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Quien no haya experimentado la irresistible atraccion de la Ciencia, no
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cientifica, por el contrario siempre existe materia para nuevos

descubrimientos y nuevas maravillas.
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Efectos de la D-manosa en el metabolismo del higado,

durante regeneracion hepatica en Rattus norvergicus
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Resumen

La hepatectomia parcial en rata provee un modelo /n vivo altamente
reproducible de la proliferacion celular y organogénesis. Al hablar de la
proliferacién de células altamente diferenciadas, como los hepatocitos, no es dificil
suponer que presenten diferencias marcadas con otros modelos de crecimiento
celular; sin embargo, uno de los aspectos mas conservados y comunes a toda
célula en crecimiento, —desde arqueobacterias hasta cultivos neuronales de células
de primates— es la oxidacion de glucosa. En este sentido las vias glucoliticas, el
ciclo del acido citrico y la via de las pentosas no presentan grandes diferencias
entre los taxones. Funcionalmente hablando, es posible —segln los datos
presentados— hacer que las hexocinasas de un hepatocito de rata fosforilen a un
sustrato raramente encontrado en la dieta de roedores, pero comudn en el
ambiente de arqueobacterias, hongos y plantas. Este sustrato es la D-manosa, un
epimero de la D-glucosa.

En humanos se ha reportado grandes alteraciones en el metabolismo de la
glucosilacion de proteinas, que en su conjunto se denominan Sindrome de
Glucosilacion Congénito, (CGS) y mantienen dos variables principales. El tipo Ia,
reporta la deficiencia de manosafosfato mutasa y la tipo Ib la deficiencia de la
manosa 6-fosfato isomerasa. Ambas enzimas son hepdticas y naturalmente
proveen de un suplemento activo de manosa, disponible para la glucosilacion de
proteinas en el Aparato de Golgi. Cuando no es posible sintetizarla como en estas
enfermedades, suelen presentarse varias complicaciones y cambios en la
morfologia hepatica, que van desde fibrosis hasta la hepatomegalia y deformacién
en la estructura de los canales biliares, acompafiados de manifestaciones clinicas
bastante severas. Esto nos da una idea de la importancia estructural de la manosa
en el higado; por lo cual resulta paraddjico el saber que la manosa, mantiene una
alta toxicidad en sistemas eucariotes de proliferacion activa, desde meristemos de
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raiz, fibrobastos, células de Erlich y células embrionarias, incluso en embriones de
raton, donde tiene un efecto altamente teratogénico.

Nos interesa conocer los efectos de la manosa sobre la regeneracion
hepatica, pues aparentemente, en el convergen las dos situaciones donde este
carbohidrato presenta, tanto un papel estructural esencial, como un papel
metabdlico altamente toxico. Por otro lado, el higado regenerante puede ser
estimulado a proliferar de una forma mas rapida 6 a mantener las funciones
hepaticas y hacer que su recuperacion sea mas lenta.

La administracion de manosa altera varios parametros metabolicos como el
indice glicémico, los niveles de trigliceridos, asi como la actividad de G-6-Pasa y
HK. La hepatectomia por si sola redistribuye la actividad de las hexocinasas,
durante las primeras 48 horas post cirugia, aumentando de forma transitoria la
actividad mitocondrial. La manosa es capaz de retrasar esta redistribucion, hasta
las 72 horas post hepatectomia, donde la actividad en mitocondria se eleva al
menos 3 veces sobre el control. Los parametros de las funciones hepdticas, se ven
afectados de manera transitoria durante las primeras horas de la hepatectomia,
este efecto se ve aumentado significativamente con la manosa. Histoldgicamente
no existen cambios significativos entre un animal hepatectomizado y otro sometido
a hepatectomia mas manosa, en ningun tiempo. Asi mismo existe un menor grado
de esteatosis microvesicular en el animal sin manosa. El nimero de mitosis no
varia significativamente entre ambos grupos experimentales, de forma que quizas
las alteraciones metabolicas tan evidentes en los animales tratados con manosa,
sean un reflejo de los mecanismos de defensa que permite al higado no disminuir

su tasa regenerativa neta.



Introduccion

El higado es una glandula digestiva que se encuentra presente en todos los
vertebrados. Su antecedente estructural mas cercano es la glandula presente en
Cephalochordados, 10s cuales en su tubo digestivo presentan un ciego gastrico con
un sistema venoso similar a la porta hepdtico, del cual aparentemente
evolucionaron los diverticulos hepaticos que le dieron origen. Sin embargo este
tubo ciego es utilizado como un lugar para la absorcion del alimento y comparte
pocas homologias funcionales con el higado de mamiferos.

En general en el higado se llevan a cabo los procesos del metabolismo
central, sus principales funciones son la destoxificacion de la sangre, produccién
de bilis para la emulsificacion de las grasas y su posterior catabolismo, la sintesis
de albimina y otras proteinas séricas, el metabolismo de los desechos
nitrogenados y almacenamiento de &acido araquidénico y glucosa. Durante el
desarrollo embrionario esta implicado en la produccién de eritrocitos y mas tarde

en la destruccion de aquellos ya viejos.

Principales Funciones Hepaticas

Formacion de bilis

Almacenaje y liberacion de glucosa

Formacién de urea

Metabolismo de colesterol

Produccién de proteinas plasmaticas (albimina)
Metabolismo de las grasas

Metabolismo de hormonas polipeptidicas
Reduccion y conjugacion de hormonas esteroideas,
corticosuprarrenales y gonadales.

9. Sintesis de hidroxicolecalciferol

10. Detoxificacion de xenobidticos y toxinas enddgenas

SREOTIN B b

Tabla 1. Resumen de las funciones hepaticas en la mayoria de los vertebrados.!



El higado recibe irrigacion sanguinea doble, ya que le llega sangre
oxigenada por la arteria hepatica y sangre desoxigenada que contiene nutrientes
recién absorbidos por la vena porta. Las ramas de estos dos vasos transportan la
'sangre hasta los sinusoides, donde los hepatocitos captan oxigeno, la mayor parte
de los nutrientes vy ciertas sustancias toxicas. Los nutrientes se absorben y sé
metabolizan asi como las toxinas, las cuales se inactivan dentro del reticulo
endoplasmico del hepatocito, por el complejo de citocromos Paso.

El producto exocrino del higado es la bilis, la cual se vacia en el intestino para
emulsificar las grasas. En la maybfia'de- los vertebrados, la bilis se almacena en la
vesicula biliar y se libera en cantidad suficiente cuando el quimo entra en el
intestino. La vesicula biliar no existe en los cicléstomos —lampreas y pez bruja—,
en la mayor parte de las aves y en unos pocos mamiferos, tales como la rata. Las
sales biliares participan en la emulsificacion de las grasas, asi como en la absorcion
de los lipidos después de su digestién. El colesterol se vuelve soluble en la bilis
gracias a la presencia de las sales y fosfatidilcolina. El principal pigmento biliar es
la bilirrubina cuyo metabolito es el urobilinégeno. Los factores que regulan la
secrecion de la bilis son varios, entre ellos la estimulacién vagal, la secretina, el
jugo pancredtico y el flujo hepdtico. Los hepatocitos secretan la bilis al interior de
los conductos biliares hasta el duodeno.

La Regeneracion Hepatica

Prometeo como castigo por haber llevado el fuego a los hombres, fue
encadenado por Zeus en lo alto de una montafa, donde un aquila se alimentaria
de sus entrafias. Por las noches el higado volver a crecer, de forma que el
tormento se prolongaria para toda la eternidad. Desde el periodo de la Grecia
Clasica, se conoce el proceso de la reconstitucion hepatica, de o cual nos narra
brevemente el Mito de Prometeo. Cruveihier y Andral a principios del siglo XX,
fueron los primeros en reconocer la recuperacion del higado ante un dafo y

utilizaron él termino regeneracion para describir el proceso.



En 1931, Higgins y Anderson,® describen un modelo de regeneracién hepética
mediante la reseccion del 68% + 2 del higado de la rata albina. El higado
remanente se recupera en su totalidad de tamafio en 7-10 dias posteriores a la
cirugia. El nuevo dérgano presenta una pronta recuperacion de las funciones
hepaticas, comparables a las de un higado normal, ademas de que tanto la funcion
glucolitica, como la secrecion biliar son efectivas en el nuevo parénquima. Sin
embargo, existen diferencias en la actividad inmunoldgica y destoxificante del
higado en regeneracion, comparado con el higado normal. Asi mismo, se calcula
que el peso del higado seco es del 28.7%, del higado recién extraido y conforma el
1.042% del peso de la rata'~¢.

A través del tiempo se han establecido diferentes comportamientos en la

respuesta hepatica hacia un estimulo proliferativo:

1. La que ocurre después del dafo hepatico, quimico o isquemia.
2. La hiperplasia compensatoria por la pérdida del tejido en otro Iébulo.
3. Larespuesta hiperplasia 6 hipertrdfica hacia agente exdgenos.

En 1957 Weiss y Kavanau proponen que el proceso regenerativo esta
controlado por lo que llaman templates que estimulan el proceso y el crecimiento
y antitemplates, los cuales inhiben especificamente la accion de los anteriores. En
1962 Bulloug formula la hipétesis de las chalonas, segun la cual el factor inhibidor
es producido por células funcionales y su concentracion en el sistema es
proporcional al nimero de células funcionales, luego entonces, una pérdida del
70% de la masa hepética consecuentaria en un decremento de la concentracion
del inhibidor y por lo tanto las células proliferarian hasta restaurar la masa
original.*

Aungue los hepatocitos son células altamente diferenciadas con vidas muy
largas, no pierden su capacidad para replicarse. La respuesta proliferativa no es
una verdadera regeneracion, pero se define como un proceso de crecimiento
compensatorio el cual lleva a la restauracion de la masa hepatica, por replicacion



de las células en los Idbulos remanentes del higado, sin el crecimiento de los
I6bulos removidos durante la cirugia. Los hepatocitos del higado regenerante
mantienen sus principales caracteristicas morfoldgicas, el patron de poliribosomas
caracteristico de células diferenciadas y conservan un ciclo de la urea activo
ademas de continuar con las funciones hepéticas normales.™

En el higado, al parecer todos los hepatocitos son potencialmente proliferativos.
El pico del indice de mitosis post-hepatectomia aparece a las 34 horas, mientras
que el pico maximo de la sintesis de ADN aparece a las 24 horas. Durante las
primeras 24 horas posthepatectomia, los niveles de ARNm para albimina se
mantienen sin cambio y los de a-fetoproteina bajan al 50%. Este mismo
mensajero se eleva de 100 a 500 veces en la carcinogénesis hepatica y en el
desarrollo embrionario. De esta forma, el modelo de regeneracion hepatica es un
modelo proliferativo /7 vivo que mantiene pocas semejanzas con otros modelos de
crecimiento celular, como las lineas tumorales /n vitro, células inmortalizadas, e
inclusive modelos embrionarios clasicos.*!

A este Ultimo punto, las células de un organismo pluricelular, de acuerdo a la

actividad proiliferativa, pueden clasificarse en tres estados:

1. INTERMITOTICAS VEGETATIVAS: Las que las mitosis son frecuentes en
condiciones fisiolégicas normales, epitelio intestinal, médula dsea y la capa
basal de la piel.

2. POSTMITOTICAS REVERSIBLES: Células del higado y del rifion, en las
cuales las mitosis son excesivamente raras, pero que se pueden
incrementar notablemente si el tejido es estimulado para que crezca.

3. POSTMITOTICAS ESTABLES: Neuronas, leucocitos, polimorfonucleares y

células queratinizadas, en las cuales no se observan mitosis™.
La hepatectomia parcial provoca una serie coordinada de cambios metabdlicos

en el organismo, conocidos en su conjunto como Respuesta de Fase Aguda (RFA).
Esta es una sefal generalizada de respuesta a dafio, y se llevan a cabo en un lapso

4



de tiempo comprendido entre hora/dias. En este modelo es importante sefalarlos,
ya que muchas de las sustancias liberadas actan como mediadores,

amplificadores y/o potenciadores de la proliferacién celular.

1. Fiebre: Causada por la accion de prostaglandinas de la serie E, la liberacion de
prostaglandinas en el hipotalamo es mediada por la accion del pirégeno, resultando en la
liberacién de acido araquidénico de la membrana fosfolipidica y su consecuente conversion
hacia prostaglandinas via la ciclooxigenasa (COX).

2. Neutrofilia, cambios en los niveles de glucagon, insulina, ACTH, hormona de crecimiento,
TSH, aldosterona y vasopresina.

3. Cambios metabdlicos como el incremento en el catabolismo de prot&inas, cambios en el
metabolismo de triglicéridos, cuerpos cetdnicos, y acidos grasos, aumento de la
gluconeogénesis.

4. Aumento de las enzimas involucradas en la glicosilacién de proteinas. Existe un decremento
marcado en la actividad de la Fosfoenolpiruvato carboxicinasa, y de la glucosa- 6-
fosfatasa.

5. La ceruloplasmina es esencial para el transporte de cobre y puede agregar un papel
importante en el abastecimiento de cobre para la citocromo oxidasa. Esta mantiene la
actividad de oxidasa y puede tener un papel importante en la oxidacién o inactivacion de

aminas bioactivas®,

Aunque todas las células participan en la regeneracion, la mayoria de los
estudios se han enfocado a la principal célula funcional del higado: el hepatocito.
La sintesis de ADN en estas células comienza 12-16 horas post-hepatectomia,
alcanzando el primer pico maximo entre 22 y 24 horas. Un segundo pico mas
pequefio ocurre a las 48 horas, el cual refleja la sintesis de ADN en la region
centrolobular de los l6bulos hepaticos. La sintesis de ADN en las células no
parenquimales empieza en promedio un dia después que en los hepatocitos.*¥>°

Un concepto central para el entendimiento de la regeneracion hepdtica es
que los hepatocitos son generados por eventos mitdticos que ocurren en
hepatocitos maduros. La generacion de los nuevos hepatocitos no proviene
a través de células troncales, —stem cells— haciéndolo diferente con lo que

sucede en la médula dsea, las criptas intestinales y otros modelos celulares de



proliferacién /n vivo. Las células troncales existen en el higado y aparecen en
algunas situaciones; tales células comparten marcadores de superficie de
hepatocitos y células biliares, y suelen aparecer cuando la sintesis de ADN de
hepatocitos se encuentra totalmente inhibida, o cuando los hepatocitos han sido
destruidos, como en los casos de la hepatitis fulminante.*

En este proceso, los factores de la circulacion sanguinea afectan a la
sintesis de ADN en el higado /n situ. Esto se ha demostrado con los experimentos
de circulacion parabioética, en los cuales se mantiene circulacion cruzada entre
dos ratas, una de las cuales se sometié a hepatectomia del 70%. El higado de la
rata no operada respondid con la sintesis de ADN. Este fendmeno se presenta
incluso cuando el higado de la otra rata se removié completamente.

