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Dose-Regimen Dependent Caffeic Acid Prevention of Acute Liver Damage
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MAGDALENA RICO' & PABLO MURIEL'
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3,4-Dihydroxycinnamic acid (caffeic acid, CAF) is a
natural phenolic compound widely distributed in vegeta-
bles, fruits, tea, and Chinese herbs [1] for which diverse
biological effects have been described. The presence of a
catechol group in the molecule makes it structurally simi-
lar to endogenous compounds such as adrenergic neuro-
transmitters. As with the latter, CAF is easily oxidized [1].

Liver damage has been associated with deflection of
arachidonic acid metabolism toward lipoxygenase prod-
ucts, with a simultaneous decrease of the synthesis of cy-
toprotective prostaglandins. Accordingly, we have dem-
onstrated that leukotriene synthesis inhibition protects the
liver from acute damage induced by CCl, [2]. Besides,
administration of CAF prevented liver damage and ame-
liorated liver fibrosis induced by CCly in the rat [4], pre-
sumably as a result of its strong and specific inhibitory
activity toward 5- and 12-lipoxygenase [3].

Literature describing the pharmacokinetics of CAF is
scarce, but a short half-life for the compound has been
demonstrated in the rabbit [1]. The aim of this work is to
evaluate the best regimen of administration of caffeic acid
to display the best hepatoprotective properties using an
acute liver damage model in the rat, as shown by bio-
chemical markers of hepatic damage.

MATERIALS AND METHODS: Male Wistar rats weighing 250-300
g fed ad libitum a Purina chow diet were used in these experiments.
Acute liver damage was produced by CCl; administration (4 g/kg)
dissolved in olive oil (1:1). Three experimental groups were used
(n=8). The first one (control) received olive oil by means of an intra-
gastric tube (group A). The second group was given only CCl, (groap
B). The third group was divided into five subgroups. Subgroups 1 and
2 received 3 doses of 50 mg/kg of CAF as follows: 12 h before, simul-
taneously with, and 12 h after CCly administration (subgroup C); 6 h
before, at the time, and 6 h after CCl, administration (subgroup D). In
the third regimen, CAF was administrated twice: 3 h before and si-
multaneously, with CCly (subgroup E). In the fourth and fifth regimen
the caffeic acid was administrated once 2 h before (subgroup F) and at
the of CCly administration (subgroup G), respectively.
Rats were anesthetized with diethyl ether 24 h after CCly admini-
Blood was obtained by heart puncture and the liver was ex-
cised. Serum was used for determination of y-glutamyl transpeptidase
(y-GTP) [5], alkaline phosph [6], and al inotransferase
(ALT) [7] activities. Total serum bilirubins were measured using a kit
(Merck, Mexico). Pieces of the liver were analyzed for glycogen de-
termination [9] and lipid peroxidation products [10]. For statistical

analysis Student's -tests for unpaired samples were performed and a
difference was considered significant when p < 0.05.

Table 1. Effects of caffeic acid dose regimen (CAF, 50
mg/kg) on the serum enzymatic activities of CCl,-
challenged rat

Treatment Alkaline y-GTP ALT
Phosphatase pmollmin pmol/Imin
mol/lmin
A 114.35 £ 8.71 2.651 £0.46 39151085
B 184.71 £10.29 2878 £3.71 11231 £1.93
c 14576 £12.01* 2694+ 1.78* 110.26 £2.09
D 10097 £ 4.18* 34,14 £7.54 105.56 £2.04*
E 176.23 £24.83 2478 £7.46 115.60£2.16
F 97.8+12.19* 31.3+£5.72 111.46 £0.67
G 149.29 £26.24 32324599 118.10 £ 1.30

The values are means of separate determinations in duplicate assays for
8 different animals + SEM. * p<0.05: Significantly different from
CCly-treated group. A) Control, B) CCl, ,C) 3 doses (12 h), D) 3 doses
(6 h), E) 2 doses (3 h), F) one dose (2 h), G) one dose (at the time). For
more details see Materials and Methods section.

RESULTS: Carbon tetrachloride administration produced
sharp increases in alkaline phosphatase, alanine amino-
transferase and y-glutamyl transpeptidase serum activities,
as well as in serum bilirubin levels and malondialdehyde
production in liver homogenates. Hepatic glycogen con-
tent decreased. All the observed effects were significantly
different from control values (p < 0.05). When CCl,-
treated rats were compared with those which received
CCly plus the lipoxygenase inhibitor (Table 1), the triple
doses regimens of CAF (subgroup C) prevented the CCl,-
induced rise in alkaline phosphatase and y-glutamyl
transpeptidase serum activities but had no significant ef-
fect on the activity of alanine aminotransferase. The 6 h
regimen (subgroup D) significantly protected from the



increase in alkaline phosphatase and alanine aminotrans-
ferase serum activities but did not modify y-glutamyl
transpeptidase serum levels (Table 1). In the one dose
treatment (subgroup F), only an alkaline phosphatase se-
rum levels improved. All treatments but the subgroup D
and F prevented the increase in lipid peroxidation (Fig. 1).
No treatment succeeded in restoring glycogen levels to
control values in this model of liver damage (Table 2).
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Figure 1. Effect of dose scheme of caffeic acid (50mg/kg) on the
elevated lipid peroxidation levels induced by acute CCl, admini-
stration. Malondialdehyde (MDA) was measured in all the follow-
ing groups: A) Control; B) CCl,. Caffeic acid + CCl, schemes are
C) 3 doses (12 h); D) 3 doses (6 h); E) 2 doses (3 h); F) one dose (2
h); G) one dose (at the time). For more details see Materials and
Methods section,

DISCUSSION: This work was aimed at determining the
optimal dose-regimen of CAF for preventing acute CCly
induced liver damage. It was observed that three doses of
CAF were needed to afford a significant protection.

As a period of time (6-12 h) between CAF and CCl,
administration was necessary to see the hepatoprotective
effect, it is possible that CAF needs be biotransformed to
produce its favorable action. Indeed, Gumbinger et al.
[10] demonstrated CAF oxidation products and metabo-
lites formed by liver biotransformation could be responsi-
ble for biological effects in vivo.

Products of CAF oxidation include cyclolignan deriva-
tives as well as feluric and isofeluric acid as methylation
products. As repeated doses of CAF were required to ob-
serve a significant hepatoprotective effect, and as CAF
has a short half-life time [1], we speculate that an active
metabolite accumulation is required to achieve appropri-

ate protection. However, it is not known which of the
metabolites may be responsible for the observed effects.

