UNIVERSIDAD NACIONAL .
AUTONOMA DE MEXICO 29-.»7_

!.

FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

ESTUDIO SOBRE EL MECANISMO DE
INDUCCION DE CIRROSIS HEPATICA POR LA
ADMINISTRACION CRONICA DE
TETRACLORURO DE CARBONO. PAPEL DE LA
LIPOPEROXIDACION Y LOS RADICALES LIBRES.

T E S I S

QUE PARA DBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS (BIOLOGIA)
P R E S E N T A

MARIA VERONICA LOPEZ VALENCIA

DIRECTORA DE TESIS
DRA. VICTORIA CUGENIA CHAGOYA'Y HAZAS

MENICO,  D.F 1998



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR DEL INSTI-
T0TO DE FistioLoGia ceLutar DE 14 UNAM, BAJO 1A ASESORIA DE LA INVESTIGADORA
EMiriTA DrA. VicToria CHAGOYA DE SANCHEZ ¥ DEL DR. RoLanpo HernANDEZ MUz
COMO COASESOR.

AGRADECIMIENTOS
- AlaDra. Victoria Chagoya de Sanchez porque fue €l motor principal de este
trabajo v gracias a su constante apoyo, entusiasmo y conocimiento me impulsé a llegar

al final de este proyecto.

- Al Dr Rolando Hernandez Murioz porque siempre tuvo la paciencia
necesaria para asesorarme y me brindo un incondicional apoyo

- Al Lic. en Nutnicion Fernando Lopez Barrera por su invaluable amistad,
ayuda y asesoria tecmca.

- A la Biologa Susana Vidrio que {ue companera y amiga.
« Al Sr. Marco Antonto Gatlardo por su vahosa colaboracion.

» Fmmalmente quiere avradecer a la Direccen Goenerdl de Asuntos del Perso-
nal Academico (DGAPAY por el apoyo economico recimdo



A MIS PADRES.
POR QUE HAN TENIDO LA PACIENCIA Y EL AMOR SUFICIENTES PARA AYUDARME Y ESTAR
PRESENTES EN TODOS LOS MOMENTOS IMPORTANTES QUE HE TENIDO.

A ABRAHAM:

CON PROFUNDO AMOR, RESPETO Y ADMIRACION POR QUE HA SABIDO LUCHAR CON
ENTEREZA, Y HA PESAR DE SU CORTA EDAD NOS HA ENSENADO QUE EL HOMBRE NO
NECESITA SER ADULTO PARA SER MADURO.

A CESAR:
POR QUE ES Ml MAS HERMOSO LOGRO Y POR QUE SU GESTACION INICIO JUNTO CON ESTE
TRABAJO Y AHORA TENGO AMBOS FRUTOS EN MIS MANOS.

A ARTURO

M! CONFIDENTE, Ml AMIGO, MI TSPOSO. POR QUE CON SUAMOR HA SABIDO MATIZAR EL
CLARO - OSCURQ DE VIVIDOS COLORES POR QUE DETRAZ DE M1 SIEMPRE ESTA. POR QUL
CON PACIENCIA Y COMPRUNSION ME IMPUISA A CONTINUAR FI CAMING TRAZADO Y
POR QUL JUNTOS CAMINAMOS FL SENDERG DE 1A VIDA



RESUMEN

INTRODUCCION

CIRROSIS

CARACTERISTICAS NORMALES DEL TEFIDO HEPATICO Y
CAMBIOS SUFRIDOS DURANTE EL DESARROLLO DE LA CIRROSIS
INDUCCION DE CIRROSIS A NIVEL EXPERIMENTAL
MECANISMOS DE ACCION DEL TETRACLORURO DE CARBONO
EFECTO DE LA LIPOPEROXIDACION Y LOS RADICALES LIBRES
SOBRE DIVERSOS TIPOS DE SUBSTRATOS

SISTEMA DE DEFENSAS ANTIOXIDANTES

DEFENSAS ANTIOXIDANTES Y SISTEMAS DE REPARACION
EFECTO DEL TETRACLORURO DE CARBON( SOBRE

EL CONTENIDO DE COLAGENA EN EL TE[IDO HEPATICO

Indice

13

15

ADENOSINA: ESTUDIO SOBRE LOS POSIBLES MECANISMOS DE ACCION

HIPOTESIS

OBJETIVOS
Vahdacion del Modelo experrmental

Estudiar el papel que juegan los radicales libres en la evolucion

de la cirrosis experimental inducida con tetracloruro de carbono.

