminas v sus analogos inhiben la actividad de la carboxiproteinasa in vitro y disminuyven la
sintesis de coldgena en cultivos celulares (62.63). Debido a que estas proteinasas son extracelulares.
los farmacos que modulen su actividad pueden tener una ventaja terapéutica ya que ellos no
requeririan de penetrar a las células para llevar a cabo sus acciones. Varios inhibidores de la
lisiloxidasa. enzima necesaria para la estabilizacion de las fibras de colagena por medio de enlaces
covalentes entrecruzados, son efectivos al disminuir la acumulacion de colagena en modelos
animales con fibrosis hepatica (62). La penicilamina a altas concentraciones inhibe a la lisiloxidasa
al quelar el cobre. un cofactor necesario para la enzima. La penicilamina también altera la formacion
de la union cruzada de las colagenas al interferir con el producto de la reaccion de la lisiloxidasa. la

lisina derivada de aldehidos. no permite la union cruzada de los péptidos (62.82).
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I.4.4. MODULACION FARMACOLOGICA DE LA DEGRADACION DE LA

COLAGENA.

La degradacion de la colagena depende de: 1) la sintesis y secrecion de procolagenasa. 2) la
activacion de esta enzima precursora, 3) de las propiedades del substrato de colagena y 4) la
modulacion de la actividad de la coldgenasa por inhibidores proteinicos (83). La modulacion de la
sintesis de la coldgena a varios niveles puede influir en las propiedades de las moléculas substrato
o estructuras supramoleculares. Existe poca informacion respecto a las posibilidades del aumento
en la colagenolisis in vivo, pero tedricamente tal incremento puede lograrse por el aumento en .1:1 taza
de sintesis de la procolagenasa o su activacién o al reducir la produccion o efectividad de los
inhibidores proteicos de esta enzima. No obstante, es posible que en cualquier situacion la taza de
sintesis de la procolagenasa puede ser limitada tanto que la modulacion de la activacion de la
proenzima o la inhibicion de la produccion de los inhibidores proteicos pueden tener poco o ningtin
efecto. Por lo tanto. la mejor forma para aumentar la colagenolisis puede ser el uso de compuestos
que aumenten la produccion de procolagenasa.

Un factor mononuclear celular. una proteina de peso molecular de 14 000 a 25 000. similar
o idéntica a la interleucina 1, asi como la interleucina 1 murina y la interleucina 1 purificada de
humano. estimulan la produccion de colagenasa por células sinusoidales reumatoides y por
fibroblastos dermicos (84). Este efecto se debe al aumento en la sintesis de la proenzima asociada
probablemente con el aumento en los niveles de RNA | de procolagenasa (85).

Se conocen algunos compuestos quimicos que aumentan o reducen la taza en la produccion
de colagenasa por céelulas mesenquimatosas en cultivo. El grupo anterior incluye a la citocalasina

B. la colchicina y el acetato miristato de forbol (86). La estimulacion en la produccion de colagenasa
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en ¢l caso del éster de forbol esta asociada con un aumento del nivel en el RNA | de procolagenasa
traducible (87.88). Se ha reportado que la colchicina es efectiva en el tratamiento de la fibrosis
inducida con CCl, en ratas y en pacientes con cirrosis alcohdlica (71,89) pero no se sabe si este
efecto se debe al aumento en la degradacion de colagena o a otras acciones de la colchicina como
la inhibicion de la secrecion de procolagena por las células (71) o por la inhibicion de la entrada de

monocitos en el higado danado (89).

1.5. LOS INTERFERONES.

En 1957, Isaacs v Lindenmann describieron una sustancia capaz de prevenir la infeccion por
el virus de la influenza en células de membrana corio-alantdica de embrion de pollo. Ellos
denominaron a esta sustancia "Interferon” (IFN) (90). En la actualidad se sabe que los interferones
constituyen una familia multigénica de proteinas reguladoras que pueden modificar profundamente
una amplia variedad de funciones en las células animales, ademas de la replicacion viral. Estas
incluyen la regulacion del crecimiento v tasa de division de células normales y neoplasicas. asi como
control de la respuesta inmune (91).

Existen tres tipos de interferones: a. B v v. Estos se agrupan en dos clases. La clase I incluye
al interferon-a (producido principalmente por los leucocitos) y el interferon- (producido
principalmente por fibroblastos. aunque también los leucocitos pueden producirlos). El interferon-
o estd constituido por varios "subtipos" (en la actualidad se han encontrado 14) que estin
antigenicamente muy relacionados. La clase I esta formada por un solo tipo de interferdn el y. Este

se produce durante la respuesta inmune por los linfocitos T (92).



[.5.1. FUNCIONES GENERALES DE LOS INTERFERONES.

[.5.1.1. Efectos antivirales: Se sabe que los interferones constituyen un mecanismo
temprano de defensa muy importante contra las infecciones virales (93). Los interferones producen
su efecto antiviral uniéndose a receptores especificos de membrana e inhibiendo la penetracion o la
pérdida de la cubierta viral; asi como suprimiendo la sintesis o metilaciéon de ARN mensajero. la

traduccion de proteinas virales y/o el montaje y liberacion viral (94).

I.5.1.2. Efectos no antivirales: Los interferones pueden inhibir el crecimiento tanto de
células normales como neopldsicas, ademas de tener efectos sobre el citoesqueleto y la membrana
celular v modular una variedad de otras funciones celulares, como el control de la respuesta inmune.
El primer reporte que describia un efecto celular distinto a las propiedades antivirales de los
interferones fue el de Paucker en 1962 (95). El reportd que el crecimiento de fibroblastos de raton
era inhibido por preparaciones de interferon murino. Hubo cierto escepticismo con este reporte va
que se dud6 de la pureza del interferon empleado. Sin embargo, estudios posteriores realizados por
Knight en 1976 (96) con muestras altamente purificadas, han demostrado inequivocamente que los
interferones por si mismos pueden inhibir la proliferacion celular de los fibroblastos. También se ha
demostrado que las células del epitelio mamario humano y del sistema hematopoyético disminuyen
su proliferacion después de ser tratadas con interferones (97). Existe evidencia de que los
interferones también disminuyen la regeneracion hepatica in vivo. El interferén no soélo inhibe el
crecimiento de células neoplasicas y normales in vifro, sino que también inhibe la division de células
normales in vivo en ciertas condiciones experimentales. como después de una hepatoctomia parcial

2/3 partes de higado) en ratones. donde se ha visto inhibicién del crecimiento hepatico (98).
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La enzima ornitin-descarboxilasa cataliza la reaccion limitante para la sintesis de poliaminas.
estas ultimas estdn involucradas en la proliferacion celular. En el higado del embrion en
regeneracion, en las células tumorales y en muchos otros tejidos y células, se ha encontrado que el
aumento en la actividad en la ornitin-descarboxilasa es uno de los primeros eventos en ocurrir tras
el estimulo mitogénico; y la inhibicion de este incremento de actividad resulta en la consecuente
supresion de crecimiento celular. Algunos estudios han demostrado que cuando se afiade interferon
a una célula junto con un estimulo mitogénico, ocurre una inhibicion dramatica de la actividad de
la ornitin-descarboxilasa a pesar del estimulo mitogénico. Lo anterior muestra que una I;lanera
mediante la cual el interferon puede suprimir la proliferacion celular consiste en el bloqueo de la
activacion de la ornitin-descarboxilasa por mitégenos (97).