Esencialmente existen pocas especies nuevas de ARNm durante la
regeneracion, al menos detectables con las técnicas disponibles actualmente®. Los
primeros estudios en este proceso se enfocaron a los cambios metabolicos,
encontrando un incremento en la actividad de ornitina descarboxilasa 1.5h
después de la hepatectomia.*’

Otro modelo para estudiar este proceso, es el aislamiento de hepatocitos
provenientes de un higado regenerante. Utilizando higado aislado y perfundiendolo
con colagenasa, es posible cultivar hepatocitos y mantenerlos viables en un medio
suplementado. En este caso la insulina juega un papel esencial debido a que sin
ella, los hepatocitos degeneran en un lapso de 24-48 h.; asi mismo otros, de los
requerimientos son la presencia de prolina en el medio y estar sembrados a baja
densidad. La presencia de catecolaminas por si mismas no pueden iniciar la
sintesis de ADN, pero pueden modular la que inician otros factores de crecimiento.
Utilizando este modelo se han podido definirse 3 categorias de las sustancias
encontradas en la circulacién sanguinea de los modelos in vivo, Mitogenos
completos, inhibidores de crecimiento y blancos proliferativos o mitogenos

incompletos. 849



Factores que actuan como blancos proliferativos, durante el proceso
regenerativo

Insulina y glucagon. La insulina promueve la sintesis de ADN en el
hepatocito, tanto /n vivo como /n vitro. Sin embargo, con una inyeccion
intravenosa de insulina, se suprime la sintesis de ADN en ratas.** La insulina y el
glucagon parecen ser necesarios en el proceso regenerativo, pero todo parece
indicar que su papel es. mas bien potenciador que iniciador del proceso de
crecimiento hepético /n vivo. Ambos parecen actuar de forma sinérgica, aunque no
esta claro si su mecanismo de accién es directo o indirecto.*

Las ratas con diabetes experimental inducida por aloxano responden a la
hepatectomia parcial de forma mas lenta, alcanzando valores de tasa de sintesis
de ADN de aproximadamente el 60% de ratas sanas. Por el contrario, la
administracion de insulina exdgena acelera la proliferacion hepdtica de ratas
diabéticas.>

La administraciéon combinada de insulina y glucagon no tiene efecto sobre
ratas controles, pero en ratas hepatectomizadas acelera ligeramente la sintesis de

ADN, aunque no modifica la amplitud del proceso.

En ratas pretratadas con zinc-glucagon, la respuesta a la hepatectomia se
adelanta con un pico de sintesis de ADN mas pronunciado lo que indica que esta
hormona produce una aceleracion en la regeneracion hepatica. Sin embargo,
cuando el glucagon se afiade a cultivos de hepatocitos cuya proliferacién se ha
estimulado por insulina + EGF, el efecto de la dosis depende del momento en el

que se afade la hormona.

La regeneracion hepatica, tras la hepatectomia esta asociada con un
aumento de los niveles de glucagon y una disminucion de los de insulina portal y
sistémica. Es poco probable que estos cambios se deban al proceso regenerativo
en si, y mas bien parecen producidos como consecuencia de la hipoglucemia

resultante del proceso quirirgico. A pesar de esta caida en los niveles de insulina,



esta hormona parece tener un efecto positivo sobre la regeneracion, mientras que
el efecto del glucagon depende mucho mas del estado metabdlico de las células y
del balance con otras hormonas. Durante el proceso de regeneracion hepatica,
existe un mecanismo de comunicacion entre el higado y el pancreas, de tal forma
que bajan los niveles se insulina y suben los de glucagon®.

Ledesma concluye que durante la regeneracién hay un incremento en el
transito de receptores para insulina entre el Aparato de Golgi y la membrana
plasmatica (redistribucion). El incremento en los receptores de insulina en el
higado regenerante es debido a un incremento en el transito de los mismos, con el
aparato de Golgi, como consecuencia de un estado forzado por la disminucion de
los niveles de insulina circulantes y del requerimiento de ella por el hepatocito para
su proliferacion®.

Existe una sintesis de novo de los receptores de insulina, ya que el
incremento con el nimero de sitios de unién es detenido y revertido por la
administracién de cicloheximida y mitomicina C. Esto podria explicarse por la
inhibicion de la sintesis de una enzima o proteina que participa en el proceso de
translocacién del receptor entre el Aparato de Golgi y la membrana plasmatica.*

Norepinefrina y Epinefrina. Es bien sabido que los efectos adrenérgicos
son mediados por diferentes subtipos de receptores con distintos mecanismos de
transduccion de sefiales. En los hepatocitos la mayoria de los adrenoceptores son
de tipo a1l o B2. El blogueo de cualquiera de los dos tipos de receptor puede
alterar el patron de sintesis de ADN. Asi la administracion de un antagonista de
tipo o como la fenoxibenzamida, 9 horas después de la hepatectomia, retrasa el
pico de sintesis de ADN por 3 horas. Si se administra un antagonista p adrenérgico
como el propanolol, 8 horas después de la hepatectomia parcial, el periodo
prerreplicativo se puede alargar 6 horas; si este mismo antagonista se administra
30 minutos antes de la hepatectomia a las 24 horas se observa una disminucion la

sintesis de ADN, de aproximadamente el 50% >°.



Existe una hipdtesis segin la cual la activacion de los nervios esplacnicos
activaria la proliferacion celular mediante su accién sobre los receptores al-
adrenérgicos, que desencadena una cascada de segundos mensajeros de tales
como un aumento del recambio de los inositoles, con la formacion de inositol
trifosfato —movilizador de calcio intracelular— vy de diacilglicerol que activa a la
proteina cinasa C (PKC) que a su vez produce la fosforilacion de los receptores a
al y su desensibilizacion. Asi, la PKC actla como mensajero negativo frente a una
respuesta excesiva a través del receptor al. Se ha observado como el éster de
forbol PMA —forbol, 12 miristato, 13 acetato— previene el proceso regenerativo /n
vivo después de hepatectomia parcial, lo que puede deberse a que esta sustancia
activa a la PKC, que fosforila y desensibiliza al receptor a1, haciéndolo insensible a
la accién de las catecolaminas.®® La inhibicién de la regeneracién hepatica por
parte del éster de forbol a través de una desensibilizacion de los receptores a1 es
compleja, ya que la PKC desensibiliza otros receptores hormonales que movilizan
calcio, como son el EGF, la vasopresina o la angiotensina II. 52

En cultivos de hepatocitos, la adicién de norepinefrina al sembrar las placas
provoca un aumento de la sintesis de ADN en la fase S y ademas adelanta la
entrada en esa fase. Tanto la epinefrina y norepinefrina —agonistas «1 y p—, como
el isoproterenol —agonista - o la fenilefrina —agonista «1- estimulan la entrada
de las células en la fase S lo que demuestra la implicacion de ambos receptores en
el proceso estimulador, al menos inicialmente.>® Experimentos con prazoxin -
bloqueador al- y con timolol -bloqueador p— combinados con norepinefrina
indican que ambos bloguean parcialmente la respuesta a norepinefrina, pero de
distinta manera.>* El primero lo hace a dosis altas, mientras que el segundo lo
hace a dosis bajas. Esto quiere decir que el efecto estimulador de la norepinefrina
consta de ambos componentes, siendo el «l el mayoritario ante dosis altas de
norepinefrina y el p1 a dosis bajas .>**>

En etapas posteriores del cultivo (transicion G1—S), el nimero de
receptores B aumenta y la norepinefrina causa una inhibicién reversible de la
sintesis de ADN celular, que es mimetizada por el isoproterenol, revertida por el
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timolol y no se afecta por el prazoxin, lo que sugiere que es un efecto mediado por
los adrenoceptores B.55 La estimulacion de los receptores provoca un aumento en
los niveles de AMPc, que en etapas proximas a la frontera entre la fase G 1y S
produce inhibicién de como ocurre con la adiciéon de la sintesis de ADN Glucagon
en estas etapas finales del ciclo celular. Por lo que se sugiere que la accién
mediada por los receptores B podria jugar un papel en los procesos de finalizacién
de la proliferacién celular. >

La estimulacion de la sintesis de ADN por parte xenobidticos —promotores
tumorales— como el hexaclorociclohexano, se ve potenciada si a las placas de
cultivo se les afiade norepinefrina. Esta estimulacion es aditiva, por lo que
podemos pensar que este tipo de xenobibticos no median su accién via
adrenoceptores.®®

Los cambios rapidos —expresion de oncogenes en 30-60 minutos— que se
observan después de hepatectomia parcial podrian explicarse por la liberacion de
norepinefrina de los nervios simpaticos hepaticos o por aumento de los niveles
circulantes de catecolaminas que aparecen poco después de la reseccion. Algunos
autores piensan que norepinefrina es capaz de aumentar el efecto mitogénico de
distintos factores de crecimiento presentes en el microambiente del hepatocito —
EGF, hepatopoietina A— y contrarrestar el de algunos mitoinhibidores como el
TGF-BI.55'53

Vasopresina y Angiotensina. Los experimentos /n vivo e /n vitro revelan
una capacidad estimuladora de la sintesis de ADN por parte de la vasopresina.
Estudios de regeneracion hepatica tras hepatectomia, en ratas Brattleboro -una
cepa mutante de las ratas Long-Evans, con deficiencia genética de vasopresina—
indican que la tasa de sintesis de ADN para esta especie es considerablemente
menor que la cepa Long-Evans. La infusion de niveles fisioldgicos de vasopresina a
las ratas Brattleboro parece normalizar el proceso regenerativo, por lo que esta
sustancia parece ser importante en la regeneracion; sin embargo, por si sola no
es capaz de mantener activo el proceso. La angiotensina ha demostrado ser

necesaria para sastifacer el riego circulatorio. modulacion del crecimiento hepatico
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tras hepatectcwnfa.56 En cultivos primarios de hepatocitos adultos, se ve como la
arginina-vasopresina potencia la sintesis de ADN inducida por suero de rata o por
la combinacién de EGF e insulina.*® La angiotensina y la vasopresina actian de
forma similar a como lo hace la norepinefrina, pero de manera menos potente,
Su accién implica la estimulacion de la glucdgenolisis y el recambio de inositoles,
que esta asociado con una cascada de sefales intracelulares. Las tres sustancias
pueden actuar como neurotransmisores y tienden a balancear el efecto inhibidor
de TGFp1 en cultivos de hepatocitos.>*>°

Hormonas de la Corteza Suprarrenal. La ACTH y los glucocorticoides
tienen un efecto positivo sobre el crecimiento hepdtico, debido a una accion
hipertréfica pero no hiperpldsica. Bajo su efecto se produce un aumento del
tamafio celular, pero no aumenta el indice de marcaje o el indice mitético. Incluso
en algunas circunstancias pueden llegar a inhibir la hiperplasia desencadenada por
hepatectomia parcial o tras la intoxicacion con Tetracloruro de carbono.”’” Algunos
autores adjudican a los glucocorticoides un efecto sincronizador del proceso
regenerativo. La adrenalectomia bilateral causa un pequefio incremento de la
sintesis de ADN, que es suprimido si se trata a las ratas con corticosterona. —su
principal glucocorticoide— Se cree que tras la hepatectomia parcial aparece un
ligero incremento en los niveles circulantes de corticosteroides que bloquea a las
células en un punto de Go, donde se acumulan, pero la actividad especifica de la
hormona disminuye posteriornlente al unirse a proteinas plasmaticas especificas
para ella que también se ven aumentadas; esto permite que las células entren
finalmente en fase S de forma mas o menos sincronizada®. La proliferacién de las
células hepdticas en ratas inmaduras es fuertemente suprimida por bajas dosis
exdgenas de glucocorticoides. La administracién de una o dos veces la secrecidn
basal de glucocorticoides, puede inducir una sustancial inhibicion de la poblacién
hepatocitaria, mientras dosis mayores pueden inhibir de manera casi completa la

sintesis de ADN*° .
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La situacion de los modelos in vivo es mas compleja, la proliferacién celular
durante la regeneracion hepatica muestra una considerable pérdida de sensibilidad
a la inhibicién por glucocorticoides. Se debe administrar cantidades enormes de
glucocorticoides para alcanzar una supresion del 50% de la proliferacién celular™.
En cultivos de hepatocitos de rata neonata, la dexametasona inhibe la capacidad
del binomio EGF + glucagon, pero no la del EGF + insulina, de estimular la sintesis
de ADN, lo que sugiere que el mecanismo de accion puede implicar la interaccion
con otros factores para modular los niveles de receptor para EGF>. En cultivos de
hepatocitos de ratas adultas se han demostrado tanto un retraso en la sintesis de
ADN como una estimulacién bifsica.>® Se ha observado como el GABA ademds de
sus propiedades como neurotrasmisor, puede actuar controlando el crecimiento
hepatico. La administracion de GABA exdgeno a ratas hepatectomizadas, impide el
componente hipertréfico de la regeneracién pero no la sintesis de ADN . El
mecanismo pudiera ser debido a la disminucién de los niveles séricos de
corticosterona y de putrecina hepatica que se han observado después de la
administracion de GABA. La administracion exdgena de corticosteroides hace que

la hipertrofia vuelva a los valores control. >

Hormonas Tiroideas. Se acepta que estas hormonas provocan una
respuesta hipertrofica e hiperplasica en el higado. Después de una dosis
farmacologica de trifiodotironina (Ts), la sintesis de ADN y la mitosis se estimulan
significativamente, pero con un considerable retraso si se compara con el
observado después de la hepatectomia parcial.”” Una mezcla conocida por TAGH'y
compuesta por T3, aminoacidos, Glucagon y heparina provoca una explosion en la
sintesis de ADN similar a la que ocurre tras hepatectomia parcial. La T; es el
componente mas importante de la mezcla, ya que si se adelanta la administracion
de T3 8 horas respecto a la mezcla AGH, la sintesis ocurre mucho antes que si la
secuencia es la contraria. El Glucagon puede sustituirse por AMPc sin disminucion
de la actividad.”® Se ha observado que la tasa de regeneracion en ratas controles,
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o tiroidectomizadas tratadas con T4 es el doble que en ratas tiroidectomizadas no
tratadas. Los niveles plasmaticos de T3 después de la hepatectomia parcial
disminuyen y la capacidad de unién de la hormona al nticleo también disminuye, lo
que se ha podido observar /7 vivoy en experimentos con nicleos aislados®®.

Paratohormona y los Derivados de la Vitamina D. La hepatectomia
parcial causa una hipocalcemia e hipofosfatemia que persiste al menos 8 horas.
Esto justifica que la secrecion de paratohormona (PTH) esté aumentada en los
primeros estadios tras la reseccién hepatica. Por otra parte la regeneracion
hepatica se ve disminuida en ratas cuyas glandulas paratiroides han sido
extirpadas. La administracion a estos animales de PTH o calcio, hasta 12 horas
después de la reseccidn hepatica, normaliza los valores de sintesis de ADN*.
Parece mas evidente una cierta relacién funcional entre la homeostasis del calcio y
los procesos de regeneracion hepatica. Actualmente se cree que el AMPc y quiza
algin otro segundo mensajero actGan por la movilizacion del Ca** desde los
depdsitos de almacenamiento intracelular al citosol donde las concentraciones de
Ca*™ libre en situacién de reposo son muy bajas. El calcio puede asi activar a
determinadas proteinas dependientes de este i6n que juegan un papel en los
procesos de control de la sintesis de ADN*. Parece que el calcio no estd
involucrado en el control de los momentos iniciales de la regeneracion, ya que los
hepatocitos pueden activarse en ratas sometidas a hipocalcemia o extirpacion del
paratiroides y alcanzar un avanzado estado de presintesis de ADN. Sin embargo,
su implicacion si parece importante en los procesos subsiguientes. También se ha
sugerido que la sefial de inicio de la proliferacion celular puede ser la pérdida del
contacto inhibitorio mantenido por las células. En este sentido la pérdida de
acoplamiento eléctrico puede tener un papel de comunicacion intercelular, El 12-
O-tetradecanoilforbol-13 acetato es wun promotor tumoral que induce
desacoplamiento eléctrico, pudiendo actuar por aumento de la concentracion
citosdlica de Ca®*.La subida del calcio citosdlico determina un aumento de la
permeabilidad en la membrana plasmatica al K*, que se desplaza hacia el exterior
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de la célula para distribuirse en funcién de su gradiente electroquimico, disipando
asi el potencial de la membrana.®® Aunque la vitamina D3 se ha relacionado en
otros tipos celulares con la regulacion de genes implicados en el proceso de
proliferacion y diferenciacion celular como el c-myc, c-myb e histona H4, en el
higado en regeneracion los derivados de esta vitamina pueden jugar un papel en el
control de la ADN polimerasa. Por otra parte, el 1, 25 dihidroxicolecalciferol
modifica el crecimiento de las células que han iniciado ya el ciclo celular. Su accién
parece también estar mediada por las variaciones de concentracion del calcio
intracelular que inducen.

