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RESUMEN 

Cuando existe una pérdida importante de masa hepática funcional, como la producida 

por remoción quinírgica del hígado, el tejido hepático remanente sufre un proceso de 

regeneración (hiperplasia), en el cual el tejido removido es reemplazado en su totalidad. 

Durante este proceso, la síntesis de DNA se incrementa notablemente y alcanza un pico máximo 

a las 23-25 horas posteriores a ia cirugía (en ia rata). Al mismo tiempo, la división celular 

empieza activamente y por el día 6 al 8 post-cirugía se completa la restauración del hígado. Por 

lo tanto, la regeneración hepática que se produce como consecuencia de hepatectomía parcial es 

considerada como un muy buen modelo para el estudio de los mecanismos que regulan la 

división y diferenciación celulares. 

Este IJl:'OCesD es muy sensible a la acción de algunos xenobióticos, en particular la 

administración aguda o crónica de alcohol (etanol), que ejerce un efecto adverso sobre la 

regeneración hepática, especialmente cuando éste se administra durante los estadios tempranos 

del proceso regener.1tivo. A pesar de que algunos mecanismos de daño ya han sido referidos en 

la acción de! alcohol sobre la regeneración hepática, llama la atención de qne prácticamente se 

desconozca si las acciones de dicho tóxico son por la molécula misma o por las transformaciones 
• metabólicas que experimenta en la célula hepática. En particular, nada está reportado sobre !a 

farmacodinamia y la farmacocinética del alcohol en animales hepatectomizados parcialmente. 

Por !o tanto se realizó este estudio de la farmacocinética del etanol durante la regeneración 

hepática en animales sujetos a hepatectomía parcial y los efectos moñológicos y bioquímicos de 

la administración aguda de etanol en el hígado regenerante. 

A ratas machos wistar se les realizó una hepatectomía parcial (HP) del 70%. El modelo 

se dividió en dos grupos de animales experimentales, dependiendo de la vía de administración 

del etanol. Al primer grupo se les administró etanol por sonda gástrica (IG), a una dosis de 1.5 

g/Kg de peso en una solución al 40%, a diferentes tiempos de regeneración hepática (0-96 h). Al 

segundo grupo se le administró el etanol por inyección inlraperitoneal (IP) a la misma dosis y 

concentración, así como a los mismos tiempos de regeneración. Se obtuvierón muestras de 

sangre para determinar las etanolemias hasta por 8 horas. Al final del experimento, las ratas se 

decapitaron para obtener el hígado y recolección de sangre. Del hígado se determino la 

actividad de la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la actividad específica de la timidín cinasa (TK) 

como parámetro de regeneración; además las muestras de hígado fueron obtenidas para el 

estudio histológico por microscopia electrónica y de luz. De la sangre recolectada su obtuvo 

suero el cual se uso para determinar metabolitos sérícos (albúmina, glucosa, triacilglicéridos y 

bilirrubina), y la actividad de las enzimas marcadoras de daño hepático (AL T, AST, LDH, GDH 

y OTC). 

Los resultados demostraron lo siguiente: 



En el primer paso metabólico (FPM) del etanol, el estómago tiene un papel transitorio, 

pero efectivo en las modificaciones farmacocinéticas del etanol a tiempos tempranos posteriores 

a la hepatectomía parcial en la rata, constituyendo una barrera protectora contra los efectos 

adversos del etanol en esos animales. El hígado en regeneración incrementa su capacidad para 

oxidar el etanol. El aumento del metabolismo del etanol puede potenciar los efectos deletéreos 

que la droga ocasiona a la regeneración hepática. Los cambios coordinados en el metabolismo 

del etanol por el estómago y el hígado muestran una interesante interrogante de una 

com uuicación interórganos que ocurre durante la proliferación celular del hígado, posterior a 

una hepatectomía parcial. 

U na dosis aguda de etanol es capaz de inhibir constantemente la regeneración hepática 

que se induce por la HP, lo cual es dependiente del tiempo y ruta de administración. La 

administración intragástrica de etanol ocasiona más inhibición al proceso de la regeneración 

hepática que la ruta intraperitoneal; esto está probablemente relacionado a las diferencias 

hepáticas del catabolismo del etanol durante la regeneración hepática, la cual varía de acuerdo 

a !a ruta de administración. Se han dado !as primeras evidencias de una liberación selecti"wa de 

enzimas por parte del hígado durante la regeneración hepática. 

La administración de dosis bajas de etanol en ratas sujetas a HP ocasiona diferentes 

modificaciones en la ultraestructura del hígado regenerante, depen8iendo fuertemente de la 

ruta de administración. La administración intragástrica de etanol disminuye prácticamente 

todos los cambios adaptativos de los bepatocitos regenerantes. La administración 

intraperitoneal de etanol promueve modificaciones ultraestructurales, indicativas de 

proliferación celular. 

!.a administración de dosis bajas de 4-1\IP (25 y 50 mg/kg) en ratas HP~ se asocia con ligeros 

cambios en la actividad de la ADH hepática y en cambios metabólicos que disminuyen 

ligeramente la regeneración hepática. La administración de dosis altas de 4-MP (100 y 200 

mg/kg)en ratas sujetas a HP, disminuye importantemente la actividad de la ADH hepática, la 

cual se asocia con cambios en la función y la estructura que precede aparentemente a los 

bepatocitos para la replicación celular. Estudios en el comportamiento de la ADH hepática se 

pueden utilizar para identificar la patogenia de la inhibición de la regeneración hepática que se 

conoce ocurren en la enfermedad hepática por alcohol en el humano. 

Una de las interrogantes, de los resultados obtenidos, es saber por qué el etanol ocasiona 

diferentes efectos, dependientes de la ruta de administración, en la inhibición de la regeneración 

hepática. Por lo tanto, se deben de continuar realizando estudios encaminados a elucidar los 

mecanismos por el cual el etanol es capaz de ocasionar este fenómeno. 



SUMMARY 

Surgical removal of tbe liver up to 70% produces in tbe remnant liver tbe byperplasia a 

process named liver regeneration. Liver regeneration (LR) in duces increases DNA synthesis 

and the maximun increase is present at 23-25 hr (in the rat) after the surgical procedure. At the 

same time, the cellnlar proliferation is actived and remains up to 6-8 days after partial 

hepatectomy (PH) whe the liver mass is restored. Liver regeneration after part'.al hepatectomy 

is considered a goodl model for the study of the mechanism that regulate cell divition and 

cellular differentiation. 

Liver regeneration is a very sensitive process and can be damaged by xenobiotic as sucb 

as the ethanol intake at acote or chronic. Acote ethanol intake produces damage to LR if is 

administered at early times of the process of regeneration. The study of the adnrse effects of 

ethanol intake opon liver regeneration has been document, but it is not clear what is the exact 

mechanism of action of the ethanol. It has been propoused that the etbanol molecule is by per se 

the responsible the of damage, but others are refered tbat the metabolic products of ethanol 

oxidation are responsible for the deleterious actions of ethanol up on LR. 

None is document above tbe pharmacological action of ethanol in the aspects of to the 

pharmacokinetic and pharmacodinamics actions during LR after PH. fty hence, we performed 

the study of the pharmacological parameter of the ethanol in the regenerating liver of the rat. 

We explored the morphological, biochemical and pbarmacological aspects of the ethanol intake 

in the modei oí LR produced by PH. 

Male wistar rats were sub jet to PH ( up to 70% of tbe liver). After PH, the animals were 

grouped according to the ethanoi intake status. At the first group, elhanoi was administred by 

intragastric route (IG) at 1.5 g/Kg bw, 40% v/v. The second group, ethanol was give by 

intraperitoneal ron te at the same concentration. Ethanol was administred in botb groups dnring 

0-96 hr after PH. 

At different times after LR, animals were sacrificed by decapitation and biood was 

collected for tbe determination of the etbanol concentration of up to 8 hr. Liver was obtained 

for tbe determination of the specific activity of the alcohol debydrogenase (ADH) and thymidine 

kinase (TK). Liver samples were · repared for a microscopic study. Light and electronic 

microscopic studies were dace. In the serum, metabolites and eozymatic activitie were 

determined. Serum metabolites included: albumin, glncose, tryacylglycerides and bilirubin. 

Serum enzymes were ALT, AST, LDH, GDH and OTC as marker of liver damage. 

Results shows that: 

Tbe first pass metabolism (FPM) of the ethanol by tbe stomach bad a transitory, but 

active role in the pharmacokinetic action of the ethanol in tbe early times of LR in tbe rat. Tbese 



results show that the stomach coastituts a protection barrierfor the advers eft'ects of ethanol on 

LR. 

The regenerating liver increased tbe capacity for ethanol oxidation. Tbis increase of 

ethanol oxidation as potentiated tbe adverse eft'ects of etbanol in the regenerating liver. The 

interelationships between tbe stomacb and tbe liver during LR and tbe cbanges produced by the 

ethanol intake are subject severa!. The latter can be show as an exemple of inter-communication 

between the stomacb and tbe liver during tbe process of LR after PH. 

An acute dose of ethanol produced inhibition of tbe LR induced by PH. Tbis inbibition 

are deppending of botb, tbe time and route of administration. The intragastric etbanol 

administration produced more inb.ibition of the LR process in comparasion of the 

intraperitoneal route. Tbese latter was related with the different ethanol oxidation route by the 

liver during tbe process of LR. We described for tbe first time tbat seiective release of enzymes 

by tbe liver during tire process of LR. 

Low administration of etbanol in tbe regeneratins liver of rats, produced alterations of 

the microscopic ultr..str.Jdure in tbe bepatocytes. These were depending of tbe route of etbanol 

administration. Intragastric ethanol administration produced a dimim1tion of tbe normal 

cbanges produced in tbe liver during LR. The intraperitoneal ethanol administration produce<! 

a retardation in tbe appearance of tbe proliferative profile of hepatocyt~ during LR. 

Tbe 4-MP (25 and 50 mg/Kg) administration to the rat during LR, are associated with 

low cbanges in tbe ADH activity of tbe liver. Minor metabolic cbanges were produced by 4-MP. 

A dosage between 100 to 200 mg/Kg of 4-MP to rats subjected to PH produced a very important 

diminution in tbe specific activity of the ADH. These cbanges were associated witb cbanges in 

hoth, the function and the structural changes during the process of tbe liver regeneration in the 

bepatocyte. The study of tbe changes in tbe specific activity of the ADH can be used in the 

identification of tbe mecbanism associated with tbe patbogenesis of inhibition of proliferation of 

liver in tbe diseased organ of tbe human. 

It is a question to resolve the mecbanisms by involved in tbe etbanol-induced LR by 

different routes of its administration. By tbe same way, it is clear tbat tbe investigation of the 

exact mechanisms in tbe damage produced by tbe ethanol has to be advocated. 

' 



a) Cantidad. Algunas investigaciones refieren que una importante fracción de 

una dosis usual de etanol (alcoholismo social) no pasa a la circulación sistémica, sino 

que es oxidada principalmente en estómago (Fraser y cols. 1992 y 1993). 

b) Concentración. Se ha encontrado que a mayor concentración de etanol, se 

retrasa el vaciamiento gástrico por inhibición de la motilidad intestinal, permaneciendo 

un mayor tiempo en el estómago, que aquellas con diluciones menores (Roine y co!s. 

i99i; Sharma y cols. 1993). 

e) Alimento. La presencia de alimentos en el estómago, al reducir la velocidad de 

vaciamiento gástrico, demora la absorción de etanol (Roine y cols. 1991) y permite que 

se dé una absorción gástrica importante de éste, o que se metabolice el etanol por la 

presencia de alcoliol deshidrogenasa en la mucosa del estómago. 

d) Ayuno. El ayuno prolongado aumenta la concentración iiliíxima de etanol en 

sangre, ya sea por una disminución en el tiempo de exposición del etanol a la ADH 

gástrica por un tránsito acele;ado o poi un vaciamiento gástrico acelerado y un 

aumento en la absorción intestinal (Di Padova y cols. 1987). 

e) Medicamentos. Con algunos medicamentos, como los antagonistas de los 

receptores H2 (cimetidina, ranitidina y nizatidina pero no famitiJina), se ha visto que se 

aumenta significativamente la concentración máxima de etanol en sangre después de la 

ingesta de éste. Esto puede deberse a un aumento en la absorción del etanol, o bien a 

que se disminuye el metabolismo gástrico de etanol al inhibirse la ADH gástrica 

(Caballería y cols. l989b; Hemández Muñoz y cols. 1990a; Palmer y cols. 1991; Di 

Padova y cols. 1992). 



2.- METABOLISMO DEL ETANOL 

a) Metabolismo Hepático 

(1) Sistema de la alcohol deshidrogenasa (ADH) 

El sistema de las alcohol deshidrogenasas se compone de varias enzimas, que en 

los mamíferos se dividen en seis clases distintas que comprenden 20 isoenzimas 

diferentes, codificadas por más de 7 genes (Danielsson y cols. 1994; Arnon y cols. 1995). 

Estas se distribuyen ampliamente en los diferentes órganos y alcanzan su mayor 

actividad en el hígado (Bo!eda y cols. !989; Kennedy y Tipton 1990). Son moiécuias 

diméricas con subunidades de aproximadamente 40 kDa; y cada subunidad se 

caraderiza por tener 2 átomos de zinc (Das y cols. 1984; Cortot y cols. 1986; Zakim y 

Boyer 1990) unidos por cisteína, los cuales ayudan a estabilizar la estructura de la 

enzima (Jelokova y cols. 1994). 

Por técnicas inmunohistoquímicas se han localizado estas enzimas alrededor de 

la vena central (zona 3) de! hígado. La ADH hepática se localiza preferentemente en 

citosol y convierte al etanol en acetaldehido, utilizando como coenzima nicotinamida 
• 

adenin dinuc!eótido (NAD). E! Ir es transferido del sustrato (etanol) ai cofactor 

(NAD+), produciendo NADH y acetaldehído (reacción l)(Lieber 1984c). Posteriormente 

el acetaldehído es oxidado, predominantemente en las mitocondrias y secundariamente 

en el citosol (Arnon y cols. 1995), produciendo acetato, por medio de la enzima aldehído 

deshidrogenasa {ALDH) que utili7a nuevamente como coenzima NAD+ para producir 

como productos acetato y NADH (reacción 2). 

ADH 

CHJ"CHO + '.'IADH+ H+ (1) 

ALDH 

(2) 

Cuantitativamente hablando, la mayor parte del etanol es metabolizado por estas 

dos enzimas (ADH y ALDH) y una fracción pequeña se metaboliza por los otros 

sistemas. El equilibrio de la reacción de la ADH está desplazada hacia la formación de 



etanol; sin embargo, la rápida e irreversible reacción catalizada por la ALDH facilita el 

metabolismo del etanol (Lieber 1974; Tottamer 1973; Peter 1982). 

En los humanos, la alcohol deshidrogenasa y la aldehído deshidrogenasa son las 

dos enzimas que catalizan la oxidación de etanol hacia acetaldehído y acetato, 

respectivamente (Boosron y Li, 1986; Yin y Li, 1989). Basados en sus cinética y sus 

características estructurales, las isoenzimas de las ADH humanas se han clasificado en S 

clases (Vallee y Bazzone, 1983; Yoshida y cols. 1991) (Tabla I). Los rangos de Km para 

el etanol son los siguientes: ADH clase I (a.f3;y) 4mM; ADH clase II (.n) 34 mM; ADH 

clase III (X) 3 M; ADH clase IV (u) 18 mM (Yin y cols. 1990); ADH clase V 28 mM 

(Chen y Yoshida, 1991). La clase I es altamente sensible a la inhibición por 4-

Metilpirazola (4-MP) con una Ki menor a 2 µM;. clase n Ki = 2 mM; clase III es 

. virtualmente insensible a la inhibición; clase IV Ki = 320 µM. La homología de las 

secuencias de las proteínas o de los nucleótidos intraclase es aproximadamente del 90% 

y de interclase es de! 60 ~lo ('iasu!!ami y cois~ 1991; Yoshida y cois .. 1991; P2:-és y ~o!s. 

1992). 

Se han purificado y caracterizado de hígado y estómago de humano S isoenzimas 
• de la aldehído deshidrogenasa (Tabla II): ALDHl, ALDH2 (Greenfield y Pietruszko, 

1977), ALDH3 (Wang y cols. 1990), ALDH4 (Forte-McRobbie y Petruszko, 1986), y 

ALDHS (Kurys y cols. 1989). Basados en las constantes de Micbaelis para aceltadebído, 

en el humano se dividen en alta KM en el rango mM (ALDH3 83 mM; ALDH4 SmM) 

(Forte-McRobbie y Pietruszko, 1986; Yin y cols. 1989) y bajo KM en el rango µM 

(ALDHI 30µM; ALDH2 3µM; ALDHS SOµM) (Greenfield y Pietruszko, 1977; Kurys y 

cols. 1989). Aproximadamente el 50% de los orientales tienen deficiencia en la actividad 

de la ALDH2 mitocondrial de bajo KM (Harada y cols. 1980; Yin y cols. 1988), y esta 

alteración es atribuible a la sustitución de un simple aminoácido (ácido glutámico por 

lisina) en la posición 14 del carboxilo terminal (Yosbida y cols. 1984; Hempel y cols. 

1984). Múltiples formas de ALDH3 se encuentran en la mucosa del estómago. Se ha 

propuesto el modelo de 2 genes para la ALDH3, que codifican para las cadenas 

polipeptidicas A y B (Yin y cols. 1988). 

Las isoenzimas de la ADH y de la ALDH tienen una distribución en tejidos 

específicos (Smitb, 1986; Yin y Li, 1989; Yoshida y cols. 1991), todas las isoenzimas de la 

ADH clase 1 y clase II se expresan en el hígado. La ADH-¡3 se expresa en el pulmón y 

ADH-y se expresa en el tracto gastrointestinal; la ADH clase III tiene una distribución 

universal; la ADH clase IV se encuentra presente en el estómago. Las isoformas de la 



aldehído deshidrogenasa, ALDHl y ALDH2 se expresan en hígado, pulmón y tracto 

gastrointestinal. Múltiples formas de la ALDH3 se han detectado en estómago y pulmón 

pero no en hígado. La carencia de la actividad de la ALDH2 en los orientales causa 

reacción de sensibilidad al alcohol (Harada y cols. 1980; Agarwal y Goedde, 1989). 

TABLA I Clases de isoenzimas y distribución de la alcohol deshidrogenasa 
en los seres humanos . 

1 Clas lsoenzimas KM etanol Sensibilidad 4- Distribución 
le MP 
1

1 I a 4mM Ki menos 2µM Hígado 1 

1 
1 IP 1 1 Hígado, 1 

y pulmón 
Hígado, TD 

11 ¡r 34mM Ki=2mM Hígado 
111 X 3M Insensible Universal 

¡IV µ(a) 18mM Ki=320 µM Estómago 
V 28mM Estómae:o 

TABLA 11 lsoeozimas y distribución de la aldehído deshidrogen11.5a 
en los seres humanos. 
Isoenzima KM acetaldehido Distribución 
ALDHl 30uM Híe:ado, pulmón, TD 
ALDH2 3 11M Híe:ado, pulmón, TD 
ALDH3 83mM Estómae:o v pulmón 
ALDH4 5mM Híe:ado, riñón ... ,..,,,. ,,.., ,. -A .. ~ . . . 

1 \.-ereoro, estomago 

(2) Sistema microsomal de oxidación de etanol. 

El sistema microsomal de oxidación de etanol (MEOS por sus siglas en ingles: 

Microsomal Ethanol Oxidiziog System) (Lieber y De Carli 1968; Rubio y cols. 1968; 

Zakim y Boyer 1990), es el responsable principal del metabolismo de los fármacos y 

otras sustancias xenobióticas (Winter 1993), como el acetominofén, la acetona, el fenol, 

entre otros (Morgan y cols. 1982 y 1983; lngelman y Johansson 1984; Koop y Casazza 

1985; Yang y cols. 1985; Koop y Tierney 1990), incluyendo a los barbitúricos, lo que 

explica la resistencia que tienen los alcohólicos a este tipo de drogas. Cabe destacar que 

cuando se ha ingerido una gran cantidad de etanol, el MEOS metaboliza 



preferentemente etanol por lo que los barbitúricos dejan de metabolizarse, ocasionando 

resistencia a esta droga. 

Este sistema se localiza en las cisternas del retículo endoplásmico liso del 

bepatocito. Se ha descrito la presencia del MEOS en las microsomas de células de 

diferentes tejidos (Gonzalez 1992) y se conoce que involucra la participación de varias 

enzimas, las cuales catalizan la oxidación de etanol a acetaldehído. 

El MEOS se ha purificado y se encontraron tres componentes diferentes, la 

citocromo C reductasa (citocromo P-450 reductasa), el citocromo P-450 y un fosfolípido 

(iecitina). El MEOS es un sistema que se induce por el alcoholismo crónico, en donde 

participan varias isoenzimas del citocromo P-450 en la oxidación del etanol, siendo el 

citocromo P-450 2El el encargado del metabolismo del etanol (Koop y Casazza 1985; 

Koop 1989), el cual es capaz de catalizar la oxidación del etanol hacia acetaldehido, 

utilizando como coenzima NADPH y de oxígeno molecular (reacción 3) (Kennedy y 

Tipton 1982; Lieber 1991). Posteriormente, ei acetaldehído así formado es convertido en 

acetato por !a ALDH utilizando como coenzima NAD+. 

• 
MEOS (P-450 2El) 

CH3-CH,-OH + NADPH + H" +O, -------. CH3-CHO + NADP• 2H20 (3) 

Normalmente, ei etanoi se metaboiiza preferentemente por la ADH hepática y en 

menor cantidad por el MEOS, debido a una baja afinidad por el etanol de este último ya 

que posee una K" = 8.6 mM o 40 mg/ 100 mi en comparación con la ADH en con una 

K\l = 2 mM o 9 mg/ 100 mi. Esto se traduce en que el MEOS necesita cantidades 

mayores de etanol en sangre para saturarse. En un estudio se reportó que el '.VIEOS 

cataliza el 42% del metabolismo del etanol sí se encuentra a una concentración de JO 

mM, y el 62 % si ésta es de 50 mM (Takagi y cols. 1986). 

La contribución del MEOS y de la ADH en el metabolismo del etanol depende de 

la concentración sanguínea de alcohol y la duración de su consumo. 



(3) Sistema de la catalasa 

El hepatocito contiene catalasa en los peroxisomas (Lieber 1984) y utiliza 

peróxido de hidrógeno para oxidar el etanol Este sistema está en relación estrecha con 

el sistema de glutatión oxidado-reducido y al igual que el sistema MEOS, es inducido 

por el alcoholismo crónico (Thurman y Handler 1989; Lieber 1991). El etanol puede 

servir como donador de hidrógenos en la reacción. 

Esta reacción es dependiente de la disponibilidad de peróxido de hidrógeno por 

lo que un incremento de este o un decremento en la catalasa puede activar o inhibir esta 

;eacción. Precisamente, la velocidad de producción de H202 es un factor limitante 

(Peter 1982), debido a que la producción del peróxido es tan sólo de 3.0 a 3.6 µmol/h/g 

hígado y ~te sistema apenas representa el 2% de la oxidación de etanol in vivo (Lieber 

1994). 

El etanol se oxida hacia acetaldehído por el sistema de la cata!asa, que utiliza 

como coenzima H202 (reacción 4). El acetaldehido sigue el mismo camino para 

convertirse a acetato por medio de ia ALDH. 

• 
Catalasa 

CH3-CHO + 2H20 (4) 

Los tres sistemas principales de oxidación de etanol (ADH, iViEOS y ia cataiasa) 

producen acetaldehído el cual se convierte en acetato por la enzima ALD H; así mismo, 

el acetato que es el resultado final del metabolismo del etanol, se libera a la sangre para 

ser metabolizado hasta C02 por los demás tejidos periféricos (Kennedy y Tipton 1990; 

Lieber 1991) 

Asimismo, el aumento en la concentración intracelular de NADH y NADP es el 

responsable de las alteraciones en el estado redox, provocando las anormalidades 

metabólicas hepáticas en el alcohólico (Poso y Forsander 1976; Christensen y Higgins 

1979; Lieber 1991), aunado a la alta toxicidad que produce el acetaldehido y los demás 

metabolitos secundarios que se producen en la oxidación del etanol, como los radicales 

libres. 



b) Mdabolismo extrahepático 

El metabolismo gástrico del alcohol es una determinante importante en la 

regulación de los niveles séricos de etanol en donde se ha encontrado a la enzima ADH 

en la mucosa gástrica (Di Padova y cols. 1987 y 1988; Frezza y cols. 1990). 

De hecho, se ha considerado que la capacidad oxidativa de alcohol por el 

estómago constituye una "barrera protectora" contra los efectos sistémicos del tóxico. 

Debido a que concentraciones altas de alcohol pueden retrasar el vaciamiento gástrico, 

se podría esperar que soluciones concentradas de alcohol permanecieran por más 

tiempo en el estómago que aquellas más diluidas (Lolli y Rubin i943). Sin embargo, 

nada se sabe con relación a los factores que están regulando dicha absorción y oxidación 

gástrica del alcohol en animales sujetos a hepatectomía 

La ADH gástrica contribuye a la oxidación del etanol ingerido y por ende 

disminuye los niveles séricos de etanol, lo que se considera como el primer paso en el 

metabolismo del etanol (Ju!kunen y cols. 1985a y 1985b; Hernández Muñoz y cols. 

l 990a ). Este primer paso es un factor determinante importante para las 

concentraciones sanguíneas de alcohol (etanolemia) y de las áreas bajo la curva (ABC) 
• 

del alcohol en la circulación sistémica alcanzados por la ingesta de etanol, tanto en 

humanos (Julkunen y cols. 1985a; Caballería y cols. l989a) como en animales 

experimentales (Julkunen y cols. l985a y l 985b ). 

La actividad de la ADH gástrica se encuentra afectada por el género (Frezza y 

co!s. ! 990; Seitz y colsc 1990), edad (Seitz y cols. 1990), ayuno (Di Padova y cois. i 98i), 

alcoholismo crónico (Di Padova y cols. 1987; Frezza y cols. 1990), algunas drogas 

(Caballería y cols. l989b; Roine y cols. l990a y 1990b) y por microorganismos 

(Thuluvatb y cols. 1994). Esto da como resultado el aumento en los niveles de la 

etanolemia y de las ABC posteriores al consumo de alcohol (Seitz y cols. 1984; 

Caballeria y cols. 1989b; Roine y cols. l990a y 1990b) que produce un incremento en la 

susceptibilidad de daño hepático con relación a los niveles de etanol alcanzados. 

Algunos estudios demuestran diferencias en las concentraciones de etanol en 

sangre después de administrarlo por vía oral en comparación con la vía intravenosa; 

donde se puede observar que las concentraciones de alcohol en sangre son más bajas 

después de administrarlo intragástricamente, en comparación con la administración 

por vía intravenosa con una misma dosis de alcohol tanto en humanos (Di Padova y 

cols. 1987) como en ratas (Julkunen y cols. l985a y l985b). Se concluye que esta 

diferencia se debe al primer paso metabólico del alcohol, debido a la actividad de la 



ADH gástrica, que tiene una isoenzima con una alta K,\f para el etanol que no exhibe 

inhibición con altas concentraciones de sustrato, como ocurre con la ADH hepática 

(Hemández Muñoz y cols. 1990a). 

Más aún, Ro in e y cols. (1991 ), al utilizar diferentes vías de administración de 

etanol (intravenosa, intraduodenal, intraportal), en un análisis comparativo de la 

farmacocinética de la vía intragástrica por estas diferentes rutas, encontraron que en la 

vía intragástrica las etanolemias son inferiores que cuando se administra por otras 

rutas. De aquí que el primer paso metabólico se encuentre asociado con concentraciones 

inferiores de etanol en la circulación sistémica, así como una menor biodisponihilidad 

del etanol. Por otra parte, Smith y cols. (1992), sugieren que una velocidad lenta de 

absorción podría contribuir en el primer paso del metabolismo hepático y concluyeron 

que el metabolismo del etanol por el estómago es en realidad insign.ificante. 

3.- REGENERACIÓN HEPÁTICA 

• 
Se ha reconocido por años que, posterior a un daño químico o retiro quir.írgico 

parcial de su tejido, el hígado inicia una serie de cambios conocidos en conjunto con el 

nombre de regeneración, que están encaminados a la recuperación del tejido perdido o 

afectado en el aspecto anatómico y funcional (Higgins y Anderson, 1931). Los 

mecanismos exactos por los cuales el hígado se regenera aún no se conocen con 

precisión y han recibido mucha atención en los últimos tiempos, ya que la regeneración 

hepática es un excelente modelo experimental para estudiar los procesos que 

determinan la proliferación celular (Michalopoulos, 1990). 

Los mecanismos que regulan la proliferación de los hepatocitos se han estudiado 

en modelos de hígado fetal, cáncer hepático y regeneración hepática. En todos estos 

casos, la proliferación celular es el factor común a todos ellos y es este fenómeno el que 

está sujeto a regulación precisa por parte de la célula, el tejido y el órgano en general 

(Fausto y Webber, 1993). 

De ios modelos más utilizados para el estudio de la regeneración hepática, el más 

común es la hepatectomía parcial (HP, retiro quirúrgico del 70% del tejido hepático) en 

animales de laboratorio (ratas, conejo, cuyo, perro). Puesto que el hígado está dividido 

en lóbulos, es posible quitar algunos de ellos que representen el equivalente del 70% del 

tejido hepático total y dejar un remanente del 30%. El proceso de crecimiento del 



hígado implica la proliferación de las células de el (los) lóbulo(s) remanente(s). Esto 

último no significa la restauración de los lóbulos escindidos; esto es, no debe 

confundirse el fenómeno de crecimiento y restitución de una parte amputada (como la 

amputación de la cola en una lagartija), con el fenómeno de la regeneración hepática. 

En este último caso, el (los) lóbulo(s) remanente(s) entra(n) en proliferación celular 

hasta restituir al tejido hepático funcional que originalmente tenía. Este crecimiento y 

proliferación terminan a los 10-14 días en todas las especies examinadas, después de la 

cirugía (Higgins y Anderson, 1931; Fausto y Webber, 1993). Una pregunta importante 

que todavía no ha sido contestada, es explicar el funcionamiento óptimo dei hígado 

remanente que mantiene al tejido funcional. Responder a esta pregunta requiere un 

detallado examen de los mecanismos que inician, mantienen y terminan la regeneración 

hepática. En este tipo de estudios, es de ayuda el identificar las fases del proceso 

regenerativo e intentar identificar los eventos que regulan cada una de ellas. En 

fibroblastos en estado de reposo y en algunos tipos de células epiteliales en cultivo, la 

activación del crecimiento parece estar dividida en dos fases: competencia y progresión. 

En el estado de competencia (o competente), la célula pone en marcha los mecanismos 
• 

para poder entrar al ciclo celular (paso de ia célula de la fase GO a Gl). En el estado de 

progresión, la célula que ha entrado a la fase G 1 avanza a la fase S y después a la fase M 

hasta completar un ciclo celular. La separación entre estas dos fases es hasta cierto 

punto arbitraria, pero la importancia de ambos conceptos radica en que permite la 

búsqueda de factores cuya expresión esta restringida a un tipo determinado durante ei 

ciclo celular. Con ello, es posible determinar las diferencias fundamentales entre una 

célula en estado de reposo (en estado GO) y otra que ha iniciado la proliferación (estado 

Gl) (Fausto y Web!Jer, 1993; Fausto y cols. 1995) 

La proliferación hepática se inicia 12 o 14 horas después de la hepatectomía 

parcial lo que permite una separación entre un estado pre-replicativo (O a 14 horas) y 

un estado replicativo (14 a 24 horas) (Steiner y cols. 1966). Por conveniencia, se 

distingue una fase inicial que es la fase de competencia (o fase de iniciación) que 

corresponde a las primeras 4 horas después de la HP (paso de la fase GO a la fase Gl), y 

una segunda fase de progresión que indica el paso de la fase Gl a la fase S. La fase Gl 

inicia en diversas áreas del parénquima hepático remanente y su duración es variable 

por lo que la fase de progresión es menos sincrónica que la de iniciaeión pero termina 

cuando la célula sintetiza DNA, el cual tiene un pico de síntesis en la rata a las 22-24 

horas. La sucesión entre la fase de inicio y progresión depende directamente o 



indirectamente de la activación/inhibición de genes, la activación y regulación de 

circuitos autócrinos y parácrinos y la activación de la maquinaria necesaria para la 

replicación del DNA (Fausto y Webber 1993). 

Es precisamente en estas fases tempranas de la regeneración cuando el proceso 

es más susceptible de ser interrumpido o alterado, ya que las señales iniciales pueden 

ser bloqueadas dando como consecuencia la no-regeneración del tejido (Fausto y 

Webber 1993). 

Los eventos bioquímicos que siguen después de la HP, por lo menos en animales 

en particular en la rata y el ratón, es un incremento temprano de la actividad de la 

ornitin descarboxilasa (ODC), enzima que se encuentra involucrada en la síntesis de 

poliaminas, teniendo su pico de actividad entre 4 a 6 horas después a la cirugía y para 

su retorno a la normalidad en las siguientes horas. El incremento en la actividad de la 

ODC, es seguido por un incremento en la actividad de la timidín cinasa (TK) con su pico 

a las 24 horas de HP; esta enzima se encuentra involucrada en la síntesis del DNA 

(Dieh! y Rai, 1996}. Estos cambios en los niveles de ias enzimas, se han asociado más 

reciéntemente a cambios que ocurren en los niveles de las hormonas sexuales durante 

tiempos tempranos de la regeneración hepática. Específicamente, el hepatocito contiene 

el receptor para el estrógeno que particularmente aumentan en el núcleo y disminuyen 

en el citosol durante la regeneración hepática. Simultáneamente, ei receptor para los 

andrógenos disminuye en ambos compartimentos durante la proliferación hepática. Por 

otra parte, tanto en hombres como en animales, los niveles plasmáticos de estradiol se 

incrementan mientras que los niveles de testosterona disminuyen (Van Thiel y cols. 

1991). 

Estudios hechos en animales (perro y primates) y en humanos, han establecido 

que la regeneración hepática responde en forma proporcional a la cantidad del hígado 

removido. En resecciones pequeñas (menores del 10%), sigue una respuesta 

proporcional para la recuperación del hígado. Asimismo, se ha visto que cuando el 

hígado de perros grandes es transplantado a perros pequeños, aquél disminuye 

gradualmente de tamaño, siendo al final proporcional al tamaño del nuevo huésped. Por 

otra parte, cuando se transplanta el hígado de un perro pequeño a un perro grande, el 

órgano crece rápidamente {semanas) siendo nuevamente proporcional al tamaño del 

nuevo huésped. Este tipo de estudios ha demostrado que la masa hepática es altamente 

regulada y que existen señales que controlan en forma positiva así como negativa al 

hígado para que este tenga su tamaño correcto (Francavil!a y cols 1988). 



En contraste con otros órganos o tejidos, la regeneración hepática no depende de 

un grupo pequeño de células progenitoras. La regeneración hepática posterior a la HP 

es realizada por la proliferación de todas las poblaciones celulares maduras que 

componen al órgano intacto (Thorgeirsson, 1996). Esto incluye a los hepatocitos (son las 

principales células funcionales), células epiteliales biliares (forman a los duetos biliares), 

células endoteliales (son células que dan un máximo contacto entre la sangre y los 

hepatocitos), células de Kupffer (macrófagos en los sinusoides hepáticos) y las células de 

Ito (únicas células estelares que se localizan en el hígado, se ubican abajo de los 

sinusoides~ sintetizan tejido conectivo, secretan varios iactores de crecimiento y 

almacenan vitamina A) (Gressner, 1995). Todas estas células se dividen durante la 

proliferación hepática, siendo los hepatocitos los primeros en hacerlo. La cinética d~ la 

proliferación celular difiere ligeramente de una especie a otra. El primer pico de la 

síntesis del DNA ocurre a las 24 horas, con un segundo pico pequeño entre las 36-48 

horas, para completar todo el proceso proliferativo del día 7-10 (Higgins y Anderson, i931). 

En !as primeras 24 horas posteriores a la HP, no existen cambios significativos 

notables de la matriz extracelular (MEC). Existe una actividad mitótica prominente en • 
las zonas periportales, el número de hepatocitos tiene un incremento notable, mientras 

que la MEC se mantiene sin modificaciones, por lo tanto se presenta un incremento en 

la relación células/MEC, creado aparentemente por la disminución en !a MEC. La 

actividad mitótica continúa (por el día 3 de la HP), dando como resultado la formación 

de grupos de bepatocitos periporta!es de cerca de 10 a 14 células sin ia intervención de 

sinusoides o de la MEC. De esta manera, la relación que guardan los hepatocitos con la 

vascularización normal es baja. Después a la HP, las primeras células que se encuentran 

en mitosis son los hepatocitos periportales (zona l) (16 horas); seguidos por los 

bepatocitos que se localizan en la región media de los lóbulos (zona 2) (24 horas), y 

posteriormente se localizan en la región centrolobular (zona 3) (48 horas). Estas 

"oleadas" de mitosis probablemente reflejan la diferencia de la fase G l entre los 

hepatocitos periportales (Gl corta) y los hepatocitos centrolobulares (Gl larga). Esto 

tiene como consecuencia directa probables oleadas de replicación, los centros celulares 

se forman primero en las áreas periportales y posteriormente en las áreas 

centrolobulares. Esta división de los hepatocitos se alcanza sin degradación a priori de la 

MEC. Estos datos se basan en estudios de inmunohistoquímica para componentes de la 

MEC, la cual no muestra evidencias de degradación (Martinez Hernandez y cols. 1991). 

Por el día 4 de la regeneración hepática la actividad mitótica decrece y esto coincide con 



.IO 

el inicio de los depósitos de laminina en pequeñas cantidades que es producida por las 

células de Ito (Tanaka y cols. 1990; Martinez Hernandez y cols. 1991), segregando estas 

cadenas de laminina beta-1, beta-2, y gamma-1; sin embargo, la presencia de cadenas 

alfa-1 no ha sido demostrada (W ewer y cols 1992). A pesar de la síntesis de laminina, no 

existe todavía membrana basal. La laminina que esta contenida dentro de las células de 

Ito rodea a los hepatocitos en islotes, coincidiendo con la aparición de un proceso celular 

que es la invasión de células endoteliales que separan a los islotes de los hepatocitos para 

formar placas de células, junto con la aparición de los espacios vasculares de la 

superficie. De esta manera, la estructura vascular lobular norma! es restaurada. Por 

otra parte, en estos momentos es cuando las metaloproteasas de matriz (MMPs) actúan 

para la remodelación de la MEC y de esta forma reestablecer el parénquima hepático 

normal. Cerca del día 7-8 de la regeneración hepática las células de Ito que producen 

laminina son raras y para el día !O el patrón normal junto éon una distribución normal 

de la MEC está presente. Por supuesto, las colágenas tipo I, III, IV, V, VI han sido 

sintetizadas y depositadas en los nuevos sinusoides y los espacios de Disse's están 

formados. La síntesis de la MEC se ha completado para esto! tiempos como se ha 

demostrado por técnicas de inmunohistoquímica. La coincidencia temporal de la 

expresión de la laminina por las células de lto junto con las actividades fisiológicas de 

estas células dentro de los islotes de los hepatocitos, sugiere que las células de Ito y los 

isotipos de laminina específicos pueden mediar la vascularización de los islotes de 

hepatocitos hacia sinusoides (Martinez Hernandez y Amenta, 1995). 