Se ha comprobado que el interferén promueve la activacion de una proteina-cinasa
dependiente de AMP ciclico (PKA) que se activa con la presencia de ARN bicatenario, esta proteina-
cinasa fosforila a la ornitin-descarboxilasa. inactivando asi a esta ultima. Se sabe también que las
poliaminas son capaces de activar esta proteina-cinasa como medida de retroalimentacion.
inhibiendo la ornitin-descarboxilasa (99). Estas observaciones apoyan la idea de que el interferon
inhibe de manera indirecta a la ornitin-descarboxilasa para disminuir la concentracion de poliaminas
y asi suprimir la mitosis.

Se ha demostrado que el AMP, puede actuar como una sefial mitogénica en muchas células.
como las del epitelio mamario. En aquellas células capaces de producir PKA, el propio AMP, sera
capaz de estimular la fosforilacion de la ornitin-descarboxilasa y con ésto, disminuir la mitosis.
Entonces el interferén sera capaz de ejercer sus efectos inhibitorios de reproduccion celular mediante

la utilizacion de nucleotidos ciclicos solo en aquellas células que contengan PKA (97).



El interferon tambien induce la produccion de una oligoadenilato-sintetasa 2-5A. activable
por ARN bicatenario.Se sabe que en algunas células, como los linfocitos, el nivel en la actividad de
la sintetasa de oligonucleotidos es alto cuando éstas no estan proliferando; y la actividad de esta
enzima disminuye marcadamente cuando las células han recibido un estimulo mitogénico.
Experimentos llevados a cabo con linfocitos han demostrado que la actividad de la 2-5A sintetasa
se incrementa después del tratamiento con interferon (99). Lo anterior demuestra que los interferones
pueden ejercer su accion antiproliferativa al interactuar con este sistema enzimatico. Ademas. se ha
visto que los oligoadenilatos sintetizados por esta enzima activan una ribonucleasa later;te que
degrada ARN,, viral. y contribuye de manera importante al efecto antiviral de los interferones (94).
Es probable que las relaciones de estos efectos entre si y con otros aun no determinados, provoquen

los resultados antiproliferativos caracteristicos del interferén sobre ciertos tipos celulares como los

fibroblastos v los hepatocitos.

[.5.2. ANTECEDENTES DIRECTOS.

A principios de la década de los 80's el desarrollo de tecnologias de recombinantes de DNA
hizo posible el uso terapéutico de los interferones en un gran nimero de enfermedades (100).
Particularmente aquellas con neoplasia o de etiologia viral. Las hepatitis cronicas B, no-A no-B y
C rara vez se solucionan espontaneamente, ademas de que pueden conducir a la cirrosis hepatica
(101). Este proceso incluye una fibrosis hepatica progresiva que es una caracteristica cronica
importante de dafo al higado. Los interferones tienen importantes propiedades antivirales v han sido
usados en el tratamiento de hepatitis cronicas (102-103). Sin embargo, este grupo de polipéptidos

ejercen también sus efectos en la produccion de proteinas de matriz, tales como la coldgena v la
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fibronectina (104-105). Los interferones inhiben la produccion in vitro de colagena por parte de los
fibroblastos y de los condrocitos y disminuyen los niveles de estado estacionario del RNA , de las
procolagenas tipo L, II y III en estas células (106-107). Estudios in vivo demostraron que el interferén
disminuye la reaccion fibrética alrededor de la bomba osmética implantada subcutdneamente en el
raton (108), asi como al reducir la acumulacion de colagena en los pulmones de ratas tratadas con
bleomicina (109). Ademas, el tratamiento con interferon inhibe la acumulacion de coldgena en la
esquistosomiasis murina (110).

Brouty-Boye demostro que los interferones pueden inducir la proliferacion de varias lineas
celulares fibroblasticas (111). Se sabe que el interferon-a y el interferén-y causan una inhibicion
dependiente de la concentracion de sintesis de colagena por fibroblastos diploides humanos
normales. Estos resultados sugieren que el interferon juega un papel importante en la regulacion de
la produccién de colagena, particularmente en condiciones patoldgicas caracterizadas por una

acumulacion de células inflamatorias en tejidos afectados (105).
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II. OBJETIVOS

II.1. OBJETIVO GENERAL:
-Determinar la capacidad del interferén-o.,, para revertir la fibrosis y la cirrosis inducidas por

la ligadura del conducto biliar comun en ratas Wistar macho.

I1.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

-Evaluar si el tratamiento con interferon-a., es capaz de reducir el contenido de colzig;ena en
ratas con obstruccion biliar prolongada.

-Determinar si el interferén-a., es capaz de mejorar la arquitectura hepética en ratas ligadas
del conducto biliar comun.

-Estudiar el efecto que tiene el interferon-o.,, en el contenido de glucégeno en ratas con
obstruccion biliar prolongada.

-Valorar el efecto de la farmacoterapia con interferon-a,, en la ligadura del conducto biliar
comun. midiendo marcadores convencionales séricos de dafio hepatico como son: las actividades
enzimaticas de la tfosfatasa alcalina v de la y-glutamiltranspeptidasa; y las concentraciones de

bilirrubinas.



34

DIAGRAMA DE TRABAJO
l
Material Bioldgico

(ratas Wistar macho, 180-220g)

J
Grupos experimentales:

- Operacion simulada 15 dias (OS)
- Ligadura del conducto biliar comtin 15 dias (LCBC15d)
- Ligadura del conducto biliar comin 15 dias, mds vehiculo 15 dias (LCBC30d+V)
- Ligadura del conducto biliar comun 15 dias, mas interferén-o,, 15 dias (LCBC30d +IFN-a)
Operacion simulada 15 dias, més interferon-a,, 15 dias (IFN-a)

J

Sacrificio

(Obtencion de la muestra y determinaciones bioquimicas)

a) Muestras de higado b) Muestras de sangre

- Colagena - Bilirrubinas
- Lipoperoxidacion - Enzimas
- Proteinas V.
- Glucdgeno FA  y-GTP

J

Resultados
l

Analisis de Resultados

J

Conclusiones
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1. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO:

Se utilizaron ratas Wistar macho (180-220gr), con libre acceso a comida y agua.

III.1. GRUPOS EXPERIMENTALES: Se formaron 5 grupos experimentales:

- Grupo control de operacion simulada (OS): En este grupo se realizo la operacion
simulada, la cual consiste en la manipulacion de tejidos y 6rganos sin ligar el conducto biliar comun.

Esto se hace para determinar si el proceso quirtrgico ejerce influencia en los marcadores de dafio

hepatico.