Table 2. Effects of caffeic acid dose regimen (CAF, 50
mg/kg) in the liver glycogen and serum bilirubins of CCl,-
challenged rat

Treatment  Direct Biliru-  Total Biliro-  Liver Glycogen
bin bin £/100 g wet tissue
pmol /1 pmol /1
A 5.12£0.387 0.375+£0.04 3.68+0.18
B 337914494  3336%3.21 0.33+0.10
G 1471 £9.51* 624 £2.45* 0.17£0.03
D 39.24+7.39 27721053 0.22 £0.024
E 30.2+£9.36* 18.76 £ 6.60 0.47 £0.07
F 2637+11.08 2808£11.34 0.07 £0.01
G 54 +£11.51 4776 £8.18 0.13£0.05

The values are means of separate determinations in duplicate assays for
8 different animals + SEM. * p<0.05: Significantly different from
CCly-treated group. A) Control, B) CCl, ,C) 3 doses (12 h), D) 3 doses
(6 h), E) 2 doses (3 h), F) one dose (2 h), G) one dose (at the time). For
more details see Materials and Methods.

The present work points out the importance of initially
establishing suitable schedules of administration when
evaluating hepatoprotective properties of CAF. The bio-
logical activity of CAF metabolites deserves further in-
vestigation.
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I. INTRODUCCION

En el organismo del ser humano como en el de todos los mamiferos se cuenta
para su defensa con un componente principal que es el higado; érgano blanco de la accion
de numerosos agentes toxicos o xenobidticos, entendiendo por tales a aquellas
sustancias que ingresan en el organismo procedentes del exterior y que provocan en la
gléandula lesiones morfofisiolégicas que van desde el dafio macroscopico hasta el
subcelular.

Actualmente no existen farmacos seguros vy eficaces que provengan ylo se
pueden administrar en periédos de tratamientos largos, dentro de un cuadro clinico de
dafio hepatico (agudo y cronico), por lo que es imprescindible la creacion de nuevos
agentes terapéuticos para las enfermedades del higado.

En afios recientes, se ha evidenciado la importancia de los agentes antioxidantes
y de los productos del metabolismo oxidativo del &cido araquidénico en la patogénesis del
dafio hepatico tanto agudo como cronico, Keppler et al. (1985) demostraron que los
farmacos que interfieren con la sintesis de los leucotrienos (LTs) previenen o reducen el
incremento de las actividades enzimaticas en el plasma después del dafio hepatico
agudo producido por Galactosamina en ratas o por endotoxinas en ratones. Estos
resultados concuerdan con la literatura (Mourelle, et al. 1987) ya que inhibidores de la
sintesis de LTs como el Acido Norhidroguaiarético, Acido Caféico y el Nafazatrom pueden
prevenir el dafio hepatico agudo producido por el xenobibtico Tetracloruro de Carbono
(CCly).

Debido a lo anterior, hemos tenido el particular interés de evaluar las propiedades
hepatoprotectoras del Acido Caféico (CAF) en un modelo de dafio hepatico agudo por
CCl4en rata.

El proyecto de evaluacion consiste principalmente en determinar cual de los tres
derivados (Acido  3-hidroxicindmico, Acido 4-hidroxicinémico, Acido 3 - 4
dihidroxihidrocinémico) del Acido 3,4-dihidroxicinédmico, a probar es el que mejor protege al
higado del ataque del CCl,. Y determinar cual es el régimen de dosificaciéon 6ptimo para
evaluar las propiedades hepatoprotectoras del CAF.

La primera parte experimental que corresponde a la determinacién del mejor
régimen que mostré mayor capacidad hepatoprotectora, se ha publicado ya a manera de
articulo con el titulo: DOSE-REGIMEN DEPENDENT CAFFEIC ACID PREVENTION OF
ACUTE LIVER DAMAGE en Proceedings of the Western Pharmacology Society (USA),
volumen 42, pag. 17-18, afio 1999, con el soporte de CONACYT No. 26829 (México).

La parte tedrica — experimental se realizé en el Centro de Investigaciones y
Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional (IPN), con la direccion
del Dr. Victor M. Pérez Alvarez y las siguientes colaboraciones de: Dr. Pablo Muriel,
Alejandro Alias y Dra. Rosa A. Bobadilla y una servidora, autora del presente trabajo.



1.1. GENERALIDADES.
ANTECEDENTES DEL ACIDO CAFEICO.

ACIDO 3,4 DIHIDROXICINAMICO

HO@/\/COOH
HO
Figura 1.
1.1.1. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS (IARC, 1991):
% Nombre quimico: Acido 3,4-dihidroxicindmico.
Se presenta como prismas amarillos parduzcos.
Su punto de fusién es 225 °C.
La solubilidad: Es ligeramente soluble en agua fria; soluble en agua caliente y
etanol frio.

La estabilidad en cuanto a su estructura quimica: el Acido Caféico existe como
cis y trans, pero comercialmente es disponible en un 97-99% como isémero

B B B

&

trans.
# Compuesto fenélico ampliamente distribuido en vegetales, frutas, y hierbas
chinas.

1.1.2. IMPORTANCIA FARMACOLOGICA:

La molécula del Acido Caféico (CAF) presenta un grupo catecol, lo que la
asimila a los compuestos endégenos tales como las Catecolaminas que son
neurotransmisores del sistema simpatico suprarrenal como la Dopamina,
Noradrenalina y Adrenalina. '

Se ha comprobado que el Acido Caféico es una molécula con gran actividad

biolégica (Gumbinger, et al., 1993):

Actividad Inhibitoria:

a) Posee una alta especificidad inhibitoria sobre la enzima 5 y 12 Lipooxigenasa, el
resultado de ello es la inhibicién de la agregacién plaquetaria, inhibicion de la
sintesis de los tromboxanos y Leucotrienos (LTs).

b) Actia como inhibidor competitivo de DOPA Descarboxilasa debido a la similar
estructura a la levodopa.

c¢) También es un inhibidor de la Xantina Oxidasa.



d) Posee efectos inhibitorios sobre la liberacién de la histamina, asi como actividad
antiviral.

Actividad Antioxidante:

e) Efecto inhibitorio sobre el dafio lipidico metabélico. Es un buen antioxidante.

f) Los productos de oxidacién (acido fertlico y acido isoferulico, ambos derivados
de los ciclolignanos) del Acido Caféico, poseen también actividad
antigonadotrdpica.