4.- REGENERACIÓN HEPÁTICA Y ETANOL 

Como ha sido ya mencionado cuando existe una pérdida importante de masa 

hepática funcional, principalmente la debida a remoción quirúrgica del hígado, el tejido 

hepático remanente sufre un proceso de regeneración (hiperplasia), en el cual el tejido 

removido es reemplazado en su totalidad. Durante este proceso, la síntesis de DNA se 

incrementa notablemente y alcanza un pico máximo a las 23-25 horas posteriores a la 

cirugía (en la rata). Al mismo tiempo, la división celular empieza activamente y por el 

día 6 al 8 después de la cirugia se completa la restauración del hígado ('.\<tichalopoulus 

1990). Por lo tanto, la regeneración hepática que se produce como consecuencia de 

hepatectomía parcial es considerada como un muy buen modelo para el estudio de los 

mecanismos que regulan la división y diferenciación celulares. 



Este proceso es muy sensible a la acción de algunos xenobióticos, en particular la 

administración aguda o crónica de alcohol (etanol), que ejerce un efecto adverso sobre 

la regeneración hepática, especialmente cuando éste se administró en los estadios 

tempranos del proceso regenerativo. Por ejemplo, el alcohol es capaz de inhibir la 

síntesis de DNA (Dugay y cols. 1982), la síntesis de poliaminas, las cuales se encuentran 

profundamente involucradas en la síntesis de DNA (Diehl y cols. 1990a) y la actividad 

de Ja enzima que las sintetiza, que es la ornitín descarboxilasa (Diehl y cols. l990b). 

Todo da como resultado una recuperación mucho menor de la masa hepática en ratas 

hepatectomizadas y sujetas a ingesta de alcohol (Frank y cols. 1979). 

La timidín cinasa (TK) es una enzima clave en la generación de sustratos para ia 

síntesis del DNA. Existen reportes del incremento de la actividad específica de esta 

enzima durante la Jase proliferativa de células de eucariontes, incluida la regeneración 

hepática, posterior a una hepatectomía parcial (Bresnick y cols. 1964; Labow y cols. 

1969; Gutiérrez-Salinas y cols. 1996). Para demostrar que el etanol inhibe a la 

regeneración hepática se han utilizado marcadores que indican la proliferación celular 

como la determinación de la actividad específica de enzimas relacionadas directamente 
• 

con la síntesis de DNA (Michalopoulos, 1990). 

A pesar de que algunos mecanismos de daño ya han sido referidos en la acción 

del alcohol sobre la regeneración hepática, llama la atención de que prácticamente se 

desconozca si las acciones de dicho tóxico son por la molécula misma o por las 

transformaciones metabólicas que experimenta en la célula hepática. En particular, 

nada está reportado sobre la farmacodinamia y la farmacocinética del alcohol en 

animales hepatectomizados parcialmente. Estudios recientes han indicado que una 

solución concentrada de alcohol (Sg/Kg, 60% ), a dosis que inhiben el proceso de 

regeneración hepática, son aparentemente más lentamente absorbidas y más 

rápidamente oxidadas en animales hepatectomizados (Gutiérrez Salinas y cols. 1996). 

Sin embargo, otros estudios han encontrado que utilizando dosis menores de etanol 

(3g/Kg de peso), los niveles sanguíneos de alcohol permanecen elevados durante toda la 

fase pre-replicativa de hígados en regeneración (Lumpkin y cols. 1992). De ahí que 

exista una importante discrepancia con relación a la "biodisponibilidad" del alcohol en 

animales sujetos a hepatectomía parcial. 



5.- DAÑO HEPÁTICO POR ALCOHOL 

El hígado cemo principal órgano responsable del metabolismo y eliminación del 

etanol, también experimenta los efectos más adversos por el tóxico. A continuación se 

describen algunos mecanismos por los cuales el etanol y sus metabolitos (acetaldehido y 

acetato), así como d desequilibrio en el estado redox son causantes del daño hepático 

por alcohol. 

El etanol es por sí mismo tóxico para cualquier tejido en general, por ser 

altamente polar, por io cual interactúa principaimente con los componentes lípidicos de 

las membranas celulares, provocando su inestabilidad estructural y afectando su 

función (Polokoff y cols. 1983). 

El metabolismo de la célula es alterado en forma importante cuando el etanol es 

oxidado por el sistema de la ADH y por la ALDH. Se sabe que estas dos enzimas 

requieren para su función la coenzima NAD+, lo cual produce un exceso de NADH tanto 

en el citoplasma como en el interior de la mitocondria, provocando una alteración en el 

balance redox general de la célula (Christensen y cols. 1979). A es1a desproporción entre 

NADH/NAD• resuitante de la oxidación del etanol y de su metabolito el acetaldehido se 

le responsabiliza de una variedad de anomalias en el metabolismo intermedio, 

especialmente de las carbohidratos y de los lípidos que se observa en los alcohólicos 

(Lieber I984b; 1984c). Este desequilibrio redox lleva a una mayor producción de lactato 

a partir de piruvatv y se considera que ei incremento de iactato podría ser uno de los 

principales factores inductores de la fibrogénesis hepática, estimulando algunas enzimas 

que intervienen en la biosíntesis de la colágena. Por otro lado, la alteración más 

importante en el metabolismo de las proteínas se expresa mediante un aumento en la 

síntesis de colágena lo que resulta en la fibrosis del parénquima hepático (Kennedy y 

Tipton 1990). 

El aumento de NADH interfiere en la gluconeogénesis a partir de los 

aminoácidos y puede explicar la hipoglucemia que presentan algunos alcohólicos. 

Asimismo, se produce un aumento de glicerofosfato a partir de dihidroxiacetona fosfato 

(Lieber l 984c) se favorece la síntesis de triacilglicéridos y la disminución de la 

oxidación de los ácidos grasos, por lo que se induce un estado hipermetabólico en el 

hígado promoviendo daño hipóxico hepático en la zona 3. 

El acetaldehído, derivado del metabolismo del etanol, se le considera de hecho 

más peligroso que el mismo etanol (Donahue y cols. 1983; Sorrell y Tuma 1985; Shaw y 



cols. 1990; Niemela y cols. 1994; Niemela y cols. 1995). La acción tóxica del acetaldehido 

está dada por su estructura química que le confiere una elevada capacidad de 

reaccionar con los grupos tiol y amino de las proteínas y de otros constituyentes de las 

membranas celulares, creando los "aductos" de acetaldehído que alteran la estructura 

terciaria de las proteínas interfiriendo con la función de éstas. La presencia de 

"aductos" de acetaldehido no sólo se ha demostrado eu las proteínas celulares, sino 

también en los lípidos y los ácidos nucléicos, lo que pone de manifiesto su toxicidad 

(Weiner 1979). 

El acetaldehído también puede ejercer una acción tóxica al contribuir a ia 

lipoperoxidación de las membranas celulares. El acetaldehido se une a ciertas moléculas 

como la cisteína y el glutation, que son capaces de aceptar oxígeno y, I?.ºr lo tanto, son 

moléculas fundamentales para impedir la lipoperoxidación. De tos derivados 

secundarios producidos por la célula durante el metabolismo del etanol se han descrito 

como principales a los radicales libres derivados del oxígeno (Lieber 1991 ). Estos 

radicales libres son moléculas o átomos que tienen un electrón desapareado por !o que 

son altamente reactivos y por ende, peligrosos para el organismo; proteínas, lípidos y 
• 

ácidos nucléicos pueden ser "atacados" por ios radicales libres y aiterar de manera 

significativa las funciones celulares. 



IDPÓTESIS 

Dado que el hígado es el principal órgano que metaboliza al etanol, la inhibición 

que esta molécula produce sobre la regeneración hepática inducida por hepatectomía 

parcial estaría depecndiendo estrechamente de su metabolismo. Y a que se sabe que la 

actividad de la ADH es el principal sistema de oxidación de etanol, se esperaría que esta 

enzima esté profundamente involucrada en el efecto inhibitorio del etanol sobre la 

regeneración hepática 

• 



OBJETIVOS 

l.- OBJETIVOS GENERALES 

1.- Estudiar la farmacocinética del etanol y la participación del estómago en el 

primer paso metabólico del etanol, durante la regeneración hepática en animales sujetos 

a hepatectomía parcial. 

2.- Estudiar los efectos del etanol sobre la morfología y la función del hígado en 

regeneración, después de una hepatectomfa parcial. 

3.- Estudiar los efectos del etanol sobre la ultraestructura del hígado en 

regeneración, después de una bepatectomía parcial. 

4.- Estudiar sí existe una relación entre el principal sistema de oxidación del 

etanol en el hígado (ADH) con la regeneración hepática. 

2.- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

l.- Determinar en animales sujetos a hepatectomía pal'tial (70% de la masa 

hepática original), la farmacocinética del etanol durante la regeneración hepática. 

2.- Determinar la participación del estómago en el primer paso metabólico de! 

etanol, durante la regeneración hepática. 

3.- Determinar en suero de animales sujetos a hepatectomía parcial, la actividad 

de las enzimas marcadoras de daño hepático [alanino aminotransferasa (AL n, 
aspartato aminotransferasa (AST), ornitin carbamiltransferasa (OTC), lactato 

deshidrogenasa (LDH) y glutamato deshidrogenasa (GDH)], a diferentes tiempos de 

regeneración hepática en presencia o ausencia de etanol. 

4.- Cuantificar en suero de animales sujetos a hepatectomía parcial, los 

metabolitos relacionados con la función del hígado (bilirrubina y albúmina) y los 

relacionados con la homeostasis general (triacilglicéridos y glucosa). 

5.- Estudiar por microscopia de luz la estructura y el índice mitótico (como 

parámetro de regeneración) de hepatocitos regeneran tes. 

6.- Determinar en hígados de animales sujetos a hepatectomía parcial, la 

actividad de la timidín cinasa (TK), como parámetro de regeneración. 

7.- Estudiar por microscopia electrónica la ultraestructura del hígado, y la 

morfología del núcleo de hepatocitos regenerantes. 



8.- Estudiar la participación de la ADH en la regeneración hepática al inhibirla 

con 4-MP, a través de estudios farmacocinético (etanolemias); bioquímico (actividad 

ADH, AL T, AST y LDH); fisiológico (bilirrubina, albúmina, triacilglicéridos y glucosa); 

morfológico (microscopia de luz) y parámetros de regeneración (índice mitótico y 

actividad de la TK). 

• 



MATERIAL Y MÉTODOS 

l.- MATERIAL 

Alcohol deshidrogenasa de levadura (EC 1.1.1.1), 4-Metilpirazola, NAD\ 

semicarbazida se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La timidina [3HJ 

(actividad específica 2 mCi/mmol) fue obtenida de Amersham Co. (Arlington Heigts, 

!Uinois). El etanol y los otros compuestos químicos fueron de grado analítico. 

2.- ANIMALES 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (obtenidas del bioterio del Instituto 

de Fisiología Celular, UNAM), con un peso de 250 ± 20 gramos. Fueron alimentadas con 

dieta balanceada para roedores (# 5001, PMI Feeds Inc., St.Louis,- MO) y agua ad 

libitum, excepto el día del experimento. 

3.- PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO • 
Se realizó una hepatectomía parcial (HP) del 68 ± 2% acorde a la técnica clásica 

de Higgins y Andersón (1931). Se utilizó como anestésico éter etílico por el tiempo 

necesario para realizar la HP (15 minutos aproximadamente). Se realizó una incisión en 

la parte media del abdomen de aproximadamente 2.5-3 cm, retirando los lóbulos medio 

y lateral izquierdo del hígado. 

4.- ETANOLEMIAS 

¡l) Grupos experimentales 

El modelo se dividió en dos grupos de animales experimentales, dependiendo de 

la vía de administración del etanol. Al primer grupo se les administró etanol por sonda 

gástrica (IG), a una dosis de 1.5 g/Kg de peso en una solución al 40%, a diferentes 

tiempos de regeneración hepática (0-96 h). Al segundo grupo se le administró el etanol 

por inyección intraperitoneal (IP) a la misma dosis y concentración, así como a los 

mismos tiempos de regeneración. 

Como controles se utilizaron ratas falsamente operadas (sham), a las cuales 

únicamente se les manipula el hígado, regresándolo a la cavidad abdominal. ltilizando 

en un grupo control solución salina y en otro grupo control la misma dosis de etanol. 



b) Procedimiento general 

Los animales se colocaron en jaulas de restricción donde se realizó una punción 

en la punta de la cola, de donde se tomaron muestras por tubos capilares de 50 µl cada 

15 minutos las primeras 2 horas, cada 30 minutos las siguientes dos horas y cada 60 

minutos hasta que el alcohol no fue detectable. Las muestras de sangre se 

desproteinizaron con ácido perclórico (6o/o p/v) y la cantidad de aicoboi se determinó 

por medio de un sistema enzimático, con alcohol deshidrogenasa purificada, tal como lo 

describieron Bert y Gutmann (1974). 

Al final del experimento se anestesió a la rata, utilizando pentobarbital a una 

dosis de 40 mg/kg por vía intraperitoneal. Se decapitaron las ratas y se recolectó la 

sangre para obtener suero' como se describe más adelante. Se realizó una rápida 

operación abdominal para extraer el estómago y el intestino delgado, posteriormente el 

contenido de este último se transfrrieron a un tubo con 5 mi de solución fisiológica, 

agregándole 0.5 mi de ácido perclórico (6% p/v) y posteriormente se centrifugó. La 

determinación de etanol se realizó de acuerdo a lo descrito por Bert y Gutmann (1974). 

Las áreas bajo la curva (ABC) fueron calculadas por el nl'étodo del trapezoide, 

desde la administración de etanol hasta el tiempo en donde no fue detectable (Rangno y 

cols. 1981). La cantidad de alcohol absorbido en función de tiempo (Qt) se calculó desde 

el tiempo t = O hasta t = T (donde el etanol ya no fue detectable en la sangre). 

Se utilizó una cinética tipo Michaelis-Menten (Myers 1972). En donde se 

convierte la cantidad absorbida (Qt) en unidades de la dosis (g/Kg). Se evaluó la Q 

posterior a la administración de etanol intraperitonealmente (Q1p). Siendo utilizado éste 

como parámetro en cada grupo para la obtención de Q1c. 

La biodisponibilidad del alcohol está representada por la proporción de la dosis 

intragástrica que se alcanzó en la circulación sistémica y se obtiene dividiendo la 

cantidad de alcohol alcanzado en la circulación sistémica de la vía intragástrica (QiG) 

entre la cantidad alcanzada en la circulación sistémica por la vía IP (Q1p ). 

El primer paso metabólico (Qfpy¡), se obtiene de la diferencia que existe entre Q¡p 

y Q1G menos la cantidad de alcohol remanente encontrada en estómago (QcIT), que se 

determinó en cada experimento (QFP\I = Q 1r - Q 1c - QGIT) (Roine y cols. 1991). 



S.- MUESTRAS DE SUERO E HÍGADO 

Al final del experimento, las ratas se decapitaron recolectando la sangre en un 

tubo de vacutainer con gel separador de plasma, centrifugándose éste por 10 min en 

centrifuga clínica. Al final se extrajo el sobrenadante que es el suero. 

Las muestras de hígado fueron obtenidas para el estudio histológico y para 

fraccionamiento subcelular. La fracción citosólica fue obtenida por centrifugación 

diferencial y la pureza de ia fracción fue evaluada con la actividad de la LDH ( Aguilar 

Delfin y cols. 1996). Asimismo, la fracción es congelada a -70ºC hasta su uso. Para el 

análisis histológico, las muestras de hígado fueron tratadas como se describe más 

adelante. 

a) Determinación de metabolitos séricos 

Los metabolitos séricos que se determinaron fueron la albúmina, la glucosa, los 

triacilglicéridos y la bilirrubina. Se utilizó el plasma recolectado y las determinaciones 

se realizaron utilizando Kits de reactivos marca Sigma (Sigma Chemical St. Louis MO) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 
• 

b) Ensayos enzimáticos en suero 

Las actividades de las enzimas en suero se realizaron de acuerdo a técnicas 

estándares y las actividades se reportan como unidades internacionales por litro. La 

actividad de la alanino aminotransferasa (AL T, EC 2.6.1.2) fue determinada por la 

técnica de Horder y Rej (1983); la aspartato aminotransferasa (AST, EC 2.6.l.l), como 

lo describe Hernández Muñoz y cols. (1990b); la lactato deshidrogenasa (LDH, EC 

l.l.1.27) acorde a Vassault (1983); la ornitin carbamiltransferasa (OTC, EC 2.l.3.3.) 

acorde a Ceriotti (1993); y la glutamato deshidrogenasa (GHD, EC l.4.l.4) acorde con 

Ellis y Goldberg (1972). 

e) Histología del hígado 

Se utilizaron muestras hepáticas de cada grupo experimental para microscopia 

de luz. Cada muestra se fijó en formaldehído (10% en solución isotónica), se 

embebieron en parafina y se tiñeron con hematoxilina-eosina. Las muestras fueron 

analizadas por dos patólogos independientes, sin el conocimiento del protocolo. Los 

criterios para el análisis de las anormalidades moñológicas son los reportados por 



Niemela y cols. (1995). Adicionalmente, el índice mitótico se cuantificó como se describe 

a continuación. 

d) Jl.farcadores de regeneración hepática 

La regeneración hepática se evaluó a través de dos parámetros: determinación 

de la actividad de la timidín cinasa (TK, EC 2.7.1.21) en la fracción citosólica y por 

medio del índice mitótico. La actividad de la TK en la fracción citosólica se determinó 

según la técnica de Sauer y Wilmanns (1983) y se expresa en nmolas de [3Hj 

dTMP/min/mg. La proteína se determinó de acuerdo a la técnica de Lowry y cols. 

(1951 ), usando albúmina de suero bovino como estándar. El índice mitótico se evaluó 

por microscopia de luz (Olympus, CH-30) y se reportó según el número de células en 

mitosis en 10 campos ópticos con un objetivo de 40X. El índice mitótico se indica como 

sigue:+ 1-3 células en mitosis;++ 4-7 mitosis;+++, más de 7 mitosis. 

6 .... MICROSCOPIA ELECTRONICA 

Se procesaron muestras hepáticas de cada grupo .(HP, HP+EtOH-IG y 

HP+EtOH-IP) para el estudio en microscopia electrónica de transmisión. Las muestras 

se fijaron en glutaraldehído al 3% en buffer de fosfato (0.1 molas/L, pH 7.4) por 2 horas 

a 4ºC, y se lavaron toda la noche en buffer de fosfato (0.1 M). Posteriormente, se post­

fijaron en tetra oxido de osmio (Os04)al 1 % en buffer de fosfatos por 2 horas a 4ºC, se 

iavaron en buffer de fosfato y se deshidrataron por cambios de etanol que van del 30-

100%. Las muestras fueron transferidas a óxido de propileno (2 cambios; 15 minutos 

cada uno), infiltradas por 24 horas en una dilución l:l de resina de Epon 812, como se 

describió por Luft (1961), e incluidas en cápsulas de BEEM que contienen resina Epon 

812 para polimerizar a 60ºC por 48 horas. Los cortes se recuperaron en rejillas de 

cobre, se tiñeron con acetato de uracilo y citrato de plomo. Posteriormente, se 

examinaron con un microscopio electrónico JEM 1200 EXII operado a 60 kV. Se 

tomaron microfotografias de áreas representativas de todos los grupos y se analizaron 

por 2 observadores independientes, sin conocimiento previo del tratamiento. 

7.- ENSAYOS CON 4-METILPIRAZOLA 

a) Procedimiento general 

A ratas macho se les realizó HP como se describió anteriormente y se agruparon 

de la siguiente forma: (A) ratas sbam que recibieron solución salina (0.9% NaCI) por 



vía intraperitoneal (control); (B) ratas sham que recibieron una dosis intraperitoneaJ de 

4-metilpirazola (25-200 mg/kg de peso); (C) ratas sujetas a HP que recibieron solución 

salina por vía intraperitoneal (control HP); (D) ratas HP con una dosis intraperitoneal 

de 4-metilpirazola {25, 50, 100 y 200 mg/kg de peso). 

En todos los casos, la 4-MP fue aplicada inmediatamente. Los animales fueron 

sacrificados por decapitación a las 24 hr posteriores a la cirugía, utilizando como 

anestésico una dosis letal de pentobarbital (40 mg/kg de peso) (Morales González y cols. 

1998). 

b) Ensayos enzimáticos con ADH. 

La actividad de la ADH fue determinada espectrofotométricamente, en la 

fracción citosolica, determinada como un incremento en la absorbancia a 340 nm, en un 

espectro Milton Roy 100 l plus. La actividad de oxidación de alcohol se midió en buffer 

que contenía 0.1 M glicina/NaOH, (pH 9.6), con 10 mM de etanol y 2.4 mM NAD+ 

(Roine y cols. 1992). La actividad es reportada en nanomolas por minuto por miligramo 

de proteína. 
• 

e) Estudios farmacocínéticos, bioquímicos, fisiológicos, morfológicos y parámetros 

regenerativos 

Los ensayos en las determinaciones farmacocinéticas (etanolemias), bioquímicas 

(actividad de AL T, AST y LDH); fisiológicas (bi!irrubina, albúmina, triacilglicéridos y 

glucosa); morfológicas (microscopia de luz), y los parámetros de regeneración (índice 

mitótico y actividad de la TK), se realizaron según los procedimientos descritos 

anteriormente. 

8.-ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se expresan como promedio ± EE. Las diferencias significativas 

entre los grupos se analizaron mediante la prueba t de " Student" Siendo significativo 

con una p< 0.01 



ARTÍCULO 1. FAR.t'\1ACOCINÉTICA DEL ETANOL 

El etanol es capaz de causar inhibición de la regeneración hepática inducida por 

hepatectomía parcial (HP) ya que disminuye la síntesis de DNA. Frank y cols. (1979), 

demostraron que ei modelo de administración aguda de etanol por vía intragástrica 

(dosis de 8 gr/kg de peso) durante la regeneración hepática inducida por HP, inhibe la 

síntesis de DNA y esta inhibición depende del tiempo de administración (0-16 hrs pos­

HP). De hecho a las 22 horas poscirugía no se ve esa inhibición. Por otra parte Poso y 

Poso (1981) al utilizar una dosis baja de etanol (3 g/kg peso) encuentran una 

disminución en la actividad de las enzimas ornitín descarboxilasa y tirosina 

aminotransferasa, lo que pone de manifiesto el efecto deletéreo del etanol sobre el 

metabolismo hepático durante la regeneración. Por otra parte, Yoshida y cols. (1997), al 

administrar etanol (0.5-1.5 gr/kg), por vía intraperitoneal inmediatamente después de la 

HP, demuestran que se inhiben la transcripción y !a actividad de la timidilato sin tasa 

(TS) y de la timidín cinasa (TK), las cuales son enzimas que se relacionan directamente 

con las síntesis del DNA; además, se encontró que este efecto inhibitorio es 
• 

independiente de! tiempo pos-HP. Estos datos indican que ia dosis y el tiempo 

posquirúrgico de administración del etanol son determinantes de los efectos deletéreos 

del etanol sobre la regeneración hepática. En este mismo contexto, Duguay y cols. ( 1982) 

al utilizar la administración crónica de etanol y ver el efecto del tóxico en la 

regeneración hepática, encuentran que e! efecto inhibitoiio del etanol sobre ia 

proliferación hepática está presente hasta por 72 horas después de que el etanol ya no es 

detectado en sangre. Por otro lado, Wands y cols. (1979) encontraron que el efecto 

inhibitorio del etanol sobre la regeneración hepática está en relación directa con los 

niveles de las etanolemias; es decir, a mayor etanolemia mayor es la inhibición de la 

regeneración. 

Es claro que la presencia del etanol pone en serios compromisos el proceso de la 

regeneración hepatica inducida por la HP. Esto es debido a que al quitar parte de la 

masa hepática se influye en la biodisponibilidad del etanol en las ratas con HP. En el 

presente, estudio demostramos que el etanol presenta una biodisponibilidad y 

farmacocinética de dos tipos, dependiendo del tiempo de administración: la primera 

forma se presenta cuando el etanol es administrado a tiempos tempranos de 

regeneración hepática; por la vía intragástrica se observa que a tiempos de 0-3 hrs, 

disminuye la biodisponibilidad del etanol encontrado en sangre, lo que probablemente 



se deba a un aumento en el primer paso metabólico (FPM) (Tabla 1), que explica 

también la disminución de la concentración máxima de alcohol en sangre, pero 

manteniendo el área bajo la curva (ABC) de las etanolemias similar a la del control 

(Figura 1). Mientras que, a las 12-24 horas que es la fase pre-replicativa, se encuentra 

una disminución del FPM, lo que ocasiona un aumento de la biodisponibilidad y de las 

concentraciones de etanol en sangre y por ende de las ABC (Tabla l y Figura 1). En 

tiempos tardíos de regeneración (48-96 hrs), se aumenta la oxidación del etanol durante 

la regeneración hepática, mientras que el FPM tiende a recuperarse conforme avanza el 

proceso regeneralivo (Tabla 1 y Figura 3C). Lo anterior demuestra que ei FPM 

aumenta a tiempo tempranos de la regeneración y, por ello, puede ser muy importante 

en el metabolismo inicial del etanol ya que es una barrera protectora contra los efectos 

adversos de éste hacia el hígado; sin embargo, este efecto es transitorio durante la 

regeneración hepática ya que se pierde a tiempos medios de regeneración. Nuestros 

datos demuestran la importancia que el estómago juega en !a farmacocinética del etanol 

y probablemente en el efecto de inhibición que tiene éste, ya que de acuerdo a nuestros 

datos se observa que en el período de 12-24 horas posquirúrgicas, el FPM disminuye y 
• 

provo~a un aumento de la biodisponibilidad que se ve reflejada en el incremento de las 

etanolemias y esto probablemente ocasione mayor inhibición del proceso regenerativo. 

Llama la atención que a tiempos tardíos posquirúrgicos, exista un aumento del 

metabolismo del etanol, como se ve reflejado en el aumento sostenido de la oxidación del 

etanol por gramo de hígado o por gramo de peso total de !a rata (Tabla 2), quedan.do la 

duda de que sí esta condición sugiere menos daño al hígado regenerante o que ya no es 

afectado este proceso por lo tardío de la administración del etanol. 

El etanol se absorbe en el tracto gastrointestinal existiendo varíos factores que 

influyen en este proceso, como es el vaciamiento gástrico, la edad, el género, la 

concentración, el ayuno, etc. Asimismo se ha demostrado por Roine y cols. (1991) y por 

Lim y cols. (1993), que al comparar diferentes rutas de administración de etanol 

(intravenosa, intraportal, intraduodenal) se encuentran mayores cantidades de alcohol 

en sangre en comparación con la vía intragástrica, revelando la participación del 

estómago en el FPM. Nuestros datos demuestran un aumento del FPM cuando se 

administra el etanol por la vía intragástrica y una disminución de su biodisponibilidad, 

para posteriormente incrementarse en relación con el aumento de la masa hepática y 

volver a valores normales (Tabla l ). Este mecanismo, presumiblemente de origen 

gástrico, parece intervenir en la farmacocinética del etanol durante la regeneración 



hepática. Por lo tanto, para poder valorar más eficazmente el papel del estómago en el 

FPM y por ende quitar la parte de absorción del etanol y valorar la capacidad del 

hígado regenerante para metabolizar etanol, se admínistró éste a través de la vía 

intraperitoneal y de esta forma, se evitó el contacto del etanol con el estómago, a manera 

de un "by-pass". En este modelo se encontró que el tejido hepático remanente posee un 

aumento en su capacidad de oxidar al etanol; sin embargo, es más patente esta situación 

a tiempos tardíos de la regeneración hepática (48-96 horas) (Tabla 2 y Figura 2). 

Nuestros datos concuerdan con los reportados por Piisii y Piiso (1979), en donde 

también encuentran un aumento en la relación dei metaboiismo dei etanoi en tiempos 

tardíos de regeneración, la cual es significativamente alta a las 72 horas posquirúrgicas 

(Tabla 2). Estos datos sugieren que debe de existir una correlación lineal entre la 

eliminación del etanol y la actividad de la alcohol deshidrogenasa hepática, lo cual 

conlleva a un aumento en la producción de NADH. Por otra parte, los datos obtenidos 

por la vía intraperitoneal muestran una gran diferencia de las etanolemias a las mismas 

dosis dadas por vía intragástrica (Figuras 3 y 4) lo que concuerda con !o reportado por 

Roine (1991) y Lim (1993), demostrando de esta forma que durante la regeneración 
• 

hepática existe una mayor participación dei estómago en ei proceso oxidativo del etanol. 

Asimismo, nuestros datos demuestran que independientemente de la vía de 

administración del etanol, en el período de las 12-24 horas posquirúrgicas, existe 

aumento en las etanolemias, lo que da como consecuencia un aumento de las 

concentraciones máximas de etano! en sangre y de las ABC (Figuras l y 2). Sin 

embargo, en la administración intragástrica son menores estos parámetros lo que 

demuestra la participación del estómago en el FPM. Ya que por la vía intraperitoneal se 

obtuvieron las mayores etanolemias (Figura 4), esto debe de correlacionarse con 

alteraciones en los parámetros de regeneración hepática y de daño al órgano. Por ello, 

es que se debe explorar sí efectivamente la ruta intraperitoneal inhibe más la 

regeneración hepática que la vía intragástrica. Por otra parte es necesario realizar 

estudios en donde se aclare el papel de la alcohol deshidrogenasa en el metabolismo del 

etanol durante la regeneración hepática ya que esta enzima es el principal sistema de 

oxidación del etanol en el hígado. 

Este trabajo de farmacocinética del etanol demostró la participación del 

estómago en el FPM del etanol y la gran capacidad del tejido hepático remanente para 

metabolizar al etanol (Tablas 1 y 2). También demostró la existencia de una 

comunicación interórganos (estómago-hígado), que se ve reflejada durante !a 



regeneración hepática. Por otra parte, abrió la expectativa de estudiar si las 

concentraciones de etanol en sangre correlacionan linealmente con la inhibición de la 

proliferación hepática, como lo reportado por otros autores y conocer la influencia de la 

ruta de administración del etanol en el proceso regenerativo. Otro punto que llama la 

atención es estudiar el mecanismo responsable del aumento de la oxidación del etanol 

durante la regeneración hepática. Puesto que durante el proceso regenerativo existe un 

aumento sostenido de la oxidación del etanol por el hígado remanente, se debe de 

estudiar en primera instancia a la ADH ya que esta enzima es la encargada principal del 

metabolismo del etanol en el hígado y, en segundo iugar, dependiendo de los resultados 

obtenidos, estudiar a los otros sistemas del metabolismo del etanol. Con ello, podría 

aclararse sí durante el proceso i;egenerativo los cambios que sufre el hígado por este 

proceso, son vulnerables a los efectos tóxicos del etanol ya sea por vía directa o por sus 

metabolitos. 

• 
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lt is weii known that a s1ngJe ethanol admínistration is capable of 
inllibffing tha t'wo-thirds partiai hepatectomy {PH)-induced líver re­
generation {LR); nonetheless, it has not been elucidated how ethanol 
metaboHsm by the remnant líver is exerting the deleterious ethanol 
actions on LR. lndeed, pharmacokinetics analysis of ethanol elimi­
nation is lacking ·1n rats subjected to PH, which might extend our 
understanding in the mechanisms that account for the ethanol­
induced 1nhibition on LR after PH in the rat. Therefore, the present 
study is a phannacokinetics anafysis comparing intragastric and in­
trapentoneal administrations of ethanol to rats under PH, at several 
times aft:er surgery {O to 96 hr postsurgery}. Our resutts show tflat PH 
rats had a much Jower blood ethanol peak than sham-operated, 
when intragastrically administered during the first 4 hr atter surgery 
that was transient and normalized at 6 hr post-PH. The area under 
the curve far biood ethanol was higher in PH animals, starting atter 6 
hr postsurgery and extended to the all replicative period, and re­
tumed within the control val u es thereafter. The quantrty o.f ethanot 
absorbed after its intraperitoneal injection was essentiaUy the same 
as the admin1stered dose for all of the groups tested. Hence, ethanol 
bioavailab1lity diminished due to an enhanced rate of the first-pass 
metabotism for ethanot in PH rats at -the ver¡ early times post-PH. At 
later times of ?H. ethanoi bioavailability was practicalfy normalizad, 
and these effects were accompanied by a drastic in crease in the liver 
capacityto metaboUze ethanol, mainly at 48 to 96 hr after surgery, as 
ca\culated as ethanol elimination per gram of liver, as well as by total 
body wetght. The very earty changes in ethanol bioavailability in PH 
rats were not accounted tor gastric ethanol retention in these ani­
mals. In conclus1on, first-pass metabolism importantty participates 
in the modified ethanol bioavailability at very early times after PH, an 
event presumably atta1ned to gastric catabolism of ethanol. How­
ever, the very enhanced metabollsm of ethanol showed by the re· 
generating hver, particularty atter the first 24 hr pastsurgery, seems 
to be the main factor affecting ethanol pharmacokinetics 1n rats sub­
jected to PH. The under1y1ng mechanisms in this !iver enhancement 
of ethanol ox1dation by PH rats remains to be elucidated. 

Key words: Alcohol, First-Pass Metabolism, Cell Proliferation, 
Ethanol Qx1dation, Alcohol Oehydrogenase. 

I T IS "el! kno'Wn that a single oral ethanol administration 
" c"pable uf rnllib1ting the partial hepatectomy ( PH )-

1nJu¡,;..:J liver n.:gcn¡;ration (LR}. This approach is consid­
cr('d an ('XCellr.:nt rnodel to explore factors that may alter 
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hepatic regeneration. 1-·' Despite the advance in the knowl­
edge of the underlying mechanism involved in inhibitory 
action of ethanol on LR induced by PH. it ts ,urprising that 
pharmacokinetics analy5is of ethanol elim1nation is lacking 
in rats subjected to PH. Hence. the ductdation of the latter 
issue could extend our understanJing of the regulation of 
the process involved in LR. and the mechanisms that ac­
count far the growth inhib1tory actions of th1:-i drug. 

[ndeed. there exists a single rcport wher~ the rate of 
cthanol elimination in vivo 1,vas studied in PH rats, using 1.5 
to 1 g.1kg of ethanol ( iscc w/v), J.tter i:::thanol c!earance from 
the hiood oniy during the first J.5 hr. Hr.:rein. 1t was found 
that ethanol elimination correbtcd lmearly wrth alcohol 
Jehydrogenase (ADHl" .ict1vity. vvhrch rnuld be surprising 
becausc. m the same srudv. the PH rats showed higher 
values for cthanol removal and dccreased livcr ADH actrv­
ity than contruls . ..¡ 

Pharmacokinetic analysis comparing intragastric and in­
traperitoneal administrations of ethanol to rats indicated 
that the more concentrated solution resulted in less alcohol 
reaching the .-.,ystcmic circulat1on."' These findings ha ve 
stres;ed the role of the first-pass metaholism ( FP'Vl) of 
alcohol. assumed to be .:s~enrially Juc to thc "tomach anJ 
vit\ved as having a prütéctivr.: ro!c -lga1nst the 'iystem1c 
effects of crhanol by !im1ting its JCCe'.'ls to the circulatton.1

' 

Recently. we have ob-;erved that ctft.:r ,1 "ing!c 1ntraga~­
tric (oral) JJm1nistration of conci.:ntratcd ,iJcoho! ... oJution,.., 
(5 g. kg of huJy 1.veight) to Pf-I rat:-.. ,1n 1n1portant tract1on ot 
ethano! diJ not reach thc :-.y,..,tcrnic ...:1rcul.ttion. - i11Jic.1ung 

that pharmacok1netic'i of ethanol !,.., rna¡orly affcctcd hy PH. 
Thcrr.:fore. thc prest:nt .-.,i:uJy \\.:~¡:, undcrt<tken to Jl.'.tcrm1nr.: 
thc ethanol b1oava1!ahtlity in ctn1n1al:-. -.,uhjl'.Ctl'.Li ro PH. tak­
ing into account thc participat1on of FP'.'\l. hy i..::omparing 
the quantity of cthanol that rcachc'.-! th-.; -..y..,tcmic círculariun 
by different roures of admin1:-.tr:.it1nn. \.\<r.: ._1bo \VI:-.h;:;U ro 
gain sorne insight in th.: capacit;. of rcrnnant li\cr to me­
tabol!ze the absorbed crhanol. compared v. ith thc intact 
liver of thc 5ham-operateJ rats. R-.:'.'iu!ts ..,ho\v that FPYI lit 

ethanol. pre\umably attaineJ to ...,tomach ..:thano{ cat~\l:io­

lism. could he J.n important factor influenc1ng the J.mount 
of cthanol reaching the "Y"t('rnu.: c1rcu!arion \\.:hen cthanol ¡,.., 
adrninistered at very i.:arly tim(':-. ctftcr PH rats (0 to _¡. hr 
aft-.::r surgery ). :\lloreover. the regencrating li\·Cr sho\ved a 
..,triking. enhanced metabolisrn of ..:thano!. ma1nly after tht: 
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Table 1. Effect of Ethand Adm1nistration on tne Quantity of Alcohol (0) Reaching the Systemic CircuJatron After Jntragastnc ar lntrapentonaai lnJ&etion of 1 .5 g/kg 
of Boay Werght ·n Sham ana PH Rats, and the Amount Lett 1n the Gastrointestinal Tract 9 hr After lntragastnc lntubat1on 

Controls (hr) Ttme after PH {hr) 

Measures values Urnts 0-96 0-3 6-12 24 48-96 

Q,p 1mtragastr1c) g/kg 147::a1s 1 36:: 0.10 132=011 ·, 40 ::: 0.13 1.44=0.17 
0 1c !mtragastrrc) g/kg 0.69 = 0.07 o 44 ::: o 04" 1 05-= 0.14· 074 ::008 0.93::0~0 

Oc,.,. (gastrointestinal tract) g/kg 0.41 :: o 04 0.37 .::_ o 04 0.10 :: 0.02· 0.37 .: 0.04 009:: 002· 
Denved values 

81oava1lao1lity ¡Q,G''O,pl ratio 0.46 :: 0.05 032.:: 003· 080::009. 0.52 :: o 05 057:: 008 
O~,,..,, íQ,p-O,G-OG1Ti g/kg 0.37 -= 0.02 o s1 ::: o.os· 0.17:: o 02· 0.29 .: 0.04 042::005 

Values obta1ned from sham-opera:ed arimals (n 1 O) and PH rats (n "' 5 per group) are expressed as the means ::: SEM. Because there were no stat1st1cally 
s1gn1f1cant d1fferences among the absorot1on parameters far ethanol 1n the groups of very early r,Q-3 hr), early (6-12 hr), and later (48-96 hr) times post-PH, resu!ts were 

oooled and denvea values calculated from the average. 
• Statrst•cal s1gnif1cance aga1nst ccntrols. as descnbed m F19. 1 

first 24 hr postsurgery, whích could be considered as the 
major factor affecting ethanol pharmacokinetics in rats 
;ubjected to PR 

MATERIAL ANO METHODS 

Yl.!asr ..\OH ¡EC 1.1.!.l). :'-/AD-. Jnd \t!mtcarbazide hydrochlonJe 
ven: purchJ.\t.!cl trorn Sigm..1 ChemH.::a! Co (St. Lou1s. :vlü). Ethanol and 
ithcr chem1ca!o.; 1,ver:: \lf the hc\t quahty J.vai!able. 

inunui~ 

\1.dc \\ !\t..lr rat\. we1gh1ng 230 ro 2i0 g, were housed unJer J. ! 2-hr 
rghLd..trk cyde and dllov.ed an dd iibttum con:.umption of J \tandurd rat 

1clk:t cho-... (PMI Ft!ed". Inc. St L0u1s. \tíO) Surgical two-th1rd~ PH Wa\ 

1crtormcd in :he moro1ng ( 9 to lü ~rl. undi.:r light J1ethyl cthcr J.oi.:-.,rhc\1a 
ccordmg to the tt.!chn1que n.:ported by Higgin<; and Ander:-.oo.~ :\~con­
rols. :.ham-opt:ra1cd rat:. underwe:u !uparotomy wirhout rissue remova! 

