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RESUMEN

Cuando existe una pérdida importante de masa hepdtica funcional, como la producida
por remocién quirdrgica del higado, el tejide hepitico remanente sufre un proceso de
regeneracion (hiperplasia), en el cual el tejido removido es reemplazado en su totalidad.
Durante este proceso, la sintesis de DNA se incrementa notablemente y alcanza un pice mixime
a las 23-25 horas posteriores a ia cirugia (em ia rata). Al mismo tiempo, la divisiéon celular
empieza activamente y por el dia 6 al 8 post-cirugia se completa la restauracién del higado. Por
lo tanto, la regeneracion hepdtica que se produce como consecuencia de hepatectomia parcial es
considerada como un muy buen modeic para el estudio de los mecanismos que regulan la
division y diferencizcién celulares.

Este proceso es muy sensible a2 ia accion de algunos xemobidticos, en particuiar ia
administracion aguda o erdnica de alcohol {etanol), que ejerce un efecto adverso sobre la
regeneracion hepatica, especialmente cuando éste se administra durante los estadios tempranos
del proceso regenerative. A pesar de que algunos mecanismos de daiio y2 har side referidos en
iz accion del aleohol sobre la regeneracion hepdtica, Hama ia atencidn de que priaciicamente se
desconozca si las acciones de dicho tdxico son por la molécula misma o por las transformaciocaes
metabdlicas que experimenta en iz célula hepitica. En particular, nada ests reportade sobre Ia
farmacodinamia y ia farmacocinética del alcohol en animales hepatectomizados parciaimente.
Por lo tanto se realizd este estudic de la farmacocinética del etanol durante ia regemeracion
hepatica en animales sujetos a hepatectomia parcial y los efectos morfolégicos y bioquimices de
ia administracién aguda de etanol en ¢l higado regenerante.

A ratas machos wistar se ies realizé una hepatectomia parcial (HF) del 70%. Ei modele
se¢ dividié en dos grupos de animales experimentales, dependiendo de ia via de administracién
del etanol. Al primer grupc se les administré etanol por sonda gastrica {IG), a una dosis de 1.5
¢/Kg de peso en una solucién al 40%, a diferentes tiempos de regeneracién hepaitica (0-96 h). Al
segundo grupo se le administré el etanol por inyeccién intraperitoneal (IP) a la misma dosis y
concentracion, asi como a los mismos tiempos de regeneraciéon. Se obtuvieron muestras de
sangre para determinar Ias etanolemias hasta por 8 horas. Al final del experimento, las ratas se
decapitaron para obtener el higado y recoleccién de sangre. Del higade se determino Ia
actividad de la alcohol deshidrogenasa (ADH) y Ia actividad especificz de la timidin cinasa (TK)
como pariametro de regeneracion; ademads las muestras de higado fueron obtenidas para el
estudio histoldgico por microscopia electrénica y de luz. De [a sangre recolectada su obtuvo
suero el cual se use para determinar metabolitos séricos (albimina, glucosa, triacilglicéridos y
bilirrubina), v la actividad de las enzimas marcadoras de dafio hepatico (ALT, AST, LBH, GDH
¥y OTC).

| os resultados demostraron lo siguiente:



En el primer paso metabdlico (FPM) dei etanol, e estémago tiene un papel transitorio,

pero efectivo en las modificaciones farmacocinéticas del etanol a tiempos tempranos posteriores
a la hepatectomia parcial en la rata, constituyendo una barrera protectora contra los efectos
adversos del etanol en esos animaies. Kl higado en regeneracién incrementa su capacidad para
oxidar el etanol. Ei aumento del metabolismo del etanol puede potenciar los efectos deletéreos
que la droga ocasiena a la regeneracién hepatica. Los cambios coordinados en el metabolismo
del etanol por el estomagoe y el higado muestran una interesanmte interrogante de una
comunicacion interdrganos que ocurre durante la proliferacién celular del higado, posterior a
una hepatectomia parcial.
Una dosis aguda de etanol es capaz de inhibir consiantemente {a regeneracion hepatica
que se induce por la HP, lo cual es dependiente del tiempo y ruta de administracién. La
administracién intragistrica de etanol ocasiona mas inhibicién al procese de la regeneracion
hepatica que la ruta intraperitoneal; esto esti probablemente relacionado a las diferencias
hepsticas del catabelismo def etanol durante la regeneracion hepatica, la cual varia de acuerdo
2 la ruta de administracidn. Se han dado las primeras evidencias de uma liberacién selectiva de
enzimas por parte del higado durante ia regeneracién hepatica.

La administracion de dosis bajas de etanoi en ratas sujetas a HP ocasiona diferentes
modificaciones en la ultraestructura del higado regenerante, dependiendo fuertemente de la
ruta de administracidn. La administracién intragistrica de etancl disminaye pricticamente
tedos les cambios adaptativos de los hepatocitos regemerantes. La administracién
intraperitoneal de etanol promueve modificaciones ultraestructurales, indicativas de
proliferacion celuiar.

La administracién de dosis bajas de 4-MP 25 v

50 mg/kg) en ratas

HP, se asceis con ligeros
cambios en la actividad de la ADH hepatica y en cambios metabdlicos que disminuyen
ligeramente la regeneracién hepatica. La administracién de dosis altas de 4MP (106 y 260
mg/kgjen ratas sujetas a HP, disminuye importantemente la actividad de ia ADH hepatica, la
cual se asocia con cambios en la funcién y la estructura que precede aparentemente a los
hepatocitos para la replicacion celular, Estudios en el comportamiento de la ADH hepitica se
pueden utilizar para identificar la patogenia de 2 inhibicion de ia regeneracion hepitica que se
conoce ocurren en la enfermedad hepatica por alcohol en el humano.

Una de las interrogantes, de los resuitados obtenidos, es saber por qué el etanol ceasicna
diferentes efectos, dependientes de la ruta de administracién, en la inhibicién de la regeneracion

hepatica. Por lo tanto, se deben de coatinuar realizando estudies encaminados a elucidar los

mecanismos por el cual el etarol es capaz de ocasionar este fendOmeno.



SUMMARY

Surgical removal of the liver up to 76% produces in the remnant liver the hyperplasia 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 cellular proliferation is actived and remains vp to 6-8 days afier partiai
hepatectomy (PH) whe the liver mass is restored. Liver regeneration after partial hepatectomy
is considered a goodl model for the study of the mechanism that regulate ceil divition and
ceiluiar differentiation.

Liver regeneration is a very sensitive process and can be damaged by xenobiotic as such
as the ethanol intake at acute or chrenic. Acute ethanol intake produces damage to LR if is
administered at early times of the process of regeneration. The study of the adverse effects of
ethanol intake upon liver regeneration has been document, but it is not clear wl:lat is the exact
mechanism of action of the ethanol. It has been propoused that the ethanol molecule is by per se
the respensible the of damage, but others are refered that the metabolic products of ;et!mnol
exidation are responsible for the deleterious actions of ethanol up on LR.

None is document above the pharmacological action of ethano! in the aspects of to the
pharmacokinetic and pharmacodinamics actions during LR after PH. By hence, we performed
the study of the pharmacological parameter of the ethanol in the regenerating liver of the rat,
We explored the morphoiegical, biochemical and pharmacological aspects of the ethanol intake
in the meodei of LR produced by PH.

Male wistar rats were subjet to PH (up to 70% of the liver). After PH, the animals were
grouped according to the ethanof intake status. At the firs¢ group, ethanol was administred by
intragastric route (IG)} at 1.3 g/Kg bw, 40% v/v. The second group, ethanol was give by
intraperitoneal route at the same concentration. Ethanol was administred in both groups during
0-96 hr after PH.

At different times after LR, animals were sacrificed by decapitation and blood was
coliected for the determination of the ethanol concentration of up te 8 hr. Liver was obtained
for the determination of the specific activity of the alcohol dehydrogenase (ADH) and thymidine
kinase (TK). Liver samples were “repared for a microscopic study. Light and electromic
microscopic studies were dace. In the serum, metabolites and enzymatic activitie were
determined. Serum metabolites included: albumin, glucose, tryacylglycerides and bilirebin.
Serum enzymes were ALT, AST, LDH, GDH and OTC as marker of liver damage.

Results shows that:

The first pass metabolism (FPM) of the ethanol by the stomach had a trapsitory, but

active role in the pharmacokinetic actien of the ethanol in the early times of LR in the rat. These



resuits show that the stomach comstitats a protection barrierfor the advers effects of ethanol on
LR.

The regenerating liver increased the capacity for ethanol oxidation. This increase of
ethanol oxidation as potentiated the adverse effects of ethanol in the regenerating liver. The
interelaticnships between the stomach and the liver during LR and the changes produced by the
ethanol intake are subject several. The latter can be show as an exempie of inter-communicaticn
between the stomach and the liver during the process of LR after PH.

An acute dose of ethanol produced inhibition of the LR induced by PH. This inhibition
are deppending of both, the time and route of administration. The intragastric ethanol
adminisiration produced more inhibition of the LR process in comparasion of the
intraperitoneal route. These latter was related with the different ethanoi oxidation route by the
liver during the process of LR. We described for the first time that selective release of enzymes
by the liver during the process of LR. W

Low administration of ethanol in the regeneratins liver of rats, preduced aiterations of
tiie microscopic ultrastructare in the hepatocytes. These were depending of the route of ethanol
administration. Intragastric ethanol administration produced a diminution of the normal
changes produced in the liver during LR. The intraperitoneal ethanol administration produced
a retardation int the appearance of the proliferative profile of hepatocytes during LR.

The +MP (25 and 50 mg/Kg) administration to the rat during LR, are associated with
low changes in the ADH activity of the liver. Minor metabolic changes were produced by 4-MP.
A dosage between 140 to 200 mg/Kg of 4-MP to rats subjected to PH produced a very important
diminution in the specific activity of the ADH. These changes were associated with changes in
bothk, the function and the structural changes during the process of the liver regeneration in the
hepatocyte. The study of the changes in the specific activity of the ADH can be used in the
identification of the mechanism associated with the pathogenesis of inhibition of proliferation of
liver in the diseased organ of the human.

It is a question to resolve the mechanisms by involved in the ethanoi-induced LR by
different routes of its administration. By the same way, it is clear that the investigation of the

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



a) Cantidad. Algunas investigaciones refieren que uma importante fraccién de
una dosis usual de etanol (alcoholismo social) no pasa a la circulacidén sistémica, sino
gue es oxidada principalmente en estémago (Fraser y cols. 1992 y 1993).

b) Concentracién. Se ha encontrado que a mayor concentracién de etanol, se
retrasa el vaciamiento gasirico por inhibicién de fa motilidad intestinal, permaneciendo
un mayor tiempo en el estomago, que aqueilas con diluciones menores (Roine y cols.
i1991; Sharma y cels. 1993).

¢) Alimento. La presencia de alimentes en el estomago, al reducir la velocidad de
vaciamiento gastrico, demora la absorcién de etancl (Roine v cols. 1991) v permite que
se dé una absorciém gdstrica importante de éste, o gue se metabolice el etanol por la
presencia de alcohol deshidrogenasa en la mucosa del estdmago.

d) Ayuno. EI ayuno prolongado aumenta la concentracién ﬁﬁixima de etanol en
sangre, ya sea por una disminucién en el tiempo de exposicion del etanol a la ADH
gistrica por um {rémsito acelerado o por um vaciamiento gdsirico acelerado y um
aumento en ia absorcidn intestinal (Di Padova y cols. 1987).

¢) Medicamentos. Con algunos medicamentos, como los antagonistas de los
receptores H2 {cimetidina, ranitidina y nizatidina pero no famitidina), se ha visto que se
aumenta significativamente la concentracién maxima de etanol en sangre después de la
ingesta de éste. Esto puede deberse a un aumente en la absorcién del etanol, o bien a
que se disminuye el metabolismo gastrico de etanol al inhibirse la ADH gastrica
(Caballeria y cols. 1989b; Hernandez Muiioz y cols. 1990a; Palmer y cols. 1991; Di
Padovay cols. 1992).



2.- METABOLISMO DEL ETANOL
a) Metabolismo Hepdtico

(1) Sistema de la alcohol deshidrogenasa (ADH)

El sistema de las alcohol deshidrogenasas se compone de varias enzimas, que en
los mamiferss se dividem em seis clases distintas que comprender 20 isoenzimas
diferentes, codificadas por mis de 7 genes (Danielsson y cols. 1994; Arnon y cols, 1993).
Estas se distribuyen ampliamenie en los diferentes d¢rganos vy alcanzan su mayeor
actividad en el higade (Boled2 y cols. 1989; Keanedy y Tipton 1996). Son moiécuias
diméricas econ subunidades de aproximadamente 40 kDa; y cada subunidad se
caracteriza por temer 2 dtemos de zinc (Das y cois. 1984; Cortot y cols. 1986; Zakim y
Boyer 1990) unidos por cisteiliél,ﬂlos cuales ayudan a estabilizar la estructura de ia
enzima (Jelokova y cols. 1994), )

Por técnicas inmunohistequimicas se han localizado estas enzimas alrededor de
l1a vena central {zona 3) del higade. La ADH hepatica se iocaliza preferentemente en
citosol y convierte al etanol en acetaldehido, utilizando come c.oenzima nicotinamida
adenin dinucledtide (NADPM. E! H™ es transferido del sustrato (etanoi) ai cofactor
(NAD"), produciendo NADH y acetaldehido (reaccién 1)(Lieber 1984c). Posteriormente
el acetaldehido es oxidado, predominantemente en las mitocondrias y secundariamente
en el citosol (Arnoa y cols. 1995), produciendo acetato, por medio de la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH) que utiliza nuevamente come cgenzima NAD' para produciv

como productos acetato y NADH (reaccidén 2).

ADH

B

CH;-CH,~-OH + NAD" CH;-CHO + NADH+ H' (1)

ALDH

'

CH;-CHO + NAD' CH;-COO+ NADH+H' 2)

Cuantitativamente hablando, la mayor parte del etanol es metabolizade por estas
dos enzimas {ADH v ALDH) y una fraccién pequefia se metaboliza por los otros

sistemas. E! equilibrio de la reaccion de la ADH esta desplazada hacia la formacion de



etanol; sin embarge, la ripida e irreversible reaccién catalizada por la ALDH facilita ef
metabolisme del etanol (Lieber 1974; Tottamer 1973; Peter 1982).