1.2. DESCRIPCION DEL HIGADO

1.2.1. ORGANO BLANCO

El higado es un érgano que se divide en un Iébulo derecho y un I6bulo
izquierdo por el ligamento falciforme. Las células hepaticas de acuerdo a los estudios
histoquimicos y ultraestructurales revelan una importante heterogeneidad funcional.

Principalmente el higado se compone de 5 diferentes tipos de células lo cual
dan un 80% en su volumen (Rojkind, 1994) el 20 % restante lo ocupan los espacios
extracelulares y los componentes de la matriz extracelular. Los hepatocitos, células
muy grandes y abundantes, conforman el 50 - 60% del volumen hepatico. Las células
parenquimatosas o sinusoidales corresponden a los otros cuatro tipos, en general son
menores en tamafio y numerosas.

Células de Kupffer. Miembros del sistema reticulo endotelial se adhieren
fuertemente a las células endoteliales, tienen caracteristicas fagociticas y son fuente
de sustancias vasoactivas, prostanglandinas, leucotrienos, interleucinas, 6xido nitrico,
etc. La estructura y morfologia del nicleo de la célula de kupffer se parece al de un
macréfago, poseyendo uno o dos nucledlos.

Dichas células participan en la respuesta de defensa no especifica cuando el
higado sufre alguna lesion (Decker, 1990).

En el higado se encuentran las enzimas que integran las principales vias
metabédlicas. Por ejemplo, los hepatocitos periportales llevan a cabo la glucogendlisis
y la gluconeogénesis, los hepatocitos cercanos a la vena central se encargan de la
glicdlisis y sintesis de glucogeno.



Otro ejemplo de enzimas de importancia son las monooxigenasas, éstas se
encuentran en grandes cantidades en el higado y en otros tejidos y principaimente en
las membranas del reticulo endoplasmico liso. Estas enzimas forman el conjunto de
los citocromos P-450, mayores catalizadores en el metabolismo de xenobidticos, el
cual los hace mas hidrofilicos y facilita con ello su excrecion.

1.3. MODELO EXPERIMENTAL DEL CCl,

El modelo de dafio agudo hepético inducido por CCl, en animales de
experimentacion ha sido ampliamente utilizado para el estudio de la necrosis y
esteatosis del higado, ambos estados patolégicos tipifican los casos clinicos de la
cirrosis hepatica (Mourelle, 1988; Recknagel, 1974; Dinman, 1967; Cagen, 1980).

En este caso la hepatitis aguda o subaguda inducida por el CCl,, muestra
cambios histolégicos y bioquimicos primordiaimente en higado; en el dafio predomina
la permeacién inflamatoria con polimorfonucleares y leucocitos y cambios en la fluidez
de la membrana del hepatocito liberando sustancias quimiotacticas (Cotran RS, et al.,
1989; Rubin E, et al., 1967).

Kim HJ, et al., (1990), demostraron que después de la administracion de un
rango de concentraciones que van de 10 mg hasta 2000 mg/Kg de peso en ratas,
resulta en funcién de la dosis, un incremento en niveles enzimaticos en suero, una
disminucion de la actividad del citocromo P-450 hepético y un aumento de lesiones
centrilobulares en el higado a las 24 horas después de la dosificacién.

Mourelle M. (1988), indica que las alteraciones en los hepatocitos del reticulo
endoplasmico aparecen a los primeros 15 minutos,y a la hora, estos cambios se dan
en el aparato de Golgi, membrana plasmatica y mitocondria, dichos cambios son
relacionados con la peroxidaciéon de acidos grasos en la estructura de la membrana
celular asi como en la generacién de radicales libres que se producen en el
metabolismo del CCl,, los cambios también se presentan por la inactivacion de la
bomba de calcio. En general, estas alteraciones producen muerte celular en el higado,
lo cual eleva la liberacion de enzimas (marcadores de dafio en sangre intrahepatica).



1.4. MARCADORES DE DANO HEPATICO

El dafio hepatico no es una sola entidad. La lesion observada no depende solo
del agente quimico involucrado sino también del periodo de exposicion. Después de la
exposicion aguda, normalmente se encuentra acumulacién de lipidos en el hepatocito,
necrosis celular o disfuncién hepatobiliar (Rodriguez y Pérez-Alvarez 1990).

Diferentes alteraciones bioquimicas pueden llevar al mismo punto final, no
existe un mecanismo Unico que determine la aparicion de cambios degenerativos en el
hepatocito o alteraciones en su funcién, (Plaa, 1982). Por ejemplo, la Fosfatasa
Alcalina, que es una ectoenzima de la membrana plasmatica del hepatocito, al
aumentar sus niveles séricos normales, significa que existe dafio en la membrana
celular del higado (Kaplan 1986); y la liberacién al suero de »Glutamil Transpeptidasa,
enzima anclada en la membrana plasmatica a nivel del campo canalicular, significa
dafio a la célula y dafio y de este modo dafio al higado. Es importante puntualizar que
la actividad de esta ultima enzima es considerada como uno de los mejores
indicadores del dafio hepatico (Plaa y Hewitt 1982; Bulle et al., 1990).

Las pruebas de funcion hepatica permiten a los bioquimicos estimar el
trastomo de la funcion hepatica y puede ser categorizada convenientemente para
indicar el tipo de dafio hepatico en:

1. Necrosis celular

2. Inhibicién de la secrecion biliar o colestasis.

3. Defectos en la sintesis celular.

4. Defectos de la funcién excretora hepatica (refiriéndose al recambio de
bilirrubina y aniones organicos, los cuales comparten la misma ruta
metabdlica dentro del higado).

El marcador de dafio hepatico es la prueba de funcionamiento que permite:
e Reconocer el tipo de dafio
o Establecer la severidad de la disfuncién,

e Evaluar la respuesta al tratamiento
* Evolucién de la enfermedad.
Y dentro de los marcadores de dafio hepatico destacan los siguientes:
* La determinacion de Bilirubinas (Total y Directa ) en suero.
e La actividad de la Fosfatasa Alcalina en suero (FA).



e La actividad de la Transaminasa Glutémico Pirdvica en suero (TGP) o también
conocida como Alanino Amino Transferasa (ALT).

o La actividad de la y - Glutamil Transpeptidasa en suero (GTP).

* La determinacion del contenido de Glucégeno Hepaético.

e La Lipoperoxidacién Hepética.

