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suyos son el poder y la sabiduria.
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RESUMEN

La colchicina es un alcaloide que ha tenido efectos benéficos en animales y en pacientes
cirrdticos; no obstante, sus efectos benéficos sobre la cirrosis hepatica han sido modestos ya que
sOlo se aplica una pequena dosis en humanos (1 mg por dia durante cinco dias por semana)
debido a que produce efectos secundarios importantes y posee alta toxicidad; dicha toxicidad se
le atribuye a su capacidad de inhibir la polimerizacién de los microtibulos. Se ha observado que
ciertos analogos de la colchicina poseen algunas de sus propiedades. Uno de ellos es el acido
trimetilcolchicinico (ATMC) que no inhibe microtibulos y es aproximadamente 500 veces menos
téxico que la colchicina. En el presente estudio se probd el ATMC con el fin de conocer su
capacidad para proteger al higado del dano crénico inducido por la obstruccion del conducto
biliar comtn en ratas.

Se utilizaron cuatro grupos de ratas (6 ratas cada uno) machos de la cepa Wistar de 200-
300g de peso. Un grupo se utilizé6 como control de operacion falsa, al segundo grupo se le
obstruyd el conducto biliar comiin de manera quirtrgica por un periodo de 8 semanas, al tercer
grupo se le administr6 ATMC a una dosis de 100 pgfata/dia por via oral y un dltimo grupo
recibid el farmaco solamente. Posteriormente se realizaron las siguientes determinaciones:
cuantificacion de bilirrubinas y enzimas séricas marcadores de dano hepatico. En el higado se
cuantificaron la coldgena y el glucégeno. También se realizaron andlisis histologicos y
ultraestructurales por microscopia Optica y electrénica de transmision. Los datos se analizaron
con ANADEVA y t de Tukey.

La obstruccién biliar en la rata produjo un incremento en el contenido de coldgena

hepatica de aproximadamente 5 veces mas que el grupo control. En los resultados histologicos
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con tincion para colagena hepética se observo una gran area del tejido hepatico invadido por la
colagena; también hubo una pérdida en el contenido de gluc6geno hepatico de casi un 80%. Las
bilirrubinas aumentaron en el suero después de la obstruccion biliar; asi como el grado de
lipoperoxidacién hepatica, la actividad de las enzimas séricas FA, -GTP y TGP.
Ultraestructuralmente, la obstruccion biliar produjo un desorden intracelular hepdatico, un
hinchamiento de mitocondrias, reticulo endopldsmico y dilatacién del canaliculo biliar.

El tratamiento con el ATMC previno la acumulacion de colédgena casi un 50% (p <0.05).
Lo anterior fué corroborado con los resultados histolégicos en donde no se observa acumulacion
de coldgena entre las células hepéticas, solamente alrededor de la vena central. Respecto a la
cantidad de glucégeno hepatico, se previno la pérdida del mismo con la administracion del
farmaco hasta casi un 100%. También se previno parcial, pero significativamente, el aumento
de las bilirrubinas. El ATMC previno parcialmente los cambios ultraestructurales observados con
la obstruccion biliar; principalmente en el canaliculo biliar y las mitocondrias. El grado de
lipoperoxidacion hepatica, la actividad de las enzimas séricas FA y -GTP se encontraron
elevadas en la LCBC y en el tratamiento con ATMC previo a la LCBC. La sola administracién
del ATMC no produjo alteraciones en ratas normales.

El ATMC posee efectos hepatoprotectores similares a los de la colchicina, con la ventaja
de que la baja toxicidad del ATMC comparada con la colchicina nos permite usar dosis mas
altas y efectivas sin los efectos secundarios observados en el tratamiento con ésta; sin embargo,
es necesario hacer mas estudios para conocer el mecanismo de accion del fairmaco sobre la

fibrosis y sus posibles efectos adversos para poder utilizarlo en la clinica.



INTRODUCCION

Generalidades.

El higado es un érgano glandular complejo con muiltiples funciones indispensables para
la vida del organismo. En el hombre comprende del 2 al 3% del peso corporal, se encuentra
localizado en la cavidad abdominal por debajo del diafragma (1), estd formado por cuatro
I6bulos separados de manera incompleta y su superficie externa estd revestida por una fina
capsula de tejido conectivo (cdpsula de Glisson) (2).

El higado es el centro de la actividad bioquimica del cuerpo. Supera a los otros érganos
en cuanto a su diversidad y magnitud de reacciones quimicas. Presenta una posicion estratégica
ya que se encuentra entre la circulacion intestinal y general (Fig. 1) (3). Recibe la mayor parte
de la sangre de la vena porta (aproximadamente el 75% de la sangre que llega al mismo) y una
porcién menor de la arteria hepética. La vena porta transporta sangre que ha pasado por los
lechos capilares del tubo digestivo, del bazo y del pancreas y es rica en sustancias nutritivas pero
pobre en oxigeno, mientras que la arteria hepética transporta sangre con alto contenido de
oxigeno (4). Ambos sistemas de aporte sanguineo se mezclan al pasar por los sinusoides de los
lobulillos (Fig. 2). La sangre de los sinusoides fluye hacia el centro de cada lobulillo donde es
recogida por la vena central (5).

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

(Fig. 2) ().
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Figura 2. Direccién de los flujos sanguineos y biliar en un segmento de lobulillo hepético.

Las laminas celulares y los sinusoides se disponen en forma radial alrededor de la vena central
(vénula hepatica terminal). La sangre, proveniente de terminales de la vena porta y de la arteria
hepética, situada en los canales portales, fluye a lo largo de los sinusoides y se vacia en la vena

central (5).



4

La célula parenquimatosa del higado es el hepatocito. Otras células del higado son las
células de kupffer, las células endoteliales que tapizan a los sinusoides y las células
perisinusoidales estrelladas que almacenan grasa (6).

La bilis producida por las células parenquimatosas, es secretada en el interior de
diminutos capilares o canaliculos biliares que existen entre las células epiteliales glandulares. En
la periferia del lobulillo, la bilis fluye hacia pequefios conductillos hepaticos y posteriormente
hacia conductos biliares mas grandes. El higado estd formado por aproximadamente un millén
de unidades lobulillares (Fig. 3) (3).

El higado funciona como una gldndula de secrecién exdcrina y enddcrina. La bilis,
secrecion exdcrina de la célula hepética, fluye hacia el duodeno y tiene, entre otros
componentes, sales biliares, colesterol, fosfolipidos y pigmentos biliares. La lecitina, que es el
fosfolipido més importante y el colesterol son insolubles en agua, pero son capaces de formar
micelas mixtas con las sales biliares, por lo cual permiten que se lleve a cabo la emulsificacion
de las grasas antes de su digestion. La sangre portal lleva los alimentos digeridos al érgano, en
donde se almacenan carbohidratos (glucogeno), proteinas, vitaminas y algunos lipidos. Las
substancias almacenadas que no son utilizadas por el hepatocito pueden ser liberadas a la
circulaciéon general, ya sea directamente como la glucosa, o bien, ligadas a un transportador
como los triglicéridos que salen formando parte de una lipoproteina (7).

La abundancia de macréfagos hace del higado uno de los principales filtros para las
particulas extrafias, especialmente las bacterias y antigenos provenientes del intestino (8). Este
6rgano también lleva a cabo la desintoxicacion del organismo por medio de reacciones quimicas,

tales como la oxidacién, metilacién, acetilacion, esterificacion y conjugaciéon con &acido
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glucurénico o glicina, de los cuales especialmente la dltima ha sido utilizada en el diagndstico

funcional de las enfermedades del higado (3).

El Metabolismo de las Grasas.

El higado recibe, procesa y distribuye todos los nutrientes contenidos en la dieta. Entre

éstos se encuentran las grasas las cuales aportan los dcidos grasos esenciales necesarios para la

sintesis de los lipidos de los tejidos y membranas celulares. Ademas, las grasas son una fuente

importante de calorias y son necesarias para la absorcion y utilizaciéon de las vitaminas

liposolubles (9).

La grasa o lipidos de la dieta se digieren y se absorben de acuerdo con la siguiente

secuencia:

)

2)

3)

4)

Hidrolisis de los triglicéridos por la lipasa pancreatica a dcidos grasos libres y glicéridos,
los cuales se componen de un nicleo de glicerol que tiene unidas una o dos cadenas de
acidos grasos.

Formacioén de micelas por agregacion de los 4cidos grasos y los glicéridos con sales
biliares.

Paso de los productos de la digestion de las grasas al interior de las células de la mucosa
yeyunal (enterocito) en donde tiene lugar la esterificacion y la formacién de los
quilomicrones.

Transporte de los quilomicrones de las células de la mucosa a los vasos linfaticos
intestinales (10).

El colesterol realiza funciones importantes como es la de regular la fluidez y la funcién
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de las membranas, servir de sustrato para la produccion de hormonas esteroides en las
suprarrenales y en las génadas y como sustrato para la sintesis de acidos biliares (11).

En la obesidad la bilis se encuentra sobresaturada debido a una elevada sintesis de
colesterol, mientras que las dietas ricas en este compuesto incrementan su contenido en la bilis
y por lo tanto aumentan el indice de saturacion (12). Por esta razon se ha reportado que las
personas obesas y las que tienen una dieta rica en grasa especialmente en colesterol tienen mayor
riesgo de padecer una enfermedad obstruciva (13), si la obstruccién es completa y prolongada

es muy probable que se presente un dafio hepatico como la cirrosis biliar secundaria (14).

Las Sales Biliares.

La bilis de los mamiferos tiene cuatro constituyentes principales: los dcidos biliares, los
fosfolipidos, el colesterol y la bilirrubina (14). Se excreta en los capilares biliares, abandona el
higado a través del sistema de conductos biliares intrahepaticos y llega al duodeno a través de
los conductos biliares extrahepaticos (4).

En el humano se excretan alrededor de 1500 ml diarios de bilis por el colédoco. La bilis
proveniente del colédoco es una mezcla del liquido secretado por los hepatocitos (secrecién
canalicular) y las células de los conductillos (secrecion de los conductillos) (11).

El colesterol hepatico se convierte en los 4cidos biliares "primarios” quenodesoxicolico
y colico. Cada dia se convierten unos 400 mg de colesterol en acidos biliares primarios en el
ser humano. La sintesis de 4cidos biliares es el inico mecanismo importante del organismo para
degradar el colesterol. Después de la conjugacién con glicina o taurina en el higado, éstos

compuestos primarios se secretan con la bilis en el tracto gastrointestinal, donde se forman los
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acidos biliares "secundarios"” (desoxicolico, litocdlico y urodesoxicolico) como productos del
metabolismo bacteriano. Posteriormente los acidos biliares son absorbidos casi en su totalidad
en el leon y son regresados a través de la vena porta hacia el higado, donde los hepatocitos los
retiran de la sangre portal y los vuelven a excretar hacia la bilis durante la misma comida o la
siguiente. Solo una pequefia porcion de los acidos biliares se pierden cada dia con las heces
(15).