Prostaglandinas y Tromboxanos En las primeras 8 horas
posthepatectomia los niveles de prostaglandina E (PGE), aumenta notablemente
en el higado remanente hasta llegar a duplicarse, debido a un aumento de su
biosintesis. La indometacina previene este aumento, asi como el pico de sintesis de
ADN subsiguiente.”® También se ha observado un aumento de la sintesis de
tromboxano después de hepatectomia parcial. El imidazol, que es un inhibidor
especifico del tromboxano, es capaz de inhibir la sintesis de ADN.*®  Los
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas y tromboxano, como la hidrocortisona,
dexametasona y acido mefenamico, evitan que las células hepaticas entren en
mitosis después de hepatectomia parcial. El &acido araquiddnico revierte
completamente el efecto de la hidrocortisona o la dexametasona, pero no el del
acido mefenamico. La indometacina ademas de evitar la mitosis, inhibe la sintesis
de ADN. La adicion de PGF 2« a medios de perfusion de higados aislados de rata
provoca un aumento de los niveles hepaticos de GMP ciclico y de la actividad
ornitina descarboxilasa.’>** La sintesis de ADN en cultivos de hepatocitos es
activada por acido araquidonico, PGF2a. y PGE2a. Se piensa que el efecto del
TGF-a. se debe en parte a la activacion de la ruta del acido araquidénico mediante

la activacién de la fosfolipasa A2°>.
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Hormonas Sexuales. Durante la regeneracion hepatica que sigue al
proceso de hepatectomia existe un aumento de la translocacion de los receptores
para estrégenos hacia el nucleo. La administracion de estrégenos a ratas no
hepatectomizadas produce internalizacién de su receptor y un aumento del peso
del higado y de la sintesis de ADN, Asi mismo, se ha encontrado un aumento de la

regeneracion hepética en ratas prefiadas®®

La Hormona de Crecimiento y los Factores de Crecimiento Tipo
Insulina. La GH tiene un claro papel fisioldgico estimulando el crecimiento
postnatal, un efecto claro de la GH es aumentar la expresion de potentes
estimuladores de la proliferacion y de la diferenciacion de distintos 6rganos, las
somatomedinas o "Insulin-like growth factor" (IGF). Aunque el higado es el
principal 6rgano productor del IGF-I circulante, el papel de esta hormona como
promotora del crecimiento del propio tejido hepético es menos claro que en otros
tejidos. En ratones con deficiencia en GH, la administracion de IGF-I prbduce un
aumento proporcionado de la masa corporal y hepéatica®®, mientras Ia
administracion de GH produce mayor crecimiento de la masa hepatica que de la
corporal.®* Tanto el IGF-I, como el IGF-II pueden actuar no sélo a través de sus
receptores —que son diferentes—, sino a través del receptor para la insulina. En la
hepatectomia, el efecto del IGF-II puede reflejar el efecto mimético de estas
sustancias con la insulina.>

Somatostatina La somatostatina es un péptido producido por el pancreas
y el intestino, que se encuentra ampliamente distribuido por el sistema
gastrointestinal, alcanzando a nivel portal concentraciones 10 veces mayores que
en circulacion sistémica. Se ha visto que la somatostatina inhibe la sintesis de ADN
inducida por el EGF y HGF en cultivos de hepatocitos de rata adulta de manera
dosis dependiente y sin efecto téxico. Parece ser que la inhibicién se produce en
una fase temprana del ciclo celular y su mecanismo de accién no es mediado por

el AMP ciclico®*!.
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Factores que actdan como mitogénos completos
durante el proceso regenerativo

Factor de Crecimiento Epidermal (EGF). Es un polipéptido de 53
aminoacidos, aislado inicialmente de las glandulas salivares de ratén macho. Se
encuentra presente en gran cantidad de tejidos y fluidos corporales, y estd
involucrado en la regulacion de una gran cantidad de procesos fisioldgicos y
patoldgicos, como la embriogenesis, el crecimiento, la reparacién de tejidos,
regeneracion y neoplasia. La urogastrona parece ser el equivalente humano del
EGF, ya que presenta gran homologia en la secuencia de aminoacidos y en sus
funciones.*®

Este factor de induccion mitdtica de las células epiteliales también puede
estimular la sintesis de ADN. De hecho fue la primera sustancia en demostrar este
efecto, y es aln la hormona polipéptidica mas requerida para inducir la sintesis de
ADN en hepatocitos en cultivo. En ratas sialadenectomizadas —lo cual causa un
decremento mayor en la concentracién de EGF— se decrementa la respuesta
proliferativa cuando se realiza la hepatectomia. Por otro lado las concentraciones
de EGF después de la cirugia solo aumentan ligeramente -menos del 30%—. La
noreprinefrina aumenta drasticamente sus niveles con la hepatectomia y estimula
la secrecion de EGF por medio de las glandulas de Brunner en el duodeno a través
de la circulacién portal.>>*® La sefializacién es a través del receptor EGFR, el cual
es una glicoproteina de 1186 aminoacidos, la cual se encuentra organizada en 3
elementos estructurales: un dominio extracelular que une al EGF, un dominio
transmembranal y un dominio intracelular que posee actividad de tirosina proteina
cinasa. Tras la unidn del EGF a su receptor, se produce una rapida dimerizacion y
una autofosforilacion de las dos subunidades del receptor, el complejo ligando
receptor es rapidamente internalizado dentro de las estructuras vesiculares vy
transportado al aparato lisosomal, donde el complejo es degradado.
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La concentraciéon plasmatica de EGF en ratas hepatectomizadas esta
significativamente elevada desde las 6-18 horas posthepatectomia, siendo el
aumento detectadle a partir de las 2 horas. En ratas se ha descrito que el nimero
de receptores de EGFR aumenta durante las 2-4 horas posthepatectomia para
después disminuir por debajo de los valores control durante la fase final de la
etapa. La disminucion de los receptores de superficie de EGF se llevan a cabo en
pocas horas, sugiriendo que el EGF tiene un papel mitogénico sélo durante los
eventos primarios de este proceso.

Una de las posibles causas de este proceso de down regulation es la
disminucién de los niveles de ARNm para el receptor de EGF, 18 horas después de
la hepatectomia, a un tercio de lo observado en animales intactos. No se han
observado grandes cambios en la afinidad del receptor hacia el EGF, por lo que el
descenso en la capacidad de unién se debe a una disminucién de los receptores
sintetizados y quiza a mecanismos postraslacionales como la ocupacion intracelular
de los receptores por transforming growth factor-a, cuyos niveles de ARNm estdn
aumentados hasta 8 veces en este periodo®. Se sabe que las poliaminas, y en
concreto la putrescina, son factores importantes en el conjunto de procesos que
rigen la regeneracion hepatica. La administracion de EGF a ratas hepatectomizadas
estimula la produccion de putrescina hepatica debido al aumento de dos
actividades enzimaticas, la ornitina descarboxilasa —enzima que controla el paso de
ornitina a putrescina— y la actividad de aminopropil transferasa —que controla el

paso de putrescina a espermidina—. >

Factor de Crecimiento Transformante Alfa. (TGF-o) Los transforming
growth factor « y f3. inicialmente fueron descritos como un factor Unico, producido
por células tumorales, capaz de inducir crecimiento en células no neoplasicas. Sin
embargo, posteriormente se consiguid separar dos factores con funciones,
estructuras, secuencias de aminoacidos, tamafios de sus ARNm y receptores

celulares totalmente distintos®.
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El efecto del TGFa es el de estimular el crecimiento o la transformacion
celular, y no se ha encontrado efecto inhibidor sobre ningln tejido. La produccion
de TGFa por los hepatocitos de rata aumenta durante la regeneracién hepatica.
Los niveles de ARNm para TGFa en higados en regeneracion siguen un desarrolio
temporal similar al encontrado para la sintesis de ADN®*555 Estos niveles no son
detectables hasta las 12 horas después de la hepatectomia parcial y se alcanza el
maximo a las 24 horas, coincidiendo con el pico de sintesis de ADN.

~ Por lo tanto, es poco probable que este factor sea el responsable de los
cambios mds tempranos que ocurren en la expresién génica que acompaiia a la
sintesis de ADN en los hepatocitos, debido al desarrollo temporal de sus niveles.
Como el TGFa se une a las células via el receptor para EGF y el ARNm para este
factor ha sido detectado en los propios hepatocitos, se puede considerar al TGFa
corno un estimulador del crecimiento de tipo autécrino cuyo papel durante la
regeneracion hepatica queda por establecer.®

Se sabe que durante el periodo prerreplicativo se produce una disminucion
de la capacidad de unién del EGF a sus receptores en hepatocitos de rata. Uno de
los posibles motivos serian los altos niveles de TGF-o que pudieran ocupar
parcialmente la poblacién de estos receptores.*

Factor de Crecimiento Hepatico.(HGF) Del suero de ratas control y
hepatectomizadas se aislé un potente factor de crecimiento del tipo HBGF, con
capacidad para estimular la sintesis de ADN en hepatocitos en cultivo, y que se
denomind hepatopoyetina A (HPTA)*. Este compuesto es muy similar al
encontrado por otros autores en plasma humano y en plaquetas de rata,
identificado como hepatocyte growth factor (HGF). Su estructura es la de un
heterodimero compuesto de dos subunidades de aproximadamente 69 y 34 Kd
cada una, unidas por un puente disulfuro, provenientes de un mismo precursor
activado por un proceso proteolitico®.

AUn no esta claro cuales son las células productoras de este factor pero las
pruebas inmunohistoquimicas de que se dispone revelan que las células
parenquimales hepaticas no participan en su sintesis. Entre las posibles fuentes de
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produccion extrahepdtica de HGF se encuentran los pulmones, el pancreas
exocrino, glandula tiroides, glandulas salivares, cerebro, gldndulas de Brunner y
plaquetas®. Mediante hibridacién in situ, se ha comprobado que en el higado
también existen células capaces de producir este factor como las células de Kuffer
y las células endoteliales®*!>,

El HGF ejerce su accion a través de un Unico receptor de membrana
plasmatica, que ha sido identificado como el producto del protooncogen c-met, con
actividad tirosina kinasa. Cuando los niveles de HGF se elevan, durante la

regeneracion hepatica, el receptor sufre un proceso de down regulation.®*®

Se cree que el HGF es el factor de crecimiento mas potente conocido para
hepatocitos aislados, ya que su valor de estimulacién maxima-media ronda los 10
pM, mientras que el de otros estimuladores como EGF, TGFa y aFGF esta en el
rango de 0, 1-5 nM, lo que significa que el HGF es al menos 10 veces mas potente
que estos factores *°. El efecto mitogénico del HGF puede estar modulado por el
contacto célula-célula, de forma que en hepatocitos cultivados en baja densidad
este factor aumenta la sintesis de ADN, pero no cambia los niveles de ARNm para
la albimina; mientras en cultivos de alta densidad el efecto es el contrario®.

Los niveles plasmaticos de HGF aumentan del orden de 17 y 13 veces, dos
horas después de hepatectomia parcial y del tratamiento con tetracloruro de
carbono, respectivamente. La concentracion de norepinefrina después de la
hepatectomia aumenta de forma muy similar a como lo hace el HGF —alcanza un
maximo a las 2 horas— y ademas las catecolaminas puede amplificar la respuesta
al HGF. Asi pues, un posible mecanismo de accién responderia a la pérdida de
masa con una disminucién en la captacion de HGF y del metabolismo de las
catecolaminas, con lo que los niveles plasmaticos tanto de HGF como de
norepinefrina aumentarian, provocando una estimulacion del crecimiento hepatico
provocada por el HGF y amplificada por la norepinefrina®.
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Se ha comprobado que el HGF también es un factor hepatotréfico /n vive.
Mediante inyeccion intravenosa de HGF a ratones que habian sufrido una
hepatectomia parcial del 30% de su masa hepatica se consiguid adelantar el pico
de sintesis de ADN y estimular su sintesis de una manera dosis dependiente,
ademéas de aumentar su peso hepatico.>>®*

Si la hepatectomia sufrida era del 70% también se producia estimulacion,
pero en menor grado. Este mismo tratamiento prevenia el aumento de los niveles
séricos de bilirrubina y enzimas marcadoras hepdticas después de provocar una
colestasis intrahepatica por tratamiento con ec-naftil isotiocianato, es decir,
también protege la integridad de los hepatocitos /7 vivo contra la hepatitis
causada por hepatotoxinas. ®

Originalmente se pensd que el HGF era un mitégeno especifico para el
higado, estudios recientes han demostrado su efecto mitogénico sobre otros tipos
celulares como queratinocitos, melanocitos y células tubulares renales. Parece ser
que el HGF no solo media la respuesta al dafio hepatico en los hepatocitos, sino
que es capaz de ejercer su efecto mitdgeno y morfégeno en células no
parenquimales hepaticas, como se ha visto en cultivos de lineas derivadas de
células epiteliales no parenquimales de ratén®. La adicién de HGF induce
mitogénesis y extension de las colonias que se mantenian en cultivo, ademas de
producir profundos cambios morfoldgicos que no eran inhibidos por el TGF-B, ni
mimetizados por otros factores de crecimiento como TGF-o, EGF, aFGF o
insulina®®.Ademds de su actividad como mitégeno, estimula la movilidad de células
epiteliales.®

El HGF parece activar el proceso proliferativo, tanto después de
hepatectomia parcial como después de necrosis hepatica celular aguda. En otros
modelos de proliferacion hepatica como el de la dieta deficiente en colina, que
causa necrosis celular, los niveles hepaticos de ARNm para el HGF se ven
aumentados depués del tratamiento. Esto debe interpretarse como que el papel
del HGF sobre la proliferacion celular hepatica /n vivo depende de la naturaleza del

estimulo proliferativo.>%06"
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Factores identificados como inhibidores del proceso regenerativo

Factor de Crecimiento Transformante-p. El crecimiento hepatico no
sélo esta controlado por factores estimuladores, sino que los inhibidores juegan un
papel muy importante. Para un gran numero de tipos celulares, incluidas las
células epiteliales, el TGF-B es el inhibidor del crecimiento mas potente conocido.
Su peso molecular es de 25 Kd, es secretado en forma latente, sin tener actividad
bioldgica, con un peso de 400 Kd. En vertebrados se han identificados cinco
formas distintas de este factor -TGF-B1, B2, B3, p4 y p5—. Las primeras tres se
encuentran en mamiferos, cualquiera de las cuales es capaz de inhibir el
crecimiento de hepatocitos en cultivo, las formas 4 y 5 se encuentran en anfibios y
peces.>>%°

Después de una hepatectomia parcial los niveles de ARNm para el TGF-B
alcanzan un maximo (8 a 10 veces el valor normal) a los dos dias del pico de
sintesis de ADN. Los hepatocitos poseen receptores para TGF-B pero no sintetizan
el ligando. Es en las células no parenquimales del higado —células endoteliales—
donde se ha encontrado ARNm para este factor.