1.- Cuando ocurre necrosis de las células muchas enzimas son liberadas al
torrente circulatorio. Se considera que las aminotransferasas o fransaminasas son
indicadores sensibles del dafio hepatico (Debroe M.E. 1975, Ellis G., 1978) y permiten
el reconocimiento de enfermedades agudas hepatocelulares, como la hepatitis. Debido
a que la ALT deriva casi exclusivamente del higado es uno de los indicadores mas
especifico de dafio al hepatocito. Otras enzimas relativamente especifica son la
Deshidrogenasa Isocitrica y la Lactato Deshidrogenasa, (Martinez, et al.,1984).

2.- La enzima marcadora de la colestasis usada mas frecuentemente es la
Fosfatasa Alcalina que se encuentra en una variedad de tejidos diferentes al higado.
El nivel sérico normal de esta enzima se ha pensado que deriva de 4 fuentes
potenciales: higado, hueso, intestino o la placenta en el tercer trimestre del embarazo.
La elevacion de la isoenzima hepatica ocurre cuando hay un ligero deterioro de la
funcién secretoria biliar y se cree que es producida por la regurgitacién de la Fosfatasa
Alcalina del canaliculo a la circulacion. (Anthony, et al. 1979).

La Leucina Amino Peptidasa y la 5' Nucleotidasa son otros marcadores Utiles de la
funcion secretoria biliar pero son medidas menos rutinarias. La enzima Gama-Glufamil
Transpeptidasa (y - GTP) también refleja sensiblemente la colestasis, sin embargo
también se eleva en la hepatitis y en la enfermedad hepatica alcohdlica, aunque
algunos autores consideran mas sensible a la y - Glutamil-Transpeptidasa, que a las
otras enzimas (Lum G, et al., 1972). Por lo tanto, el pardmetro bioquimico mas critico
de la colestasis, es la retencion de los acidos biliares en el suero. La elevacion de los
acidos biliares en ayunas siempre indican un deterioro de la secreci6n biliar (Martinez,
et al.,1984).

3.-- Las medidas que reflejan la capacidad sintética de las células hepaticas
incluyen el nivel de albumina sérica y el tiempo de protrombina.



4.- La medida de la Bilirubina sérica tanto conjugada como no conjugada es la
prueba que se usa con mas frecuencia para determinar los efectos de la funcién
excretora hepatica. Debido a que la Bilirrubina comparte la misma ruta excretora que
los iones organicos (ejemplo bromosulftaleino) se utiliza una variedad de medidas de
la funcion hepatica basadas en este hecho. (Reitman, et al., 1957).

5.- La capacidad de biosintesis del higado. Una de las funciones metabélicas del
higado es regular los niveles de la glucemia. Los carbohidratos se almacenan como
glucégeno en higado mediante el paso reversible de glucosa a glucdgeno. Cuando
existe insuficiencia hepatica aguda se produce con frecuencia una hipoglucemia por la
disminucion de la gluconeogénesis (Gonzélez-Vilchez, 1996). Por lo que en un modelo
experimental de dafio hepatico agudo es posible tomar muestras de higado en las que
se hacen diferentes determinaciones, entre ellas, la concentracién de Glucdgeno.

6.- La Lipoperoxidacion hepética. En general es un proceso que se lleva a cabo a
nivel de las membranas celulares. Este proceso consiste en una serie de reacciones
que se llevan a cabo entre radicales libres (RLs) y los acidos grasos poliinsaturados
que se encuentran en las membranas; en condiciones normales se producen radicales
libres en el organismo, pero estos son captados por los sistemas antioxidantes para
ser eliminados. Cuando existe alguna alteracién en los antioxidantes o bien cuando se
origina una produccién excesiva de RLs por agentes exégenos (alcohol etilico, CCl, ,
entre los mas importantes agentes exégenos) entonces sobreviene la degradacion de
los acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares, originando la pérdida
de fluidez y alteraciones de la membrana y como consecuencia la muerte celular,
(Horton A. A; Tribble D. L., 1987).

Por lo tanto, la principal accién de los RLs se da en los lipidos causando
peroxidacion, y el método para medir el dafio causado en membranas celulares se
fundamenta en la cuantificacion de los productos de reaccion de RLs con los lipidos
poliinsaturados.

1.5. FARMACOLOGIA DEL ACIDO CAFEICO

Para la farmacocinética del CAF, la literatura al respecto es escasa, pero
(Uang, et al. 1997) demuestra que el CAF posee un tiempo de vida media corta
administrado por via intravenosa en conejo.



Ademas el 3,4-Acido Dihidroxicindmico (Reyes, 1995) una vez administrado
previene el dafio hepatico y aminora la fibrosis del higado inducida por CCl, en rata
(probablemente debido a su alta especificidad inhibitoria hacia la enzima 5-
lipoxigenasa y 12-lipoxigenasa). Por otra parte, se considera que los farmacos que
incrementan las prostaglandinas mientras disminuyen los feucotrienos, protegen al
higado de un estimulo nocivo (Mourelle M, et al., 1987; Pérez-Alvarez V. et al. 1993).

1.5.1. ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA DEL AC/DO CAFEICO

El 6rgano que muy frecuentemente es afectado por una gran variedad de
patologias agudas o cronicas es el higado; entre estas se mencionan las
hepatopatologias por trastornos vasculares, metabdlicos, tdxicos, obstructivos y
neoplasicos sin olvidar las que en nuestro pais son las mas representativas como es la
parasitosis, y las hepatopatias por alcoholismo. Ambas enfermedades hepaticas
pueden evolucionar a un cuadro clinico cirrético irreversible.

Al respecto, en estudios ya realizados, se ha concluido que el Acido Caféico
posee dos vias de accion hepatoprotectora (Pérez-Alvarez V. et al. 1993):

& Inhibicién de la Enzima 5-lipoxigenasa.

& Atrapador de radicales libres.

1.5.1.1. CAPTADOR DE RADICALES LIBRES (RL) :

En un sistema biolégico, la via principal para la formacién de RL es la enzimatica. Para
que un compuesto pueda generar RL debe tener alta afinidad por los electrones y de
eésta manera ser reducidos por los sistemas enzimaticos del tipo de las
monooxigenasas.