- Grupo de ligadura del conducto biliar comun (LCBC15d): En este grupo se
realizé la ligadura del conducto biliar comin. Este grupo asi como el grupo de OS fueron

sacrificados a los 15 dias después del proceso quirurgico.

- Grupo de ligadura del conducto biliar comin (LCBC30d +V): A este grupo se les
ligd el conducto biliar comun por 15 dias, tiempo requerido para establecer la fibrosis (33),
posteriormente se les administré el vehiculo (0.2ml. de agua s.c.). A los 30 dias posteriores a su

operacion se sacrificaron.

- Grupo de ligadura del conducto biliar comin mds Interferon-o,,



36
(LCBC30d +IFN-a): También a este grupo se les ligd el conducto biliar comin; a los 15 dias.
tiempo requerido para establecer la fibrosis (33), se les administro IFN-a 100,000 Ul/rata/dia, s.c.

durante 15 dias mas. Los animales se sacrificaron 30 dias después de la operacion.

. Grupo de Interferon-a,, (IFN-a): A este grupo se le realiz6 la operacién simulada.
a los 15 dias se les administrd I[FN-e 100,000 Ul/rata/dia, s.c. durante 15 dias mas. Los animales se

sacrificaron 30 dias después de la operacion.

III.2. PROCEDIMIENTO PARA LA LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR

COMUN.

- Las ratas se anestesiaron con Pentobarbital Sodico a una dosis de 1 ml. por cada 2 /2 Kg.
de peso. por via intraperitoneal.

- Una vez anestesiadas las ratas, se procedio a rasurar el pelo de la region abdominal para
facilitar la manipulacion de los tejidos.

- Posteriormente se realizo la asepsia de la regiéon quirtrgica con torundas de gasa
impregnadas con benzalconio.

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

- Cuando se visualiz6 la cavidad abdominal, se procedié a sacar cuidadosamente el higado,

puesto que el conducto biliar comin se encuentra por debajo de éste.
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- Localizado el conducto biliar comun, se diseca del pritoneo y de los ligamentos que lo unen
a la vena porta y al intestino delgado.

- Con la ayuda de las pinzas y procurando no causar ningun dafio a la vena porta, se ligo el
conducto biliar comun en dos diferentes partes, con hilo de seda (Material no absorbible).

- Una vez ligado el conducto biliar comun, el higado se introdujo nuevamente en la cavidad
abdominal y se procedio a suturar los tejidos incididos de la siguiente manera:

a). El peritoneo se unié con surgete continuo anclado o entrelazado utilizando hilo catgut
cromico 4-0.

b). Para suturar la piel se utilizaron puntos separados, de material no absorbible como el
nylon monofilamento 4-0.

- Una vez unidos los tejidos incididos se realiz6 nuevamente la asepsia de la region
quirurgica. Posteriormente, se permitio que las ratas se recuperen del efecto de la anestesia.

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

- Cada grupo se sacrificéd de acuerdo al tiempo programado.

- Cada grupo de ratas fué operado y sacrificado en conjunto.

I11.3. PROCEDIMIENTO PARA EL SACRIFICIO DE LAS RATAS.

Una vez cumplidos los periodos de tiempo programados, después de la OS y de ligadura del

conducto biliar comun. y con sus respectivos tratamientos, se procedid al sacrificio de las ratas, lo

cual se realizo de la siguiente manera:
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- Las ratas se colocaron en una camara que contenia éter etilico concentrado para inducir la
anestesia.

- Con la ayuda de material quirtirgico se procedi6 a abrir las cavidades abdominal y toracica
para obtener de esta forma las muestras de sangre y de higado, las cuales siempre se colocaron en
hielo.

Las muestras de sangre se extrajeron por puncion cardiaca, y se colocaron en tubos de
plastico de 85 x 15 mm los cuales se instalaron en un rotor JA-21 para su posterior centrifugacion
(Centrifuga Beckman Modelo J2-21 o Modelo J-6M), a 4000 x g y temperatura de 4°C. D-e esta
manera se extrajo el suero, el cual se separd en tubos de ensayo que se colocaron en hielo para
posteriormente realizar las determinaciones bioquimicas.

El higado se introdujo en solucion salina fisiolégica con el fin de eliminar la sangre, se
colocd en un recipiente con hielo y posteriormente se pesd la cantidad necesaria para la
determinacion del contenido de coldgena (0.1 g de higado), de glucégeno (0.5 g de higado) y el grado

de peroxidacion lipidica (0.5 g de higado).
IIL.4. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.
I11.4.1. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE COLAGENA (112).
El método se fundamenta en que la hidroxiprolina se encuentra en la colagena. La

determinacion de hidroxiprolina involucra la oxidacion del acido imino a dcido pirrol-2-carboxilico

o pirrol y éste forma un croméforo con p-dimetilaminobenzaldehido que se lee a 560 nm.
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REACTIVOS:

1. Solucién amortiguador. Buffer acetato de sodio-acido citrico, pH = 6.
2. Soluciodn de cloramina T (Cloramina T).

. Reactivo de Ehrlich.

LS ]

CURVA ESTANDAR:
Tomar 600 pl de solucion estandar 10 pmol/ml y llevarlos a 6 ml de agua. Asi se tiene una

solucion 1 pmol/ml = 1nmol/pl.

No. Tubo Solucion H,O Contenido de hidroxiprolina
1 pmol/ml (pl) (ml) en nmol X abscisas

1 10 1.900 10

2 30 1.970 30

3 50 1.950 50

4 100 1.900 100

5 300 1.700 300

6 500 1.500 500

7 700 1.300 700

8 1000 1.000 1000

9 1500 0.500 1500

10 0.0 2.000 0.0

Se mide la absorbancia de los tubos a 560 nm.

La curva estandar se construye al graficar la concentracion de hidroxiprolina vs.
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absorbancia.
TECNICA:

1. De una muestra de higado de rata previamente secado con papel filtro; se pesa 0.1 g y se coloca
en una ampolleta.

2. A la ampolleta se le agregan 2 ml de HCI 6N y se sella con el soplete.

3. Una vez selladas, se colocan en el horno a 100°C durante 20 horas.

4. Ya hidrolizadas. se rompe la ampolleta y se colocan nuevamente en el horno a secar a una
temperatura de 40°-50°, aproximadamente 20 horas.

5. Las muestras secas se resuspenden con solucién amortiguadora. Inicialmente con 2 ml, se agitan
en el vortex y se vacia en un tubo de ensaye. Después se agrega 1 ml nuevamente en la ampolleta
(para lavarla) y se vacia en el mismo tubo de ensaye. Se centrifuga a 3000 rpm durante 15 min.

6. El sobrenadante se retira con una pipeta Pasteur y se deposita en un tubo de ensaye. Se le agrega
una pequeifia porcion de anorita, se agita durante 1 min. Se centrifuga a 3000 rpm durante 15 min y
nuevamente con una pipeta Pasteur se extrae el sobrenadante a otro tubo de ensaye y se observa, si
no queda claro se le vuelve agregar anorita y se centrifuga.