Deternmunar que tmportancia tuvo la adminustracion

de la adenosma como un agente hepatoprotector

MATERIALES Y METODOS
MANE]O DE LOS ANIMALES
OBTENCION DE REACTIVOS
DETERMINACIONES EXPERIMENTALES
METODOLOGIA

RESULTADOS

CARACTERIZACION HISTOLOGICA
ANALISIS MORFOLOGICO
CUANTIEICACION DE COLAGENA
LIPOPEROXIDACION
QUIMIOLUMINISCENCIA

SISTEMA DE DEFENSAS ANTIOXIDANTES

DISCUSION

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

32

33

37

b2




CCly
CCly
EDTA
NADPH
CCl300°
OH’
ROO
PUFAS
MDA
ROS
Hz02
ATP
SOD

Cu

in

Mn
GSH-Per.
GS5G-Red
GSH
GSSG
DNA
ADO
ADP
HCI
TBA

KCl

K2 HPO4
CoCl2
NazC03
CuS04
NaN3

LLISTA DE ABREVIATURAS

Tetracloruro de Carbono
Triclorometi!

Acido etilen diamino tetracético
Nicotinamida adenin dinucledtido fosfato reducido
Triclorometil-peroxiradical
Radical hidroxilo
Peroxiradical

Acidos grasos poliinsaturados
Malondialdehido

Especies oxigeno reactivas
Peroxido de hidrogeno
Trifosfato de adenosina
Superoxido dismutasa
Cobre

inc

Manganeso

Glutation peroxidasa
Glutatiéon reductasa
Glutation reducido
Glutat1én oxidadoe

Acido desoxiribonucléico
Adenosina

Adenosin difos{ato

Acudo clorhidrico

Acido tiobarbitarico
Cloruro de potasio

Fosfato dibasico de potasio
Cloruro de cobalto
Carbonaio de sotdo

Sulfato de cobre

Azda de sodio




D .

RESUMEN

La administracion cronica del CCly en periodos de tiempo que van dedosa
cuatro meses induce un proceso fibrogénico. Este proceso puede ser reversible en la
primera etapa, pero en la segunda fase se genera un cuadro de cirrosis irreversible
muy semejante al obhservado en los humanos. Uno de los mecanismos mas aceptados
para explicar el efecto toxico del CCl4 sobre ef tejido hepatico es e] relacionado con la
presencia de radicales libres, 10s cuales son generados durante el metabolismo de este
agente toxico en el reticulo endoplasmico liso. La exstencia de una relacion entre la
formacion de radicales libres producidos durante el proceso metabolico del CCl4 Y el
desarrollo fibrogénico, nos indupo a estudiar el papel que juegan en el proceso
lipoperoxidativo del tejido hepatico.

Utilizando como fundamento de este trabajo los resultados previamente ob-
tenidos en nuestro laboratorio en donde se determiné el papel de la adenosina como
agente hepatoprotecior, decidimos trabajar con diferentes grupos experimentales a
los cuales se les administré de manera corjurnta CCl4 y/o adenosina. Esto permitio
reforzar el conocimiento que se tenia del importante papel antifihrogénico que desa-
rrolla.

En la primera fase de este trabajo se vahdo la utihzac:on del modelo de
induccion de cirrosis con CCl4. Para tal efecto se realizé un analisis a nivel histologico
y otro de cuantificacion de colagenaa diferentes muestras obtenidas del tejido hepat-
co de los ammates experimentales. La segunda etapa consistio en valorar la genera-
cion v efecto de los radicales libres, al determinar los indices de lipoperoxidacion y
guimioluminiscencia en muestras de homogenado asi como en diferentes fracciones
subcelulares.