El Acido Caféico se conoce (Pérez-Alvarez V. et al. 1993) como un buen
antioxidante del tipo no enzimatico y/o exégeno que neutraliza a los radicales libres
generados por el tetracloruro de carbono. (Ramirez, 1996). Por otro lado es bien
conocido que el CCl,, es convertido por el sistema citocromo P-450 del higado a
radicales triclorometilos, los cuales son especies altamente reactivos y causa
lipoperoxidacién de acidos grasos poliinsaturados en membranas de células (Farber,
J.C. 1987; Muriel P. Y Mourelle M.1992)



1.5.1.2. INHIBIDOR ALTAMENTE ESPECIFICO DE LA ENZIMA 5-
LIPOOXIGENASA:

El proceso de inflamacién es un estado patolégico celular que se desarrolla en
casos de hepatitis aguda inducida por farmacos o agentes téxicos. Dentro de este
proceso (Pérez-Alvarez V. et al. 1993) se ven involucrados diversas sustancias, como
los mediadores de inflamacion liberados, conocidos como los leucotrienos (LTs),
(Keppler D., Hagmann W., et al. 1985) siendo estos los metabolitos de la enzima 5
lipooxigenasa; ambos, productos del metabolismo del Acido Araquidénico.

Las flipoxigenasas, enzimas solubles localizadas en el citosol, se encuentran en
intestino, plaquetas, mastocitos y leucocitos. La principal enzima de este grupo es la 5-
lipoxigenasa —primer enzima en la biosintesis de los leucotrienos, leuco por que se
encuentran en los leucocitos o células blancas y trienos por que contienen un sistema
de trieno conjugado de doble enlaces; el leucotrieno LTB; puede encontrarse en
exudados y en muchas condiciones de inflamacién incluyendo artritis reumatoide,
psoriasis, y colitis ulcerativa (Rang H.P. et al. 1995).

El papel de las enzimas lipoxigenasas en el control y regulacién de leucotrienos esta
basado en el hecho de que la formacién de varios LTs son dependientes de la
cantidad de enzima y en particular si ella esta presente. A la inhibiciéon de las enzimas
lipoxigenasas puede ocurrir una disminuciéon en la acumulacién de leucocitos
(Samuelsson B., 1996)

En general a la liberacién de los siguientes leucotrienos:
% LTB, muestran una actividad quimiotactica potente.
& LTC, LTD,y LTE,exhiben propiedades proinflamatorias marcadas.
% LTC,y LTD, pueden generar exudacion plasmatica aguda.

Los leucotrienos pueden originarse directamente de los hepatocitos y también
de ofras células del higado como las células Kupffer, mastocitos o por sus principales
responsables en la respuesta inflamatoria: macrofagos y leucocitos.
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Por otra parte, las moléculas con actividad biolégica en la respuesta inflamatoria,
siendo una de ellas el CAF, se ha demostrado que éste (Koshihara, et al. 1984) puede
interferir con la sintesis de los leucotrienos, inhibiendo sus posibles efectos ,
alcanzando con ello una proteccion parcial en la elevacion en las actividades
enzimaticas en plasma después del dafio agudo en higado inducido por Tetracloruro
de Carbono. (Pérez-Alvarez, 1993).

1.6. RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD DEL CAF

En relacion a la estructura - actividad de los grupos sustituyentes: 4-hidroxi, 3-hidroxi,
3,4-dihidroxi y la presencia del doble enlace en la molécula del Acido Caféico, no
existe literatura que fundamente en cual de los grupos sustituyentes recae el efecto
hepatoprotector; al respecto, consideramos que al ser sustituidos alguno de estos
grupos, el efecto se interprete por la reduccién de los niveles enzimaticos mas
significativos en un modelo de dafio hepatico por Tetracloruro de Carbono,
posteriormente a la evaluacién de los marcadores de dafio.

Figura 2.
Tabla 1. Relacion estructura actividad del Acido Caféico y sus derivados
MOLECULA R R? ATS
Acido 3, 4 HO HO +
dihidroxicinamico
Acido 3- HO H +
hidroxicinamico
Acido 4 - H HO ry
hidroxicinamico
Acido 3, 4 HO HO -
dihidroxihidrocinamico

1"



.. JUSTIFICACION

Dado que las patologias hepaticas ocupan un lugar importante en nuestro pais
y para su fratamiento no se cuenta con farmacos selectivos y seguros, nos
proponemos realizar el disefio y evaluacion farmacolégica de un grupo de derivados
del Acido 3,4 dihidroxicinadmico, potenciales inhibidores de la 5-ipooxigenasa que
pueden tener efectos benéficos dentro de la patologia aguda que envuelve al higado.
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. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

1. Evaluar las propiedades hepatoprotectoras del CAF (Acido Caféico) y 3
analogos en un modelo de dafio hepatico agudo por CCl, en rata.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Determinar el mejor régimen de dosificacion del Acido Caféico
administrado por via oral en un intervalo dado de tiempo.

2. Evaluar la actividad hepatoprotectora del CAF y los Acidos 3-4
dihidroxihidrocinamico, 3-hidroxicinamico y 4-hidroxicinamico, mediante
marcadores enzimaticos en higado.



*
o
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IV. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho tipo Wistar de peso entre 200 y 300g, las cuales fueron
alimentadas ad libitum con purina chow.

Se emplearon grupos experimentales, con una n=8 cada uno.

La lesién aguda del Higado (Modelo de dafio Hepatico) fue producida por la
administracion de CCl, (4g / kg de peso) disuelto en aceite de oliva (1:1).

Se manejaron grupos control administrandosele solamente aceite de oliva (1ml /
kg de peso).

Para la administracién del agente téxico CCls, CAF y sus derivados asi como el
agente control (vehiculo del Tetracloruro de Carbono: Aceite de Oliva) se utiliza la
via oral (tubo intragastrico).

Todas las ratas fueron anestesiadas con dietil éter 24 hs., después de la
administracion del CCl,. La sangre obtenida por puncién cardiaca se colocé en
tubos de ensaye de 13x100 mm y puestos en un bafio de hielo; posteriormente se
centrifugaron a 1200 rpm y el suero obtenido se utilizé para la determinacion de los
siguientes marcadores de dafio hepatico: Gamma-Glutamil-Transpeptidasa (GTP),
Fosfatasa Alcalina (FA), y Alanino-Aminotransferasa (ALT). Las Bilirubinas Totales
del suero fueron medidas usando un Kit analitico de prueba (Merck, México).

Se obtuvieron también muestras del higado mediante la excisién del 6rgano y
fueron manejadas para la determinacién del Glucégeno y los productos de la
Peroxidacién de Lipidos de membrana.

En el andlisis estadistico se emple6 la prueba t de Student y se consider6é una
diferencia significativa cuando p< 0.05.
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4.1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental se dividié en dos etapas, la primera fue encontrar el mejor
régimen de dosificacion, para después en la segunda etapa usarlo en la administracion
del Acido Caféico y sus derivados.