7. Se toma 1 ml de este sobrenadante mas 1 ml de agua, se colocan en un tubo con rosca y tapon,
se le adiciona 1 ml de cloramina T. Se deja reposar 20 min. a temperatura ambiente.

8. Pasados los 20 min. se detiene la reaccion con la adicion de tiosulfato de sodio 2M 500 pl. con
1 ml de NaOH IN y con aproximadamente 2 g de NaCl. Agitar inmediatamente (de esto depende
que se detenga la reaccion).

9. Agregar 6 ml de tolueno a cada muestra y agitar durante 1 min.

10. Se extrae la capa de tolueno, se desecha y el contenido acuoso se tapa con su respectivo tapon
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y se coloca en un bafio de agua hirviendo durante 20 min.
11. Se enfrian los tubos y nuevamente se les agrega 6 ml de tolueno y se agita durante 1 min.
12. Tomar una alicuota de 1 ml de la fase de tolueno y mezclar con 4 ml de reactivo de Erhlich

vigorosamente.

13. Los tubos se mantienen a temperatura ambiente durante 30 min. para desarrollar color.

Leer las absorbancias a 560 nm.

I11.4.2. DETERMINACION DEL GRADO DE PEROXIDACION LIPIDICA POR EL

METODO DEL ACIDO TIOBARBITURICO (TBA) (113).

El método se fundamenta en que dos moléculas de dcido tiobarbitirico (TBA) reaccionan con
una molécula de malondialdehido (MDA) formando un pigmento rojo, el cual tiene un maximo de
absorcion en solucién 4cida a 532 nm de 1.56 X 10° M cm™'.

REACTIVOS:

- Tris HC1 150 mM pH= 7.4

- Ac. tricloroacético (TCA) al 15%

- Ac. Tiobarbiturico 0.375% en TCA al 15%

TECNICA:

1. Se homogenizan 0.5g de higado con 5 ml de agua tridestilada, con lo cual se obtiene un

homogenado al 10% P/V.

2. Se toman 300 pl del homogenado y se completa a 1 ml con Tris-HCI 150 mM pH 7.4.

3. Se incuba a una temperatura de 37° durante 30 min. Al termino de este tiempo, a cada muestra se
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le adicionan 2 ml de acido tiobarbittrico (TBA) al 0.375% disuelto en 4cido tricloroacetico (TCA)
al 15%.

4. Se incuban los tubos en bafio maria de agua hirviendo durante 15 min.

5. Se centrifugan a 3000 rpm durante 10 min.

6. Se lee el sobrenadante a 532 nm de absorbancia.

111.4.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS TOTALES (114).

La determinacion del contenido de proteinas totales se mide utilizando el método de Bradford
que se basa en la union de azul brillante de Coomassie G-250 a las proteinas. El azul brillante de
Coomassie G-250 muestra dos formas de coloracion, azul y rojo. La forma de color rojo se convierte
en azul cuando se une a las proteinas.

El complejo colorante-proteina presenta una absorcion maxima a 595 nm. El proceso de
formacion del complejo colorante-proteina es virtualmente completo, rdpido y permanece en

solucion, aproximadamente 1 hora.

REACTIVOS:

Ac. Fosforico 85% 100 ml
Alcohol etilico 95% 50 ml
Azul de Coomassie G-250 ----------- 100 mg

H,O cbp 1000 ml




CURVA ESTANDAR: Albumina sérica bovina (1mg/ml)

Tubo Albumina bovina  Cant. de proteinas  Agua tridestilada Reactivo de
Bradford

(uh) (ng) (D) (ml)
B 0 0 100 2.4
1 5 5 95 24
2 10 10 90 24
3 15 15 85 24
+ 20 20 80 24
5 30 30 70 2.4
6 40 40 60 2.4
7 50 50 50 24
8 60 60 40 2.4
9 70 70 30 24
10 80 80 20 2.4

Se grafica la cantidad de proteinas vs. absorbancia.
TECNICA:
1. Se toman 100 pl del homogenado de higado utilizado para la determinacion de lipoperoxidacion

y se lleva a 1 ml con agua tridestilada.

-2

. De la dilucion anterior se toman 20 pl y se agregan 80 pl de agua tridestilada.

L2

. Se prepara un blanco (consiste en 100 pl de agua tridestilada).

4. Se agregan 2.4 ml de reactivo Bradford tanto al blanco como a las muestras.
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5. Se agitan y se lee la absorbancia a 595 nm.

6. La concentracion de la muestra se determina utilizando la media de la de la ecuacion de la recta

de la curva estandar.

I11.4.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA

(FA) (115).

Este método se basa en la hidrélisis del p-nitrofenilfosfato por la fosfatasa alcalina para
producir fosfato inorganico y p-nitrofenol, el cual se lee a 410 nm, en un espectrofotometro .

Se prepara una curva estandar de p-nitrofenol para determinar la actividad de la Fosfatasa

Alcalina.

REACTIVOS:

—

. Solucion estandar de p-nitrofenol de 10 umoles/ml.

2. NaOH 0.02 N.

LS

. 0.5 ml de la solucién (1) se aforan a 100 ml con NaOH 0.02 N.
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CURVA ESTANDAR:
Tubo mlde sol. (2) ml de sol. (3) pumoles de sustrato hidrolizado
1 0.5 5.0 0.025
2 1.0 4.5 0.050
3 2.0 3.5 0.100
4 3.0 2.5 0.150
5 4.0 1.5 0.200
6 5.0 0.5 0.250

Se mide la absorbancia de los tubos a 410 nm.

La curva estandar se construye graficando la concentracién en pmoles de sustrato hidrolizado

vs. absorbancia.

TECNICA:

o—

. En un tubo de ensayo se agregan los siguientes reactivos:
- 0.25 ml de buffer de glicina 0.1 M y MgCl, 1 mM, pH = 10.5

- 0.25 ml de sustrato de p-nitrofenilfosfato el cual se prepara disolviendo 100 mg de p-

nitrofenilfosfato disédico en 25 ml de agua destilada.

[R%]

. Esta mezcla se incuba en a 37°C por 5 min.

(9%

. Posteriormente se afiaden 50 pul de suero, se agita suavemente y se incuba a 37°C por 30
min.

4. La reaccion se detiene adicionando 5 ml de NaOH 0.02 N.
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5. Se determina la absorbancia a 410 nm en un espectrofotémetro.
La lectura se interpola en la curva estandar de p-nitrofenol. La actividad enzimdtica se reporta en

umoles de p-nitrofenol/litro de suero por minuto (umoles/L min.).

I11.4.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA y-GLUTAMIL

TRANSPEPTIDASA (y-GTP) (116).

En este método se utiliza como sustrato la glutamil-p-nitroanilida que en presencia de la
enzima (yY-GTP), y de un receptor del grupo y-I-glutamil (como es la glicil glicina), produce y-I-

glutamilglicil glicina y p-nitroanilina que puede ser cuantificada espectrofotométricamente a 410 nm.