En esta misma fase también se midieron los parametros del “ciclo del
glutatién”, tales como niveles de glutation oxidado y reducido, la aciividad de enzimas
como la glutation peroxidasa, glutation reductasa y el indice de “estres oxidativo”,
debido a que forman parte importante de las defensas antioxidantes presentes en el
tepdo hepauco.

Los resultados obtemidos en este trabajo nos pernuten decir que los animales tratrados
con CCly mostraron un alto indice de "estres oxidauvo” para ambos periodos del trata-
mienio {4 v 8 semanas)  Enlos ammales tratados con CCLg -ADO se ohservo claramente

que 1os valores registrados para este parametro fueron mferiores
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En lo referente a la lipoperoxidacion, el comportamiento observado tanto

en el homogenado como en las diversas fracciones subcelulares con las que se trabajo
fue de la siguiente manera: la cuantificacién del indice de MDA en el homogenado
dentro del grupo tratado con CCly4 fue considerablemente mas elevado en ambos perio-
dos de tratamiento que lo registrado para el grupo tratado ADO-CCl4, diferencia que
estadisticamente fue significativa. En lo referente a las fracciones subcelulares de los
animales tratados con ambos agentes, diremos que en fracciones como el citosol, la
lipoperoxidacion se vio incrementada en la primera etapa de tratamiento y disminuida
hacia la segunda etapa. Fn la membrana plasmatica este parametro mostré valores
inferiores al CCl4 en la primera etapa de tratamiento y un alto indice lipoperoxidativo
para la segunda {ase.

Los miicleos también presentaron valores altos de lipoperoxidacion en el
grupo tratado con ambos agentes pero aqui se observo en ambos periodos de trata-
miento.

Algo importante que debemos mencionar es que los altos indices de
lipoperoxidacion observados en fracciones como los nicleos, pudieran estar relacio-
nados con otro tipo de fenémenos ademas del dano celular. La regeneracion celular es
un evento en el cual la presencia de altos indices de lipoperoxidacion sugieren que
esta puede estar jugando un importante papel como modulador de la divisién celular
en la regeneracion del tejido hepatico (Bg).

Para finalizar diremos que ef contenido de este trabajo nos permite concluir
que la utilizacion de la adenosina como agente hepatoprotector fue capaz de reducir el
indice de “estrés oxidativo” y la lipoperoxidacién promovidos por el CCl4 durante el
proceso cirrogénico; de mantener los niveles de actividad fisiolégica y los niveles de
glutation del tejido hepatico por encima de los reportados para los animales tratados
solamente con CCly, estimulando la actividad de algunas enzimas como 1a colagenasa,
la glutation perozidasa y a glutation reductasa y de inhibir la acumulacion de colagena,
disminuyendo los dramaticos cambios estructurales observados en ¢l higado por efec-
1o de la intoxicacion cronica con este potente agente hepatotoxico {(go). Ademas habra
que mencionar nuevamente gue la presencia de altos niveles de MDA en fracciones
como fos niicleos y citosol puede estar relacionada con eventos de regeneracion y
posiblemente la adenosina sea un punte angular en la preservacion de la capacidad

regenerativa del tejido hepatico.



INTRODUCCION

CIRROSIS

El desarrollo de la cirrosis no es un proceso uniforme, se caracteriza mas
bien por su heterogeneidad tanto histologica como a nivel molecular. La crrosis es
una enfermedad créonica y difusa en la cual se observa dano celular, fibrosis y presen-
cia de nodulos de regeneracion con pérdida de la arquitectura lobular y vascular del
parénquima hepatico (1). A nivel molecular el higado cirrotico presenta un marcado
incremento en el contenido de grasa {esteatésis) y de colagena en sus diferentes tipos.
Este incremento en el contenido de colagena se considera que es una caracteristica
importante de la fibrogénesis y ocurre de manera coordinada {2). La cirrosis es irrever-
sible debido a que el tejido hepatico ha perdido su funcionalidad como consecuencia
del incremento de tejido conjuntivo presente en el parénquina hepatico.