Los acidos biliares tienen una accién digestiva o detergente debido a la presencia en su
molécula de una parte hidrofilica o polar (grupos hidroxilos), y otra lipofilica o no polar (sistema
anular esteroide) que se unen respectivamente a la fase acuosa o lipidica de las sustancias sobre
las que actdan. Esta propiedad les permite emulsificar las grasas y participar en su absorcion al
formar micelas con los lipidos de la dieta. También tienen una accion colerética ya que aumentan
el volumen de la secrecién biliar por estimulacion hepatica (16).

La bilirrubina (pigmento biliar mds caracteristico) se forma a partir de la destruccion de
los glébulos rojos, con la pérdida del grupo hem del complejo hemo-globina, separdndose de los
otros pigmentos biliares pasando por el bazo e higado. La bilirrubina pasa a la sangre y se
transporta unida a la albiimina hasta el higado para su conjugacion, eliminandose posteriormente

en la bilis a través del intestino en las heces (16).

Las Enfermedades Hepaticas Obstructivas.

Las sales biliares tienen una accion detergente sobre las grasas de la dieta pero cuando
existe un proceso patoldgico como la colestasis, estas sales se empiezan a acumular en los

conductos biliares e higado y se inicia su accién detergente solubilizando los fosfolipidos y las
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enzimas de las membranas de los hepatocitos y células del tracto biliar (17). La colestasis se
puede definir como la insuficiencia hepatica excretora o si se quiere ser mas especifico como
toda interferencia con la excresién biliar o la reduccién en el flujo biliar (18). Ademas, la
colestasis se puede clasificar en intrahepética cuando existe un defecto funcional de la formacion
de la bilis dentro del hepatocito, y en extrahepatica cuando existe una obstruccion del flujo biliar
dentro del tracto biliar (Fig. 4) (19).

Los efectos de la obstruccion biliar sobre el higado se observan mejor en las muestras
de biopsia y se desarrollan mas rdpidamente en la obstruccion completa que en la incompleta.
La alteracion que aparece en primer lugar, es la acumulacion del pigmento biliar en las células
hepéticas y en las de Kupffer, en la zona central del lobulillo. El citoplasma de algunas células
hepéticas adyacentes a los capilares biliares estd modificado y puede observarse picnosis
(degeneracion plumosa), mientras que las células hepéticas de las zonas intermedia y periférica
permanecen todavia normales. En esta fase, aparecen hiperbilirrubinemia y bilirrubinuria.
Después, tienen lugar una infiltracion celular de las triadas portales, con proliferacion de los
colangiolos y conductos periportales. Con la obstruccion prolongada, la proliferacion de los
conlangiolos se hace mdas acentuada, y se forman cilindros biliares incluso en los capilares
biliares periféricos. Los colangiolos dilatados contienen espesos tapones de bilis, microcélculos,
especialmente en el limite entre el parénquima lobulillar y el tejido conectivo aumentado de las
triadas portales. La extravasacion de bilis y los infartos biliares aparecen s6lo después de una
obstruccion muy prolongada y cuando ésta es completa. La necrosis del revestimiento epitelial
de las vias biliares interlobulillares permite el escape de bilis a través de sus paredes, y se

observa tejido de granulacion alrededor de la bilis, mientras que sus nicleos permanecen sin
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tefiir. En las fases finales de obstruccion, las lesiones hepatocelulares secundarias pueden ser
graves y terminar en anomalias que indican degeneracion de la célula hepatica (4).

Clinicamente la colestasis se refleja por la aparicion en la sangre de sustancias como
bilirrubina, acidos biliares y colesterol que en condiciones normales se excretan con la bilis.
Desde el punto de vista bioquimico la colestasis se caracteriza por elevaciones desproporcionadas
de la actividad de la fosfatasa alcalina sérica y/o de la concentracion de bilirrubina sérica en
relacion con las elevaciones séricas de las transaminasas. Sin embargo, la sola
hiperbilirrubinemia, que se manifiesta clinicamente como ictericia, no significa colestasis (20).

La cirrosis biliar primaria (CBP); también conocida como colangitis destructiva no
supurada crénica es un sindrome colestatico crénico progresivo, de etiologia desconocida que
afecta con preferencia a mujeres entre la sexta y séptima década de la vida. Segun estudios
epidemioldgicos la CBP produce del 0.6 al 2% de las muertes por cirrosis. La colangitis
esclerosante primaria (CEP) es un transtorno inflamatorio progresivo cronico que afecta de
preferencia a los conductos biliares intrahepaticos y conduce eventualmente a la fibrosis y
estenosis del tracto biliar (20).

Dentro de las colestasis extrahepaticas tenemos a los célculos biliares (Litiasis Biliar),
éste es un padecimiento metabdlico multifocal que se produce por precipitacion fisico-quimica
de los componentes de la bilis. De acuerdo a su composicion, los calculos se clasifican en
célculos de colesterol, calculos de pigmentos biliares y calculos mixtos. En general todos éstos
tienen los mismos componentes, pero en diferentes proporciones (21). La cirrosis biliar
secundaria (CBS) es el producto de una obstruccion extrahepatica prolongada, morfolégicamente

se caracteriza por dilatacion de las vias biliares intrahepaticas o por colangitis esclerosante junto
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con colestasis severa que progresa a la formacion de lagos e infartos biliares (19).

La obstruccion biliar extrahepatica puede ser completa, incompleta o intermitente. Y
puede ser causada por un cdncer extrinseco o intrinseco, por un célculo y por estenosis. La
obstruccion mecanica lleva rapidamente a la dilatacion del sistema biliar por encima del lugar
de obstruccion (4) (Fig. 4).

Los padecimientos que causan obstruccion de las vias biliares constituyen un reto para
el diagndstico y el manejo adecuado del individuo, sumado a los problemas agregados que
frecuentemente acompanan al enfermo ictérico, lo que redunda en una mortalidad que llega hasta
el 34% (21).

El término cirrosis biliar se aplica a varios tipos de cirrosis etiologica y morfolégicamente
distintas, todos los cuales tienen en comun una larga historia de colestasis extra o intrahepatica
y morfolégicamente un higado aumentado de volumen finamente granular y con una coloracién
verdosa cuya intensidad varia con el grado de ictericia (4).

Cuando el dafio hepatocelular producido es masivo, la pérdida subita del parénquima
funcional estimula la regeneracion hepética (Fig. 5) (22). La regeneracién hepatica es un proceso
coordinado que incluye regeneracion celular, sintesis y degradacion de colagena que da lugar
a la remodelacion del tejido. Si el dafio es tnico y el paciente sobrevive debido al buen
funcionamiento de las células hepéticas remanentes o por las medidas médicas utilizadas, el
higado regenera rapidamente y en pocas semanas se reestablece su integridad anatomica y
funcional (23). En estos casos no es posible encontrar depésitos de coldgena anormales en el
higado.

Cuando el dafio es de menor intensidad y el nimero de células destruidas es pequeno,
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no se estimula la regeneracién y solo se produce una pequeiia cicatriz. Si el estimulo lesivo es
inico, existe remodelacion y reabsorcion del tejido cicatricial. Cuando la lesion se vuelve a
producir, ya sea porque el agente inductor esté presente o porque se estimulen mecanismos
inmunolégicos que perpetian la enfermedad, tales como la produccion de anticuerpos contra
lipoproteinas de la membrana de los hepatocitos, antigenos virales, proteinas contractiles del
citoplasma, etc., el proceso cicatricial continda, produciéndose primero fibrosis y posteriormente
cirrosis hepatica (Fig. 4). Bajo estas condiciones la regeneracion hepatica es minima o
inexistente, y el proceso cicatricial predomina (24, 25).

El mecanismo exacto de la estimulacién de la respuesta fibrogénica se desconoce; sin
embargo, hay datos experimentales que sugieren que los macrofagos desempefian un papel
preponderante en el proceso. Los agentes etiolégicos actuando directamente, o a través de
sustancias liberadas por los hepatocitos dafiados, son capaces de producir una serie de
compuestos quimicos de diversa naturaleza que estimulan la produccion de colagena,
produciendo cambios importantes en el metabolismo del tejido conjuntivo en general (26) y del
glucégeno hepético en particular (27). Por otra parte, se ha encontrado que la glucoproteina
[lamada fibronectina que también se libera de los hepatocitos es un agente quimiotactico que
puede dirigir la llegada de fibroblastos al sitio de la lesién (28). El cambio en los elementos
celulares (aumento de fibroblastos y células inflamatorias), asi como la modificacién en la matriz
extracelular producida localmente, pueden estimular la produccién de tejido conjuntivo
cicatricial.

Todos los tipos de colagena hepdtica se encuentran aumentados en la cirrosis. En cuanto

a su distribucion, se ha observado que todos los tipos se encuentran mezclados en précticamente
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todos los sitios. En especial, en las bandas de tejido conjuntivo que rodean a los hepatocitos se
han demostrado todas las variedades genéticas propias del higado (24-26).

El aumento del contenido de tejido conjuntivo hepatico puede deberse a un incremento
en su sintesis, a una disminucion en su degradacion, o a una combinacion de ambos factores.
Los estudios realizados hasta la fecha sugieren que durante las fases inciales del proceso, la
acumulacién de coldgena se debe preferentemente a un aumento en su biosintesis. Tanto en
higados humanos como en higados de animales tratados con tetracloruro de carbono (CCl,) o
infectados con esquistosomas, la incorporacion de prolina en la coldgena estd aumentada (14-18).
La actividad colagenolitica puede encontrarse normal o incluso aumentada (29, 30).

Existen numerosas evidencias en la literatura que muestran que en el higado cirrético se
presentan alteraciones no s6lo en el metabolismo del tejido conjuntivo sino también en las células
parenquimatosas (28).

Se ha visto que el higado es un 6rgano que muy frecuentemente se ve afectado por una
gran variedad de patologias entre las que pueden citarse los transtornos vasculares, metabdlicos,
téxicos, obstructivos y neoplasicos y en algunos paises como el nuestro, por las parasitosis y
micosis. Resulta comunmente dafiado debido a que es el principal componente del cuerpo
humano responsable del metabolismo de una gran diversidad de agentes quimicos y bioldgicos.
Estos agentes pueden ser tanto enddgenos como exdgenos y pueden actuar directamente o
después de ser transformados metabdlicamente para alterar las estructuras y funciones normales
de las células hepaticas (30).