Dada la cercania entre las células endoteliales y los hepatocitos, el TGF-p
puede ser el efector de una ruta paracrina, que es activada en el higado después
de hepatectomia parcial, para prevenir la proliferacion celular incontrolada,
formando parte de las sefiales que hacen que la regeneracion cese en un
momento determinado . De hecho, la administracion de TGF-B a higados de rata
en regeneracion bloquea la sintesis de ADN, si se hace en la fase G1 tardia,
mientras que la administracién en el momento de la hepatectomia no tiene efecto
alguno.®®

La inhibicién del crecimiento producida por el TGF--p y otros factores como
la interleucina 10, sobre cultivos de hepatocitos, depende de varios factores como
la densidad celular, siendo el efecto del TGF-B mas potente a bajas densidades y el
de la interleucina 10 a altas densidades celulares®®, y del mecanismo
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desencadenante del proceso proliferativo. Asi, el TGF-p inhibe la sintesis de ADN
inducida por factores de crecimiento enddgenos, pero no la inducida por
xenobidticos como el fenobarbital y el hexaclorociclohexano en cultivos de
hepatocitos®>®,

No se ha visto efecto sinérgico en la inhibicién producida por TGF-B y
glucagon sobre la sintesis de ADN, ni que el TGF-B modifique los niveles de AMPc
basales o inducidos por Glucagon. Se han probado la importancia del TGFB,
durante el desarrollo de los procesos cirréticos, pues incrementa el anclaje de las
células a matrices extracelulares y aumenta la sintesis de componentes de la
matriz, a través de sus receptores TBRIII, -0 protedglicano—, sin-embargo aunque
sus niveles comienzan a subir a tiempos tempranos post hepactectomia, todos sus
receptores desaparecen al mismo tiempo, lo cual constituye la paradoja del TGFp.
Sin embargo, se piensa que puede efectuar otra accion diferente a través del
receptor de manosa-6-fosfato/IGF-II. ®4560,61

Interleucinas. Las endotoxinas liberadas por las bacterias intestinales, no
eliminadas por el higado debido a la ausencia de un nimero apropiado de
macrdfagos tras la hepatectomia parcial, pueden ser la causa de la estimulacion de
macréfagos y monocitos para la produccién de citocinas que son importantes en la
respuesta proliferativa. Estas citocinas, como la interleucina 1 (IL-1) o el factor de
necrosis tumoral (TNF), actGan sobre la regeneracion hepatica activando la
ornitina descarboxilasa o promoviéndo la liberacion de factores proliferativos como
la insulina y el glucagon®***®,

Parece ser que el lipopolisacérido bacteriano derivado del intestino (LPS) es
el responsable de la endotoxemia que aparece en ratas después de una
hepatectomia. Este LPS y posiblemente agregados de fibrina o restos de tejidos
pueden producir |a liberacion desde los macréfagos y/o monocitos de citocinas que
participen en el proceso de activacién de la regeneracién hepatica. Cuando se
practica una hepatectomia parcial en ratones que presentan una liberacion de
citocinas disminuida, se observa un retraso o depresion en la regeneracion

hepética en comparacidn con los animales control®,
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El TNF es producido por los macréfagos activados y poseé una variada
actividad bioldgica como citostético y citotdxico para células malignizadas y en la
modulacién de la expresién de genes y actividades enzimaticas en distintos tipos
celulares. A nivel hepatico, el TNF actia fundamentalmente sobre las células de
Kuffer para activar la liberacién y generacién de metabolitos toxicos de oxigeno,
que median los cambios inmunoldgicos y metabdlicos propios de la endotoxemia®>.
Tanto la sintesis de ADN como el aumento de los niveles plasmaticos de IL-6, que
tienen lugar después de una hepatectomia parcial pueden ser inhibidos por la

administracion de anticuerpos anti-TNF.%

Otros Factores involucrados en la modulacion de la respuesta proliferativa

Factores de Crecimiento de Fibroblastos Acidos y Basicos (aFGFy
bFGF).Los FGF pertenecen a una amplia familia de mitégenos que estimulan el
crecimiento de una gran variedad de tipos celulares. Se han llamados Factores de
Crecimiento que unen heparina (HBGF), debido a su capacidad de unirse
avidamente a la heparina. Es probable que también se unan a los heparina sulfato
proteoglicanos presentes en la matriz extracelular y de esta forma reduzcan los
niveles circulantes de estos factores.®

El aFGF se ha revelado como un estimulador de la sintesis de ADN en
cultivos de hepatocitos de forma algo menos potente que el EGF. Al igual que el
EGF, la accidn del aFGF es potenciada por la insulina, pero sélo en presencia de
heparina, y a un nivel que es aproximadamente la mitad al obtenido al afadir al
medio de cultivo otro HBGF como es la hepatopoyetina A>>,

Los niveles de ARNm para el aFGF aumentan 5 horas después de la
hepatectomia parcial y permanecen elevados durante 5 dias. La expresion de este
ARNm se puede detectar tanto en células parenquimales como en no
parenquimales. El bFGF también aumenta 48 horas tras hepatectomia y se ha
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comprobado su capacidad para estimular la proliferacion de hepatocitos en
cultivo.®%

Hepatopoyetina B. Se cree que la hepatopoyetina B (HPTB) no presenta
estructura peptidica pura, ya que su comportamiento cromatografico recuerda a
una glicoproteina con un peso molecular de 359 Kd. Es un mitégeno completo para
los hepatocitos, aunque no tan activo como el EGF —el maximo efecto obtenido, en
términos de sintesis de ADN, es la mitad del obtenido para el EGF— . Aunque
ambos son mitdgenos completos entre ellos interactlan de modo sinérgico para
aumentar la sintesis de ADN%>°,

Sustancia Estimuladora Hepatica. (HSS) La sustancia estimuladora
hepatica es un péptido de peso molecular comprendido entre 12 y 18 KD tanto In
vivo como In vitro es capaz de estimular la sintesis de ADN en células
parenquimales hepaticas de ratas normales o hepatectomizadas y en lineas
celulares derivadas del higado. Sin embargo, es incapaz de estimular células o
tejidos no hepaticos. Su estimulacién sobre estas Ultimas no es abolida por el TGF-
B1 que se liberan a las 72 horas tras la iniciacion de la regeneracién para controlar
el final del proceso regenerativo™.

Hay un periodo de latencia de 12 horas entre la administracion del HSS y la
estimulacion de la sintesis de ADN. El proceso inicial por el que el HSS estimula a
las células de hepatoma HTC /n vitro, es una rapida captacion de Na* via el
antiport Na*/H* y la captacion rapida de Ca*™ extracelular. El aumento de Ca**
parece ser dependiente de la entrada de Na*, y el influjo de Na* es necesario pero
no suficiente por si mismo para estimular la sintesis de ADN®’.

Se ha comprobado que cualquier sustancia que favorezca o impida la
sintesis de la bilirrubina delta, estimula o inhibe respectivamente la sintesis de
ADN en ratas, control o hepatectomizadas. Cepas de ratas con defectos genéticos
para la formacién de bilirrubina conjugada -ratas Jun— o de albimina -ratas
Lagase— v, por tanto, para la sintesis de biliproteina, muestran una regeneracion
hepdtica muy disminuida después de hepatectomia parcial con respecto a
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controles. Todo ello indica un posible papel fisiolégico de la bilirrubina delta en la

estimulacién de la regeneracién hepatica.*

Sistema Nervioso Parasimpatico._ La restauracion del peso hepatico y el
contenido en ADN y proteinas del higado en regeneracién, asi como la tasa de
sintesis de ADN, se ve aumentada tras realizar una vagotomia, pero no después
de esplancnicectomia subdiafragmatica. Las neuronas que inervan el higado via
vagal presentan una frecuencia de disparo en condiciones bdasales de 2-4
pulsos/segundo. Este valor se multiplica por 5 o por 10 al realizar una
hepatectomia del 40 o 70%. Sin embargo, en controles y después de una
hepatectomia del 3% los valores no se modifican®. Esto sugiere tanto un papel en
el control de las sefiales implicadas en la cascada de fenémenos c‘:|ue siguen a la
hepatectomia parcial como la existencia de un umbral de intervencién del sistema
nervioso vegetativo®>.

El mecanismo no se conoce pero se sabe que después de una hepatectomia
parcial las enzimas limitantes en la sintesis de pirimidinas —tanto en la ruta de
novo como en la de reciclaje— aumentan su actividad y que la vagotomia inhibe
esta induccion.®® Por otra parte la inyeccion de un anticolinérgico —atropina—
provoca una disminucion de la sintesis de ADN. Estos resultados parecen indicar
un papel estimulador de los nervios parasimpaticos sobre la sintesis de ADN. Los
niveles de insulina disminuyen en ratas controles y en las sometidas a vagotomia
después de hepatectomia parcial, por lo que el efecto de la vagotomia no puede

atribuirse a la disminucién de los niveles de insulina.>*>*

Hasta este momento, hemos podido identificar a varias sustancias que
tienen actividad estimuladora o inhibidora sobre el proceso de la regeneracion
hepatica, muchas de las cuales son comitogénos —o blancos proliferativos— cuya
presencia es necesaria, mas no suficiente, para el desarrollo del proceso. Sin

25



embargo, los factores mencionados en esta revision, dependen de una sefial
promotora,-0 secuencia de sefiales— que le permita al higado saber que le falta
masa. Al carecer de la participacion de las células troncales, la regeneracién
depende de células maduros®,®. La busqueda de la sefial iniciadora del proceso de
proliferacion tras la hepatectomia, es por supuesto una de las lineas clave en el
estudio de este modelo. Aunque no existen publicaciones al respecto, los
principales candidatos para iniciar la secuencia, es el cambio en el flujo sanguineo;
la sefializacion a través de mecanoreceptores de las células endoteliales, son
quizas los precursores que permiten encender la maquinaria proliferativa. Entre las
moléculas que posiblemente estén involucradas en la secuencia de eventos muy
tempranos, se encuentran el NO, los ERQOS, y posiblemente algunos canales
idnicos.

Ya dentro de la etapa conocida, la transduccion de sefiales promueve la
activaciéon de protooncogenes tales como c-myc, c-fos, h-ras, c-jun, k-ras, asi
como los factores de transcripcion asociados a proliferacion como el Antigeno
Nuclear el Proliferacion Celular (PCNA), y el Factor Nucléar kB, (NF-xB)®. En este
trabajo, no nos interesa hablar mucho de estas sefiales, ya que nos encontramos
en una fase de tiempo tardia para medirlas, pues nuestra primera medicién es a
12 horas de la cirugia, -muchas genes se prenden desde los primeros 20 minutos
después de seccionar el higado— ademas de que el metabolismo de carbohidratos
no interfiere con esta secuencia de eventos®"
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El catabolismo de glucosa

El transporte de glucosa al interior de la Célula. La glucosa es el
regulador mas importante en el transporte de la misma al interior de la célula y
afecta en general el transporte de otras hexosas a varios niveles. La concentracion
de glucosa extracelular controla la transcripcion de varios genes HXT, que
codifican para los transportadores de glucosa con'diferentes propiedades cinéticas.
La vida media de un transportador de hexosas Hxt6/7 en presencia del 5% de
glucosa en medio sin amonio es de aproximadamente 45min en levaduras.®

El papel fisioldgico principal de la insulina es la homeostasis de la glucosa, lo
cual estd acompafiado de la inhibicion de la gluconeogénesis en el higado y la
estimulacion de la captacion de glucosa en los tejidos sensibles a ella, como son el
tejido adiposo, el mlsculo esquelético y cardiaco.

El GLUT 4 es el Unico transportador de glucosa importante, que es
regulado por insulina, de tal forma que la hormona aumenta de 20-30 veces la
captacion de glucosa por parte de este transportador

Hexocinasas. El metabolismo de la glucosa es de vital importancia en
practicamente todos los organismos que mantienen una via glucolitica o via de las
pentosas. El paso inicial en estos caminos catabdlicos es la fosforilacion del
sustrato a la forma 6-fosfoéster. Esta reaccion es catalizada por la hexocinasa —
ATP dependiente: D-hexosa, fosfotransferasa EC 2.7.1.1— la cual es reconocida
generalmente como el mayor paso regulatorio que gobierna la tasa de utilizacion
de glucosa.®

Desde el punto de vista de flujo metabdlico, la reaccion de la hexoquinasa
tiene un papel clave removiendo las hexosas libres del citosol , cambiando los
carbonos tanto para la ruta de biosintesis o de glucdlisis, dependiendo de las

necesidades celulares.'*
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El tejido de las ratas posee cuatro tipos de hexocinasas, incluyendo una
higado- especifica de alta Kn (glucocinasa) y 3 de baja afinidad, en diferentes
proporciones de varios tejidos. Estas izo formas difieren principalmente con
respecto a sus valores estimados de km para la glucosa y probablemente también
para el ATP, el ADP y la glucosa 6-fosfato, asi como en su estabilidad al calor y su
resistencia a la protedlisis.*®

El higado de la rata expresa las cuatro enzimas, las cuales se designan
como I, II, III por su orden de elucién en la cromatografia de DEAE-celulosa y por
su orden de movilidad en la electroforeésis, en gel de celulosa. La glucocinasa, solo
se encuentra en el higado y es la forma que migra mas rapidamente, por lo cual se
le designa como hexocinasa IV. Cada una de estas enzimas independientemente
del tejido del cual proviene, expresa caracterl;sticas Unicas que la distinguen de las
otras; como el grado de inhibicion causada por el ATP. Por otro lado, las isoformas
son similares con respecto al peso molecular, especificidad hacia las hexosas y los
nucledtidos y la afinidad por la fructosa. El pH éptimo para todas las enzimas es
similar, entre un rango de 7.8 — 8.8%. Una unidad de actividad de la hexocinasa
es definida como el aumento de enzima la cual transforma 1 umola de sustrato /
minuto a 37 °Cy a pH = 7.4%

El tipo I se expresa virtualmente en todos los tejidos y se encuentra en
niveles particularmente altos en el cerebro. Se distingue por su habilidad para
anclarse a la membrana mitocondrial. EI N aminoterminal se encuentra bloqueado,
presumiblemente acetilado, lo cual contribuye a mantener la hidrofobicidad
necesaria para anclarse a la membrana.*®

La HKII se expresa en musculo junto con la I, pero Unicamente la tipo II
mantiene una expresion regulada por insulina. En células asciticas se encuentra en
forma soluble y anclada a la mitocondria, con un equilibrio activo entre los dos
sitios. Existe un alto grado de dependencia al ion K*, por parte de esta isoforma
para mantener su estructura estable.’* La HKIII presenta un alto grado de
inhibicién por el sustrato, lo cual la hace distinguible de los demas formas, ademas

de ser muy escasa en los tejidos extrahepéticos. '%3*

28



Tipos y distribucidn
ORGANO TIPO UJ.NAM. FES
CEREBRO 1 IZTACALA
RINON I 3
HIGADO LILIIL IV
MUSCULO 11
TEJIDO ADIPOSO 11 Tabla 2. Tipos de Hexoquinasa.

1.