La etiologia de esta enfermedad es multifactorial y entre las causas mas co-
munes de su desarrollo se encuentran las siguientes: 1) la exposicion cronica a diferen-
tes tox1cos como serian el etanol; 2) de tipo infeccioso como la hepatitis ipos By Cy la

esquistosomiasis; 3) colestasis cronica’y 4) enfermedades genéticas y del metabolismo.

CARACTERISTICAS NORMALES DEL TEJIDO HEPATICO Y
CAMBIOS SUFRIDOS DURANTE EL DESARROLLO DE LA
CIRROSIS

El higado es la glandula de mayor tamano presente €n &} organismo: su
peso en un individuo adulto puede alcanzar hasta 1300 g. esto equivale al 2.5% del peso
corporal (3), y esta dividido en tres ymporianies 70Nas la zona periportal, la zona
centrilobuliltar y la zona interlobuliliar. Este organo esta constitwido por diversos
tipos celulares los que en conjunto le confieren caracteristicas propias { hepatocitos,
células de Kupfer, celulas endoteliales, epiehales y células de [to ). De estos tipos
celulares, los hepatocitos constituyen el 70% de la poblacion celular y aproximadamen-
te un 8o% del volumen total del higado (). El resto del tendo esta constituidoe por la
matriz extracelular que es un complejo macromolecular de estructuras que soportan a
las células endotehales y epitehales Dentro de este comjunto de macromoleculas tene-

mos a la clastina, glicoproteinas, proteoghcanos y como componente principal a la
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colagena. En larata el contenido de colagena es aproximadamente de img/g de tejido;
dicha colagena esta formada por diversos tipos genéticos como serian del tipo [, i,
VVyVii)

MODELOS EXPERIMENTALES DE CIRROSIS

I_a utilizacién de diversas metodologias para inducir un cuadro de cirrosis a
nivel experimental es una practica muy comiin actualmente. Los métodos como la
ligadura del conducto biliar, trauma, alteraciones nutricionales como serian la admi-
nistracion de dietas deficientes en elementos como la colina, metionina y proteinas,
dario al sistema inmunologico v la administracion de agentes toxicos son algunos de los
mas conocidos. Dentro de esta gama el mas ampliamente utilizado es 12 administracién
cronica de agentes toxicos, y de manera mas especifica el modele desarrollade con
CCly. Esto se debe a que el CCl4 es un compuesto altamente nocivo y su metabolismo
desencadena la formacion de radicales libres que son la fuente principal de dario (6).

Fue utilizado durante por mucho tiempo como un agente anestésico dentro
de la medicina humana. La alta incidencia de problemas hepaticos y renales seguidos
a la administracion del CCl4 indujeron a dejar de umlizarlo; en cambio, estos proble-
mas dieron la pauta para su utilizacion como un agente experimental que de acuerdo
a la dosis y tiempo de administracién provoca dafio hepatico que puede llegar a ser
agudo o cronico (7). En este modelo experimental los resultados obtenidos semejan en
gran medida a la cirrosis observada en los humarnos. Gracias a los innumerables estu-
dios realizados por diversos investigadores se ha llegado a conocer su potente activi-
dad toxica sobre diferentes 6rganos como son el bazo, rinén e higado; siendo este
dltimo el mayormente afectado (8). El CCl4 es capaz de provocar diversos tipos de
lesiones sobre el tejido hepatico como son la fibrosis, necrosis hepatocelular v la

esteatosis, entre otros. (9,10).