El higado juega un papel central en el control de la homeostasis metabdlica y

consecuentemente cualquier lesion hepatica alterard los procesos celulares normales y conducira
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a varios grados de disfuncion hepatocelular. De ahi que las enfermedades hepaticas constituyan
un problema de salud muy importante que incapacita o lleva a la muerte a un gran nimero de

personas en edad productiva (31).

El Modelo de Dainio Hepatico Producido por la Ligadura del Conducto Biliar

Comun en la Rata.

Por la importancia de las enfermedades hepaticas surgié la necesidad de crear modelos
experimentales de dafno hepatico en los cuales se pudieran reproducir las alteraciones que se
observan en estos padecimientos. Existen algunos modelos experimentales para producir dafio
hepatico, uno de los cuales consiste en producir una obstruccion biliar completa mediante la
ligadura del conducto biliar comin. Este modelo llega a producir un dafio muy similar al que
producen las obstrucciones biliares extrahepaticas, su mecanismo de accion se basa en que los
acidos biliares sufren regurgitaciéon hacia el higado en donde al acumularse y por su accion
detergente provocan dafio en la membrana de los hepatocitos (32).

El modelo experimental de ligadura del conducto biliar comin (LCBC) en la rata ha dado
muy buenos resultados para reproducir tanto la fase aguda como la fase crdnica de la

enfermedad.

Evaluacion del Daio Hepaitico.
La diversa naturaleza de la actividad funcional del higado y su variedad de respuestas al
dano, hace de la seleccién de los marcadores de dafio hepatico, una labor dificil.

Ninguna de las pruebas de funcion hepatica es contundente para el analisis clinico de la
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mayoria de los problemas hepéticos. Una enfermedad leve, aunque difusa, tal como la hepatitis
viral o la cirrosis hepdtica inicial, causa cambios en varias pruebas de funcion del higado. Las
pruebas de funcionamiento hepdtico, y especialmente las alteraciones de las actividades
enzimaticas en suero, proporcionan en gran nimero de casos, la primera sospecha de algin
transtorno del higado (33).

La determinacién de la actividad de las enzimas hepaticas liberadas a la sangre debido
al dafo hepatico, se ha vuelto una de las herramientas mas dtiles en los estudios de
hepatotoxicidad. La aplicacion de la metodologia de las enzimas séricas para determinar el daio
hepético fue introducida en 1933 y 1940 al demostrar la actividad sérica anormal de la fosfatasa
alcalina (FA) y colinesterasa en el dafio hepatico (34).

Sin embargo, el descubrimiento en 1950 de que la actividad de las diferentes
transaminasas séricas estaban aumentadas por destrucciéon de los tejidos (35), representd un
verdadero avance en el diagnéstico por métodos enzimaticos séricos. Subsecuentemente se han
identificado en la sangre, otras enzimas con actividad anormal en presencia de dafio hepético.

Zimmerman (36) ha clasificado a las principales enzimas séricas basindose en su
especificidad y sensibilidad a diferentes tipos de daiio hepatico.

12, Enzimas cuya elevada actividad sérica refleja mas sensiblemente dafio colestitico que
dafio parenquimatoso, como la FA, 5’nucleotidasa y la ~-glutamil transpeptidasa (vy-

GTP). Esta dltima enzima como es una transferasa también es conocida como ~-glutamil

transferasa.

29, Un grupo de enzimas que se encuentran principalmente en el higado que son ttiles en el

diagnostico de enfermedades hepaticas y que su aumento en suero nos indica dafio en el
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parénquima hepdtico, aunque también se pueden encontrar en tejidos extrahepaticos. En
este grupo se encuentran la transaminasa glutdmico oxaloacética (TGO), la transaminasa
glutdmico pirivica (TGP), también llamada alanina aminotransferasa (ALAT) y la lactato
deshidrogenasa, ornitil carbamil transferasa y la sorbitol deshidrogenasa. Estas enzimas
pueden ser usadas particularmente en el estudio de agentes que puedan causar dafo
hepatico.

3°.  Enzimas que son insensibles al dafio hepatico, pero que se encuentran elevadas por dafio

a tejidos extrahepaticos, como la creatina fosfocinasa (CPK).
4°,  Enzimas con actividad sérica deprimida por dafio hepético, como la colinesterasa (CHE).

El higado tiene la funciéon normal de secretar la bilirrubina en la bilis. Esto ha dado
motivo para medir la capacidad que tiene el higado para remover la bilirrubina de la sangre y
excretarla en la bilis y de esta manera considerarla como otra prueba de funcionamiento hepético
(37).

La actividad total de la FA sérica corresponde a la que poseen diferentes isoenzimas cuya
especificidad para el sustrato es baja y cuya accién caracteristica consiste en catalizar a pH
alcalino la hidrélisis de muy diferentes ésteres de fosfato. En el hombre se ha demostrado la
presencia de fosfatasa alcalina en los huesos, en el epitelio de los canaliculos biliares del higado,
en la placenta y en las células blancas. En el hepatocito se localiza en la membrana sinusoidal,
canalicular y en el citosol (2). Su actividad especifica es de dos a cinco veces mayor en la region
canalicular que en la sinusoidal de la membrana (37, 38).

El higado contiene relativamente poca fosfatasa alcalina en comparacion con drganos tales

como el intestino delgado y el rifién (38). La distribucion de la FA en la rata presenta algunas
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discrepancias. Watchein (35) no encontré actividad de la enzima en la proporcién sinusoidal y
solamente vié una distribucién irregular en el canaliculo biliar. Sandstrom (37), también
encontré mucha actividad de fosfatasa alcalina en el canaliculo biliar. La FA se distribuye en
el lobulillo hepético principalmente en la porcién sinusoidal.

Muchos compuestos fosforilados son sustratos para las fosfatasas alcalinas. Por
definicion, la fosfatasa alcalina es una enzima inespecifica que hidroliza muchos compuestos de
fosforo, aunque puede haber una mayor especificidad para algunos compuestos como los ésteres
fendlicos. En muchos de los ensayos bioquimicos se usa como sustrato el p-nitrofenilfosfato.

FA
p-nitrofenilfosfato -> p-nitrofenol + Pi

La funcién de la FA no estd bien entendida. En general se considera que esta encargada
de la hidrdlisis de ésteres de fosfato. Se ha visto que todas las fosfatasas alcalinas son capaces
de transferir grupos fosfato de un alcohol a otro (38). Se ha sugerido que esta enzima ayuda a
mantener el estado intracelular estacionario de los metabolitos fosforilados (39).

La FA es una ectoenzima y se localiza en la superficie externa de la membrana
plasmatica del hepatocito. Su actividad especifica es de dos a cinco veces mayor en el dominio
canalicular que en el sinusoidal de la membrana de dicho tipo celular (39). En el mismo se han
reportado niveles elevados de FA en individuos alcohdlicos (40), en ratas tratadas con etanol
(41), con CCl,, con galactosamina, con alcohol alilico, con faloidina, con amanitina y en la
hepatitis reactiva inespecifica (42-44).

Teschke y colaboradores (45) han reportado que el higado graso en humanos estd

asociado con niveles hepaticos altos de FA; sin embargo, el mecanismo por el cual se modifica
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la actividad de la FA permanece oscuro.

La y-GTP cataliza la transferencia de un resto glutamilo de un péptido a un L-aminoacido
0 a otro péptido. El glutation es el péptido mas conocido y constituye probablemente el sustrato
natural de la reaccion (46). Estd ampliamente distribuida en los tejidos de los mamiferos y se
ha encontrado en un gran nimero de estructuras epiteliales generalmente involucradas en
procesos de absorcién o secresion tales como el hepitelio del tibulo proximal renal, las
vellosidades del yeyuno, los plexos coroideos, los conductos biliares y las vesiculas seminales,
etc.

En el hombre se encuentra en los siguientes 6rganos: rifiones, vesicula seminal, pancreas,
higado, bazo, corazon y cerebro (18). Gran parte de la actividad sérica normal de la yv-GTP es
de origen hepético (46). Presenta relativamente baja especificidad con respecto al donador
gamma-glutamilo, lo que permite su cuantificacion mediante métodos colorimétricos sencillos
(47). Dicha enzima se encuentra en mayor abundancia en el dominio canalicular de la membrana
plasmatica del hepatocito; es producida a lo largo del tracto biliar integro, desde el canaliculo
biliar hasta en conducto biliar comun (46, 47) y se ve modificada por el dafio hepitico (45) por
lo que sirve como indicador del mismo.

La actividad sérica de la FA y de la y-GTP aumenta durante la colestasis o dafio
hepatobiliar en humanos (48). La actividad sérica aumentada de estas enzimas ademds de
originarse por la regurgitacion de la bilis (49) como ocurre con otras enzimas, también se debe
a que su sintesis se estimula durante la colestasis. La sintesis de FA se estimula en la célula
hepdtica (46, 50, 51), mientras que en las células del epitelio biliar se induce la sintesis de la

v-GTP (52).
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Otro de los sistemas enzimaticos importantes para la célula hepatica es el de la adenilato
ciclasa. Esta enzima regula multiples funciones celulares a través del producto de su catélisis:
el AMPc. Reportes de estudios previos demostraron que en la cirrosis hepatica, la actividad de
esta enzima se encuentra elevada y también el nivel intracelular de AMPc se encuentra elevado
(53). De la misma manera el glucégeno que constituye una fuente de energia para la célula
hepética se halla muy disminuido (54).

La TGP, ahora llamada alanino aminotransferasa (ALAT) es una de las enzimas mas
usadas para identificar la presencia de dafio hepatocellar en animales. A pesar de que la TGP
puede estar presente en varios tejidos, su mayor concentracion estd dentro de los hepatocitos.
Esta enzima se localiza en mitocondria y predominantemente en el citosol y su concentracién
dentro de la c€lula es 10,000 veces mas grande que en el suero. En presencia de una obstruccién
biliar el aumento de la presién o la accién de la bilis puede aumentar la permeabilidad de la
membrana celular ocasionando la salida de las transaminasas de la célula hacia la circulacién
general (48, 55). Por lo tanto, la degradacién de los lipidos de membrana es considerado un
factor critico que conduce a la muerte celular (17).

Por otra parte, sabemos que la glucosa aporta la energia necesaria para los procesos
metabolicos que ocurren en el organismo. La glucosa se almacena en forma de glucégeno en el
higado, de tal manera que cuando es requerida en el organismo, se lleva a cabo la glucogendlisis
y asi se tiene la glucosa necesaria en circulacion para los procesos metabolicos. Cuando el
almacenamiento del glucogeno se ve afectado, esto puede traer como consecuencia alteraciones
a nivel del metabolismo o falta del aporte necesario de energia (4).