En los humasos, Ia alcohel deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa son las
dos enzimas que catalizan la oxidacién de etanol hacia acetaldehido y acetato,
respectivamente (Boosron y Li, 1986; Yin y Li, 1989). Basados en sus cinética y sus
caracteristicas estructurales, Ias isoenzimas de las ADH humanas se han clasificado en 5
ciases (Vailee y Bazzone, 1983; Yoshida y ceis. 1991) (Tabia I). Los rangos de Km para
el etanol son los siguientes: ADH clase I (o 4,y) 4mM; ADH clase Il (7) 34 mM; ADH
clase I1I (¥} 3 M; ADH clase IV (1) 18 mM (Yin y cols. 1990); ADH clase V 28 mM
(Chen y Yoshida, 1951). La clase I es altamente sensibie a ia inhibicién por 4-

Metilpirazola (4-MP) con una Ki menor a 2 pM; clase If Ki = 2 mM; clase IIf es

" virtualmente insensible a la inhibicién; clase IV Ki = 320 uM. La homologia de las

secuencias de las proteinas o de los nucledtidos intraclase es aproximadamente del 90%

-

y de interclase es del 60 % {Yasunami v cols. 1991; Yoshida v cols, 1991; Pards v cols,
1992).

Se han purificado y caracterizado de higado y estémago de humano 5 iscenzimas
de la aldehido deshidrogenasa (Tabla II): ALDHI, ALDH2 (Grf?enfield v Pietruszko,
1977), ALDH3 (Wang y cols. 1990), ALDH4 (Forte-VMicRobbie y Petruszko, 1986), vy
ALDHS (Kurys y cols. 1989). Basados en las constantes de Michaelis para aceltadehido,
en el humano se dividen en alta Ky en el range mM (ALDH3 83 mM; ALDH4 5mM)
{Forte-McRobbie y Pietruszko, 1986; Yin y cols. 1989) y bajo Ky en el rango uM
(ALDH1 30uM; ALDH2 3uM; ALDHS 50uM) (Greenfield y Pietruszko, 1977; Kurys y
cols. 1989). Aproximadamente el 50% de los orientales tienen deficiencia en la actividad
de ia ALDH2 mitocondrial de bajo Ky (Harada y cols. 1980; Yin y cols. 1988), y esta
alteracion es atribuible a la sustitucion de un simple aminodcido (dcido glutdmico por
lisina) en la posicién 14 del carboxilo terminal (Yoshida y cols. 1984; Hempel y cols.
1984). Miuiltiples formas de ALDH3 se encuentran em Ia mucosa del estémago. 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 [a ADH y de ia ALDH tienen una distribuciéon en tejidos
especificos (Smith, 1986; Yin y Li, 1989; Yoshida y cols. 1991), todas las isoenzimas de la
ADH clase I v clase Il se expresan en el higado. La ADH-3 se expresa ¢n ei pulmén y
ADH-y se expresa en el tracto gastrointestinal; la ADH clase Iil tiene una distribucion

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



aldehido deshidrogenasa, ALDH1 y ALDH2 se expresan en higade, pulmén y tracte
gastrointestinal. Miltiples formas de la ALDH3 se han detectado en estémago y puimoén
pero no en higade. La carencia de la actividad de la ALDH2 en los orientales causa

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

TABLA I Clases de isoenzimas y distribucion de Ia alcohol deshidrogenasa
en l0s seres numanos.

Clas {Isoenzimas |Kjyetanei :Semnsibilidad 4-| Distribucion
e MP
I a 4 mM Ki menes 2uM | Higado

B Higado,

4 puimén

Higado, TD

[ 7 34 mM Ki=2mM Higado '
Hl lx IiM Insensible Universal
IV  iufo) 18 mM Ki=320 uM Estomago
\’ 28 mM Estdmago

TABLA II Isoenzimas y distribucion de ia aldehido deshidrogenasa
em los seres humaros.

Isoenzima | Ky acetaldehide | Distribucion
ALDH1 (30pM Higado, pulmén, TD
ALDH2 i3uM Higado, pulmén, TD
ALDH3 83 mM Estémago y pulmon
ALDH4 5mM Higado, riiién
ALDHS  {30pM Cerebro, estémago

(2) Sistema microsomal de oxidacién de etanol.

El sistema microsomal de oxidacién de etanol (MEOS por sus sigias en ingles:
Microsomal Ethanoi Oxidizing System) {Lieber y De Carli 1968; Rubin y cols. 1968;
Zakim y Boyer 1990), es el responsable principal del metabolismo de los farmacos y
otras sustancias xenobiéticas (Winter 1993), como el acetominofén, la acetona, el fenol,
entre otros (Morgan v cols. 1982 y 1983; Ingelman y Johansson 1984; Koop v Casazza
1985; Yang y cols. 1985; Koop y Tierney 1990), incluyendo a los barbitiricos, lo que
explica la resistencia que tienen los alcoholicos a este tipo de drogas. Cabe destacar que

cuande se ha ingeride wuna gran cantidad de etancl, el MEOS metaboliza



preferentemente etanol por lo que los barbitiricos dejan de metabolizarse, ocasionando
resistencia a esta droga.

Este sistemz se localiza en las cisternas del reticulo endoplismico liso del
hepatocite. Se ha descrito la presencia del MEQOS en las microsomas de células de
diferentes tejidos (Gonzalez 1992) v se conoce gue involucra ia participacion de varias
enzimas, }as cuales catalizan ia oxidacion de etanol a acetaldehido.

El1 MEOS se ha purificade y se encontraren tres componentes diferentes, la
citocromo C reductasa (citocromo P-450 reductasa), el citocromo P-450 y un fosfolipide
(lecitina). EI MEOS es un sistema que se induce por el 2lcoholismo crénico, en donde
participan varias isoenzimas del citocromo P-45§ en la oxidacion del etancl, siende el
citocromo P-450 2E1 el encargado del metabolismo del ¢tanol (Koop y Casazza 1985;
Koop 1989), el cual es capaz de catalizar la oxidacién del etanol hacia acetaldehido,
utilizando comeo ceenzima NADPH y de oxigenc molecular (reaccién 3) (Kennedy y
Tipton 1982; Lieber 1991). Posteriormente, el acetaldehido asi formado es convertido en

acetate por la ALDH utilizando como ceenzima NAD'.

MEQGS (P-450 2E1)
CH;-CH,-OH + NADPH + H +0O, L CH,;-CHO + NADP™ 2H,0 (3)

Normalmenie, ef eianol se meiaboliza preferentemente por la ADH hepatica y en
menor cantidad por el MEOQS, debido a una baja afinidad por el etanol de este iltimo ya
que posee una Ky = 8.6 mM o 40 mg/ 100 mi en comparacion con Ia ADH en con una
Kv = 2 mM o 9 mg/ 100 ml. Esto se traduce en que el MEOS necesita cantidades
mavores de etanol en sangre para saturarse. En un estudio se reporté que el MEOS
cataliza el 42% del metabelismo del etanol si se encuentra a una concentracion de 10
mM, v el 62% si ésta es de 50 mM (Takagi y cols. 1986).

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

ia concentracién sanguinea de aleohol y la duracién de su consumo.



(3) Sistema de Ia catalasa

El hepatocito contiene catalasa en los percxisomas (Lieber 1984) y utiliza
perdxido de hidrégeno para oxidar el etanol. Este sistema estd en relacién estrecha con
el sistema de glutatién oxidado-reducido y al igual que el sistema MEOS, es inducido
por ¢l alcoholisme crénico (Thurman v Handler 1989; Lieber 1991). El etanol puede
servir como donador de hidrogenos en Ia reaccidn.

Esta reaccién es dependiente de la disponibilidad de peréxide de hidrégeno por
le que un incremente de este o un decremento en la catalasa puede activar o inhibir esta
reaccién. Precisamente, la velocidad de produccion de H,(; es un factor limitante
{Peter 1982), debido a que la produccion del perdxido es tan solo de 3.0 2 3.6 umol/h/g
higado y este sistema apenas representa el 2% de la oxidacién de etane!l in vivo (Lieber
1994},

El etanol se oxida hacia acetaldehido por el sistema de la catalasa, que utiliza
como coenzima H;0; (reaccidn 4). El acetaldehido sigue el mismo camine para

convertirse a acetato por medie de ia ALDH.

Catailasa
»
CH;-CH,-OH + H*0? CH;-CHO +2H,;0 (4)
Los tres sistemas principales de oxidacién de etanoi (ADH, MEOS y Ia cataiasa)

producen acetaldehido el cual se convierte en acetato por la enzima ALDH; asi mismo,
el acetato que es el resultado final del metabolismo del etanol, se libera a la sangre para
ser metabelizado hasta CO; por los demds tejidos periféricos (Kennedy y Tipton 1990;
Lieber 1991)

Asimismo, el aumento en la concentracion intracelular de NADH vy NADP es el
responsable de las alteraciones en el estade redox, prevecando las anormalidades
metabolicas hepaticas en el alcohélico (P6s6 y Forsander 1976; Christensen y Higgins
1979; Lieber 1991), aunado a ia alta texicidad que produce el acetaldehido y los demas
metabolitos secundarios que se producen en la oxidacién del etanel, como los radicales

libres.



b) Metabolismo extrahepdtico

El metabolismo gastrico del alcohol es una determinante importante en la
regulacién de los niveles séricos de etanol en donde se ha encontrado a la enzima ADH
en la mucosa gastrica (Di Padova y cols. 1987 y 1988; Frezza y cols. 1990).

De hecho, se ha considerado que la capacidad oxidativa de alcohol por el
estdmago constituye una "barrera protectora” contra los efectos sistémicos del téxico.
Debido a que concentraciones aitas de aicohol pueden retrasar el vaciamiento gastrico,
se podria esperar gue soluciones concentradas de aleohol permanecieran por mds
tiempo en ¢l estémago que agueilas mas diluidas (Loili y Rubin 1943). Sin embargo,
nada se sabe con relacién a los factores que estin regulande dicha absorcidn y oxidaciéon
gastrica del aicohol en animales sujetos a hepatectomia

La ADH gistrica contribuye a la oxidacién 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 (Julkunen y cols. 1985a v 1985b; Hernindez Muifioz y cols.
1990a). Este primer pase es un factor determinante importante para las
concentraciones sanguineas de aicohol (etanolemia) y de las dreas bajo la curva (ABC)
del alcohol en la circulacion sistémica alcanzados por la ingesta de etanol, tanto en
humanos (Julkunen y cols. 1985a; Caballeria y cols. 1989a) como en animales
experimentales (Julkunen y cols. 1985a y 1985b).

La actividad de la ADH gdstrica se encuentra afectada por el género (Frezza ¥
cols. 1990; Seitz v cols. 1990), edad (Seitz y cols. 1999), ayuno (Di Padova y cols. 1987),
alcoholismo crémice (Di Padova y cols. 1987; Frezza y cols. 1999), algunas drogas
{Caballeria y cols. 1989b; Roine y cols, 1990a y 1990b) v per microorganismos
(Thuluvath y cois. 1994). Esto da como resultado el aumento en los niveles de la
etanolemia v de las ABC posteriores al consumo de alcohol (Seitz v cols. 1984;
Caballeria y cols. 1989b; Roine y cols. 19902 y 1990b) que produce un incremento en la
susceptibilidad de dafio hepatico con relacidn a los niveles de etanol alcanzades.

Algunos estudios demuestran diferencias en las concentraciones de etancl en
sangre después de administrarlo por via oral en comparacién con la via intravenesa;
donde se puede observar que las concentraciones de alcohol en sangre son mas bajas
después de administrarlo intragistricamente, en comparacién con la administracién
por via intravenosa con una misma desis de alcohol tante en humanos (Di Padova v
cols. 1987) como en ratas (Julkunen y cols. 1985a y 1985b). Se concluye que esta

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



ADH gastrica, que tiene una isoenzima con una aita Ky para el etanol que no exhibe
inhibicion con altas concentraciones de sustrato, como ocurre con la ADH hepitica
(Hernandez Muifioz y cols. 1990a).

Mas aiin, Reine y cols. (1991), al utilizar diferentes vias de administracion de
etanol (intravenosa, intraduodenal, intraportal), en un andlisis comparative de la
farmacocinética de la via intragastrica por estas diferentes rutas, encontraron que en la
via intragdstrica las etanolemias son inferiores que cuando se adminisira por otras
rutas. De aqui que ¢l primer paso metabélico se encuentre asociado con concentraciones
inferiores de etaneol en la circulacién sistémica, asi come una meneor biodisponibilidad
del etanol. Por otra parte, Smith y cois. (1992), sugieren que una velocidad lenta de
absorcion podria contribuir en el primer paso del metabolismo hepatico y concluyeron

que el metabolismo del etanol por el estdmago es en realidad insiéix_ificante.

3.- REGENERACION HEPATICA

Se ha reconocide por afios que, posterior 2 un dafe quimi.éo ¢ retire quinirgice
parcial de su tejide, el higado inicia una serie de cambios conocidos en conjunto con el
nombre de regeneracién, que estin encaminados a ia recuperacion del tejido perdido o
afectade en el aspecto anatémico y funciomal (Higgins y Anderson, 1931). Los
mecanismos exactos por los cuales el higado se regemera aGn mo se conocen c¢on
precision y han recibido mucha atencién en los ditimos tiempos, ya que la regeneracién
hepiatica es un excelente modelo experimental para estudiar los procesos que
determinan la proliferaciéon celular (Michalopoulos, 1996).

Los mecanismes que reguian la proliferacion de los hepatocitos se han estudiado
en modelos de higade fetal, cAncer hepdtico y regeneracion hepdtica. En todos estos
casos, la proliferacion celular es el factor comin a todoes ellos y es este fenémeno el que
estd sujeto a regulacién precisa por parte de la célula, el tejido y el 6rgano en general
(Fausto y Webber, 1993).