MECANISMOS DE ACCION DEL TETRACLORURO DE
CARBONO

Los primeros analisis realizados a nivel bioguimico sobre los mecanismos
involucrados en la hepatotoxicidad del CCly, estan referidos en los trabajos realizados

por Christie v Judah hacia la década de los afnos cincuenta (). Ellos encontraron que



uno de los eventos primarios ocurridos durante la intoxicacion aguda con CCl4 era la

inhibicion de la fosforilacién oxidativa en las mitocondrias, mismas que habian aislado
20 hrs. después de llevarse a cabo la intoxicacion. Sint embargo, esta alteracion era
dificil de comprobar debido a que a las 12 hrs. de administracion el dafo y la muerte
celular eran muy evidentes. Pocos arios después, Calvert y Brody (12) realizaron traba-
jos experimentales en los cuales admnistraron EDTA a los animales tratados con CCly,
comprobando que este reactivo aunque de manera parcial promovia una cierta protec-
cion y las mrtocondrias podian funcionar 20 hrs. después de llevarse a cabo la intoxica-
cion, lo que corroboraba los resultados anteriormente mencionados.

Después de esta etapa y en los pasados treinta anos se han realizado nume-
rosos estudios cuyo centro de atencion se ha basado en los mecanismos basicos de
accion del CClg sobre el tejido hepatico, aceptandose que el desarrollo de la
hepatotoxicidad provocada por este agente toxico depende de un mecanismo que invo-
lucra al sistema enzimatico del citocromo P-450 el cual cataliza un evento de
deshalogenacién que se lleva acabo en el reticulo endoplasmico de las células hepati-
cas (13).

El sistema citocromo P-j450 participa en el metabolismo de numerosos
substratos enddgenos asi como también de una gran variedad de drogas, carcinogenos
quimicos y contaminantes ambientales. En los mamiferos existen g diferentes familias
genénicas de citocromos P-450 y 18 subfamilias, cada una de las cuales cuenta con 1-io
rmuembros muy bien caracterizados. Las proteinas P-450 se reconocen por presentar
cuatro diferentes tipos de actividades; pueden actuar como monooxigenasas,
peroxidasas, reductasas y oxidasas {14).

Su aciividad de oxidasa fue descrita hacia 1957 por Gillette et. al. (13) a parur
de trabajos realizados con microsomas de celulas hepaticas. Estos investigadores indu-
jeron un incremento en la oxidacion de NADPH vy la produccion de peroxido de hidro-
geno (Hz02) en arumaies tratados con productos como ef fenobarbital y [a pregnenolona
160t carbonitrilo, lo gue les permitio inferir que los aniones superoxido eran produci-
dos en los microsomas v quien los generaba era un sistema que contenia citocromo P-
450 (16)

Después de estas investigaciones se han reafizado gran canndad de trabajos
al respecto cuyos resultados indican que ¢l componente P-450 en la cadena de trans-
porte de electrones en los mucrosomas celulares es et elemento mas importantie ¢n ta

nroduccion del peroxado de hidrogeno y el anion superoxsdo (7.8 La produccion de
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aniones superoxido puede ser considerada como una causa potencial de la generacion
de "estrés gxidative” en la célula.

Por otro lado tenemos que la presencia de algunos metales como el Fez-
pueden inducir o catalizar reacciones de descomposicion de los lipoperéxidos
preformados en las etapas iniciales, formando compuestos como los alkoxi o peroxi
radicales que forman parte de los principales generadores del dasio celular o subcelular
(27).

Ademas de estie tipo de moléculas, también se forman otras ¢como el radical
hidroxilo (OH') 1a cual tamhién puede generar en presencia de fierro (via reaccion de
Fenton) la formacién de especies reactivas capaces de iniciar procesos de
lipoperoxidacion en las membranas e inhibir a actividad de diversas enzimas como las
oxidasas microsomales (1g,20).