4.1.1. Administracion del CAF de acuerdo a los esquemas propuestos para su
evaluacion farmacoldgica.

El Acido Caféico se resuspende en una solucién de CMC (Carboximetil celulosa) al

0.5 % y se administra en los esquemas propuestos dando como resultado 5

regimenes diferentes de dosificacion, a intervalos de tiempo también diferentes.

( Grupo A) : El primer grupo denominado control, recibi6 el aceite de oliva

( Grupo B) : Segundo grupo, fué administrado con CCl,

El tercer grupo se divide en subgrupos de acuerdo a los correspondientes esquemas

propuestos para la administracion del Acido 3-4 hidroxicinémico (CAF):

Esquema 1: 3 dosis de CAF (50 mg/kg)

Los subgrupos C y D recibieron 3 dosis de 50 mg/kg. de CAF como sigue:

(Subgrupo C) Régimen 1 : 12h antes, simultaneamente al CCly, y 12 h después de la
administracion del CCl; .

(Subgrupo D) Régimen 2 : 6h antes, simultaneamente al CCl,, y 6h después de la
administracion del CCl; .

Esquema 2: CAF (50 mg/kg) fue administrado dos veces:
(Subgrupo E) Régimen 3 : 3h antes y simultdneamente al CCl,

Esquema 3: CAF (50 mg/kg) fue administrado una sola vez :
(Subgrupo F) Régimen 4 : 2h antes del CCl;,
(Subgrupo G) Régimen 5 : simultdneamente a la administracién del CCl,.

Dosis del CCl,

Tl ANESTESIA
Hs alas 24 Hs.
> Después de la
12 [} 3 2 0 6 12 dosis del CCl
| REGIMEN | i
I REGIMEN 2 —_—I
I———— REGIMEN 3
‘ REGIMEN 4
REGMEN $ figura 3.
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4.1.2. Administracién del Acido Caféico y sus derivados.

Se realizé el estudio de los derivados del Acido Caféico empleando para ello, el
régimen de dosificacion que resulté ser mas favorable para la actividad biol6gica.

En primer lugar se evalué el Acido 3,4-dihidroxihidrocinémico, en segundo término al
Acido 3-hidroxicindmico y por Ultimo al Acido 4-hidroxicinamico.

D1

D2
HO
Acido \
3,4-dihidroxicinamico

0
Ho:©,\)LOH
HO Acido
3,4-dihidroxihidrocinamico

(o)

HO N 0H

Acido
3-hidroxicinamico

0
OH
HO Acido

4-hidroxicinamico

=

Fig. 4

El CAF y sus derivados se dispersaron cada uno en una soluciéon de CMC

(Carboximetilcelulosa) al 0.5 %.

Los tratamientos se dieron de la siguiente manera:

Tabla 2. Administracion del CAF y sus derivados

GRUPOS TRATAMIENTOS

1 CONTROL (ACEITE DE OLIVA)

TETRACLORURO DE CARBONO (0.5 mi/ 100 g DE PESO)

CAF (50 mg/kg de peso ) + CCl

DERIVADO 1 (50 mg/kg de peso ) + CCl4

D | Al W N

DERIVADO 2 (50 mg/kg de peso ) + CCl,

DERIVADO 3 (50 mg/kg de peso ) + CCl,
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4.2. TECNICAS BIOQUIMICAS
EVALUACION DE LOS MARCADORES DE DANO:
4.2.1. Marcadores de Actividad Enzimatica (Dafio al hepatocito)

Del suero de cada muestra problema se determinaron las siguientes actividades
enzimaticas:

v »Glutamil Transpeptidasa (»GTP), Glossman 1972.
Se emplea como sustrato la Glutamil-p—Nitroanilida que en presencia de la enzima »
Glutamil Transpeptidasa y de un receptor del grupo y-1- glutamil (Glicil Glicina),
genera un complejo y- 1- glutamilglicil glicina y p-nitroanilina. Se leen absorbancias a
A= 410 nm.

v' Fosfatasa Alcalina (FA), Bergmeyer 1983.
El fundamento para determinar la actividad de la enzima se basa en la hidrélisis del
sustrato p-nitrofenilfosfato por la Fosfatasa Alcalina para producir fosfato inorganico y
p-nitrofenol, el cual se lee a una longitud de onda de 410 nm.

v Alaninoamino Transpeptidasa (ALT), Reitman etal., 1957.
(Transaminasa Glutamica Pirdvica <<TGP>>)
La actividad de la ALT se determiné por el método de Reitman-Frankel en el que se
mide el complejo formado por el Piruvato y la 2,4 Dinitrofenilhidrazina , que se produce
a partir de la Alanina y el Alfa-oxoglutarato, formandose un complejo colorido que
absorbe a 515 nm.

4.2.2. Determinacion de los Productos de Lipoperoxidacién Buege, 1978.
Para este fin se tom6 0.5 g de muestra de higado.
v" Determinacion de la Peroxidacién Lipidica:

La determinacion del grado de la Peroxidacion Lipidica se basa en la cuantificacion de
uno de los productos terminales del mecanismo de la Lipoperoxidacién que es el
Malondialdehido (MDA). Esto es, dos moléculas de Acido tiobarbiturico (TBA)
reaccionan con una molécula de MDA, formando un pigmento rojo que absorbe a una
longitud de onda 535 nm, y se reporta en nmoles de MDA por cada g de proteina.
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v" Determinacion de Proteinas (Bradford, M. 1976) :
La determinacion se efecttia por el Método de Bradford (1976), en el que las proteinas
se unen al azul brillante de Coomasie G-250. Este Gltimo presenta dos coloraciones,
rojo y azul. La forma de color rojo se convierte en azul cuando se une a las proteinas.
La formacion del complejo colorante-proteina da rapidamente y permanece en
solucién por un tiempo relativamente largo (1 hora). El complejo formado se puede
detectar espectrofotométricamente a una longitud de onda de 595 nm.

4.2.3. Marcadores que detectan transporte de aniones organicos:
Se determinaron también del suero las Bilimubinas Totales y Bilimubinas Directas,
utilizando un kit de Bilirrubinas (Merck), siguiendo el método que indica el proveedor.

v Bilirrubinas Totales (Jendrassik L.,1938; Schellong G., 1960)

La bilirubina forma con el acido sulfanilico diazotizado un colorante azéico, que en
soluciéon neutra es rojo y en solucién alcalina azul. El glucurénido de bilirrubina
hidrosoluble reacciona directamente.