De ios modeios mas utilizados para el estudio de la regeneracion hepaitica, el mas
comiin es la hepatectomia parcial (HP, retiro quirdrgico del 70% del tejido hepatico) en
animales de laboratorio (ratas, conejo, cuyo, perro). Puesto que el higado estd dividido
en lobulos, es posible quitar aigunos de ellos que representen el equivalente del 70% del

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



higado implica la proliferacién de las células de el (los) I6bulo(s) remanente(s). Esto
dltimo no significa la restauracién de los lébulos escindidos; esto es, nc debe
confundirse el fenémeno de crecimiento y restitucion de una parte amputada (como la
amputaciéon de la cola en una lagartija), con el fenémeno de la regeneracion hepitica.
En este dltime caso, el (los) l6bulo(s) remanente(s) entra(n) en proliferacion celular
hasta restituir al tejido hepatico funcional que originalmente tenia. Este crecimiento y
proliferacién terminan a los 10-14 dias en todas las especies examinadas, después de la
cirugia (Higgins y Anderson, 1931; Fausto y Webber, 1993). Una pregunta importante
gue tedaviz nc ha side contestada, es explicar el funcionamiento éptimo del higado
remanente que mantiene al tejido funcional. Responder a esta pregunta requiere un
detallado examen de los mecanismos que inician, mantienen y terminan la regeneracién
hepatica. En este tipo de estudios, es de ayuda el identificar las fases del proceso
regenerativo e intentar identificar los eventos que regulan cada una de eilas. En
fibroblastos en estado de repose v en algunos tipes de células epiteliales en cultive, la
activacién del crecimiento parece estar dividida en dos fases: competencia y progresidn,
En el estado de competencia (o0 competente), la célula pone en Elarcha los mecanismos
para poder entrar ai ciclo celuiar {pase de ia céluia de Ia fase GO a G1). En ei estado de
progresién, ia célula que ha entrado a la fase G1 avanza a la fase S y después a la fase M
hasta completar un cicle celular. La separacién entre estas dos fases es hasta cierto
punte arbitraria, pero la importancia de ambos conceptos radica en que permite fa

b

squeda de erminado duraate ef
ciclo celular. Con ello, es posible determinar las diferencias fundamentales entre una
¢élula en estado de reposo (en estado GO) y otra que ha iniciado la proliferacién (estado
G1) (Fausto y Webber, 1993; Fausto y cols, 1995)

La proliferacion hepatica se inicia 12 o 14 horas después de la hepatectomia
parcial lo que permite una separacién entre un estadoe pre-replicative (¢ a 14 horas) y
un estado replicative (14 a 24 horas) (Steiner y cols. 1966). Por conveniencia, se
distingue una fase inicial que es Ia fase de competencia (o fase de imiciacion) que
corresponde a las primeras 4 horas después de [a HP (paso de la fase GO a la fase Gl), ¥
una segunda fase de progresion que indica el paso de la fase GI a la fase S. La fase Gi
iniciz en diversas ireas del parénquima hepdtico remanente y su duracién es variable
por lo que la fase de progresién es menos sincrénica que la de iniciaeién pero termina
cuando la célula sintetiza DNA, el cual tiene un pico de sintesis en la rata a las 22-24

horas. La sucesién entre la fase de inicio y progresion depende directamente o
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indirectamente de la activacién/inhibicién de genes, la activacién y regulacién de
circuitos autdcrines y paricrinos y la activaciéon de la maquinaria necesaria parz Ia
replicacion det DNA (Fausto y Webber 1993).

Es precisamente en estas fases tempranas de la regeneracién cuande el procese
es mas susceptible de ser interrumpide o aiterado, ya que las seilales iniciales pueden
ser blequeadas dando como consecuencia la no-regeneracion del tejide (Fausto y
Webber 1993).

Los eventos bioquimicos que siguen después de ia HP, por lo menos en animales
en particular en la rata y el ratén, es un incremento temprano de la actividad de la
ornitin descarboxilasa (ODC), enzima que se encuentra involucrada en la sintesis de
poliaminas, teniende su pice de actividad entre 4 a 6 horas después a la cirugia y para
su retorno 2 [a normalidad en las siguientes horas. El incremento en a actividad de la
ODC, es seguido por un incremento en la actividad de la timidin cinasa (TK) con su pico
a las 24 horas de HP; esta enzima se encuentra involucrada en la sintesis del DNA
{Diehl v Rai, 1996}. Estos cambios en los niveies de las enzimas, se han asociade mas
reciéntemente a cambios que ocurren en los niveles de las hormonas sexuales durante
tiempos tempranos de la regeneracion hepdtica. Especificamente, el hepatocite contiene
el receptor para el estréogeno que particularmente aumentan en el micleo y disminuyen
en el citosol durante la regeperacién hepitica. Simuitaneamente, el receptor para los
androgenos disminuye en ambos compartimentos durante la proliferacién hepdtica. Por
oira parie, tanio en hombres como en animales, los niveles plasmaticos de estradiol se
incrementan mientras que los niveles de testosterona disminuyen (Van Thiel y cols.
1991).

Estudios hechos en animales {(perre y primates) y en humanos, han estabiecido
que la regeneracion hepatica responde en forma proporcional 2 la cantidad del higado
removido. En resecciones pequeilas {(menores del 10%), sigue una respuesta
propercional para la recuperacion del higado. Asimismo, se ha visto que cuando el
higado de perres grandes es transplantade a perros pequefios, aquél disminuye
graduaimente de tamaiio, siendo al final proporcional al tamaiio del nuevo huésped. Por
otra parte, cuando se transplanta el higado de un perro pequefio a un perro grande, el
érgano crece rapidamente (semanas) siendo nuevamente proporcional al tamaino dei
nuevo huésped. Este tipo de estudios ha demostrade que la masa hepatica es altamente
regulada y que existen seflales que controlan en forma positiva asi como negativa al

higado para que este tenga su tamaiio correcto (Francavilla y cols 1988).



En contrasie con otros érganos o tejidos, la regeneracién hepdtica no depende de
un grupo pequeiio de células progenitoras. La regeneracién hepatica posterior a la HP
es realizada por la proliferacion de todas las poblaciones celulares maduras que
componen al érgano intacto (Thorgeirsson, 1996). Esto incluye a los hepatocitos (sor las
principales células funcionales), células epiteliales biliares (forman a los ductos biliares),
células endoteliales (son células que dan un méiximo contacto entre la sangre y los
hepatoceitos), celulas de Kupfier (macréfagos en los sinusocides hepaticos) y las células de
Ito (inicas células estelares que se localizan en el higado, se ubican abajo de los
sinusoides, simietizan tejidc comective, secretan varios factores de crecimiento y
almacenan vitamina A) (Gressner, 1995). Todas estas células se dividen durante la
proliferacién hepatica, siendo los hepatocitos los primeros en hacerlo. La cinética de la
proliferacion celular difiere ligeramente de una especie a2 otra. El primer pico de la
sintesis del DNA ocurre a las 24 horas, con un segundo pico pequeiio entre las 36-48
horas, para completar todo el proceso proliferativo del dia 7-1¢ (Higgins y Anderson, 1931).

En las primeras 24 horas posteriores a ia HP, ne existen cambios significativos
notables de la matriz extracelular (MEC). Existe una actividad mitética prominente en
las zonas periportales, el niumero de hepatocitos tiene un incremento notable, mientras
gque Ia MEC se mantiene sin modificaciones, por lo tante se presenta un incremento en
la relacion células/MEC, creado aparentemente por la disminucion en la MEC, L
actividad mitética continta (por el dia 3 de la HP), dandoe como resuitado la formacién
de grupos de hepatocitos periportales de cerca de 10 a 14 células sin [a intervencion de
sinusoides o de la MEC, De esta manera, la relacion que guardan los hepatocitos con la
vascularizacién normal es baja. Después a la HP, las primeras células que se encuentran
en mitosis sen los hepatocitos periportales (zona 1) (16 horas); seguides por los
hepatocitos que se localizan en la region media de los lobulos (zona 2} (24 horas), y
posteriormente se localizan en la region centrolobular (zona 3} (48 horas). Estas
“pleadas” de mitesis probablemente reflejan la diferencia de Ia fase Gl entre los
hepatocitos periportales (G1 corta) y los hepatocitos centrolobulares (G1 larga). Esto
tiene come consecuencia directa probables oleadas de replicacién, los centros celulares
se forman primero en las dreas periportales y posteriormente en las dreas
centrelobulares. Esta division de los hepatocitos se alcanza sin degradacion a priori de la
MEC. Estos datos se basan en estudios de inmunohistoquimica para componentes de la
MEC, la cual no muestra evidencias de degradacion (Martinez Hernandez y cols. 1991).

Por el dia 4 de la regeneracion hepitica la actividad mitética decrece y esto coincide con
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el inicio de los depésitos de laminina en pequefias cantidades que es producida por las
células de Ito (Tanaka y cels. 1990; Martinez Hernandez y cols. 1991), segregando estas
cadenas de laminina beta-1, beta-2, y gamma-1; sin embargo, ia presencia de cadenas
alfa-1 no ha sido demostrada (Wewer y cols 1992). A pesar de la sintesis de laminina, no
existe todavia membrana basal. La laminina que esta contenida dentro de las células de
Ito rodea a los hepatocitos en islotes, coincidiendo con la aparicion de un proceso celufar
que es la invasion de células endoteliales que separan a los islotes de los hepatocitos para
formar placas de células, junto con ia aparicién de los espacios vasculares de la
superficie. De esta manera, la estructura vascular lobular nermal es restaurada. Por
otra parte, en estes momentos es cuande las metaloproteasas de matriz (MMPs) actidan
para la remodelacion de la MEC y de esta forma réestablecer el parénquima hepdtico
normal. Cerca de! diz 7-8 de la regeneracion hepética- las células de [to que producen
laminina son raras v para el dia 10 el patrén normal junte ¢on una distribucién acrmal
de Ia MEC estd presente. Por supuesto, las coldgenas tipo I, IIL, IV, V, VI ban sido
sintetizadas y depesitadas en los nuevos sinusoides y los espacios de Disse’s estin
formados. La sintesis de la MEC se ha completade para esto? tiempos como se ha
demostrade por técmicas de immunchistoquimica. La coincidencia temporal de la
expresion de [a laminina per las células de Ito junto con las actividades fisiclégicas de
estas células dentro de los islotes de los hepatocitos, sugiere que las células de Ito y los
isotipos de laminina especificos pueden mediar la vascularizacidn de los isiotes de

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

4.- REGENERACION HEPATICA Y ETANOL

Como ha side ya mencionade cuando existe una pérdida importante de masa
hepatica funcional, principalmente Ia debida a remocién quirirgica del higado, el tejido
hepatico remanente sufre un proceso de regeneracion (hiperplasia), en el cual el tejido
removido es reemplazade en su totalidad. Durante este proceso, ia sintesis de DNA se
incrementa notablemente y alcanza un pico maximo a las 23-25 horas posteriores a la
cirugia (en Ia rata). Al mismo tiempe, la divisién celular empieza activamente y por el
dia 6 al 8 después de la cirugia se completa Ia restauracion del higado (Michalopoulus
1990). Por lo tanto, la regeneracién hepitica que se produce como consecuencia de
hepatectomia parcial es considerada como un muy buen modelo para el estudio de los

mecanismos que regulan Ia division y diferenciacion celulares.



Este proceso es muy sensible 2 la accién de algunos zsenobiétices, en particular la
administracién aguda o crénica de alcohol (etanol), que ejerce un efecto adverso sobre
Iz regemeracion hepdtica, especialmente cuande éste se administré en los estadios
tempranos del proceso regenerative. Por ejemplo, el alcohol es capaz de inhibir ia
sintesis de DNA (Bugay y cols. 1982), ia sintesis de poliaminas, las cuales se encuentran
profundamente involucradas en la sintesis de DNA (Dieh! y cols. 1990a) y la actividad
de Ia enzima que Ias sintetiza, que es la ornitin descarboxilasa (Diehl y cols. 1990b).
Todo da como resultado una recuperacion mucho menor de la masa hepdtica en ratas
hepatectomizadas y sujetas a ingesta de alcohol (Frank y cols. 1979).

La timidin cinasa (TK) ¢s una enzima ciave en la generacion de sustratos para ia
sintesis del DNA. Fxisten reportes del incremento de la actividad especifica de esta
enzizna durante :!a fase proliferativa de células de eucariontes, incluida la regeneracion
hepatica, posterier a2 una hepatectomia parcial (Bresnick y cols. 1964; Labow v cols.
1969; Gutiérrez—Saiina;q y cois. 1356}. Para demostrar que el etamol inhibe a ia
regeneracién hepatica se han utilizade marcadores que indican la proliferaciéon celular
como Ia determinacién de la actividad especifica de enzimas relacionadas directamente
con la sintesis de DNA (Michalopoulos, 1990). ’

A pesar de que algunos mecanismos de dafio ya han sido referidos en la accién
del alcohol sobre Ia regeneracién hepdtica, liama ia atencién de que pricticamente se
desconozca si las acciones de dicho toxico son por la molécula misma o por las
transformaciones metabélicas que experimenta en {2 céiuia hepdtica. En particular,
nada estd reportado sobre la farmacodinamia y la farmacocinética del alcohol en
animales hepatectomizados parciaimente. Estudios recientes han indicade que una
solucién concentrada de alcohol (Sg/Kg, 60%), a dosis que inhiben el procese de
regeneracién hepdtica, son aparentemente mids lentamente absorbidas y mas
ripidamente oxidadas en animales hepatectomizados {(Gutiérrez Salinas y cols. 1996).
Sin embargo, otres estudios han encontrado que utilizando dosis menores de etanol
(3g/Kg de peso), los niveles sanguineos de alcohol permanecen elevados durante toda la
fase pre-replicativa de higados en regeneracion (Lumpkin y cols. 1992). De ahi que
exista una importante discrepancia con relacion a la "biodisponibilidad” del alcohol en

animales sujetos a hepatectomia parcial.



5.- DANG HEPATICO POR ALCOHOL

El higade cemo principal érganoe responsable del metabolismo y eliminacién del
etanol, también experimenta los efectos mds adversos por el téxico. A continuacidon se
describen algunos mecanismes por los cuales el etanel y sus metabolitos (acetaldehido y
acetato), asi como &l desequilibrio en el estado redox son causantes del dado hepatico
por alcohol.

El etanol es por si mismo tdxico para cualquier tejide em general, por ser
aitamente polar, per io cual interaciaa principalmente con ios componentes lipidicos de
las membranas celulares, provocando su inestabilidad estructural y afectando su
funcion (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 fencién la coenzima NAD', lo cual produce un exceso de NADH tanto
en el citoplasma como en el interior de iz mitocendria, provecande una alteracion en ¢}
balance redox general de la célula (Christensen y cols. 1979). A esta desproporcién entre
NADH/NAD" resuitante de ia oxidacién del etanol y de su metabolito el acetaldehido se
le respomsabiliza de wuna variedad de anomalias en ef metabolisme intermedio,
especialmente de les carbohidratos y de los lipidos que se ehserva en los zlcohdlicos
{Lieber 1984b; 1984¢). Este desequilibrio redox Heva a una mayor produccién de lactate
2 partir de piruvato y se considera gue el incremento de laciate podria ser uno de los
principales factores inductores de la fibrogénesis hepaitica, estimulando algunas enzimas
que intervienen en la biosintesis de la colagena. Por otro lado, la alteracion mais
importante en ¢l metabolismo de las proteinas se expresa mediante urn aumento en ia
sintesis de coligena lo que resulta en Ia fibrosis del parénquima hepdtico (Kennedy y
Tipton 1990).