:rpenn1ental Croup~ 

Fcd .rnimals ""en; groupcJ Jccordiog to the1r ... urgu.:.1! '>!.1tu'>. JoJ thcy 
~o.:1vcd clhunol ( ! .:' ,;.. kg ot hoJy \\.C1ght 10 ..i.oc.;. w1" ... oh_1r_1011 l ctthcr b';' 

ltr.igJ:-.¡rK intubauun 1 ural J.dm1lll'>lr.1t1tm l or by inrrapcntoned! in¡eLt11in 
:Yeral rimes Jf!cr '>Urgcry (Ü to ':l() hri Thc conccntrateJ ... oluuon tlt 

thanol 1 .¡orr J w;.1'> "clectcd for mmimiztng thc cffcct ~}f g.i~tnc .:mpty mg. 
,ftcr cthJnol a<lmtnJ\tr:.i11on. thi.: J.mmah Wi.!rc placed 111 re\trtction cag'.!'>. 
!!hout tunher :ice'.!"" !o \\i.ltt.!r .ind fooJ . .ind h!ooJ ..,ample" \.,.ere col­
:cteJ trom the wounJ llt t.!XCl\Cd t1p" tlf the ta1l v.rth )0 µ.! c.1p1ll.1ry 
1pcttt.:'- B!ood '>.Jmplin; \.,...1\\ '>chcJukd e•ery 15 1n10 Junog thc tir..,t 2 hr, 
•cry 30 m1n tor illr.: nc-'-t l'"º more nour~ • .ind t!\Cry hour thcre<ifter u.nttl 
hr po ... uJmin1\tr.1l1t111 \\ hcn hJ\lnJ Jlcuhol cnnc.:nrrat1un\ 1 B. \C-. l '.\\.!re 
J loogcr Jctcct:.ih!c :n 1he .1mm.!i'>. thcy wcrc .1nl.!..,!hct1LcJ \\lth ... uJ1um 

~ntoh,:rh11,1l (..l.U mg.·kgJ, tht:ir .ib~omt.!n~ wcre rap1J!y <lPencd, .inJ ~.,m. 
·,c., ot ~!Dmach J.nd ~m..tll HHe..,tu1c v.erc E:.ikcn tor i:th.Jnol J.:tcrmrn.i11u1i. 
, Je..,i.:rihcd prt.:Yh.>U'>!I.' r\!l pnic-.durc.., \\en: conJui.:teJ :n ,11.-.Ptt.!d1l\.c 

1th nur \n..,t1tut1ona! Gu1Jc tllr \rnm.i! E\pcr1ml.!nt;ll1on ( '-<1t1t\n,d L'ni­
:r<;1t;. . ir \k\JCo J 

Ethanol Wd~ '4u.inllticd hy tht: ..:nLym,1t1c method dc~cnhcJ ';! Bcrnt 
tJ Gurman.'' in neutraliLt:d .1c1d <.'X!r.ict~ llt hlood ..,.impJc..,, .ind 1n ~.1111-
es ot g.i..,tnc ,1nd tntt:..,tmal cont1;11t~. 

J111p1aut1u1wl Pro( ~·dure1 

Tht: c1rc.i und;.:r thc ... urvc ( ·\l.Cl for cth:.inol cl1m1n.111nn from the 
JOd \\U~ calcu!,ui.:J by thi.: trapi.:zoidal mcthoJ trum tht: heg1nn1ng nt 
hanol ,1Jmm1:-.tr..1tJon to thc !lml! it wa~ no longer detectubk :o fhc 

quantity of ethanol absorbed as a funcrion of !!me ( Q,) was calcuiat.::d hy 
meaos ot an equation aoa!ogous to rhe \11chadis-i'vlenteo mathcmacica! 
.1pproach. as dc,<,cribed 1n detatl by Rotne et a!." A.ccording to thl" .:ip­
proach. the tmal value of Q, should be eqmva!ent ro the do~e of erhanol 
adm1ni!>tcred. if dll the ethanol had appeared m !he "Y"tcmic circulanon. 
then. the expected value for Q after mtrapentoneal J.dm1n1strut1on of 
-.:thnnol (Q 1p) ..,hould be cssennally the ... ame .is the ethano! do..,i; .1Jmm­
isrered. On the other hand. Q1G repre~ento, the quanttty of 1Cthanol that 
reaches thc '>)'\temic circular1on by the mtraga~tnc rou!e. FinJ.H~. the 
dcnved VJ.!ue:-. calculated 10 the present <>tudy. o.;w.:h J\\ erhano! b10a'vat!­

.1b1hty ( proport1on ot the oral dose that rea ches rhe "Y"tt.:mic crn.:ul..it1on ¡ 

.•nd the rate of FPrvf (the J1tfcrence bet-. .,,e:::n rhe 4uantHy ,,¡ -:th:.inoi 
,ib..,orhed by the iotraga<,tnc and mtrapentonea! route~). >\erl.! c..i!culatt.!d 
dccording to Ref. :5 and abo indicated 10 T J.hic 1. The rate l)t c:hJ.nol 
i.!limin<!t!on by the liver wa~esrimated by blood ethdnnl d1,<,appear"1n;,;e. 
aftl.!r 1ts mtrapentonea! :idmm1strat1on . .ind c::i.lculatcd per gram of !ivcr 
.1nd per !!JO g llt thc body we1ght of PH J.nJ '>ham r.it~. 

Suuz~tica{ Anulno 

Rcsults are expressed as the mean :: SEM. The :.1gmficance oi the 
differences among groups was analyzed ·!"ly two-way A:-.00\/ .\ .ind b~ 

Studcot\ t tt:'IL St..111~t1ctl .... ignificant J1fkrcncc:-. rp < IUll1 t'lct\\L'.:n 
..,ham-operatcd aoJ PH rae~ ,ir!.! mdicatcd by .in .i~t._:n..,k. 

RESULTS 

Th!..'!n: were different BACs in rats at ">t!\eral <;tage~ of LR 
po">t-PH after 1ntragastric admin1strat1on of .1 ::iingh: -.:tha­
nol dose ( l.5 g¡kg of hody weight). The -.,ham-opcr;.acd 
ammals reachd a pooled maximum BAC of 21 2 = .H m"vl 
(0 to 96 hr. Jtter ... urgery): howe\er. the "an1e cth.tno! Jo'.'>e 
e!icited J much lo\\oer peak dunng the fir'.'lt 12 hr .ir'ter PH 
1 F1g, IA). The PH dfect on maximal BAC v.as vcry tran­
..,u.;nr (\\o·hen ethanol was J.dm1n1~tcred \V1th1n O to 3 hr 
po'lt'.'lurger;.·). 'lince ~tarting J.t ó hr after PH (3.+.2 = 3.0 
mi\I); Juring the rep!icattve 'ltage ( 12 to::..¡ hr). a sign1ficant 
increase 10 BAC \Va~ observcd. wh1ch progress1vely re­
turncd to control va!ue~ thereafter ( Fig. !.,,\). ,,,\t very early 
time\ of -;urgery (O to J hr). PH animals sho\ved practica!Jy 
the same ACC ( 15,8 ::: 2.2 mM hr) as that found in controls 
i 11' ::: 1.1 m"vl hr: Fig, 18): hm'<:>CL the loss of hepatic 
md" largelv mfluenced the ALC registcred in PH rats at 
later post~urgicai ;,tages .. .\nima!-; that received cthanol 
during the rep!icative periocJ ( 12 to 2.+ hr) -;ho\ved a 3-fold 
!ncreJ.se of ALiC: nonetheles.,s. dtter -+8 hr of -;urgery. the 
PH rats showed a dccrease in the ALC elic1ted by mtra-
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Ftg. 1. Max1mal blood alcohol levels and AUCs after 1ntragastnc adm1n1stra­

:1on of ethanol (1 5 g/kg of oady we1ght) l!'l. sham and PH rats. (A) Max1mal SACs 

,r, sham-operated rats \n = ~O, wh1!e bars) and 1n animals sub1ected to PH ,n 
5 per :1me. hatcned bars1 18) AUCs obta1ned from the sama arnrnaJs Astensk 

nd1cates stat1st1cal s1gniflcance agamst contra\ Results are expressed as t\"',e 

means : SEM 

gastnc ~thanol admin1str:Hion. w·hich almost reached the 
AUC found in the ;ham-operated rats withm 72 to 96 hr 
aftt::r surgery (Fig. 18). 

To gain sorne 1nsight on the origin and nature of this 
differentia! metabolic management of ethanol by hepatec­
tomized animals. "e administered the same ethanol dose. 
but by intraperitoneal routc. Interestingly. the ma.x1mal 
BAC" obtained <tft..:r intrap~ntoneal ~thanol admrni~rra­
tion in PH rats ( Fig. 2A) early aftcr surgery (O to -!8 hr: 11 = 

5 per group) rangeJ from .!0.3 :':: 6.3 to -19.6 = 3.4 mM Jnd 
1,vere not sign1ficantly diffi::-rent. compared with ~ham rats 
(BAC: 46.7 = 2.9 m:V!: 11 = 10). Howcver. more advanccJ 
LR (Table 2) promotcd a Jecreascd BAC in PH rats (11 = 

5 per group) whi:n .::thanL.11 was a<lmin1stered 1ntrapento­
ncall; ¡72 hr: 39.2 = 2.7 m:V!: 96 hr: 38A = 35 mM: p < 

0.05 ,s. Cllntroh: !l = \U). 

The quantitJcs of ethanol reaching the system1c circula­
tlon by thl:! intraga~tnc and intraper1toneal routes in sharn 
and PH rats are pn:>cnted in Figs. 3 and -l. as well as in 
Tabie l. The quant1ty of absorbed ethanol alter mtraperi­
toneal in3ection ( Q,p) was e>Scnttally the same as the ad­
m1mstered dosc. thus confümmg that Q1p was equal to rhe 
admmIStcrcd dosc and valiJatmg the procedure (Table l). 
ln contrast, th..;. quantity of c:thanoi that reaches systemic 
c1rculation aft~r intragastnc administrauon (Q1G) 1,vas 
clearl! le>S than Q 1p. [n accordance with the low BAC 
prescnted by PH r ats at a ;ery early postsurgical stage (0 to 
3 hr). thl.! Q1c; tor cthanol v.ia~ considerabiy lower in th~:-ic 
an1n1ab. without '1gn1ticant mo<lification uf thc Q1p ( Flg. 
2A). Howcvcr. th~ Jramat\c ,,;ffl.!ct of .::ar\y times of PH ün 
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Fig. 2. Max1mal blcod alcohol ievels and AUCs after 1ntraoentoneal aam1n-

1stratron ot ethanol l1 5 g/kg et l::lody we1ght) in sham and PH rats. (A) Maximal 

SACs (B) AUCs far the same number ot sham-operated and Pl-t rats :ndJCated 1n 

F1g ~ Symbo!s and stat1st;cal s1gmf1cance are as descnbed 1n Fig 1 

Table 2. Effect of PH on the Liver and Sody VVe1ght Rate of Ethano1 

Eilm1nat1on and its •elat1onsh10 w1th the Ga1n of LNer Mass 

Groups 
Ethanol ox1dat1on 1mmol/hrl 

[time after PH L1ver werght (%) ?er gram Per ·oo g 
(hr)] (g) of l1ver of body we1ght 

Contrc\s í'\ 1 :: 08 (100) 0.57 _:: 004 252:017 
Hepatectomy roo¡ 3.1 ::: 0.2 (28). 1 88:: 0.13" 269.::o.·a 
r-!epatectomy (i 2) 3.6 = o 2 (32)" 180 = 0.17º 2.22::015 
Hepatectomy (24) 5.1 :: 0.3 (46)" 084 _:: 007º 1 72:: 0. 1 2· 
Hepatectomy :48) 6 6 -: o 3 (59)" 12a=o11· 339 _:: 024º 
Hepatectomy (72) 71::04164)" 1 .¡7:: 0.12· ..:..19 = ci 3c· 
Hepatectomv 196) 8.6 _:: 0.3 (77)º 1 :g :- 009· 410_::Q3;· 

E:thanol ehm1nat1on rate was calcu!ated from the data presented 1n F:g ..: atter 

~:ie 1ntrapentoneal admin1strat1on of t 5 g/k:g of ethanol to control and PH rats 

Results are expressed as the means .:: SEM far at 1east five ·nd1v1duaf ooser1a­

t1ons per group In parentheses the perce~tage aí 11\Jer rnass. cornDar~ Mtt' 
controls as a lunct1on of postsurg1cal time 

• Stat1s\1ca1 s1grnf1cance aga1nS'i controls. as descnbed ,n F 9 ' 

tht: .1muunt of 1.:thano! ab~orhcd .ttt..:r 1t'.'i 1ntL1g:.t~tnc ,11J­
m1n!'.'itrat1on '>ho\vcd ,1 frank '>h1tt to tht.: oppo..,!te 1.:xtn:mr: 
\\ihcn t:thdno! 1,1,as gl\·en 6 hr .1ftl.!r ... urgcry anJ Junng: ali tht: 
replicat!\e pcriud ( 12 to ~..i hr J.ftt:r PH). ma1ntain1ng a 
pract1calíy unalt~rl'.J value for Q;p ( F1g'>. 38 and 3C; TJ.b!e 
i). :V!ore aJ;anccJ PH-mduccd LR (-lo tu% hr: Table 2) 

presented Q1c; va!ues 1,1,-·1th1n the control rangc. \Ylthout 
significant rnudificat1ons in the intrapcnroncal componcnt 
(figs. 4A to -lC). 

From thc data :-.ho\\D in Figs.,:; .tn<l .+. 1t \\as pos .... iblc ro 
calculate denved values for the pharmacok1nenc ,inai~~¡,.., of 
<thanol disposal in sham-operated and PH rat' (Table l ). 
The mea'.'.ure<l Jmount of rl.!ma1n1ng ethanol tn tht: g:a:-tro-
1nte:-it1nal tract ( Qr r1 1 ). \Vhcn h\ood. ethanol \\a<; no longt.:r 
Jetcctabh:. corrc:-.pon<l~d to U . .+ l = tl.05 g_ kg 1n -,ham­
üpi.:ratl.!d J.nirnab, that J.ccountc<l tor :;'é of the original 



60 

35 
30 
25 
20 

-15 
~ 10 z 5 
ll o ... 
~ 35 
~ 30 
"'25 ! 20 

" 15 g 1~ 
g o 
< 
o 35 

§ 30 

" 25 
20 
15 
10 

5 
o 

A 14 
12 
1.0 @ 

,,,~·~·:::.:::=:=:=:=:~~=~:-- o; ~ 
.. ~ •. '. "- 02 ~ ... -._ - ªº ~ 

. n __,,_ 814g 

~~-----~----·----------- ~ ~ e 
, ,-----A~. ·----~--------,, .. ,}.-.·~~--------- - ---~-.-:·-------------- 06 i 

- _ _ ......,_ _... 04 IZI 
_- .,_ ..........__ -~ 0.2 a 

-----~·~·~< .. ·~--~- . ·. 00 d 

E 
Cr14 o:i 

, 2 g 
~~,=~==--'.:':".'..":'.'.='.'.:' ~: i 
',.'-:· ··-:·""::-...,..¡_ º~~ 

JL~~~~~c.;.,i:.:._;:::o;"-.,__+oa 
a z 3 4 s 6 - 1 s 9 10 

TIME lht1 

Fig. 3. Effect of ethanol adm1nistrat1011 on BACs (lett scale, curves w1th 
11bols¡ and quant1ty of ethanol absorbec ,nght scaJé. curves w1thout symbólS) 

er rntragastnc í01G) etharo: admm1strat1or•. 1A) Sha.'TI·ooerated a.nimals (open 

eles and dashed lme ior O to.J anc ?H rats at..er ü te 3 nr et surgery lti\led squares 

d dash-dotted lme ror Q,G.' •B) Control arnma!s as :n (A) PH rats after 6 to 12 
{f!lled squares and upper dash-dotted í1r>e :::ir Q1G1 and 24 nr atter surgery (ñ!led 
i.ngles. lower dash-aottea 11ne for O,c) iCl 3ACs ac.'":teved 1n PH rats after 48 hr 

led c1rcJes), 72 nr (filled squares¡, and 96 nr postsurgery (f1lled tnangles). Vafues 

· Q,G are ind1cated by the 1ower and upper dash-éotted lmes lar 48 and 72 hr 
er PH. resoect1ve!y. Oasned i1ne represents that !ound after 96 hr pcstsurgary 

e final values 1or Q,0¡ are given 1n Table ~. 

ise. This value remained unchanged during the first 3 hr 
'ter hepatectomy. but starting at 6 hr to the repiicative 
:riod. PH rats showed a lower Q01T that was normalized 
2~ hr post-PH. Hov.ever. in the pookd results of PH rats 

'ter -l.8 to 96 he this parameter reached its lowest magni­
de (Table 1 ). As expected for the effect of the PH in the 
i;orbed quantity of gastric éthanol. the ethanol bioavail­
Hlity (Q1<,.Q1p) was significantly Jiminished in PH rats at 
:ry t.::arly times postsurgery \0 to 3 hr). Th1s cffcct was 
:compan1ed by a ~ignificant enhancement in the rate of 
e FP\<I for dhanol {QFrM) {T Jbic 1). Ho..,ever. this dfect 
a~ tr.Jns1cnt. bl!cau~c .Jfter thi~ rime. 1n tht.! rcp!icative 
;nod. ethanol b1oavailabtlit) ...,.uJdcnly 1ncrea'.)cd and a 
v.er FPM was obs~rved. wh1ch woul<l corn:.'.)pond to the 
·.ght differenci.:::-. in ethanol .Jispo~<.Ü found. het\'>een the 
tragastnc and 1ntrapcritoneal routes in the PH rat:, (Fig. 
\; Table l ) . .-\t la ter times of PH. cth.inol b1oavadabdity 
is practicaily normalized. and the CJlculatcü value for 
?M for ethanoi \.\oas progressnrel~ cnhance<l. remaining 
thin the control range at further p<»t-PH t1mev {48 to 96 
: Table l). 
Finally. the !iver rate of t:thanol ~limination and the 
nount of removed cthanol by who!e body we1ght was 
lculated in reiation to the recmery of li\'er ma:is aftcr PH 
'able 2). llsing the maximaJ 8.-\C achieved .ind the time 
urse of ethanol ctearance aft\!r its intrapentuneal ad.m1n­
ratton. it was cit;!<lr that regc:ierating liver prescnt.".I ;i very 
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o 1 2 3 4 s s 7 a g io 11 12 

TIME (hr) 

Fig. 4. Effects of 1ntraoentoneaJ adm1n1strat1on of ethanol (1 5 g/kg of body 

we1ght) 1n BAGs (Jeft scale) and quant1ty of absorbed ethanol (01p, nght scale) 1n 

sharn and PH rats {A) 0 1p •r, controls and PH rats (ttme 0) (8) Aesults obta1ned 

from 12 and 24 hr oost-PH_ !C) Values from cont~ols and atter 48. 72. and 96 hr 
pcsr-PH Symbols and i1nes are the same as m i=,g 3 Secause data obtained 
after 1ntrapentoneal adm1mstrat1on of ethanol at 3 and 6 hr atter PH d1d not 

statist1cally d1ffer from O and 12 hr, respect1vely. those are not 1ncluded m :11e 
figure The final va!ues fer Q,P are ~ven 1n Table 1. 

enhanced capacity for ox1dizing ethanol. which allowed rats 
subjected to PH to mainta1n practically the same rate of 
ethanol elimination per JOO g of body weight to that found 
in sham-operated animals when ethanol was given during 
the first 12 hr after surgery. despite the obvious lack of liver 
mass \Table 2). At the onset of increased DNA synthesis 
(24 hr post-PH). PH rats showed a díminished rate of 
ethanol elimination due to a reduction in the liver capacit~ 
to oxidize ethanoL Thereafter. an increased liver capacity 
for oxidizing ethanol was again noted m antmals subjected 
to PH, which was associated with the gain of liver ma~s at 
later times post-PH. and 11<as retlected in J gradual cn­
hancement uf the rate of ethanol elimination 1n ,1nimals 
-;ub1ected to PH. compared with -,ham-operatt:d control.;; 
(Table 2) . .-\1 thc completeness of LR inJuccd h' PH 1 ~to 
8 days dfter surgery ). ethanol pharmacokinet1c3 \va.., .,:-,..,~n­

tiaily thc 'iame in PH. 'iham-optrated. and 1nta1.:t J.nimab 
(data not shown). 

DISCUSSION 

The sign1ficance of ethanol-induced reduction rn hepat1c 
DN.-\ "nthesis dunng PH remains to be fully clarified. In 
!iver biopsies. ethanol can aiso suppress me5l!nchymal cell 
replication: howe\ieL it is as~umed that reduction 1n hepatic 
DN.-\ synthesis after PH pnmarily Jecreases replication in 

hepatocytes. 11 In the rat. a )ingle ethanol a<lministrat1on is 
capable of inhibiting the PH-mduced LR. ln the model llt 
acutely ethanol-treated PH rats. the mcrease of DN.-\ S\n-
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thesis was significantly inhibited when a single oral ethanol 
administration (up to 8 g;kg of body weight) was given 
immediately after surgery and at 16 hr; but, there were no 
differences when ethanol was given 22 hr after PH. 1 With a 
lower ethanol dose (3 glkg\ given l hr befare operation, a 
blockade in the stimulated act1vities of ornithine decarbox­
vlase and tvros1ne aminotransferase was found 4 hr after 
.PH.' These' data indicare that both. ethanol dose and post­
surgicaI time of tts adminis~ration. are determinants of its 
toxic effects on LR. [ndeed. the inhibitory effect of ethanol 
depends in part of the time of ethanol mtake after PH. 
Multiple ethanol feedings produced even greater inhibition 
of D~.,.\~ synthesis. which ~rsisted for at least 48 hr after 
PH. 2 Moreover, chronic consumption of ethanol is associ­
ated with a significant reduction of LR far up to 72 hr after 
70.::t PH and delayed the peak of regenerative activity by 24 
hr, even in the absence of detectable h!ood ethanoI levels. 12 

lt is clear that the presence of ethanol senously compro­
mises the process of LR after PH: then. it is not unlikely to 
cxpect that removal of an !mporrant fraction of the liver 
mass is also majorly influencing ethanol b1oavailability in 
PH rats. [n fact. the present 5tudy ~hows that. during the 
first 2~ hr alter PH. the tthanol reaching the system1c 
.:irculation. after its intraga~tnc J.dm1nistrarion. wide!y var­
ieu m PH rats (Fig. l). Immcdiatelv or up to 3 hr after 
1urgery. time assumed to bt:: critical for thc delcterious 
lCtion of ethanoi on the early response for LR. both l.5 
!;kg admini;tered ethanol to PH rats (fig. l) or h1gher 
Jos::s up to 5 g,'kg.

7 
elicited lov.-·er BA.Cs than sh ... am­

'perated rats. This initial efiect of PH on ethanol availabil­
ty was mainly due to a decreased amount of ethanol en­
ering into the systemic circulation after its gastric 
1ummistration (Fig. 3) and indeed couid explain why 
iight:r ethanoi doses. such as 5 g.'kg 7 or 8 g.'kg. i \\-·ere not 
ethai for PH animals whcn admmistercu 1mmediately after 
urgery. even with the drastic reduct1on of functional !iver 
na:-i~. 

Our rc:-iults indicate that FP~ can account for the lower 
thanoi concentrat1on reaching the system1c circulatíon. 
ftcr !t~ 1ntraga:-itric administration tn PH rats at early times 
10...,t...,urgery: thts ')tatement is supponed hy the Jb"~nce ot 
etained ethanot 1n the ga~trolnte~tinal tract (Tatilt.: l ). 
~hercfore. it is suggested that FP~1 p!ays Jn tmportant role 
transient but very effectivc) in ethanol pharmacokineucs 
1 PH rats (first 3 hr after ;urgerv). !n audition. the liver 
apacny for oxHJizing ethanol of tht: remnant t1ssue 1~ 

1rge!: incn.::a...,ed ~tarting 12 hr after PH ( Figs. 2 and 3: 
'ahle 2). an .:ffect that would became the most relevant 
ictor intluenc1ng ethanol pharmdcokinetic~ 1n rats sub­
:cteJ to PH. Severa! pos:-iibilitie<>i could be takcn into ac­
Junt tor expla1ning the diffcrentia! ethanol eltmination ;:is 
tuncrion of the time-courS<o! recover:' of li\·er mass 1n PH 

H:- .1tt12r ..,urgery (Table 2). 
Erhano! is ea!-iily absorbed from the gastrointestinal tral.'.'t. 

ut u:- Jbsorpt1on varies according to tht: .. ilcoholic hever­
~e 1ng12sted, the rate of gastric empry1ng. and the amount 
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and kind of food ingested. Hence. it has been assumed that 
Iower levels of blood alcohol after its intragastric adminis­
tration are due to the slow rate of alcohol absorption from 
rhe gastrointestinal traer. compared with that of an intra­
venous infusion. 13

·i
4 In addition. more concentrated etha­

nol ( 40%) has been shown to inhibir gastric emptying in 
rats even in the absence of food 15

: therefore. a concen­
trated solution of alcohol will remain in the stomach much 
longer than a dilute solution exposed to undergo oxidation 
by the gastric mucosa! ADH activity. 16 These findings (low­
er BACs after intragastric versus intraperitonea! ethanol 
administrations) have revealed the participation of gastric 
FPM, rather than the rate of ethanol absorption, as another 
important factor in controlling gastrointestinal absorption 
for ethanol. 17

·
1s Therefore. increased gastric retent1on of 

ethanol and a large increase in FPM would explain the 
lower BACs obtained with concentrated rather than diluted 
ethanol admmistrations. Our results agree wtth these state­
ments, because PH rats showed mitially decreased ethanol 
bioavailability, diminished Q1G, and an enhanced rate of 
FPM (QFP'1)- However. alter th1s initial period (O to 3 hr 
afier PH). ethanol bioavatlabtlity suddenly increased in PH 
rars due to a drop in the FPY'f, presumably of gastric origin. 
Moreover. ALTC was greatly increased in relation to the 
hepatic mass lost (Tables l and 2). At later postsurgical 
times ( ~8 to % hr ). ethanol b1oavatlability returneLI to the 
control range in PH animals. Th1s scemed to be relatcd to 
a drama tic increase 1n !iver oxidation of ethanol. as pointed 
out by the calculated rate of ethanol elimination after tts 
intraperitoneal administration to hepatectomized rars, and 
associated with normalization of the rate of FPM in PH rars 
when compared with sham-operated animals ( Figs. 2 and 
4). 

The underlying mechamsm in the early adaptation of the 
rat to increase the FP\1 for ethanol in response to a loss in 

functional liver mass 1s not known. E ven though gastric and 
hepatic participation are 1mportant for the event of tht: 
FP:v! of ethanoL it is our bdid that the stomach is playing 
a maJor role in thc ratc of FP\it Jt a very early tin1e after 
PH, whcn hepatic cthanol elimmation would still be ex­
pecteLi to he mini1nal (Junng th~ fir...,t 12 hr aftcr PH). Th1~ 
is sho\.vn in Fig. 3A (intraga::.tnc route) when compareJ 
with the tntrapentoneal Jdmini~tration of ethanol ( Fig. 
~A). 

Noneth12le~:-. this could relate to thc fact that very h1gh 
gasrnc conccntrations of inge~tcJ 12thanol promote .1 ..,¡g­
n1ficant gastnc metaholi:,m of ..:thanoL de~pite the K,,

1 
re­

ported by gastric .-\DH in rat:,.' 9 Indeed, the ratt of ga~tric 
FP'.\1 1s susceptible to be largely intlucnceu bv factors ca­
pabie of decreastng tht! acti"ity of gasrric .c\DH, ...,uch a'I thc 
inhibition of this ~nzyme by :-,omt::: commonly u~ed drugs 
(such as asp1rin) ur H ... -blockers {such as l..'.imetidine Jnd 
ranitidine).~0 This would -,upport tht: fact that early en­
hanced FP'v! shown hy ammals ;uhjectcu to PH has c1 

gastric origin. rathcr an tmportant iiver participation. dnd 
that !o~s of funct1onal hepatic n1a...,..., excrts -;orne kind of 
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control on gastric management of ingested ethanol (namely 
QFPM)- The latter could be supported by the absence of 
changes in ethanol pharmacokinetics when comparing 
~ham-operated rats against intact rats receiving the same 
ethano! doses and administration routes (data not shown). 

As for the capac1ty of remnant liver to oxidize ethanol in 
PH rats. our results dear!y show that rats subjected to PH 
had increased liver metabolism of the administered ethanol 
..tt \ater times postsurgery. Our data part1aHy agree with 
those reported by Pósó and Poso: where they concluded 
that a great var1at1on in the rate of ethanoi eiiminatlon was 
found at later times of LR. wnh ethanol disposal signifi­
cantly elevated at 72 hr postsurgery (this ca!cul_ation was 
based on grarns of liver weight). Indeed. it is suggested that 
ethanol elimination correlates linearly with the activity of 
liver ADH m PH rats. which could be related to increased 
~ADH reoxidation. The rate of ethanol elimination was 
limited by the act!Vlty of ADH. which is significantly inhib­
ited in these animals." In this context-desplle the fact that 
ADH is not considered a rate-limiting factor in alcohol 
metabolism. unies~ it is dramaticaHy dimínlshed by chronic 
administration of a !ow protein diet-rats oxidize ethanol 
more slo\\llv when 1t is g1ven in adose of 5 !!.'kg than adose 
of t.5 g kg~ 21 Indeed. Poso and P6~ó also~ fo~nd that PH 
groups showed a ~ign1ficantíy higher ethanol eliminauon 
rate. compared with the controls dt early hourr., after ~ur­
gery and ~lightly hight:r ~it 24 hr <.1fter PH: th~ latter -;eemed 
to inverse!y correlate with tht: livcr phosphorylatton poten­
cial.:: Our results also show that the increased liver capacity 
for oxidizing ethanol is still present 1n the proliferating Hver 
up to 96 hr postoperat1vely. which 1s strongly reflected in 
the rate of ethanol elimination presented by raes subjected 
to PH. 

Despite this. it :s difficult to ..;·<plain the íncreJsed iiver 
capacit\ in º'1dizmg <thanol by PH rats. whcn low ADH 
..tct1v1ty in tht: remnant liver of the:-ii; animais has been 
reported.-" Thi:-i open:, at !ea:-it t\\'·o po!-:isihdit1e;,: un.: con­
ccrn:-, the n;al actiYtty of !1vcr ADH in PH rat:-i rt:ceiving 
cthanol. and thc uthcr i, thc partic1pation. in shani and PH 
rats~ of non-ADH pathway~ for ethanol oxiJat1on. Thc 
!att..:r ..:ou!J hl' vcry rmportant. hccausc rt h~t\ hecn reportcJ 
that acctaldehydc produccd hy thc non-ADH pathways " 
JcgraJed more :,lo\\ly than that pro<luccJ h~ the :.\OH 
path\\iay. This acctakh.:hyJc coulJ he an tmportant factor in 
thc Je\c!opment nf .i!coho!ic liYer di;,ea~e . .::_> Initial data 
from l)Uf !ahoratory rnJicatc: that cthanol tn.:atment to PH 
rats hlocks the LR-inJuccd 1nh1h1t1on of liver .-\OH acti\ íty. 
whrch could explain the 1ncrca;,cd ethanot oxH.iation found 
ín PH rat" previou~ly exposed to ethanol (data not "hov.'n). 

\\/hatt.:\Cf thc undcr!ying mcchan1 ... m. the iari:r 1ncrca~e 
1n liver capacity to l)Xtdize ethanol 1n PH rats could become 
J. ma1or factor influencing the ethanul pharn1acokinet1cs in 
lnimals "uhjecreJ to PH <.J.OJ. pt.:rhaps. al:,l1 influcncrng tht: 
Jeleteriou:, ~ffect of ethano! un LR. Y1oreo\'cr. our data 
;ould -;uggest a coordinated adaptat1on of PH rat:, to han­
jling ..tdmlnister~d ethanoL hecau:-ie \\ihen livcr partictpJ.-
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tion is minimal (first hour after surgery), gastric FPM 
emerges as a protective mechanism against a high concen­
tration of ethanol that can reach systemic circulation de­
spite the fact that the nature of this coordinated mechanism 
remains obscure. Thereafter. as soon as the remnant liver 
acquires a greater capacity to eliminate ethanol. the FPM 
far ethano! elimination would depend entirdy on the liver; 
gastric participation is minimal. thus returning to the level 
found in control animais . 

In conclusion. gastnc FPM plays a transient. but effec­
tive, role in modifying ethanol pharmacokinetics at very 
early times after PH in rats. therefore constituting a reali­
able protect1ve harrier against ::.ystcmic effects of ethanoi in 
these animals. However. the increased liver capacity for 
oxidizing ethanol present ín the remnant tissue at later 
times post-PH emerges as the main factor influencing eth­
anol disposal ín PH rats. lt might potentlate,ihe deleterious 
effect that ethanol exerts on LR. Finally. the coordinare 
changes in the ethanol metabolism of both the liver and 
stomach seem to be an interesting 1nstance showing the 
interorgan communication that occurs at the onset- of the 
harmonious liver ceil proiiferation triggered after PH. 
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ARTÍCULO 2 EFECTOS MORFOLÓGICOS, BIOQUÍMICOS Y FISIOLÓGICOS 

DEL ETANOL SOBRE EL HÍGADO EN REGENERACIÓN 

Es bien conocido que la administración aguda de etanol a animales sujetos a HP, 

reduce la síntesis de DNA del hígado, lo cual es característico de la regeneración 

hepática. La administración intragástrica de una dosis alta de etanol (5-8 g/kg) 

inmediatamente después de la cirugía prácticamente inhibe la síntesis de DNA, pero el 

etanol no produce inhibición de la regeneración hepática cuando se administra a las 22 

horas posteriores a la cirugía (Frank y cols. 1979). Adicionalmente, evidencias recientes 

indican que dosis bajas de etanol (1-1.5 g/kg) administradas intraperitonealmente 

inhiben fuertemente la actividad de la timidín cinasa y de la timidilato sintasa en 

hígados remanentes de ratas sujetas a HP (Y oshida y cols. 1997). Estas enzimas están 

estrec_hamente relacionadas con la síntesis del DNA. En un reporte reciente, donde se 

estudió la farmacocinética de !a biodisponibi!idad de! etanol durante la regeneración 

hepática inducida por HP, se encontró que el manejo del etanol por el tejido remanente 

depende del tiempo y de la ruta de administración (Morales-González y cols. 1998), 
• 

evidencias que involucran a la ruta de administración en los efectos deletéreos del etanol 

sobre la regeneración hepática inducida por HP. 

Cuando se remueve una porción importante de la masa hepática, esto influye 

significativamente en la biodisponibilidad del etanol lo cual es dependiente del tiempo y 

de la ruta de administración de una dosis baja de etanol d.u:rante la :regeneración 

hepática inducida por HP, lo cual debe influir en los efectos adversos de la droga en la 

regeneración hepática. El presente estudio fue para explorar los efectos del tiempo y de 

la ruta de administración de etanol en ratas con HP, a través de parámetros 

morfológicos y bioquímicos. 

:Vforfológicamente, durante la regeneración hepática se observa una acumulación 

transitoria y moderada de gotas de grasa, inflamación mínima y abundantes imágenes 

de mitosis con un pico a las 36-56 horas de regeneración hepática (Figura 28 y Tabla l). 

Por otra parte, las características histológicas muestran una desorganización 

hepatocelular la cual puede tener dos probables interpretaciones. Algunos autores 

(Jordan 1964, Trotter 1964, Lane y Becker 1966) consideran estos cambios morfológicos 

como evidencias de actividad celular, la cual esta relacionada con la restauración de la 

masa hepática; por otra parte, otros autores (Aterman 1961, Fisher y Fisher 1963) 

describen que estos cambios morfológicos reflejan un daño al hígado como consecuencia 



de la cirugía. Nosotros interpretamos estos cambios histopatológicos en razón de su 

asociación con el indice mitótico, ya que los cambios morfológicos que presenta el 

hígado están en correlación directa con los cambios en la actividad nuclear como 

consecuencia del proceso regenerativo {Figura 2 y Tabla 1), lo cual concuerda con los 

datos obtenidos por otros investigadores (Jordan 1964, Trotter 1964, Lane y Becker 

1966). En cambio, cuando se administra etanol por cualesquiera de las dos rutas, el 

patrón de la desorganización celular se modifica al igual que el índice mitótico (Tabla 

1). 

La administración de etanol por vía intragástrica produce ia presencia de gotas 

de grasa e inflamación en grado mínimo junto con una actividad mitótica discreta por 

parte del hígado (Figura 2C). Por otra parte, cuando se administra el etanol por vía 

intraperitoneal, en donde se encontraron las más altas etanolemias (Morales-González y 

cols. 1998), la acumulación de gotas de grasa y la inflamación fueron similares al grupo 

que únicamente fue HP (Figura 2D). Además, !os cambios estructurales en la 

desorganización hepatocelular fueron más evidentes y, asimismo, un incremento en ei 

índice mitótico en comparación con el grupo que recibió el etanol intragástricamente 
• 

(Tabla l ). Estas diferencias en la magnitud de inhibición de ia regeneración hepática, la 

cual depende de la ruta de administración, se han visto por el mantenimiento de la 

función hepática, que se relaciona con los niveles de etanol en sangre y no con los 

relacionados con daño al hígado. 

El índice mitótico correlaciona con !a actividad de la timidín cinasa (TK), los 

cuales son parámetros de proliferación celular (Figura l y Tabla l). Esta enzima 

participa significativamente en la formación de pírimidina, catalizando la fosforilación 

de timidina a tímidilato. Esta actividad se ha reportado que se incrementa en la fase de 

proliferación en las cilulas eucariontes, incluida la regeneración hepática inducida por 

HP (Tsukamoto y cols. 199 i ). Los resultados demuestran que en los animales con solo 

hepatectomía parcial, se encuentra un pico de incremento de actividad de la TK a las 24 

hrs de hasta 25 veces sobre el control (Figura l ). Este pico de actividad decrece 

conforme avanza el proceso regenerativo, manteniéndose siempre por arriba del 

control. Por otra parte, las ratas HP tratadas con etanol por vía intragástrica presenta 

una disminución del pico de actividad de la TK, que correlaciona con una disminución 

en la actividad mitótica (Figura l y Tabla 1). Cuando se administró el etanol por vía 

intraperitoneal, se presenta el pico de actividad disminuido y desplazado hacia las 36 

horas de regeneración en lugar de las 24 hrs que son lo normal; lo cual correlaciona con 



la disminución y desplazamiento temporal en la actividad mitótica de los hígados, en 

comparación con el grupo HP (Figura 1yTabla1). Sin embargo, Ja actividad de TK y el 

índice mitótico en este grupo es mayor que el que presentó el grupo que recibió el etanol 

por vía intragástrica. Nuestros datos demuestran que, dependiendo del tiempo y la ruta 

de administración del etanol, se ven afectados diferencialmente los parámetros de 

regeneración, lo cual no había sido reportado previamente. 

En lo que respecta a la función del hígado en estado proliferativo, los metabolitos 

hepáticos son buenos indicadores de los efectos deletéreos del etanol, sobre todo si éste 

es administrado por diferentes rutas (intragástrica e intraperitoneal). Los resultados 

indican que se podría diferenciar el tipo de daño al hígado dependiendo de la ruta de 

administración ya que se supondría que el etanol administrado if!traperitonealmente 
·~~. 

debe producir mayor daño a las funciones hepáticas que aquel administrado por vía 

intragástrica. 

Se ha reportado una relación entre la disminución de los niveles séricos de 

albúmina con disminución de los niveles de ATP en el hígado dañado (Jikko y cols. 