La peroxidacidn lipidica refleja la interaccion entre el oxigeno molecular y los dcidos
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grasos poliinsaturados hasta un deterioro oxidativo de estos ultimos. El lugar donde se realizan
dichas reacciones son las membranas bioldgicas; por lo tanto se puede asumir que un dafio a este
nivel desacoplaria una serie de funciones celulares y subcelulares. De hecho, la peroxidacion
lipidica se ha asociado con procesos fisiologicos, patofisiologicos y toxicos graves incluyendo
la biosintesis de prostaglandinas y principalmente reacciones toxicas en varios 6rganos. También
se ha suférido que la peroxidacion puede ser una consecuencia del dafio celular (56).

El andlisis del potencial hepatotéxico de un agente quimico se completa con la
descripcion histoldgica de la lesion producida. La microscopia de luz es un método tradicional
para demostrar y definir el tipo de dafio hepitico. Las anormalidades bioquimicas observadas
en este tipo de dafo pueden apoyarse con la evidencia de esteatosis o necrosis demostrable por

medio de la microscopia Optica y electronica.

Antecedentes

Se han reportado numerosos firmacos que protegen al higado después de una intoxicacion
con tetraclururos compuestos (CCl,), por el empleo de otros firmacos como la galcatosamina
y el acetaminofén o por manipulacione fisiologicas (LCBC); destacando entre ellos la silimarina
(57), colchicina (58) y la colchiceina (59).

La colchicina es un alcaloide derivado del Colchicum autumnale, el cual ha tenido efectos
benéficos en pacientes cirrdticos (60), asi como en los transtornos agudos de gota (61). De igual
manera Warnes y cols. (62) demostraron efectos benéficos de la colchicina en la cirrosis biliar
primaria. Dicho farmaco inhibe la secresion de las moléculas de procolidgena en la matriz

extracelular (63); no obstante, los efectos benéficos de la colchicina sobre la cirrosis hepatica
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han sido modestos ya que s6lo se aplica una pequena dosis (1 mg por dia durante cinco dias por
semana) debido a que produce efectos secundarios y posee alta toxicidad (63-66); dicha toxicidad
ha sido atribuida a su habilidad para unirse a proteinas de los microtibulos (65-66).

Se ha observado que algunas moléculas derivadas de la colchicina poseen la capacidad
de unirse a proteinas microtubulares, lo que les confiere una funcién de antimitéticos y en el
caso de la colchicina le confiere efectos antigota; algunas de estas moléculas son la
colchiceinamida y demecolcina entre otros. Existen también otros andlogos de colchicina que no
tienen efecto antimitdtico, entre éstos figuran la isocolchicina, isocolchiceinamida, colchiceina
y el dcido trimetilcolchicinico (ATMC) (67).

El ATMC es un derivado de la colchicina que es menos toxico y se ha probado en
pacientes con gota aguda, en los cuales se observaron efectos benéficos parciales (68). Este
farmaco difiere de la colchicina en que el radical acetilo de la cadena lateral del segundo anillo
es removido y el grupo hidroxilo substituido por el grupo metoxilo del lado de la cadena lateral

del tercer anillo.

Colchicina Acido trimetilcolchicinico
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Es importante mencionar que el ATMC metil-éter (también llamado ATMC erroneamente
por algunos autores) tiene efectos benéficos sobre diversas enfermedades, principalmente de
origen tumoral; sin embargo, también se ha observado que es muy toxico y posee un efecto
antimitético (69).

En el laboratorio se realizaron algunas pruebas con diferentes dosis de ATMC (10, 50
y 100 pg/rata/dia) para determinar una dosis adecuada para proteger al higado del dafo por
obstruccion biliar. Se observo que a la dosis de 100 pg se obtuvo un mejor resultado.

En base a lo anterior, el presente estudio se realiz6 con la finalidad de conocer la
capacidad del ATMC para prevenir el dafio hepatico cronico en el modelo de ligadura del
conducto biliar comiin en ratas, asi como determinar su efecto sobre la acumulacion de coldgena
hepatica (fibrosis). Ya que si los procesos fibrogénicos se detectaran tempranamente y fueran
frenados, el desarrollo de las hepatopatias crénicas del higado (cirrosis) se podrian prevenir en
un alto porcentaje, asi como la alta tasa de mortalidad que existe debido a este tipo de

enfermedades.
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OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la capacidad de prevencion del ATMC a nivel bioquimico histologico y

ultraestructural, sobre el dafio hepético crénico inducido por la obstruccion biliar en la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

Para la evaluacion del efecto hepatoprotector del ATMC sobre el dafio crénico se llevaran

a cabo los siguientes objetivos:

1. Determinar bioquimicamente (a nivel de enzimas séricas y bilirrubinas) la capacidad

hepatoprotectora del ATMC en la rata.

2. Evaluar histopatoldgica y ultraestructuralmente el efecto del tratamiento con ATMC

sobre el dafio producido por la obstruccién biliar.

3. Evaluar la respuesta fibrogénica en el tratamiento con ATMC sobre el modelo de dafio

hepatico utilizado.
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METODOLOGIA

Diseiio Experimental.

Se utilizaron 4 grupos de 6 ratasWistar machos de 200-300 gramos. Se formo un grupo

de ratas para realizar operaciones falsas que consistieron en la manipulacion de tejidos y 6rganos

sin ligar el conducto biliar comuin. Se utilizé un grupo de ratas que fueron ligadas del conducto

biliar comin (LCBC) durante 8 semanas, a otro grupo se le administré el ATMC durante el

dafio crénico provocado por la LCBC y por ultimo se formé un grupo de ratas que se trataron

con ATMC solamente. El farmaco se administr6 a una dosis de 100 ug/ rata/ dia por via

intragéstrica.

Procedimiento para ligar el conducto biliar comun.

1.

Las ratas se anestesian con pentobarbital sodico a una dosis de 25.2 mg/kg de peso, por
via intraperitoneal.

Una vez anestesiadas las ratas, se procede a eliminar el pelo de la regiéon abdominal para
facilitar la manipulacién de los tejidos.

Posteriormente se realiza la antisepsia de la region quirdrgica con torundas de gasa
remojadas con benzalconio al 1%.

Se procede a incidir los tejidos de la regién abdominal, iniciando con la piel y
continuando con el peritoneo. Esta incision se hace de una longitud de 2-3 cm.
Visualizada la cavidad abdominal, se procede a sacar cuidadosamente el higado, puesto
que el conducto biliar comun se encuentra por debajo de éste.

Localizado el conducto biliar comun, se desprende de las membranas que lo unen a la
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vena porta y al intestino delgado.

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

8. Una vez ligado el conducto biliar comun, el higado se introduce nuevamente a la cavidad

abdominal y se procede a unir los tejidos incididos por medio de suturas, que se hacen
de la siguiente manera:
a). El peritoneo se une por medio de suturas continuas por el procedimiento llamado
surgete anclado o entrelazado utilizando para esto hilo absorbible (Catgut cromico 4-0).
b). Para unir la piel se utilizan suturas aisladas por medio del procedimiento llamado
puntos separados, para lo cual se utiliza material no absorbible como lo es el nylon de
monofilamento.

9. Una vez unidos los tejidos incididos se hace nuevamente la antisepsia a la region
quirdrgica, para que después las ratas se recuperen del efecto de la anestesia.

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

Las ratas tratadas de esta manera permanecieron ligadas durante ocho semanas para

provocar la cirrosis biliar. Cada grupo de ratas fue operado y sacrificado en conjunto.

Procedimiento para el sacrificio de las ratas.

El sacrificio de las ratas se realiza de la siguiente manera:

1. Las ratas se colocan en una cimara que contiene éter concentrado para inducir la
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anestesia.

2 Con la ayuda de material quirdrgico se procede a abrir a la rata en sus cavidades
abdominal y tordxica para obtener de esta forma la muestra de sangre y la muestra de
higado, las cuales siempre se mantienen en hielo.

3 La muestra de sangre se obtiene por puncién cardiaca, colocando la sangre en tubos de
ensayo, se centrifuga (Centrifuga Beckman Modelo TJ-6) a una temperatura de 4°C y a
3000g. De esta manera se obtiene el suero que es mantenido en hielo para sus posteriores
determinaciones bioquimicas.

Se extrae el higado, el cual se pasa por solucion salina fisiolégica para limpiarlo de
impurezas. Las muestras se mantienen en hielo para las determinaciones bioquimicas, cortes
histoldgicos para microscopia Optica y electrénica, asi como para determinacion de coldgena

hepatica.

Determinaciones Bioquimicas.

Determinacion del Grado de Lipoperoxidacién por el Método del Acido Tiobarbitirico
(TBA).

El método se fundamenta en que dos moléculas de TBA reaccionan con una molécula de
malondialdehido (MDA) formando un pigmento rojo, el cudl tiene un maximo de absorcién en
solucién 4cida a 532 nm. El coeficiente de extincion molar del complejo colorido a 535 nm es

de 1.56 x 10° M! em?! (71).
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Reactivos:
- Tris HCI 150 mM pH = 7.4
- Acido Tricloroacético (TCA) al 15%.

- Acido Tiobarbitdrico 0.375% en TCA al 15%.

Técnica:

Se homogeneizan 0.5 g. de higado con 5 ml de agua tridestilada con lo cual se obtiene
un homogenado al 10% P/V.

Se toman 300 ul del homogenado y se completa a 1 ml con Tris-HCI 150 mM pH 7.4.
Se incuba a una temperatura de 37°C durante 30 minutos. Al término de este tiempo a
cada muestra se le adicionan 2 ml de 4cido tiobarbitdrico al 0.375% disuelto en TCA al
15%.

Los tubos se incuban en bafio maria de agua hirviendo durante 15 min.

Se centrifugan a 4000 g durante 10 minutos.

El sobrenadante se lee a 532 nm de absorbancia.

Clalculos: Donde:
A A es la absorbancia de la muestra.
C= 1 es la longitud de la celda.
£1 £ es el coeficiente de extincion del MDA = 1.56x10°
cm’' M.

Nota: Se hace una diluciéon 1:10 del homogenado y se toman 20 ul para determinar

proteinas. El resultado se expresa como nmoles de MDA/mg de proteina.
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Determinacion del contenido total de proteinas.

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

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

en solucién por un tiempo relativamente largo (aproximadamenate una hora) (72).

Método de Bradford

Reactivo de Bradford:

AGIHIG TOREOTION BED nevssssnmeess ios swssiessmisnnsbrbnsie 16 bmm 100 ml.
b6 [ T R 1 vl SO 50 ml.
Azl de Coomassie G-250..c.uiu s covsnsaniiavssiansimmiaiss 100 ml
e T T O R — 1000 ml
Técnica:
1. Se toman 100 pul de homogenado de higado utilizado para la determinacion del grado de

lipoperoxidacion y se lleva a 1 ml con agua tridestilada.
2, De la dilucion anterior se toman 20 ul y se agregan 80 ul de agua tridestilada.
3 Se prepara un blanco que consiste en 100 ul de agua tridestilada.