La mayor actividad de fosforilacién de glucosa en el higado proviene de la
glucocinasa, la cual es eluida de la columna de DEAE-celulosa casi
inmediatamente antes de sobrelaparse con la enzima tipo III. El ayuno claramente
disminuye la hexocinasa 1V del higado, pero causa un cambio en los niveles de la
I11. Los ensayos para esta ultima se hicieron utilizando 0.25 y 0.01 mM de glucosa,
ya que esta isoforma es altamente inhibible por sustrato.*

Algunos carbohidratos y sus derivados son sustratos de las hexocinasas de
mamiferos. Entre ellos la D-manosa, 2-deoxi-D-glucosa, D-glucosamina a pH 7.5,
se han reportado como inhibidores competitivos, tales como la D-xilosa y la N-
acetil-glucosamina, las cuales inhiben las 3 isoformas a la misma concentracion.
Los azucares que se ha reportado no se fosforilan y por lo tanto no afectan a la
actividad de las hexocinasas, son la D-galactosa, D-ribosa, D-sorbitol y D-
arabinosa. #1638 para el caso de la D-manosa, inhibe completamente la actividad
de la hexocinasa a una concentracion de 0.09M. La inhibicién de las 3 isoformas
por glucosa-6-fosfato es competitiva con respecto al ATP. *®

La insulina incrementa el transporte de glucosa al musculo esquelético,
principalmente por la traslocaciéon de los transportadores de glucosa a la
membrana plasmatica. Una vez que la glucosa es transportada a la célula su
entrada / salida se vuelve irreversible por la fosforilacién a glucosa 6-fosfato.**

La insulina y la contraccion muscular incrementan la expresion de HKII. La
insulina incrementa el transporte de glucosa a la célula y la fosforilacién de glucosa
de manera independiente. La actividad de la HKI no se afecta por la insulina. En
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musculo tenemos que la actividad de hexocinasa se encuentra en pmolas/
(min*microgramo de proteina). La administracién de insulina decrementa la
actividad de HKII en la fraccién soluble e incrementa su actividad en la fraccién
particulada.®

Se ha reportado que la actividad de la glucdgeno sintetasa vy Ila
fosfofructocinasa se localizan en la fraccion soluble, mientras que la piruvato
deshidrogenasa —una enzima mitocondrial interna— se localizaba en la region
particulada. Estudios de inmunoblot confirman la presencia de HKI en la regién
soluble y a la HKII en la interfase de la region soluble y particulada.®

Redistribucion de la hexocinasa. En el cerebro, la isoforma HKI
predomina y se encuentra anclada a la membrana. La mayoria de las enzimas se
encuentran asociadas a una porina; que es un canal aniénico de la membrana
mitocondrial; esto puede servir para traer a la hexocinasa a un sitio préximo con el
sitio de la produccion del ATP. La regeneracién de ADP por la hexocinasa puede
promover el incremento de la fosforilacién oxidativa, donde la glucosa puede servir
como un aceptor de fosfato. El significado bioldgico y la ganancia neta de energia
aun no estan del todo claros, pero la isquemia y la hipoglucemia incrementan la
unién de la hexocinasa a la membrana mitocondrial en cerebro, sugiriendo a este
fendmeno como un esfuerzo para proteger el suplemento de energia. En este
tejido la HKI puede estar asociada con estructuras membranales diferentes a la
mitocondria. En macréfagos, los ésteres de forbol traslocan la hexocinasa a los
microfilamentos de la zona adyacente a la membrana plasmaética. Esto puede
colocar a la hexoquinasa en una posicion mas proxima al suplemento de glucosa
por parte de los transportadores de la membrana, potenciando asi, tanto la tasa
de fosforilacion de glucosa, como de su captacidn. Tanto en musculo esquelético
como en corazon, se expresa principalmente la HKII, la cual es sensible a la
regulacién por insulina, teniendo en este drgano un efecto de redistribucion hacia

la mitocondria.*®
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En el maiz, se presentan dos tipos de hexocinasas, de las cuales la unida a la
mitocondria, tiene una afinidad mas alta por la glucosa que por la fructosa y es
fuertemente inhibida por ADP. En tejidos de mamiferos, se ha demostrado que la
glucocinasa de Golgi facilita la biosintesis de UDP-glucosa, lo mismo se ha
encontrado para las hexocinasas no citosélicas en las raices del maiz. Aunque esta
enzima tiene un papel primordial en la glucdlisis, se ha establecido que la
hexocinasa actia como sensor de glucosa, el cual media a la represién de genes
involucrados en la fotosintesis, el ciclo del glioxilato y la sintesis de alfa amilasa.*

Durante el desarrollo del proceso regenerativo en el higado, ocurre una
intensificacion de la glucdlisis y incremento en la respiracion para una constante o
reducida fosforilacion oxidativa. El alto nivel glucolitico también se observa en las
células del higado embrionario.*

Los efectos de la administracion de acetato de cortisona en la actividad de la
HK en las fracciones celulares, se encontré que 8 horas después de la introduccion
de la hormona la actividad de la HK se redujo en la fraccion citoplasmica,
manteniéndose sin cambios en la mitocondrial. Después de 16 horas se encuentra
una actividad baja en la fraccion citosdlica, y en la mitocondrial, posiblemente este
retardo en la inhibicion sea  debido al lento trénsito intracelular del
glucocorticoide®.

Los cambios en la actividad de la HK después de la regeneracion hepatica
tienen su maximo, entre los 3 y 4 dias de realizada la hepatectomia. La actividad
de la HK en citosol y mitocondria durante el proceso regenerativo, son
marcadamente mas altos durante el periodo del maximo numero de mitosis. El
caracter de la distribucion de la actividad de HK durante el periodo de
regeneracion no cambia; la actividad en el citosol fue marcadamente mas alta que
en la fraccion mitocondrial; lo cual antagoniza la distribucion dentro del higado
embrionario, donde la fraccién mitocondrial mantiene una actividad mas alta de
HK®.

La actividad de la Glucosa 6-P- Deshidrogenasa decrece con el proceso
regenerativo, en la fraccién mitocondrial no se detecta la actividad de esta enzima,
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ni en el higado normal, ni en el regenerante. A 72 hr. de la hepatectomia, la
actividad de esta enzima en el citosol se incrementa®.

El aumento de la actividad de la GD y la HK durante el proceso regenerativo de
las células hepaticas, esta obviamente relacionado con su rapida multiplicacién y
con el int_:remento en la masa del 6rgano durante este periodo. El aumento en la
actividad de HK corresponde al alto nivel de glucdlisis del proceso de
suplementacion de energia al vigoroso desarrollo del proceso y la produccién de
sus metabolitos. La alta actividad de GD en la regeneracion hepatica
probablemente asegura la sintesis de una considerable cantidad de pentosas y
NADPH, necesario para el metabolismo de proteinas. En experimentos /7 vivo se
observa un aumento en la sintesis de ribosa después de la hepatectomia®.
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Caracteristicas de la D-manosa

HO
b C HZ
H o _H
H
OH OH
OH OH
H H
MANDSA GLUCOSA

Fig.5 Estructura de la a-D-manosa y la a-D-glucosa

El monosacarido manosa, epimero de la glucosa, — el grupo OH del carbono
2 se encuentra invertido— se encuentran en plantas, hongos y bacterias donde
funciona como almacén de energia. Esta presente en los tejidos animales como
parte integral de algunas proteinas y tiene un papel estructural esencial en los
procesos de glucosilacion, ya sea de forma mixta con otros azucares —N-
acetilglucosamina, galactosamina, etc.— o de forma ramificada y monomérica
como algunos receptores de superficie ubicados en las membranas plasmaticas.
Sin embargo es poco metabolizable, y sus niveles basales en los vertebrados son
muy bajos en relacién con otros monosacaridos. También es llamada semiosa o
carubinosa.

La glucosamina, la galactosa y la manosa, constituyen el mayor componente
sacarido en la proteina apoLDL-2, con relaciones similares en varias las especies
—babuino, mono rhesus, chimpancé y arafia—. El acido sialico, la fucosa vy la
galactosa forman un menor componente, variando mucho las proporciones entre
las especies estudiadas. La diferencia entre las especies en el contenido de acido
sialico y fucosa pueden estar relacionadas con el metabolismo de las lipoproteinas,
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asi como con la susceptibilidad —o resistencia— a la Aterosclerosis, ya sea por dieta

o por induccién espontanea®’.

Esbozo del metabolismo de la D-manosa

D-Glucosa D-manosa
ATP ATP
GK,HK, MK
ADP ADP
Glucosa 6 fosfato manosa b-fosfato
HFI MPI
A J
Fructuosa 6 fosfato O manosa 1 fosfato
P
MFM
glicosilacién —

Fig. 6 Rutas del metabolismo de la manosa. Dependiendo del sistema, podemaos encontrar varias enzimas gue catalicen la
fosforilacion de glucosa y manosa, hasta el momento la Unica glucocinasa especifica que se ha identificado es la del
termdfilo

El papel fisiolégico de la manosa es esencialmente estructural muy
caracterizado y ampliamente difundido dentro de la naturaleza; sin embargo las
rutas metabdlicas en las cuales tiene participacion se encuentran poco estudiadas
en vertebrados. La ingesta de manosa por parte de mamiferos se encuentra casi
exclusivamente limitada herbivoros y omnivoros, pues la distribucién natural de la
manosa se limita a sdlo algunas plantas. Asi mismo, existe un metabolismo
hepatico activo para la manosa, en el cual pasa de manosa a manosa 6-fosfato,
mediante una hexocinasa, misma que puede o no ser especifica, y dependiendo
del organismo tener una actividad alta. La manosa 6-fosfato que se produce sigue
varias rutas metabdlicas, entre ellas la principal es isomerizarse hacia fructosa 6-
fosfato y entrar a la via glucolitica. Sin embargo la enzima que cataliza esta
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reaccion es la manosa fosfato isomerasa, la cual per se mantiene una actividad
baja, ya que usualmente la manosa no es su sustrato natural, sino la fructuosa 6-
fosfato, que al convertirse a M6P puede integrarse a la parte estructural de
proteinas glicosiladas esenciales en la sefializacion.'® 1°

La 2-deoxi-glucosa inhibe la unién de lipidos-sacaridos en la formacion
involucrada en la glicosilacién de proteinas. La administracion de 1mg/100g de
peso corporal produce un decremento en los niveles de glicosaminoglicanos en el
tejido total. Se encuentra que la actividad de las enzimas involucradas en las
biosintesis de precursores de los glicosaminoglicanos disminuye, pero las enzimas
de la via degradativa aumentan. Por lo cual el nivel disminuido de la GAG en
tejidos en ratas 2-DGLc ocurre por la potenciacion de las vias degradativas, asi

como el decremento en su sintesis.

Existen alteraciones naturales provocadas por la deficiencia en la manosa
fosfato isomeraza, en humanos su deficiencia mantiene una estrecha relacion con
las llamadas Enfermedades Innatas de Glucosilacion y es particularmente evidente
su efecto en la llamada Sindrome de Alteraciones por Glucosilacion tipo Ib,
enfermedad autosomal recesiva de CDGS (Carbohidrate Deficient Glicosilation
Syndrome), la cual se caracteriza por la deficiencia en la fosfomanosa mutasa
M6P-M1P en el cual el individuo al no poder catalizar la reaccidon de fructuosa 6
fosfato a manosa 6 fosfato, sufre de retraso mental, hepatomegalia, fibrosis
hepdtica sin desarrollo cirrdtico entre otras. Algunos de estos sintomas son
corregidos mediante la administracion exégena de manosa, con lo parece que la
hexocinasa/manocinasa no se encuentra alterada.'® La Fibrosis hepatica congénita,
también se encuentra clasificada dentro de las CDGS, en este caso la enzima
deficiente es la fosfomanosa isomerasa (M6P-F6P). Los sintomas clinicos son

hepatomegalia ligera, retraso mental, hipoalbuminemia.

En los sistemas proliferantes, tales como cultivos de células cancerosas,
células de Ehrlich, células de embriones de rata, hepatomas, meristemos de raiz en
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maiz. % o provenientes de embriones, la administracién de manosa ha tenido un
efecto altamente tdxico, y en sistemas /n vivo a causado efectos teratogénicos a
embriones de rata. Por otro lado, en sistemas proliferantes de raices la
administracion de manosa ha causado también un efecto altamente nocivo. Sin
embargo las causas identificadas en este ultimo modelo han apuntado hacia un
secuestro del fosféro inorgénico biodisponible.®

La deficiencia en la actividad de la manosa fosfato isomerasa es al parecer
el punto central de la toxicidad de la manosa. En el caso de las enfermedades CDG
tipo Ib, existe una deficiencia en los niveles de MPI. Clinicamente la enfermedad
manifiesta fibrosis hepatica, hepatomegalia moderada e hipoglucemia. Ademas de
alteraciones congénitas en la formacién de conducto biliar.

La biosintesis de manosa, asi como su via de degradacién son regulados
principalmente por la actividad de la manosa hexocinasa y por la manosa fosfato
isomeraza. La manosa se fosforila a manosa 6-fosfato mediante la hexocinasa, en
condiciones normales, esta enzima tiene baja actividad en relacion a la MPI, con lo
cual la manosa 6P producida es rapidamente transformada a fructosa-6P.
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Antecedentes

La respuesta proliferativa obtenida al realizar una hepatectomia es
directamente proporcional a la masa hepdtica sustraida, teniendo como maximo la
extirpacion del 70% del higado. Arriba de este porcentaje la rata muere en pocos
minutos, sin embargo al administrar glucosa durante las primeras horas, la
sobrevivencia aumenta y asi como la respuesta proliferativa, lo cual hace posible
hepatectomias de hasta el 90%. Esto sugiere que durante el proceso, existe una
fuerte dependencia del metabolismo oxidativo de la glucosa lo cual es
caracteristica de varios sistemas proliferantes. Por otro lado la toxicidad de la
manosa en estos sistemas sugiere una inhibicidn por parte de este epimero en la
oxidacion de glucosa. Tomando encuenta la estructura de ambos az(cares, tantq
el transporte como la fosforilacién puede verse afectada dentro del higado, cuando
se le administra manosa, independientemente de la estimulacién debido a la
hepatectomia. Este efecto es privativo de la manosa, ya que otros epimeros tales
como la D-galactosa, no son sustratos fosforilables que compitan activamente con
la glucosa. La D-xilosa es otro epimero, de la glucosa que al ser administrado
compite con la D-glucosa por la hexocinasa, sin embargo no se encuentra en
tejidos animales y su distribucion se encuentra limitado a plantas lefiosas.
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Hipotesis

Dado que la D-manosa puede interferir en el catabolismo de la glucosa,
suponemos que su administracion a una rata hepatectomizada, inhibira tanto los
eventos proliferativos, como los eventos metabdlicos que normalmente ocurren en
el higado para mantener su funcién, durante la progresion del proceso
regenerativo.

Objetivo General

Determinar el efecto causado por la administracion de manosa en la
proliferacion celular y en la funcion hepatica del higado regenerante

Nuestros objetivos especificos dentro de este trabajo son:

1. Correlacionar el efecto de la manosa sobre la sintesis de ADN durante la
regeneracion hepdtica y el indice mitético a diferentes tiempos
posthepatectomia.

2. Evaluar el efecto de la administracion de manosa sobre la actividad de las
hexoquinasas hepaticas.

3. Evaluar la capacidad hepatica para mantener sus funciones durante la

regeneracion y si esta condicién se modifica al administrar manosa.
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Materiales y Métodos

La D- (+) Manosa, (no. Cat. M 4625), EI NADP (no. Cat N-2010) , ATP (no.
Cat A-2383), la hexoquinasa (no. Cat H-537) y el acido 2-Tiobarbittrico, (no. Cat
T-5500) fueron obtenidos de Sigma Aldrich. La timidina tritiada 37.000 Bq (no. Cat
NET0272) se uso de Dupont. Los demas reactivos mencionados en este trabajo,

cuya procedencia no se especifica, fueron de la mejor calidad disponible.