CURVA ESTANDAR:

Se prepara una curva estindar de p-nitroanilina de la siguiente manera:

Se pesan 13.81 mg de p-nitroanilina y se afora a 250 ml con 4cido acético 1.5 M. Se

preparan una serie de tubos de la siguiente manera:
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Tubo Y-glutamil-p-nitroanilina Solucién p-Nitroanilina H,0
(nmol/ml) (ub) (1D
1 10 50 1950
2 20 100 1900
3 30 150 1850
+ 50 250 1750
5 15 375 1625
6 100 500 1500
7 150 750 1250
8 200 1000 1000

La curva estandar se construye graficando la concentracién de la p-nitroanilina en pmoles
de cada una de las diluciones vs. absorbancia.

TECNICA:
1. En un tubo de ensayo se agregan los siguientes reactivos:

- 400 pl de tris-HCL 200 mM (pH = 8.2)

- 100 ul de MgCl, 200 mM

- 100 pl de glicil-glicina 40 mM (pH = 8.2)

- 200 pl de y-glutamil-p-nitroanilida 10 mM
2. Previa incubacion de 10 min. a 37°C se inicia la reaccion agregando 200 pl de suero. Se agita bien
la mezcla y se introduce en un bario a 37°C.

3. La reaccion enzimadtica se detiene a los 30 min. después de haberse iniciado, agregando 2 ml de
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acido acético 1.5 M.
4. La absorbancia de cada tubo se lee a 410 nm en el espectrofotometro. El resultado se interpola
en la curva estandar de p-nitroanilina, y la actividad enzimatica se reporta en umoles de p-

nitroanilina/litro de suero por minuto (pmol/l.min.).

I11.4.6. DETERMINACION DE BILIRRUBINA TOTAL Y DIRECTA.

La bilirrubina forma con el dcido sulfanilico diazotado un colorante azoico que en solucion
neutra es rojo v en solucion alcalina. azul. El glucurénido de bilirrubina hidrosoluble reacciona
"Directamente”, mientras que la bilirrubina "Indirecta" libre reacciona tan sélo en presencia de un

acelerador. Para realizar estas pruebas se utiliza un "kit" comercial Merck.

II1.4.6.1. BILIRRUBINA TOTAL (117).

La bilirrubina total en suero o plasma se determina por copulacion con el 4cido sulfanilico
diazotado tras la adicion de cafeina, benzoato de sodio y acetato de sodio. Con la solucion de
Fehling se forma azobilirrubina aisle, cuyo contenido puede determinarse también en presencia de
subproductos amarillos (Coloracion mixta verde), de manera selectiva por fotometria a 578 nm.

REACTIVOS:

- Acido sulfanilico (C,H,NO;S 29 mmol/l en HC10.17 N).

-Nitrito de sodio (NaNO, 29 mmol/l).

-Acelerador (Cafeina 130 mmol/l. benzoato de sodio 156 mmol/l, acetato de sodio 460
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mmol/1).

-Solucidn I de Fehling (Tartrato de potasio y sodio 930 mM/1, hidréxido de sodio 1.9

M/D).
TECNICA:
Solucion Problema Blanco
Acido sulfanilico 0.2 ml 0.2 ml
Nitrito de sodio l gota = eememee-
Acelerador 1.0 ml 1.0 ml
Suero 0.2 ml 0.2 ml

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

Solucion. II de Fehling 1.0 ml 1.0 ml

Se mezcla v se mide la absorbancia de los problemas contra el blanco, a una longitud de onda
de 578 nm al cabo de 3 a 30 minutos.

Calculo:

Medicion frente a un blanco:

Concentracion de bilirrubina total = Abs. x 180 pmol/L.

I11.4.6.2. BILIRRUBINA CONJUGADA ( DIRECTA) (118).

La bilirrubina directa se mide sin afiadir alcali como colorante azoico rojo a 546 nm. La
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bilirrubina indirecta se obtiene de la diferencia entre la bilirrubina total y la bilirrubina directa.

TECNICA:

Solucion Problema Blanco
Acido sulfanilico 0.2 ml 0.2 ml
Nitrito de sodio lgota W W cemeeee-
Solucion salina fisiologica 2.0 ml 2.0ml
Suero 0.2 ml 0.2 ml

Se mezcla inmediatamente. se deja reposar a temperatura entre 15°C y 25°C. A los 5 minutos

exactos. tras la adicion del suero. se miden las absorbancias de los problemas contra el blanco a 546

nm.
Calculo:

Concentracion de bilirrubina directa = Abs. x 240 pmol/L.

111.4.7. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUCOGENO HEPATICO (119).

Este procedimiento consiste en la digestion en caliente de una muestra de higado, que es

hidrolizada con KOH al 30% dando como resultado glucosa. la cual se cuantifica colorimétricamente

con el reactivo de la antrona.



TECNICA:
1. Se pesan 0.5 g de muestra de higado y se colocan en tubos de ensayo, se afiaden 1.5 ml de una
solucion de KOH al 30% a cada uno de ellos y se hierve en bafio maria durante 30 minutos.
2. Después de enfriar los tubos, la muestra digerida se coloca en un matraz volumétrico de 25 ml
diluyéndose la muestra a ese volumen con agua tridestilada.
3. Del matraz anterior se toma 1 ml de la dilucién y se coloca en otro matraz volumétrico de 25 ml.
posteriormente se lleva al volumen con agua tridestilada. Esto se realiza con el objeto de que la
glucosa en esta dilucion, se encuentre en un rango de concentracion de 3 a 30 pg/ml. -
4. De la ultima dilucion se coloca 1 ml en tubos de ensayo, se prepara ademas un blanco que
contenga 1 ml de agua y un estandar que contenga glucosa a la concentracion de 20 ul/ml.
5. Se prepara la solucion de antrona al 0.2% en H,SO, concentrado.
Los tubos de muestras problema. asi como el estindar y el blanco se colocan en hielo, se les aiiade
2 ml de reactivo de antrona y se agitan suavemente.
6. Los tubos se tapan con canicas v "masking-tape” y se colocan en un bafio maria durante 15 min.

7. Se enfrian sobre hielo v se leen a 620 nm.

Calculos:

La concentracion de glucégeno se calculé utilizando la siguiente formula:

ug de glucogeno = —m=mmmemmemmeee-



en donde:
U =Es la absorbancia de la muestra problema.
S  =Es la absorbancia del estandar de glucosa.

1.11 = Es un factor de conversion determinado por Morris (120), para convertir la glucosa
a glucdgeno.

Los resultados se expresan en gramos de glucogeno/100 g de higado.

I11.5. ANALISIS ESTADISTICO (121).
Los resultados obtenidos en las determinaciones de cada grupo de ratas son promediados.
obteniéndose la media o promedio aritmético y el error estandar de la media (ESM). Las diferencias

entre los grupos se obtienen mediante un andlisis de varianza con prueba de Tukey.