4, Se afade tanto a los tubos con muestra como al blanco 2.5 ml del reactivo de Bradford.
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. Se agitan y se lee la absorbancia a 595 nm.
6. La concentracion de la muestra se determina utilizando la media de la ecuacion de la

recta de nuestra curva estandar.

Determinacion de bilirrubina total y bilirrubina directa.

La bilirrubina forma con el acido sulfanilico diazotado un colorante azoico, que en
solucién neutra es rojo y azul en solucién alcalina. El glucurénido de bilirrubina hidrosoluble
reacciona directamente, mientras que la bilirrubina indirecta libre reacciona s6lo en presencia

de un acelerador.

Bilirrubina total.

La bilirrubina total en suero o plasma se determina por copulacién con el dcido
sulfanilico diazotado tras la adicion de cafeina, benzoato de sodio y acetato de sodio. Con la
solucion de Fehling se forma azobilirrubina azul, cuyo contenido puede determinarse también
en presencia de subproductos amarillos (coloraciébn mixta verde) de manera selectiva por

fotometria a 578 nm (73).

Técnica: (Kit Merck-México)
Problema Blanco
Acido sulfanilico 0.2 ml 0.2 ml

Nitrito de sodio @7 . FR—



32
Acelerador 1.0 ml 1.0 ml

Suero 0.2 ml 0.2 ml
Mezclar y dejar reposar de 10 a 60 minutos a temperatura entre 15°C --- 25°C.
Solucién, II de Fehling 1.0 ml 1.0 ml
Mezclar, medir a 578 nm de absorbancia los problemas al cabo de 5 a 30 minutos contra

agua destilada y, en caso necesario, contra el blanco.

Calculo:
Medicion frente a un blanco:

Concentracion de bilirrubina total = Abs. x 180 umol/I.

Bilirrubina directa.

La bilirrubina directa se mide sin afiadir dlcali como colorante azoico rojo a 546 nm.

(73).
Técnica: (Kit Merck-México)
Problema
Blanco
Acido sulfanilico 0.2 ml 0.2 ml
Nitrito de sodio 1 gota W -
Solucién salina fisiologica 2.0 ml 2.0 ml

Suero 0.2 ml 0.2 ml
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Mezclar inmediatamente, dejar reposar a temperatura entre 15°C y 25°C. A los 5 minutos
exactos, tras la adicion del suero, medir a 546 nm las extinciones de los problemas contra el

blanco.

Calculo:
Concentracion de bilirrubina directa = Abs. x 240 umol/l.
La bilirrubina indirecta se obtiene de la diferencia entre la bilirrubina total y la bilirrubina

directa.
Determinacion de la actividad de la alanina amino transferasa sérica
(Transaminasa glutamico pirtvica -TGP).

La actividad de la TGP se determind por el método de Reitman-Frankel (74), 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, complejo colorido que absorbe a 515 nm.

Método de Reitman-Frankel .
Reactivos:

1. Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Se prepara mezclando 840 ml de solucién 0.1 M de
fosfato monopotasico.

2 Soluciéon de sustrato. Se disuelven 1.78 g de D-l-alanina y 30 mg de 4&cido
alfaoxoglutarico en solucién buffer; se anaden 0.5 ml de hidroxido de sodio IN. y se
completa hasta 100 ml con la solucién buffer. Se conserva a 4°C.

3. Reactivo cromégeno (2-4-dinitrofenilhidrazina). Se disuelven 200 mg de 2,4-
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dinitrofenilhidrazina en HCl 1 N. caliente y se completa hasta un litro con HCI IN. La
solucion que se prepara es 1 mM.
4. Solucién estdndar de piruvato. (1 pmol/ml). Se disuelven 11 mg de piruvato sédico en

100 ml de solucién buffer.

Técnica:

Reactivos Blanco
Problema

Solucién sustrato D-1-alanina 250 pul 250 ul

Suero problema 50 ul

Mezclar suavemente e incubar a 37°C durante 60 minutos.

Reactivo cromogeno 250 pl 250 pl

Incubar 5 min. a 37°C

Suero problema 50 ul I

Incubar 15 min. a 37°C

Agregar NaOH 0.4 N para detener la reaccion 2.5 ml 2.5 ml

Leer a 515 nm calibrando con blanco de agua. Se resta la absorbancia del blanco de
muestra a la respectiva absorbancia del suero problema, posteriormente interpolando en la curva

estandar de piruvato se determina la actividad de la enzima.

Determinacion de la Actividad de la y-glutamil transpeptidasa.

En este método se utiliza como sustrato la glutamil-p-nitroanilida que en presencia de la
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enzima <y-glutamil transpeptidasa y de un receptor del grupo vy-1-glutamil (como es la glicil
glicina), produce +y-1-glutamilglicil-glicina y p-nitroanilina que puede ser cuantificada

espectrofotométricamente (75).

Técnica:
17 En un tubo de ensayo de vidrio de 13 x 100 mm se agregan los siguientes reactivos:
- 400 pl de tris-HCI 200 mM (pH 8.2)
- 100 pl de MgCl, 200 mM
- 100 pl de glicil-glicina 40 mM. pH 8.2

- 200 pl de y-glutamil-p-nitroanilida 10 mM.

2 La mezcla de reaccion se incuba en un bafio maria a 37°C durante 10 min, y se inicia la
reaccion agregando 200 ul de suero. Se agita bien la mezcla y se introduce en el bafno

maria a 37°C.

3. La reaccion enzimdtica se detiene a los 30 minutos después de haberse iniciado,

agregando 2 ml de acido acético 1.5 M.

4. La absorbancia de cada tubo se lee a 410 nm en el espectrofotémetro, determinandose
la p-nitroanilina producida. La concentracion de enzima se determina utilizando la media

de la curva estandar.
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Determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina.

Este método se basa en la hidrélisis del p-nitrofenilfosfato por la fosfatasa alcalina para

producir fosfato inorgdnico y p-nitrophenol, el cual se lee a 410 nm (76).

Técnica:
1. En un tubo de ensaye de vidrio de 13 x 100 se agregan los siguientes reactivos:
- 0.25 ml de buffer de glicina 0.1 M y MgCl, 1 mM pH 10.5
- 0.25 ml de sustrato de p-nitrofenilfosfato el cual se prepara disolviendo 100 mg de p-

nitrofenilfosfato disédico en 25 ml de agua destilada.

2. Esta mezcla se incuba en un bafio maria a 37°C por 5 min.

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

4. La reaccién se detiene adicionando 5 ml de NaOH 0.02N.

3, Se determina la absorbancia a 410 nm en un espectrofotometro.

La concentracién de enzima se determina utilizando la media de la curva estandar de p-
nitrofenol. La actividad enzimadtica se reporta en pmoles de p-nitrofenol por litro de suero por

minuto.

Determinacion del contenido de glucégeno hepatico.
Este procedimiento consiste en la digestién en caliente de una muestra de higado
conteniendo glucogeno, el cual es hidrolizado con KOH 30% dando como resultado glucosa, la

cual se cuantifica colorimétricamente con el reactivo de la antrona (77).
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Técnica:

Se pesan 0.5 g de muestra de higado y se colocan en tubos de ensayo de 150 x 15 mm,
se afiaden 1.5 ml de una soluciéon de KOH al 30% a cada uno de ellos, se hierve

en un bano de agua durante 30 minutos.

Después de enfriar los tubos, la muestra digerida se coloca en un matraz de aforacion de

25 ml y se diluye la muestra a ese volimen con agua tridestilada.

Del matraz anterior se toma 1 ml de la dilucioén y se coloca en otro matraz de aforacion

de 25 ml para diluir la muestra nuevamente a ese volimen con agua tridestilada. Esto se

realiza con el objeto de que la glucosa en esta dilucion, este en un rango de

concentracion de 3 a 300 pg/ml.

De la ultima dilucién se coloca 1 ml en tubos de la misma medida, se prepara ademds

un blanco que contenga 1 ml de H,O, también se requiere un estdndar que contenga 20

pg/ml de glucosa .

Se prepara la solucién de antrona al 0.2% en H,SO, concentrado. Los tubos de muestras

problemas asi como el estandar y el blanco se colocan en hielo en donde se les afiade 2

ml de reactivo de antrona y se agitan suavemente.

Los tubos se tapan con canicas, se sellan con cinta adhesiva y se colocan en un baifio

maria de agua hirviendo durante 15 min.

Se enfrian sobre agua de hielo y se leen a 620 nm.

Determinacion de Colagena.

La concentracion de coldgena se determina por medicion del contenido de hidroxiprolina
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en muestras de tejido de higado fresco, después de la digestion con acido. El producto de la
oxidacion de la prolina se extrae con tolueno. La capa acuosa fue pasada a tubos de ensaye. El
producto de la oxidacion de la hidroxiprolina se convirtid a pirrol después de calentar las
muestras.

Las muestras que contienen el pirrol se incuban con el reactivo de Ehrlich durante 30

minutos y se leyo la absorbancia a 560 nm (78).

Reactivos:
1. Solucién amortiguadora. (Relacion para un litro de buffer).
Buffer acetato de sodio-dcido citrico, pH 6.
50 g de acido citrico.
120 g de acetato de sodio (3H,0).
34 g de hidroxido de sodio.
15 ml de 4cido acético glacial.
El buffer se mantiene en refrigeracién y dura estable por meses.
2. Solucién de cloramina T.
0.141 g de Cloramina T se mezclan con 2 ml de agua destilada, 3 ml de Etilen Glicol
y 5 ml de solucion amortiguadora. Esta solucion debe prepararse en el momento de ser
usada.
3, Reactivo de Ehrlich.
a). Se toman 27.4 de H,SO, concentrado y se agregan lentamente a 200 ml de alcohol

absoluto en otro vaso en hielo.
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b). Se pesan 120 g de p-dimetilaminibenzaldehido y se agregan a 200 ml de alcohol

absoluto.

La mezcla 4cido-etanol (A) se agregan lentamente y con agitacion a la solucion (B) en
hielo.

La solucién puede almacenarse en el refrigerador por varias semanas. Los cristales que

precipitan por el enfriamiento se disuelven calentando y agitando la solucion.

Técnica
1. De un trozo de higado de rata previamente secado con papel filtro se pesa 0.1 g y se

coloca en una ampolleta.

2, A la ampolleta se le agregan 2 ml de HCI 6N y se sella con el soplete.
3. Una vez sellada, se colocan en el horno a 100°C durnate 20 hrs.
4. Después de la hidrdlisis se rompe la ampolleta y se ponen nuevamente en el horno a

secar a una temperatura de (40°C - 5(°C) aproximadamente 20 hrs.