Ratas macho Wistar de 240-280 gramos, las cuales se mantuvieron en ciclo
circadico normal con alimento Dietlab y agua at /ibitum. Se realizé la ligacion y
extirpacion de los Idbulos central e izquierdo del higado bajo anestesia por éter

etilico, de acuerdo a la técnica descrita por Higgins y Anderson®.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Después de la hepatectomia parcial del 70%
se dividio a los individuos en los grupos experimental (Hepatectomia + manosa),
control 1 (hepatectomia) control 2 (laparotomia) y control 3 (laparotomia
+manosa). Se estandarizaron los tiempos post-cirugia en 12, 24, 48, y 72 horas.
A las 2 horas post-cirugia, se administro una dosis Unica de manosa 1g/kg peso
intraperitonial a la rata. Al sacrificio de los animales se recuperé suero, el higado
remanente y orina.

Para estudiar los efectos de la manosa en el tiempo, se pensé que seria
adecuado incluir un grupo experimental que mantuviese varias dosis de manosa
de manera constante. Se acordd arbitrariamente en 6 semanas, dando 3 dosis de
manosa i.p. de 1.2g/kg de peso corporal, por semana, haciendo un total de 18
dosis. Dos dias después de haber puesto la Ultima, se procedid a realizar la
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hepatectomia y 24 horas después de la hepatectomia se sacrifico a los animales.
De este grupo experimental, designado como ex2-sos, cada semana se sangro a

los animales para llevar un control de la concentracion de glucosa en sangre. Al
sacrificio de ellos, por decapitacién y bajo anestesia con pentobarbital sédico, se
recuperd suero y el higado remanente

Una fraccion del higado remanente se tomd para los andlisis histoldgicos; el
resto fue congelado y posteriormente homogeneizado en amortiguador de
Sacarosa [225mM], EDTA [0.3mM], y [10mM] Tris pH 7.4 Posteriormente se
centrifugd para obtener membranas plasmaticas, mitocondrias, nucleos,
microsomas y citosol. La determinacién de la concentracién de proteina en los
homogenizados y en las fracciones se hizo mediante el método de Lowry®. Las
muestras se prepararon para medir los siguientes parametros:

Parametros Proliferativos

Determinacién de la actividad de Timidina Cinasa (radiométrico *H).
La Timidina cinasa, (TK) es una enzima clave para la generacion de sustratos para
la sintesis de ADN. Se han encontrado actividades altas de la TK en células
proliferantes —enzima de fase logaritmica—.

La timidina marcada con tritio es utilizada como sustrato. Después de la
fosforilacion, el fosfato radioactivo TMP (y TDP, TTP) son separados del sustrato
mediante intercambio idnico sobre papel celulosa DEAE.

La reaccion es la siguiente:

TK
[metil- *H] Timidina + ATP 2 > [metil- *H]TMP + ADP
Mgt

El producto radioactivo puede ser facilimente separado a partir del sustrato

radioactivo mediante intercambio iénico. *°
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Para nuestro ensayo, se tomaron alicuotas de la fraccién citosodlica y se colocaron
en una mezcla de reaccion que contiene 220uL de amortiguador Tris 1M pH. 8.0,
110uL de MgCl, 0.2 M, 110uL de EDTA, 220uL de ATP, 5uL de timidina y 50uL de
[*H)-timidina. Se incubaron durante una hora a 37 °C. La reaccién se detuvo
colocando la mezcla de incubacion en agua en ebullicién durante 2 minutos, se
centrifugd y a partir del sobrenadante se cuantifico la timidina fosforilada,
colocando 0.020 ml en un filtro de DEAE-celulosa, el cual se lavd con formiato de
amonio para remover la carga eléctrica, agua destilada y etanol. El filtro una vez
seco, se colocé en un vial con 5 ml de liquido de centelleo y se midid la
radioactividad en cuentas por minuto, a partir de este dato se calculo la actividad
enzimatica.”

Lipoperoxidacion. La cantidad de Sustancias Reactivas al Acido
Tiobarbiturico (TBARS) generadas por la lipoperoxidacion se cuantifico por la
reaccion entre el aldehido maldnico y del acido tiobarbiturico, por el método
reportado por Buege y Aust en 1978%. Se utiliz6 homogenado de higado en agua
bidestilada (1:9 p/v) como fuente de enzima; todas las manipulaciones se hicieron
en hielo y rapidamente para prevenir la peroxidacion. Aproximadamente 1mg de
proteina se incubo durante 30 minutos a 37 °C en 1 ml de 0.15M de Tris, pH 7.4;
después de la incubacion se le afiadié 1.5 ml de acido acético al 20% pH 3.5 -
ajustado con KOH— y 1.5 ml de &cido tiobarbiturico al 0.8%. Las muestras se
mantuvieron durante 45 minutos a ebullicion en bafio maria y después se les
afadio 1ml de KCl al 2%. El color formado en el complejo se extrajo con una
mezcla de piridina-butanol (15:1 v/v) y detectado a 532 nm. El coeficiente de
extincién del color del complejo malonaldehido fue de 1.56 * 10° cm™, **

Cuantificacion de ADN total. (Colorimétrico). Método de la difenilamina.
Uno de los métodos mas empleados para la cuantificacion de ADN total mediante
ensayos colorimentricos, es la reaccion de la difenilamina y la desoxirribosa. La
muestra, previamente desproteinizada con acido tricloroacético, se calienta a 100
° C durante pocos minutos en una mezcla de acido acético, acido sulfirico y
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difenilamina. La sensibilidad mejora cuando se le afiade &acido perclérico y
acetaldehido. El desarrollo del color se da durante una incubacion a 30 °C durante
17 horas. Excepto si la muestra contiene acido ascorbico o sialico, no se presentan
interferencias. La lectura se da a 600 nm y presenta un incremento lineal en O.D.
al aumentar la concentracion de ADN, por lo cual puede calcularse una curva
patrén.!

Determinacion del indice mitético. (Histoldgico) Al sacrificio del animal,
el higado remanente se extrajo y aproximadamente 200mg de tejido —en todos los
casos del I6bulo caudado— fueron fijados en una solucion de formaldehido al 8%
en amortiguador de fosfatos. Una vez fijado, el tejido fue procesado
histoldgicamente y teflido con Hematoxilina-Eosina para contrastar los nlcleos. Se
determinaron 20 campos por laminilla.

Parametros Metabolicos

Indice Glicémico (Kit, ensayo colorimétrico) La determinacién esta basada
en el Método de la Glucosa Oxidasa. Kit Serapak de Bayer Cat. No. 6642.

Reaccion:
Glucosa + H,0 + 0; —_— Acido Glucénico + H,0; e

2H;0; + 4-aminoantipirina p-hidroxibenceno sulfonado + Quinoneimina + 4H,0

Las implicaciones diagnosticas del incremento de glucosa, se encuentran asociados
a enfermedades como la diabetes mellitus, hiperactividad de la tiroides, la
pituitaria 6 las gldndulas adrenales. Los niveles de decremento se asocian a una
sobredosis de insulina, la presencia de tumores secretores de insulina vy
hipopituarismo, hipoadrenalismo ¢ condiciones que interfieran con la absorcién de

glucosa®.
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Triglicéridos (Kit, ensayo colorimétrico). Kit Bayer, Serapak no. cat. BO1-
4551. El glicerol liberado en la hidrdlisis de triglicéridos por accion de la
lipoproteina lipasa, se convierte por accién de la glicerol cinasa en glicerol 3-
fosfato, que se oxida por la accién de la glicerolfosfato oxidasa en fosfato de
dihidroxiacetona y peroxido de hidrégeno. En presencia de la peroxidasa, él
peroxido de hidrégeno oxida el cromdgeno (4-aminoantipirina/p-clorofenol) en un
compuesto de color rojo. 262728

Determinacion de la actividad de Hexocinasa (ensayo enzimatico) La
hexocinasa fosforila glucosa utilizando una molécula de ATP para formar glucosa
6-fosfato. La glucosa 6-Fosfato Deshidrogenasa cataliza la conversiéon de glucosa
6-fosfato y agua a gluconolactona y NADPH. La actividad de la hexocinasa se midi6é
acoplando ambas reacciones y leyendo a 340nm. en el espectrofotometro.

Determinacion de la actividad de Glucosa 6 fosfatasa (ensayo
enzimatico) La glucosa 6-fosfatasa (G-6-Pasa), se encuentra en el higado de
mamiferos, asi como en el rifién y en el higado de aves. Preparaciones de algunos
otros 6rganos de mamiferos catalizan la hidrolisis de la glucosa 6 — fosfato bajo
condiciones de la G-6-Pasa, pero esta actividad parece ser debido a las fosfatasas
con baja especificidad de sustrato (fosfatasas acidas o alcalinas). La G-6-Pasa se
encuentra en microsomas del higado. La enzima no requiere de activadores ni
cofactores. La actividad de la G-6-Pasa puede ser determinada por la medicién de
la cantidad de glucosa o de fosfato inorganico formando en la incubacién de G-6-P.

Se cataliza la reaccion:
Glucosa-6-fosfato  + H,0 > Glucosa + Fosfato
El indice de la reaccién es medido por el incremento de fosfato inorganico

con el tiempo?.

Determinacion del fosforo inorganico libre (ensayo enzimatico). La
determinacion de Pi se basa en los cambios en la reduccion del Acido ascérbico
mediante el molibdato de amonio en medio acido, lo cual da un pico maximo de
absorcion a los 820nm. El complejo formado da un incremento lineal de absorcion
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0.D. cuando se incrementa la concentracion, por lo cual es facil establecer una

curva patrén y extrapolar.

Parametros de la Funcion Hepatica

Cuantificacion de Albimina en Suero, (Kit, ensayo colorimétrico) Sigma
Aldrich, no. cat. 631-2. El verde de Bromocresol se enlaza cuantitativamente a la
albumina formando un intenso complejo verde-azul con una absorbancia maxima a
las 628 nm. La intensidad del color es directamente proporcional a la
concentracion de albumina de la muestra. Normalmente los niveles bajos en el
suero de esta proteina, se encuentran asociados a dafio hepatico, desnutricion,
sindrome nefrético y enteropatias con pérdida de proteinas. Los niveles altos se
encuentran en la deshidratacién.*

Cuantificacion de amonio Sérico (Kit, ensayo colorimétrico) Sigma-
Aldrich No. Cat 171-A. El incremento de amonio en sangre suele estar asociado a
dafio hepdtico. El principio para medirlo se basa en una aminacién reductiva
utilizando la L-glutamato deshidrogenasa en la siguiente reaccion:

—
2-Oxoglutarato +NH; + NADPH SoH Glutamato + NADP *

Cuantificaciéon de Bilirrubina (Kit, ensayo colorimétrico) Sigma Aldrich, no.
cat. 551-A. La bilirrubina presente en el suero, reacciona directamente con el acido
sulfanilico diazotizado para producir un compuesto llamado azobilirrubina, el cual
presenta su pico de absorcion maxima a 560 nm. Los niveles incrementado se
encuentran asociados a obstruccién biliar y dafio hepatocelular. *

La n de los grupos experimentales y controles vari6 entre 4 y 6 individuos. El
Andlisis de varianza y la prueba de Diferencia Verdaderamente Significativa (DVS)
de Tuckey fueron realizados en el Software Statistica ver. 3.0, con un intervado
de confianza del P = 0.05
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Resultados

Parametros Proliferativos

Recuperacion de masa hepética
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Grafica 1. Se compard la relacién de peso himedo del higado remanente, al momento de extirpario
despueés del sacrificio de la rata.

A las 72 horas de la cirugia, las diferencias entre el promedio de los grupos
no son significativas, sin embargo es claramente diferente en los demds tiempos,
especialmente a 24 horas, donde el tamafio y el peso del higado remanente en el
grupo tratado con manosa, es casi de 2 veces sobre el control. Para determinar
cuanto de este peso pertenecia al desarrollo proliferativo, se tomaron 300mg de
higado y se calentaron a 80 °C, durante 72 horas con el fin de secarlo y estimar el
porcentaje de masa hepatica total. El peso seco de los grupos experimentales no
presenta diferencia sobre el grupo control a ningln tiempo. (Dato no mostrado).
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Grafica2. La cuantificacion de ADN total nos muestra que a las 24 horas post-cirugia, los grupos
tratados con manosa, presentan una menor cantidad de células, lo cual confirma los resultados del
peso seco del higado. En la grafica 1, se presenta un aumento del volumen hepatico, que no
correlaciona con un mayor aumento del tejido. En los datos mostrados como normal y normal
+manosa, asi como a 72 h. No son significativos.
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Grafica 3. Se observa un pico inicial en la progresion normal de la hepatectomia,a las 24horas post-
cirugia. En los grupos con manosa, se adelanta un pico inicial a las 12 horas, se da un decremento

de la actividad a las 24 h. que se mantiene bajo hasta las 48 horas y a 72h presenta una actividad
bastante elevada
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Niveles de LP durante la hepatectomia
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rafica 4. Niveles de TBARS durante la progresion normal de la hepatectomia a tiempos tempranos.
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Grafica 5. Desplazamiento en el pico de TBARS causado por la manosa. Los grupos normales y normales +
manosa, ademas del tiempo de 72h no presentan cambios estadisticamente significativos. El pico caracteristico
de TBARS a 24 horas, es desplazado hasta 48 h.
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Parametros Metabdlicos

Indice de glicemia en suero

| 140

120 :
100
80 | ——Sin Manosa |
. —a—contiesa
40 |

mgldL

20

NORMAL 12H 24H 48H 72H
Tiempo poscirugia en horas

Grafica 5. Diferencia entre los niveles de glicemia encontrados por efecto de la manosa. A
72 horas las diferencias no son significativas entre los grupos.
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Grafica 6. Efecto de reduccidn en la hipertrigliceridemia caracteristica del higado regenerante
causado por la administracién de manosa.
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| @ Sin manosa |
| mCon manosa |

NORMAL 12 72

Grafica 7.Niveles de glucosa en Orina. A 72horas los resultados no se muestran significativos, sin embargo
en las primeras 12 horas postcirugia, tenemos que la capacidad de la funcion renal se encuentra
comprometida, debido a un aumento transitorio de los niveles de glucosa provocado por la hepatectomia. La
manosa es capaz de aumentar atin mas los niveles de glucosa en la orina a las 12 horas, no siendo asi a las 72
horas, donde, al parecer el higado comienza a recuperar su capacidad proliferativa.

.
| @ Sin manosa
| mCon Manosa

NORMAL 12 72

Grafica 8 Niveles de proteina en orina. Nuevamente se ve un efecto de compromiso renal
provocado por la hepatectomia y potenciado a las doce horas por efecto de la manosa, asi mismo no
existen diferencias significativas entre los grupos controles y el experimental.
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Parametros de /la Fosforilacion de Glucosa

Concentracion de Fosforo inorganico en homogenado

Grafica 9. Concentracion de Pi durante el proceso regenerativo, la escala del eje de las ordenadas esta dado
en nanomolas/mg de proteina. No existe diferencia significativa entre los grupos controles y experimentales a
excepcion de los grupos normales y normal +manosa, y 24 y 24 +man, en este Ultimo un leve, pero claro

descenso en la concentracién de los niveles de fésforo.
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@ suero Actividad de la G-6-fosfatasa
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Tiempo post-cirugia

Grafica 10. Actividad de la G-6-Pasa, tanto en tejido homogeneizado de higado, como en suero. Los grupos
normal, normal +manosa, 24 y 72 +manosa horas fueron distintos significativamente con respecto a los
niveles presentados en suero y homogenado. La administracion de manosa parece bajar la actividad en el
suero y aumentarla en el homogenado, sin embargo Unicamente se da un resultado estadisticamente
significativo de esta diferencia en el grupo de 48 horas y en 72 horas +manosa.
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'.C'_mso' .| Actividad de la Hexokinasa Hepatica durante la regeneracion
M Mitocondria |

nmolas/ minuto/mg-proteina

Tiempo post-cirugia

Grafica 11.La actividad de la hexoquinasa fue medida a 50mM de concentracion de glucosa.