El aumento de NADH interfiere en la gluconeogénesis a partir de los
aminodcidos y puede explicar la hipoglucemia que presentan algumos alcohdlicos.
Asimismo, se produce un aumento de glicerofosfate a partir de dihidroxiacetona fosfato
(Lieber 1984c) se favorece la sintesis de triaciiglicérides y la disminucién de Ia
oxidacion de los Acidos grasos, por 1o que se induce un estado hipermetabélico en el
higado promoviends daiio hipéxico hepatico en la zona 3.

El acetaldehido, derivado del metabolismo del etanol, se le considera de heche

mas peligreso que ef mismo etanol (Donahue y cols. 1983; Sorrell y Tuma 1985; Shaw y



cols. 1990; Niemela y cols. 1994; Niemela y cols. 1995). La accién téxica del acetaldehido
esti dada por su estructura quimica que le confiere una eievada capacidad de
reaccionar con los grupos tiol y amine de las proteinas y de otros constituyentes de las
membranas celulares, creando los “aductos” de acetaldehido que alteran Ia estructura
terciaria de las proteinas interfiriendo con la funciéon de éstas. La presencia de
“aductos” de acetaldehido no sélo se ha demostrado en las proteinas celulares, sino
también en los lipidos y los acides nuciéicos, le que pone de manifiestc su toxicidad
{(Weiner 1979).

Fl acetaldehide también puede ejercer uma accién téxica ai confribuir a ia
lipoperoxidacidn de las membranas celulares. EI acetaldehido se une a ciertas moléculas
como la cisteina y el glutation, que son capaces de aceptar oxigeno y, por lo tanto, son
moléculas fundamentales para impedir la lipoperoxidacién. De los derivados
secundarios producidos por la célula durante el metabelismo del etanol se han descrito
como principales 2 los radicales libres derivados del oxigeng {Lieber 1991). Estos
radicales libres son moléculas o dtomos gue tienen un electron desapareado por io que
son aitamente reactives y por ende, peligrosos para el organismo; proteinas, lipidos y
dcidos muciéicos pueden ser “atacados” per ios radicales libres y alterar de manera

significativa las funciones celulares.



HIPOTESIS

Dado que el higado es el principal érgano que metaboliza al etanol, Ia inhibicion
que esta molécula produce sobre la regeneracién hepitica inducida por hepatectomia
parcial estaria depeandiendo estrechamente de su metabolismo. Ya que se sabe que la
actividad de la ADH es el principal sistema de oxidaciéon de etanol, se esperaria que esia
enzima esté profundamente invelucrada en el efecte inhibitorio dei etanol sobre la

regeneracion hepatica



OBJETIVOS

1.- OBJETIVOS GENERALES

1.- Estudiar la farmacocinética del etanol y Ia participacion del estémago en el
primer paso metabdlico del etanol, durante Ia regeneracién hepaitica en animales sujetos
a hepatectomia parcial.

2.- Estudiar los efectos del etanoi sobre la merfologia y Ia funcién dei higado en
regencracion, después de una hepatectomia parcial.

3.- Estudiar los efectos del etanol sobre la ultraestructura del higade en
regeneracién, después de una hepatectomia parcial.

4.- Estudiar si existe una relacién entre el principal sistema de oxidacion del

etanel en ¢l higado (ADH) cop la regeneracién hepatica.

2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar en animales sujetos a hepatectomia partial (70% de la masa
hepatica original), la farmacocinética del etanol durante la regeneracion hepatica.

2.- Determinar la participacidn del estomago en el primer pase metabélico del
etanol, durante 2 regeneracién hepitica.

3.- Determinar en suero de animales sujetos a hepatectomia parcial, la actividad
de las enzimas marcadoras de dafie hepdtico [alanino aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), ornitin carbamiltransferasa (OTC), Ilactato
deshidrogenasa (LDH) y glutamato deshidrogenasa (GDH)], a diferentes tiempos de
regeneracién hepatica en presencia o ausencia de etanol.

4.- Cuantificar en suero de amimales sujetos a hepatectomia parcial, los
metabolitos relacienades con la funcién del higado (bilirrubina y albdmina) y les
relacionados con Ia homeostasis general (triaciiglicéridos y glucosa).

5.- Estudiar por microscopia de luz ia estructura y el indice mitético (como
parametro de regeneracion) de hepatocitos regenerantes.

6.- Determinar en higados de animales sujetos a hepatectomia parcial, la
actividad de la timidin cinasa (TK), como parametro de regeneracion.

7.- Estudiar por microscopia electromica la ultraestructura del higado, y la

morfologia del nitcieo de hepatocitos regenerantes.



8.- Estudiar la participacién de ia ADH en la regeneracién hepitica al inhibiria
con 4-MP, a través de estudios farmacocinético (etanolemias); bioquimice (actividad
ADH, ALT, AST y LDH); fisiolégico (bilirrubina, albimina, triacilglicéridos y glucosa);
morfolégico (microscopia de luz) y parimetros de regeneraciéon (indice mitético y
actividad de la TK).



MATERIAL Y METODOS

1.- 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 ’H]
(actividad especifica 2 mCi/mmol) fue obtenida de Amersham Ceo. (Arlington Heigts,

Illinois). El etanel y los otros compuestos quimicos fueron de grade amalitico.

2.- ANIMALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (obtenidas del bioterio del Instituto
de Fisiologia Celular, UNAM), con un pese de 250 + 20 gramos. Fueron alimentadas con
dieta balanceada para roedores (# 5001, PMI Feeds Inc., St.Louis,, MO) v agua ad

{ibitum, excepto el dia de! experimento.

3.- PROCEDIMIENTO QUIRURGICO .

Se realizo una hepatectomia parcial (HP) del 68 + 2% acorde a la técnica clasica
de Higgins v Anderson (1931). Se utilizd como anestésico éter etilico por el tiempo
necesario para realizar la HP (15 minutos aproximadamente). Se realizé una incision en
ia parte media del abdomen de aproximadamente 2.5-3 cm, retirando los i6bulos medio

y lateral izquierdo del higado.

4.- EFANOLEMIAS

a) Grupos experimentales

El modelo se dividié en dos grupos de animales experimentales, dependiendo de
la via de administracion del etanol. Al primer grupo se les administré etanol por sonda
gastrica (IG), a una dosis de 1.5 g/Kg de pese en una solucién al 40%, a diferentes
tiempos de regeneracion hepatica (0-96 h). Al segundo grupo se le administro el etanol
por inyeccién intraperitoneal (IP) a Ia misma desis y concentracién, asi como a los
mismos tiempos de regeneracion.

Como coatroles se utilizaron ratas falsamente operadas (sham), a las cuales
inicamente se les manipula el higado, regresindolo a la cavidad abdominal. Utilizando

en un grupo control selucion salina y en otro grupo control Ia misma dosis de etanol.



2%

b} Procedimiento general

Los animales se colocaron en jaulas de restriccién donde se realizé una puncién
en la punta de la cela, de dende se tomaron muestras por tubos capilares de 50 ul cada
15 minutos las primeras 2 heras, cada 3¢ minutos las siguientes dos horas y cada 60
minutos hasta que el alcohol no fue detectable. Las muestras de sangre se
desproteinizaron con 4cide perclérico (6% p/v) y la cantidad de aicohol se determiné
por mtedio de un sistema enzimaitico, con alcohol deshidrogenasa purificada, tal como lo
describieron Bert y Gutmann (1974).

Al final del experimento se amestesié a la rata, utilizando pentobarbital a una
dosis de 40 mg/kg por via intraperitoneal. Se decapitaron las ratas y se recolectd la
sangre para obtener suerd como se describe mds adelante. Se realizé una ripida
operacion abdominai para extraer el estomago y el intestino delgado, posteriormente el
contenido de este éltimo se transfirieren 2 un tube con 5 ml de solucién fisiolégica,
agregiandole 0.5 mi de Acido perclérico (6% p/v) y posteriormente se centrifugé. La
determinacion de etanol se realizé de acuerdo a lo deserito por Bert y Gutmann (1974).

Las dreas bajo la curva (ABC) fueron caiculadas por el métode del trapezoide,
desde la administracion de etanol hasta el tiempo en donde no fue detectable (Rangno v
cols. 1981). La cantidad de alcohol absorbido en funcién de tiempo ((Qt) se calculé desde
el tiempo t = § hasta t = T (donde el etanol ya no fue detectable en la sangre).

Se utilizd una cinética tipo Michaelis-Menten (Myers 1972). En donde se
convierte ia cantidad absorbida (Qt) en unidades de la dosis (g/Kg). Se evalué la Q
posterior a la administracion de etanol intraperitonealmente (Qyp). Siendo utilizado éste
como parimetro en cada grupo para la obtencion de Q.

La biodisponibilidad del alcohol esta representada por la propercién de la dosis
intragasirica que se alcanzd en la circulacién sistémica v se obtiene dividiendo la
cantidad de alcohol alcanzado en la circulaciéon sistémica de la via intragastrica (Qyg)
entre la cantidad aleanzada en la circulacidn sistémica por Ia via IP (Qip).

El primer paso metabélico (Qgpy), se obtiene de la diferencia que existe entre Qp
vy Qic menos {a cantidad de alcohol remanente encontrada en estémago (Qgrr), que se

determiné en cada experimento (Qgpv = Qi - Qi - Qait) (Roine y cols. 1991).



5.. MUESTRAS DE SUERQ E HIGADO

Al final del experimento, las ratas se decapitaron recelectando Ia sangre en un
tube de vacutainer com gel separader de plasma, centrifugindose éste por 10 min en
centrifuga clinica. Al final se extrajo el sobrenadante que es el suero.

Las muestras de higado fuerom obtenidas para el estudio histolégico y para
fraccionamiento sabcelular. La fraccion citosélica fue obtenida por centrifugacién
diferencial y ia pureza de ia fraccion fue evaluada con la actividad de la LDH ( Aguilar
Delfin y cols. 1996). Asimismo, 1a fraccién es congelada a -70°C hastz su uso. Para el
analisis histolégico, las muestras de higado fueron tratadas como se describe mas

adelante.

a) Determinacion de metabolitos séricos
Los metabolitos séricos que se determinaron fueron la albamina, la glucosa, los
triacilglicéridos y la bilirrubina. Se utilizé ef plasma recoiectado y Ias determinaciones
se realizaron utilizando Kits de reactivos marca Sigma (Sigma Chemical St. Louis MQO)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

b) Ensayos enzimaticos en suere

Las actividades de las enzimas en suero se realizaron de acuerdo a técnicas
estandares y las actividades se reportan como unidades internacionales por litro. La
actividad de la alanino aminotransferasa {ALT, EC 2.6.1.2) fue determinada por ia
técnica de Horder y Rej (1983); la aspartato aminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1), come
lo describe Hernandez Muiioz y cols. (1990b); la lactato deshidrogenasa (LDH, EC
1.1.1.27) acerde a Vassauilt (1983); la ornitin carbamiltransferasa (OTC, EC 2.1.3.3))
acorde a Ceriotti (1993); y la glutamato deshidrogenasa (GHD, EC 1.4.1.4) acorde con
Ellis y Goldberg (1972).

¢) Histologia del higado

Se utilizaron muestras hepaticas de cada grupo experimental para microscopiz
de luz. Cada muesira se fij0 en formaldehido (10% en solucién isotonica), se
embebieron en parafina y se tideron con hematoxilina-eosina. Las muestras fueron
analizadas por dos patélogos independientes, sin el conocimiento del protocolo. Los

criterios para el amadlisis de las anormalidades morfoldgicas son los reportados por



Niemela y cols. (1993). Adicionalmente, ¢l indice mitético se cuantificé como se describe

a contituacién.

d} Marcadores de regeneracion hepdtica

La regeneracion hepaitica se evalué a través de dos pardmetros: determinacién
de la actividad de la timidin cimasa (TK, EC 2.7.1.21) en la fraccién citosdlica y por
medio del indice mitdtico. La actividad de la TK en la fraccidn citosélica se determind
segin la técnica de Sauer y Wilmanns (1983) y se expresa en nmolas de [’H]
dTViP/min/mg. La proteina se determiné de acuerdo a la técnica de Lowry y cols.
(1951), usando albamina de sueroc bovino como esiandar. El indice mitdtico se evalué
por microscopia de luz (Qlympus, CH-30) y se reportoé segin el nimere de células en
mitosis en 10 campos dpticos con un objetivo de 40X. El indice mitético se indica como

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

6.- MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se procesaron muestras hepaticas de cada grupo (HP, HP+EtOH-IG ¥y
HP+EtOH-IP) para el estudio en microscopia electronica de transmisién. Las muestras
se fijaron en glutaraldehide al 3% en buffer de fosfato (0.1 molas/L, pH 7.4) por 2 horas
a 4°C, y se lavaron toda |2 neche en buffer de fosfato (0.1 M), Posteriormente, se post-
fijaron en tetra oxido de osmio {OsOy)al 1% en buffer de fosfatos por 2 horas a 4°C, se
javaron en buffer de fosfato y se deshidrataron por cambios de etanol que van del 3¢-
100%. Las muestras fueron transferidas a 6xido de propileno (2 cambios; 15 minutos
cada uno), infiltradas por 24 horas en una diluciéon 1:1 de resina de Epon 812, como se
describié por Luft (1961), e incluidas en cipsulas de BEEM que contienen resina Epon
812 para polimerizar a 60°C por 48 horas. Los cortes se recuperaron en rejillas de
cobre, se tifierom con acetate de uracilo y citrato de plome. Posteriormente, se
examinarcen com un microscopio electrénmico JEM 1200 EXII operado a 60 kV. Se
tomaron microfotografias de areas representativas de todos los grupos y se analizaren

por 2 observadores independientes, sin conocimiento previo del tratamiento.