La bilimubina total en suero o plasma, se determina segun Jendrassik y Grof, por
copulacion con acido sulfanilico diazotizado tras la adicién de cafeina, benzoato de
sodio y acetato de sodio. Con la solucién Il alcalina de Fehling, se forma azobilirrubina
azul, cuyo contenido puede determinarse también en presencia de subproductos
amarillos (coloracion mixta verde), de manera selectiva por fotometria a 578 nm.

v' Bilirrubinas Directas
La bilirubina directa se mide segln Schellong y Wende sin adicién de alcali, como
colorante azoico rojo a 546 nm.

La bilirubina indirecta se obtiene de la diferencia de la bilimubina total y la
bilimubina directa. La bilirubina directa, principalmente los glucurénidos hidrosolubles
de bilirrubina, reacciona a los 5 minutos sin la adicién de un acelerador. La bilirubina
libre, bajo estas condiciones, reacciona mas lentamente.

4.2.4. Marcador que detecta la capacidad de biosintesis del higado.
v" Glucégeno, Morris 1948.
Se toma 0.5 g de higado, para determinar el nivel de Glucégeno. Se realiza una
digestion en caliente de la muestra de higado. La muestra se hidroliza con KOH al
30%, produciendo glucosa, y por el factor de Morris, se convierte en glucégeno. La
concentracién de glucosa se determina usando el reactivo de Antrona [9(10H)-
Antracenonal, de dicho reactivo se prepara una solucion al 0.2 % (0.2 g en 100 mi de
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acido sulfirico concentrado) y de la hidrélisis que se realiza previamente con hidréxido
de potasio se producen monosacaridos los cuales con el Acido sulfurico reaccionan y
dan el producto Furfural éste a su vez reacciona con la Antrona dando un complejo
colorido verde-azul. La determinacion de la reaccion final se realiza por el método de
espectrofotometrfa a una longitud de onda de 620 nm.

V. RESULTADOS

5.1. Primera etapa experimental :

Cuando se induce el dafio experimental en el higado por CCls estd bien
establecido que los niveles séricos de las enzimas como son la Fosfatasa Alcalina, y
Alanino Amino Transferasa aumentan y en cambio el nivel de Glucégeno en higado
disminuye como se puede ver en los respectivos graficos de las figuras 5, 7 y 8.

Cuando las ratas tratadas con CCl, fueron comparadas con las que recibieron
CCl; mas el inhibidor del lipoxigenasa, todos los efectos observados fueron
parcialmente diferentes de los valores control (p < 0.05). El régimen en donde se
administraba el CAF tres veces (el subgrupo C) disminuy6 el incremento de las
actividades séricas Fosfatasa Alcalina y Gamma Glutamil Transpeptidasa inducido por
CCl,, (fig.5) pero no tuvo ningun efecto de disminucion significativo en la actividad de
la Alanino Amino Transferasa, (fig. 6).

El régimen de 6h (subgrupo D) disminuyé significativamente el nivel de
actividad sérica de la Alanino Aminotransferasa (Fig. 6) y de la Fosfatasa Alcalina,
pero no modificé el nivel de actividad en suero de la Gamma Glutamil Transferasa
(Fig. 5)

En cuanto al tratamiento de una sola dosis (el subgrupo F), s6lo se observé
una mejoria en el nivel sérico de la Fosfatasa Alcalina, (Fig. 5). En todos los
tratamientos excepto en los tratamientos de los subgrupos D y F se cbservé con
respecto al grupo control de dafio, una disminucién significativa en la Peroxidacion del
Lipidos, (fig. 7). Ningln tratamiento mostré tener éxito en mejorar los niveles de
glucégeno en este modelo del dafio del higado, (fig. 8).

A continuacién, las siguientes figuras de gréaficos muestran la actividad
biolégica del Acido Caféico y tratamientos de administracién propuestos en cada
marcador de dafio evaluado.

19



FOSFATASA ALCALINA

200
. °E .
c 150 2
—_— Fo— -‘:ﬁ
= 100 Lz
2
b2
1 50 é:-?:v
b
. A
(A)
v - GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA
45
40 ]
= 35 7 PR
£ @
= 25
<]
g - .l
3 15 =
10 :
5 - 2
g | | =

(B)

REGIMENES DE DOSIFICACION

Los valores son medias de determinaciones por separado de ensayos por duplicado, n=8 , + E.E.M.
*p<0.05: Con una diferencia significativa con respecto al grupo tratado de CCl,

[] A : Aceite de Oliva ] C: 3 dosis (12h) F:1ldosis(2h)
EH B: cci, [ D: 3dosis(6 h) EE] G : 1 dosis (40 min)
E: 2dosis(3h)

FIG.5



BILIRRUBINA TOTAL

60
50
= 40 "
o
E 301 o
= % =
20 [ =
10 e =
I‘t}c}- ?r"‘-‘\ﬂ-
£ & 4 o e
0 - | J - 3] "
(©)
BILIRRUBINA DIRECTA
60
— 50
=
-o"' 40
£
3 30 *
20 7 Ql-i:
10 =
o ==

REGIMENES DE DOSIFICACION

Los valores son medias de determinaciones por separado de ensayos por duplicado, n=8 , + E.E.M.
*p<0.05: Con una diferencia significativa con respecto al grupo tratado de CCl,

[ A : Aceite de Oliva [=7] C: 3 dosis (12 h) F:1dosis(2h)
B B:cq, D: 3 dosis (6 h) G : 1 dosis (40 min)
FZ E: 2dosis(3h)

FIG. 6



ALANINOAMINO TRANSFERASA

140
E 120
£ 100
=
o
£ 60
=
-
5.
(E)
PRODUCTOS DE LIPOPEROXIDACION
06 -
2]
£
2 0.5
[+]
£ ™
g 04 -
E
*
— -l
< 0.3 .;I-;
o 1 b i
= T [ |
Z 02 o] [ S
2 Ea 0
E Jese o
€ o1 s
Dn ] £ Emvam

(F)

REGIMENES DE DOSIFICACION

Los valores son medias de determinaciones por separado de ensayos por duplicado, n=8 , + E.EM.
*p<0.05: Con una diferencia significativa con respecto al grupo tratado de CCl,

[ A : Aceite de Oliva C: 3dosis(12h)
Ed B:cal, =] D: 3 dosis(6 h)
EZ1E: 2dosis(3h)

F:1ldosis(2h)
G : 1 dosis (40 min)