IV. RESULTADOS

La figura 1 muestra el curso temporal del contenido de colagena hepdtica en los diferentes
grupos experimentales. Como puede observarse, la acumulacion de colagena aumento 5 veces su
contenido en el grupo al que se le ligé el conducto biliar y se sacrificéd a los 15 dias posteriores a la
operacion (LCBC15d); y 6 veces mas en el grupo al que se ligé por 15 dias y durante 15 dias mas
se les administré unicamente vehiculo (LCBC30d+V). La acumulacién de colagena se revirtio a
niveles muy cercanos a los del grupo control de operacién simulada (OS), cuando a los animales se
les ligd el conducto durante 15 dias, y después se les administrd el interferon-a durante 15 dias

mds (LCBC+INF-a) encontrdndose una diferencia significativa en relacion a los grupos de

LCBC15d y LCBC30d+V para una p<0.05.
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Figura 1. Curso temporaldelcontenido de coldgena hepatica después de la ligadura

delconducto biliarcomun (LCBC)en larata. El interferén-a (INF-a)se empezd a ad--
ministrar a los 15 dias posteriores a la LCBC y durante 15 dilas mas,. Los resultados-
se expresan como la media t el EEM de 6 ratas. Claves: (z)indica que existe una di--
ferencia significativa delgrupo de LCBC comparado con elgrupo alque se le adm i--
nistrd el INF-a.Con una p<0.05
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La figura 2 muestra el curso temporal del grado de peroxidacion lipidica en los diferentes

grupos experimentales. El grado de peroxidacion lipidica aument6 2.5 veces en el grupo de
LCBC15d y 2.8 veces en el grupo de LCBC30d+V comparados con el grupo OS. La
administracion de interferén-o provoco la disminucion del grado de peroxidacion lipidica del
grupo de LCBC+INF-oo a valores muy cercanos al control, observandose una diferencia

significativa de este grupo en relacién con los grupos de LCBC15d y 30d+V para una p< 0.05.
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Figura 2. Curso temporal del grado de peroxidacidn lipidica en higado después de la
ligadura del conducto biliarcomun (LCBC) en la rata. El interferén-a (INF-a) se empe-
z6 a administrar a los 15 dias posteriores ala LCBC y durante 15 dias mas. Los resul-
tados se expresan como la media t el EEM de 6 ratas. Claves: (+) indica que existe u-
na diferencia significativa del grupo de LCBC comparado con el grupo al que se |le ad-
ministré el INF-a. Con una p<0.05,
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El contenido de glucdgeno hepatico disminuyé marcadamente ; 60% menos en el grupo de

LCBC15d y un 84% menos del grupo de LCBC30d+V en relacién al grupo control de operacion
simulada (OS). El tratamiento con INF-a restaurd el contenido de glucégeno observado en el
grupo de LCBC+INF-a a nivel del valor control, encontrandose una diferencia significativa

(p<0.05) de este grupo en relacion a los grupos ligados (figura 3).

*
®—@ | cac+Vehiculo ki
2 — O—-OLCBC+INF-u
a— |
o s
'U 1
4 _
=
2 =
[+}] Q
o o
“Q .
O o
= o
m o 1 -
=
=
o
| T
| 2
O 1 T I ] T T T

0 5 10 15 20 25 30 35
Dias posteriores a la obstruccion biliar

Figuar 3. Curso temporal del contenido de glucégeno hepatico después de la ligaura
del conducto billar comin (LCBC) en la rata. El Interferén-a (INF-u) se empezo a ad--
ministrar a los 15 dias posteriores a la LCBC y durante 15 dias mas. Los resultados--
se expresan como la media £ el EEM de 6 ratas. Claves (z) Indica que existe una di--

ferencia significativa del grupo de LCBC comparado con elgrupo al que se le admi|--

nistré el INF-a, Con una p<0.05.



En relacion a la actividad de la fosfatasa alcalina (FA), se observo un aumento de 2.6 veces
de la actividad de esta enzima en suero en el grupo de LCBC15d y de 2.52 veces en el grupo de
LCBC30d+V comparados con el grupo control. El tratamiento con INF-oo provocod que
disminuyera la actividad de la FA en suero del grupo de LCBC+INF-« sin llegar al nivel del grupo
control. aunque si existe una diferencia significativa (p<0.05) de este grupo comparado con los
grupos de LCBC15d y 30d+V (figura 4). En cuanto a la actividad de la enzima y-glutamil
transpeptidasa (y-GTP), aumenté 2.5 y 2.8 veces en los grupos ligados por 15 y 30 dias
respectivamente. comparados con el grupo de OS. En contraste, la administracion del INF-«
provoco la disminucion de la actividad de esta enzima en suero a nivel del control de operacion
simulada como puede observarse en la figura 5; encontrandose una diferencia significativa

(p<0.05) de! grupo de LCBC+INF-& en comparacion con los grupos ligados.



Actividad de la fosfatasa alcalina (itmol/l min)
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Figura 4. Actividad de |a fosfatasa alcalina determinada en sueros de rata después
de la ligadura del conducto biliar comun (LCBC). El interferén-a (INF-a) se empezo
a administrar a los 15 dias posteriores a la LCBC y durante 15 dias mas. OS: ope-—-
racion simulada; LCBC15d: ligadura del conducto biliar comun a los 15 dias; LCBC
30d+V: ligadura del conducto biliar comun a los 30 dias mas vehiculo y LCBC+INF-
a: ligadura del conducto biliar comun a los 30 dias mas interferén-a.

(#) significa una p<0.05 vs OS.

(@) significa una p<0.05 vs LCBC a los 15d y 30d+V.



Actividad de la y-glutamil transpeptidasa (tmol/l min)
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Figura 5. Actividad de la y-glutamil transpeptidasa determinada en sueros de

ratas después de la ligadura del conducto biliar comun (LCBC). El interferén

-t (INF-t) se empez6 a administrar a los 15 dias posteriores a la LCBC y du-
rante 15 dias mas. OS: operacién simulada; LCBC15d: ligadura del conducto
biliar comun a los 15 dias; LCBC30d+V: ligadura del conducto biliar coman —
a los 30 dias mas vehiculo y LCBC30d+INF-u: ligadura del conducto biliar co-
mun a los 30 dias mas interferon-a.

() significa una p<0.05 vs OS.

(@) significa una p<0.05 vs LCBC15d y 30d+V.
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La concentracion de bilirrubina total aumentd en 4 y 18 veces en los grupos a los que se les
ligo el conducto biliar durante 15 y 30 dias: en tanto que la bilirrubina conjugada (directa) aumenté
19 v 20 veces si la ligadura persistio por 15 y 30 dias respectivamente, al ser comparados con el
grupo que sufrié la operacidon simulada. Por otro lado, la concentracion de ambas bilirrubinas
disminuyé marcadamente cuando a las ratas ligadas se les administr6 interferon-a (p<0.05), como
lo demuestran las figuras 6 y 7 (bilirrubina total y bilirrubina conjugada). Los niveles de

concentracion de ambas bilirrubinas son muy semejantes a los del grupo de operacion simulada.