La toxicidad del CCl4 esta directamente ligada a su metabolismo, ¢l cual con-
duce hacia las reacciones responsables tanto de su hepatotoxicidad como de su elimi-
nacion a través de las formas de didxido de carbono {en un medio aerobio) o de cloro-
formo {en un medio anaerobio} los cuales son producidos muy probablemente v de
manera exclusiva a nivel de grupo hemo del citocromo P-450 {21). La primera etapa
consiste en una ruptura homolitica de la ligadura carbono-cloro que conduce a la
formacion de un radical muy reactivo el triclorometil CCl3 cuya vida media es muy
corta, vy es el principal iniciador de la cascada de reacciones observadas “in vivo” e “in
vitro” durante el desarrollo del dafno provocade por el toxico; el CCl3' reacciona y se
une covalentemente y de manera muy rapida con grupos como el oxigeno molecular
dando como resultado la formacién de productos como el triclometil-peroxiradical

(CC1307) mismos que desencadenan los eventos de lipoperoxidacién (13).

EFECTO DE LA LIPOPEROXIDACION Y LOS RADICALES
LIBRES SOBRE DIVERSOS TIPOS DE SUBSTRATOS

La presencia de especies reactivas de oxigeno en fenémenos de
hepatotoxicidad {como serjan las reacciones pro-oxidantes) desencadenan eventos de
dafio oxidativo en los tejidos celulares durante el proceso de lipoperoxidacién, ya que
actiian directamente sobre las estructuras celulares (22). Algunas de estas especies no
son radicales libres como seria el caso del 0z y el peréxido de hidrégeno {(H202), sin
embargo también participan en eventos lipoperoxidativos. El radical hidroxilo ( OH?)

es el mas reactivo de todos y su vida media es muy corta, el peroxiradical (ROO) es de



larga vida lo que promueve una difusion en cadena del dano que provoca; €stos radi-
cales se forman a partir de la peroxidacion de los acidos grasos politnsaturados (PUFAS
« oxigeno)resultado del metabolismo de agentes xenobitticos como e] CCl4. v son po-
tencialmente difundibles del sitio de su formacion hacia otros sitios aparentemenie

inactivos {23,24).

02
CCly CCLO0"
/ PUFA
Unién covalente
(microsomas)
CHCL+PUFA”

Intercambio iénico  Lipoperoxidacién

La formacton y activacion de los radicaies libres a partir de productos como
el CCly4 esta asociada con la formacion de compuestos como los dienos conjugados y el
malondialdehido (MDA), los cuales indican que se estan llevando a cabo alteraciones
peroxidativas en las membranas de los diferentes organelos celulares, por ejemplo un
ataque directo sobre los dobles enlaces de los acidos grasos {22,25). Otro resultado
negativo desencadenado durante el ataque oxidante{consecuencia de las reacciones
pro-oxidantes) es que diversos t1pos de proteinas se vuelven mas susceptibles de ser

degradadas por enzimas como las proteasas v las peptidasas {26)
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(idrmuia desasrollada del MDA Halliwell 1985 (27)
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La lipoperoxidacion desencadenada durante la intoxicacién con €Cly es uno
de Jos eventos responsables del dario hepatico v, probablemente uno de [os mas impor-
tantes pues da inicio al desarrollo de dicho dario (28). Por otra parte las especies
reactivas de oxigeno "ROS” estan asociadas a trastornos relacionados con el desarrollo
de "estrés oxidative” a nivel celular (13,19,24).

La peroxidacion de fosfolipidos v lipidos insaturados a través de los radica-
les libres es de capital importancia, pues esta relacionada con la patologia de las
membranas bioldgicas. Esto se debe a que son componentes integrales de las mismas y
la descomposicion de estos elementos trae consecuencias devastadoras dehido a que

destruye violentamente a dichas membranas (29,30).

ROS

l

Molécula Blanco
{protefnas, lipidos, CHO, ADN)

|
¥
Respuesta Celular
(activacién de moléculas sefial: factores de transcripcidn)

Induccidn de genes en respuesta al "estrés oxidativo”
{enzimas de reparacién, proteinas antioxidantes, inhibidores de proteasas, citosinas,
factores de proIiferacién)

S

Proliferacién aberrante Adaptacién al "estrds oxidative” Citotoxicidad/muerte celular

Final Bloléglco

Mantenimiento de la funcién normal

{Janssen YMW, Van Houten, B. 19923 (31).