En la actividad de la HK, Unicamente la diferencia existente a 12 horas
+manosa entre la actividad registrada en citosol y en mitocondria, no fue
significativa. Al parecer este grupo de enzimas son mas activas en el citosol que en
la mitocondria y la manosa no parece modificar esta relacién; sin embargo, la
hepatectomia por si sola, parece invertir esta condicion, de tal forma que durante
el proceso regenerativo, la actividad de la hexocinasa mitocondrial aumenta al
menos 2 veces sobre los niveles que se encuentran en el citosol, asi mismo tanto
la actividad citosolica, como mitocondrial, son significativamente diferentes a lo
largo de los tiempos registrados. Al administrar la manosa, a las 12 horas post
cirugia, los niveles de la actividad de la hexocinasa citosolica caen a un tercio de
la actividad normal y aproximadamente a la mitad de la registrada en los grupos
unicamente hepatectomizados. A las 48 horas la actividad de la hexocinasa de
ambos compartimientos contintian bajas —a la mitad del grupo sin manosa—, pero
la relacion comienza a parecerse a la que se presenta en la hepatectomia sin
manosa. El grupo de 72 horas post cirugia mas manosa invierte completamente la
situacion del grupo hepatectomizado a este tiempo, la hexocinasa citosolica se

52



recupera claramente con la manosa, mientras que la mitocondrial se mantiene
baja.
Parametros de la funcion hepatica en el grupo de dosis sostenida

concentracion de amonio en suero

Grafica 12. La concentracion de amonio en el suero aumenta por la hepatectomia, lo cual nos indica un
efecto transitorio de dafio hepatico, mismo que hacia las 48 horas parece normalizarse. Este efecto se ve
reducido por la administracion de manosa en los grupos hepatectomizados y paraddjicamente la presencia del
carbohidrato es capaz de aumentar los niveles de amonio en una rata sin hepatectomia en una dosis aguda.
Sin embargo, en dosis sostenidas a lo largo de 3 semanas, podemos observar que la manosa reduce la
concentracion de amonio.

concentracion de albulmina sérica

DOS/SOST  NORMAL  NORM+MAN  24horas 24+man 48horas 48+man
Grafica 13. A las 48 horas no existe diferencia significativa, con o sin manosa. Sin embargo a 24 horas se
vuelve a ver el efecto de dafo transitorio, y observamos que la manosa revierte dicho efecto. Por otro lado, la
administracién sostenida no es significativamente distinta del normal, pero si lo es de la administracion aguda.
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Unicamente hepatectomizados, sin embargo ésta diferencia se da entre los tiempos.

Observaciones Histoldgicas.

Concentracion de bilirrubina sérica

DOS/SOST NORMAL NORM+MAN

24horas

24+man 48horas

Grafica 14. No existe diferencia estadistica entre el tratamiento agudo con manosa y los grupos

48+man

TRATAMIENTO | MITOSIS | HIPERCROMACIA | TIPO DE ESTEATOSIS | Cantidad
12h 0 & NINGUNA 0

24h 4.6 ik Gota mixta escasa
48h 2.6 Hk Gota pequefia moderada
72h 1.5 * Gota pequefa escasa
24h+MANOSA |4.5 * Gota Mixta moderada
48h+MANOSA 6.3 A Gota Grande extensa
72h+MANQOSA |2 ok Gota mixta y grande | extensa
CONTROL 0 0 0 0
CONTROL+MAN (0 0 0 0

Tabla 3.. Tincion HE, aumento 40X. Mitosis/campo. La diferencia entre los grupos experimentales con

manosa y sin ella son es significativa.
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Analisis de Resultados y Discusion

La manosa afecta el metabolismo general del organismo siendo su efecto
dosis dependiente y comprometiendo la actividad hepdtica esencial, de tal forma
que la administracién aguda, de dosis superiores a 1.6g/kg de peso corporal matan
al animal, si este fue sometido a una hepatectomia parcial. Los controles de
laparotomia no presentan problema en manejar dosis de hasta 6g/kg de peso,
presentando una glicemia ligeramente elevada. Esta hiperglicemia se conserva
hasta por 48 horas. En el modelo de dosis sostenida el indice glicémico aumenta
con la administracion de manosa, como sucede en los animales de dosis aguda,
(172mg/dL), sin embargo después de la 1lva dosis, el indice glicémico se
mantiene constante (123mg/dL) y no se modifica con la hepatectomia. En este
mismo modelo, los niveles de albimina se mantuvieron constantes, pero una ves
realizada la hepatectomia caen de 5.4 a 3.2uM, debido a la pérdida de la masa
hepatica. La diferencia entre estos modelos es clave para determinar con mayor
profundidad, las alteraciones que presenta el higado regenerante en presencia de
manosa, sin embargo por problemas metodoldgicos, los resultados con el modelo
de dosis sostenida son escasos. Aun asi, los datos obtenidos pueden contrastar
algunos aspectos del modelo de administracién aguda, tal y como es el caso para

la glicemia.

Podemos asumir que el aumento en el volumen hepatico, en los grupos
hepatectomizados 48 horas de la cirugia tratados con la D-manosa, puede
deberse a la acumulacion de agua por parte del higado en un estado de
congestion pasiva cronica, la cual histolégicamente no llega a convertirse en un
edema; es decir, una condicion patolégica de acumulacién de liquido. En este
sentido es dificil hacer inferencias, sobre la diferencia de volumen entre los grupos

tratados con manosa y sin ella, debido a que los resultados del peso seco, no son
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distintos significativamente, siendo que si la diferencia de volumen fuese
exclusivamente por agua, el peso de los animales sin manosa tendria que ser
inferior. Una explicacion parcial, puede ser la presencia de una acumulacion
anormal de lipidos por parte de los hepatocitos, consecuentando en un importante
aumento de volumen a las 24 y 48h. de la cirugia.

El andlisis histolégico nos muestra un estado de esteatosis microvesicular —
acumulacién de gotitas de grasa—, mismo que podemos diferenciar en al menos 3
estados: Gota Grande, Gota Mixta y Gota pequefia, refiriéndonos al tamafio de las
vesiculas observadas dentro del hepatocito. En los controles, tanto el grupo
intacto, como el tr;atado con manosa, carecen de esta condicion. En el grupo de 12
horas, sin importar el tratamiento con manosa, no se presentan rasgos distintivos

de esteatosis.

Durante la progresion de la regeneracion hepética, podemos apreciar un
aumento considerable de esteatosis, asi como los otros parametros considerados
dentro de nuestra observacion histolégica, — hipercromacia e indice mitdtico—.
Existen diferencias considerables dentro de los grupos tratados con manosa y
aquellos que Unicamente fueron hepatectomizados: los animales con manosa
presentan una esteatosis de gota grade, muy extensa y localizada en su mayor
parte dentro de las areas cercanas a la zona con elementos del sistema
circulatorio. Dentro de los grupos sin manosa, se observa la presencia de una
esteatosis mixta, con predominio de la gota pequefia. Tanto la hipercromacia como
el indice mitdtico, son claramente mayores, también en estos animales. Siendo el
maximo a las 48 horas + manosa. Tomando en cuenta que las observaciones
hiétolégicas tienen un grado de subjetividad mds alto que otros parametros,
debemos ser conservadores dentro de las interpretaciones al respecto. Sin
embargo, tenemos la impresion de que en los grupos tratados con manosa, se
observa una mayor actividad: al parecer existe un aumento en la tincion de los
nucleos, asi mejor definicion de las estructuras nucleares.
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La manosa consigue desplazar el evento proliferativo en el tiempo, segln la
actividad de la TK, donde presenta un pico inicial de actividad a las 12 horas
después una fase de meseta. La actividad de la enzima no es detectable bajo
condiciones normales en fluidos extracelulares y en el plasma sanguineo, pero en
animales y humanos con enfermedades neoplasicas, cantidades significativas de la
enzima pueden ser medidas. Las isoenzimas han sido descritas en células
tumorales, asi como un tipo de enzima especifica mitocondrial. La Tk es inhibida
fisiolégicamente por el TTP Inhibicion por retroalimentacién. La actividad de la
enzima se encuentra presente en el citosol de las células que son muy activas en
la sintesis de ADN. La conversion de sustratos procede de forma lineal con el

tiempo durante al menos 3 horas.

La cantidad de ADN total presenta un patrén de desplazamiento similar,
sin embargo en este parametro no se ve tan claramente definido. En la
lipoperoxidacion se observa mas claramente el desplazamiento del pico de sintesis.
Los radicales libres de oxigeno son sustancias que originalmente se asociaron a
dafio celular y como consecuencia directa de la accién de agresores quimicos, sin
embargo la produccién de TBARS, segln nuestra experiencia, presenta una clara
correlacién con la actividad proliferativa.*?

El 4-hidroxi2"-nonedal (HNE) es uno de los mayores metabolitos aldehidos
producto de la lipoperoxidacién, y es considerado como uno de los marcadores
mas reproducibles de la peroxidacién de lipidos. Se localiza principalmente en el
citosol de los hepatocitos y en las células del sinusoide de la zona 3 —la mas
alejada de los elementos circulatorios—. Se ha encontrado que un aumento
significativo en su sintesis, correlaciona directamente con el grado de inflamacién /
necrosis. Asi mismo, uno de los mayores blancos de los radicales libres es el ADN,
a este respecto, el 8-hidroxideoxiguanosina (80HdG), una base del ADN
modificada, producto de la generacién de radicales libres, es considerado como
uno de los mejores marcadores de dafio oxidativo al ADN.* Posiblemente exista

un cierto grado de dafio célular cuantificable por la produccion de TBARS, sin
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embargo, es posible que durante la regeneracion, la lipoperoxidacion no
necesariamente significa lo mismo a todos los tiempos. Al observar un pico de
sintesis de TBARS a los 20 minutos de la hepatectomia, podemos referirnos a éste,
como una sefial proliferativa. A 24 horas de la cirugia, existe la posibilidad de que
dicha produccidn, correlacione con un indice de dafio célular —debido a que existe
menos masa, es posible el higado no pueda neutralizar todos los ataques
producidos por radicales libres; asi mismo el aumento de oxigeno y el conjunto de
las reacciones proliferativ’as, pueden mantener los niveles de TBARS elevados a
este tiempo—.

En los animales donde se les administré la manosa, no se aprecia este pico
a las 24 horas de la cirugia, posiblemente debido a que el epimero retrasa la
secuencia de eventos necesarios para provocar un aumento de los TBARS en este
tiempo. Dicha serie de eventos se da en este grupo, con 24 horas de retraso,
pues a las 48 horas de la hepatectomia, cuando se administra manosa, tenemos
un pico que se comporta de la misma forma, que el pico que se observa a las 24
horas en ratas con progresion de la hepatectomia normal.

Aunque no es posible identificar del todo ésta secuencia de eventos, en
nuestro modelo observamos varios efectos, tal como un aumento significativo en
los niveles de glucosa sérica en ratas normales. Sin embargo cuando la
administramos a ratas hepatectomizadas 2 horas después de la cirugia, obtenemos
un efecto de hipoglucemia aguda, el cual también es dosis dependiente, llegando
a matar a un animal con dosis superiores de 1.8g/kg de peso corporal.

Si consideramos que la glicemia se encuentra altamente regulada,
destacamos principalmente a la glucdlisis, glucégenolisis, gluconeogénesis, como
las rutas mas importantes dentro de nuestro sistema. Al administrar la manosa,
suponiendo que ésta inhiba el transporte de glucosa a la célula, podriamos explicar
el efecto de hiperglicemia en ratas normales. Tomando en cuenta que 1.2g/kg de

peso corporal, de manosa, administrados via i.p. puede alcanzar concentraciones
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de aproximadamente 300mg/dL en sangre, —calculamos en base a lo que seria la
concentracion de glucosa, de administrarla de la misma forma— con lo cual,
tomando en cuenta que la glicemia normal de una rata se estima alrededor de
100mg/dL de glucosa, tenemos 3 veces mas manosa en sangre que glucosa, lo
cual puede favorecer su transporte dentro de la célula, si es que la reconocen los
transportadores GLUT, del higado. Por otro lado impedimos que la glucosa entre a

este mismo espacio. En el momento de hepatectomizar al animal, tenemos un U.N.A.M. FES
. estimulo catabdlico que se inicia con la fosforilacién de glucosa dentro de la célula. IZTACA.LA
* Estando presente la manosa, es posible que por su misma concentracion, se
fosforile mas manosa que glucosa, aproximadamente en forma de 3:1, sin tomar
en cuenta la actividad de la glucinasa, -misma que por tener mayor afinidad por la
glucosa podria verse menos afectada—. Consecuentemente, la manosa-6-fosfato
producida dentro del sistema, siguiendo su ruta metabdlica, es catalizada a
fructosa-6-fosfato por la manosa fosfato isomerasa (MPI). Esta Ultima enzima,
tiene actividades muy bajas en todos los sistemas donde han reportado la

11516 nor lo cual, la acumulacién de manosa-6-fosfato

toxicidad de la manosa,
dentro del higado podria ser posible. Hasta este momento suponemos 3 puntos
cruciales: 1) la manosa es transportada al interior de las células, de forma
semejante a la glucosa, 2) la manosa esta siendo fosforilada por el grupo de
hexocinasas en el higado y 3) la MPI tiene baja actividad en higado.

Para efectos practicos se acepta que ambos manosa y glucosa, en el
modelo de levaduras, presentan un transporte distinto e independiente. En el
higado se expresan desde el GLUT1-GLUTS5, todos especificos para glucosa, los
cuales mantienen una alta afinidad para su sustrato, sin embargo, dado que la
manosa y la glucosa mantienen dos configuraciones espaciales idénticas, es
posible la inhibicién en el transporte de glucosa por una concentracion mayor de
la manosa en el medio. m

Si bien, el medir cada u.rlwo de los puntos anteriores es dificil, en el modelo
de regeneracion hepatica, podemos hacer algunas inferencias_de_los resultados

indirectos que obtuvimos.
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Un reflejo de la acumulacion de sustratos fosforilados, suele ser la
disminucion de la concentracién de Pi en el sistema. Nuestros datos nos indican
que dentro del higado, no existe tal decremento durante la progresion del proceso
regenerativo a excepcion de los grupos a 24 horas y en los controles, donde la
administraciéon de manosa baja la concentracion de Pi. Suponemos que la
concentracion de Pi ‘es bastante dindmica dentro del higado, por lo que
necesitamos una n mas grande para obtener los resultados estadisticamente
significativos. )

Las concentraciones elevadas de fructosa, deiéi:an completamente los
niveles de Pi biodisponibles,?? por la acumulacién de fructosa-6-fosfato, ya que la
Fosfofructocinasa, trabaja de forma mas lenta que la hexocinasa que la fosforila.
Con la administracion de manosa, parece bajar la actividad de la glucosa 6-
fosfatasa en el suero y aumentarla en el homogenado, esto se hace mas evidente
a 48 horas y en 72 horas +manosa. El significado de esto parece ser la liberacion
de glucosa al medio y/o Pi, quizas sea esta la razén por la cual en estos tiempos,
no vemos disminucion de la concentracion de Pi en homogenado. De comprobarlo,
podemos asumir que los niveles de Pi son necesarios y se encuentran visiblemente

regulados, durante los eventos regenerativos.