J. Las muestra seca se resuspende con soluciéon amortiguadora (Sol. 1). Inicialmente con
2 ml, se agita en el vortex y se vacia en tubo de ensaye .Después se agregan 2 ml
nuevamente a la ampolleta para lavarla completamente, se vacia nuevamente en el mismo
tubo de ensaye. Los tubos se centrifuga a 3000 rpm durante 15 min.

6. El sobrenadante se retira con una pipeta pasteur y se deposita en tubo de ensaye. Se le
agrega una pequefa porcion de anorita, se agita durante un minuto, se centrifuga a 3000
rpm durante 15 min y nuevamente con una pipeta pasteur se extrae el sobrenadante a otro

tubo de ensaye y se observa, si no queda claro se vuelve a colocar anorita y se
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centrifuga.

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

Después de los 20 min se detiene la reaccion por la adicién de 500 ul de tiosulfato de
sodio 2 M, con 1 ml de NaOH 1IN y con aproximadameante 2 g de NaCl. Agitar
inmediatamente (de esto depende que se detenga la reaccion).

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

Se extrae la capa de tolueno, se desecha y el contenido acuoso se cubre con su respectivo
tapon y se coloca en un bafio hirviendo durante 20 min.

Se enfrian los tubos y nuevamente se les agregan 6 ml de tolueno y se agitan durante 1
minuto.

Tomar una alicuota de 1 ml de la fase de tolueno y mezclarla con 4 ml del reactivo de
Ehrlich y agitar vigorosamente.

Los tubos se mantienen a temperatura ambiente durante 30 minutos para que desarrollen

el color.

Leer en espectro a 560 nm.

Histologia.

Para observar la acumulacién de coldgena en el tejido hepético, pequefias muestras de

higado de aproximadamente 1 cm® fueron fijadas en Bouin, incluidas en parafina y tefidas con

tincion tricromica. Posteriormente los cortes de aproximadamente 6um se observaron bajo
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microscopia de luz en un microscopio Leitz Wetzlar Germany. Las fotografias se tomaron con

un equipo automatizado Wild MPS 55 con una amplificacion de 100x..

Microscopia electrénica.

Para el analisis ultraestructural se cortaron bloques del 16bulo derecho del higado de
aproximadamente 0.5 a 0.7 mm?, éstos se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato
0.1 M (pH 7.2) durante lhora, se adicioné OsO, al 1% para continuar la fijacion (30 minutos
a 27°C y 30 minutos a 4°C). Después de la deshidratacion con concentraciones crecientes de
alcohol, los bloques se incluyeron en resina Epon. Los cortes finos se observaron en un

microscopio electronico de transmision Jeol-2000 EX con una aceleraciéon de voltaje de 80 kv.

Analisis Estadistico.

A los resultados obtenidos de las determinaciones de cada grupo de ratas se obtuvo la
media (M) y el error estdindar de la media (EEM). Se realiz6 un andlisis de varianza
(ANADEVA) y t de Tukey para comparar los grupos (79). En todos los casos se considerd

significativa la diferencia cuando p < 0.05.
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RESULTADOS

Efecto del ATMC sobre la fibrosis hepatica.

Como se observa en la figura 6; en el dafio al higado inducido por la ligadura del
conducto biliar comin (LCBC) durante ocho semanas en un modelo murino (ratas wistar
machos), se observé un incremento de aproximadamente cinco veces mds en el contenido de
coldgena hepética en comparacioén con el grupo control de operacion falsa (OF). No obstante,
el ATMC previno la acumulacién excesiva de coldgena hasta aproximadamente un 50%
(p<0.05). En cuanto al grupo que recibi6é inicamente el firmaco no se observa ningin efecto
significativo sobre el contenido de coldgena en el tejido hepatico. Lo anterior coincidié con los
resultados histolégicos analizados en microscopia de luz en donde se observé la tincion de
coldgena hepatica de los diversos grupos experimentales; en el grupo de ratas ligadas se observa
una gran area del tejido hepdtico que contiene coldgena acumulada, asi como una alteracién en
el ordenamiento celular (Fig. 7). En contraste, el ATMC fue capaz de evitar la acumulacion
excesiva de coldgena durante el periodo de la obstruccion biliar, en donde solo se observa
coldgena alrededor de una vena (Fig. 8). En las tinciones correspondientes al grupo que recibi
s6lo el farmaco y al grupo control (OF) no se observé una acumulacion de colagena hepitica,
solamente se observo alrededor de la vena central (Fig. 9 y 10).

En cuanto al contenido de glucdgeno hepatico (Fig.11), éste disminuyd aproximadamente
un 100% consecuente a la obstruccién biliar (Fig. 11-B). En este caso se observd una prevencion

total del ATMC sobre la pérdida de glucégeno en el higado (p<0.05).
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Figura 6. Cantidad de coldgena hepatica de los cuatro grupos experimentales: grupo control

de operacion falsa (OF), ratas ligadas del conducto biliar comin (LCBC), ratas que recibieron
un tratamiento previo a la ligadura (LCBC + ATMC) y el grupo que recibié el firmaco
solamente (control de ATMC).

El ATMC se administr6 por via oral (100 ug/ kg de peso).
Las ratas fueron sacrificadas 8 semanas después de iniciados los diferentes tratamientos.

* Indica p<0.05 con respecto al grupo control.
*® Indica p<0.05 con respecto a ambos grupos (OF y de LCBC).
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Flgura 7. Tincién (tricromica) para coldgena en un corte de higado de una rata ligada del
conducto biliar comin observada en microscopia de luz con una amplificacion de 100x. La
coldgena se tifie de color azul (=9).

Figura 8. Tincién para coldgena (tricrémica) en un corte de higado de una rata que recibi
el ATMC durante el dafio provocado por la ligadura del conducto del conducto biliar comun.
Microscopia de luz con amplificacion de 100x. =» indica presencia de colagena.



Figura_ 9. Tincién para coldgena en un corte de higado de rata que recibié unicamente el
ATMC. La colagena se encuentra alrededor de la vena central (=¥).Microscopia de luz a 100x.

Figura 10. Tincién para coldgena en un corte de higado de rata con operacién falsa
(control). Se observa poca cantidad de coldgena alrededor de una vénula (=»). Microscopia de
luz con amplificacion de 100x.
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Figura 11. Contenido de glucogeno hepitico(g/100g de higado) en los diferentes grupos

experimentales: control (OF), grupo de ratas ligadas (LCBC), el grupo que recibi6 el farmaco
simultdneamente al dano producido por la ligadura (LCBC + ATMC) y el grupo control de
ATMC.

Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de iniciado el tratamiento en los diferentes
grupos.

El ATMC se administré por via oral (100 pg/ kg de peso).

* Significa p<0.05 con respecto al grupo de OF.
® Significa p<0.05 en comparacién con el grupo de LCBC.
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Resultados bioquimicos.

La obstruccion biliar en la rata provocd una acumulacion excesiva del contenido de
bilirrubinas en la sangre, la cual fue de mas de 100 veces (Fig.12). Se observé que el
tratamiento con ATMC previno la excesiva acumulacion de bilirrubinas hasta cerca de un 50%
en la sangre (p<0.05), lo anterior se observa tanto en la bilirrubina total como en la directa;
por otra parte, en el grupo que solo recibid el farmaco y el grupo control no se elevaron estos
pigmentos biliares (Fig. 12).

La lipoperoxidacion hepatica incrementdé aproximadamente un 50% en las ratas ligadas
comparandolas con el grupo control (Fig. 13) y El ATMC no previno la presencia de un alto
grado de lipoperoxidacion hepatica para este modelo de dafo.

Con respecto a la actividad de la fosfatasa alcalina sérica, se presentd un incremento
debido a la ligadura del conducto biliar comin el cual no se previno con la administracion del
farmaco (Fig.14).

La actividad de la transaminasa glutimico-piravica se elevo cerca de un 30% en el grupo
de ratas ligadas del conducto biliar comin (Fig.15); sin embargo, el ATMC evito
favorablemente tal elevacion al administrarse en los organismos en estudio (p <0.05).

En la figura 16 se muestra la actividad de la y-glutamil-transpeptidasa, la cual se
incrementd (aproximadamente tres veces mas que el valor del grupo control de operacion falsa)
en el modelo de dafio utilizado y se previno aproximadamente en un 50% (p<0.05) con la

administracion del ATMC (Fig. 16).
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Figura 12. Concentracién de bilirrubinas (total y directa, expresada en umol /1) de suero

de los diferentes grupos experimentales:el grupo control OF, ratas ligadas LCBC, ratas ligadas

con tratamiento previo de ATMC (LCBC + ATMC) y el grupo control del fairmaco (ATMC).

El ATMC se administrd por via oral (100 ug/ kg de peso).

Las ratas fueron sacrificadas a las 8 semanas de los diferentes tratamientos.

* Significa p<0.05 con respecto al grupo control.

*® Significa p<0.05 con respecto a los grupos control y experimental.
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Figura 13. Grado de lipoperoxidacion hepitica de los grupos experimentales: control (OF),

ligadura del conducto biliar comdin (LCBC), ligadura + el fairmaco (LCBC + ATMC) y el
control d¢ ATMC  El ATMC se administré por via oral a una dosis de 100 ugkg de peso.
Las ratas fueron sacrificadas después de 8 semanas de tratamiento.

* Significa p<0.05 con respecto al grupo control.
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Figura 15. Actividad de 1a TGP (pmol / 1.min) en suero de ratas de los diferentes grupos:

controles (OF) y de ATMC, el grupo de ratas ligadas (LCBC) y el grupo de ligadura + ATMC.
Las ratas se sacrificaron a la 8a. semana de tratamiento.
El ATMC se administr6 a una dosis de 100 ug/ kg de peso por via oral.

* Significa p<0.05 con respecto al control de OF.
® Significa p<0.05 con respecto al grupo de ratas ligadas.
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Figura 16. Actividad de l1a v-GTP (pmol/1.min) después de 8 semanas de tratamiento en

los diferentes grupos: controles (OF Y ATMC), grupo con ligadura del conducto biliar (LCBC),

grupo con ligadura + ATMC y el de ATMC solo.
El fairmaco se administré por via oral (100ug/ kg de peso).

* Significa p<0.05 con respecto al control de OF.
*® Significa p<0.05 con respecto a los grupos de OF y LCBC.



53
Resultados ultraestructurales.

En las muestras de histologia hepatica observadas a través de un microscopio electrénico
de transmision, tanto en el grupo control (OF) como en el grupo tratado Unicamente con el
farmaco (Fig. 17-A y 18-A) se presenté una arquitectura normal, el canaliculo biliar,
mitocondrias y reticulo endoplasmico rugoso se encontraron de un tamano adecuado y el nicleo
que se muestra en la figura 18-A presentd una estructura normal, la membrana citoplasmatica
pareci0 estar bien delimitada tanto en el nicleo como en el canaliculo biliar.