Los experimentos realizados por investigadores como Masuda y Murano en

1977 (32) con microsomas celulares tanto en "vivo™ como "in vitro” apgyan estos cono-
cimientos. Ellos determinaron gue la ruptura de la membrana provocada por la
peroxidacién no solamente producia alteraciones en los componentes lipidicos, si no
que ademas interferia en la actividad de enzimas presentes en la membrana. Debido a
que fas membranas microsomales son ricas en acidos grasos tnsaturados, las hacen
mucho mas susceptibles a los ataques de la peroxidacion (33). El CCl4 dania las membra-
nas microsomales por conducto del radical CCI3 el cual se une de manera covalente a
los lipidos insaturados inuciando el proceso de lipoperoxidacion (23,34).

Los microsomas obtenidos a partir de reticulo endoplasmico aisiado,son la
fraccion subcelular que genera de manera importante productos oxidantes como se-
rian el i6n superéxido (02() y el peréxido de hidrogeno (Hz202) durante el transporte de
electrones mediado por el citocromo P-450 v la enzima citocromo P-450 reductasa: de
agui que esta fraccidn sea una de las primeramente afectadas durante la intoxicacion
con CCl4 (35).

Otra de las fracciones que se ven gravemente afectadas son las mitocondrias;
en éstas el mecanismo responsable del dano esta relacionado con el decremento en la
capacidad mitocondrial de oxidacion de substratos para el sitio [ de la cadena respira-
toria y de la sintesis de ATP. Esto eventos estan ligados con una importante disminu-
cion del potencial eléctrico de la membrana mitecondnal. Otro efecto deletereo para-
lelo a o anterior es la deficiente actividad observada en la via dei malato - aspartato
que esta relacionada con una distribucion anormal de colesterol y fosfolipidos locali-
zados en las membranas miticondriales. De esta manera se tiene que 1as mitocondrias
sufren dafno en estructura y funcion y los cambios observados conir:buyen de manera
importante en la muerte celular y son el resultado de la disfuncion mitocondrial y su
incapacidad para mantener un adecuado estado energetico (36-38).

Los radicales libres y las especies oxigeno reactivas derivados de la
peroxidacion de los lipidos de las membranas celulares y subcelulares tales como el
radical superoxido (027),el radical hudroxilo (OH'), el peroxiradical (ROO7) y el peroxido
de hudrogeno (Hz02 Jetc., son remowvidos y metabolizados por un sistema de defensa
conformado por enzimas como la superoxido dismutasa, catalasa, glutauon reductasa,
vy la glutation peroxidasa entre otras, inhibiendo la produccion de radicales hibres mas
activos  Fstas enzimas constituyen ¢l principal medio de defensas antioxidantes pre-
sente en las celulas v oreanelos subcelulares siendo una parte cruaial en la protecaon

de los sistemas biologicos (39, 40k
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El desequilibrio en el balance de las reacciones pro-oxidantes - antioxidantes
siempre se {leva a cabo en favor de la parte pro-oxidante, este fengmeno se realiza de
manera habitual en cualquier tipo de vida aerobia. Se caracteriza por que de manera
constante se forman compuestos de tipo pro-oxidante los cuales son consumidos o
degradados por su contraparte formada por el sistema de defensas antioxidantes, El
resultado de este juego bioldgico es el mantenimiento de la homeostasis, indispensable
en la continua regeneracion de la capacidad antioxidante del sistema (24).