1984). Los resultados señalan que el grupo HP no manifiesta un decremento 
• 

significativo en los niveles séricos de albúmina, mientras que esta proteína disminuye 

por la presencia del etanol. Sin embargo, esta disminución en la concentración de 

albúmina sérica cuando el etanol se administró por vía intraperitoneal, retorna a niveles 

normales al final de la regeneración. En contraste, cuando el etanol es administrado por 

vía intragástrica, Jos niveles de albúmina no se recuperan durante todo el proceso 

regenerativo, manteniéndose siempre por debajo del grupo HP y control (Tabla 2). 

Los cambios en los niveles séricos de bilirrubina en todos los grupos estudiados 

fueron más variables y por ello su análisis e interpretación se dificultan, ya que el 

patrón de concentración temporal es muy variable entre grupos. Sin embargo, las 

concentraciones de bilirrubina en el grupo HP con o sin etanol (independientemente de 

la vía de administración), mostraron un patrón de comportamiento de concentración de 

bilirrubina distinto del grupo control, lo cual indica un compromiso metabólico 

importante del hígado por el proceso regenerativo (Tabla 2). 

Se ha demostrado que la administración aguda de etanol inmediatamente 

después a la HP, aumenta los niveles séricos de glucosa y triacilglicéridos (Gutiérrez 

Salinas y cols. 1996}. Los resultados demuestran que la dosis administrada de etanol, 

independientemente de la ruta y a diversos tiempos posteriores de HP, produce un 

efecto semejante en relación con los niveles de glucosa (Figura 3); esto es, los niveles de 



este metabolito sérico se mantienen por debajo del grupo control en todos los grupos HP 

con etanol (independientemente de la vía de administración) o sin él. 

Los niveles séricos de triacilglicéridos son un reflejo de su utilización y/o 

producción en diversos tejidos, no solamente en el hígado. Es por ello que pueden 

tomarse como un índice general de la homeostasis del sujeto y no únicamente como 

reflejo de daño al hígado; si bien, este órgano es uno de los principales que los regulan 

(Hemández Muñoz y cols. 1978). 

Se ha reportado que el incremento en los niveles de triacilglicéridos en suero es 

una característica constante del avance de la proliferación hepática, que recientemente 

se ha atribuído al íncremento de la permeabilidad del hígado para los lípidos (Morsiani 

y cols. 1995). Nuestr9s datos muestran que en el grupo HP se observan gotas de grasa en 

el hígado (esteatosis) y movilización de grasa neutra (triacilglicéridos; 

hipertriacilgliceridemia) en el suero, la cual fue reducida fuertemente por la 

administración intragástrica de etanol. Por otra parte, la administración intraperitoneal 

de etanol no modifica significativamente la esteatosis hepática o ia 

bipertriacilgliceridemia (Tablas l y 3). • 
Los efectos deletéreos del etanol sobre la regeneración hepática dependen de la 

ruta de administración. En este contexto, se ve que la administración del etanol por vía 

intragástrica da una mayor inhibición de !a regeneración hepática inducida por HP. 

Todos estos cambios en los metabolitos séricos pueden ser un reflejo de los efectos 

adversos que el elanoi produce en ia función del hígado y consecuentemente, en los 

ajustes metabólicos que están involucrados en la síntesis de DNA. 

La liberación de enzimas mitocondriales por el hígado se considera una evidencia 

fuerte de necrosis hepática y se ha asociado con formas específicas de enfermedad 

hepática (Frederiks y cols. 1984). Los niveles de OTC y GDH en plasma se han 

relacionado con Yarias patologías hepáticas y se usan como marcadores de daño 

mitocondrial en el hígado (Van Waes y Lieber 1977). En el caso de daño agudo al 

hígado, varias enzimas (ejem. LDH, AL T) se han encontrado que presentan un pico de 

actividad en forma simultánea, que no correlaciona con el pico en suero de las enzimas 

mitocondriales específicas (OTC y GDH) (Menache y cols 1980). 

El incremento en el patrón en la actividad en suero de la LDH, AL T y OTC 

después de una HP en la rata ha sido reportado previamente (Sekas y cols. 1979). El 

incremento en suero de la actividad de estas enzimas durante el comienzo de la 

proliferación se ha relacionado a necrosis celular o aumento en la permeabilidad de la 



membrana. Por lo tanto, durante la regeneración hepática inducida por HP, se ha 

concluido que la liberación de estas enzimas se relaciona con daño celular o alteración 

en la permeabilidad, que probablemente involucra un aumento en la síntesis y 

liberación de las enzimas (Menache y cols 1980). Por otra parte, al utilizar otro modelo 

de regeneración hepática, en el que se administra tetracloruro de carbono, existe un 

incremento de los niveles séricos de estas enzimas lo que sugiere que la regeneración 

hepática se asocia con daño celular (Dinman y Bernstein 1968). 

Los resultados apoyan el hecho de que la HP induce una elevación de enzimas en 

suero que no se relacionan con necrosis hepatocelular y nuestros datos demuestran ias 

primeras evidencias de que el proceso de regeneración hepática se acompaña de una 

liberación selectiva de enzimas, sobre todo, de predominio mitocondrial (estas tienen 

una elevación de 30 veces sobre el control, tal como la OTC, mientras que las de 

localización citosolica apenas se incrementan el doble sobre el control, tal como la LDH; 

esto ocurre a las 24 horas de regeneración) (Figuras 3 y 4). También se encontró una 

disminución en la actividad sérica de las enzimas LDH, AL T, y AST (citosolicas) 

(Figura 3), así como la GDH (mitocondrial)(Figura 4), las cuales.se ven en relación con 

el progreso de la regeneración. Por otra parte, la OTC en suero deciina un poco más 

lentamente durante el periodo de regeneración (Figura 4). 

Es evidente que el etanol por sí solo no es un inductor constante de destrucción 

del hepatocito, sino que aparentemente incrementa la vulnerabilidad del hígado (Dugay 

y cols. 1982, Lieher y Rubín 1968). Nuestros datos señalan que el etanoi, 

independientemente de la ruta de administración, no produce la esperada elevación de 

las enzimas séricas provenientes del hígado, como productos del daño hepático que ya 

babia sido reportada con la administración de tetracloruro de carbono (Dinman y 

Bernstein 1968). Sino al contrario, tienden a presentar una disminución brusca en la 

actividad sérica de estas mismas enzimas que se han considerado marcadoras de daño 

hepático. Todo lo anterior es aplicable a todas las enzimas determinadas, con excepción 

de la AST, que no es afectada por la presencia del etanol. Estos datos sugieren que 

existe una liberación selectiva de enzimas al principio de la regeneración hepática, que 

probablemente influya en el progreso de la proliferación celular. Esto es apoyado por el 

hecho de que el etanol es un potente inhibidor de la regeneración hepática. En nuestro 

estudio, existe una disminución de forma abrupta en la actividad específica en suero en 

animales sujetos a hepatectomía parcial, indicando que la necrosis hepatocelular no está 

involucrada en este proceso (Figuras 3 y 4, y Tabla 1). 



En conclusión, las ratas que se les realizó HP y recibieron una dosis baja de 

etanol, mostraron una inhibición constante de la respuesta normal de la regeneración 

hepática inducida por la remoción quirúrgica de la masa hepática, lo cual es 

dependiente del tiempo y de la ruta de administración. La administración intragástrica 

de etanol produce más efectos deletéreos en la regeneración hepática qne la ruta 

intraperitoneal y probablemente este efecto este relacionado a las diferencias en el 

catabolismo hepático del etanol durante la regeneración hepática, el cual varía acorde a 

la ruta de administración (Morales-González y cols. 1998). Por último, el presente 

estudio da las primeras evidencias de una liberación selectiva de enzimas por el hígado 

que probablemente estén involucradas en el proceso de regeneración hepática y que son 

posibles "blancos" de los efectos adversos del etanol, ocasionando inhibición del proceso 

proliferativo. 

• 
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Morphological and Biochemical Effects of a 
Low Ethanol Dose on Rat 

Liver Regeneration 
Role of Route and Timing of Administration 

JOSÉ A. MORALES-GONZÁLEZ. MD, JOSÉ GUTIÉRREZ-SALINAS, MD, LUCIA YÁÑEZ, 
CARLOS VILLAGÓMEZ-RICO, MD. JESÚS BADILLO-ROMERO, MD, 

and ROLANDO HERNANDEZ-MUNOZ. MD. PhD 

We have demonstrated that 1n rats subjected to part1al hepatectomy (PH), the regenerating 
liver had an enhance<l metabo!ism of ethano!. which largely depended on the roure and 
timing of ethanol administration. Therefore. the intluence of the administration route and 
timing for ethanoí-induced deleterious effects on the regenerattng rat live¡, was evaluated in 
animals subjected tü 70".'o PH. Remnant liver showed moderare fatty infiltration. extended 
disrortion of hepatocel!ular structure. and high mllotic index. Intragastric ethanol adminis· 
tration ( 1.5 g/kg body weight) considerably reduced the PH-induced changes in liver struc· 
tures. Ethanol treatment also decreased liver thvmidine kinase activ1tv. serum albumin, and 
glucose ievels. lntraperitoneal administration or"the same ethanol dos~ to PH rats promoted 
lesser alterations on liver regeneration. lndependently of its administration route, ethanol 
abruptly shortened a PH-induced selective increase in serum enzyme activities. These data 
suggest that the intübitory effect of a iow <lose o[ dhanoi on PH-induced liver regeneration 
is dependent on the tim1ng and route of administration. 

KEY WORDS: ,i!cohol: hcpatectomy; livcr tuncrion: !ivcr cnzymc rdi.:a:.c. thym1Jine kina~c acuv1ty; m1tot1c m<lcx. 

Liver regeneration after partial hepatectomy (PH) in 
the rat has been w1ddy employed as Jll expenmentai 
n1odel to -.;tuJy m.immalian cell proliferation ( 1 ). 
Norn1al !Iver regeneration ..1.fter PH is a process Je­
pendent on protein (2. 3) ami RNA <ynthesis (3). 
~nhanccd mitochonJrial re,piration ( .+ ). Jnd the rate 
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of ATP formation (5). These processes for metabolic 
aJju~trnent to drive hver regeneration are readily 
,dtered by acute or chronic cthanol adm:nistration in 

tht.: rat ( ó )_ [t is well kno\vn that a singie intragastric 
J.dministration of ethano! (ranging from 3 to 8 g¡kg of 
body we1ght) is capable of inhtbiting PH-induced liver 
regt:ncratron (7). 
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fndeed. a high ethanol Jose (S g¡kg body M) ad­
m1nistered intragastrically ro rats suhjected to PH 
promotes a reliable inhih1t1on of DNA synthe~is (a!-i 
as.-,ess~d by in i·ivo :ncorporation of radiolabeled thy­
muJine 1nto nuclear D~A) and recove11· of the liver 
mass i 7). Furtherrnore. acute ~thanol administratton 
hy ga~tric intubation. 4 hr uftcr PH. sign1ficantly in­
hibited the activlty of ornnhine decarboxy!ase, ~·hich 
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seems to be deeply involved in DNA synthesis (8). 
Lower ethanol dosage (3 g!kg body wt), administered 
l hr before PH also inhibited RNA and protein 
synthesis. These data suggest that the inhibitory effect 
of ethanol depends, at least in part, on the time of 
ethanol treatment after PH (9). 

Recently. it has been shown that ethanol given to 
rats undergoing PH strongly decreases liver thymidy­
late synthase and thym1dine kinase activities by re­
pressing their expression at mR."IA leve!. These eth­
anol-induced eífects, which can be deeply involved in 
the inhibitory eífect of ethanol on PH-induced liver 
regeneration, were achieved with low ethanol doses 
administered intraperitoneally ( 10). Therefore, the 
magnitude of the ethanol_-induced inhibition on liver 
regeneration seems to be closely related to its pres­
ence in the bloodstream ( l l ). 

In this context. we have recently reported a phar­
macok1netic analysis, comparing lntragastric and in­
traperitoneal administration of a low ethanol dose 
(1.5 g;kg body wt) to rats subjected to PH. The data 
indicate that the regenerating !iver has enhaJ1ced 
ethanol metabolism, particularly in the first 24 hr 
at'ter surgery ( L?.). These data also stressed the im­
portance of the route and timing of ethano1 adminis­
tration to PH animals. for catabülizing ethanol by the 
proliferating liver. Hence. it can be assumed that the 
route and tíming of ethanol administration, could 
have a major influence on the appearance of the 
deleterious effects of this hepatotoxin in the regener­
ative process after PH in the rat. 

Therefore. the present study v.'as aimed at compar­
íng the liver morphological and metabolic etfects of a 
single low dose of ethanol when administered to rats 
-;ubjected to PH by two diíferent routes: 1ntragastri­
cally anJ intraperitoneally. The data suggest that in­

tragastnc admintstranon of ethano! results in a more 
pronounced tnhibition of the PH-mduced liver prolif­
erat1on. This etft."ct of 1ntragas[nc ethanol on !iver 
regeneration does not ~t.:l..'.m ro be related to hepato­
cellular necrosis. but rather to a deficient metabolic 
adjustment of the regenerat1ng liver in the presence 
of ethanoL 

.\<t\TERIALS .~'íD \IETHODS 

Materiais. ['HiThyrriíJ1n.:: (~pc1.:1!'i1.: a1.:uvlry ~ Ci/mmol) 
was purcha.-,ed from .--\mersh.im Curp. LA.rlington Height.-,. 
Illinots ). and i;nzvmes and coc!U\·mt.''> \l. ere from Si!Z:ma 
Chem1cal Co. (St.. Lou1s. \11.-,:-.oun.J. C)thcr chemicals ;ere 
obta1ncd from .\tk:rck ( \i1erck de \!exrco. 5 .A.). 

Animal Treatments. \!tale Wist;.i.r rJt\ (230-2-:'0 gl wcre 
hou.-,ed under a t2-hr !ight-dark -.:de 1nd allowed con-
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sumption of a standard rat peliet chow and water ad libttum 
befare treatment. Ali manipuJations were made according 
to our Institutional Guide far Animal Experimentation 
(National University of Mexico}. 

Partial hepatectomy (PH: removal of 70% of liver mass) 
was performed according to rhe technique reported by 
Higgins and Anderson (13), under light diethyi ether anes~ 
thesia. As controls. sham-operated rats were subjected to 
!aparotomy without tissue removal. 

After surgery. animals were grouped as follows: (A) 
sham-operated rats recerving rntragastnc or intraperitoneal 
adm1nistration of saline solution (0.9% NaCl); (8) sham~ 
operated animals rece1ving either, intragastnc or intraperi­
toneal ethanol administrat1on ( 1.5 g!kg of body we1ght, as a 
40% V/V. solution in water); (C) rats subjected to PH re­
ce1ving sa!ine solution by either adm1nistration route (con­
trol of PH); (D) PH anirnals with a single intragastnc 
ethanol administration (L5 g.ikg of body weight); and {E} 
rats subjected to PH and treated w1th the same dose of 
ethanol, but through the intraperitoneal route. 

Ethanol was admin1stered at O. 12. 24, 36 . .+8, 72. and 96 
hr after PH. and animals were killed by decapitation 8 hr 
thereafter (when blood ethanol level was no !onger detect­
able). under general anesthesia with sodium pentobarbital 
(40 mgtkg body wt) (12). 

Serum and Liver Samples: Whole blood was coHected 
and centrifuged ar 850g for 15 min. The serum was then 
separated and kepirlrozen ar - íOºC until use. Liver samp!es 
were removed for histological assessment and subcelluiar 
fracuonation. The cy1osolic fraction was ohtained by differ­
enttal centrifugation. and the purity of the fraction wa~ 
evaluatcd with markcr enzyrne activities (14). The ... -ytosohc 
fraction was frozen at - 70ºC until use. For hl.stopatholog­
ical analysis. liver samples were treated as described below. 

Liver Histology. Hepatlc samples from each group were 
used for light microscopy. Samples were fu:ed with formal­
dchyde (lOC::C in isotonic solution). ernbedded in wax. and 
srained \\-·ith hematoxylin-eosrn. Biopsy specimens werc 
ceded and read blindly ..,..1thout knowledge of the other Jara 
by independent observers at two ditfcrent !ahoratorie~ 
(C.V.R. and J.B.R.). Critena for the analysis of morpho­
log1cai <l.bnormalities were the -;ame as those reported hy 
Niemcla et al ( 15): fatty infiltration ( ...... mild: + -1-. mnder­
ate. +-.- +. severe: and ~ + .... - . very severe ): tnftammation 
( +. zonal localizaHon. focal inftammatory cel!s: ..:... ...... mod­
era te. not rcsrnctcd to one zonc of thc J.cinus: ................ 
ditfu~c): and hepdtoccllular J::-.organ1zat1on ( .... l'>l~!.u~d 
foc1 1n lone 3 ot the !iver ac1nus: .,. ....... more w1de'>prcad. 1nJ 
+ + ""t'". definitively d1ffused in the h~patic acin1 ). In alid1tion. 
the mitotic index uf hepato0tes was countcd as dcscnbed 
below. 

Serum Enzyme . .\.ssay. The fo!low1ng <ierum enz:,-rncs 
were assayed accord1ng to ".itandard techniques and J.Ctiv1-
ties J..re reponed 1n 1nternar1onal units per hter. :\lanine 
aminotran~ferase (,.\L T. EC 2.6.1.2) acnvuy was deter­
rn1ned according to Horder and ReJ \ 16), and that of 
aspartate aminotransferase (.'"'-ST. EC 2.6. l. l) as descnbed 
by Hernández~Yluñoz et al { ~ 7). lactate dehydrogenase 
(LDH, EC l.Ll.27) J.ccordrng to Vassault (18). omtthlnc 
carbamyltransferase t OCT. EC 2.1.3.3) J.ccording to Cen­
ottl {19). and glutamate dehydrogenase (GDH. EC l-+.1.-+) 
.iccording to E!lis and Go!dberg (20). 



EFFECT OF LOW ETHANOL !N L!VER REGENERATION 

o 
o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

TIME (h) 

Fig l. Effect of ethano\ upon thymidine k1nase (TI<) activity dunng 
hcpa.t1c rcgeneration. TK was determ1ned tn the cytoso!ic fracuon 
by a radiometnc mcthod. Each pornt is the mean ::: SE!l-1 far ~-6 
mdcpendcnt cxpenments. Sham: npen circ!es: PH doscd c1rdes: 
IG. (1pen tnangies; IP: dosed tnangies. 

Serum Metabolites .,\ssays. Serum concentranons o{ glu­
cose. tnacvtglvcerols. btlirubin. and albumin were measured 
1n total ~eñi'iri: us1ng kit assays from Sigma D1agnostics Co .. 
( St. Lou1s. Mi~~ouri). 

Parameters of Liver Regener.ition. Tne rate of !iver re­
gcnerat1on was estlmated through two approaches: deter­
mination of th~m1dine klnase (TK; EC 2.7.L21) activíry in 
tht: 1..-ytosoUc fraction and by the mitotic index. Cytoso\ic TK 
activ1tv was determined according to Sauer and Wilmanns 
(21 ). ~nd expressed as nanomoles of formed [3H]dTMP per 
minute per milligram of protein. Protein was detennined 
.11.:corJ1ng to Lowry et al (22), us1ng bovine serum albumin 
as "tandard. \.fitotic 1ndex was assessed w1th an opticaI 
m1croscopc { Olympus, CH-30} taking into .lCCount rhe 
number of mitoüc cel\s 1n 10 microscopic fie\ds w1th a ..mx 
oby.:cnve. Mitotic 1ndex 1s 1mJícated as fo!lows: - . 1-3 
m1tot1c cc!ls. - - . 4-7 mnotic ccHs: and + + - . > 7 mirouc 
i..:c!Js 

Statisticai .\naly5is. Statistically sign1ficant ditferences 
.1mong g.fl}Up~ wcre ..i:-.scssed byvanance anaiy:-.is (A1\IOV'A) 
,1nJ StuJi.:nr's ! tc">t. \\ ht::n; P < 0.05 1ndicated '>tgn1ficance. 

RESt:LTS 

The increase in DNA synthesis started 12 hr after 
PH 'iurgery. J~ a:-.sessed by TK act1vity. and reache<l 
its pc:ik Jt 2-l hr ,1fter PH. followed by d lower TK 
L1ct1\1ty peak at .+8 hr after PH, declining significant!y 
thereafter (Figure 1 ). TK activity was significantly 
increaseJ in the PH group as compared to sham­
opcratcd animals at 14 hr (6.59 vs 0.32 nmol 
[ 'H]dT\1P mm. mg: P < 0.001) and after -!8 hr (2.29 
vs ü.32: P < 0.001 ). The effects a 'iingle 1ntragastric or 
1nt;-aperitoneal ethanol dose on the activ1ty of c-yto­
'iüiic TK Jur1ng liver regeneration are shown in Fig-

ure 1. Intragastric ethanol administration almost sup­
pressed the PH-induced peak of TK activity at 24 hr 
after surgery (more than 80% inhibition). The strik­
ing enhancement of TI<. induced by PH, was not 
found in this experimental group at any of the times 
tested after surgery (Figure 1). The intraperitoneal 
et..'1ano! administration to PH rats reduced TK activiry 
up to 27% of the value found in the PH group not 
receiving the hepatotoxin (24 hr after surgery); a 
significant later peak (more than seven fold over the 
sham-operated group) was noted in PH animals given 
ethanol by the intraperitoneal route (36-44 hr after 
PH; Figure l). Hence, results with intragastric versus 
intraperitoneal ethanol administration to rats sub­
jected to PH showed significant dilferences regarding 
cytosolic TK activity at 12. 24. 36, and 72 hr. Acute 
ethanol administration resulted in a significan! and 
persistent reduction of TK activity, regardless of the 
administration route (Figure l ). 

The results provided by the m1totic index were 
similar. Figure 2 shows liver micrographs of control 
rats (Figure 2A) and PH anirrrals .:i8-54 hr afrer 
5urgery with slight fatty infittration and abundant 
mitotic 1mages (Figure 2S., Ethanol administered by 
intragastric route (Figure 2C), did not induce fatty 
changes. but the rate of cdl mitosis was readily de­
pressed by the hepatotoxin. The same pattern was 
achieved when ethanol was admimstered by the in­
traperitoneal route (Figure 20 ). 

Table t shows the consensus of histological inter­
pretations of the coded sequential liver biopsy speci­
mens by t'.vo independent observers vf the liver scruc­
rural changes induced by the PH and ethanol 
administration. As suggested by the micrographs. 
liver cell mitosis started at 24 hr. peaked -!8 hr after 
PH. and returned thereafter to the range found in 
sham-operated rats. When intragastnc ethanol wa:-. 
adm1nistered, mitotic 1mages were practically abol~ 
ishcd during the first 48 hr after PH: however. at later 
times of liver rcgentration ( 72-96 hr), cthanol \\a.., 
unable to modify the late mitot1c rates (Table 1 ). 
fnterestingly. when ethanoi treatment was appli~d 
rhrough the 1ntraperitoneal route, irs ddverse effect 
on the mitot1c index was !o\\-'er as compared to the 
íntragastric route. i~n unexpcctcd ..1ppearance of l..ite 
mitotic images (at 96 hr after surgery) '-'"'ªS tOund in 
this group. when compared to both PH alone and PH 
plus intragastric ethanol administratton (Table l ). 

The PH-induced fatty liver began at 12-::'-l hr after 
surgery and reached its maximal amGunt around 7'2 hr 
after PH \Table l ). The intragastnc ethanol a<.lmin­
istration at different times after ~urgery induced u.n 
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Fig 2. H1:-.tt1logu:a! ,¡;,-.c-.:-mcnt 11t pan1Jl hcp.1t..:ctunHLcJ r..1l'> rrc<1ted i.:th..inol. L1vcr micrograph., tron1 control rat~ (A.1; partiaJ 
hcpatcctomizcd rab ( B). ,_¡nJ tho"c lrom PH Jnm1:ii'- n;cc:\ 1ng rntraga:--trü.: ( C): nr 1ntrapentoneai '. D l cth.inu! ,1Jmmistration. 
Thc arrnws inliicatc thc mltnt!C im.igi.:-, ,rnJ .irro~hc.t<l\ Jcnotc tatty 1ntiltrat1on. 
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Fig 2. Cunt1nued. 
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TABLE l. H1STO?ATI!OLOGlCAL CHANGES IÑUGCED BY PARTIAL HEPATECTOMY Ai"ill ETHAi'IOL 

TREATME..'f!' IN LIVER CELLS* 

Group 

PH 

PH - EtOH-IG 

PH + EtOH-IP 

Time (hr} 

o 
12 
:!.4 
36 
.¡g 

" ,_ 
96 
o 

12 
24 
36 
.¡g 
7'2 
% 
o 

l2 

Fatty change 

o 

o 

+ 

-.--1-+ 
++ 

24 ...__ ---
36 
.¡g 
7'2 
96 

++ 

lnfiammation 

o 
o 
o 
o 
+ 
o 
o 

-t-/+-r 
+!++ 

o 
o 
o 
o 
o 
T 

+/++ 
o 
o 
o 
o 
o 

Hepatocellular 
disorganzzation 

o 
++/-...,-+ 

+ 
+!+_..... 
-t-/-+ 
+-1+-

o 
T 

+ 
+¡++ 

o 
+/++ 

+ 
+ 

+i-r+ 
++¡+..;...+ 

-/+-i-

+ 
+ 
+ 

\1itonc 1ndex 

o 
o 

- .. --r 
+1+..1... 

- +-/-<---

T 

o 
o 
o 

o 
o 

* Histopatholog1cal parameters were evaluatcd as dcscnbed tn Matenals and Mcthods. For fatty chJnge. 
hcp.i.tocdlular disorgan1zat1on and mfiammauon: - - +. strong; + +. moaeratc. +. miid: O. ab'>cnt. 
Assc~mcnt of the m1tot1c index is descnbed 1n \1atenals and McthQds . 

earlit:r accumulation. but of smaller magnitude, of 
neutral fat in the tiver of these ammals: ethanol 
administered by the intraperitoneal route produced 
the same earlier fatty liver, but at a similar magnitude 
to that shown by !he group of rats undergoing PH 
without ethanol treatment (Table 1). lnftammation 
was practically absent in tivers from animals subjected 
to PH: however. ethanoi administration by either 
route elic1ted an earty moderate inftammation, which 
was confined to the first 12 hr after surgery (Table l). 
Finally. the hepatocellular disorgamzation (necros1s­
hke images'') was very prominent in animals sub­
jected to PH during the first 72 hr of the regenerat1ve 
process and disappeared abruptly thereafter (Table 
l ). Ethanol administration bv both routes deeply 
modified this pattern. since a later times of liver 
regeneration. ethanol treatment readily blocked the 
PH-induced etfects of hepatocettular organization 
(Table l ). 

Table ~ shows the time course of changes in serum 
le;els of albumm and bilirubin. which reftect liver 
function integrity_ found in the experimental groups. 
. .\nimals subjected to PH. without ethanol treatment. 
prest:nted an initial decrease in the level of serum 
a\humin. which was rapidly normalized along with the 
proliferative process. However. when ethanol was in~ 
tragastrically adminístered to these PH rats. the se­
rum albumin content was hardly normalized at the 
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• 
postsurgery times tested (Table 2). A similar situation 
was found in the group treated w1th ethanol by the 
intraperitoneal route, but the serum albumin leve\ 
was not affected by ethanoi at later times after PH 
(72-96 hr: Table 2). 

Regarding bilirubin serum !evels in PH animals, an 
early increase of this metabolite ( 12-24 hr after sur­
gery) occurred but was rapidly normalized: this \vas 
fotlowed by an unexpected mcrease at the latest 
post-PH time tested (96 hr: Table 2). The intragastnc 
treatment with ethanol did not s1gnificantly modify 
the PH-induced changes in bilirubin serum levds. but 
intraperitoneal administration of ethanol actualty en­
hanced the second serum bllirubm peak. found m PH 
rats (Table 2). 

The time course of modificarion~ of othcr '>erum 
metabolites, which depend on tiver metabuiism, 
namely glucose :ind tr1acylgiycerols, werc J.lso mea­
sured in the experimental groups (Table 3). Partial 
liver removal induced a -¡:u:sta1ned dim1nutinn of se­
rum glucose. which lasted up to 48 hr after surgery 
followed by a normal givcemia at more advanced 
stages of liver regeneration. When ethanol was ad­
ministered by either intr:lgastric or intraperironeal 
routes, the lower g!uco~e !evels persi~ted at later 
times after surgery (Table 3 ). The time course of 
triacylglycerol serum levels in PH rats resulted in a 
mirror image of the fatty infiltration found m the liver 



EFFECT OF LOW ETHANOL IN L!VER REGENERATION 

TABLE 2. EFFECTS OF HP A.."l'fil RoUTES OF ETHANOL ADMINISTRATION ON SERUM 
Ai.sUMIN A:.'\'D BILIRUBrN'" 

Time PH+ 
.'vfetabolite (hr¡ PH EtOH-lG PH + EtOH-lP 

o 4.50 :: 0.27 4.01 :: 0.19 4.12:: 0.35 
12 3.98 = 0.15" 3.20 == 0.34"b 3.25 ::: 0.25ªb 

Alburnm (4.76 = 0.19 gidl) 

24 4.11 ± 0.34 3.89 = 0.38' 3.68::: 0.35ª 
36 4.17 = 0.27 3.72 = 0.24" 3.51 = 0.25" 
48 4.20 = 0.25 3.81 ± 0.15ª 3.75 :!: 0.32ª 
72 4.14 == 0.1:! 3.04 ± 0.35"b 3.98 = 0.29' 
96 4.33 = 0.18 3.69 :::: 0.25ªb 4.43 !: 0.14c 
o 0.45 = 0.02 0.46 = 0.06b 0.36 = 0.01 •b 

12 0.72::: 0.04ª 0.91 = 0.08' 0.65 .:!:; o.o7ac 
Bilirubin (0.42 = 0.005 mgidl) 

24 0.72 = 0.05' 0.65 ± 0.08" 0.47 = 0.03"' 
36 0.44 = 0.08 0.58 :t 0.04ª 0.48 = 0.01 '' 
48 0.43 ::: 0.02 0.34 ± 0.03ªb 0.43 = 0.04 
72 0.29 = 0.04' 0.24::: 0.04ª 0.75 = 0.01'"' 
96 0.84 = 0.08' 0.64::: O.Olªb 0.44 ::: 0.02bc 

" Metabolites were detennined in serum according to Matena1s and Methods. Results are expressed as the 
mean ±: SEM for 4-6 1ndependent experiments. In parentheses are denoted ~ham group (0-96 hr) values 
far each metabolite. PH: part1al hepatectomy; EtOH: ethanol: IG: 1ntragastnc adrrunistration; IP· 
mtraperitoneal administratron. The statistrcal stgnificance w;u, as follows: ª. P < 0.05 vs rhe sham group~ 
", p < 0.05 VS the hepatectomízed group. and ". p < Ü.Ü5 \'S hepatectom1zed -:- fQ ethaool group. 

of the same animals (Table 1): fatty liver was accom­
panied by lower triacylglycerol serum levels and vice 
versa (Table 3). The same pattern was found in PH 
rats receiving ethanol by the intragastric route, but 
there was an initial drop in the serum amount of 
triacylglycerols (first 8 hr after PH), followed by a 
sustained increase in the mobilization of neutral fat. 
When intraperitoneal ethanol was administered, 
drastic elevations of triacylglycerols were observed in 
both 36- and 72-hr post-PH groups. Independently of 
its adm1n1stration route, ethanol promoted a more 
pronounced decrease of serum glucose leve! and a 
more marked enhancement of circulating triacylgiyc­
erois in PH animais (Table 3). 

To correiate the PH-induced changes in liver struc­
ture with possible liver damage after surgery, besides 
the assessment of liver function, we also determmed 
the serum activities of marker cytosolic enzymes, such 
as WH, AL T, and AST, and of those marker liver 
enzymes located in mitochondria ( OCT and GDH) in 
the experimental groups. Serum activities of AL T, 
AST, LDH, OCT, and GDH, as a function of time 
after surgery and of ethanol treatment, are depicted 
in Figures 3 and 4. Shortly after liver resection, an 
elevation of enzyme activities was noted. but the 
magnitude of this PH-induced effect differed accord­
ing to the enzyme tested. The activities of cytosolic 
enzymes, namely AL T and LDH. significant!y m-

T.\BLE 3. EFFEcrs OF HP A.\fD RüLTES oF ErHANOL A.DMINISTRATION oN SERLM Gu_,(O'>E \"-D TRIACYLGLYCEROLS"' 

,Wetabolite Tune thr) PH PH ~ EtOH-IG PH ~ E!OH-IP 

G!ucose ( l 02 23 ::: 3.4 rng.·dl) o 110.0 = 4.5 69 73 = 3.::!"º 63 44 = 4.J"b 
12 56.89 = 3.8ª 64.99 = O.o.i 62.75 = 5.2" 
24 82.93 = 1.7 .. 7448-::62' 78.10 = 3 4• 
36 72.93 = J.2·' 72.75 = .2.9 .. 73.96 = 5.4' 
48 66.89 =s.:: -1.9.31 ::: -+-6.ib 64 48 = 3.9ª<:" 
72 92.06 = 3 i 69.31 .:::3 l"¡., 74.13 ::: 5.0ªb 
96 100..S = .i 6 49 65 = 0.9""' .+6.55 = 1.4ªº 

Tnacyigl!ci.:rols (56.90 = 3.7 mg.·d!J o 59.33.:::5..J. 36.JQ:::J_-;• 58.5 = 2.5b" 
12 79A9 ::: 2.7" 6150=46º 67.3::: .t..3 
24 92.05 = 3.5" 46.86 = '8º 70.2 = 2.7ª'pe 
36 36.82 =-tiª 67.78-= 5 .2"' l 13.8 :': 5.3ªtx; 
48 93.7:: = 3 9" 58.Sí =-+ :'r. 82.8 = 4.9ª" 
72 J6.S6 .:: 5.3ª 79.07 ::: 2. 7 oh 157 .3 ::: 2.8ªt>c 
G6 37.65 = ::.5ª 62.76 = ' -e , _ _) 62.7 = 2.6° 

"' \.1etahnlit~s are expres..~d as the mean ::: !>E~ for at least ~our :ndependent observat1ons. Cnntroi ,,a]ues trom the pooled 
~ham g:roups (0-96 hr) are g1ven in parenthe~es. ,\bbreviatlons and -,tausucal significance as 1ndicated in Tatiie :::. 

D1gesnve D11emn und 'lciences, Vol ./4. So. :u rOcwher {999) 1969 
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Fig J. Spc..:1flc act1v1t1cs of ~rum .ilan1ne .l!ld J.:.partate am1notrans­
ferases (AL T and A.ST) and lactare dehydrogenase (LDH) dunng 
livcr regenerauon and ethanol mtnxicat1on. Each po1nt represents 
the mean ::. SEM of .+-6 1nd<::pendent ubservat1ons. arninotransfer­
ase; AL T: alanme aminotra.nsferase; WH: Lactare Dehydroge­
nase. Symbols as 1n Figure 1. 

creased after surgery. peaking at 12-24 hr (three- to 
sixfold over controls) and returned to normal values 
thereafter (Figure 3. middle and lower panels). 
whereas AST. an enzyme located in both the cytosolic 
and mitochondrial <ubcellular liver compartments, 
also showed a maximal serum activity peak at 12-24 
hr after surgery (sixfold over controls: Figure 3. upper 
panel). Ammals subiected to PH and rece1vmg etha­
nol by either intragastr1c or intraper1toneal routes did 
not show a modified PH-induced serum pattern of 
AST activity. but ethanol eliclted an unexpected low­
ering of AL T ac1iv1tv ( 43-46GC. as compared to the 
PH group). independently of its adminístration route 
during the whole pro!iferative period (Figure 3). The 
effects of the intragastric versus intraperitonea1 routes 
of ethanol admmistration on serum LDH activity 
during !iver regeneratlon are also shown in Figure 3 
(!ower panel). [n the case of intragastric ethano! 
treatrnent. two peaks of increased LDH activ1ty were 
noted at 12 and 36 hr followed by an abrupl drop m 
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Fig ~. Specrfic J.Ctivity of serum ··mitochondnal"" enzymes dunng 
tiver regenerat:nn and l!thano! 1ntoxicatron. Each point is the 
mean :: SEM of -\.-6 tndependent expenment~. GDH: glutam1e 
dehydrogenase: OTC· om1th1nc transcarbamoylasc. Symbols are as 
descnbed m Figure l legtnd. 

the serum LDH activity. On the other hand, intra­
peritoneal administration of ethanol to PH rats pro­
moted a striking suppression of the PH-induced pro­
file of serum LDH activity during th.e wh.ole 
replicative period (Figure 3. lower panel). The effect 
of ethanoi on PH-induced elevation of serum LDH 
was drastically modified depending on its route of 
administration. 

Figure.¡ shows the serum GDH and OCT activíties 
in the treated groups. The profile of activiues of these 
mitochondnal enzymes in serum from rats after PH 
was the same as that recorded far AL T. AST. and 
LDH (Figure 3), but the 1ncrease of serum :.ictivittcs 
for GDH and OCT was much higher ( lü-711 times 
over controls: Figure .\). Thts dramauc PH-mduced 
elevat1on of the !atter enzyme activities was greatly 
modified by ethanol administration: through the in­
tragastnc route, ethanol administration did signifi­
cantly decrease serum GDH activity. when admims­
tered to PH rats 2.¡ hr after surgery (Figure 4 ). In 
addition. intraperitoneal admimstrat!on of the same 
ethanol dose. readily retumed GDH activity to basal 
va!ues. when administered 48 hr after PH. Serum 
OCT activity was also dimin1shed car[ier by tntragas­
tric ethanol admmistration ro PH rats. whi!e ethanol 
administered by the intrapentoneal mute produced 

Oti;l'sH\I:' Q¡<;t"ases c1.ml Suer1v:'~ Vol -í-l Vo /(J f0cwber IO<N, 
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minor changes in the PH-induced elevation of serum 
OCT activity (Figure 4 ). 

DISCUSSION 

It is well known that acute ethano! treatment of 
animals subjected to PH readi!y reduces hepatic 
DNA synthesis, which characterizes liver regenera­
tion. Indeed, a single intragastric administration of a 
high dose of ethanol (5-8 g/kg/day) given immedi­
ately after surgery practically abolishes PH-induced 
DNA synthesis. but ethanol fails to produce inhibi­
tion of liver regeneration when administered 22 hr 
after PH (7). Lower dosage of éthanol (3 g/kg body 
wt. intragastrically) given to PH anima!s severely 
compromises RNA and protein syntheses;'and elicits 
inhibttion of sorne enzymes, such as omithine decar­
boxylase and tyrosine aminotransferase (8, 9). These 
data indicare that both ethanol dosage and postsÚr­
gical rime of administr::uion are determinants of its 
toxic effect on liver regenerat1on. 

In addition. recent evidence indicates that even 
lower doses of ethanol ( 1-l.5 g;kg body wt) through 
intraperitoneal administration strongly mhibit thy­
midy!ate synthase and thymidine kinase activities in 
the remnant liver of rats subjected to 70% PH (10). 
These enzyme activitics. which are rate~limiting 

steps in the DNA synthesis. decrease due to iower 
protein levels by repressing the expression at the 
mRNA level. In a recent!y reported study on the 
pharmacokínetics of ethanol bioavailability in the 
PH-induced regenerating liver. 'Ne showed that eth­
ano\ management by the regenerating iiver iargely 
depends on the timing and administration route of 
ethanol in animals subjected to PH ( 12). evidencing 
a s1gnificant involvement of the route of adminis­
tration in the deleterious etfects of ethanol on the 
PH-induced liver regeneration. 