Posterior a la ligadura del conducto biliar comun en la rata, se observé un desarreglo en
la ultraestructura hepética, el canaliculo biliar se encuentra dilatado, presentando una forma
irregular de la superficie luminal y ademas se perdio la estructura de la membrana canalicular.
Las mitocondrias se encontraron hinchadas, asi como el reticulo endopldsmico rugoso y
liso.También se llega a observar el nicleo de una célula inflamatoria (fig. 18-B).

El ATMC previno parcialmente la alteracion del canaliculo biliar en el modelo de dafo
empleado, ya que no se observa la membrana alterada y las microvellosidades
morfologicamentemente estdn en buenas condiciones (Fig. 17-C). Con respecto a las
mitocondrias, éstas se encontraron menos hinchadas y su estructura interna se observa mas
ordenada en comparacion con el grupo de ratas ligadas del conducto biliar comin (Fig. 18-C),.

En el grupo control (O.F) y el grupo que recibié el ATMC sin ligadura (Fig. 17-A, D
y 18-A, D) se observo una estructura normal tanto del canaliculo biliar, mitocondrias, asi como

del reticulo endoplasmico rugoso y liso.
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Figura 17. Micrografia electronica de un corte de higado de rata de los diferentes grupos

experimentales: A indica el control de operacion falsa, B corresponde al grupo de ratas que
fueron ligadas del conducto biliar comun, C representa al grupo de ratas ligadas + el acido
trimetilcolchicinico (ATMC) y D al grupo de ATMC solamente. En el grupo B se observa el
canaliculo biliar dilatado.

CB: canaliculo biliar, =*: muestra el contorno de la membrana canalicular, el cual se pierde con
la ligadura del conducto biliar y con la administracion del ATMC parece prevenirse.
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Figura 18. Micrografia electronica que muestra cortes de higado de rata de los diferentes

grupos experimentales: A corresponde al grupo control de 6peraci(’)n falsa, B al grupo de ratas
ligadas del conducto biliar comin, C al grupo de ligadura + el dcido trimetilcolchicinico
(ATMC) y D al grupo de ATMC solamente. El reticulo endopldsmico y mitocondrias se
encuentran dilatados en el grupo B asi como en el grupo C; sin embargo el desarreglo
mitocondrial interno en esté Gltimo es menor.

M: mitocondria, N: nucleo, RER: reticulo endoplasmico rugoso, =»: sefiala a la mitocondria sin
las vesiculas hinchadas que aparecen en los grupos de LCBC y LCBC+ATMC.
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DISCUSION.

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos muestran la capacidad del ATMC
para prevenir parcialmente el dafio cronico por obstruccion biliar en la rata. La prevencion fue
de casi un 100% con respecto al contenido de glucégeno hepatico. En cuanto a la acumulacion
de colagena hepatica (fibrosis biliar), acumulacion de pigmentos biliares (bilirrubinas) y algunos
pardmetros bioquimicos (y-GTP y la TGP) se observo un efecto benéfico de aproximadamente
un 50%.

En el presente estudio en el modelo de dafo por obstruccion del conducto biliar comun,
se observd dafio celular generalizado, principalmente el aumento de uno de los elementos
importantes de la matriz extracelular (coldgena) alrededor de las c€lulas parenquimatosas y
sinusoidales, hubo formacion de nodulos de hepatocitos rodeados por bandas de colagena y
distorcion de la arquitectura lobular; también se observaron cambios hemodindmicos y
alteraciones funcionales enzimaticas, esto ha sido reportado anteriormente por Rojkind y
Kersenovich como importantes caracteristicas de la fibrosis hepatica (80), por lo que este modelo
se considera bueno para estudiar este tipo de enfermedades hepaticas.

Cuando un dano hepdtico es unico y el paciente sobrevive debido al buen funcionamiento
de las células hepdticas remanentes, ¢ por las medidas médicas utilizadas, el higado regenera
rapidamente y en pocas semanas se establece su integridad anatomica funcional (81). Si el dano
es de menor intensidad y el nimero de células destruidas es pequeno, es probable que no se
estimule la regeneracion hepatica y sélo se produzca una pequena cicatriz. Sin embargo, cuando

la lesion se vuelve a producir, ya sea porque el agente inductor esté presente (obstruccién biliar,
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CCl,, alcohol, virus, Fe, Cu, etc.) o porque se estimulen mecanismos inmunoldgicos que
perpetian la enfermedad, tales como la produccion de anticuerpos contra lipoproteinas de la
membrana de los hepatocitos, antigenos virales, proteinas contractiles del citoplasma, etc., el
proceso cicatricial continia produciéndose desde una fibrosis hasta la cirrosis hepatica (24).

El aumento del tejido conjuntivo hepético (fibrosis), es responsable al menos en parte de
las alteraciones funcionales y hemodindmicas observadas. Se ha postulado que la inhibicion de
la sintesis y del deposito del tejido conjuntivo en el higado podria acompanarse de una mejoria
en la evolucién de la enfermedad (82). El aumento en la cantidad de coldgena presente en el
higado cirrético coincidié con las altas actividades de las enzimas encontradas en suero de ratas
con obstruccién biliar y cuando se administr6 el ATMC anterior a la ligadura, la cantidad de
coldgena por gramo de higado fué menor y en el glucdgeno hepatico asi como en algunos
parametros enzimaticos se observo una respuesta positiva hacia la prevencion del dano provocado
por la obstruccion.

La fibrosis hepética es un importante parametro de evaluacion del dano cronico. Una
importante consecuencia de la fibrosis hepatica es la acumulacion de tejido conectivo alrededor
de los sinusoides hepdticos hasta formar barreras en el flujo de sangre sinusoidal, la hipertension
portal resultante y el claro aumento de metabolitos exdgenos y enddgenos contribuyen a la
disfuncion hepatica (83, 84). En humanos, parece ser que la descompresion biliar puede
~disminuir la hipertension portal (85).

En la fibrosis hepatica, la produccién de cada uno de los componentes de la matriz
extracelular se ve incrementada. Debido a que la colagena es el mayor componente de la misma,

las estrategias antifibréticas se han centrado sobre la alteracion del metabolismo de la colagena
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hepatica. Se ha observado que el higado cirrético contiene varias veces el contenido de coldgena
que un higado normal (86). Lo cual coincide con lo reportado en nuestra investigacion. Por otra
parte, se observo que el fairmaco actia sobre el metabolismo de la coldgena; sin embargo, seria
interesante saber mas acerca del posible papel que desempefna en ATMC en la respuesta celular
con respecto a la sintesis 0 degradacion de este importante componente de la matriz extracelular.

La terapia antifibrogénica en humanos ha sido dirigida hacia 4 problemas hepaticos:

1. La squistosomiasis, un dano parasitico que afecta a mas de 200 millones de personas;
esta asociado con el desarrollo de fibrosis hepdtica periportal. Los huevos de Squistosoma son
depositados en la vena mesentérica y son dirigidos a través del flujo sanguineo hacia el higado
via la vena porta, en donde los antigenos parasiticos provocan el desarrollo de granulomas
hepdticos periportales. La formacion de granulomas es mediada principalmente por citocinas del
linfocito-T.

2. El virus de la hepatitis tipo B. La infeccidon progresa hacia una hepatitis cronica y
finaliza en cirrosis. Existen millones de personas con infeccion de hepatitis crénica tipo B.

3. La ingestion cronica de alcohol causa un espectro de cambios patologicos en el higado,
comenzando con lipidosis y pasando por hepatitis alcoholica hasta terminar en cirrosis.

4. La cirrosis biliar primaria es un dano caracterizado por destruccion del conducto biliar
intrahepatico que envuelve un nimero de reacciones inmunes, muchas de las cuales son mediadas
por linfocitos-T.

5. La cirrosis biliar secundaria que se origina por la obstruccion biliar extrahepatica,
comenzando desde fibrosis hasta producir un dano cronico mayor.

Se han propuesto terapias antifibrogénicas que consisten en alterar el estimulo de la
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deposicién del tejido conectivo. Existe una amplia evidencia de que los factores solubles
liberados durante el dafo hepatico y la subsecuente respuesta inflamatoria proporcionan dicho
estimulo (86, 87, 88). Algunos ejemplos de antifibrogenos son los corticosteroides, que tienen
propiedades antiinflamatorias entre otras; la ciclosporina que es un péptido producido por el
hongo Tolypocladium inflatum, el cual ya se ha utilizado en la clinica en pacientes con cirrosis
biliar primaria; sin embargo su tratamiento es muy caro y produce efectos secundarios, de la
misma manera que la colchicina (61, 63). Esta dltima es un famaco se ha probado en pacientes
con gota aguda, como ya se menciond anteriormente, asi como en pacientes con cirrosis hepatica
y ha dado buenos resultados; no obstante, debido a los efectos secundarios que produce no
resulta muy conveniente su uso a nivel clinico (59-66). Por otra parte, se ha observado que
algunos derivados de la colchicina poseen sus propiedades farmacoldgicas pero sin poseer sus
caracteristicas toxicas, uno de ellos el el acido trimetilcolchicinico (ATMC), farmaco utilizado
en el presente estudio, el cual no produce efectos secundarios en pacientes y se ha utlilizado a
nivel clinico en pacientes con gota aguda (67,68).EIl interés que nos motivo a su estudio es para
saber si en un futuro se podria utilizar con pacientes cirroticos.

El ATMC administrado a una dosis oral de 100 pg/rata/dia no produjo efectos contrarios
en los animales tratados y mostrd una respuesta antifibrética de casi un 50% en ratas que fueron
ligadas del conducto biliar comin por un periodo de tiempo prolongado (8 semanas), dicho
efecto podria atribuirse a la reduccion en la sintesis de coldgena hepética (efecto antifibrogénico),
a incrementar la degradacion (efecto fibrolitico) 6 a ambos casos; sin embargo, como se sabe
que la colchicina (molécula de la cual se deriva el ATMC) inhibe la sintesis de colagena (89-

91) y también aumenta la actividad de colagenasa (89, 92), esto podria indicar que el ATMC
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de la misma manera que la colchicina, module las respuestas inflamatorias, las cuales estimulan
la produccion de coldgena hepatica (25, 26, 90, 91). Otra posibilidad es que pueda estar
actuando sobre la degradacion de coldgena hepatica de la misma manera que como se propone
con la colchicina.