7.- ENSAYOS CON 4-METILPIRAZOLA
a) Procedimiento general
A ratas macho se les realizo HP comeo se describido anteriormente y se agruparon

de la siguiente forma: (A) ratas sham que recibieron selucién salina (0.9% NaC}) por



via intraperitoneal (control); (B) ratas sham que recibieron una dosis intraperitoneal de
4-metilpirazola (25-200 mg/kg de peso); (C) ratas sujetas a HP que recibieron solucién
salina por via intraperitoneal (control HP); (D) ratas HP con una dosis intraperitoneal
de 4-metilpirazola (25, 50, 100 y 200 mg/kg de pese).

En todos los casos, la 4-MP fue aplicada inmediatamente. Los animales fueron
sacrificados por decapitaciom a las 24 hr posteriores a la cirugia, utilizande come
anestésico una dosis letal de pentobarbital (40 mg/kg de peso) (Morales Gonzailez y cols,
1998).

b) Ensayos enzimdticos con ADH.

La actividad de 1a ADH fue determinada espectrofotométricamente, en Ia
fraccion citosolica, determinada como un incremento en la absorbal;cia a 340 nm, en un
espectro Milton Roy 1001 plus. La actividad de oxidacién de alcohol se midié en buffer
que contenia 0.1 M glicina/NaOH, (pH 9.6}, con 10 mM de etanol v 2.4 mM NAD"
{Roine y cols. 1992). La actividad es reportada en nanomolas por minuto per miligrameo

de proteina.

c) Estudios farmacocinéticos, bioquimicos, fisiologicos, morfolégicos y pardmetros
regeneratives

Los ensayos en las determinaciones farmacocinéticas (etanolemias), bioquimicas
d de ALT, AST v LDH): fisiolégicas (bilirrubina, albdming, i
glucosa); morfoldgicas (microscopia de luz), y los parimetres de regeneracion (indice
mitotico y actividad de la TK), se realizaron segin los procedimientos descritos

o

anterigrmente,

8.- ANALISIS ESTADISTICO
Los resuitados se expresan come promedio £ EE. Las diferencias significativas
entre los grupos se analizaren mediante 1a prueba t de “ Student” Siendo significative

con una p< 0.01



ARTICULO 1. FARMACOCINETICA DEL ETANOL

El etanol ¢s capaz de causar inhibicién de Ia regeneracién hepdtica inducida por
hepatectomia parcial (HP) ya que disminuye la sintesis de DNA. Frank y cols. (1979},
demostraron que el modelo de administracién aguda de etanol per via intragastrica
{dosis de 8 gr/kg de peso) durante la regeneracion hepatica inducida por HP, inhibe la
sintesis de DNA y esta inhibicién depende del tiempo de administracién (0-16 hrs pos-
HP). De hecho a las 22 horas pescirugia no se ve esa inhibicién. Por otra parte Posd y
Poso (1981) al utilizar uwna deosis baja de etanol (3 g/kg pesoj emcueniran una
disminucién en la actividad de las enzimas ornitin descarboxilasa y tirosina
aminotransferasa, lo que pone de manifiesto el efecto deletéreo def etanol sobre el
metabolismo hepatico durante la regeneracién. Por otra parte, Yoshida y cols. (1997), al
administrar etanol (0.5-1.5 gr/kg), por via intraperitoneal inmediatamente después de Ia
HP, demuestran que se inhiben la transcripeién y la actividad de 1a timidilato sintasa
{TS) v de la timidin cinasa (TK}, las cuales son enzimas que se refacionan directamente
con las sintesis del DNA; ademds, se encoatré que este .efecto mhibitorio es
independiente del tiempe pos-HP. Estos datos indican que ia dosis y el tiempo
posquirirgico de administracién del etanol son determinantes de los efectos deletéreos
del etanol sobre Ia regeneraciéon hepaitica. En este mismo contexto, Duguay y cols. (1982)
al utilizar ia administracién cronica de etanol y ver el efecte del téxico e¢n la
regeneracion hepitica, encuentran que el efecto inhihitoric del etamoi sobre ia
proliferacion hepatica estd presente hasta por 72 horas después de que el etanel ya no es
detectado en sangre. Por otre lado, Wands y cols. (1979) encentraron que el efecto
inhibitorie del etanol sobre la regeneracidn hepdtica esta em relacién directa con los
piveles de las etanolemias; es decir, 2 mavor etanolemia mayor es {a inhibicién de Ia
regeneracion.

Es claro que ia presencia del etanol pone en serios compromisos el proceso de la
regeneracion hepatica inducida por la HP. Esto es debido a que al quitar parte de la
masa hepdtica se influye en la biodispenibilidad 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 tiempe de administracién: la primera
forma se presenta cuando el etanol es administrado a tiempos tempranos de
regeneraciéon hepatica; por la via intragastrica se observa que a tiempos de 9-3 hrs,

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



se deba a un aumento en el primer paso metabélice (FPM} (Tabla 1), que explica
también la disminucién de la comcentracion maxima de alcohol em sangre, pero
manteniendo el area bajo la curva (ABC) de las etanolemias similar a ia del control
{(Figura 1). Mientras que, a las 12-24 horas que es la fase pre-replicativa, se encuentra
una disminucién 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 1 y Figura 1). En
tiempos tardios de regeneracién {48-96 hrs), se aumenta la oxidacién del etanol durante
ia regeneracién hepitica, mientras que ¢l FPM tiende a recuperarse conforme avanza el
proceso regemerative (Tabla 1 y Figura 3C). Lo anlerior demuesira que ei FPM
aumenta a tiempo tempranos de la regeneracion 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 higade; sin embarge, este efecto es trausitorio durante la
regeneracién hepitica ya que se pierde 2 tiempos medios de regemeracién. Nuestros
datos demuestran la importancia que ¢! estdmago juega en la farmacocinética del etano!
y probablemente en el efecto de inhibicion que tiene éste, ya que de acuerdo a nuestros
datos se observa que en el periodo de 12-24 horas posquirﬁrgicaf, el FPM disminuye y
provoca un sumento de la biodisponibilidad que se ve refiejada en el incremento de ias
etanolemias y este probablemente ocasione mayer inhibicion del proceso regenerativo.
Liama ia atencién que a tiempos tardios posquirirgicos, exista um aumente del
metabolismo del etanol, como se ve reflejado en el aumento sostenido de la oxidacion del
etanol nor gramo de higado o por grame de peso total de la rata (Tabla 2), quedando la
duda de que si esta condicién sugiere menos dafio al higado regenerante o que ya no es
afectado este proceso por lo tardio de la administracion del etanol.

El etanol se absorbe en el tracte gastrointestinal existiendo varies factores que
influyen en este proceso, como es el vaciamiento gastrico, la edad, el género, Ia
concentracién, el ayuno, etc. Asimismo se ha demostrado por Reine y cols. {1991) ¥ por
Lim v cols. (1993), que a2l comparar diferentes rutas de administracion de etanol
(intravenosa, intraportal, intraduodenal) se encuentran mayores cantidades de alcohol
en sangre en comparacién con la via intragistrica, revelande la participacién del
estomago en el FPM. Nuestros datos demuestran un aumente del FPM cuando se
administra el etanel por Ia via intragistrica y una disminucién de su biodisponibilidad,
para posteriermente incrementarse en relacion con el aumento de la masa hepatica y
volver a valores normales (Tabla 1). Este mecanismo, presumiblemente de origen

gastrico, parece intervenir en la farmacocinética del etanol durante la regeneracién



hepdtica. Por lo tanto, para poder valorar mds eficazmente el papel del estémago en el
FPM y por ende quitar la parte de absorcién del etanol y valorar la capacidad del
higado regenerante para metabolizar etanol, se administré éste a través de Ia via
intraperitoneal y de esta forma, se evitd el contacto del etanol con el estémago, 2 manera
de un “by-pass”. En este modelo se encontré que el tejido hepitico remanente posee un
aumento ¢n su capacidad de oxidar al etanol; sin embargo, es mds patente esta situacién
a tiempos tardios de la regenmeracién hepitica (48-96 horas) (Tabla 2 y Figura 2).
Nuestros datos concuerdan con los reportades per Posd y Piésé (1979), en donde
también encueniran un aumento enm ia refacién dei mefabolismo dei etanoi en tiempos
tardios de regeneracion, la cual es significativamente alta a las 72 horas posquinirgicas
(Tabla 2). Estos datos sugieren que debe de existir uma correlacién lineal entre la
eliminacién del etanol y Ia actividad de la aicohol deshidrogenas‘a. hepitica, lo cual
conlleva a un aumento en la produccién de NADH. Por otra parte, los datos obtenidos
por la via intraperitoneal muestran una gran diferencia de las etanelemias 3 las mismas
dosis dadas por via intragdstrica (Figuras 3 y 4) lo que concuerda con lo reportado per
Roine (1991) y Lim (1993), demostrando de esta forma que dilrante I2 regeneracion
hepatica existe una mayor participacién dei estémago en ef proceso oxidativo del etanel.

Asimismo, nuestros datos demuestran que independientemente de fa via de
administracion del etanoel, en el periode de las 12-24 horas posquirirgicas, existe
aumento en las etanolemias, lo que da como consecuencia um aumente de las
concentracicnes maximas de efanol en sanmgre y de las ABC (Figuras 1 y 2). Sin
embarge, en la administracidn intragidstrica son menores estes parametros lo que
demuestra la participacion del estdmago en el FPM. Ya que por la via intraperitoneal se
obtuvieron las mayores etanolemias (Figura 4), estoc debe de correlacionarse con
alteraciones en los parametros de regeneracion hepitica y de daiio al drgano. Por ello,
es que se debe explorar si efectivamente la ruta intraperitoneal inhibe mas la
regeneracion hepitica que Ia via intragidstrica. Por otra parte es necesario realizar
estudios en donde se aclare el papel de 1a aleohol deshidrogenasa en el metabolismo del
etanol durante la regeneracién hepdtica ya que esta enzima es el principal sistema de
oxidacién del etanol en el higado.

Este trabajo de farmacocinética del etanol demeostré la participacién del
estomago en el FPM del etanol y la gran capacidad del tejido hepatico remanente para
metabolizar zl etanol (Tablas 1 y 2). También demostrd la existencia de una

comunicacién irterérganos {estomago-higado), que se ve reflejada durante ia



regeneracién hepdtica. Por otra parte, abrié la expectativa de estudiar si las
concentraciones de etanol er sangre correlacionan linealmente con la inhibicidén de la
proliferacién hepdtica, como lo reportado por otros aufores y conocer la influencia de la
ruta de administracién del etanol en el proceso regenerativo. Otro punto que Hama la
atencién es estudiar el mecanismo responsable del aumento de la oxidacién del etanol
durante ia regeneracién hepdtica. Puesto que durante el procesoc regenerative existe un
aumento sostenide de la oxidacién del etanol por el higado remanente, se debe de
estudiar en primera instanciz a la ADH ya que esta enzima es la encargada principal del
metabolismo del etamol en ei higado y, en segundo fugar, dependiendo de los resultados
obtenides, estudiar a los otros sistemas del metabolisme del etanol. Con ello, podria
aclararse si durante el proceso regenerativo los cambios que sufre el higado por este
proceso, son vulnerables a los efectos téxicos del etanol ya sea por via directa o por sus

metabolitos.
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Pharmacokinetics of the Ethanol Bioavailability in the
Regenerating Rat Liver Induced by Partial
Hepatectomy

José A, Morales-Gonzalez, José Gutiérrez-Salinas, and Rolando Hermnandez-Mufoz

it is weil known that a single ethanol administration is capable of
inhihiting the two-thirds partiat nepatectomy (PH)-induced liver re-
generation {LR); nonetheless, it has not been elucidated how ethanol
metabolism by the remnant liver is exerting the deleterious ethanol
actions on LR. Indeed, pharmacokinetics anaiysis of ethanol elimi-
nation is lacking n rats subjected o PH, which might extend our
understanding in the mechanisms that account for the ethanol-
induced inhibition on LR after PH in the rat. Therefore, the present
study is a pharmacokinetics anaiysis comparing intragastric and in-
trapertoneal administrations of ethanol to rats under PH, at several
times after surgery (0 10 96 hr postsurgery). Our results show that PH
rats had 2 much lower blood ethanol peak than sham-operated,
when intragastricaily administered during the first 4 hr after surgery
that was transient and normalized at & hr post-PH. The area under
the curve for biood ethanot was higher in PH animais, starting after 6
hr postsurgery and extended to the aii replicative period, and re-
turmed within the controi vaiues thereaftar. The quantity of ethanol
absorbed after its intraperitoneal injection was essentially the same
as the administered dose for all of the groups tested. Hence, ethanol
bigavailability diminished due to an enhanced rate of the first-pass
metahalism far ethanaol in PH rats at the very early imes post-PH, At
later imes of PH, sthanci bicavaiiability was practically normalized,
and these effects wers accompanied by 5 drastic increase in the liver
capacity to metabolize ethanol, mainly at 48 to 96 hr after surgery, as
calculated as ethanol elimination per gram of liver, as well as by total
body weight. The very early changes in gthanoi bioavailability in PH
rats werg noi accounted for gastric ethanol retention in these ani-
mals. In conclusion, first-pass metabolism importantly participates
in the modified ethanol bioavailability at very early times after PH, an
event presumably attained to gastric catabolism of ethanol. How-
ever, the very enhanced metabolism of ethanol showed by the re-
generating Iiver, particularly after the first 24 hr postsurgery, seems
to be the main factor affecting ethanci pharmacokinetics in rats sub-
jected to PH. The underlving mechanisms in this liver anhancement
of athanoi oxidation by PH rats remains to be elucidated.

Key Words: Alcchof, First-Pass Metaboiism, Cell Proliferation,
Ethanoil Oxidation, Alcohol Dehydrogenase.

T 1S well known that a single oral ethanol administration
i capabte of mhubiting the partial hepatectomy (PH)-
mduced liver regeneration (LR} This approach is consid-
cred an excellent model to explore factors that mayv alter
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hepatic regeneration.' ™ Despite the advance 1n the knowi-
edge of the underlying mechanism involved in inhibitory
action of ethanol on LR induced by PH. it &5 surprising that
pharmacokinetics analysis of ethanol elinunation is lacking
in rats subjected to PH. Hence. the elucidation of the latter
issue could extend our understanding of the regulation of
the process involved in LR. and the mechanisms that ac-
count for the growth inhtbitory actions of this drug.