Since removal of :.1n important portion of liver mass 
sign1ticantly 1nftuences ethanol bioavailabiiity. it 
could be expectc:d that modifying the t1ming and 
route of administration of a lo\\< dose of ethanot ( L5 
kg body \l.t) to PH antmah will mtluence the adverse 
ctfects of thLs drug on liver regeneration. The present 
-;tudy was undertaken to explore whether a single low 
do-,e of ethanol. administered by t'.Vo diíferenr routes 
to PH rats. has dífferent effects on !iver regeneration 
as assessed by morphological and metaboiic parame~ 
ter<;. 

\.forphologically, the regenerating !íver pre~ented 
transient moderate fatty accumulation. minimal in­
ftammat1on. J.nd abundant rnitotic images. peaking at 

36-56 hr after surgery (Figure 2 and Table 1). Fur­
thennore, histological features showing hepatocellu­
lar disorganization, which could resemble necrosislike 
images were found. These early structural alterations 
are the subject of conflicting interpretations. Many 
authors have considered these morpho!ogical changes 
as evidence of cellular activity, iinked to the restora­
tion of the liver mass (23-25); however. early hepatic 
alterations have also been regarded as the resu!t of 
Jiver damage, mainly attributed to the surgicaJ proce­
dure or the food restriction of the eariy postoperative 
period (26, 27). The present data agree with the 
former interpretation, especially regarding the high 
mitotic index shown only in the PH group (Figure 2 
and Table l). Indeed. ethanol administration by both 
routes deeply modified this pattern. since at later 
times of liver regeneration. ethanol treatment readily 
blocked the PH-induced e!fects of hepatocellular or­
ganization (Table l). When ethanol was administered 
by the intragastric route, fatty infiitration was minimal 
at later times after PH. whereas inflammation was 
evidenced eariier; in addition, hepatic mitotic activity 
was readily decreased. This ethanol-induced effect 
was accompanied by sf!ght modifications in hepato­
celiular organization. as compared to the groups of 
PH animals rece1vmg only saline solunon. lnterest­
ingly. in the PH group treated wtth intraperitonea! 
ethanol, where higher blood ethanol concentrations 
are reached (12 ), fatty infiltration was similar to rats 
with PH only, and inflammation was less prominent 
as compared to those animals receiving ethanol, but 
through the inrragasrric route. Changes in hepatoce[­
lu!ar structure were earlier and more evident. An 
unexpected late increase of the mitotic index was 
found m this group, as compared with animals sub­
jected to PH and intragastric ethanol administration 
(Figure 2 and Table l). This striking difference m the 
magmtude of the ethanol-induced inhibition on liver 
regenerat1on. which was dependent on its route of 
aJn11111~tration. seems to be related to the matntc~ 

nance of liver function. rather than the blood ethanol 
leve!. and unre!ated to a possible liver damage. as 
discussed below. 

The rate of the mitotíc index correlated with the 
TK activity. a reliabie parameter of cellular prolifer­
ation (Figure 1). This enzyme participates signifi­
cantly in the pyrimidine salva ge pathway. catalyzing 
the phosphorylation of thymidine to thymidylate. lts 
activity has been reported to increase in the prolifer­
J.t1ve phase of eukaryotic cells. inciuding regenerating 
liver at"ter PH (28). In the present study. animals 
subjected to PH on!y increased their liver TK acttvity 
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up to 25 times over control ( at 24 hr after PH). This 
enzyme activity remained significantly higher com­
pared to sham-operated rats, during all postsurgical 
times tested. Treatment with intragastric ethanoi in 
these rats almost flattened the PH-induced TK peaks, 
wbich closely correlates with the slight presence of 
mitotic images in the liver from these animals (Fig­
ures l and 2). When the same ethanol dose was 
administered by the intraperitoneal route to PH ani­
mals. the decrease of TK activity was smaller, which 
could explain the late \iver mitosis found m this 
experimental group as compared to animals subjected 
to PH only and those additionaily receiving intragas­
tric ethanol administration. Depending on the timing 
and administration route, ethanol could promote liver 
regeneration to sorne extent. 1nstead of exerting its 
known inh1b1tory elfect on this process (Figures l and 
2. Table l ). This latter elfect of ethanol has not been 
reported previously. 

L1ver function. as assessed by serum leve!s of me­
taholites deeply involved with heparic metabolites, 
was a!so a target for the Jífferential effect of ethano! 
in relat1onshtp to its admin1stratlon route. A decrease 
in -;erurn a!hum1n levei ..:ould he related to diminished 
liver . .:\ TP leve Is. as occur-; in the injured !!ver (29). 
. .\lthough PH by 1tsdf Jid not s1gnificantly decrease 
the -;erum !evels of album1n. this serum protein 
read1ly dimmished in the presence of ethanol. How­
ever, when intraperitoneal ethanol was administered 
to PH rats. the decrease of serum albumin was less 
ev'dent and was unalfected by intraperitoneal ethanol 
administration at later post-PH times. remaining es­
"ent1aHy similar to those of sham-operated and only 
PH-animal' \T,1bk 2). Changes in 'erurn bilirubin 
'-Atre mGre vanahte. maklng 1t <lifficult to analyze the 
cthJno! c:tfc.:ct nn this parameter. 

.\i.:ute -:thanol ,HJminisrration to rats. immediately 
aftcr PfL ~tfccr1vely i.:nhances the magnitude and 
dur.1ti\_1n of thc Pf-l~tnJuceú drop of serum gtucose 
( _~tl'l. In the prt:"l..'.nt -.tudy. !o\vcr ethano! doses adm1n­
t'tcred at .... i.;\era! time" after PH produce<l the '.:'.lame 
..:!f.:ct-.;, lr..dependently of lts administration route (Ta­
hic ~~ ). 

_-\cuti::: crhanol treatm¡;:nt to 1ntact rats induces fatty 
\i\ ~r .iccompanied by an -;ncreased output of neutral 
fats {tn:.11..:lgíycero!s), which is not a process that 
follo\\5 fir-.,t~orúer kínetics. Therefore. 5erum levels of 
tr'. .. H.:yig1yccrols might not only retlect liver output. but 
el >Jlanct: bt.:t\veen production and utilizat1on of neu­
~f~!¡ fat ( ~; l }. Farty accumulauon 5eems to bt:: a con­
.... r,tnl t..:aturc l!PkcJ to the progress1on of liver prolif­
•.:r1r:P1L r~u;ntl~ ,lttrihuted toan increa~ed liver \vaU 
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permeability to lipids, resulting from a 10-fold in­
crease in the sinusoidal wall porosity of the regener­
ating liver (32). Our data show that PH-mduced fatty 
liver and mobilization of neutral fat, as assessed by 
serum triacylglycerols, was strongly reduced by intra­
gastric administrat1on of ethanoL even though !iver 
ethano! oxidation would promote the opposite elfect 
(31 ). On the other hand. the íntraperitoneal admin­
ístration of the same dose of ethanol did not signífi­
cantly modify either hepatic steatosis or hypertriglyc­
eridemia (Tables l and 3). 

The aforementioned agrees with the suggestion 
that the deleterious elfect of low ethanol administra­
tion primarily depends on its administration route. 
The intragastric ethanol treatment would be a more 
reliable inhibitor of PH-induced liver regeneration, 
probably associated with its adverse elfects on liver 
function and. consequently. on metabolic adjusrment, 
which enhances DNA synthesis by the regenerating 
tiver. 

Release of mitochondrial enzymes from the liver is 
considered to provide strong ev1dence for hepatic 
necrosis and has also been associated with specific 
forms of liver disease '33). Plasma OCT and GDH 
may iise markedly in var1ous forms of Iiver pathology, 
and their use as markers of mitochondrial liver Jam­
age has been advocated (34. 35). In the case of acure 
iiver injury, severa! enzymes (ie. LDH and ALT) 
reach peak activity simultaneously, but the disappear­
ance rate of specific mitochondrial enzymes (OCT 
and GDH) from plasma was. by rnmparison. slower 
than fer other enz:.¡me rested (36. 37). 

!ncreased serum parteros of LDH. AL T. and 
OCT activllies after 70"é PH in rats have been 
reported previously (38. 39). The increase of these 
serum enzyme activities during the onset of !iver 
proliferat1on could be related to cell necrosis or 
enhanced cell membrane permeabtlity lndeeLL it 
h.1s heen conctude<l that increa:...ed 'lerum actrvitie-.; 
of sorne enzymes after PH coulJ be Jue tn car!v 
release eithcr frorn damage<l cel!s or from ce!!-. with 
altered permeability. prohahiy \n\o-Í\i\ng cnhan'l:l.!0. 
synthesis and release of enzyme~ (3Y . .+O). In aJdi­
tion. 1n acute CCIJ.-induced hcpatotn.xicity, J.notht:r 
mo<lel for inducing liver protifcration. thc incrcase 
of serum enzymes \vas distinctly separab!t:! from 
prior elevations associated with acure tissue Jan1-
age. teading to the suggestion that liver regenera­
tion might be somehow assoc1ated with incre;,¡sed 
serum enzyme activity {-+ i ). 

Our results strong!y support the statement that 
PH-1nduced elevat1on of serum enzymes rs not re!ated 
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to hepatocellular necrosis and. to our knowledge, 
provide the first evidence that liver regeneration is 
accompanied by a selective release of enzymes, pre­
dominantly of mitochondrial location ( for instance, 
OCT activity was elevated almost 30-fold over con­
trol. as compared to LDH, which barely doubled over 
control activity at 24 hr after PH; Figures 3 and .+). 
While decay of serum activities of LDH, AST. and 
AL T (primarily cytoplasmic enzymes ), as well as 
GDH, was clearly in function of rhe progress of 
regeneration, serum OCT activity declined consis­
tently slower during the proliferative period (Figures 
3 and 4). 

Even if ethanol by 1tself does not constantly pro­
duce destruction of hepatocytes, it appears to in­
crease the vulnerability of liver cells to additional 
trauma, which can include the surgical removal of an 
importan! fraction of the liver mass ( 11, 42). How­
ever, under our experimental conditions, ethanol ad­
ministration by both routes to rats subjected to PH 
did not produce the expected extra elevation of liver 
enzymes, but rather prorr1oted an eariier biood en­
zyme clearance, when admmistered at variable times 
during the proliferative period. These findings sug­
gest that seiective liver enzyme reiease. due to PH in 
the rat is an event associated to the onset of hver 
regeneration. probabiy mfluencing the progress of the 
proliferative process. Tnis statement is supported by 
the fact that ethanol, proven to be a potent inhibitor 
of PH-induced liver regeneration in the present study, 
abruptly lowers liver-specific enzyme activ1ties in se­
n1m from animals subje(ted tu PH (Figures 3 and 4), 
indicating abo that hepatocellular necroSis is not 
readily involved in th1s phenomenon. 

In conclusion. rars un<lcrgoing PH J.nd rece1v1ng J. 

single low dose of ethanol showed a rdiable and 
constant inh1b1tion of the normal hepatic regenera­
tive response tn<luce<l by -;urg1cal rr.!moval of Hver 
mass. wh1ch vva~ '.'itrongry JepcnJent on t1n11ng dnd 
route of admin1~trat1on, The 1ntraga~tric adm1n1stra­
tion of ethanol was more delcterious than the inrra­
per1toneal route !n inhibit1ng the regenerative pro­
cess. an etfect probablv related to the differential 
hepatic ethanut catabolbrn of the regenerating liv;;,::r, 
wh1ch var1es according to the route of adm1nistration 
( 12). Furthermore. the present data provide rhe tir't 
evidence that a selectrve !iver enzyme release 1~ an 
event deeply involved in PH-induced iivt:r regenera­
tion. and a po~s1b!e target for the adverse effect:-i that 
sorne drugs. such a~ ethanol. exert on the normal live:­
capacity to regenerate ,_ifter surgical lo"'~ of functional 
liver mass. 
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ARTICULO 3 EFECTOS DEL ETANOL EN LA ULTRAESTRUCTURA 

HEPATOCELULAR 

Recientemente se demostró que una dosis baja de etanol produce una constante 

inhibición de la regeneración hepática inducida por remoción quirúrgica de la masa 

hepática. Este efecto fue estrechamente dependiente del tiempo y de la ruta de 

administración del etanol y se encontró que la ruta intragástrica produce más efectos 

deletéreos que la ruta intraperitoneal en la inhibición del proceso proliferativo. Por otra 

parte, la administración de etanol durante la regeneración hepática no induce necrosis 

hepatocelular ni incremento de las enzimas marcadoras de daño hepático (Morales­

González y cols. 1999). 

· Es claro que las diferencias en el efecto inhibitorio del etanol al proceso 

regenerativo hepático, es dependiente de la ruta de administración, lo cual fue 

comprobado por estudio morfológico (microscopia de luz) y por la capacidad funcional 

del hígado (determinaciones bioquímicas). 

Se ha reportado que los cambios morfológicos en las células hepáticas ocurren 
• 

pocas horas después de la HP. Existen, excelentes reportes del curso temporal de la 

regeneración hepática inducida por HP en algunos aspectos ultraestructurales por 

estudio de microscopia electrónica (Virágh y Bartók, 1966; Stenger y Confer, 1966). 

Dentro de las principales características reportadas se incluyen modificaciones en el 

retículo endoplásmico (RE) y la mitocondria, disminución de glucógeno e incremento en 

el contenido de Iípidos. Los cambios en la mitocondria y en el RE se han correlacionado 

con cambios drásticos en su función, incluidas alteraciones en la actividad específica de 

algunas enzimas (Pearson y cols. 1959; Von der Decker y Hultin, 1960). Por otra parte, 

se considera que en el proceso de regeneración hepática se produce un mínimo de 

modificaciones ultraestructurales en los compartimentos sub-celulares, como ocurre en 

la membrana plasmática durante las primeras 16 horas posteriores a la HP (Grisham y 

cols. 1975; }lurray y cols. 1981). 

Durante el segundo día post-operatorio (Figura 2), la estructura citoplasmática 

se encuentra desorganizada lo cual es seguido por una actividad de reparación y 

regeneración, mientras que a los 2 a 4 días, los cambios ultraestructurales en los 

organelos retornan a niveles normales (Figuras 4A y 5A). Los resultados obtenidos con 

marcaje radioactivo de proteínas y de fosfolípidos de membrana, indican que la 



mitocondria tarda más tiempo en retornar a la morfología normal en comparación con 

otros organelos durante la regeneración hepática en la rata (Díaz Muñoz y cols. 1998). 

Las principales manifestaciones de proliferación celular en el hígado normal en 

regeneración son: incremento perinuclear del retículo endoplásmico rugoso (REr), 

incremento de los depósitos de glucógeno en los hepatocitos (principalmente después de 

las 24 horas de la HP) (Figura 2). Además, existen cambios en el núcleo y en el nucleólo 

(Tabla 1), los cuales se han considerado que predicen la actividad celular con relación al 

aumento de la síntesis de proteínas y de la proliferación celular (Miller, 1966) y 

correlacionan con el incremento de la proporción de los ribosomas libres (Figura 2B), 

indicando un aumento en la síntesis de proteínas (Loeb y Y eung, 1978). Por otra parte, 

el retículo endoplásmico liso (REI) contiene las principales enzimas que metabolizan 

drogas las que se han sugerido que se activan para el metabolismo de xenobióticos. En 

contra parte, la actividad del REr indica que la célula se encuentra activa para la 

síntesis de proteínas (Phíllips y cois. i993). 

Se ha reportado previamente que los hepatocitos modifican su actividad 

fisiológica y presentan alteraciones estructurales atribuibles ~ proceso proliferativo 

(Gutiérrez-Salinas y cols. 1996; Morales-González y cols. 1999). Se conoce que los 

cambios bioquímicos y fisiológicos que acompañan a los hepatocitos durante la 

proliferación, constituyen el inicio de eventos que conducen a la mitosis y a la 

replicación celular (Michalopoulos, l 990). La administración de etanol a animales 

sujetos a hepatectomía parciai inhibe ia regeneración hepática, hecho que se pone en 

evidencia por la disminución en la síntesis de DNA y en la actividad específica de las 

enzimas relacionadas con el proceso de duplicación (timidín cinasa, timidilato sintasa y 

ornitin descarboxilasa) (Poso y Poso, 1980; Yoshida y cols. 1997). Los mecanismos 

exactos por medio de los cuales el etanol inhibe la regeneración hepática aún no están 

dilucidados. 

Los presentes datos muestran que el etanol induce un daño ligero en el tejido 

regenerante, con un mínimo de cambios en el perfil normal de las estructuras 

subcelulares de los hepatocitos regeneran tes (Figuras l C y lD). Particularmente, la ruta 

intragástrica de administración de etanol produce un mayor bloqueo a las 

modificaciones ultraestructurales del hígado inducidas por la HP, excepto por un 

incremento notable de gotas de grasa en el hígado de estos animales (Figuras J C, 3A, 4B 

y SB). Los cambios en la morfología del núcleo y del nucléolo que reflejan actividad de 

los mismos (por ejemplo distribución de la cromatina) y en la cantidad del REr, fueron 



prácticamente ausentes en las ratas con HP que recibieron etanol intragástricamente 

(Tabla 1). Los hígados de estos animales no muestran signos de proliferación celular. El 

RE fue predominantemente liso (Figura 58), indicando baja relación en la síntesis de 

proteínas en comparación con las ratas con HP no tratadas con etanol. Estos datos son 

significativos, considerando que la administración aguda de etanol produce cambios 

estructurales y bioquímicos en hígados de mamíferos (Gutíérrez-Salinas y cols. 1996; 

Sarphie y cols. 1997). 

Por lo tanto, es claro que la administración de etanol por la ruta intragástrica 

induce incremento importante de los depósitos de grasa en el hígado en tiempos tardíos 

de regeneración (60 a 96 horas) en comparación con tiempos tempranos (Tabla 1). Los 

animales normalmente desarrollan esteatosis en el hígadf después a la ingesta de etanol 

y este efecto se relaciona a cambios en el estado redox del citoplasma para reducir esta 

condición (Hernández-Muñoz y cols. 1978). El efecto del etanol_ en inducir acumulación 

de gotas de grasa, depende de manera importante de la actividad de la alcohol 

deshidrogenasa (ADH), tal como se demostró en animales que recibieron etanol y 

fueron tratados con 4-metilpirazola (un inhíbidor específico de la ADH), donde se 
• 

encontró una fuerte disminución de la grasa en el hígado (García Sáinz y coi. i980) 

Por otra parte, los datos sugieren que la participación de la ADH en la oxidación 

de etanol no es la misma en todos los estadios de la regeneración hepática que siguen a 

la HP; se ha encontrado que esta enzima contribuye considerablemente al catabolismo 

del etanol a tiempos tardíos de regeneración, como previamente reportamos (l\1orales .. 

González y cols. 1998; Gutiérrez-Salinas y cols. 1999). 

Adicionalmente, la administración de etanol por la ruta intraperitoneal en ratas 

en regeneración hepática ocasiona ligeros cambios ultraestructurales que son inducidos 

por la HP durante el proceso proliferativo. Interesantemente, una dosis baja de etanol 

por la ruta intraperitoneal aplicada a tiempos tardíos de regeneración hepática induce 

una activación de la proliferación de los hepatocitos, en vez de la inhibición de este 

proceso (Figuras 4C, 4D, SC y SD, y Tabla l). Datos que apoyan fuertemente este 

hallazgo se han reportado previamente (Morales-González y cols. 1999). Nosotros 

demostramos que, dependiendo de las condiciones, el etanol puede estimular más que 

inhibir la regeneración hepática. 

Dependiendo de la ruta de administración, el etanol induce cambios en la 

organización ultraestructural del hígado regenerante que no habían sido descritos 

previamente. Los mecanismos involucrados en el efecto de bloqueo del etanol en la 



progresión de la regeneración hepática inducida por HP son desconocidos. Nuestros 

datos sugieren que el etanol promueve un "desacoplamiento" de los inductores que 

responden a la proliferación en el hígado remanente, ya que la organización subcelular 

de los hepatocitos únicamente presenta cambios menores posteriores a la HP, en 

presencia de etanol. Por otra parte, la administración de etanol principalmente por ruta 

intragástrica, ocasiona un retorno de las células del hígado a un estado basal (estado de 

reposo), lo que hace suponer que el estímulo ocasionado por la cirugía disminuye, 

ocasionando inhibición del crecimiento de la masa hepática. 

En conclusión, !a administración de dosis bajas de etanol en ratas sometidas a 

HP ocasionan diferentes modificaciones en la ultraestructura del hígado regenerante, 

dependie?do fuertemente de la ruta de administración. La administración intragástrica 

de etanol disminuye prácticamente todos los cambios adaptativos de los hepatocitos 

regenerantes. La administración intraperitoneal de etanol promueve modificaciones 

ultraestructurales indicativas de proliferación celular. 

.. 



Effects of Ethanol Administration on 
Hepatocellular Ultrastructure of 
Regenerating Liver lnduced by 

Partial Hepatectomy 
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Acule ethanol administration partially inhibits DNA and protein syntheses during liver 
regeneration (LR) induced by partial hepatectomy (PH) in rats. Previous findings that the 
magnitude of ethanol's deletenous effects on LR are related to the route and timing of its 
administration led us to perform studies at the ultrastructural leve!, comp¡¡¡ing ethanol effects 
on PH-induced LR. as a consequence of its administration route. PH promoted alterations on 
the endoplasmic reticulum and mitochondria, accompanied by decreased glycogen and 
increased lipid content in cytoplasm. Structural nuclear and nucleolar activities were also 
evident. Intragastric ethanol administration practically abolished the adaptative changes 
found in PH-promoted regenerating hepatocytes, whereas its administration through the 
intraperitoneal route induced later ultrastructural modifications, indicating cellular prolifer­
ation. These results suggest that ethanol, under certain conditions, could stimulate liver 
proliferation triggered by PH. The mechanism underlying this surprising efect of ethanol on 
LR remains to be eiucidated. However, tt is suggested that an aitered ethanoi metabolism by 
rats subjected to PH could be involved. 

KEY WORDS: al<obol: nudear actMty; nucleolus; o:U proliferauon; ethaool mctaboliam. 

.iver regeneration (LR) after partial hepatectomy 
PH) ts an useful experimental model to investigate 
he regulatory mechanisms of cellular proliferation in 
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vivo. LR is a common mechanism which a pauent 
recovers from liver injury due to trauma, mfect10ns, 
or hepatotoxins. This phenomenon has long been 
recognized (1) and is the subject of diverse b1ochem­
ical, histocheffilcal, and morphological studies (2-4 ). 
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The efects of ethanol on liver regeneration have 
been reported by severa! groups (5-8). We have 
demonstrated that ethanol can produce alterations ín 
the PH-induced LR in the rat (3, 8). These alterations 
afect sorne physiological processes, such as levels of 
serum metabolites (glucose, triacylglycerols, albumin, 
and bilirubin ); modifications in the serum activity of 
enzymes that reftect integrity of the liver ( alanine and 
aspartate aminotrasferases, lactate dehydrogenase, 
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omithine carbamyltransfera..<e, and glutamate dehy­
drogenase) (3, 8). Furthermore, ethanol administra­
tion to rats with regenerating liver inhibits DNA 
synthes1s and the specific activity of enzymes closely 
related with. this process ( eg, :hymidine kinase ), and it 
decreases tbe mitotic index. The magnitude of these 
alterations is related to the route and timing of eth­
anol admimstration. Results showed that the gastro­
intestinal route of ethano! administration elicited 
more damage than the intrapentoneal route. These 
alterations involve physiologícal and structural distur­
bances, evidenced by morphological changes pro­
duced by ethanol administration, which were noted 
along !he overall process of LR 

Gltrastructural studies in liver parenchymal cells, at 
the time of active cellular proliferation, have revealed 
changes in nuclei and in the smooth endoplasmic 
reticulum (SER) (9, 10). However, there are no re­
ports of the temporal cbanges in the ultrastructural 
organization of the regenerating hepatocyte after 
acute ethanol administration and the in!l.uence of the 
timing and route of its administration. 

Tne aim of the present srudy was to evaiuate tbe 
changes produced in sorne intracellular components 
(by electron microscopy) of the hepatocyte during 
LR, and those in the presence of a low dese of 
ethanol given by two routes: intraperitoneal and in­
tragastric. 

MATERIALS AND METHODS 

Anjmals Male Wistar rats (230-270 g) were housed 
under a L!·hr iight-dark cyde and a.üO\\o-eci standard rae 
pellet chow (Purina de México SA) and water ad libilum, 
before treatmenL Ali manipulations were made aa:ording 
to our lns!Jtut1onal Rc.ean:h Guide Critena for Animal 
Care (Nacional Univenity of Mexim). Parcial hepatectomy 
(PH; 70% removal of liver mass) was performed m the 
mornmg, according to that reported by Higgins and 
Andersen ( l ), under light diethyl ether anesthes1a. As con­
trols, sham-operated rats were subjected to surgery without 
tissue removal. 

After surgery, ammals were grouped as follows: (A) 
Sharn-operated rats receMng intragastric or mtraperitoneal 
adminístration of satine solution (0.9% NaO); (B) rats 
sub3ected to PH receMng sahne solution by either admin~ 
1strat1on route (control of PH): (C) PH ammals receiving a 
smgle mtragastric ethanol admírustration ( 1.5 glkg body wt) 
and. ( D) PH rats treated with the same dose of ethanol, but 
through. the intraperitoneaJ route. 

Ethanol was adnurustered at O, 12. 24, 36, 48, 72, and 96 
hr after PH. and anirnals were lalled 8 hr thereafter (when 
blood ethanol leve! was no longer detectable) ( 4 ), by a 
lethai dose of anesthesia with sodium pentobarbitaL 

Llver Histology. Hepatic samples from each group were 
used for electron m1croscopy. Samples were fixed in 3% 
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glutaraldehyde in 0.1 mol/liter phosphate buffer (pH 7.4) 
for 2 hr at 4°C, and then washed ovemight with O. l M 
phosphate buffer containing 0.25 mol/liter sucrose. The 
samples were fixed in 1 % Os04 in 0.1 mol/liter phosphate 
buffer (pH 7.4) for 2 hr at 4ºC The fixed samples were 
washed eight times (15 min each) with 0.1 mol/liter phos­
phate buffer (pH 7.4 ), containing 0.25 mol/liter sucrose and 
dehydrated with absolute ethanol. The samples were trans­
ferred to propylen oxide ( two changes; 15 mm each ), infil­
trated for 24 hr with a 1:1 dilution of complete Epon 812 
res in, as described by Luft ( 11 ), and then transferred to 
BEEM capsules containing fresb Epon 812 resm for poly­
merization at 60°C for 35 hr. Thin sections were recovered 
on 200 mesh copper grids, stained with uranyl acetate and 
lead citrate, and examined with a JEM 1200 EXII electron 
microscope operated at 60 kV. Photomicrograph matenal 
was taken from representative arcas in ali groups testeó. 
This photom1crographic material was ceded and read 
blindly by two independent observers_ without knowledge of 
the applied treatments. ' 

RESULTS 

Parenchymal liver cells in sham-operated animals 
exhibited no significant morphological abnormalities. 
Abundan! organeües were present at tbe periphery oi 
a central nucleus surrounded by a double-layered 
membrane and containid'g a single nucleolus. Numer­
ous glycogen depots were evenly distributed through­
out the cytoplasm, usually accompanied by a few fat 
droplets. No alterations were oberved in any cytoplas­
mic strUcture (Figure lA). However, tbe normal 
strUcture of the hepatocytes was substantially modi­
fied at the onset of PH-induced LR, and after ethanol 
treatment in both sham-operated and PH-treated an­
imais. 

Sham-operated rats receiving ethanol by either the 
intragastric or intraperitoneal routes díd not show any 
significan! ultrastrucrural change, except for an evi­
dent fatty accumulation in their liver cytoplasm (data 
not shown). 

Rats subjected to PH showed no significant 
changes in hepatocyte architecture dunng the first 12 
hr after surgery (Figure !B). However, in samples 
from regenerating liver taken after 2 to 24 hr of PH, 
we found enlarged mitochondna, a slight increase in 
fat droplets, and a predominance of SER At this 
stage. nuclear organization was uncl!anged (Figure 1 C). 

Ethanol administration immediately after PH only 
promoted fatty liver, quite similar to that induced in 
sham-operated animals. This etfect was independent 
of the administration route. However, we noted a 
higher increase of liver fatty accumulation and pre­
dominance of SER, when animals subjected to PH­
induced LR were treated with ethanol 12 hr after 
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ETHANOL AND ULTRASTRUCI'URE IN REGENERATING LIVER 

Flg l. Electron micrographs of hepatocytes from rats at 12 hr of LR and treated w1th ethanol (A) normal hepatocyte from sham-operated 
animals: nuclei wrth condensed chromatin (arrows); normal nucleolus (nu) wtthout signs of act.Mty. Glycogen deposJts (arrowheads) wcre 
present tn both autochondria {m) and rough endopJasnuc reticulum (rr). (B and C) Micrographs corresp:inding to protiferating hepatocytes 
after 12 hr of LR. {B) No nuclear actmty was found. and oniy mmor m.itochondnal modificatlons are noted. (C) Lptd doplets (1) and a 
homogeneus distributton ofboth smooth endoplamruc renculum (sr) and rough endoplasm1c retl.culum are shown. (D) Hepatocytes from rats 
12 hr after PH and receivi.ng mtragastl.c ethanol adm.imstration. Here, lip1d droplets were more abundant and rrutochondria bad reduced 
numbers and smaller cnstac. So changes were recorded m the nucle1 and nucleoh. Magniñcatlon: ~ X50C0; B-0, x7500. Bar represents 
l µ.m. 

surgery. At tbis stage, tbe ethanol effects were more 
evident after intragastric administration (Figure !D). 

When livers were examined 24 to 32 hr after PH, 
many hepatic structural modifications were recorded, 
consequent to the regenerating process. Nudei were 
enlarged and irregul<1r in outline, displaying many 
pores in the double perinuclear envelope. Chromatin 
masses were prominent and occasional large clumps 
of chromosomal material were irregularly distributed 
in tbe nuclei. Nucleolí were also enlarged and in­
creased in number; several were located near tbe 
inner perinuclear membrane (Figure 2A). In these 
hepatocytes, rough endoplasmic reticulum (RER) 
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was disorganized and reduced in amount. Most par­
allel tubules and cistemae of RER were broken into 
fragments and replaced by variably dilated vesicles 
containing electron-dense substance. Membranes of 
dilated RER were degranulated with partial or com­
plete detachment of ribosomes, and a large number 
of free ribosomes was observed. Components of the 
Golgi complex were dilated and occasionally disorga­
nized, and numerous SER vesicles were interspersed 
with groups of free ribosomes in tbe immediate vicin­
ity of the Golgi complexes (Figure 2B). 

At thís time after PH, most mítochondria were 
swollen. rounded, or exhibited an irregular configu-
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Ffg 2. Electron micrographs of hepatocytes from rats a! 24-36 hr cf LR. (A) Nuclear condensed ctuomatin was l.argely dirru.rus.hed (large 
arrows) as compared with condensed chromatm (arrows)_ Cytosoiic vesides (v) of moderate dens1ty wcre observed. (B) Besides the 
dimmutton of nuclear condensed chromatJ.n, tbe rougb endoplasmtc reticulum was more abundant and distnbuted m stratified layers. 
Micrograph C shows the mtegrity of the nuclear membrane and a normal nucleoius. Mitochondria were present rn large numbers and were 
mostly enlarged. (D) There were abundant cytoplasmic glyoogen deposits (arrowheam) in the cytoplasm.J.c area Magruficauon; A and D, 
X7500; B. x!0,000; and C. X5000. A, C, D: bar = 1 µ.m: B, bar = 500 nm. 

ration. They seemed to be enlarged, while their cris­
tae and intramitochondrial granules were reduced in 
number. Modifications of the hepatocellular plasma 
membrane were also noted (Figure 2C). In the cytc­
plasmic compartment, glycogen was almost entirely 
lost, and only a few scattered glycogen granules were 
observed among tubules and vesicles of the endoplas­
mic reticulum (ER). The hepatic cells also contained 
numerous lipid bociies (but less than at earlier surgi­
cal times) that did not appear to be membrane­
limited. Lipid droplets were associated with myelin­
like figures and closely related to mitochondria 
(Figure 2D). 

The intragastric administration of ethanol to PH 
animals 24 hr after surgery induced a bigger fatty 
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accumulation in the regenerating liver, whereas the 
amount of glycogen was practically unaffected by the 
hepatotoxin. Interestingly, the PH-induced changes 
on the distribution of the chromattn mass, as well as 
on the morphology and sizes of nuclei and nucleoli, 
were largely blocked by treatment with ethanoL In 
addition. the LR-promoted modifications of the rela­
tion between RER and SER were also strongly di­
minished by the hepatotolrin (Figure 3A). When eth­
anol was administered by the intraperitoneal route to 
these rats, the same effects were recorded but were of 
a lesser magnitude (Figure 3B). 

During the 36- to 60-hr interval after PH, nuclei of 
the regenerating parenchymal cells continued áisplay­
ing their characteristic alterations. Reorganization of 
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ETHANOL AND ULTRASTRUCI1JRE IN REGENERATING LlVER 

Flg 3. E!ectron micrographs of l!epatocytes from rats at 24-36 hr of LR and treated with ethanol. (A) Regenersting hepatocytes after 
intragastric etbanol administration. Lipid droplets (1) were very abundant and larger. ?? rough and smooth endoplasmic reticulum and 
glycogen were absent. and no nuclear activity was detected. (B) proliferating hepatocytes after intraperitoneai ethanol adnumstration. 
Again, no nuclear activity was denoted, as ~d by the presence of condensed chromatm (arrows) and the nucleolus was unchanged. 
Both elcctron microscopy patterns revealed no proliferative activity m the presence of ethanoi adIIunistered by e1ther mtragastric or 
intraperitoneal routes. Magruficauon of micrographs: X7500; bar = 1 µ.m. 

the RER was noted around hypertrophic Golgi zones, 
and free ribosomes appeared to be largely confined to 
paranuclear locations, whiie SER was still scanty dur­
ing this period. Mitochondria gradually returned to 
normal size and structure, and cytoplasmic glycogen 
deposits started to increase within the cell. In addi­
tion, lipid droplets were sparse, but larger in number 
when compared with control livers (Figure 4A). 

At this stage of LR (36-60 hr}, ethanol adminis­
tration through the intragastric route promoted ac­
centuated fatty accumulation, whereas glycogen was 
practically absent. Nuclear and chromatin modifica­
tions were not observed in PH animais receiving 
ethanol intragastricaily, and RER appeared orga­
nized, with a predominance of SER, quite similar to 
that found in livers from sham-operated rats (Figure 
4B). lntraperitoneai administration of the same eth­
anol dose to animals subjected to PH (36-60 hr after 
surgery), did not reproduce the inhibitory effect of 
intragastric ethanol on LR. Surprisingly, these rats 
did show diminution of fat droplets, an increase in 
granules of glycogen, and changes in nuclear activity. 
Far instance, chromatin mass was less dense, starting 
to display prominent chromosomal clumps ( mainly 
after 60 hr post-PH}. RER began to fragment, with 
few free ribosomes around Golgi complexes. In ad­
dtion, it was evident that mitochondria increased in 
number, which did not occur when PH animais were 
treated with the same dose of ethan, but by the 
intragastric route (Figure 4C and D). 

DigesnVI! Dis~ases and Scie11cl!S, Vol •,No. • ( ... 2000) 

Beyond the first 72-hr after PH, morphoiogicai 
aiterations gradually ceased in the regenerating liver. 
Cytoplasmic structure resu.T..ed its normal appear­
ance and organelles were restored. The RER swelling 
and fragmentation was gradually reduced, since di­
!ated vesicies became narrow and formed parallel 
rows. The number of glycogen granules increased in 
the membrane network, and the SER frequently in­
creased in predominance; fat content became similar 
to that found in control livers. In addition, nuclear 
activity was clearly diminíshed, as refiected by choma­
tin condensation and by a reduction in nucleolus size 
(Figure 5A). 

Animals subjected to PH (72-96 hr} and receiving 
ethanol by the intragastric route had abundant fat 
deposits in the cytoplasmic compartment. whiie no 
other modifications in the organelle's structure were 
recorded. lndeed, activities of nuclear and RER were 
completely absent (Figure 5B). When the same dose 
oi ethanol was administered intraperitoneaiiy to PH 
rats at this stage (72-96 hr}, changes in chromatin 
were more evident, nucleoli were enlarged, and there 
was definitive RER activity predominating over the 
SER (Figure 5C and D). 

The time course of u!trastructurai changes in pa­
renchymal celis, which followed at the onset of PH­
induced LR, is summarized in Table l. Also shown is 
the differential effect of ethanol on structural features 
characteristic of LR that were directly dependen! on 
its administration route in vivo. 
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Fig 4. Electron micrographs of hepatocytes from rats at 36-60 hr cf LR a."J.d treated ;;,;.tl::i ethanol (A) Rcgeneraung hepatocytes show 
presence of glycogen deposits (arrowheads), as well as abundant rough endoplasm1c reuculum., increased numbers of mitochondria were 
also noted. (B) Proliferatmg hepatocytes (36-60 hr after PH) from arumals recc1ving uttragastric etbanol admnustration are shown.. Therc 
was striking fatty accumulatton, anda clear absence of nuclear activity w1th condensed chromatin (arrows). (C) Hepatocytcs from PH rats 
treated intraperitoneally with ethanol. Here, there was an increased number of mitochondria, as well a.s incrcased rough endoplasmic 
reticulum. A1so evJ.dent were the enhanced size aná number of nucleoli and the dimirushed amount of dense chromati.n (large arrows). (D) 
Increased numbers of IIl.ltochondna and the prescnce of cytosolic vesicles of moderate density wcre evident Changcs m rough endoplasmic 
reticulum are fil agreement wtth proliferative activ1ty (compare with Figure 2A and B). Magrufication of nucrographs: A, x 7500; B and C, 
X2500; and D, x750C. Bar = l µ.m m A and D, 2 µ.m m B and C. 

DISCUSSION 

We showed recently that, in the PH-mduced regen­
erating liver, ethanol metabolism is not directly im­
plicated in the changes in the cellular redox state that 
occur during LR. These findings led us to propase 
that acute ethanol administration might minimize re­
dox metabolic adjustments, probably leading to a 
decreased preparatory event culminating in the pro­
liferative period that characterizes PH-induced liver 
regeneración (12). 

We have also reported that a single low dese of 
ethanol produces a reliable and constant inhibition of 
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the normal hepatic regenerative response induced by 
surgical removal of liver mass. This effect was strongly 
dependent on timing and the route of ethanol admin­
istration, and intragrastric administration of ethanol 
was more deleterious than the intraperitoneal route 
in mhibiting the regenerative process. However. eth­
anol administration to rats with regenerating !iver did 
not induce hepatocellular necrosis, as evaluated by 
serum acti,ities of hepatic marker enzymes (8). 

These clearly established differential inhibitory ef­
fects of ethanol on the regenerating liver (dependen! 
on its administration route ), assessed by morpholog-
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ETHANOL AND ULTRASrRUCl'URE IN REGENERATING LIVER 

Fig S. Electron microgr:aphs of bepatocytes from rats at 72-96 hr of LR and treated with ethanoi. (A) Hepatocytes at later LR stages, where 
restoration of the normal ultrastructuraI pattern IS observed (compare Figure lA). (B) Llver cells obtamcd from rats sub1ected to PH and 
recei.ving ethanol intragastrically showed essentially the same pattern abserved along intragastnc ethanol adnuntstration to rats subjected 
to PH (Figures lD, JA and 4B). mainly charactenzed by strong lip1d acaimulatzon and predoatinance of the smooth endoplasmic reticulum. 
(C) The mtraperitoneal administration of ethanoI resulted m Ulcreased SJ.ze and number of nucleoti and of condensed chromatin (large 
arrows). Enhancement of rrutochondna and rough endoplasmic retlculum was also evidcnt. with restoration of glucogen depos1ts 
(anowheads) (compare with Figure 4C). (D) Magrufied picture of the latter groups shows the greater S1z.e of the nudeolus,. and the 
dimmutmn of dense chromatm. Magruficaoan: A. x5000; B and C, x2500. and m D, x7500. Bar = 1 µ.m (in A and D) and 2·µ.m m B and C. 

ical studies (light microscopy) and by the liver's func­
tional capacity (chemical detenrunations), were con­
firmed by the present findings extended to 
ultrastructural hepatocyte's organization studies. 

lt has been long recognized that morphological 
changes occur in the hepatic cells a few hour:s after 
PH. Indeed, there are excellent reports of the time­
course of LR induced by PH at the ultrastructural 
leve\ done through electron microscopy (9, 10). The 
main features include alterations on the ER and 
mitochondria, decreases in g!ycogen, and mcreases in 
lipid content. Mitochondrial and ER changes have 
been correlated with dramatic changes in their func-

Dtge.s:¡ve Dis~ases and Scwu:es, Vól •, ,Vo. • ( ... 2000) 

tions, including alterations in specific enzyme activi­
ties (13, 14). Nonetheless, it can be considered that 
the LR process produced only minor ultrastructural 
differences in subcellular compartments, as well as in 
plasma membranes during the first 16 hr after PH. 
Therefore, our results agree with those previously 
reported (15, 16). 