Bilirrubina total (tmol/l)

250 + %
| T —— 0s
| 7 LCBC15d
| 7% LCBC30d+V -
200 — # //;/ B LCBC30d+INF-
| A
150
|
|
100 -
i , I' * p<0.05 vs OS
50 — =<7 [ ,/";,),' # p<0.05 vs LCBC
\ 1 /
e | !: \ '/,'.
0 - d

Figura 6. Concentracion de bilirrubina total determinada en sueros de ratas después

de la ligadura del conducto biliar comun (LCBC). El interferon-a (INF-«) se empezoé a

administrar a los 15 dias posteriores a la LCBC y durante 15 dias mas. OS: operacion
simulada; LCBC15d: Ligadura del conducto biliar comtn a los 15 dias; LCBC30d+V:-
ligadura del conducto biliar comun a los 30 dias mas vehiculo y LCBC+INF-ua: ligadu-
ra del conducto biliar comun a los 30 dias mas interferon-a.

(#) significa una p<0.05 vs OS.

(0) significa una p<0.05 vs LCBC a los 15d y 30d+V.
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Bilirrubina conjugada (}tmol/l)
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Figura 7. Concentracién de bilirrubina conjugada (directa) determinada en sueros de

ratasdespués de la ligadura del conducto biliar comun (LCBC). El interferén-o (INF-x)
se empezo a administrar a los 15 dias posteriores a la LCBC y durante 15 dias mas. --
OS: operacion simulada; LCBC15d: ligadura del conducto biliar coman a los 15 dias;

LCBC30d+V: ligadura del conducto biliar comun a los 30 dias mas vehiculo y LCBC+

INF~1: ligadura del conducto biliar coman a los 30 dias mas interferon-a.

(#) significa una p<0.05 vs OS.

(@) significa una p<0.05 vs LCBC a los 15d y 30d+V.
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El estudio histolégico reveld que. la obstruccion prolongada del conducto biliar causo el

incremento en el contenido de colagena alrededor de las triadas portales y necrosis celular con
pérdida de la arquitectura normal del 6rgano, sobre todo en el grupo al que se ligé por 30 dias
(figura 9 y 10). En el grupo control de operaciéon simulada no hubo ningiin cambio histologico
(figura 8). La administracion de interferon-o a ratas a las que se les ligo el conducto biliar, provoco
que el acumulo de coldgena no sea tan importante, que las bandas sean mads delgadas. que la
necrosis celular disminuya y por lo tanto la arquitectura de los hepatocitos se haya normalizado al

compararse con los grupos ligados (figura 11); aunque si existen bandas muy delgadas de coldagena

y pequefias zonas con necrosis celular.

Figura 8. Corte histologico de higado de rata de operacién simulada
tefiida con la técnica de Mallory. La coldgena se tifie de azul. Am--
plificacion 100 X.



Figura 9. Corte histologico de higado de rata a las cuales se les li-
g6 el conducto biliar por 15 dias. Técnica tricromica de Mallory -

La colagena se tifie de azul. Amplificacion 100 X.
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Figura 10. Corte histologico de higado de rata a las cuales se les Ii-
26 el conducto biliar por 15 dias v se les administro el vehiculo por
15 dias mas. Técnica tricromica de Mallory. La colagena se tifie de

azul. Amplificacion 100 X.
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Figura 11. Corte histologico de higado de rata a las cuales se les li-
26 ¢l conducto biliar por 15 dias y se les administré interferon-o --

por 15 dias mas. Técnica tricromica de Mallory. La colagena se tifie
de azul. Amplificacion 100 X.
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V. DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran que el interferon-a,, (INF-o) es capaz de revertir
la fibrosis v el dafio al higado (colestasis) provocados por la obstruccion del conducto biliar comun
en la rata.

Varios trabajos han demostrado que los interferones disminuyen los niveles estacionarios del
RNAm de procoldgenas (104.106-110). Estos antecedentes podrian explicar el efecto del interferon-
o sobre la disminucion de la colagena en este estudio. Sin embargo, es posible que esta substancia
también estimule el catabolismo de la colagena, como lo sugieren Rodriguez-Fragoso y col. (59) y
Duncan y Berman (122), quienes encontraron que el interferon aumenta marcadamente la produccion
de colagenasa. Sin embargo. con los datos presentados en este trabajo, no se puede discriminar si
el efecto de este compuesto en la fibrosis hepatica se debe a una disminucién en la sintesis de la
colagena (efecto antifibrogénico) o al incremento en la degradacion de esta proteina (efecto
fibrolitico) o a una combinacion de ambos factores.

Czaja v col. (110) reportaron que al administrar 100, 000 Ul/rata/dia de interferén-o tiene
un mejor efecto antifibrogénico que 50, 000 Ul/rata/dia. Por lo cual para este trabajo se decidio
administrar la primera dosis.

Una caracteristica importante de la fibrosis en el higado es la acumulacion de tejido
conectivo alrededor de los sinusoides hepaticos tanto que las barreras de difusion vascular se
encuentran alteradas y el flujo sanguineo sinusoidal est4 obstruido. La hipertension portal resultante
v el empeoramiento de la eliminacion de los metabolitos endogenos y exégenos contribuyen a una
disfuncion hepdtica (48). La hipertension portal también lleva a la acumulacion de sangre en la

circulacion espléenica. disminuyendo el volumen arterial efectivo y asi activando los receptores de
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volumen tanto que el sodio y el agua son dvidamente retenidos y en consecuencia se propicia el
desarrollo de la ascitis (123). La fibrogénesis hepatica deriva en cirrosis, una marcada condicion de
la fibrosis lobular difusa y en la alteracién de la arquitectura normal del higado hacia nédulos
estructuralmente anormales.

La colagena es el mayor componente de la matriz extracelular, esta proteina es la que se
deposita principalmente durante la fibrosis hepdtica. La mayoria de las estrategias antifibroticas se
han dirigido hacia el control del metabolismo de esta proteina. Existe una gran variedad de farmacos
que pueden modular especificamente la biosintesis de la colagena a nivel transcripcional o a varios
estadios postraduccionales. Dentro de estos farmacos antifibréticos que pueden modular la
acumulacion de la coldgena se incluyen a: los corticoides, la azatioprina, la penicilamina, la
colchicina, el zinc. las prostanglandinas. la ciclosporina y a los interferones (124).