Durante la produccion del dafio hepdtico crénico se presentan multiples alteraciones
metabdlicas, algunas de las cuales estdn directamente ligadas al proceso de fibrogénesis. Entre
ellas se encuentran modificaciones en los niveles de AMP ciclico, el pool de aminodcidos
(principalmente de prolina), el dcido ribonucléico de transferencia y algunas enzimas
involucradas en las modificaciones postraduccionales de la coldgena (90).

El primer paso en la biosintesis de coldgena (después que los genes son transcritos y se
forman moléculas de pro-colagena) es la hidroxilacién de prolina y residuos de lisina. En la
cirrosis hepdtica, el pool de prolina se encuentra aumentado hasta valores semejantes a los que
se requieren in vitro para la maxima sintesis de colagena. En los diferentes estudios realizados
se ha observado que muchas de las enzimas que participan en las modificaciones
postraduccionales de la colagena se encuentran aumentadas en el higado o en la sangre de
humanos o animales con cirrosis. Esto quiere decir que al aumentar la biosintesis de la coldgena
en el higado, aumentan también las enzimas que se requieren para la maduracion y el transporte
de la proteina al espacio extracelular, asi como las que se necesitan para formar los enlaces
covalentes que le dan su resistencia caracteristica a la proteina. Los datos encontrados hasta la
fecha sugieren que en las fases iniciales de la fibrosis hepatica, el aumento en el contenido de
colagena hepitica se debe a un aumento en su biosintesis. En las fases avanzadas, la falta de

degradacion por una disminucién en la produccién de colagenasa o por inaccesibilidad del
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sustrato a la enzima puede ser el factor determinante (90). Puede ser que el ATMC asi como
la colchicina tengan un efecto sobre el movimiento transcelular y la deposicion de colagena.
Todo lo anterior son puntos a esclarecer o que apoyan ciertas opciones en las cuales puede estar
involucrado el ATMC. No obstante, es necesario hacer estudios posteriores dirigidos hacia estos
puntos para conocer el mecanismo de accion del fairmaco.

En cuanto al contenido de glucogeno hepatico, el ATMC mostro un efecto protector en
su totalidad, ya que evitd la pérdida de glucogeno en las ratas con obstruccion biliar. Se ha
observado que el AMPc juega un papel muy importante en el metabolismo del glucégeno. En
la cirrosis, el incremento en la actividad de la adenilato ciclasa podria relacionarse con un
incremento en los niveles de catecolaminas o a alteraciones en la composicion lipidica de la
membrana plasmatica (26). También se ha propuesto que el AMPc actia como un control en los
niveles de coldgena hepatica (25). Por otra parte, la colchicina previene las alteraciones en la
actividad de la adenilato ciclasa, AMPc y contenido de glucégeno hepatico (26). El ATMC como
analogo de la colchicina podria estar actuando también sobre el metabolismo del glucégeno
hepatico y mas especificamente sobre los niveles de AMPc, ya que en cuanto al contenido de
glucogeno hepitico se observo un efecto hepatoprotector muy bueno.

La microscopia electrénica ha contribuido en forma sustancial al conocimiento del higado
y una gran parte de la literatura se refiere a la descripcion y caracterizacion morfologica y
funcional del tipo celular mas comun en el higado (las células parenquimatosas o hepatocitos),
que se han considerado como la "cé€lula ideal" por los microscopistas electronicos debido a su
gran riqueza en componentes citoplasmdticos y por el papel fundamental que tienen los

hepatocitos en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas y muchos otros
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compuestos. Ademads de ser también una herramienta para conocer mejor las alteraciones
producidas por agentes toxicos para la célula o algunos efectos benéficos de otras substancias.

En el presente estudio se observaron alteraciones ultraestructurales importantes. La
alteracion observada en el canaliculo biliar puede deberse a presiones mecdnicas y se ha visto
acompanada por cambios en la barrera de permeabilidad (interpuesta entre el canaliculo y el
espacio intercelular, que bloquea la difusion libre de peroxidasas), lo cual puede explicar los
procesos envueltos en la regurgitacion de la bilis a la circulacién sanguinea (93).

La regurgitacion de los constituyentes biliares se confirmd por el incremento de més de
100 veces en el contenido de bilirrubinas en el suero sanguineo. Bajo la suposicion de una
secresion continua de bilis, el exceso de regurgitacion deberia ser dependiente de la salida del
flujo biliar hacia el canaliculo biliar. Las alteraciones morfolégicas, tales como la dilatacion e
irregularidad en la superficie luminal del ducto biliar podrian deberse a un incremento en la
presion intracanalicular. También confirmamos que después de ligar el conducto biliar, se
desarregla la forma del canaliculo biliar, de la misma manera que Metz y colaboradores (93).

Se han reportado alteraciones a nivel del control respiratorio (consumo de oxigeno y
sintesis de ATP) en la estructura de la membrana interna mitocondrial e hinchamiento de dicho
organelo en el grupo de ratas con cirrosis biliar (94). En nuestro estudio, el hinchamiento de las
mitocondrias y el desarreglo de su estructura puede ser un indicador de la alteracion de la
funcién mitocondrial y de todos los procesos metabdlicos involucrados. Un aspecto de gran
interés es que la disfuncion a nivel respiratorio mitocondrial puede ser debido a la accion de las
bilirrubinas, cuya elevacion en la circulacién sanguinea podria facilitar su papel como

desacoplantes de la fosforilacion oxidativa y como consecuencia disminuya la funcién energética
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de las células, como lo epresa Zetterstrom y Ernester (95); también puede ser que se presente
un dano no especifico en la membrana mitocondrial (94).

En cuanto a las bilirrubinas, se conocen las diversas fases en su metabolismo
(conjugacion en el higado, excresion en la bilis y circulacién enterohepatica), por lo que se
utilizaron como marcadores de dano hepatobiliar. Estos marcadores, junto con las enzimas
fosfatasa alcalina y y-GTP se encontraron elevados en suero. Esto es comun principalmente en
el dafio extrahepatico. De ésta tltima, se ha demostrado que el incremento de su actividad sérica
en la colestasis extrahepdtica es resultado de la sintesis de novo de la enzima (96).

Se ha encontrado que la actividad de la fosfatasa alcalina estd confinada a la membrana
del canaliculo biliar de células parenquimales en ratas (97). Por lo que se cree que el incremento
en su actividad podria estar relacionada con una induccion hepatocelular (52). También se sabe
que la regurgitacion biliar contribuye al incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina en
suero. Se asume que la fosfatasa alcalina que se une a la superficie celular es liberada a la bilis
por la accién detergente de los acidos biliares y que la bilis, con la actividad elevada de la
fosfatasa alcalina, entra al torrente sanguineo debido a la obstruccion del flujo biliar (98).

En el presente estudio, la actividad de la fosfatasa alcalina en suero se elevo al obstruir
el conducto biliar, y el tratamiento con el ATMC solo produjo una ligera disminucion de la
actividad de dicha enzima durante la obstruccion biliar. Podria pensarse que este fendmeno esté
estrechamente relacionado con el aumento en las sales biliares preentes por la obstruccion y mas
claramente por las bilirrubinas, que también se encontraron elevadas en ambos grupos
experimentales, ya que se ha visto que el aumento en estas substancias provoca una mayor

sintesis y actividad de la enzima (99).
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En cuanto al incremento en la lipoperoxidacion inducida por la cirrosis biliar. La serie
de reacciones peroxidativas en la membrana celular producen cambios en sus propiedades fisicas
y quimicas debido a la pérdida de 4cidos grasos insaturados, a la formacion de dimeros entre
las moléculas lipidicas y a la insercion de grupos polares en las regiones hidrofobicas de la
bicapa. Se cree que estos cambios son importantes y contribuyen a la inhibicion de diversas
enzimas localizadas en el reticulo endoplasmico y membrana plasmatica (100). Podria ser que
el hinchamiento del reticulo endopldsmico observado en este trabajo sea una consecuencia de
estos procesos lipoperoxidativos en la célula.También se ha mostrado que los eventos
peroxidativos provocan un incremento de calcio en el citosol y es acumulado en el reticulo
endoplasmico y la mitocondria. Se ha propuesto que las propiedades ionoforéticas de los acidos
grasos y de los componentes parecidos a las prostaglandinas pueden explicar el incremento de
la permeabilidad al calcio de las membranas peroxidadas (100). Recientemente se hizo una
investigacion del papel de la lipoperoxidacion en el dafio por obstruccion biliar, en el que se
propone que la lipoperoxidacion puede ser una consecuencia mas que una causa del dafio celular
y, por lo tanto, de la muerte celular (101). En dicho trabajo también se probd el efecto de la
vitamina E sobre la lipoperoxidacién hepatica, asi como su capacidad para prevenir el dano
hepatico por obstruccion del conducto biliar comun, lo que se obtuvo fue la capacidad de
prevenir la lipoperoxidacion en higado; sin embargo no fue capaz de prevenir el dano al higado.
También podria ser que el ATMC no esté actuando como captador de radicales libres y que
la lipoperoxidacion estd presente como una consecuencia del dafio por la obstruccion biliar (100).

El ATMC es un andlogo colchicinoide que no posee algunas propiedades téxicas de la

colchicina, tales como inhibir microtibulos, asi como producir efectos adversos en humanos y
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a nivel experimental, lo cual es bueno para su uso en terapias antifibrogénicas y de proteccion
al higado, por lo que podria ser un buen candidato para ser usado a nivel clinico en pacientes
con dano hepdtico. No obstante, es necesario hacer mayores estudios para esclarecer el
mecanismo de accion del ATMC y conocer sus efectos no sélo a nivel de prevencion de la
fibrosis y cirrosis biliar, sino también sobre la reversion del dano, de tal manera que esto

contribuya para solucionar a la problematica de las enfermedades cronicas del higado.
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CONCLUSIONES.

El ATMC mostré un efecto benéfico parcial pero significativo para prevenir el dano

cronico biliar en un modelo murino (rata Wistar) a una dosis de 100 pg/kg de peso
corporal. Cabe sefalar que a esta dosis el farmaco por si solo no provocd reacciones
secundarias en el modelo utilizado.
Se observaron alteraciones histoldgicas y ultraestructurales importantes en el dano por
obstruccion biliar, que coinciden con los resultados bioquimicos analizados en los
modelos con cirrosis biliar, asi como una importante proteccion del dano con la
administracion del farmaco.

A pesar de que se obtuvo una proteccion, ésta no fué en una forma total; sin embargo,
al obtenerse una proteccion en general de un 50% se podria pensar en este firmaco como
un candidato a ser utilizado a nivel clinico, por lo que es necesario hacer mas
investigacion utilizando una dosis un poco mas alta, asi como analizar otros parametros
que también son importantes para esclarecer el mecanismo de accion del farmaco, el cual

parece actuar sobre la acumulacion de coldgena hepdtica (fibrosis).
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