On the second postoperative day, cytoplasmic 
structural disorganization was followed by reparative 
and regeneratlve activities, and from the second to 
fourth days, most organellar changes returned to nor­
mal levels. Mitochondria were the organelles that 
took more time for normalization. correlating with 
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TABLE l. St."MMARY OF LlVER ULTRASTRUcruRAL FL''Dl:NGS IN P.UTIAL 
HEPATOCroM!Z.ED RATS .._,,, Tl>EATEI> wrrn En<A.'iOL •Y !ITTRAGRASTIUc (!G) 

""º ¡,"rRAPERITO,CAL (IP) RotJTES' 

T."eaimoll Nuckar RER Ltprd G/yc<Jli'n 
(hr after ""ll'"" acnvuy acnV<l)I acciunuiatwn d<posus 

Controls 
0-96 hr (-) (-) (-)!+ +--

?H rats - salinc 
12 to .36 hr •-r/+• ... +++ "'r"--f-r-++ 
3ó to 60 hr +++ "+--/+ ..... .¡... + +++ 
60 to 96 hr + + + ++ 

PH rats + etbanol (!G) 
12 to 3ó hr (-'¡/+ - -r-+/-r-++ + 
36 te 60 hr (- )/? (-)/+ +++ (-) 
60 to 96 hr (-) (-) ++/+ ... + (-)/+ 

PH rall + etbanol (IP) 
12 to36 hr + + ++/+++ + 
36 to j() hr ++ ++ ++ +/++ 
60tc%hr ++f+ ++ +++ +/++ ++ 

'Paramcters evaluared wcre: nuclear ac!Mty, ( -) no change; ( +) light; ( + +) 
modcratc, or ( + + +) strong nuclear activity ( enlar¡ed nucleus, ialntude of clJro. 
matin masa and ínaeaacd ~ and numbcr of nudeoli); actMty of tbc rough 
cndoplmmc reticulum (RER): ( - ) no d!ange, ( +) ligbt; ( + +) modcrate, and 
( + + +)complete RER acnvity ( dilorgamzanon !ll fragmcnts, dilata11on, forma bon 
of vesicleo, and appcarancc of free nbcoomcs in the Golgi viciruty); and fatty 
ae<:Umulauon: ( - ) ahoc:nt; ( +) llllld; ( + +) modcratc, and ( + + +) ..,..re. P=cncc 
of gfytogen depots: ( - ) ahoc:nt; ( +) scanty, ( + +) llllld. and ( + + +) abunda!!L 

results obtained with radioactive labeling of proteins 
and membrane phospbolipids, indicating that mito­
chondrial rurnover lasts longer than other organelles 
in tbe regenerating rat liver ( 17). 

Hence, the main manifestations of cellular prolif­
eration in the normal regenerating IM:r were an 
increased perinuclear RER and a displacement of 
glycogen depots within the regenerating cells (mainly 
after 24 hr post·PH). These were aa:ompanied by 
changes in tbe ultrastructure of the nucleus and nu­
cleolus, whicb bave been considered predictor.¡ of cell 
activity related to enb"Da'd protein synthesis and 
proliferation (18), and they correlated well with a 
strik:ing increase in the proportion of free nbosomes, 
indicating enhanced liver protein synthesis (19). 
Moreover, SER is the main source of drug-metabo­
lizmg enzymes and its predominance would suggest 
acuve metabolism of xenobiotics, whereas a predom­
rnant RER indicates that cells are subjected to an 
active protem synthesis (20). In any case, the bepato­
cytes seem to retain their functional activity and ma­
JOr structural attributes while proliferating, as re­
ported previously (3, 8). 

It is known that biochemical and pbysiological 
changes have to be accomplisbed in the regenerating 
hepatocyte, constituting the framework to drive mi­
tosis and cell replication (21 ). Administration of eth­
anol-to animals subjected to PH is able to inh.tbit LR, 
as evidenced by a diminution in DNA synthesis and in 
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enzyme activity, c!osely.re!ated to the duplicative 
process (thymidine kinase, thym;dy!ate synthetase, 
and omithine decarboxilase) (22, 23). Nonetheless, 
the underlying mechanism in the inb.toitory action of 
ethanol is still poorly understood. 

The present results showed that ethanol, instead of 
inducing a sort of hepatocellular damage to the re­
generating liver, seemed to minimize the normal pro­
file of ch~nges that OCCl..L'TPA in subcellu!ar st.".Jctu .• ~ 
of tbe regenerating hepatocyte. Particular!y, the in­
tragastric route of ethanol administration blocked 
most PH-induced modifications in the liver ultrastruc­
ture, except for the more pronounced fatty l.iver in 
these animals. Tbe changes in liver nuclear and nu­
cleolar activities ( eg, chromatin distnbution) and that 
of RER were practically eliminated when rats sub­
jected to PH received ethanol intragastrically. lndeed, 
livers i'rom tbese animals did not show signs of cell 
proliferation. Furthermore, ER was predonunantly 
smooth, indicating a lower {normal) rate of protein 
synthesis, as compared to non-ethanol·treated PH 
rats. This is notewortby, considering that acute etha· 
no! administration produces structu.ral and btochem­
ical changes in mammalian livers, including alter­
ations in the porosity of the sinusoidal endothelium, 
in endothelial fenestrations, and in sorne subceUular 
organelles, such as mitochoodria (3, 24 ). 

In addition, it was clear that intragastric adminis­
tration of ethanol induced bigger fat deposits at later 
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postsurgery times ( 60-96 hr) than at earlier times of 
LR. Normal animals developed fatty liver after etha­
nol ingestion, an effect closely related to a shifted 
cytoplasmic redox state towards a reduced condition 
(25). This ethanol-mduced effect in fat accumulation 
largely depends on liver alcohol dehydrogenase 
(AD H) activíty, as demonstrated by a strong diminu­
tion of fatty liver in animals receiving ethanol and 
treated with 4-methylpyrazole, a specific ADH inhib­
itor (26). 

Therefore, the data suggest that liver ADH partic­
ipation in ethanol oxidation is not the same at ali LR 
stages after PH and that this enzyme contributes to a 
considerable ethanol catabo!ísm at later stages of LR, 
as previously suggested in previous communications 
by our group (4, 12). 

In addition, intraperitoneal ethanol adminístration 
to rats undergoing PH-induced LR promoted a lesser 
blockade of the PH-induced ultraStructural changes 
in the regenerating liver. More interestingly, a single 
low i.p. dose applied to PH rats at later post surgery 
times induced activa!ion of hepatocyte prolifera!ion 
instead of inhibiting this process. These data strongly 
agree with !hose found in studies of liver function and 
morphologica! appearance previously reportee! by u.s 
(8). Hence, we are demonstrating that, depending on 
the conditions, ethanol could stimulate LR rather 
than inhibit it 

The route-dependence of ethanol-induced changes 
in the ultrastructural organization of regenerating 
livers has not been previously desc:nlled. The mecha­
nismr invo1"..red in the blocking effect of e+t. ... nol en the 
progression of PH-induced LR is still unlrnown. Data 
would suggest that ethanol somehow prometes an 
'uncoupling' of the remnant liver to respond to pro­
liferation inducers, since the subcellular organization 
of the hepatocyte only depicted mínor changes after 
PH and in the presence of ethanol. However, ethanol 
administration ( mainly by the i.g. route) was also able 
to return liver cells to baseline ( quiescent stage ), 
when they are supposed to be already stimulated by 
the surgical loss of hepatic mass. It would seem that a 
single ethano! dose can tum cellular or molecular 
mechanism activated by PH (switch on) to the leve! 
normally present in the intact liver (switch off). The 
nature of such mechanism(s) is currently being stud­
ied in our laboratory. 

In cooclusion, lower doses of ethanol adminístered 
to rats subjected to PH e!icited different modifica­
tions in the ultrastructural framework of the regener­
ating liver, largely dependen! on its adminístration 
route. Whereas the i.g. administration practically 

abolished all adaptative changes of regenerating 
hepatocytes, its admioistration by the i.p. route pro­
meted later ultrastructural modifications, indicative 
of cell proliferation. The underlying mechanism in­
volved in this surprising effect of ethanol on LR 
remains to be elucidated. 
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ARTICULO 4 PAPEL DE LA ADH EN LA REGENERACIÓN HEPÁTICA 

La regeneración hepática es un proceso altamente regulado en el que intervienen 

diversos cambios moleculares y ajustes metabólicos que resultan en un incremento en la 

síntesis de DNA y en la proliferación celular (Michalopoulos, 1990). La administración 

aguda de etanol inhibe la regeneración hepática inducida por HP, por disminución de 

los parámetros de regeneración celular en el hígado remanente (Frank y cols. l 979; 

Dugay y cols. 1982). El efecto inhibitorio del etanol sobre la regeneración hepática se ha 

atribuído al metabolismo de éste en el hígado, órgano en el que el etanol se oxida en 

acetaldehido por la ADH en el citosol (Gutiérrez-Salinas y cols. 1996). Reciéntemente 

reportamos en un estudio farmacocinético sobre biodisponibilidad del etanol que el 

hígado en regeneración presenta un manejo del etanol que es dependiente de la ruta y el 

tiempo de administración del etanol en animales sujetos a HP (Morales-González, y cols. 

l 998). Estos datos indican que durante la regeneración hepática se incrementa e! 

metabolismo del etanol, particularmente en la primeras 24 horas posteriores a la cirugía 

y que el primer paso metabólico (FPM) dado por el estómago aunque transitorio juega 
• 

un efectivo pape! en !as modificaciones farmacocinéticas del etanol a tiempos tempranos 

de regeneración hepática (primeras 3 horas posteriores a la cirugía). Por lo tanto 

constituye una barrera protectora contra los efectos adversos del etanol en estos 

animales. Quedan dos posibilidades: una concerniente a la participación de la ADH 

hepática en ratas HP que recibieron etano! y !a segunda en !a participación de vías 

alternas de oxidación de etanol que no sean mediadas por la ADH. La posible influencia 

de la participación de la ADH hepática en la farmacocinética del etanol a tiempos 

tempranos de regeneración se estudió utilizando un inhibidor específico de la ADH, la 

-'-Metilpirazola (~-MP) (Figura 1). Se puede observar que la -'-MP modifica 

significativamente las concentraciones máximas de etanol en sangre y !as ABC (figuras 

l y 2), tanto en el grupo sham como en el grupo HP, lo que demuestra la gran 

participación de la ADH hepática para metabolizar etanol a tiempos tempranos de 

regeneración. Por otra parte, se puede observar en la Figura lB la participación del 

estómago en el primer paso metabólico del etanol durante la regeneración hepática, ya 

que se mantienen niveles constantes de etanol en sangre durante las primeras 6 horas 

posteriores a la cirugía; después de este tiempo se puede observar como se incrementan 

estos niveles en sangre en el grupo HP lo que pone de manifiesto la participación del 

estómago en el FPM del etanol en tiempos tempranos de regeneración hepática. 



Por otra parte, recientemente reportamos que durante la regeneración hepática 

se incrementa la capacidad de oxidar etanol por el hígado, la cual aumenta según se 

recupera la masa hepática (Morales-González y cols. 1998). En otro estudio se encontró 

que la actividad de la ADH disminuye en tiempos tempranos de regeneración hepática, 

posterior a una HP (Gutiérrez-Salinas y cols. 1999). Poso and Poso (1979) demostraron 

que la actividad de la ADH disminuye durante la regeneración hepática. Es dificil 

explicar el aumento en la oxidación de etanol por el hígado regenerante, siendo que el 

principal sistema de oxidación de etanol es parcialmente inhibido por la HP. Asimismo, 

la administración de etanol a tiempos tempranos posteriores a la HP protege contra la 

inhibición de la ADH hepática (Gutiérrez-Salinas y cols. 1999). En la figura lB se puede 

observar que la administración de 4-MP ocasiona una gran inhibición de la ADH 

hepática que resulta en un incremento en las concentraciones de etanol en sangre 

durante la proliferación celular del hígado, lo que pone de manifiesto la participación 

que tiene esta enzima para metabolizar etanol durante la regeneración hepática y no 

otros sistemas oxidativos del etanol (catalasa y MEOS). En la Tabla l se puede observar 

que la actividad de la ADH hepática es dependiente de la concentración del inhibidor . 
• 

Los metabolitos séricos son indicadores de la integridad funcional de! hígado. La 

administración aguda de etanol en la rata, inmediatamente después a la HP, aumenta la 

magnitud y la duración de ia hipoglucemia. (Gutiérrez-Salinas y cols. 1996; Morales­

González y cols. 1999). En el presente estudio, se encontraron modificaciones por el 

tratamiento utilizado. A las 24 horas posteriores a la HP, existe una disminución en !a 

glucosa que tiende a recuperarse (Tabla 1; Morales-González y cols. 1999); por otra 

parte, cuando se utilizaron diferentes dosis de 4-MP inmediatamente después de la HP, 

la glucosa disminuye independientemente de la dosis (Tabla l ). Asimismo, se observa 

que tanto el etanol como la 4-MP ocasionan disminución de los niveles séricos de 

glucosa. 

Durante la regeneración hepática inducida por HP, la acumulación de grasa es 

una característica constante que acompaña al progreso de la proliferación hepática, 

recientemente se ha atribuído a un incremento en la permeabilidad de los lípidos por el 

hígado, resultando en un aumento hasta de 20 veces en el hígado regenerante (Morsiani 

y cols. 1995). Por otra parte, los niveles séricos de triacilglicéridos no únicamente 

reflejan el estado funcional del hígado, sino también un balance entre la producción y su 

utilización (Hernández-Muñoz y cols. l 978). Recientemente, reportamos que la 

administración de etanol incrementa los niveles de triacilglicéridos por arriba de lo que 



induce la HP, la cual se asocia con un acúmulo acentuado de gotas de grasa que se 

encontró en esos animales (Gutierrez-Salinas y cols. 1996; Morales-González y cols. 

1999; Morales-González y cols. en prensa). Nuestros datos muestran que la HP induce 

producción de grasa y movilización de la misma. Por otra parte, la administración de 4-

MP a diferentes dosis no modifica la esteatósis hepática, pero incrementa la 

hipertriacilgliceridemia (Tablas 1 y 2). 

También nuestro grupo ha reportado que durante el proceso de regeneración 

hepática, existen ligeras modificaciones en los niveles séricos de albúmina y bilirrubina, 

mostrando que existe una disminución de albúmina en suero cuando se administró el 

etanol (Morales-González y cols. 1999). Al utilizar dosis bajas de 4-MP (25 y SO mg/kg) 

en ratas HP, se encontró una disminución de albúmina y un incremento en los niveles 
' ; . 

séricos de bilirrubina. Sorprendentemente, al administrar dosis altas de 4-MP (100 y 

200 mg/kg) a ratas HP, los niveles séricos de albúmina disminuyeron ligeramente y no 

fueron afectados los niveles de bilirrubina (Tabla 1). 

Lo anterior sugiere que los efectos deletéreos del etanol dependen principalmente 

de la actividad de la ADH. Al administrar etanol se produce una inhibición de la 
• 

regeneración hepática inducida por HP, que probablemente esté asociada al estado que 

guarde la actividad de la ADH, que se ve reflejada en los efectos adversos en la función 

del hígado y consecuentemente, en los ajustes metabólicos, los cuales aumentan la 

síntesis de DNA en la regeneración hepática. 

En estudios morfológicos se encontró que durante !a regeneracion hepática se 

observa una acumulación transitoria de gotas de grasa, inflamación mínima y 

abundantes imágenes de mitosis. Así mismo, se observa desorganización hepatocelular 

la cual se considera una característica de los cambios morfológicos que evidencian 

actividad celular, que preceden a la restauración de la masa hepática (Morales­

González y co!s. l 999 y 2000). La misma interpretación ha sido reportada por varios 

autores (Jordan 1964; Trotter 1964; and Lane and Becker 1966). El alcohol modifica 

este patrón: el etanol administrado a ratas en proceso de regeneración hepática bloquea 

la desorganización hepatocelular que es inducida por la HP (Morales-González y cols. 

1999). Por otra parte, los datos que se obtuvieron al administrar dosis bajas de 4-MP 

(25 y 50 mg/kg) son de un ligero infiltrado de gotas de grasa e inflamación mínima datos 

que son similares a los encontrados en las ratas con HP únicamente. Los cambios en la 

estructura hepatocelular fueron similares al grupo HP y se encontró una disminución 

ligera de las imágenes mitóticas en estos grupos, en comparación con los animales 



sujetos a HP (Tabla 2 y figura 3). Dosis altas de 4-MP (100 y 200 mglkg) ocasionan 

mínima infiltración de las gotas de grasa pero un incremento en el proceso inflamatorio, 

y abolición de las imágenes de mitosis. En estos grupos, la 4-MP bloquea la 

desorganización hepatocelular que induce la HP (Figura 3 y Tabla 2), efecto que es 

semejante a lo que ocasiona el etanol. Las diferentes magnitudes de inhibición que 

ocasiona la 4-MP en la regeneración hepática probablemente sean dependientes de la 

actividad de la ADH y esto pueda ser relacionado con el mantenimiento de la función 

del hígado regenerante. Por otra parte, un buen parámetro de regeneración, es la 

actividad especifica de la TK, la cual fue inhibida en una manera dosis dependiente de 

la 4-MP, fenómeno que ocurre al igual que con la ADH. 

El incremento sérico de la actividad de las enzimas AST, LDH, AL T, GDH y 

OTC posterior a HP del 70% ha sido reportado previamente (Morales-González y cols. 

1999). Este incremento en la actividad de estas enzimas en suero durante la 

regeneración hepática se ha interpretado de dos formas: en primer lugar como un 

evento de necrosis y en segundo lugar como un aumento en la permeabilidad de la 

membrana celular. Sorprendentemente, la administración de etanol a ratas HP, • 
disminuye la actividad sérica de estas enzimas, !o que apoya fuertemente que !a HP 

induce la elevación sérica en la actividad de estas enzimas y no está relacionado con la 

necrosis hepática dado que las primeras evidencias de que la regeneración hepática se 

acompaña de una liberación selectiva de estas enzimas (Morales-González y cols. 1999). 

Por otra parte, en estudios de microscopia electrónica realizados para conocer el efecto 

del etanol sobre la ultraestructura del hígado regenerante, no se encontraron datos de 

daño estructural del hepatocito por el etanol (Morales-González y cols. en prensa}. 

Nuestros resultados demuestran que la administración de 4-MP durante la 

regeneración hepática inducida por HP disminuye la actividad sérica de las enzimas 

(AST y AL T), siendo esta inhibición dosis dependiente de la de 4-MP (Figura 4). 

El presente estudio demostró que la inhibición de la ADH hepática por la 4-MP 

induce alteraciones morfológicas y bioquímicas durante la regeneración hepática que 

correlacionan con la inhibkión de la actividad de la ADH, datos que no habían sido 

descrito previamente. Esto sugiere que tanto la inhibición de la actividad de la ADH 

como las alteraciones en la regeneración hepática inducidas por la 4-MP ocurren 

secuencialmente y que la relación causa-efecto entre estos dos fenómenos es posible. 

Asimismo, el presente estudio sugiere una secuencia de eventos durante la inhibición de 

la regeneración hepática, que consiste en cambios en la actividad de la ADH hepática 



seguidos por cambios histológicos y funcionales en los hepatocitos. Semejante perf'd de 

alteraciones (farmacodnético, morfológico, bioquímico y fisiológico) ha sido descrito 

previamente por nosotros (Morales-González y cols. 1998, 1999, en prensa). Por lo 

tanto, será interesante estudiar el comportamiento de la ADH durante la regeneración 

hepática, tanto a nivel molecular como bioquímico. 

Las conclusiones de los datos experimentales reportados en el presente estudio 

son: (1) la administración de dosis bajas de 4-MP (25 y 50 mg/kg) en ratas HP, se asocia 

con ligeros cambios en la actividad de la ADH hepática y en cambios metabólicos que 

disminuyen ligeramente la regeneración hepática. (2) la administración de dosis altas de 

4-MP (100 y 200 mg/kg)en ratas sujetas a HP, disminuye de forma importante la 

actividad de la ADH hepática, la cual se asocia con cambios en la función y la estructura 

que precede aparentemente a los hepatocitos a la replicación celular y (3) estudios en el 

_comportamiento de la ADH hepática se pueden utilizar para identificar la patogenia de 

la inhibición de la regeneración hepática que se conoce ocurren en la enfermedad 

hepática por alcohol en el humano 

• 
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ABSTRACT 

Although acule and chronic ethanol !reatment inhibits DNA synthesis in the 

regenerating rat liver after partial hepatectomy (PH), its inhibitory mechanism has not been 

fully eluc1dated, and also it is unknown whether this ethanol's effect is mediated by the 

molecule per se, or if through its liver metabolism. We have recently reported that remnant 

liver after PH shows enhanced ethanol metabolism in vivo, despite liver activity of alcohol 

dehydrogenase (ADH) was significantly diminished after PH. Therefore, the present study 

was aimed to assess the role of ADH of the remnant liver during ethanol metabolism in 

vivo. Thus, sham-operated and rats subjected to PH were !reated with ethanol (1.5 g/kg 

b.w.) and severa! doses of 4-methyipyrazoie (4-MP), a known specific inhibitor of ADH. In 

vivo administration of 4-MP revealed ADH as the main v1a oxidizing ethanol 1n both, control 

.. 
and PH-rats. However, the possible reliable participation of another ethanol-metabolizing 

;n the remnant liver after PH was also ev1denced. In !he absence of ethanol, 4-MP 

treatment readily inhibited PH-induced liver regeneration in a dose-dependent manner. 

This 4-MP effect on PH-induced liver regeneration was not associated to evident structural 

alterations or to liver dysfunction, as assessed by histological assessment and serum 

metabolite and enzyme activities, markers of liver function integrity. 

Therefore, these results strongly suggest a mejor role of liver ADH activ1ty in the 

adaptative metabalic adjustments needed far the compensatary liver proliferat1an after PH. 

and 1ts partic1pation as possible target for !he deletenous act1ons of ethanol catabalism on 

PH-1nduced liver regeneration. 

Key words: Alcohol dehydrogenase, Mitotic index, Ethanol oxidation, Cell 

proliferation, Ethanol. 



3 

INTRODUCTION 

Although the mechanism of its inhibitory effect is not defined, it is well known that 

acute and chronic ethanol treatment inhibits DNA synthesis in the regenerating rat liver 

after partial hepatectomy (PH) or toxic injury, as well as in cultured hepatocytes (1-4). 

Even though, PH-induced liver regeneration is inhibited by both acule and chronic ethanol 

treatment, evidence suggests that acule and chronic ethanol inhibits hepatocyte 

proliferation through different mechanisms. lndeed, it has been suggested that short- and 

long-term ethanal exposure could exert opposite effects at the onset of ethanol-induced 
~ 

mhibition of liver rat regeneration (5). 

At present it is l<nown, that chronic ethanol consumption disrupts induction of 

intracellular signaling pathways and growth-associated gene expression, thereby inhibiting 

the hepatotrophic and hepatoprotective actions of cytokines and ¡irowth factors (6-10), 

however. little is known about the acule ethanol-induced irnbition of liver regeneration. 

Acute ethanol induces a dese-dependen! 1nhibition of omith1ne decarboxylase and 

tyrosine aminotransferase activities (11 ). A single dese of ethanol is able to significan! 

inhibit the accelerated synthesis of ornithine decarboxy!ase protein, but a!so causes 

inh1bition of both ornrthine decarboxylase and tyrosine aminotransferase degradation. 

These data led to suggest that ethanol acutely inhibits protein synthes1s and activity in 

regenerating rat liver at the transcriptional leve! by interfering with the synthesis of RNA in 

nucle1 (12.13). The same has been recently found fer activities of thymidylate synthase 

and thymidine kinase, rate-determining enzymes in DNA synthesis. lndeed, it has been 

proposed that acule ethanol inh1bits DNA synthes1s by suppressing the gene expression of 

these dTMP-synthesiz1ng enzymes in regenerating !ivers after PH (14). 

In spite of the aforementioned, the mechanism underlying the inhibitory action of 

ethanol en liver regeneration remains elusive. lt is neither known whether ethanol's effects 

en liver proliferation are mediated by the molecule per se orare due to its metabolism. In 
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this regard, we recently reported that the remnant liver after PH shows a very enhanced 

metabolism of ethanol in vivo, particulariy during the first 24 hr after surgery. mainly 

attibutabie to hepatic cataboiism of ethanoi, which wouid be the main factor affecting 

ethanol pharmacokinetics in rats subjected to PH (15). In addition, acule ethanol treatment 

to animais subjected to PH could minimize the PH-promoted diminution in alcohol 

dehydrogenase (ADH) activity and the metabolic adjustments mediated by redox reactions 

1n the remnant liver, probably leading to an ineffective preparatory event that culminates in 

compensatory liver growth after PH (16). 

Therefore, the present study was aimed at evaluating the net hepatic participation 

(through ADH activity) in ethanol pharmacokinetics, by inhibiting th1s enzyme m vivo in rats 

subjected to PH and administered 4-methyipyrazole (4-MP), a non-toxic and specific 

inh1bitor of AOH (13). Results suggest that although ADH activity accounted fer the main 
• 

ethano!-metabolizing system in the remnant liver after PH, another pathway contributed 

largely to remove circulating ethanol in these animais. The 4-MP treatment to rats 

subjected to PH, in !he absence of ethanoi, induced a dose-dependent inhibition of mitotic 

index, without significantiy aitenng the structural and functionai integrity of the PH-induced 

proliferating liver. 

MATERIAL ANO METHODS 

Materials. Yeast ADH, NAD+, semicarbaz1de hydrochlonde and 4-MP were purchased 

frorn Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Other chemicals of analytical grade were 

obtained from Merck (Merck de México, S.A.). 

Animal Treatments. Male Wistar rats (230-270 g, body weight) were housed under a 12-h 

l1ght/dark cycle and allowed to consume standard rat pelle! chow and water ad libilum 

before treatments. Two-thirds partial hepatectomy was pertormed according to the 

technique of Higgins and Anderson (17), under light diethyi ether anesthesia. As controls, 
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sham-operated rats were subjected to the same surgical procedure, without removing of 

the liver mass. After surgery, animals were grouped as follows: (A) sham-operated rats 

receiving intraperitoneally (i.p.) administration of saline solution (0.9% NaCI controls); (8) 

sham-operated animals receiv1ng either 25 or 200 mg of saline-dissolved 4-MP/kg of body 

we1ght by i.p. route; (C) rats subjected to PH i.p. administered with saline solution (control 

of PH), and (D) animals subjected to PH and receiving a single i.p. dese of 4-MP (either 

25, 50, 100 or 200 mg/kg of b.w.). 4-MP was administered immediately after surgery, in 

the absence or presence of ethanol. Animals were killed by decapitation. under general 

anesthesia with sodium pentobarbital (40 mg/kg of b.w.), 24 hr after PH. Ali procedures 

involving experimental animals were made according to our Federal Regu/ations for 

Animal Experimenta/ion and Care (Ministry of Agriculture; SAGAR, Mexico). 

Ethanol Bioavailabity in Rats subjected to PH and treated with 4-MP. In another set of • 
fed animals grouped according to their surgical status (sham-operated or partially 

hepatectomized), ethanol only (1 5 g/kg b.w. in 40% w/v solution) was adminis!ered by 

intragastric intubation immediately after surgery, or concomitantly with a single dese of 4-

MP (200 mg/kg of b.w.) adminístered by i.p. route. After treatments, anima!s were placed 

in restriction cages, without further access to water and food, and blood samples were 

collected from the wound of exc1sed tips of the tail with 50 µI cap11iary pipettes. Blood 

sampling was scheduled every 15 min during the first 2 hr, every 30 min far the next 2 

hours, and every hour ihereafter until 9 hr post-admirnstrat1on (15). In !he animals treated 

w1th 4-MP, sampling was done every 2 hr until 12-16 hr post-administrat1on (no! shown). 

Blood ethanol was quantified in neutralized ac1d-extracts by the enzymatic method 

described by Bernt and Gutman (18). The area under the curve (AUC) far ethanol 

e!imination from the blood was calculated by the trapezoidal method, from the beginrnng of 

ethanol administration to the time 1t was no longer detectable (19). 
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Serum and Liver Samples: After decapitation, whole blood was collected and centrifuged 

to obtain serum, which was kept frozen at -70ºC until use. Liver samples were taken for 

histological assessment and subcellular fraction. The cytosolic fraction was obtained by 

differential centrifugation and !he purity of the fraction was evaluated as described by 

Aguilar-Delfín et al. (20). For the histopathological analysis, liver samples were prepared 

as descnbed below. 

Liver Histology: Hepatic samples from each group were used fer light m1croscopy. 

Samples were fixed in formaldehyde (10% in bufféred solution, pH 7.4), embedded in wax 

and stained with hematoxylin-eosin. Liver specimens were coded and read blindly without 

knowledge of the other data. Criteria for !he analysis of morphological abnormalities were 

the same as !hose reported previously (21 ). Mito!ic index was recorded with an optical 

microscope (Olympus, CH-30) and corresponded to the number of mitotic images found in 

20 microscopic fields examined with a 40X objective and indicated as follows: (+), 1-3; 

(++), 4-7, and (+++), >7 mitotic celisifieid, as described by Morales-González et al. (21). 

Serum Enzyme Activities and Metabolite Assays: Serum activities of alanine (AL T; EC 

2.6.1 2) and aspartate (AST; EC 2.6. í. í) aminotransferases, as well as that of lactate 

dehydrogenase (LDH; EC 1 1 1.27) were determined by methods reported elsewhere (21 ). 

Serum concentrations of triacylglycerols, glucose. album1n and bilírubin were quantified by 

us1ng assay k1ts from Sigma Chemical Diagnostics Co. {St. louis, MO). 

Liver ADH Activity: Cytosolic ADH activity 1n livers frorn our experimental groups was 

measured spectrophotometrically at 25ºC, as the increase in absorbance at 340 nm. The 

assay was done in a buffer containing 0.1 moi/I glycine/NaOH (pH 9.6), 2 mmol/I NAO+ 

and 100 µg of cytosolic protein. Reaction was started by the addition of 10 mmol/I of 

ethanol and followed far at leas! 5 min. ADH activity is reported as nmol•min-' •mg-' of 

cytosolic protein (22)_ 
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Statistics: Results are expressed as the mean ± SEM. Significance of the differences 

among groups was analyzed by two-way ANOVA and, in case of significance, by 

Student's t-test (p<0.01 ). 

RESULTS 

Blood Ethanol Clearance in Animals subjected to PH and Treated with 4-MP. After 

intragastric administration of a single ethanol dese (1.5 g/kg of b.w.) sham-operated rats 

reached a maximum blood alcohol concentration (BAC) of 21.2 ± 3.9 mM (Fig. 1A), 

associated with an AUC of 11.7 ± 1.1 mM/hr (Fig. 2). As previously found (15), the same 

ethanol dose elicited a much lower peak during the first 12 hr after surgery in animals 

subjected to PH (BAC = 12.6 ± 2.5 mM, p<0.01; Fig. 1A), without significantly modifying 

the AUC, as compared with that of controls (15.8 ± 2.2 mM/hr; Fig. 2). However, 

• adm inistration of 4-MP significantly changed both BACs and AUCs in either sham-

operated or PH-rats rece1ving the same ethanol dese (Figs. 1 and 2). Sham-operated 

animals treated concomitantly with ethanol and 4-MP showed a similar BAC (22.6 ± 3.9 

mM; Figs. 1 B and 2A), but the AUC far blood ethanol was significantly prolonged, as 

compared with control animals not-treated with 4-MP (39.4 ± 4.1 mM/hr, p<0.01 aga1nst 

control; Fig. 2). As expected, in rats subjected to PH and receiving 4-MP, ethanol 

administration produced an enhanced BAC (30.8 ± 2.8 mM, p<0.01 vs. untreated control 

and PH-rats. Figs 1 B and 2A), and the AUC was largely increased (p<0.01) as compared 

to controls and animals subjected to PH without 4-MP treatment (51 8 ± 5.6 mM/hr; Fig. 

28). Therefore, treatment with 4-MP (200 mg/kg of b.w.) readily delayed blood ethanol 

clearance in both sham-operated and PH-rats, but the magnitude of the 1nhibitory effect of 

4-MP on ethanol oxidation was not the same in both experimental groups (Figs. 1 and 2). 

Effect of 4-MP on liver ADH activity and histological assessment. Since 4-MP 

administrat1on to animals subjected to PH did not show a proportional effect (in relation to 



the remaining liver mass after surgery) en b!ood ethano! c!earance, when compared to 

intact (sham-operated) rats, we measured the extent of 4-MP-mediated inhibition of ADH 

in our experimenta! groups. At the 4-MP dese employed in studying ethanol 

pharmacokinetics, ihis cornpound prometed an in vivo inhibition of ADH activity of 82.5 

and 78.6% in sham-operated and PH-rats, respectively. In addition, the presence of 

ethanol (1.5 g/kg b.w.) did no! significantly rnodify the effect of a single 4-MP dese (200 

mg/kg b.w.) in anirnals subjected to PH, since this pyrazole-derivate induced a 72.3% 

inhibition of liver ADH activity (against 78.6%, in anirnals without ethanol adrnimstration) in 

hepatectornized rats receiving ethanol plus 4-MP 

In liver samples taken frorn ethanol-treated PH rats, 24 hr after surgery, PH-

changes 1n hepatocellular organization and mcreased rnitotic irnages were largely 

decreased by th1s low ethanol dese (not shown), confirrning previous findings reported by 
• 

us (21 ). Adrninistralion of 4-MP io ihese anima Is did not s1gnificantly rnodify the inhibitory 

effect of ethanol on PH-induced liver regeneration, as evaluated by histologica! 

assessment (not shown). This latter agrees with Frank et al. report (23), on pyrazole 

adrninistration to PH-rats, in which they suggested that ethanol and not one of its 

rnetabolic end products 1s responsible fer the inh1bition of Jiver regeneration. 

However, 1t was surprising to find that PH-rats treated with 4-MP at 200 rng/kg of 

b.w., in the absence of ethanol, showed a drastic reduction of the rnitotic index, when 

evaluated at 24 hr after surgery (Fig. 3). In addition. these anirnals also presentad lower 

content of fatty droplets, as well as evidence of moderate 1nflammation (Fig. 3) These 

findings led us to examine the effect of 4-MP par se on the PH-induced regenerating liver 

in the absence of ethanol. 

Table 1 summarizes the effects of severa! 4-MP doses in vivo en the structural 

integrity assessed in liver samples from sham-operated and rats subjected to two-thirds 

PH, 24 hr alter surgery. In sham-operated rats, 4-MP administered in the dese range of 25 
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to 200 mg/kg of b.w., only induced a slight fatty infiltration and hepatocellular 

disorganization; but this compound prometed quite different changes in regenerating 

iivers, after PH (Table 1). Lower doses of 4-MP (25 to 50 mg/kg of b.w.) produced higher 

fatty liver, accompanied by a mild/moderate inflammation that seems to be associated to a 

reduction in one-third or inhalf the number of mitotic images (mitotic index) found in the 

untreated animals undergoing PH. Higher doses of 4-MP (100 to 200 mglkg of b.w.) when 

administered to PH-rats, elicited a different histological pattem of the proliferating liver 

(Table 1 ). Whereas fatty deposition and hepatocellular disorganization were diminished, 

the degree of inflammation was readily enhanced, which seemed to culminate ín an almos! 

complete disappearance of mitotic 1mages, indicating a strong inhibition of PH-induced 

liver regeneratíon by these used 4-MP doses in rais (Table 1). 

The exteni of inhibition of liver ADH activity achieved by 4-MP treatment also 

• 
correlated well with the inhibitory effect of this compound on the PH-induced increase in 

the mitotic index (Table 2). Animals subjected to PH only had decreased ADH activity 

(23. 7% of mhibt!ion, as compared to sham-operated controls); lower 4-MP doses (25 to 50 

rng/kg of b. w.) induced a 41 to 49% inhibition in ADH activity in the proliferating livers, 

whereas higher 4-MP doses produced a 63.9 to 78.6% inhibition at 100 and 200 mglkg of 

b.w., respectively (Table 2). Therefore, a quite linear correlation was found between ADH 

activity and the magnitude of the mitotic index (Tables 1 and 2). 

Effects of 4-MP on Serum Enzyme Activities and Metabolite Levels. Admirnstration of 

4-MP to rats subJected to PH 1nhibited liver proliferation, while increasing histological 

ev1dence of tisular inflammation (Fig. 3). Thus, to evaluate the effect of 4-MP on 

hepatocellular function, as possible contributing factor for !he inhtbitory action of 4-MP on 

liver regeneration, we measured serum activities of liver "marker" enzymes as well as !he 

levels of metabolites cons1dered to reflect hepatic function. Adm1nistration of the highest 

dose of 4-MP to sham-operated animals produced a marked hypoglycaemia. accomparned 
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by a drastic increase in serum levels of triacylglycerols. However, albumin and bilirubin 

levels were not affected by 4-MP in sham-operated rats (Table 2). 

Rats subjected to PH showed decreased serum glucose !eve! and elevated 

triacylglycerols, while serum levels of albumin and bilirubin were within the normal range, 

24 hr after surgery (Table 2). 4-MP treatment to these animals (from 25 to 200 mg/kg of 

b.w.) induced a higher increase in serum triacylglycerols and potentiated the diminution of 

blood glucose; in addition, lower 4-MP doses administered to PH-rats also prometed a 

drop in serum albumin and a significan! increase in bilirubin content (Table 2). 

lnterestingly, the adverse effects of 4-MP on serum levels of albumin and bilirubin induced 

in PH-animals, were much less marked when using higher doses of 4-MP (100 to 200 

mg/kg of b.w.; Table 2). 

Aiihough the aforementioned results would suggest liver dysfunction in animals 

• 
subjected to PH and treated with 4-MP, serum enzyme activities (AST, AL T. and LOH) 

quant1fied 24 hr after surgery did not support this previous suggestion (Fig. 4). In sharn-

operated rats, 4-MP at the highest dese only induced a slight increase in serum lDH 

activity, while both AST and Al T were practically unaffected (Fig. 4). As previously 

reported (21 ), animals subjected to PH show increased levels of serum enzymes, being 

serum Al T levels ene of the most increased serum enzymes after partial liver resection 

(Fig. 4). Treatment with 4-MP to PH-rats also increased serum LDH activity, being more 

notoríous the effecl ach1eved w1th the lowest 4-MP dese. However, an oppos1te effect of 4-

MP was found 1n serum transaminase levels, since the ADH-inhibitor readily decreased 

the PH-1nduced augmentation of serum transaminase act1v1ties, this effect was much more 

evident at the highest 4-MP doses administered to PH-rats (Fig. 4). 