[ndeed. there exists a single report where the rate of
ethanol elimination in vivo was studied in PH rats, using 1.5
to 2 wkg of ethanol {157 wiv), atter ethanol clearance from
the biood only during the first 3.3 hr. Herem, it was found
that ethanol elimination correlzted lmearly with alcohot
dehydrogenase {ADH® acuvity. which could be surprising
because, 1in the same study. the PH rats showed higher
values for ethanol removal and decreased liver ADH activ-
itv than controls.*

Pharmacokinetic analysis comparing intragastric and in-
traperitoneal administrations of cthanol to rats indicated
that the more concentrated solution resulted in less aleohol
reaching the systemic circulation.” These findings have
stressed the role of the first-pass metabolism (FPM) of
afcohol. assumed to be essentially due to the stomach and
viewed as having a protective role against the systemic
effects of ethanol by fimeting its access to the circulation.”

Recently. we have observed that. after a single intragas-
tric {oral) admunistration of concentrated alcohol solutions
{3 g kg of budy weight) to PH rats, an important traction ot
ethanot did not reach the svstemic arculation,  mdicazng
that prarmacokinetics of ethanol s mayorty atfected by PH.
Therefore, the present study was undertahen to determuine
the ethanol broavaitabdity in ammals subjected 1o PH. tik-
ing mio account the participanion of FPM, by comparing
the quantity of ethanol that reaches the systemic circulation
bv different routes of adminstration. We also wished to
gain some insight in the capacity of remnant Iher 10 me-
igbolize the absorbed cthinol. compared with the intuct
liver of the sham-operated rats. Results show that FPM of
ethanol. presumably attained to stomach cthanol catabo-
lism. could be an important factor influencing the amount
of cthanol reaching the svstenue crcutation when ethanol is
administered at very carly times after PH rats {F to 4 hr
atter surgerv). Moreover. the regencrating ihver showed a
striking enhanced metabolism of ethanol. munly after the
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able 1. Effect of Ethanat Admimstriziion on the Cuantty of Alcohol (Q} Reaching the Systemic Circulation After Intragastnc or intrapertoreal inection of 1.5 g/kg
of Begy Weight ¢ Sham ang PH Rats, and the Amount Left in the Gastraintestinal Tract 9 hr After intragastric Intubation

Contrais (hr)

Time after PH (hr}

Measures values Jrits 0-26 -3 12 24 45-26
Qs ntragastrc) g/kg 147 = Q1% 138 = 0.10 132=-011 140 =013 1.44 = 0.17
Qe intragastric) a/kg 0.692 = 0.07 044 =004 1058 -0.14" Q74 =008 083=0710
Qs [gastromtestinal tract) a/kg 0.41 - 004 037 2004 0.10 = 0.02* Q.37 = G.04 oo08 =002
Derved values
Sicavalabiity (Qe/Grp! ratio 0.46 = Q.05 032 -003 0380 =009 0.532 = Q05 057 =008
Qeang (Qp—Cig—Car) a/kg 0.37 - 0.02 0 &7 - 0.05° 047 =002 028 -0.04 34z =005

Values obtained from sham-oper&ed arimals {n

= 10} ang PH rats {7 = S per group) are expressed as the means = SEM. Because thers were no statistically

gnificant differernces among the absorntion parameters far sthanc! in the groups of very early (0-3 hry, early (6-12 hr), and later {4886 hr) imes post-PH, results were

coled and derved values calcuiated from the average.
- Statisteal significance against controls, as described in Fig. 1

rst 24 hr postsurgery., which could be considered as the
wgjor factor affecting ethanol pharmacokinetics in rats
ubjected to PH.

MATERIAL AND METHQODS

Yeast ADH (EC LLLIL NAD-. and semicarbazide hydrochloride
rere purchased from Sigma Chemical Co (St Lows. MO, Ethenol and
ther chermicals were of the best quahty avaslable,

numals

Male Wistar rars, werghung 230 to 270 g, were housed under a 12-hr
ght,dark cvele and allowed an qod libitum consumption of a standard rat
ellet chaw (PMT Feeds. Ing, St Lows, MO) Surgical two-thirds PH was
ertormed 1n the morning (9 to 0 r, under hight dicthyl ether anesthesa
ceording to the techmique reported by Higgins and Anderson.” As con-

rols, sham-operated rats underwent laparotomy without nssue removai

pertmiental Groups

Fed ammals were grouped accerding to thesr surgieal status, and they
secaved cthanol (1.5 2kg of body weight 1 0% wn solunony eigher by
Wragasine intubation (orsl adminsiranon) or by intraperiioneat injeciion
sverat nmes after surgerv {0 o0 96 hri The concentragsed soluton of
thanol 14077 ) was selected for mimmzing the effect of gastrie emptving,
dter ethanol administranon. the asimals were placed 10 resifiction cages,
rthout turther access 1o water and foud, and blood samples were col-
cted trom the wound ot excised tips of the tal with 50 ulb caprlary
ipettes Biood sampimng was scheduled every 13 mun during the tire 2 b,
very 30 mun tor the nest iwo more aours, and everv bour thereatter unl
hr postadmeastration When bloed aleohol concentrations tBACS were
o longer detectabie m the ammaes, they were anesthetized with sodium
catobarbital (46 mekg), thar abcomens were rapidiy opencd, and sam-
fus of stomach and small intesiine were ken for ethanol determination.
» deseribed previousdy.” All procedures were conducted maccordanee
ith our Insttutonal Guide tor \simal Expenmentation (Natonsd U
sy o veweo)

b il Procedures

Ethanol was Juantticd by rhe enzymatie method desenibed o Bernt
i Guiman.” in neatralized actd 2xtracts ot blood samples. and n sam-
es of gasinc and wntesiinal contents.

mnpteaitonal Procedires

The areq under the curve (AUCT {or ethunol chiminanon from the
sod was calewfared by the trapezordal method from the beginning ot
hanot admumstration to the time 1t was no longer detectable  The

quantity of ethanol absorbed as a function of tme (Q,) was calculated by
means of an equation analogous to the Michaelis-Menten mathematical
approach, as deseribed m detatt by Rome et al.’ According to this ap-
proach, the tinal vaiue of @, should be equivalent to the dose of ethanol
administered. 1if all the ethanol had appeared in the systemic circulation,
then, the expected value for @ after intrapenitoneal admimstration of
ethanol (p) should be essentially the same as the cthanol dose admin-
wiered. On the other hand. Qg represents the quantity of ethanol that
reaches the svstemue circulanon by the mtragasine route, Finallv, the
derved values calculated i the present stydy, such as ¢thanol bieavatl-
ability {proportion of the oral dose that reaches the systemuc arculation)
and the rate of FPM (the ditference between the quaniity of cthanol
absurbed by the mtragastnie and mtraperitoneal routes), wers calcubuted
according to Ref. 5 and abso indicated in Tahie 1. The rate of ethanol
elmnation by the lver wad¥estimated by blood ethanal dnappezrance,
after 1ts intrapentoneal administration, and caiculated per gram of liver
and per 1) g ot the body weight of PH and sham rats,

Staasticad Anatvses

Results are expressed as the mean = 3EM. The wignificance of the
differences among groups was anaivzed by two-way ANOVA aad by
Student’s ¢ test. Statstical significant differences p < D01y deecn
sham-operated and PH rats are indicated by an astensi.

RESULTS

There were different BACS in rals at several stages of LR
post-PH after mtragastric adminustratior of a single otha-
nol dose (1.3 wkg of body weight). The ~ham-operated
antmals reached o pooled maximum BAC of 21 2 = 39 mM
(0 to 96 hz. atter surgery): however. the ~same ethanol Jose
chcited a much lower peak during the first 12 hr aster PH
{Fig. T1A). The PH effect on maximal BAC wus verv tran-
sient {when ethanol was admumistered within 0 16 3 hr
pustsurgerv), since starting at & hr after PH (342 = 3.0
mM); during the replicauve stage (12 to 24 hr). a signiticant
increase M BAC was observed. which progressively re-
turned to controt values thereafter (Fig. 1A). At very carly
nmes of surgery (4 to 3 hr). PH unimals showed practicaily
the same AUC (13.8 = 2.2 mM nr} as that found in controls
(107 = L1 mM hr: Fig. 1B} however. the loss of hepatic
mass largelv mfluenced the AUC registered in PH rats at
later postsurgical stages. Animals that received ethanol
during the replicative period (12 to 24 hr) showed a 3-fold
increase of AUC: nonetheless. atter 48 hr of surgery. the
PH rats showed a decrease in the AUC clicited by mtra-
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fig. 1, Maximal blocd alconol leveis and AUCSs after infragastric adrmiristra-
ton of ethanol {1 3 g/kg of sody weght) in sham and PH rats. (A} Maxwmal BACs
n sham-operated rats (n = 10, whits bars) and in animals subjected 1o PR« =
5 per wme, hatcned bars) 1B) AUCs obtained fram the sams anunals Astensk
rchocates stahsticagl significance aganst ¢ontrol Results are expressed 2 the
means  SEM

gastric cthanel adminstration. which almost reached the
AUC found in the sham-cperated rats withmm 72 to 96 hr
after surgery {Fig. iB).

To gan some nsight on the origin and nature of this
differential metabolic management of ¢thanol by hepatec-
tomized animals. we admiristered the same ethanol dose.
but by intraperitoneal route. Interestingly. the muaximal
BACs obtained after intraperntoneal cthanol admunistra-
tion i PH rats (Fig. 2A) carly after surgery (Gto 48 hrin =
3 per group) ranged from #3.3 = 6.3 t0 49.6 = 3.4 mM and
were not signuificantlv different, compared with sham rais
[BAC; 48.7 = 29 mM: n = 10). However, more advanced
LR {Table 2) promoted a Jecreased BAC in PH rats (n =
5 per group) when ethanel was adminseered intraperito-
nealtv {72 hr: 39.2 = 2.7 mM: 96 ot 384 = 33 mM:p =
03 vs. controbs: o= 10).

The guantites of cthangl reaching the systermue circula-
fion Dy the intragastne and intrapentoneal routes in sham
and PH rats are presented in Figs. 3 and 4, as well as in
Table 1. The quuntiy of sbsorbed ethanol after mtrapern-
toneal injection (Q;p) was essentially the same as the ad-
minstered dose. thus confirming that O was equal 10 the
adminsiered dose and validating the procedure (Table 1).
In contrast, the quantity of etheanol that reaches systemic
circulation  after intragasiric administrabion (Qhg) was
clearly less than Qp. [n accordance with the low BAC
presented by PH rats at a very early postsurgical stage (0 w
3 trk the Q) tor ethanol was considerably lower in these
arumals. without signtticant modification of the QO (Fig
2A) However. the dramatie effect of carly times of PH on
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Fig. 2. Maxomal blead alcohol ievels and AUGs after nrracertoneal acmin-
istration of ethanal {1 5 g/kg of body weightj in sham and PH rats. (A) Maximal

BACs {B) AUCs for the same number of sham-operated and PH rats indicated n
Fig 1 Symisols and statstical significance are as described n Fig !

Table 2. Effect of PH cn the Liver and Bedy Weight Rate of Ethana
Blimnation and its Melationshin with the Gain of Liver Mass

Ethanol axidatien immolhr

Groups B
{me after PH Liver weight (%) Per gram Per ‘00 g

fhry] (1] of lver of body weight
Centrols 11t 208100 0.57 =004 252 - 077
Hepatactomy Q0) 3.1 = 0.2 (28) 188 = ¢.13 268 0.8
Hepatectomy (12) 360232 180 - Q7 222015
Hepatectomy (24) 5.1 - 0.3 48)" 984 - 007 172 =02
Hepatectomy 48) 56 - 03 ma” 128 =0 11- 338 - 024
Hepatectomy (Y2) 71 = 04647 147 =012 112 = 23C
Hepatectomy (96} 3.6 =03 (77F 118 - 009" 410 2037

Ethanot eimination rate was calcutated from the data presantad in Fig 4 after
e ntrapentoneal administration of 13 g/kg of athanel to contral ang PH rats
Results are expressed as the means - SEM for at ieast five 'ndividual observa-
tons pér greup In parentheses the percemtage of hwer mass, comparea atn
controts as & funcetion of postsurgical rme

* Brausticar significance against controls, as descriped n Fg °

the amount of cthanol absorbed atter its intragastric ad-
munistration showed o frank shift (o the oppostte extreme
when ethanol was given 6 hr after surgery and during ail the
replicative pertod (12 to 24 hr after PH). maintaining a
practicaliv unaltered value for @, tFigs, 3B and 3C; Table
1. More advanced PH-induced LR (48 o 96 hr: Table 1)
presented (¢ values withun the control range. without
significant modifications in the intrapersonceal component
(Figs. 4A 10 4C).

From the data shown in Figs. 3 and 4. 1t was possible o
caleulate derved values for the pharmacokmeuc analysis of
¢thunol disposal in sham-operated und PH rats {Table 1)
The measured amount of remaiming ethanol i the gastro-
mtestinal tract (Q¢ ;). when blood ethanot was no longer
detectable, corresponded to 041 = (.03 gkg in sham-
vperated animals that accounted tor 277 of the original
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Fig. 3. Effect of ethanot administratior on BACs {left scale, curves with
mbolst and quanuty of ethanci absorbeg gt scale, curves without symbals)
er infragastne Q) etharo! admnistration. A) Sham-operated ammals {open
cles ant gashed ime for Q 4 anc PH rats arter O 1o 3 nr of surgery (filled squares
d dash-dotted line tor Q. B} Control anamais as :n {A} PH rats after 6 to 12
ffilled squares ang Lpper dash-dotted lire for O, and 24 nr after surgery (filied
ingles, iower dash-dotted ine for Qi) G BACS achieved in PH rats after 48 hr
ed circles), 72 nr (filed squares). and 36 nr postsurgery (filleg tnangles). Vafues
Qi are incicated by the iower and upper dash-dotted ines for 48 and 72 hr
er PH, respectivety. Dasned ine represen:s that found after 96 hr postsurgery
e final values sor G} are qven in Table 1.

>se. This value remained unchanged during the first 3 hr
ter hepatectomy. but starting at 6 hr to the replicative
riod, PH rats showed a lower 97 that was normalized
24 hr post-PH. However, in the pooled results of PH rats
ter 48 to 96 hr. this parameter reached iis lowest magni-
de (Table 1). As expected for the cffect of the PH in the
»worped quantity of gastric ethanol, the ethanol bioavail-
niity (O, Q1p) was significantly diminished in PH rats at
vy carly times postsurgery (6 to 3 hr). This effect was
:companied by a significant enhancement in the rate of
e FPM for ethanol (Qppys) (Table 1), However, this effect
as transtent, because after this tme. m the replicative
>riod. ethanol bwavailabilin suddenly mcreased and a
wer FPM was observed. which would correspond 1o the
ght differences in ethanol disposal found between the
tragastric and intraperitoneat mutes 1 the PH rats (Fig.
\; Table [). At tater umes of PH. cthanol bicavaidabidisy
as practically normalized. and the culculated value for
M for ethanol was progressively enhanced. remuining
thin the control tange at turther pust-PH tumes (48 to 96
1 Table 1).