Estd reportado que la manosa inhibe la fosforilacién de glucosa,'” por la
hexocinasa tipo I, y III. Los cambios en la distribucion de la actividad del grupo de
hexocinasas, asi como la estimulacién de la actividad mitocondrial pueden deberse
a un estrés metabdlico provocado por la falta de glucosa en el medio, asi como la
aparente fosforilacion de manosa. Se tiene reportado en musculo,”® que la
hexocinasa III puede anclarse a la membrana mitocondrial, de forma que
mantenga la fosforilacion de glucosa mas cerca de los procesos de fosforilacién
oxidativa, la produccion de ADP cerca de la mitocondria ejerce una adaptécién
transitoria mas eficiente, que permite rapidamente al mlsculo recuperarse del
estrés metabdlico. En el caso del higado, tenemos reportado® que existe una
mayor actividad en hexocinasa citosdlica, que en la mitocondrial; sin embargo, en
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el proceso regenerativo, esta situacion se invierte, posiblemente para recuperar e/
tiempo perdido en fosforilar manosay disparar el crecimiento celular. Esta idea se
ve apoyada con los resultados de la TK, donde vemos que a 72 horas existe un
pico en la sintesis de ADN, en los grupos tratados con manosa. Asi mismo vemos
que la actividad de la hexoquinasa mitocondrial aumenta con el simple hecho de
~ someter a la rata a una hepatectomia.

La utilidad de un modelo de’ administracién sostenida de manosa es que
puede permitirnos dilucidar los efectos de la acumulacion de metab'olitos
potencialmente tdxicos, ademas de que tomando encuenta a las CDGs, podria
mimetizar estado de acumulacion de manosa-6-fosfato, asociado a el
establecimiento de una fibrosis congénita (CDGS tipo 1B) por la deficiencia de la
manosa-6-fosfato isomeraza. Dado que esta Gltima enzima suponemos, mantiene
una actividad muy baja, una dosis sostenida podria aumentar los niveles de
manosa-6-P en el higado, al grado de provocar una fibrosis ligera.

Aunque el proyecto originalmente contempla hasta 72 horas como tiempo
post-cirugia limite, probablemente sea interesante arﬁptiario hasta 144 horas,
tiempo en el cual el higado remanente ha crecido hasta alcanzar un 90% de la
masa hepatica original. Aparte de ver el retraso, podemos apreciar si existe un
incremento en la sintesis y/o acumulacién de colagena, ya que se ha reportado un
proceso fibrético moderado en alteraciones genéticas del metabolismo de la

manosa.
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CONCLUSIONES

La biodisponibilidad del Pi, Unicamente se ve afectada a 24 horas de la
hepatectoml'é y en los grupos control. Existe, sin embargo un aumento en la
actividad de G-6 fosfatasa, precisamente en los tiempos donde menos
encontramos diferencias en la concentracion de Pi, por lo cual nos inclinamos a
pensar que esta enzima forma parte importante de un sistema para mantener los
niveles del Pi constantes.

La hexocinasa citosélica al parecer no tiene cambios perceptibles con
respecto al animal tratado con manosa 24 horas después de la cirugia. Sin
embargo la hexocinasa anclada a la membrana mitocondrial si presenta mayor
actividad, cuando se le trata con manosa. La hexocinasa citosolica aumenta su
actividad a las 72 horas post cirugia-+tratamiento con manosa, lo cual puede estar
correlacionado con el incremento de los otros estimulos proliferativos, que el

azucar podria haber desfasado.

La manosa afecta de manera constante la produccion de TBARS por 24h.
Aparentemente y siguiendo los resultados de la TK y la cuantificacién de ADN total
la proliferaracion celular, se ve retrasada, al menos por 24 horas. Sin embargo no
obtenemos la confirmacion de estas aseveraciones, con el indice mitético, el cual
nos indica que no existen diferencias significativas entre la hepatectomia con
manosa Yy sin ella, a ningun tiempo dentro del espacio determinado. A este
respecto, nos es claro que la progresion de la regeneracion hepdtica es distinta en
presencia, que en ausencia de manosa, por lo cual toda la serie de cambios
metabolicos descritas anteriormente nos indican que efectivamente, la manosa
posee un efecto adverso para el higado en regeneracién. Dicho efecto, trasciende
a otros drganos, como en el caso del rifién, donde compromete su capacidad de
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manera transitoria —tomando encuenta los niveles de glicosuria y proteinuria—,
impide la traslocacién de la actividad de la hexocinasa hepatica, disminuye los
niveles de triglicéridos en la sangre y retrasa la produccién de TBARS. Sin
embargo, ninguno de estas modificaciones metabdlicas, fue lo suficientemente
potente para detener el proceso. Histoldgicamente, cuando administramos la
manosa a un higado regenerante, podemos observar sefales de dafio
aumentadas, infiltracion grasa, esteatosis mas severa, pero el indice mitdtico
permanece dentro del rango normal. Posiblemente el conjunto de todas estas
modificaciones —y algunas otras que no medimos— ayuden a mar;tener la
proliferacion célular dentro de los niveles normales, 1o cual nos indica que la
prioridad dentro de un higado regenerante, no es mantener sus funciones propias,
sino recuperar su masa. Posiblemente los niveles de TBARS a 48 horas esten
indicando un fuerte dafio lipoperoxidativo, y aunque tenga el mismo
comportamiento que un pico a las 24 horas en la hepatectomia sin manosa, los
significados son diferentes. El retraso en la actividad de la TK, sin embargo
permanece contrario a esta idea, por lo cual debemos suponer que el

comportamiento

63



10.

11.

12.

13.

Referencias

Arias L.M., et al.,(1982) The liver, Biology and Pathobiology, Raven Press, New
York, U.S.A

Tortora G., Anagnostakos N.P., (1989) Principios de Anatomia y Fisiologia, Quinta
Edicion, Editorial Harla, México D.F.

Ganong, W.F., (1996) Fisiologia Médica, El Manual Moderno, 153 Edicidn, México
BLE:

Hernandez D., and De la Fuente M., (1989) Mannose toxicity in Ehrlich tumor
cells, Biochem. Cell Biol. Vol 67.

Michealopoulos G., De Frances M., (1997) Liver Regeneration , Science vol 276, 4.
60-66

Ankoma-Sey V.,(1999) Hepatic Regeneration-Revisiting the Myth of Prometheus,
News Physiol. Sci., vol 14 149-155

Hernandez D., M De la Fuente (1989) Mannose toxicity in Ehrlich ascities tumor
cells, Cell Beiol. 67:311-314

Koning et a/ (2000) Congenital hepatic fibrosis in 3 siblings with phosphomannose
isomerase deficiency. Virchow Arch 437; 101-105

Brouquisse R., et al (2001) Regulation of protein degradation and protease
expression by mannose in maiz root tips. Pi secuestration by mannose may hinder
the study of its signaling properties, Plant Physiology: vol 125, 1485-1498.

Rosa JL, et al, (1992) Gene expression of regulatory enzymes of
glycolisis/gluconeogenesis in regenerating rat liver, Biochem J., 287, 113-116.

De la Fuente, et al, (1986) Mecanism of mannose toxicity , Biochem and
Biophysical Research Comm, vol 140, 1; 51-55.

Labes, (2001) Sugar utilization in the hyperthermophilic, sulfate —reducing archeon
Archaeoglobus fulgidus strain 7324, starch degradation to acetate and CO, via
modified Embden- Mayerhof patway and acetil-CoA synthetase (ADP forming) Arch
Microbiol. 176: 329-338.

Rose et. al., (1982) Stability of hexokinase in vitro and in Ascites Tumor Cells,
Arch. Biochem. And Biophysc. Vol 213, no 2, Feb, pp 625-634.

64



14. Wagner Seixas, et. Al. (2001), Subcellular distribution and kinetic properties of

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2 A

22.

23.

24,

25.

26.

citosolic and non-citosolic hexokinases in maize seedling roots; implications for
hexose phosphorilation. Journal of Experimental Botany, Vol 52, no 359, pp 1191-
1201.

Ulrich Vischer (1987), Hexokinase isoenzymes of RIN-m5F insulinoma cells
Biochem J., 241, 249-255.

Dexing Sui (2002) Purification of the type II and type III Isoenzymes of rat
hexokinase, expressed in yeast. Protein Expression and Purification. 24, 83-89.
Albert C. Chou, (1972), Furification and properties of rat brain hexokinase, Arch. Of
Biochem Biophysc. 151.

Radojkivic, (1987), Hexokinase isoenzymes from the Novikoff hepatoma. Biochem.
J. 242, 895-903.

Yuichiro Yamada, (1990), Increase in liver glucose transporter mRNA levels during
rat liver regeneration, Biochem and Biophys. Research Communications., Vol 168,
no 3.

Gordon Alton, (1997), Oral ingestion of mannose elevates blood mannose levels; a
first Step toward a potential therapy for Carbohydrate- Deficient Glicoprotein
Syndrome type 1. Biochem and Mol. Medicine. 60, 127-133

Genevieve Durand, (2002), Protein Glicosilation Disease; Blood and urinary
oligosaccharides as markers for diagnosis and therapeutic monotoring, Clinical
Chemistry. 46:6 795-805.

Mitsuaki; Moriyama, (1999), Changes in Fructuose-inducet production of glucose in
rat liver following partial hepatectomy. Arch. Biochem. Biophysc. Vol 371, no 1,
noviembre 1, pp 53-62.

Thierry Veronese, (1998), Proposition for the biochemical mecanism ocurring in the
sucrose fsomerase active site, FEBS letters, 441, 348-352.

James R. Etchinson, (1997), Enzymatic assay of D-mannose in serum, Clinical
Chemistry, 43:3, 533-538.

Matthew W. Fields, (2001), The glucomannokinase of prevotella bryanty B,4 and
its potential role in regulating p-glucanasa expression, Microbiology, 147, 1035-
1043.

Antoni G., Bottaso BM, et. al.(1982) LAB, 9:115-118

65



27. Gucolo G., David M.,(1976), Clin Chem. 19:476.

28. Werner M., Gabrielson DG., Eastman G.(1981) Clin Chem. 21:268

29. Alfred F. Harper, (1965), En Methods of enzimatic analysis (Bergmayer H. U.) pp
788-792, Academic Press, New York.

30. Bergmayer H. U., (1965) Methods of enzimatic analysis pp 788-792, Academic
Press, New York.

31.Burton K., (1968), Determination of DNA concentration with Diphenylamine,

. Methods in Enzimology, 12:163-166. .

32.-Herﬁéndez Mufioz R., et. al., (1984), Effects of adenosine on liver cell damage
induced by CCly, Biochemical Pharmacology, Vol 33, No. 16, pp 2599-2604.

33.V/A, Reactivos y Productos Quimicos para investigacion en Clencias de la Vida,
Sigma-Aldrich, 2002-2003. México.

34.Higgins G. y Anderson R.,(1931) Experimental Patology of the liver; Restoration
of the liver of the white rat following partial surgical removal. Arch. Pathol. 12:
186-202

35. Beuge J. Aust S.,(1978), Microsomal ljpid peroxidation. Methods in Enzimology.,
52:302-310.

36. Lowry H., et.al., (1951), Protein measurement with the folin phenol reagent. 1.
Biol. Chem. 193: 279-282.

37.Suers H., Wilmanns W., (1985), Thymidine Kinase, Bergmayer HU, editor Meth.
Enzym. Anal. Vol. 3 Deerfield Beahc : VCH Publisher, 468-473.

38. Grossbard L., 1966, Multiple hexokinases of rat tissue, The Journal of Biological
Chemestry. Vol 241, no 35 pp 3546-3560.

39. Vogt, C., (1998), Effects of insulin on subcelular localization of Hexokinase IT in
Human skeletal muscle in vive.Journal of clinical endocrinology and Metabolism, vol
83 no.1.

40. Stepanova, N.G.(1963), Hexokinase and glucose-6-phosphate Dehydrogenase
activitie in cellular fractions of regenerating liver and effect of cortisone, \loprosy
Meditsinskoi Khimii, vol 9, no. 5, p 495.

41. Nelson Fausto,(1986), New perspectives in liver regeneration, Hepatology. Vol 6.
no. 2., pp 326-327.

66



42,

43.

45.

46.

47.
48,

49,

50.

51.

52.

53.
54.

55.

Seki S., (2002), In situ detection of ljpid peroxidation and oxidative damage in
non-alcoholic fatty liver diseases, Journal of Hepatology 37, 56-62.

Krample S., (1998), Catabolite inactivation of the high affinity hexose transporters
Hxt6 and Hxt7 of Saccaromices cerevisae ocurs in the vacuoles after internalization
by endocitosis, FEBS letters 441, 343-347

. Ledesma-Mateos Ismael, (1982), TESIS de Licenciatura para obtener el grado de

Bidlogo: Redistribucion del receptor de insulina durante la regeneracion hepatica,
causadsa por la administracion de CCly _
Bassergy R., 1976, ﬁ,;::‘fftrjo!fcatfbn and diversity in mamalians cells, New York,
Dekker. Citado en Ledesma-Mateos

Moshage Hans, 1988, Molecular regulation of fibrogen and albumin synthesis
during the acute phase response. TESIS de Doctorado.

Pargaenker P.S., 1977, Comp. Biochem. Physiol. B 56(3): 293-299.

Arans, Effects of 2-deoxiglucose on metabolism of glicosaminoglicans in normal
and hypercolesteronemic rats, Indian J. Exp. Biol. Jan: 38 (1): 31-35.

De Blesser C., (1996), The insulin-lke Growth Factor II/Mannose 6-phophate
receptor expresion in liver serum and during acute CCl; intoxication in rat.
Hepatology vol 23, no.6 1531-1537

Fausto, N, (1999), Lesson from genetically engineered animal models V. Knocking
out genes to study liver regeneration: present and future, Am. Physiol. S. 40,
g917-g921

Reutter W., (1984), Modification of intramolecular turnover of terminal
carbohydrates of dipeptidlaminopeptidase IV isolated from rat liver plasma
membrane during liver regeneration . Eur. J. Biochem. 138, 435-438. FEBS 1984
Barra, et.al.,(1977), Liver regeneration in normal and aloxan induced diabetic rats,
J. exp. Zoo. 201:93-100

Alison M. C. (1986) Regulation of hepatic Growth. Physiol. Rev., 66: 499-541.
Nichizuka Y., (1984), The rol of protein kinase C in cell surface transduction and
tumor promoting. Nature, 308,693-698.

Rodriguez Barbero E.,(1995) Regeneracion hepatica y factores de crecimiento,

Bioquimica, vol. 20, no. 4-81

67



56.

57.

58.

59.

60.
61.

Russel WE., Vasopressin modulates liver regeneration in Brattleboro rats, Am. J.
Physiol. 245 G321-324.

Lee K., et al., (1968), Stimulation of incorporation by trilodotyronine of
thymidinemethyl1H] in to hepatic DNA of rat. Arch. Biochem. Biophys. 125:751-
757,

Short J., et.al., (1972), Induction of DNA synthesis in the liver of intact animal, 1.
Biol. Chem., 247:1757-1766.

Macmanus JP., et.al., (1975) Evidence of the release of calcitonin and PTH during
liver regeneration in the rat liver. Horm. Metabolic Res.,7:83-87.

Michaelopoulos G.K, (1991) Liver Regeneration, Science 296 5, 165.

Fausto N., et. al.(1995) The role of citokines on liver regeneration. FASEB J. 9
1537-1549

68



ANEXO FOTOGRAFICO

La imagen superior, nos muestra un higado normal. El tamafio de todas las
fotografias es de aproximadamente el 42% del area vista en un aumento de 40X.




La imagen superior nos muestra un higado regenerante, a 48 horas de la
hepatectomia. La fotografia inferior muestra al mismo grupo, pero con el
tratamiento con manosa. El simbolo muestra las mitosis encontradas.




La imagen superior corresponde a un higado 72 horas posthepatectomia. La

fotografia inferior muestra el mismo tiempo, pero con manosa.
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