As a whole. data wou!d indicate that the inhibitory effect of 4-MP on PH-induced 

liver regeneration did not seem to be related with hepatocellular damage or markedly 

comprom1sed hepatic function of !he regenerating rat liver. 
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DISCUSSION 

Liver regeneration consequent to two-thirds PH is a complex process, accompanied by 

changes in the major metabolic pathways, which maintain adequate energy availability for 

DNA replication, cell division, and restitution of the liver mass (24,25). Hence, severa! of 

these metabolic rcutes cculd be pctential targets fer the deleterious actions cf acule 

ethanol administraticn on PH-induced liver regeneraticn, mainly those contrclled by the 

NAD/NADH redox state (26). 

Although it is accepted that acute ethanol administraticn exerts a clear inhibitory effect 

on compensatory liver growth after PH, the question remains whether ethancl-induced 

inhibition of liver regeneration is mediated thrcugh the rate cf ethancl metabolism (i.e. by 

acetaldehyde levels and/or changes in the NADfNAH ratio) or 1ts adverse effect depends 
• 

on the amcunt cf ethancl per se in the prcliferating iiver. In the presence of 4-MP, acule 

ethanol inhibited 3H-TdR incorporation into hepatic DNA, 18 to 48 hr following PH (23). lt 

has also been suggested that ethanol inhibits !he synthesis cf crnithine decarbcxylase (27) 

and tyrosine aminotransferase activity (13) directly through ethanol molecules and not 

mediated via iis by-products. 

However, the regenerating liver has been shown to present abnormal ethancl and 

espec1ally acetaldehyde metabolism (28), and acetaldehyde also diminished incorporation 

of 3H-thymidine into l1ver DNA 1n regenerating rat liver, rat cells in culture, and rat fetal 

tissues (29). In addition, ethanol impairs hormonally induced amino acid transport system 

A 1n \iver Golgi as well as in plasma membrane vesicles during hepatic regeneration. an 

effect probably mediated by acetaldehyde, by interacting with hepatic tubulin (30). 

lt has also been reported (31) that although ADH activity in the remnant liver does 

not significantly change immediately after PH, the rate of ethanol removal is significantly 

faster in PH-rats; hence. the authors suggested that the rate of ethanol elimination might 
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be limited by the ADH activity. Furthermore, we found recently ín a pharmacokinetic study 

on ethanol bioavailabilíty that the regenerating liver has a very enhanced capacity to 

metabolize ethanol, which seems to be the main factor affecting ethanol pharmacokinetics 

in rats subjected to PH (15). This latter effect occurred even though the proliferating liver 

prometed decreases in the ADH activity (the main ethanol-catabolizing pathway) and, to a 

much lesser extent, of cytochrome P4502E1 (16). lnterestingly, ethanol treatment to 

anirnals subjected to surgery prevented the PH-induced dirninution of liver ADH activity, as 

well as minimized the PH-prornoted metabolic adjustrnents mediated by redox reactions, 

which are also involved in ethanol oxidation (16). 

Taken as a whole, data suggest that ADH activity could be largely involved in the 

inhibitory rnechanisrn prometed by ethanol adrninistration on PH-induced liver 

regeneration. There are at least two possibilities to expla1n the dissociation between the 
• 

diminished ADH activity found in the regenerating liver (16) and the enhanced blood 

ethanol clearance found in these animals,. Firstly, extra-hepatic tissues might show a more 

significan! contribution in oxidizing administered ethanol in PH-rats !han that present in 

control arnmals. This point is partially true, s1nce we have shown that gastric metabo!ism of 

ethanol (first-pass metabolism) is increased in PH rats (15); however, s1nce this PH-

induced increase in gastric oxidation of ethanol is relatively slight and transient, could 

barely account for the increased ethanol metabolism in rats undergoing PH. The other 

possib1lity concerns the part1c1pat1on of non-ADH pathways for ethanol catabolism 1n the 

rernnant liver after PH and ethanol administration. 

Present results using in vivo administraticn of 4-MP, a spec1fic inh1bitor of ADH 

(32, 33), demonstrate that liver ADH was the ma1n via oxidizing ethano! in both sham-

operated and rats undergomg PH. However, since the magnitude of the inhib1tory effect of 

4-MP on ethanol oxidation was not the same in both experimental groups (Figs. 1 and 2). it 

could indicate that other ethanol-metaboliz1ng systems are actively participating 1n 
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removing ethanol from the systemic circulation. Further support for this possibility is the 

finding that 4-MP (at concentrations inhibiting up to 85% ADH) elicited a 80% and 55% 

inhibítion of ethanol oxidation by isolated hepatocytes from control and rats subjected to 

PH, respectively (unpublished data). 

On the other hand, it was quite surprising that 4-MP, per se, induced a dose-

depende! inhibition of the mitotic index in remnant livers, when administered to PH-rats 

(Table 1). In addition, 4-MP effects, seen in remnant livers, on histological parameters 

such as fatty infiltration and hepatoceilular organization, closely resembled !hose found in 

ethanol-treated rats subjected to PH (21). High pyrazole doses induce a hepatotoxic effect 

when given to intact rats (34,35), as well as decrease levels of brain noradrenaline (36). 

Similar doses of 4-MP seem to be safely used even in healthy human subjects (37-39). 

For instance. 4-MP use has been reported as a successful therapeutical approach, for the 
• 

treatment of methano! or ethy!ene glycol poisoning (40,41 ). 

Present results also indicate that 4-MP administration does not promete structural 

alterations in the quiescent (normal) liver (Fig. 3); however, this compound did modify liver 

function in control animals. The ADH inhib1tor induced a marked decrease in serum 

glucose leve! and enhanced the leve! of serum tnacylglycerols (Table 2). A slight but 

significan! increase in serum LDH activity was also associated to 4-MP administration to 

sham-operated arnmals (Fig. 4). However, administration of 4-MP to animals subjected to 

PH had a quite different pattern of effects on the regenerating liver. 

4-MP induced an even larger enhancement of serum triacylglycerols, wh1le 

potent1ating the PH-induced hypoglycaemia. In addition, at the higher 4-MP doses, serum 

albumin was significantly decreased and levels of b1ilrubin were lower than in control and 

PH-rats rece1ving saline (Table 2). In intact rats, 4-MP by itself produces a slight 

accumulation of liver triacylglycerols, leading to a mild fatty liver (42). However, in the 

regenerating liver, 4-MP decreased PH-induced fatty liver due to a drastic release of liver 
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triacylglycerols (Table 2 and Fig. 3). Although the mechanism under!ying the decreasing 

effect of 4-MP in serum glucose and albumin levels is not known, the effects of the ADH 

inhibito; on serum metabolites present in PH-rats ciosely resembied those found in 

animals subjected to PH and treated acutely with ethanol (21 ). We have also shown that 

PH induces a selective increase in serum enzyme activities, considered as a "markers" of 

liver functional integrity (21 ). This PH-induced effect was not related to hepatocellular 

damage and agrees with the finding that the regenerative process did not lead to necrosis 

or inflammation, even 1n animals receiving alcohol (43). lndeed, in PH-rats, acute ethanol 

administration abruptly shortened the PH-associated selective increase in serum LDH, 

AL T, and AST activ1ties (21 ). In the present study, 4-MP administered to PH-rats also 

evoked a drastic diminution in the serum activities of sorne liver marker enzymes (Fig. 4). 

This effect of 4-MP gives further support to the hypothes1s that the selective increase of 
• 

serum enzyme activities afte; PH, instead of being associated to ceil necrosis is rather an 

event associated to the onset of liver regeneration. probably influencing the progress of 

the proliferative process. Hence, 4-MP by itself can mimic many effects associated to the 

inhibitory action of acute ethanol on PH-induced liver regeneration (16,21). 

There is growing ev1dence that acule ethanol, as has been amply suggested far 

chronic feeding, could mute cellular responses to growth factor stimulation. For instance. 

ethanol treatment masked and/or delayed the increase in specific activ1ty of DNAase 11 and 

RNAase 11, decreasmg calcium concentration and hepatic accumulation of cyclic AMP at 

early stages of liver regeneration (44,45) These effects could be involved in the ethanol-

prometed blunted and delayed response of tyrosyl phosphorylation of insulin receptors 

(IRS-1), blockade of interleukme-6 (ll-6) induced Stat3 protein activation, as well as 

inh1bition of prolongation of the act1vation of p42/44 MAPK (46-48). The latter might result 

in disruption of proto-oncogene expression near !he restriction po1nt al G1/S boundary of 

the cell cycle in hepatocytes, leading to arrested compensatory proliferation after PH (49). 
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Although both acute and chronic ethanol exposure inhibit or delay liver 

regeneration induced by PH in the rat. it would be expected that the underlying 

mechanism(s) involved 1n ethanol"s actions could differ according to the experimental 

model tested. We propase that ethanol oxidation by liver ADH activity is a major 

contributing factor in the inhibitory effect in liver proliferation during acute admmistration of 

ethanol to rats subjected to PH. Despite not having conclusive evidence, we believe that 

ethanol interferes with the adaptative changes in !he flux of substrates and coenzymes 

through ADH, which could be a limiting-step in the metabolic adjustment required to drive 

compensatory cell proliferation after two-thirds PH. 

In summary, through in vivo administration of 4-MP, a specific ADH 1nh1bitor, to rats 

subjected to PH, it was found that the accelerated ethanol oxidation by the remnant liver 

cannot be accounted for only by ADH partic1pation, but rather by th~ active participation of 

another ethanol-metabolizing pathway in ethanol elimination by the regenerating liver. In 

addition, 4-MP by itself was capable of inducing a dose-dependent inhibition of the mitotic 

capac1ty of the remnant liver after PH, which closely correlated with the magnitude of 

lnhibition of the specific activ1ty of .A.OH. The important role of !iver ADH activity duíing liver 

proliferation after PH in the rat is further supported by the notion that 4-MP can rnimic the 

1nh1bitory effect of ethanol on PH-induced liver regeneration. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Effect of 4-methylpyrazole administration on blood alcohol concentrations 

(BACs) in sham-operated and rats subjected to PH after orally ethanol treatment. 

Results are expressed mean ± SE of at least five animals per experimental group. Panel A 

depicts BACs obtained from sham-operated and in animals undergoing PH after 

1ntragastric ethanol admirnstration and treated with saline solution. In panel B, control and 

PH-rats receiving the same i.g. ethanol dese (1.5 mg/kg b.w.) and treated w1th 4-MP (200 

. mg/kg b.w.). Note the participation of first-pass metabolism of ethanol (panel A) in rats ... ,-' 

subjected to PH and non-treated with 4-MP. 

Figure 2. Calculated BACs and areas under curve (AUCs) of blood ethanol levels in 

sham-operated and rats subjected to PH and treated with 4-methylpyrazole . 
• 

Max1mal BACs and AUCs were calculated as described in !he Material and Methods 

section w1th data taken from Fig. 1 fer sham-operated rats (open bars) and for arnmals 

subjecied to PH (dashed bars). Statistical significance as follows: *"p<0.01 vs. control 

groups, and •*p<0.01 against PH + saline group. 

Figure 3. Histological assessment of livers from rats subjected to PH and treated 

with a high dose of 4-methylpyrazole. 

Representanve micrographs are shown of livers taken from control (A) and part1al 

hepatectomized rats (B) treated with saline, and !hose of sham-operated (C) and rats 

subJected to PH (D) and receiving a single dese of 4-MP (200 mg/kg b. w.) L1ver samples 

were obtained 24 h after surgery and treatments. Arrows indicate mitotic images. while 

arrowshead denote fatty infiltration. 



23 

Figure 4. Serum activities of aspartate (AST) and alanine (Al T) aminotransferases, 

and of lactate dehydrogenase (lDH) in hepatectomized rats treated with 4-MP. 

Results are expressed mean ± SE of at least five animals per experimental group. 

Activities of AL T, AST and LDH were determined by spectrophotometric and colorimetric 

methods in sera obtained 24 h after 4-MP treatment in sham-operated rats (open bars) 

and in animals undergoing PH (dashed bars). Statistics as indicated in Fig. 2 . 

• 
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Table 1. liver histopathological changes ín rats subjected to partial hepatectomy 

and treated with 4-methylpyrazole (4-MP). 

--------
Treatment Fatty change lnflammation 

Controls 

-Plus saline o o 

-Plus 4-MP + ~- o 
(200 mg/kg) 

Partial Hepatectomy 

-Plus saline + o 

-Plus 4-MP 

25 mg/kg ++ o 

50 mg/kg ++ +/++ 

100 mg/kg + +/++ 

200 mg/kg + ++ 

------------

Hepatocellular 
Disorganization 

o 

+ 

+!++ 

• 

+/++ 

+/++ 

+ 

+ 

Mitotic 
lndex 

o 

o 

++ 

+/++ 

+ 

o 

o 

Histopathological parameters were evaluated as follows: for fatty change, hepatocellular 

disorganization and inflammation, (O) absent: (+) mild; (++) moderate, and (+++) strong. 

Assessment of the mitotic 1ndex is descnbed in Material and Methods. 
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Table 2. Effects of 4-methylpyrazole on liver ADH activity and serum metabolite 

levels in rats subjected to partial hepatectomy. 

Treatment ADH activity Glucose T.G. Aibumin Bilirubin 

(nmol•min-'•mg-') (mg/dl) (mg/dl) (g/dl) (mg/dl) 

Controls 

-Plus saline 48_ 1 ± 1.8 102 ± 4 57 ± 7 4.7 ± 0.4 0.42 ± 0.04 

-Plus 4-MP 8.5 ± 1.0* 54 ± 6* 92 ± 6* 3.8± 0.3 0.32 ± 0.03 
(200 mg/kg) 

Partial Hepatectomy 

• -Plus saline 36.7±1.5* 83 ± 4* 92 ± 10* 4.1±0.4 0.72 ± 0.06* 

-Plus 4-MP 

25 mg/kg 24.5 ± 2_0···· 70± 4* 136 ± 7*"* 3_ 1 ± 0.3* 2_91 ± 0.25*** 

50 mg/kg 28.3 ± 2.5*** 68± 5• 116±16* 3.2 ± 0.3* 1.25 ± 0.11··· 

100 mg/kg 174±2.7*** 61 ± 5·-·· 143 ± 12*"* 3.6 ± 0.4 0.29 ± 0.09•• 

200 mg/kg 10.3±1.1*· .. 45± 5•-•• 111 ± 13* 3.5 ± 0.3 0.10 ± 0.02··· 

---------
The resuits are expressed as mean ± SE of five individual determ1nations per 

experimental group. liver ADH activ1ty (per mg of protein) was determined by a 

spectrophotometric method, and serum metabolies by means of Diagnotic k1ts from Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO). T.G.: Triacylglycerols. Statistics: *p<0.01 as compared to 

control rats; .. p<0.01 vs_ the hepatectom1zed group treated with saline solution. 



CONCLUSIONES GENERALES 

•!• En el primer paso metabólico (FPM) del etanol, el estómago tiene un papel 

transitorio, pero efectivo en las modificaciones farmacocinéticas del etanol a tiempos 

tempranos posteriores a la hepatectomía parcial en la rata, constituyendo una 

barrera protectora contra los efectos adversos del etanol en esos animales. 

•!• El hígado en regeneración incrementa su capacidad de oxidar al etanol 

•!• El aumento del metabolismo del etanol puede potenciar los efectos deletéreos que la 

droga ocasiona a la regeneración hepática. 

•!• Los cambios coordinados en el metabolismo del etanol por el estómago y el hígado 

muestran una interesante interrogante de una comunicación interórganos que 

ocurre durante la proliferación celular del hígado, después a una hepatectomía 

parcia!. 

•!• U na dosis aguda de etanol es capaz de inhibir constanteJDente la regeneración 

hepática que se induce por la HP, la cual es dependiente del tiempo y ruta de 

administración. 

•!• La administración intragástrica de etanol ocasiona más inhibición al proceso de la 

regeneración hepática que la ruta intraperitoneal; esto está probablemente 

relacionado con las diferencias hepáticas en ei catabolismo del etanol durante la 

regeneración hepática, la cual varía de acuerdo a la ruta de administración. 

•!• Se han dado las primeras evidencias de una liberación selectiva de enzimas por 

parte del hígado durante la regeneración hepática. 

•!• La administración de dosis bajas de etanol en ratas sujetas a HP ocasiona diferentes 

modificaciones en la ultraestructura del hígado regenerante, dependiendo 

fuertemente de la ruta de administración. 

•:• La administración intragástrica de etanol disminuye prácticamente todos los 

cambios adaptativos de los hepatocitos regenerantes. 

•:• La administración intraperitoneal de etanol promueve modificaciones 

ultraestructurales, indicativas de proliferación celular. 



•:• La administración de dosis bajas de 4-MP (25 y 50 mg/kg) en ratas HP, se asocia con 

ligeros cambios en la actividad de la ADH hepática y en cambios metabólicos que 

disminuyen ligeramente la regeneración hepática. 

•:• La administración de dosis altas de 4-MP (100 y 200 mg/kg)en ratas sujetas a HP, 

disminuye importantemente la actividad de la ADH hepática, la cual se asocia con 

cambios en la función y la estructura que precede aparentemente a los bepatocitos 

para la replicación celular. 

•!• Estudios en el comportamiento de la ADH hepática se pueden utilizar para 

identificar la patogenia de la inhibición de la regeneración hepática que se conoce 

ocurren en la enfermedad hepática por alcohol en el humano . 

• 



PERSPECTIVAS 

I. Frank y cols. (1979), con sns experimentos demuestra el papel de la molécula per se 

del etanol como causante del daño a la regeneración hepática; mientras que, por otra 

parte, Duguay y cols. (1982) y Wands y cols. (1979), encuentran en sus trabajos que el 

metabolismo del alcohol es el causante de los efectos inhibitorios en la regeneración 

hepática. Lo anterior, aunado a nuestros datos, en donde se demuestra la importancia 

de la ruta y el tiempo de administración del etanol, hacen que sean necesarios más 

experimentos encaminados a explorar los probables mecanismos de inhibición de la 

regeneración hepática por el etanol. 

U. U na de las interrogantes; de los resultados obtenidos es saber por que el etanol 

ocasiona diferentes efectos, dependientes de la ruta de administración, en la inhibición 

de la regeneración hepática, poi- !o tanto se plantean las siguientes hipótesis: 

A. Se conoce que el etanol es capaz de alterar el estado metabólico de los tejidos 

y por otra parte, se conoce que el EGF es un mitógeno qye participa en tiempos 

muy tempranos (0-8 hrs} de la regeneración hepática inducida por HP y es 

producido por las glándulas de Brunner que se localizan en el duodeno. De 

modo, que si la ruta intragástrica de administración del etanoi inhibe más ia 

regeneración hepática que la ruta intraperitoneal, ello probablemente se deba a 

que la r,;ta intragástrica daña a las glándulas de Brunner y por ende, la 

producción de EGF. 

B. La ADH hepática, es el principal sistema de oxidación de etanol en el hígado 

y se ha relacionado con el catabolismo de las catecolaminas, específicamente con 

la noradrena!ina, e! cual es un conocido co-mitógeno, que participa en la 

pro!iferacióu celular hepática. Si durante la regeneración hepática, la 

administración de etanol intraperitonealmente ocasiona menor inhibición del 

proceso replicativo del hígado que la ruta intragástrica, esto probablemente se 

deba a que la ADH hepática por estar metabolizando etanol deja de cataboiizar a 

la noradrenalina y esta continúa con su papel de co-mitógeno. 
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ANEXOS 

El primer anexo es un artículo que se publicó en la revista del Hospital Juárez de 

México, con algunos datos parciales obtenidos hasta ese momento, sobre la 

fannacocinética del etanol durante ia regeneración hepática. 

El segundo anexo, es un trabajo sobre el estado redox y energético del hígado 

durante la regeneración hepática y el efecto del etanol sobre estos parámetros. Si bien, 

no es un artículo directamente de mi protocolo de investigación del doctorado, si es un 

trabajo que se realizó en el grupo del Dr. Rolando Hernández Muñoz, en donde 

participé. 

.. 
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' La participación del estómago en e! metabolismo del etanol 

Dr. José Antonio Morales González,* Dr. José Gutlérrez Salinas,** 
Dr. Rolando Hernández Muñoz*** 

RESUMEN 

El hígado es el principal responsable del metabolismo del etanol (85-90%}. El metabolismo extrahepático 
del etanol es realmente insignificante, a excepción del estómago en donde se ha encontrado un efecto de 
primer paso que constituye una barrera gástrica protectora cuyo proceso determina, en parte, la 
biodisponibilidad del etanol y modula su toxicidad sistémica y hepática. ' 
Se uti/lzaron ratas Wistar que fueron hepatectomizadas parcialmente (HP) y se les administró etanol por vía 
intragástnca o intraperitoneal, a diferentes tiempos de regeneración hepática (0-96 h). Se detem11nó la 
concentración de etanol y se calculó el área bajo la curva del curso temporal de etanolemia, evaluandose la 
absorción y eliminación de etanol a partir de estas curvas. 
Los resultados muestran una pérdida del componente de absorción y retardo en la eliminación de etanol en 
el grupo HP que lo recibió por vía oral; mientras que con la vía mtraperitoneal no se modificaron los niveles 
máximos de etanol y si se encontró un aumento en su eliminación. Se concluye que se modifica el compo­
nente de primer paso del estómago causado por la pérdida hepatica, y que el hígado en regeneración posee 
una gran capacidad para oxidar etanol. • 

Palabras clave: Alcohol, farmacocinética, primer paso de oxidación, alcohol deshidrogenasa. 

ABSTRACT 

The !iver is tl"Je rnain organ respons1bíe for erhanoi metabo!Jsm and accounts for 85 to 90% of 1ts ox1dat1on. 
Extra-/1epatic ethanol metabolism is negligible. excepr for rhe stomach, where the first pass metabo//sm of 
ethanol accounts for the disposal of an important fracflon of the ingested ethanol, modulating both b1oava1lab1/1ty 
and s1stem1c effects of ethanol. 
Male Wistar rats sub1ected to two-th1rds hepatectomy were used. In these ammals. ethanol was adm1mstered 
by e1ther intragastnc and mtraperitoneal routes, at severa/ times post-surgery. Ethanol concentrat1on m blood 
was assayed and the area under curve (AUC) was determmed. 
The results show that both absorption and elimmation of ethanol were changed after par11ai hepatetomy 
(PH), when ethanol was admimstered 1ntragastnca1ly to these rats. When ethanol was g1ven 1ntrapentoreal!y 
ma;amaí leveís of blood ethanol were unchanged. out 1ts ei1mmat1on was mcreased. Data strongly suggest 
that removal ot liver mass exerts an 1mportant mfluence m the gastnc f1rst pass rnetabol1sm of ethanol. ano 
regeneratmg liver has an enhanced capac1ty tor ox1dizmg ethanol. 

Key words: Alcohol, farmacokinet1cs. lirst pass metabol1sm. alcohol dehydrogenase. 
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INTRODUCCIÓN 

El alcoholismo es uno de los problemas de salud 
más importantes en el mundo:· causa de multitud 
de complicaciones médicas y constituye un preocu­
pante y creciente problema de salua pública en 
nuestra sociedad.'·' que ocupa uno ae ios prime­
ros lugares de morb1mortalidad entre :a pobiac1on 



económicamente activa de nuestro país. 5 Se sabe 
que el 75% de las muertes atribuibles al alcoholis­
mo crónico es resultado de cirrosis hepática; por lo 
tanto la enfermedad hepática inducida por alcohol 
representa un problema médico de primera magni­
tud tanto por su frecuencia como por su gravedad. 
El etanol es fácilmente absorbido en el estómago e 
intestino delgado y más del 90% es rnetabolizado 
por el hígado, ya que posee tres sistemas principa­
les bien definidos de eliminación y metabolismo del 
etanol, s-a que son: sistema de las enzimas alcohol 
deshidrogenasas (ADH); sistema microsomal de 
oxidación del etanol (MEOS); y el sistema de la 
catalasa. ª 9 El resto del etanol se metaboliza pÓr otros 
tejidos (riñón, músculo, estómago, pulmón, etc.), 
principalmente por la acción de la AOH. 
El metabolismo extrahepático del etanol es realmente· 
insignificante, a excepción del estómago en donde 
se ha encontrado a la enzima ADH en la mucosa 
gástnca. 1

0.
12 

La ADH gástrica contribuye a la oxidación del etanol 
ingenoo y por ende disminuye los niveles séricos de 
etanol, lo que se considera como el primer paso 
metabólico del etanol. que constituye una barrera 
gástrica protectora contra los efectos adversos del 
mismo. 13•15 

Este primer paso del metabolismo del etanol por el 
estómago es una determinante importante en las 
concentraciones sanguíneas de alcohol (etanolemia) 
y de las áreas bajo la curva (ASC) de alcohol en la 
c1rculac1ón sistémica alcanzados por la ingesta de 
etanol. tanto en humanos" ·s como en animales ex­
perimentales. '3

" 

La actividad de la ADH gástrica se encuentra 
afectada por el género,''" edad," ayuno, 10 alco­
holismo crónico.'°" algunas drogas""'º y por 
iT1iCíoorgan\srr1os. 21 esto da corno resuitado el au­
mento en los niveles de la etanolem1a y de las 
ABC posteriores al consumo de alcohol 18•20 22 que 
produce un incremento en la susceptibilidad de 
dano hepatico en relación a los niveles de etanol 
alcanzados. 
Estudios recientes demuestran diferencias en las con­
centraciones de etanol en sangre después de adm1-
n1strarlo por v1a oral en comparación con la vía 
intravenosa, donde se puede observar que las con­
centraciones de alcohol en sangre son más ba1as 
después de administrarlo intragástncamente en com­
paración con !a adm1nistrac1ón porvia intravenosa con 
una misma dosis de alcohol tanto en humanos·º como 
en ratas .. ,., Se concluye que esta diferencia se debe 
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al primer paso metabólico del alcohol. debido a la 
actividad de la ADH gástrica, que tiene una isoenzima 
con una alta Km para el etanol que no exhibe una 
inhibición de sustrato con altas concentraciones de 
etanol, corno ocurre con la ADH hepática." 
Más aún, Reine y cols. 23 al utilizar diferentes vías de 
administración de etanol (intravenosa, intraduodenal, 
intraportai), en un análisis comparativo de la 
farmacocinética de la vía intragástrica con estas di­
ferentes rutas, encontraron que en la vía intragástrica, 
las etanolemias son inferiores que cuando se admi­
nistra por otras rutas. De aquí que el primer paso 
metabólico se encuentra asociado con concentra­
ciones inferiores de etanol en la circulación sistémica, 
así como una menor biodisponibilidad del etanol. Por 
otra parte Smith y cols. 24 sugieren que un lento índi­
ce de absorción podría realizar el primer paso del 
metabolismo hepático y concluyó que el metabolis­
mo del etanol por el estómago es en realidad insig­
nificante. Por lo tanto, el presente estudio se diseñó 
para determinar la participación del estómago en la 
farmacocinética y rarmacodinamia del etanol en ra­
tas hepatectomizadas parcialmente (HP), donde se 
elimina el componente hepático: y evaluar la capa­
cidad del hígado para rnetabolizar el alcohol basado 
en las concentraciones de etanol alcanzados en la 
circulación sistémica {etanolemia) tanto para ta vía 
oral como para la vía intraperitoneal. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Animales. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar 
(obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiología Ce­
lular. UNAM). con un peso promedio de 250 ± 20 gra­
mos. Son alimentadas con dieta balanceada para roe­
dores (# 5001. PMI Feeds lnc., St.Louis, MO) y agua 
ad l1bltum. excepto el día del experimento. 
Procedimiento quirúrgico. Se realizó hepatectomia 
parcial (HP) del 68 ± 2% acorde a la técnica clásica 
de Higg1ns y Anderson. 25 Se utilizó como anestés;co 
el éter etílico por el tiempo necesario para realizar la 
HP ( 15 minutos aproximadamente). Se realizó una 
1ncis1ón en la parte media del abdomen de aproxi­
madamente 2.5-3 cm. retirando los lóbulos medio y 
lateral izquierdo del hígado. Las cirugías se realiza­
ron entre las 09:00-10:00 a.m. 
Grupos. Los animales experimentales se dividieron 
en dos grupos dependiendo la vía de administración 
del etanol. Al primer grupo con hepatectomía parcial 
se le administró etanol por vía intragástnca (HP + 

ErOH IG). a una dosis de 1.5 g/kg de peso en una 
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lución al 40%, a diferentes tiempos de regenera­
ín hepática (0-96 h). Al segundo grupo con 
patectomía parcial se le administró el etanol por 
rección intraperitoneal (IP) (HP + EtOH IP) a la 
sma dosis y concentración, así como a los mis­
is tiempos de regeneración que al grupo uno. 
>mo controles se utilizaron ratas falsamente ope­
Jas (sham), a las cuales únicamente se les mani­
la el hígado, regresándolo a la cavidad abdomi-
1 y administrándoles la misma dosis de etanol. 
ocedimiento experimental. Las ratas se coloca­
, en jaulas de restricción donde se realizó una 
nción de la punta de la cola para tomar muestras 
sangre en tubos capilares de 50 µL cada 15 mi­
tos las primeras dos horas, cada 30 minutos las 
uientes dos horas y cada 60 minutos hasta que el 
ohol no fue detec'.able. Las muestras de sangre 
desproteinizaron con ácido perclórico (6% p/v) y 
:antidad de alcohol se determinó por medio de un 
tema enzimático con alcohol deshidrogenasa pu­
:ada, tal como lo descnbió Bert y Gutmann. 26 

)Cedimlento computacional. Las áreas bajo la 
va (ABC) fueron calculadas por el método del 
pezo1de, desde la administración de etanol hasta 
iempo en donde no fue detectable. 27 La cantidad 
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' de alcohol absortiido en función de tiempo (Qt) se 
calculó desde el tiempo t = O hasta t = T (donde el 
etanol ya no fue detectable en la sangre). 
Análisis estadístico. Los resultados se expresan 
como el promedio ± EE. Las diferencias significati­
vas entre los grupos fueron analizadas por Student's 
t test. Los efectos significativamente diferentes de 
las ooncentraciones de etanol o ABCs fueron suje­
tas a análisis siguiendo t Benferroni · s test. 28 

RESULTADOS Y CONCLUSIONES 

Los resultados muestran que en la administración 
de alcohol por vía intragástrica, el grupo HP al tiem­
po inicial (O h), presentó una absorción y elimina­
ción de etanol más lenta en comparación con el gru­
po control, como se muestra en la figura 1A. En la 
figura 1 B se puede observar que a tiempos tem­
pranos de regeneración (12-24 h), la absorción fue 
más rápida y la eliminación seis veces más lenta en 
comparación al grupo control; mientras que a tiem­
pos tardíos de regeneración (48-96 h), se recuperó 
el componente de absorción y la eliminación fue 2.5 
veces más lenta en relación con el control (Figura 
2A). La concentración de etanol se afectó en los di-
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ferentes tiempos de regeneración hepática cuando 
se administró por vía intragástrica, como lo demues­
tran las siguientes áreas bajo la curva (ABC): O h: 
51 .6 ± 0.95; 12 h: 130.9 ± 2.90; 24 h: 150.4 ± 1.85; 
48 h: 80.6 ± 2.07; 72 h: 68.9 ± 2.03; 96 h: 75.0 ± 

1.65; con una n = 4 en cada tiempo. 
Así mismo, las concentraciones máximas de etanol 
en sangre (BAC) en los diferentes tiempos de rege­
neración fueron las siguientes: O h: 12.6 ± 2.5; 12 h: 
35.4 ± 1.8; 24 h: 29.7 ± 2.0; 48 h: 24.0 ± 1.5; 72 h: 
24.2 ± 0.4; 96 h: 20.7 ± 2.7. El control para este gru­
po tuvo los siguientes datos ABC 45. 7 ± 1 .87 n = 6, 
y BAC de 21.1±5.9. 
Se obtuvieron diferencias significativas importantes 
en las ABC en cada uno de los diferentes tiempos 
de regeneración en comparación con el control: O h: 
p < .05; 12 h: p < .001; 24 h: p < .001; 48 h: p < .001; 
72 h: p < .001; 96 h: p < .001 
Ai cambiar ia vía de administración de intragástrica 
a 1ntraperitoneal. se obtuvieron los siguientes re­
sultados: en el tiempo inicial de HP (Oh). no hubo 
diferencias en los niveles máximos de etanol y la 
el1minac1ón fue más lenta en comparación con el 
grupo control; sin embargo. si se realiza el cálculo 
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por gramo de hígado existente, el hígado en rege­
neración eliminó más rápidamente el alcohol cir­
culante (Figura 28). A tiempos tempranos de re­
generación (12-24 h). se alcanzaron nivele.s infe­
riores de etanol, pero la eliminación se retrasó en 
el grupo HP (Figura 3A). Por último, en los tiem­
pos tardíos de regeneración (48-96 h) la elimina­
ción fue 50% más rápida en relación con el con­
trol (Figura 38). Por otra parte las ABC y BAC que 
se obtuvieron al utilizar la vía intraperitoneal (IP) 
fueron las siguientes, ABC: O h: 225.2 ± 3.55; 12 
h: 180.3 ± 2.76; 24 h: 246.8 ± 2.40; 48 h: 104.4 ± 
3.88; 72 h: 105.6 ± 2.53; 96 h: 81.6 ± 3.46; con 
una n = 4 en cada tiempo. 
Las BAC alcanzadas en los diferentes tiempos de 
regeneración en el grupo que recibió ei etanol por 
vía IP son las siguientes: Oh: 49.5 ± 3.3; 12 h: 40.2 ± 
6.3; 24 h: 48.4 ± 6.4; 48 h: 44.5 ± 3.2; 72 h: 39.2 ± 

2.6; 96 h: 38.3 ± 3.4. 
En el control para estos tiempos de regeneración 
hepática se obtuvo una ABC de 163.2 ± 4.42 n = 6, 
con una BAC de 48.7 ± 2.8 
Las diferencias en las ABC resultaron significativas 
en comparación con el control: Oh: p < .001; 12 h: p 
< .025; 24 h: p < .001; 48 h: p < .001; 72 h: p < .001; 
96 h: p < .001 
Se concluye que el hígado en regeneración posee 
una gran capacidad para oxidar etanol, lo que exa­
cerbaría íos electos tóxicos de dicho fármaco. Ade­
más, es de notar que la pérdida de la masa hepática 
influye gradualmente en la absorción gastrointestinal 
del alcohol, poniendo de manifiesto la comunicación 
que existe entre el estómago y el hígado. modifican­
do el componente de primer paso del estómago cau­
sado por la hepatectomia parcial. 
Por último. el primer paso metabólico participa impor­
tantemente en las mcdilicac1ones de la biodis­
ponibilidad del etanol posterior a la hepatectomía 
parcial. y presumiblemente en el catabolismo del 
etanol que se realiza en el estómago. Por otra parte. 
el metabolismo del etanol que se muestra durante la 
regeneración hepática puede deberse a la existen­
cia de diversos factores que regulan la farmaco­
cinética del etanol en ratas su1etas a hepatectomía 
parcial. 
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ABSTRACT. Erhanol metabohsm can Lnduce modiflcat1ons tn !iver merabohc pathways rhat are nghr!y 
regulated through the avat!ab1hry of cellular energy and through the redox state. Since parnal hepatectomy 
(PH)-tnduced hver prol1feranon requlfes an oversupply ot i;;:nergy for enhanced svntheses of DNA and protetns, 
the present ~tudv was a1med at evaluat1ng the effect of acute ethanol adm1n1strat1on on the PH-,nduced changes 
in cellular reJox Jnd energy pocennals. Erhanol ( 5 g/kg boJv werghd was admtntstered to control rats and to 
cwo-thlfds hepatecrom1zed rars. Quanntation of the liver content uf lacrare, pyruvate, ¡3-hydroxybutvrate, 
acetoacetate, ,1nd aden1ne nucteondes led us to esnrnate the cytosobc Jnd m1tochondnal redox potentta!s and 
energy rarameters. Spec1f1c dcnv1nes in the liver of alcohol-metabol1z1ng enzvmes ,i[so were measured tn these 
,1n1md!s. L1ver rei;;eneran0n had no effect on cellu!ar eners7Y avatlabd1ty, but 1nduced a more reduced cytosohc 
redux ~tdre .Koimr<1n1eJ hv an ox1JizeJ m1tochondnal redox ~tate dunng the f1rst 4't3 hr of treatment; the redox 
stare rh1m1ali:eJ rhereafrer .. .\dm1n1strauon of ethdno! J1d not modify energy parameters tn PH rats, hut th1s 
hepdcurox1n reaJilr b/o.xked the PH-tnduced changes 1n the cellular redox st;Jte. In addtt1on, prol1feraung liver 
promoteJ decreases tn rhe dCnv1ty of J.!cohol dehydrogenase (ADH} ..Ind of cytochrome P4502El \CYP2El); 
erhanoi ttedtment prevenred lhe PH-1nduced d1minut1on of ,>\OH ,1ct1v1cy. In summarv, our data suggest rhat 
ethano! could m1n1mize the PH-promoted metabohc adjustments med1ated by redox reactions, probably leachng 
ro an tneffective preparatory event that culmtnates 1n compensatory hver growth after PH in the rat. B!OCHE.\1. 

f'H"\RMAt. '\'L .:;s; l \ · 1S3 l-l839, 1999. © I 999 Elsev1er Science lnc. 

KEY WORDS. -::dluiar m.eraholi~m; enen,ry chan~e; reJox potenn¡:il; alcohol. cell ?rohferat1on 

Human and rodenr !1vers have rhe rernarkable capac1tv of 

regener;inng tn response to vanous ::inrnult, 1nclud1ng mois­
:..tve Je:..trucnon ,if hepauc r!:..::iue bv tox1ns, viral Jgents, üt 

::iur.~1c,1l re:-ecr1un f 1 . .2J Liver regeneranon Jepend_., l)n th<;;' 
,11-'-d1rv ,1r· her.>t1l<..:\re.., tri unLlt'rgo ce!! j1v1:-.1on, whi<..:h 1-. 

conrroUeJ cH;hdv 'rv tntr.1- .1nd extraheranc factors [1, =.J. 
The pr,il1feratl\ e rroce-,.., re--iu1re" .1n uversuprly ut rnera­

holic energv r,1 m.1tch tncre.1~eJ Dl\i . ..\ ::.vnrhesi::., v..·h1ch 

<H.:cur:-. Junng li\·er re\..;ener.1t1un [I-4]. In .1JJ1non. cellular 
reJo'< rotenrial, ,1n,ither tner.i!--olic C<lntro! -,y->tem, ts ..,ub-" 
JecreJ ro m('11ticc1non" \.i:c. rhe ~ • ..\D-/~ . ..\DH redo'< rdir) 

tfl f--.tith L\ [lbl'[¡C ,1nJ ffilrlKh,~nJn,1! <..:omrdrtment.'> in the 
n.~!.!ener~1tin2 liver [4. :S]. Burh (e!luLtr rar:1merer" .1re 
cln..,elv ltnkeJ .. inJ c-nenzy r,1r,1n1eter:-. (1.e. :\TP/ . ..\DP ratto 

,1nJ rhu::irhur\·L1nL'n rnrénr1dlJ .1nJ the tTee '.'...~,Li - i 

l~rL·,cnt tudtL'" l'.L·nrn· Jl: ~cur ·hc·l•'!.!.:t. L.unru' Lt\A:\i-luri-1wlLt, 
\,)¡t;>r,.:\,\r11, \Jr.;\:ILol 

'l:.•rr<:'l'"nJin;.: ,1u(!1c·r l'r H"'Ltndc He"n.mJc:-lvlui),1:, l'lt:fl<> ,je 

81<>i1l(!!,t l:duLtr. lri,t¡[U[U ch: :=:,t.'l<'C:!d '~eluL>r, Lnt\'ef,ILLtJ ~.tu,,rut 

-\11[<'1)(llll,t dl' \\'-''-''-•' 1L'-i.\\í\ \1,.:,, '.\,r.i! ~2-~+), \k\:1u1 '-'-l.~]'-', 

ll F. \L.:x!L,, le'i '°>2 ;·¡ n22 ~nc;n, 'i=.\ \ 1 ~~ ;i n~~-'i6l l 
:z'-l,'t\Ld '.-ti \·L,'1'1'~" l'lll"- .• , ... ,"d' ~0 ·\¡_'nl '.clllll 

N . ..\DH rJtio JepenJ on activines uf the ma1or [iver 

metaboltc parhways, in rum reflecnng the met.1h()hc 1nreg­
nrv nf rhe liver ...:eU [6, 7J. 