Finally. the liver rate of ethanol elimination and the
nount of removed ethanol by whole body weight was
lculated in relation to the recosery of liver muss after PH
‘able Z). Using the muximal BAC zchieved and the time
urse of ethanol clearunce atter its intrapenitonent admin-
ration. it was clear that regenerating Hver presents a very
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Fig. 4. Effects of intracentoneal admimstration of ethanol (1 3 grkg of body
waight} In BACs (left scale) and quantity of absorned ethanct (s, nght scate) n
snam and PH rats 1A} Qs 'n controls and PH rats (tme O} (B) Results obtained
from 12 ang 24 hr post-PH. (C) Valuegs from controls and after 48, 72, and 96 »r
pust-FH Symbols ang ines are the same as N fig 3 Because data cbtained
after intrapertoneal adminstraton of ethangl at 3 and 6 hr after PH did not
statistically differ from { and 12 hr, respectively, those are not included in ne
figure The final values for @ are Biven n Table 1,
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enhanced capacity for oxidizing ethanoi, which allowed rats
subjected to PH to maintain practically the same rate of
ethanol elimination per 100 g of body weight to that found
in sham-operated animais when ethanol was given during
the first 12 hr after surgery, despite the obvious fack of liver
mass {Table 2} At the onset of increased DNA svnthesis
(24 hr post-PH), PH rats showed a diminished rate of
¢thanol elimination due to a reduction in the liver capacity
to oxidize ethanol. Thereafter. an increased liver capacity
for oxidizing cthanol was again noted 1n animals subjected
to PH, which wus associated with the gain of liver mass at
fater umes post-PH. and was reflected in a gradual en-
hancement of the rate of ethanol elimination wn animals
subjected to PH. compared with sham-operated conirols
(Table 2). At the completeness of LR induced by PH (T 1o
8 days after surgery). ethanel pharmacokinetics was ossen-
tially the same in PH, sham-operated. and intact animais
(data not shown),

DISCUSSION

The sigmificance of ethanol-induced reduction i hepatic
DNA svnthesis durning PH remains to be fuily clarified. In
liver biopsies. cthanol can also suppress mesenchymal cell
replication: however. it is assumed that reduction 1 hepatic
DNA synthesis after PH pnimarily decreases replication
hepatocytes.' ' In the rat. a single ethanol administration is
capable of inhibiting the PH-induced LR, {n the model ot
acuiely ethanol-treated PH rats. the mncrease of DNA svo-
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hesis was significantly inhibited when a single oral ethanol
wdministration (up to 8 gkg of body weight) was given
mmediately after surgery and at 16 hr; but, there were no
tifferences when ethanol was given 22 hr after PH.! With a
ower athanol dose (3 g/kgl given [ hr before operation, a
tockade in the stimulated actwvities of ornithine decarbox-
dase and tyrosine aminotransferase was found 4 hr after
°H." These data indicate that both. ethanol dose and post-
urgical time of s adminisization. are determinants of its
oxic effects on LR. Indeed. the inhibitory effect of ethanol
lepends in part of the time of ¢thanol mtake after PH.
vViultipie ethanol feedings produced even greater inhibition
of DNA synthesis. which persisted for at least 48 hr after
PH.~ Moreover, chronic consumption of ¢thanol is associ-
ited with a significant reduction of LR for up to 72 hr after
06 PH and delayed the pezk of regenerative activity by 24
ir, even in the absence of detectable hivod ethanol levels.'”

It is clear that the presence of ethanol serously compro-
nises the process of LR after PH: then. it is not uniikely to
>xpect that removal of an important fraction of the liver
nass 15 also majorly influencing ethanol hoavailability in
°H rais, {n faci, the present study shows that, during the
irst 24 hr after PH. the zthanol reaching the systemic
ircudation. after its intragastric admunistration. widely var-
ed i PH rats (Fig. 1). Immediately or up to 3 hr after
urgery. time assumed te be criticsl for the deletenious
wtion of ethanol on the ecarlv response for LR, both 1.5
kg administered ethanol to PH rats (Fig. 1} or higher
ioses up to 3 gko,  eclicited lower BACs than sham-
sperated rats. This initial effect of PH on cthanol availabil-
tv was mainly due to a decreased amount of ethanol en-
ering into the systemic circulation after its gastric
wminsstration {Fig. 3) ard indeed couid explain why
tigher ethanot doses. such as 5 kg’ or 8 g'kg.' were not
ethal for PH animals when admuinisiered immediately after
urgery, even with the drastic reduction of tunctional liver
[1ass.

Our results indicate that FPM can account for the lower
thanol concentration reaching the systenmuc circulation,
fter s intragastric administraion n PH rats at carly times
osfsurgery: this statement is supported by the absence of
ctained ethanol in the gastrointestinal tract (Tabie 1)
“herefore. it 15 suggested that FPM plays an important role
transient but very effective} in ethunol pharmacokinetics
1 PH rats (first 3 hr after surgery). In addition. the liver
apacity for oxidizing ethanol of the remaant ussue »
irgedy increased starting 12 hr after PH (Figs. 2 and 3
‘able 2). an effect that would became the most relevant
wror influcneing ethanoi pharmacokinetics in rats sub-
weted o0 PH. Several possibilities could be taken into ae-
sunt for explaming the differential ethanel elimination as

tunction of the time-course recovery of liver mass 1n PH
its after surgery (Table 23,

Ethanol is casilv absorbed from the gastrointestinal tract,
ut it~ absorption varies according to the dlcoholic bever-
ze ngested. the rate of gastric emptving. and the amount
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and kind of food ingested. Hence. it has been assumed that
lower levels of bicod alcohol after its intragastric adminis-
tration are due to the slow rate of alcohot absarption from
the gastroinfestinai tract, compared with that of an intra-
venous infusion.!”* In addition. more concentrated etha-
nol (40%) has been shown to inhibit gastric emptying in
rats even in the absence of food™: 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 mucosal ADH activity.'® These findings (fow-
er BACs after intragastric versus intraperitoneal ethanol
administrations} have revealed the participation of gastric
FPM, rather than the rate of ethanol absorption, as another
important factor in contrelling gastrointestinal absorption
for ethanol.!”'® Therefore, increased gastric retention of
ethanol and a large increase in FPM would explain the
lower BACs obtained with concentrated rather than diluted
ethanol admumnistrations. Our results agree with these state-
ments, because PH rats showed mnitiaily decreased ethanol
bioavailability, diminished O, and an enhanced rate of
FPM (Qppv). However, after this initial period (0 to 3 hr
after PH). ethanol bioavarllability suddenly increased in PH
rats due to a drop in the FPM, presumably of gastric origin.
Moreover. AUC was greatly increased in relation to the
hepatic mass lost (Tables | and 2). At later postsurgical
pimes {48 10 96 hr), ethanol bioavatdabilitv returned to the
control range in PH animals. This scemed to be related to
a dramatic increase 1n liver oxidation of ethanol, as pointed
out by the caleulated rate of ethanol elimination after s
intraperitoneal administration to hepatectomized rats, and
assoctated with normalization of the rate of FPM in PH rais
when compared with sham-operated animals (Figs. 2 and
4).

The underlying mechamsm in the early adaptation of the
rat to increase the FPM for ethanol in response to a loss in
functional liver muass 1s not known. Even though gastric and
hepatic participation are unporiant for the event of the
FPM of ethanol. it 18 our belief that the stomach s plaving
a magor role in the rate of FPM at a very early time after
PH, when hepatic ethanot climination would still be ex-
pected to be minimal (during the tirst 12 hr after PH). The
i shown in Fig. 3A (intragastnic route) when compared
with the intruperitoneal adminstration of cthanol (Fig.
1A).

Nonetheless, this could refate to the fact that very high
gastric concentrations of ingested cthunol promote a sig-
mificant gastric metabolism of cthanol. despite the K, re-
ported by gastric ADH in rars.'” Indeed. the rate of gasiric
FPM 15 susceptible to be largely influenced by factors cu-
pable of decreasing the activity of gastric ADH. such a~ the
inhibition of this cnzyme by some commonly used drugs
(such as aspirin) or Ho-blockers (such as cimetidine and
ranitidine}.”" This would support the fact that carly en-
hanced FPM shown by ammals subjected to PH has o
gastric origin. rather an important liver participation, and
that loss of funcnional hepatic mass exerts some kind of
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control on gastric management of ingested ethanol {namely
Qppa)- The latter could be supported by the absence of
changes in ethanol pharmacokinetics when comparing
sham-operated rats against intact rats receiving the same
ethanol doses and administration routes {data not shown).
As for the capacity of remnant liver to oxidize ethanol in
PH rats. our resuits clearly show that rats subjected 10 PH
had increased liver metabolism of the administered ethanol
at later tmes postsurgerv. Our data parbally agree with
those reported by Pdso and Poso.” where they concluded
that a great varaton ip the rate of ethane! climination was
found at later times of LR. with ethanol disposal signifi-
cantly alevated at 72 hr postsurgery (this caleslation was
based on grams of liver weight). Indeed. it is suggested that
ethano! elimination correlates linearly with the activity of
tiver ADH in PH rats. which could be related to increased
NADH reoxidation. The rate of ethanol elimination was
limited by the actviity of ADH, which is sigmficantly inhib-
ited in these animals.” In this context—despite the fact that
ADH is not considered a rate-ltmiting factor in alcohol
metabolism. uniess it is dramatically diminished by chronic
administration of a low prote gin diet—rats oxidize ethanoi
more slowly when it 1s given in a dose of 5 g:kg than a dose
of 1.3 gkg.”! Indeed. Poso and Péso also found that PH
groups showed a sigmficantly higher ethanol eliminatton
rate, compared with the controls at early hours after sur-
gery and slightly higher at 24 hr after PR the latter seemed
to inversely correlate with the liver phosphorvlation poten-
tial. > Our results also show that the increased liver capacity
for oxidizing ethanol is still present in the proliferating liver
up to 96 hr postoperatively. which 15 strongly reflected n
the rate of ethanol elimination presented by rats subjected
to PH.
BPlespite this. Y he increased hiver
capacity in oxidizing ethanol by PH rats. when low ADH
activitv i the remnant liver of these ammals has been
reported.” This opens at least two possibilities: one con-
cerns the real activity of tiver ADH in PH rats receiving
ethanol. and the other is the participation. in sham and PH
rats. of pon-ADH pathwavs for ethanol oxidation. The
fatter could be verv important, because 1t has been reported
that acetaldehyde produced by the non-ADH pathwavs
Jegraded more slowly thap that produced by the ADH
puthwaiyv. This acetatdehvde could be an important factor in
the desclopment of alcoholic fiver discase.™ [nital data
from our laboratory mdicate that ¢thanol treatment w PH
rats blocks the LR-induced inhiition of liver ADH activity.
which could explain the increased ethanol oxidation found
in PH rats previously exposed to ethunol (data not shown).
Whatever the underlving mechanism. the fater morease
m liver capacity 10 oxidize ethanol in PH rats could become
a magoer tactor influencing the cthanol pharmacokinetics in
animals subjected to PH and. perhaps. also mfiucncing the
deleterious effect of ethanol on LR, Moreover. our data
sould suggest a coordinated adiaptation of PH ruts to han-
iling admunistered ethanol. becuuse when liver participa-

t 15 difficult to explain th
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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 scon as the remnant fiver
acquires a greater capacity to eliminate ethanol. the FPM
for ethanol elimination would depend entirely on the liver;
gastric participation is minimai. thus returning to the level
found in control animais.

In conclusion. gastric FPM plays a transient. but effec-
tive, role in modifving ethanol pharmacokinetics at very
early times after PH in rats. therefore constituting a reali-
able protective barrier against systemic effecis of ethanol in
these animals. However. the increased liver capacity for
oxidizing ethanol present in the remnant tissue at later
times post-PH emerges as the mam factor influencing eth-
anol disposal in PH rats. It might potenuate fhe deleterious
effect that ethanol exerts on LR. Finallv, the coordinate
changes in the ethanol metabolism of both the tiver and
stomach seem to be an interesting instance showing the
mterorgan communication that occurs at the onset of the
harmonious liver ceil profiferation triggered after PH.
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ARTICULO 2 EFECTOS MORFOLGGICOS, BIOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS
DEL ETANOL SOBRE EL HiGADO EN REGENERACION

Es bien conocido que la administracién aguda de etanol a animales sujetos a HP,
reduce la sintesis de DNA del higado, lo cual es caracteristice de la regeneracién
hepsitica. La administracion intragdstrica de una dosis alta de etanol (5-8 g/kg)
inmediatamente después de la cirugia pricticamente inhibe la sintesis de DNA, pero el
etanol no produce inhibicién de la regeneracion hepitica cuando se administra a las 22
horas pestertores a Ia cirugia (Frank y cols. 1979). Adicionalmente, evidencias recientes
indican que dosis bajas de etanel (1-1.5 g/kg) administradas intraperitonealmente

inhiben fuertemente la actividad de la timidin cinasa y de Ia timidilato sintasa en
) higados remanentes de ratas sujetas 2 HP (Yoshida y cols. 1997). Estas enzimas estin
estrechamente relaciopadas con la sintesis del DNA. En un reporte reciente, donde se
estudié la farmacocinética de Iz biodisponibilidad del etane! durante la regeneracién
hepatica inducida por HP, se encontrd que el manejo del etanol por el tejide remanente
depende del tiempo y de la ruta de administracién (Morales-Gonzilez y cols. 1998),
evidencias que involucran a la ruta de adminisiracién en los efec;os deletéreos del etanof
sobre la regeneracién hepitica inducida por HP.

Cuando se remueve una porcién importante de la masa hepatica, esto influye
significativamente en la biodisponibilidad del etanol lo cual es dependiente del tiempo y
de 1a ruta de administracién osis baja de etanel duranfe la regeneracion
hepatica inducida por HP, le cual debe influir en los efectos adversos de la droga en ia
regeneracion hepatica. El presente estudio fue para explorar los efectos del tiempo y de
la ruta de administracién de etanol em ratas com HP, a través de parametros
morfoldgicos y biequimicos.