FIG. 7



4_
T GLUCOGENO HEPATICO
[*]
Q
g .1
o
o
[}
K=y
I
s 2
o
o
o
8
°
§ 11
[=)]
2
3
Q
(=)} o -

REGIMENES DE DOSIFICACION

Los valores son medias de determinaciones por separado de ensayos por duplicado, n=8 , + E.E.M.
*p<0.05: Con una diferencia significativa con respecto al grupo tratado de CCl,

[ A : Aceite de Oliva 5] C: 3dosis (12 h) F:1dosis(2h)
HEH B: CCl, =] D: 3 dosis (6 h) [ G : 1 dosis (40 min)
FZ] E: 2dosis(3h)

FIG. 8



5.2. Segunda etapa experimental :

La segunda parte del protocolo se encaminé a determinar la actividad biolégica
del Acido Caféico y sus derivados (Acido 3, 4-dihidroxihidrocinamico; Acido 3-
hidroxicindmico y Acido 4-hidroxicinémico) empleando para su evaluaci6n, el régimen
de 12 horas.

En cuanto a los grupos tratados con Acido Caféico y derivados més
Tetracloruro de Carbono demostraron disminuir de manera significativa la actividad
sérica de la Fosfatasa Alcalina y de la Gammaglutamil Transpeptidasa, (fig. 9)

En el derivado 1 (Acido 3,4-dihidroxihidrocindmico) se observé que hubo una
disminucién significativa de los mismos marcadores (fig. 9) y al igual que el Acido
Caféico no presentdé mejoria en la Alaninoamino Transferasa, Lipoperoxidacion y
tampoco un buen resultado en los niveles de Glucégeno (fig. 10 y 12). El segundo
derivado (Acido 3-hidroxicindmico) presenté una disminucion en la Gammaglutamil
Transpeptidasa y en la Lipoperoxidacién (fig. 9 y 10), pero sin obtener mejoria en
Alaninoamino Transferasa, Fosfatasa Alcalina'y Glucégeno (fig. 9, 10y 12)

Por ultimo el tercer derivado (Acido 4-hidroxicinamico) reporté una mejoria en
todos los marcadores bioquimicos con excepcion de la Fosfatasa Alcalina, (fig. 9-12)

En cuanto a los niveles de Bilirubina los tres derivados fueron capaces de
disminuir de manera significativa tanto la Bilimubina Directa como la Bilirubina Total.
El Acido Caféico solo pudo disminuir los niveles de Bilirubina Directa pero no asi los
de las Bilirubinas Totales (fig. 11)

A continuacion, los siguientes graficos muestran la actividad del Acido Caféico
y sus derivados administrados bajo el régimen de 12 hs.
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VI. DISCUSION

Este trabajo se realizé principalmente para determinar el mejor régimen con el
cual el Acido 3,4-dihidroxicindmico (Acido Caféico, CAF) pudiera prevenir el dafio
agudo hepético inducido por el CCl,. Se observé que cuando se administré el Acido
Caféico en tres ocasiones se obtenia una actividad biolégica benéfica, en la reduccién
de niveles enzimaticos, esto se demostré en los dos primeros regimenes para el Acido
Caféico con un lapso de 6h y 12h.

Se debe considerar que el efecto biolégico, tiene relaciéon con el metabolismo
del Acido Caféico y que posiblemente dependa de la biotransformacién del mismo
para producir una accion favorable.

De hecho, Gumbinger et al (1993) demostraron que productos de la oxidacién
y los metabolitos del Acido Caféico formados por la biotransformacién del higado
pueden ser responsables de efectos biolégicos in vivo.

Los productos de la oxidacion del Acido Caféico incluyen derivados
cicloglicanos, asi como el Acido Feltrico e Isofeltrico como productos de la metilacion
del mismo.

Mientras, con los resultados obtenidos se puede asumir que se requieren de
mas nimero de dosis del Acido Caféico para observar un efecto hepatoprotector
significativo y puesto que se ha sefialado que el Acido Caféico tiene una vida media
corta (Uang Y.S y Hsu K.Y. 1997); pensamos que debe de existir la acumulaciéon de
algun metabolito activo para alcanzar una proteccién hepatica apropiada.

Sin embargo, no se sabe especificamente cual de los metabolitos puede ser
responsable de los efectos observados. Por lo tanto, se precisa establecer los
esquemas de dosificacién para la administracion del Acido Caféico y de esa manera
evaluar las caracteristicas hepatoprotectoras del mismo.

El Acido Caféico y sus derivados resultaron ser sustancias biolégicamente
activas que aminoran el dafio hepatico inducido por CCl,. EI mecanismo de accion
de estas sustancias parece estar relacionado con su capacidad para captar radicales
libres.
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Es importante la estructura quimica para que se exprese la actividad biolégica
de los derivados del Acido Caféico. El niimero y la posicién de los grupos hidroxilos
sobre el anillo aromatico y el doble enlace son determinantes para que se mantenga
esta actividad.

VIl. CONCLUSIONES

#® Se requieren de mas nimero de dosis del Acido Caféico para que el efecto
del CAF sea significativa y puesto que el Acido Caféico tiene una vida media
corta (Uang Y.S y Hsu K.Y. 1997); es posible que sea necesario después de la
biotransformacion, la acumulacién de algin metabolito activo para alcanzar la
accion bioldgica.

# No se sabe especificamente cual de los metabolitos puede ser responsable de
los efectos que se observaron para el régimen de las 12 h. Por lo tanto, se
precisa establecer los esquemas de dosificacién multiple para la
administracion del Acido Caféico y de esa manera evaluar las caracteristicas
hepatoprotectoras del mismo.

% En relacion a la segunda parte experimental, el derivado 3,4-
hidroxihidrocinamico no mostré diferencia significativa con respecto a las
propiedades hepatoprotectoras del CAF en este modelo de dafio, esto sugiere
que el doble enlace tiene una participacion en la actividad biolégica en cada
marcador de dafio evaluado.

# En contraste a lo anterior, el substituyente 4-OH parece ser muy importante en
la actividad farmacoldgica determinada ya que se observé que el analogo mas
potente que reduce el dafio hepatico agudo es el acido 4-hidroxicinamico. El o
los mecanismos por el cuai esta sustancia es activa estan por ser definidos.



VIiil. PROPUESTA

# Es importante aclarar que la determinacién de la actividad biologica de los
metabolitos del Acido Caféico merece una investigacién adicional en nuestro
modelo.

# Determinar en estas sustancias las propiedades reductoras del dafio hepatico
en otros modelos de dafio hepatico.
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