.-\cure crhanul .1<lm1n1stranon to a.n1mals -,ul:-i¡ecreJ ro 
1.PI-ltJ rl,'..1d1h 1nh1l--1t::. rhe resultant !iver ~egenc:r,ltrnn .1frer 
-.ur~erv, .1~ ,\S.'>e:-.::.eJ by a reltable 1.hmtnut10n uf p;1r.1merers ,)f 
ce!! proltteranon tn the remnant liver [8, 9]. :\lrhuugh rhe 
ex,1Ct mechan1~rrts unJerly1ng ethanol-1nJuct:J 1nh1b1t:on 

t )t liver regener.Hion are not 1.vell unJerstooJ, H is reast~n­

,il:le ro .¡:,-.urne rh.ir rh1 .... heparoroxin couiJ cllter rhe ovcrail 
n1er.1ht>li:-m <.)f rhe regeneranne liver. lndeed. 1t ha.-. been 

:-ert)rteJ thar eth.1nlli causes disrurbances 1n rhe redox state, 

'-'nergv -::h,trge, ,1nJ n11tochonJnal llx1Janve c:.:i.r<1cttv of the 

rcmn,1nr !iver e,1dv .1frer PH [IC-12]. 
The crfect::> <lt cthanul dn che regenerat1ng ltver Ct'uiJ be 

,irrnb-urcL1 ~o n~ her,u1c mer,1l--(1listn, \Vh1ch con1pn::;e" 
._:\t1'r[a..,1ntc eth,1nt1! t\x1Jat1on ro .1cer,1lJeh\'Je. c.itai'):ed 

• -".,ni-'1-i:i ·,_;¡g,n1. PH. ;',¡rr:,il :1er.1tectonn. :\CH. ,1!<.:.,hul JehvJni¿en .. ~e. 
\iX>!-L liclchhle .kh\,Írt1c:en.i~e; C'r:P:El. .._\tllL~r.,mc !+5~ 2EL ~,. 

._:,:u1!1hiurn '-'in~r.1nt, '.:,, r<.::J<l'< ruteiuul; E.,,, ~\(<1-,oiiL ·cJox '''ltef'tu!. 

.'r11.i >-'.. '111tc'Lh1,ndn,d reJ,,.._ ;'Utenn,1! 
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by ADH, and further convers1on of aceta!dehyde to acetate 
by mitochondria! ALDH. Borh enzymanc reactions impli­
care the reductwn of a mo!ecu!e of NAD~. The excess of 
NADH producnon in both cytosol and mitochondria 
readily modiftes the cellu!ar redox state and, consequendy, 

energy avatlability, leading to alreranons of metabolic 
parhways such as glycoiys1s, and oxidanve mitochondnal 

function tn liver nssue [13-15J. Ethanol admintstration can 
atfect the regeneranng liver ar the metabolic level [14, 15]; 
however, lirtle 1nformat1on 1s ava1lable about the effects of 

th1s drug on cellular metabolrc systems, such as the redox 
5tate and energy availability 1n rhe pro!iferating hver. 

Therefore, the present studv was a1med at assess1ng 
whether energy availab1lity and redox state are major 
controlltng factors 1n the onset of liver regeneration and 

_. posstble targets for rhe delerenous acttons of acure ethanol 
on rat ltver regenerat1on. Resulrs show thar !tver regener; 

anon per se induces modificanons tn the liver redox state, 

wtthout s1gn1ftcandy chang1ng: rhe energy status. Acute 

ethano1 admtn1strat1on largeiy ::.hifted the PH-1nduced 
modtf1cattons tn the hepatic redox state, whereas !rver 

cnergy dvailab1htv was unaffected by this heparotox1n. 

MATERV\LS A,"llD METHOOS 
Reagents 

Enzvmes, coenzymes, and substrates were obta1neJ from the 

Sigma Chemtcal Co. Standard dndlyttc.il grade reagents 
\\'ere purchased frorn Merck. 

Animals and T reatments 

.\-tale W1stdr rat::; wetgh1n~ 220-260 g \vere ma1nta1ned l)Il 

a i 2-hr 11~hr-Jark cyc!e. \V1th "tanJarJ rat reUet chnw dnJ 
,1cce_..,s to water ad hh :\tl rroceJures \Vere conJucred 

tóilowtn~ lJur ln,..,tlrurinn,ii .-\n1mal Care, Selecnon anJ 
L·...,er\ Gu1de tor L.1~or;1torv :-\nimals. RJ.ts were ...,uh1ecreJ 

r¡1 nvo-th1rJ-'> PH unJer 11:..:hr .l1erhv! ether ,1ne:.the..,1,1, 

.1ccurj1ng Lo ,1technique1er''rti:>d r-v H1!:;g1n.-, ,1nJ :\nJerson 

[16]. Sh,1n1-urer.JteJ ,1n1n1als \\ere u.seJ J..'l contro!.s. 
.\n1mal.-, were ~roureJ ,¡ccurdtn~ rn rheir ,urg1cal .-,raru_.., 

,1nJ tre.ireJ ,1.-, rrev1ou..,¡v rer('rred [15]. Thev received ,1 

"1n~\e J,l:.e ,1f ethan(1! ( S ~/kg ¡...( .J\· \Vt1ghr: 6 3ºb ...,o!unon 1n 
w,ner) ~1ven 1nHnedi<1teiy atter .... urgerv Lhruugh ,;n dral 
c,1nnu!J, ur ,1n equ1valenr vo!un1e ,¡t ~,iline ,u[unon. ,--\t rhe 
tnne.-, 1nJic,1ti:J. ,1nrm,il..., 1.vere kdled ]...y ,1 l~k\\\. ro the back 

dt rhe heaJ; ,lrounJ 3CC :ng ~ 1{ [!\ er t1:.:-uc: \\ ~b removed ,1s 

r.r~·iJl~ ,1s po:-.-,1b-le (!e:-s th,tr: 12 ~ec) anJ t.ro:en 1n li4u1d 

n1rrn~en. Fro:en ~J.n1p!e" 1.\ere exrra..:teJ in 4 vol. uf co!J 
re'°\:hlon( .1c1J r·l\f Jererallnatk1n cJf reJux merJl:-o!ites lC.6 
~ HCJll4) .u1d Jden1ne nucle"1t1Je:-i ¡t:'.S ~ HC.~!<.)4 ) ,lS 
:n1..hc,1tl'd l"'rev1ou~lv [i 7). T'1e t:"\tract:-, were cenrntu~ed to :-.;et 
nJ ,if .__fen,1n1red rr,it('ln. ,inJ rht: 'Ürt'.mat.1nr \\.el~ ,1Íic¡uoteJ in 

rL1,t1c rubes dnJ rro:en Jt - 7-:;..o uncd rroces~1ng. 

J. Gutiérrez-Salinas et al. 

Detemúnation of Metabolites 

Perchlonc ac1d extracts ~·ere neutralized with 5 mol/L of 

K2CO-, and used for metabolire dererm1nations by enzy­

manc merhods: lactare [18], pyruvate [19], ~-hydroxybu­
tyrate [20J, and acetoacerate [21]. Adenme nudeondes 
(A TP. ADP, and AMP) were quanrifted by HPLC, accord­
mg to rhe method of Hoffman and L1ao [22]. 

Definiti.on and Calculati.on of Redox and Energy State 

Cvtosolic and mttochondnal redox stares were calculated 

from lactate/pyruvate and ~-hydroxybutyrate/acetoacerate 

ranos, respectively, in accordance wirh Srubbs et al. [23 J. 
Esnmanon oi the NAD+/NADH ratio irom borh subcel!u­
!ar compartmenrs was done us1ng the followtng equanon: 

NAD+ /NADH = [ox1di:ed subsrratel/[reduced substrare] X 

l!Keq• tak1ng into account rhe Keq of lactate dehydrogenase 
( 1.1 i X 10-4 ~f) fer the cyto.sohc fracnon, and the Keq oi 
~-hydroxvbutyrare dehydrogenase (4.93 X w- 2 M) for the 
ffiitochondnal cotnpartment [23, 24j. Redox potenttai (Eh), 
deftned as rhe ability to dtssect an overall electron tra.nsfer 
mro two half-reacttom [24, 251, was calculared based on the 
Nemot equanon, °"' foiiow>: E, = Eó + 0.03 log NAD~ / 
NADH, where Eó = 0.314 V [25J. The difference between 
cytosolic anJ rrurochonJnai redox potentials (.:if) wa:, 

calculated ,15 .!.E = Ehm - E,,. 
L1ver energy charge (E.C.) was calcu!ared irom the 

adenine nucleot1de concentrattons by the method reporred 

by Atkinson [26J, as fo!lows: E.C. = (A TP + 0.5 ADP)/ 
(A TP + ADP + AMPl. 

Enzyme Assays 

L1ver .;;amples were homogen1:eJ tn ,1 buffer cnnt.11n1ng 0.2 5 
mnl/L l)f .-,ucro:,e, 10 mmol/L 1)t T n.s-HCl, ü ) rnmn!/L llf 

EGT:\. ,inJ 2.2°11 BSA, rH 7.4. The ht.)mogenare "v2.s 
ccnrnfugeJ ,1t ~CO ~ ror ll' 1n:n, 1t 4º, .1nJ rhe rc,ulrinf.! 

.;;upern,1t.1nt wa::. ::.pun tor 1 S m1n ir S1CO g to re!!er rhe 

1n1tochonJnal fract1on. The -seclJnJ ->urematant \\\l:- -:en­

rnfuged crt 25.000 g for 60 mtn tll uhr.un rhe reroXbt'CTlc!l 

tract1on (petierl. The "upematJnt v.:a.s .. pun turther Jt 

100,00C g for 6(' min, tl) l)ht.Hn the cvtl)'Sohc anJ n11croso­

mal fracnons. The ...,peciftc act1\·1nes tlf :\DH (E(~ l.l.i.1 ! 
and .A.LDH (EC 1.2. l 5) were me.1:,ureJ 1n rhe CVtd:-i~)ltc anJ 

ITittüChunJ.rtal tf.JCtlOn:>, "'."e-"t='t'CtlYe[y, by -.t,lnJard rroce­

Jures [27, :s¡, ~inJ expre~.-,eJ ,b nanornole~ per 1n1nute rer 
:ndli~rJm of prote1n. The ~rec1n( «ctiv!t\ dt c.1c1ld:-ie 1.EC 
L 1L1.6) was Jererm1neJ tn rhe renlXI'IO!n,d tr,tcttnn ,¡nJ 

expresseJ. ,1s nanokaral.-, rer ~LH11 ,it ltver, ,i:, rerorreJ 

hy :\eb1 [29]. In ;<JJ1t1on, ;:he ~rt:cifrc .icnvtty ut <..:YP2E1 
WJ~ me~1sured ustng rhe rnerhoJ rerorreJ b>y Saln1ela :::'[ Ld. 
f 3C]. Prore1n \v,1::. qu<.1nt1t,it('J :~\ the <nerhod dt L'"l\\T\. 

ct al. l3 l !. 
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FlG. I. Concentration of adenine nucleotides in the regenerat~ 
ing liver after ethanoi administracion. Rats were partially hepa· 
tectomi:ed, and a single intragastric ethanol dose was adminis· 
tered immediately. A.denine nucleotides were determined in the 
remnant liver by HPLC. Each point 1s the mean :t SEM of 6-l 5 
independent experiments. Key: (*) indicates statisticai signifi· 
canee (P < 0.01) vs control. 

Statistical Analysis 

AH results are expressed as means := SEM, and statisnca1 
s1gn1ficance of ditferences among groups was assessed by 
StuJent\ t·test. 

RESIJLTS 
Liver Energy Parameters 

Figure 1 shov.'s rhe nme-course protile nf !1ver ,1Jen1ne 
nucleut!Jes (A TP. ADP. dnJ AMP) from .m1mals suh1ecteJ 
to !?H, \V1th ur w1thout acute ethano! cHJm1n1::itrat1on. 

Hep<..1t1c dJenine nuc!eor1Je.., were not 1nnJ1ht'd -,¡~n1h­

c,1nd\" tn -,haCT\.·~'rerateJ ,tnd 1nLl(t r.1t'.. th.n l\.'(\.'l\t."~i 

eth.inol \OOt -,ho\vn). Moreover, netther PH nor eth,inol 

J.dm1n1srratton elictred chan~es 1n these rdr~imeters, excert 
t"or .--\ TP. v.·h1ch \.\.l::i lower 1n the PH + EtOH ~r1.)L!p ,lt 12 
hr ro:-t--,urgerv- [)e->rtte rhe ethdnoi-1nduced Jim1nut1un 1.1t 

ltver .--\ TP tn rhe .int1n.il::i ..,ubJeCteJ to PH, conrrol l:"'nergv 
par,lffit'tt'r" "llCh ,1:- total nuc!eot1Je:, (6.93 :': C'. )q fl-ITltl!/~ 

li\·er), rhe :\ TP/.--\DP rano ( 3 .69 :: C.15 ), anJ ener!!V 

1.:haro;¿e 10.iS::: 0.22) were not chdngeJ -.1gntÚcantlv hy rhe 
rre,irment:-. re:-.reJ. 

Effect of PH arul Acute Ethano! T reatment on Redox 
State of Liver Cells 

\X/hile ne:rher PH Ol)f Jcute ethanu[ .1Jn11n1:,trat1un rrn· 
mnrcJ 'it~n1hc,1nr chrtnges in Hver enen ... ";<· rarameter~, the 
reJl)\'. 'tdte wa:, inuJtheJ protuunJly unJer these expen­
nv,:nc.ú ._.-qnJ1t11.W\-:- [)etenn1n,nton-, üt hvt.r ieveb \)i L1ctctté 

1833 

and pyruvate. as weU as 13-hydroxybutyrate and acetoace­
tate, were used as redox~pa1r metabolites far calculating 
cytosolic anJ m1tochondnal (NAO+ /NADH) redox poten­
nals, respectively . 

Cytoso!ic Redox-Pair Metabolites 

Liver lactare and pyruvate levels from expenmental antmals 
ere shown in Table l. Sham~operated rats rece1v1ng ethanol 
Jid not present any s1gn1ficant change tn the liver lactare 
leve! 24 hr post-treatment (3.20 :!: 0.12 vs 3.30 :!: 0.15 
µ.mol/g liver m controls). An mcreased leve! of hepatlc 
lactare was found tn anunals subjected to PH at 24 hr 
post-surgery, which was followed by a decrease m this 
metabolite at 72 hr post·PH and normalized rhereafter. 

Erhanol adm1n1stratton to PH animals showed the same 
tnitial peak of liver lactare, bur the subsequent decrease of 
th1s metaboltte found in animals undergo1ng PH was earher 
,¡nd !asted longer under ethanol treatment (Table l ). 
HepatJC pyruvate m controls (0.32 :!: 0.02 µ.mol/g) was nor 
mod1fied s1gn1f1candy in sham·operated animals after eth­
anol ddmm1stranon (ar 24 hr, 0.31 :!: 0.03 µ.mol/g). PH 
tnduced a stgntficant decrease of li.ver pyruvate Junng th~ 
frrst 48 hr after sur¡ery, retum1ng to the control leve! 
thereafter. Ethanol adrn1n1stranon to PH rats pract1caUy 
abolished the effect of the parnal removal ut rhe liver ün 
the pyruvate concentranon, ar a!l times tested (T dble 1 ). 
The changes elic1ted by PH and ethanol adrntnistr:J.tlon 1n 
hver concentrations of lactare and pyTUvate 1nJuced mod· 
1fications of the lactate/pyruvare ratio and of the hver redox 
NAD+/NADH potential (Fig. 2). In both groups, PH and 
PH -+- erhanoi anímals, the lactateípyruvate ratio !ncreased 

s1gn1hcanrly at 2 4 hr after -;urgerv .'\ntmals subiecreJ to PH 
'ihowed .1 ~rddua! dtmtnunon in thts ratto start1ng at 48 hr 
after PH dnd norma!i:rng thereafrer, whtle PH rats recen...--
1ng erhanol showed a ..,udden decrease or· th1s rat:o at 48 hr 
ro~t--;urgery, rerurn1n~ the lactate/rvruvate r~ltl~) w1th1n 
normal range at 96 hr dfter 'iurgery (Ftg 2.--\) P"1rn,d 
re1nov,d \)t rhe liver promoteJ .1 Jecrea::ie in rhe ,::\to:...iiic 
'.\J:\D-/\i,..l,.[)i-{ rath), ;nJ\C,ltin~ ,\ rcJuceJ ...:)tl>u\n: rt:Jox 
~tJte, whtch lasreJ for 48 hr ,1nJ norrna.l1:eJ ~here:1tter. 

:\cute ethctnl)[ aJmtntstr..ltHJn tl) rh1s $'OUp mod1f1eJ the 
dfects rJt PH on rhe cvto~..i!tc >i . ..\D-,'N«\DH rJ.no, :::.1nce J.t 

48-7 2 hr post-PH, ethJnol rromoreJ J s1gnrhcc1ndy rnore 
(~x1Jt:eJ cvto::iolic redux 'tate (f1g. 2CL Thrs action \VCb not 
,1s"'l.1c1areJ With rhe ¡.--re:-c-nce ,1f erh.tnol. s1nce erhanol 1:-. 

c!t:~treJ 1 O hr ctfrer its .iJrn1n1stratton [ 15]. :\t L1ter ornes 
¡.~o..,t-:-.urgery (96 hr), bt1rh exrer:n1ent.1l grours pre~enred J. 

f!llrn1al cvtu'..o!ic reclox ~tate \F1g. 2CL 

'v!itochondria! Redox-Pair Merabo!ites 

Table 1 ;.ilso pre"'ents the he¡:-dnc leveLs 1.Jf f3·hvJroxvbu­
rvr.1te ,1nJ clCt':tOdCetJte ,b reJO'X·¡:'<llf ffit'ta\:-olite~ tnJicJti\ e 
,J rhe m1r,1chl)nJnd! rt.:'Jux 'tare . ..\~a1n, ..;ham-operated 
anun,1b rece1vrng ,1cute erhanol .JJ1n1nbtr~n1cn J1J not 

h~t\ e :--ign1bc,1nt c.:h.ln!.!c> in the ·,l\"t'f ClJntent ~)f J.C:etoace-
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TABLE 1. Concentration of metabolites from livers of partial hepatectomiz:ed (PH) rats with or without a single ethanol dose 

Metabolite 
(µ.moUg liver wet weight) 

Lactate 
(3.30 :!: 0.15) 

PH 
PH -r EtOH 
Pyruvate 

(0.32 :!: 0.021) 

PH 
PH +EtOH 
J\cetoacetate 

(0.13" 0.009) 

PH 
PH + EtOH 
¡3-Hydroxybutyrate 

(0.22::: 0.005) 

PH 
PH + EtOH 

24 

4.40 :!: 0.38* 
5.26 :!: 0.42* 

0.24 :!: 0.038* 
0.31 :!: 0.022 

0.19 = 0.010* 
0.17 :!: 0.008 

0.17 :!: 0.007* 
0.21 = ü.008*t 

Time after partial hepatectomy (hr) 

48 72 96 

2.80 :!: 0.26 1.85 = 0.15"' 3.lj :!: 0.16 
1.37 :!: 0.25*t 1.79 = 0.16* 3.20 :!: 0.18 

0.20 :!: 0.020* 0.25 :!: 0.030 0.35 :!: 0.025 
0.31 :!: 0.021 0.25 = 0.031 0.32 :!: 0.025 

0.17 :!: 0.009* 0.14 :!: 0.013 0.13 :!: 0.0\6 
0.16 :!: 0.010* 0.16 :!: 0.010 o. u = o.azo 

0.18 :!: 0.008* 0.20 :!: 0.009 0.22 :!: 0.0lS 
0.19 :!: 0.009* 0.17 :!: 0.009*t 0.21 :!: 0.007 

V.er<iho!ire~ were Jett!"rmmed J.ccordm~ w Mmen.1b ,mJ \.krh<><.b Each prnni: is th<! me.:irt :!: SEM ot j-[0 mdependent expenments \le.i.n comro! concenrratioru ::': SEM el! 

e.tch meuboltte ,ue ~hnwn 1n parenthe~e.~. 
• P < ü 01 vs ~onrrols 

~ P < J 01 v~ the PH ~oup 

tate at any of the nmes tested (0.12 :!: O.Ol vs 0.13 :±: 0.01 
µmol/g 1n controls). PH rnduced a. s1gn1ficant rncrease of 
acetoacetate, which lasted unt!l 48 hr after surgery and 

declined to normal vaiues thereafter; ethanol ddmlntstra­
non to these animals did not modify the PH-induced 
changes in liver acetoacetate concentranon s1gnitlcantly. 
ln regard to the liver ¡3-hydroxybutyrare leve[, PH also 
elicited d srgntficant decrease w1thin the Úr5t 48 hr post­
surgery, an effect that was mlt!ally blocked by ethanol 
admm1stranon (24 hr post-PH), .md mdeed wao ,fufted to 

later times post-surgery (48-72 hr; Table l ). /\gam, etha-

""""'~. -7, 

~! ""llrl i~ , i . 1 n • ·· 
! !1 11 ' 

1, • ' 

o 24 48 72 96 o 24487296 

TIME AFTER PARTIAL HEPATECTOMY (h) 

24 

18 ~ 
12 .~ 

Q 

6 ~ 

FIG . .?. Redox parameters in cvtosol and mirochoodna from the 
regenerating: liver. Panel A shows the lactate/pvruvate ratto, and 
panel B shows the ~-hydroxybutvrate/acetoacetate ratio. Paneis 
C and O depict the calculated :"iAD+/NADH r.i.tto 1n cvtosol 
and mitochondria, respecttvely. The relationships were calcu­
iated as described in Matenals and Methods. Each point is the 
mean ::t SEM of 6-15 independent experiments. Kev: (1<) 
indicates statistical significance (P < 0.01) vs control; and (**) 
indicates statistical significance ( P < O.O l) v.; PH rats. 

• 
nol adm1n1stranon ro sham-.._JperateJ rats did not change 

the hepattc ~-hydroxvbutyrate level S1gmficantly (0.21 ::: 
0.02 µ.mol/g) after 24-96 hr of treatment. 

Thus, denved parameters of the mttochondrial redox 
state were modífied significantly by i:he treatments tested. 

PH promoted a dimmution m rhe 13-hydroxvbutvrate/ 
dCetoacetate rano tn the first 48 hr dfrer surgery, followed 

by a complete recovery of this rano. Erhano! adm1nistrat1on 
pamally blocked the PH-mduced dimmutton of the liver 
\3-hydroxybur-yrate/acetoacetate rat10, but a decrease of th1s 
rano was noted ata later ume post~PH (72 hr) 1n the PH 
+ ethanol group ( F1g. 2B). Hence, PH dmmals presented d 
more ox1<..Ílzed mtrochondnal reJ.ox :irJ.re, J.s 1ndtcared by an 
tncreased NAD.,../NADH ratio 1n the fffst 48 hr after 
<;urg:ery, whereas eth.Jno! treatinent t}f PH rat:-i -.h:fteJ the 

h1ghesr m1tochondnal NAD','N.-\DH ratto to 72 hr post­
surgery (Ftg. 20) .. A.gatn, dt 96 hr ,1frer PH no modif1cdttons 
in the m1tochon<lnJl reJox -,r,1te \vere reconled 1n the 
jitferent exrenmencil grours \Ftg. 201. 

Effect of PH and Acute Ethanol Admínistration on 
Cytosolic and Mitochandrial Redox Potentials 

T._1l'-le 2 -.,how~ the c~i!cuL1reJ reJox potenna! (Eh; expressed 
in m \/) from rhe cytoso!ic JnJ mu:ochonJna! NAO -
\Ji\DH rano~. ctnJ rhe Jitference (..lf) betv.reen the t\l.'ü 

"ubcellular cornrartments. ~o -,1gn1f1canr chan¡;-e::. were founJ 
in the cyto~olic redox rotenna! 1E1u_) as ,1 consequence of PH, 
but erhano! co~d<lm1n1strar1on elic1reJ J more pos1nve rtlÍPx 
potent1a! atter 48 hr rn-;r--.urgerv. Ho\vever, rhe m1tochnnJnai 

redox potent1J! \E:mJ wa~ Vlftuallv unarfecteJ C-v the expen­
mental conJinons (T,1ble 2). :\tthous;l:. ..lE was a constdnt 
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TABLE 2. Redox potential (Eh) in cytosol and mitochondria and the differences hetween mitochondrial and cytosolic redox 
potential (.iE) from livers of rats after partial hepatectomy (PH) with or without a single ethanol dose 

Time after partial hepatectomy (hr) 

Parameter 24 48 72 96 

E," 
(224. l o: 4.ó) 

PH -233 1 " l 3 -229.7 :t 4.2 -221.5 :!: J.3 <24.3 :!: 5.6 
PH - ErOH 
E,m 

(281.l = 6.6) 

-232.3 :±:: 4 5 -214.7 :±:: 3.1 * -216.8:!: 1.6 -224.l :!: 5.6 

PH -273.7 :!: 6.6 -276.l :!: 6.l -279.4 :!: i.6 -281 7 :!: 6.8 
PH + ErOH 
.iE 

-277.8 :!: J.i -276.9 _:::: 7.2 -276.0 = 2.3 -2816:!:8.6 

(51 i) 

PH 
PH ~ ErOH 

"P < 2L'l "í'H 1.;r<'up 

.,.p, 2L'1 '''-''nm1I 

40.4t 46.4+ 
45. it 62.21 

value 1nd1nta1ned \Vlthtn d narrow r-,\nge in Cüntrol llver":i 

(S2-5S :n\t), there were ~1i.,rr11hcJnt chc1n~e~ Jue tu PH. In 
these c1n1n1als, ,1 Jecrease tn ~E was tounJ Junng the ftr'it 48 
hr .1tter -,urgerv, rn.nnly artnbuted to ,1 tnore neg;lt1\ e (re­

lluceJ) cvrosolic redox potennal. \vh1ch W".l':l trans\ent ,1nd was 

reaJ1h nonnaii:eJ rherearter. Ethanol treatrnent uf r,1t!> unJer­

gomg PH promptly ,hortene<l the PH-mJuceJ dfect on .iE, 
wh1ch was nottceable 24 hr after surgery 1n the PH -t- ethanol 
~rrour lT ..ible 2). 

Effect of PH and Acute Ethanol Administration on the 
A'-·tivities of Ethan.ol-Metabolizing Enz)mes 

T ... ) (<lrreLite rhe ch.1nge~ 1n horh cytti-,o!i( .1no..I !11!tllchun­

Jn,ll redux -.r,ne-. 1nduceJ hv PH ,1nJ PH +- eth.inu! wirh 

liver ethtinoi 1nec1huli.-.n1, ,1ct1v tne-, \ 1t erh,1ntJl-tnL't.tbuli:-

1nL; en:\·n1c~ w1.::rc tne,t:-urcd 1n -.l:ver.\l -,uh1...i.!lh1LH" cun1r,1rt· 

rnenr-. Fi.¿ure ) 'hti\;,." rhe ..:h.in~._ .. , 1._'\ic1t1.::1._! r,\ ['¡. ¡ ,1n'-i 

eth.1nol 1n :\.~L" · -JerL'ndent l·n:yn1e-, (c¡ tu,nltc .~l)l-{ .tn'-l 

tTI!tLX:hundn~il .~LLlH), .h well ,1:-. 1n thL' ~.~L) · -tndepcn­
Jenr rero:-..1:-.u1no1l c-n:v1nc cataL1~t:. which ,1r~ H\Y\>\Y\:d n1 

eth.1nul ...:,Jtaboli:-1n ! 3~!-
:\...:ute .:thanll¡ ,1._inunl"tr.1tll'n tu -.h<1111-\·rcr.ifL'Ll r.1r-, ._Ji~! 

n.ir 1nuJitv :-.1~na1c1ndv the ,1ct1v1t\ (it rhe cn:vtne-, re-,reJ. 

Hll\\'C\'er. -,urg1c.1\ rerou\,Ü lJt the hv~r r•f\\llJ\~tt:J ,\ 'O:J,1Ju,d 

tnh1f->1nt)n llt rhc :\[lH .1Ct1\ irv, re.1ch1ng ,1 nHn1111,d ,1cnv1t\ 

,1t 24 hr ro"t-PH .tnd rec!.lvenng ir:- .ictt\ tt\' there,itrer. 

Etht1no..ll rre,1nnent reJuceJ the Pl-1-tnduced inhtb1riun o..it 

liver .4.L'iH aCtl'- ltY, reaJily 1ncrea::.1ni.; :\['\i:-{ ,\Ct\Y\tV \Vtth ,\ 

re,tk .1tter -+K hr rl1-.r--,urgerv \F1g. ).'\.). 

~ÍttuchunJnal :-\LDH dCt\Vtty \V«:- read1h incrL';bt_'J t--\ 
rH \"'.>Llrttng trom -+8 ur to 96 hr). Erh,1n,1l ,11._inHn1-.tr<n1on 

promured .1n eariter reak ut .'\LDH ,1cnv\t\' \ 12 hr\, 
1,1,•1thout turrher rnoJ1hc.1r1,ln llt thc.· PH-induceJ ['dftl'rn \lt 

.'\LDH ,1cm 1tv \ F1c. 3B). 

57 9 57.4 
59.2 57.5 

Cln the oth.er hanJ, peroxl~omal cataLbe Jcn \'tty ~reC1tly 

re:ironJeJ to the lo~.s ot !1vcr tTid!>"· PH tnJuc.:J ,in earlv 

Jecre,i:,e in catal<1!>e ,1cT1v1t~ (3-12 hr ,1tter :-un.:erv), \.Vhtch 

w,ts recovereJ at 24 hr ~"O':lt-PH ,1nJ ú1!l1nved !"-v el furrher 

._hm1nut1on üf its acnv1ty up to 7-Z. hr po":it·:-.un;;c.r\ t.Ft¡;;. JC). 

.A.cutc ethanol c0~aJm1n1~trat1on elic1[eJ tn1n, ir chLtnges tn 

the PH-mduced hver patrem ofN.'\D-mJepenJem catala>e 

A' 

el 

1 

24 48 72 

TIME AFTER PARTIAL HEPATECTOMY {h) 

FIG. 3. Specrfii.: act1vit1es of A.OH, .-\LDH • .ind ..:atala~e after 
PH Jnd ethano! admin1stration. The ai.:tiv1ties ot .-\DH (A), 
.-\LDH (B), and -::atalase (C) ~ere determined in the remnant 
ih·ers uf PH rats receiving ethanol. Re~ults .ire expressed as the 
mean:. ± SEM ot 6-15 independent experiment.s. Statistical 
-.lgn1ficancc !s a:. tndicated 1n the legend of Fig. 2. 

o 



Redox and Energv States in Regeneranng Liver 

The effects of ethanol on the NAD+/NADH ratio occur 
dunng the nme that it remams detectable m the blood [10, 
1 lJ. In t..li.e PH-induced regenerattng liver, modifications of 
the redox state pattem by ethanol admmIStration !asted up 
to 72 hr post-surgery, indicatmg that ethanol metabolism IS 

not directly 1mpltcated in the changes m the cellular redox 
state during liver regeneratton. These findings lead us to 
propose that acure ethanol administration m1ght induce mh1-
bmon of ltver regeneranon by blockmg adaptlve changes in 
merabohc pathways occumng in the prohferanng hver. 
Hence, ethanol seems to m1n1mize the metabolic adjusnnents 
mediated by redox reactions, probably leading to a decreased 
preparatory event culm1natmg in the proliferanve penad that 
chJ.racterues PH-mduced liver regeneratton. 

In che 5ame context, the process of liver regeneranon was 
accompan1ed by ch~nges in rhe spec1ftc actlvtty of sorne 
enzymes [33-3j]. Her€:, our 1nterest was focused on the 
acnv1ty pattem of ethanol-metabohzing enzymes dunng 
liver regeneranon, and rhe putattve actton of acutely 
aJm1n1stered ethanol. We recently reported that regener­
<1nng !iver -;hows an enhanced capactty to ox1dize ethanol, 
wh1ch tncreases JS long JS hepanc mass 1s being restored 
[44[. [n the presenr study, we found that ADH acnv1ry was 
Jecre:i.<ie<l earlv afrer PH; hence, it ts Jifficu!r to expla~n the 
enhanced ethanul 0x1Jat1on by the regeneranng ltver when 
the rna1n nx1Janve pathway for catabo!t:1ng ethJno[ ts 
parttJlly 1nh1b1ted in PH an1mals. 

Ho'-"·ever, ethanol Jdm1n1stration early after PH readily 
protects ADH acriv1ty agamst PH-mduced mhibition. Al­
rhou~h the underlymg mechanism of the PH-induced 
rnhd-"tnon of ;\DH acnv1tv 1s ".>ttU not eluc1d3.teJ, the 
JecreaseJ. ,A.OH acnv1tv tüund 1n regenerattng ltver ha... 
'reen reporrt!d rrevtouslv !lCI. Thus, rhe pre~enr Jara 
~h.nv1ng rhar erhanol prorecred aga1nst the PH-tnduceJ 
Jecre.1se nf :\OH. ,1s wel! .:is aga1nst the Jecrease of cytosolic 
\;;\[l- "1vatlab1litv, w1H -;upport rhe ~t<1ternent that the 
prtiltt'er.u1nf! liver ..-:an <..1ct1v1;;:[y nxtdt:e rhe <..1Jm1n1::.rereJ 
eth.inol marnlv rhrough rhe parttcrpanon l)f cvrorla:,m1c 
. .\llH. Thb :.t.1rcment is :;upr,)rtcJ turrher bv rhe decre:ised 
.lLll\tf\' tounJ tn !!HCftl,~OHlcll c:YP.2El, \\h1ch 1~ Jnuther 
erh,1nnl-metahoh:1ng '>V'>te1n. m~unly ,üter chron1c .1icohl)l 
(,ln-.urnrntin. [n ,)Uf ClJnJttlllO.'!, PH rnin1llteJ ,¡_ Jra~tl( 

reJuction dt (:Yf' 2E i ,1cn \ iry tron1 2 4 t•l i: hr rn-.r- .... urgerv, 
\VhtLh cio:,elv .1u;ree~ w1th rh~1t reported recenth. [45J, ,:¡n 
etfect thJt w,b unchangeJ bv rhi:: <iJnuntstrattPn ot ethanL11. 

\11rochonJn,il :\Ll~H .icnviry \V,b incre,t~eJ re~iJtlv ,lt 

rht: f'O.'!t-PH tllTit> l48-72 hr) \vhen .1 htgher rtlltuchPnJnal 
>; . .\[l-,'">:.-\[)1-í r;iuo \\·,¡~ founJ iO the regener.lt1n>!; liver. 
Thb en:\ tne ai-.~1 :s tnvolveJ 1n ethan,J! meLJbulbOl b-v 
renhl\ tn;z .1cet.i!JehvJe, wh1ch ;n rurn ts cun\·erteJ ~ll 

accr.ne Erhdnui iJm1n1~tr,tt1on to PH r.its J1J not -.¡gnlt1-
c.1nr!v ffilx.hfv the ;n1tochonJn.1l rronle nf .ALDH ,1ct1v1rv. 
Je"-rtte rhe tict rh,1t trt>atmenr \\ 1th th1s herarorox1n 

rrnrnorcd el lun~-L1:-nn~ enhdnce1nent <lf the c.)xtJi:ed reJox 

~t«te 1n :ntr()chnnJn,1. 
The PH-inJuceJ ch,1nge..., ,1lr::aJy Je...,cnheJ. tor the t\Vo 

~.-\[LJe¡:-enJenr ;:-n:vrne~ L-\['lH "1nJ :\LL)H) th.:it ,lfe 
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involved in ethanol metabolism could be relared ro utili­
zation of end.ogenous substrates potentially involved in 
liver proliferation. Thus, erha..1.ol adm1n1stranon could 
modify the act1v1t1es of these enzymes toward the1r putative 
endogenous substrates, altenng rhe metabolic adjustments 
for cell proliferation. 

Catalase is another enzyme tnvolved 1n ethanol catabo­
lism; th1s NAD-mdependent enzyme is lim1ted by the 
endogenous amount of hydrogen peroxide requtred to carry 
out ethanol oxidat1on to acetaldehyde [46]. Th!S enzymatic 
acnvtty was also mocHfied by PH, but tn d different manner 
than ADH and ALDH. The role of caralase m erhanol 
ox1danon by the regenerating liver has not been evaluated; 
however, the presence of h1gh levels of hydroperox1des, 
found in rhe cytoplasm of rhe proliferat1ng l1ver Junng the 
ftrst 36 hr after surgery [47], m1ght favor rhe partic1panon of 
this enzyme 1n the oxidation of ethano! through a non­
.A.OH parhway. The 1nv0Ivement of each merabohc parh­
way for ethanol catabol!sm 1n the regeneranng bver is 
currently betng studied 1n our laboratory. 

The effects of ethanol on the PH-tnduced changes in 
cellular redox state and acttvtty of cytoplasm1c :\DH 
resulted tn a blockade in rhe ddapt1ve mo<lif1cattons of the 
redox state in the p¡pliferanng hver, whose pathorhysto­
log1cal s1gn1ficance rernatns to be e!uc1dated. 

[n summary, parttal removal lJÍ the liver mass Ji<l not 
dffect energy availabiliry tn the remnant liver, but Jid 
moJ.ify cons1derably the ce!lular reJox ~tate tn d trans1ent 
manner, which would suggest tts lnvolvement in the 
preparatory period for cell prohferatton. Admtnistratton of 
ethano!. kno'.'ln to readily alter the cellular reJ.ox state 
through tts catabolism, tn tum b!ockeJ the PH-tnduced 
patrem of cytos;.)[1c and m1to.::hunJna! redox reacnons 
w1thout modify1ng energy parameters. The srec1Úc ~1ct1v1ty 
uf t:thdnol-rnetJboliz1ng enzyme-; dbo changed Junng liver 
re~enera.t1on, ,1nd ethanol prevenred the PH-1nJuceJ etfect 
ma1nly un .A.L)H <1cttv1tv. The datd -;ugge:,t rh,1r ethanol 
cLJuld m1n1m1:e che PH-rromoreJ mer,1~0[1c ,1J¡usrments 
med1atcd by redox reacnons, rrohaf.1v !e:1d1ng ro ;t J:e­
..-:re,1:-,eJ prepdtdtorv evenl rhat ..-:ulmin,tte~ 1n rhe ..:, in11~en­
".>dfory liver s;rowth afrer PH tn the rar. 

ix:¿ tlTt' '{T"LUCful to Dr .\iu.rk \'Cc~t !OT {¡¡~ ... T!tlL<ll ~t:T!CU' uf thc 
manuscnrr Th1s u.:ork tvas ;xirtuHl)' >UDporrcJ h:· ,¡ :.,rranr ~0171 thi.! 
c,Jtl.'>C:)O :v·dc:onal J.e C:eru..;a : To:C7hiinf!}a (C( ),\,AC: T ~5-+3 l-.\1} 
J c;-:s IS J: Jdlou fnJJn DG . ..\P,..:..-L.\iA . .\í. J:nJ 1 .\ .\1-1..; rrom 
t~{ ):\JAl~yT. México 
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