Morfologicamente, durante la regeneracién hepitica se observa una acumulacién
transitoria y moderada de gotas de grasa, inflamacién minima y abundantes imagenes
de mitosis con un pico & las 36-56 horas de regeneracién hepadtica (Figura 2B y Tabla 1).
Por otra parte, las caracteristicas histolégicas muestran una desorganizacién
hepatocelular !a cual puede temer dos probables interpretaciomes. Algunos autores
{(Jordan 1964, Trotter 1964, Lane y Becker 1966) consideran estes cambios morfologicos
como evidencias de actividad celular, Ia cual esta relacionada con ia restauracion de ia
masa hepatica; por otra parte, otros autores (Aterman 1961, Fisher y Fisher 1963)

describen que estos cambios morfoldgicos reflejan un dafio al higade como consecuencia



de la cirugia. Nosotros interpretamos estos cambios histopatolégices en razén de su
asociacion con el indice mitético, ya que los cambios morfologicos que presenta el
higado estin en correlacién directa con los cambios en la actividad nuclear como
consecuenciz del proceso regenerative (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 etanel por cualesquiera de las dos rutas, el
patron de la deserganizaciéon celular se modifica al igual que el indice mitético (Tabla
1).

La administracién de etanol por via intragdstrica produce ia presencia de gotas
de grasa ¢ inflamacién en grado minimo junto con una actividad mitética discreta por
parte del higado (Figura 2C). Por otra parte, cuando se administra el etanol por via
intraperitoneal, en donde se encontraron las mas altas etanolemias (Morales-Gonzilez y
cols. 1998), la acumulacion de gotas de grasa y la inflamacién fueron similares al grupo
que unicamente fue HP (Figura 2D). Ademas, los cambios estracturales en Ia
desorganizacion hepatocelunlar fueren mds evidentes y, asimismo, un incremento en ef
indice mitotico en comparacion con el grupo que recibié el etan:)l intragistricamente
(Tabla 1). Estas diferencias en la magnitud de inhibicidn de ia regeneracion hepitica, la
cual depende de la ruta de administracidn, se han visto por el mantenimiento de la
funcién hepatica, que se relaciona con los niveles de etanol en sangre y no con los
relacionados con dado al higado.

El indice mitdtico correlaciona con la actividad de la timidin cinasa {TK), los
cuales son parametros de proliferacion celular (Figura 1 y Tabla 1). Esta enzima
participa significativamente en la formacion de pirimidina, catalizando Ia fosforilacion
de timidina a timidilato. Esta actividad se ha reportado que se incrementa en 12 fase de
proliferacién en las ctlulas eucariontes, incluida la regeneracion hepatica inducida por
HP (Tsukamoto y cols. 1991). Los resultados demuestran que en los animales con solo
hepatectomia parcial, se encuentra un pico de incremento de actividad de la TK a las 24
hrs de hasta 25 veces sobre el control (Figura 1). Este pico de actividad decrece
conforme avanza el proceso regemerativo, manteniéndose siémpre por arriba del
controi. Por otra parte, las ratas HP tratadas con etanol por via intragdstrica presenia
una disminucion dei pico de actividad de ia TK, que correlaciona con una disminucién
en la actividad mitdtica (Figura 1 y Tabla 1). Cuando se administré el etanol per via
intraperitoneal, se presenta el pico de actividad disminuide y desplazado hacia las 36

horas de regeneracién en lugar de las 24 hrs que son lo normal; lo cual correlaciona con



la disminucién y desplazamiento temporal en la actividad mitética de los higados, en
comparacién con el grupo HP (Figura 1 y Tabla 1). Sin embargo, Ia actividad de TK y el
indice mitético en este grupo es mayor que ef que presenté el grupo que recibié el etanol
por via intragdstrica. Nuestros datos demuesiran que, dependiendo del tiempo y la ruta
de administracion del etanol, se ven afectados diferencialmente los parametros de
regeneracion, lo cual no habia sido reportado previamente.

En Io que respecta a Ia funcién del higado en estado proliferativo, los metabolitos
hepaticos son buenos indicadores de los efectos deletéreos del etanol, sobre todo si éste
es administrade por diferentes rutas (intragistrica e intraperitomeal). Los resultados
indican que se podria diferenciar el tipo de daiio al higado dependiendo de la ruta de
administracion ya que se supondria que el etanol adminisirade intraperitoncaimente
debe producir mayor dafio a las funciones hepaticas que aquel a‘(ﬂiininistrado por via
intragdstrica.

Se ha reportads uma relacién entre la disminucién de los miveles séricos de
aibaminz con disminucion de los niveles de ATP en el higado dadade {Jikko v cols.
1984). Los resultados seidalan que el grupo HP no manifiesta un decremento
significativo en los niveles sérices de albimina, mientras gue es;a proteina disminuye
por la presencia del etanol. Sin embargo, esta disminucién en la concentracién de
albimina sérica cuande el etanol se administré por via intraperitoneal, retorna a niveles
normales al final de Ia regeneracién. En contraste, cuando el etanol ¢s administrado por
via intragdstrica, los niveles de albimina no se recuperan durante todo el proceso
regenerativo, manteniéndose siempre por debajo del grupe HP y control (T abla 2).

Los cambios en los niveles séricos de bilirrubina en todos los grupes estudiados
fueron mas variables y por ello su anilisis e interpretacién se dificultan, ya que el
patrén de concentracién temperal es muy variable entre grupos. Sin embargo, las
concentraciones de bilirrubina en el grupo HP con o sin etanol (independientemente de
la via de administracion), mostraron un patrén de comportamiento de concentracion de
bilirrubina distinto dei grupe control, lo cual indica un compromiso metabélico
importante del higado por el proceso regenerativo (Tabla 2).

Se ha demosirado que la administracién aguda de etanol inmediatamente
después a Ia HP, anmenta los niveles séricos de glucosa y triacilglicéridos (Gutiérrez
Salinas y cols. 1996). Los resultados demuestran que 1a dosis administrada de etanol,
independientemente de la ruta y a diversos tiempos posteriores de HP, produce un

efecto semejante en relacién 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 grupes HP
con etanol (independientemente de ia via de administracién) o sin él.

Los niveles séricos de triacilglicéridos son un reflejo de su utilizacién y/o
produccién en diversos tejidos, no solamente en el higade. Es por ello que pueden
tomarse como un indice general de la homeostasis del sujeto y ne idnicamente como
reflejo de dafio al higado; si bien, este drgano es uro de los principales que los regulan
(Hernandez Muiioz y cols. 1978).

Se ha reportads que el incremento en los niveles de triacilglicéridos en suero es
una caracteristica constante del avance de la proliferacion hepaitica, que recientemente
se ha atribuido al incremento de Ia permeabilidad del higado para los lipidos (Morsiani
y cols. 1995). Nuestros datos muestran que en el grupo HP se observan gotas de grasa en
el higado (esteatosis) y movilizacién de grasa aneutrz (triacilglicérides;
hipertriacilgliceridemia) em el suero, la cual fue reducida fuertemente por la
administracion intragdstrica de etanol, Por ofra parte, [2 administracién intraperitoneal
de etancl no medifica significativamente la  esteatosis hepdtica o Ia
hipertriacilgiiceridemia (Tablas 1 y 3). -

Los efectos deletéreos del etanol sobre la regeneraciéon hepitica dependen de la
ruta de administrzcion. En este contexto, se ve que !a administraciéon del etanol por via
intragistrica da una mayor inhibicién de I2 regeneracién hepitica inducida por HP.
Todos estos cambios en los metabolitos séricos pueden ser un reflejo de los efectos
adversos que el cianol produce en la funcion dei higade v consecuentemente, en los
ajustes metabdlicos que estin involucrados en la sintesis de DNA.

L.a liberacién de enzimas mitocondriales por el higado se considera una evidencia
fuerte de necrosis hepitica y se ha asociado con formas especificas de enfermedad
hepatica (Frederiks y cols. 1984). Los niveles de OTC y GDH en plasma se han
relacionado con varias patologias hepdticas v se usan come marcadores de daio
mitocondrial en el higado (Van Waes y Lieber 1977). En ¢l caso de dadfic agude al
kigado, varias enzimas (ejem. LDH, ALT) se han encontrado que presentan un pico de
actividad en forma simultinea, que no correlaciena con el pico en suero de las enzimas
mitocondriales especificas (OTC y GDH) (Menache y cels 1980).

El incremento en el patron en la actividad en suero de Ia LDH, ALT 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

proliferacién se ha relacienado a necrosis celular 0 aumento en 12 permeabilidad de la



membrana. Por lo tante, durante la regeneracién hepitica inducida por HP, se ha
concluido gue la liberacién de estas enzimas se relaciona con daiio celular o alteracién
en la permeabilidad, que probablemente involucra un aumento en la sintesis y
liberacién de las enzimas (Menache y cols 1986). Por otra parte, ai utilizar otro moedelo
de regeneracion hepitica, en el que se administra tetracloruro de carbonoe, existe un
incremento de los niveles séricos de estas enzimas lo que sugiere que la regemeracién
hepitica se asocia con dafio celular (Dinman y Berastein 1968).

Los resultados apoyan el hecho de que [a HP induce una elevacién de enzimas en
suers que no se relacicnan con mecrosis hepatocelular v nuestros datos demuestran las
primeras evidencias de que el proceso de regeneracion hepitica se acompaiia de una
liberacion selectiva de enzimas, sobre todo, de predominio mitocondrial (estas tienen
una elevacion de 30 veces sobre el control, tal como la OTC, mientras gue las de
localizacion citosolica apenas se incrementan el doble sobre el control, tal come Ia LDH;
esto ocurre a las 24 horas de regeneracion) (Figuras 3 y 4), También se¢ encontré una
disminucién en la actividad sérica de las enzimas LDH, ALT, v AST (citosolicas)
(Figura 3), asi come la GDH (mitocondrial)(Figura 4), las cuales se ven en relacién con
¢! progreso de la regeneracién. Por otra parte, la OTC en suero declina un poco mas
lentamente durante el periode de regeneracion (Figura 4).

Es evidente que el etanol por si solo no es un inductor constante de destruecién
del hepatocito, sino que aparentemente incrementa la vulnerabilidad del higado (Dugay
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independientemente de la ruta de administracion, no produce la esperada elevacion de
las enzimas séricas provenientes del higade, como productos del dafio hepitico que ya
habia sido reportada con Ia administracidn de tetraclorure de carbono (Dinman y
Bernstein 1968). Sino al contrario, tienden a presentar una disminucion brusca en la
actividad sérica de estas mismas enzimas que se han censiderado marcadoras de dafio
hepatico. Todo lo anterior es aplicable 2 todas las enzimas determinadas, con excepcidn
de la AST, que no es afectada por ia presencia del etanol. Estos datos sugieren que
existe una liberacién selectiva de enzimas al principio de la regeneracion hepatica, que
probablemente influya en el progreso de la proliferacion celular. Este es apoyado por el
hecho de que el etanol es un potente inhibidor de {a regeneracién hepatica. En nuestro
estudio, existe una disminucién de forma abrupta en la actividad especifica en suero en
animales sujetos a hepatectomia parcial, indicando que Ia necrosis hepatocelular no esta

involucrada en este proceso (Figuras 3y 4,y Tabla 1).



En conclusién, las ratas que se les realizé HP y recibieron una desis baja de
etanol, mostraron una inhibicién constante de 1a respuesta normal de I2 regeneracién
hepdtica inducida por la remocién quirdrgica de la masa hepdtica, lo cual es
dependiente del tiempo y de Ia ruta de administraciéon. La administracion intragastrica
de etanol produce mds efectos deletéreos en Ia regeneracién hepdtica gque la ruta
intraperitoneal y probabiemente este efecto este relacionade a las diferencias en el
catabolismo hepatice dei etanol durante la regeneracion hepdtica, el cual varia acorde a
Ia ruta de administracién (Morales-Gonzilez y cols. 1998). Por iltime, el presente
estudie da las primeras evidencias de una liberacién selectiva de enzimas por el higade
gue probablemente estén involucradas en el procese de regeneracidn hepaitica y que son
posibles “blancos” de los efectos adversos del etanol, ocasionando inhibicién del proceso

proliferativo.
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and ROLANDO HERNANDEZ-MUNGZ. MD. PhD

We have demonstrated that in rats subjected to partial hepatectomv {PH), the regenerating
liver had an enhanced metabolism of ethancl, which largely depended on the route and
timing of ethanol administration. Therefore, the influence of the administration route and
timing for ethanotb-induced deleterious effects on the regeneratng rat liveg was evaluated in
animals subjected to 70% PH. Remnant liver showed moderate fatty infiltration. extended
distortion of hepatoceltluiar structure, and high mitotic index. Intragastric ethanol adminis-
tration (1.3 g/kg body weight) considerably reduced the PH-induced changes in liver struc-
tures. Ethanol treatment also decreased liver thymudine kinase activity. serum atbumin, and
glucose levels. Intraperitoneal administration of the sume ethanol dose to PH rats promoted
lesser alterations on liver regeneration. Independently of its administration route, ethanol
abruptly shortened a PH-induced selective increase in serum enzyme activities. These data
suggest that the inhibitery effect of a low dose of 2thanol on PH-induced liver regeneration
is dependeﬂ.t an the [immg and route of administration.

KEY WORDS: aicohol: hepatectomy; fiver function; liver enzvme relcase, thyemdine kmase acuvity; mitotic imdex.

Liver regeneration after partial heputectomy (PH) in
the rat has been widely crmployed as an experimental
model to study mammaian cell proliferation (1).
Normal liver regeneration after PH is a process de-
pendent on protein (2, 3% and RNA svnthesis (3).
enhanced mitochondrial respiration (4). and the rate
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of ATP formation (3). These processes for metabolic
adjustment to drive Iver regeneration are readily
altered by aeute or chronic ethanol administration i
the rat (6). It is well known that a single intragastric
admimstration of ethanol (ranging from 3 to 8 gkg of
body weight) is capable of inhubtting PH-induced liver
regeneration (7).

Indeed. a high cthunol Jose (3 gkg body wt) ad-
munistered intragastrically 1o rats subjected to PH
promotes a reliable inhibinon of DNA svnthesis (as
assessed by in vive mcorporation of radiolabeled thy-
mudine mto nuclear DNAY and recovery of the liver
mass { 7). Furthermore, acute eth