El mecanismo de accion de los interferones en el dafio al higado es poco conocido, sobre
todo en la cirrosis inducida por la LCBC y en la cirrosis provocada por el CCl, en la rata (41). Sin
embargo, los interferones pueden actuar al reducir el contenido de colagena hepatica. De hecho. se
ha demostrado que los interferones inhiben la cantidad de coldgena producida por los fibroblastos
y los condrocitos in vitro, ademas de la disminucion de los niveles estacionarios del RNAm de las
procoldgenas tipo I, IT y III por parte de estas células (104,106 y 107). También se ha observado que
los interferones disminuyen el proceso fibrotico in vivo provocado por una bomba osmotica
implantada en ratones (109), asi también reducen la acumulacion de coldgena en pulmones de ratas
tratadas con bleomicina (108), y la acumulacién de coldgena en la esquistosomiasis murina (110).
Sin embargo. es necesario realizar futuras investigaciones para evaluar la importancia terapéutica

que puedan tener los interferones en la fibrosis hepatica y por lo tanto en el tratamiento de la cirrosis.
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Omata y colaboradores (125) encontraron una mejora importante en la histologia hepatica
de pacientes con hepatitis no-A no-B, después de ser tratados con interferén-a. Sin embargo. ellos
supusieron que esta mejoria se debia a un efecto antiviral. Por el contrario, no hubo ninguna mejoria
en la histologia del higado en pacientes con hepatitis cronica viral-B de 4 semanas, tratados con
interferon recombinante de leucocitos (125). La fibrosis Ihumana de cualquier etiologia. requiere de
algunos afios para establecerse. Por lo tanto, es posible que cualquier tratamiento antifibrético
requiera de un periodo de tiempo similar. Por lo cual, es necesario llevar a cabo tratamientos con
interferones durante largos periodos para evaluar su efecto antifibrogénico en la cirrosis hepatica.
De hecho. Hoofnagle v col. (126) demostraron que después de un afio de tratamiento con interferén
en la hepatitis no-A no-B. las biopsias mostraron una gran mejoria sobre todo en la histologia. y
principalmente en la inflamacién portal v en la necrosis de los hepatocitos; desafortunadamente, la
tibrosis no fue evaluada.

En varios estudios clinicos (126-129), los marcadores histopatologicos de la fibrosis hepatica
cambiaron poco durante el tratamiento con interferon, aunque los marcadores de hipertension portal
y del daio lobular disminuyeron. Quizas la degradacion o reabsorcion de tejido fibroso requiera de
un tratamiento mavor a 12 meses. como ocurre en los pacientes con cirrosis tratados con colchicina
(130).

Investigaciones recientes (131) han demostrado la capacidad de varias citocinas para modular
la sintesis de proteinas de matriz extracelular. Se ha sugerido (127) que el efecto del interferon sobre
el RNAm de la procoldgena tipo II puede ser una consecuencia de su accién sobre la expresion del
factor de crecimiento transformante 31 (TGFP1. segtn sus siglas en inglés). En ratas a las cuales se

les ligo el conducto biliar comun. el efecto antiviral del INF-« no es importante. De esta forma. los
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efectos del interferén sobre el TGFP1 pueden deberse a que este factor juega un papel muy
importante en la fibrogénesis (127).

La activacion de los linfocitos hepéticos es una caracteristica fundamental de dario al higado.
En estudios in vivo. esta activacion esta caracterizada por la transicion de células almacenadoras de
vitamina-A hacia miofibroblastos que se encuentran en una etapa de alta proliferacion y de alta
accion fibrogénica (132-136). Recientemente, se ha demostrado que algunos interferones son
potentes inhibidores de la activacion de los linfocitos (136). Estas propiedades hacen que los
interferones sean atractivos para el tratamiento del dafio al higado y a otros 6rganos provocados por
la fibrosis. en el cual estén involucradas la proliferacion celular mesenquimatosa y la fibrogénesis
sea prominente.

Capra v col. (137) demostraron que la administracion de interferén-o durante 6 meses a
pacientes con hepatitis viral cronica o con cirrosis activada como resultado una disminucién en el
estimulo de la fibrogénesis. al disminuir la inflamacion y la necrosis del higado, de este modo se
detiene el desarrollo de la cirrosis.

El malondialdehido (MDA) es un producto de la peroxidacion lipidica, asi que un aumento
en los niveles de MDA indican un incremento en el grado de peroxidacion lipidica; éste es un
mecanismo bastante conocido de dario al higado (138). Los resultados de este estudio muestran un
aumento en los niveles de MDA después de que se obstruy6 el conducto biliar comiin, como lo han
reportado Sokol y col. (139). Sin embargo. Muriel y col. demostraron que, particularmente en el
dafio provocado por la LCBC, la peroxidacion lipidica no juega un papel importante (140). De esta
forma. el efecto del INF-a en los niveles de MDA se interpreta como una consecuencia de la accion

antifibrogénica v hepatoprotectora del INF-c.
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El glucdgeno, es la principal fuente de energia en el higado; sin una suficiente cantidad de
glucogeno, el higado no puede tener la energia necesaria para realizar sus funciones. De esta forma.
el que el interferon lleve a niveles normales el contenido de glucdgeno demuestra el efecto benéfico
que tiene esta citocina.

La fosfatasa alcalina es una ectoenzima presente en la membrana plasmatica del hepatocito:
un incremento en la enzima fosfatasa alcalina en suero, se ha relacionado con dafio en la membrana
de las células del higado (141). La y-glutamil transpeptidasa (y-GTP), es una enzima que se
encuentra inmersa en la membrana plasmatica del hepatocito, principalmente en la zona canalicular;
la liberacion de esta enzima en suero indica un dafio celular. Es importante reconocer el incremento,
observado en este estudio, de la y-GTP en suero en el grupo de LCBC ya que esta enzima es
considerada uno de los mejores indicadores de dafio al higado (particularmente de colestasis) (142
y 143). El efecto benéfico que tiene el INF-a sobre la fosfatasa alcalina y la y-GTP asi como en los
niveles de bilirrubinas, indican que esta citocina es un farmaco prometedor para el tratamiento de

las enfermedades cronicas del higado que involucren a la fibrosis.
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VI. CONCLUSIONES

La obstruccion biliar prolongada del conducto biliar comun en la rata, provoco:

- Un estado fibrético al higado, el cual se caracterizé por un aumento significativo en el
contenido de colagena.

- Aumento significativo en los niveles de MDA hepatico, lo que indica un mayor grado en
el nivel de peroxidacion lipidica.

- Disminucion en el contenido de glucogeno hepatico.

- Incremento significativo en las actividades de las enzimas fosfatasa alcalina y y-giutamil
transpeptidasa en suero.

- Aumento significativo en las concentraciones de bilirrubinas total y conjugada (directa) en

SUero.

- La administracion de INF-« a ratas a las cuales se les ligod el conducto biliar comun,
provoco:

- Reversion parcial pero significativa en el contenido de coldgena hepatica.

- Disminucion en los niveles de MDA.

- Incremento en el contenido de glucégeno hepdtico a valores normales.

- Disminucion en las actividades en suero de las enzimas fosfatasa alcalina y y-glutamil
transpeptidasa a niveles normales.

- Disminucion en las concentraciones de bilirrubinas total y conjugada (directa) en suero a

niveles muy cercanos al grupo control.
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- Se observaron cambios y alteraciones histoldgicas importantes debido al dafio provocado
por la obstruccion biliar prolongada, que coinciden con las mediciones bioquimicas

analizadas en los modelos de fibrosis hepatica; asi como una importante mejoria debido a

la administracién del INF-e.

- E1 INF-a puede ser un farmaco prometedor en el tratamiento de enfermedades cronicas del

higado que involucren a la fibrosis y que no sean necesariamente de origen viral.
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