Sirt embargo, atun cuando existe este tipo de sistemas de defensas antioxidantes
contra el dano oxidativo provocado por tos diferentes e innumerables agentes 10xicos

existentes, no son t00% efectivos.
SISTEMA DE DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Aunque se ha mencionado en parrafos anteriores la existencia de meca-
nismos involucrados en la defensa contra el dano oxidativo, es conveniente hablar un
poco mas ampliamente acerca de ellos. La precaria naturaleza tanto de los organismos
procarionies como de los eucariontes para mantener el equilibrio entre la formacién
de especies oxigeno reactivas y su degradacion, se demuestra en el hecho de que bajo
ciertas circunstancias ambientales o fisiologicas pueden alcanzarse concentraciones
toxicas de estos compuestos, provocando un desajuste en el estado normal de los
mecanismos de oxido-reduccion celular o “estrés oxidativo”. Una serie de enzimas y
compuestos denominados colectivamente "defensas antioxidantes” estan ampliamente
estudiadas y estan reconocidas como inhibidores de la iniciacion o propagacién del
darto oxidativo hacia diversas biomoléculas. Sin embargo estas defensas no son del
todo efectivas y dependiendo de la demanda provocada por los agentes externos los
componentes celulares experimentaran diferentes grados de dano oxidativo (41,42).

Entre este grupo se encuentrarl enzimas como la Superoéxido Dismutasa (SOD)
que pertenece al grupo de metaloenzimas(que a su vez estan constituidas por diferen-
tes tipos de isoenzimas) debido a que contienen en su sitio activo metales como el Cu,
Iny el Mn, v cuya presencia y actividad es criticamente importarte en la transforma-
cidn de los metabolitos derivados del ion superoxido hacia méleculas menos reactivas

como el peroxido de hidrégeno y oxigeno (43).



SOD

20,- + 2HY

02 + H202

La glutation peroxidasa (GSH-Per) y, en algunas células las Catalasas, con-
vierten diversos tipos de peroxidos como seria el caso del peroxido de hidrogeno for-
mado por 1la SOD, en productos inermes como el agua y el oxigeno basal. Este evento se
lieva a cabo a partir de la catalizacién de la reaccion de reduccién del H202 utilizando
el glutation reducido (GSH) como fuente de electrones. Es probable que la enzima GSH-
Per. sea la primera linea de defensa durante el inic1o del darto inducido por el perdxido
de hidrégeno o los productos derivados de la lipoperoxidacion sobre diferentes tejidos
celulares, ademas parece ser que es capaz de romper la cadena de reaccién autocatalitica
de 1a lipoperoxidacion protegiendo a las membranas del daro oxidativo al interrumpir
la propagacion del mismo. Esta enzima utiliza como substrate el G5H que es oxidado ¥

vuelto a reducir por la enzima glutation reductasa (GSSG-Red.)(44-46).

GSH-Px

ROOH + 2GSH ROH + H,O + GSSG

la enzima GSSG-Red. por su parte se encarga de mantener los ruveles de
glutation reducido en un rango superior que el de glutatién oxidado(GSSG) siendo esta
una relacion de 100.1.  Esto se debe ala :mportancia que tene el GSH como uno de los
principales participantes en el sistema de defensa la enzima GSSG-Red. utiliza NADPH
como via de aporte de equivalentes reductores, el GSSG es su substrato y el producto
principal es el GSH. El NADPH- requerido en este proceso es sintetizado dentro del
ciclo de las pentosas v se origina a partir de la fosforilacion oxidativa de la glucosa 6-
fosfato.

GSSG-Rx

GSSG + NADPH + H ——r 2 GSH + NADP'
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El GSH es un producto metabélico obtenido a partir del ciclo del glutation y
es utilizado en numerosos eventos celulares coro el transporte de aminoacidos a tra-
vés de la membrana, la regulacion de la actividad enzimatica, la divisién celular, etc.
De manera muy importante actia cono agenie reparador de dario tisular y celular, en
el metabolismo de agentes téxicos como el CCly v en la desintoxicacion de sus produc-
tos derivados; evento que se lleva a cabo a partir de su conjugacion con los xenobioticos
precursores de productos de excrecion denominados acidos mercaptiricos. El papel
del glutation en fa desintoxicacion no se limita a su habilidad para formar compuestos
conjugados, ademas previene la formacion de peroxidos o su subsecuente reduccion a
especies no toxicas 39.40,47).

La presencia de agentes téxicos en el organismo afecta la concentracion
hepatica de glutation reduciendo la capacidad del higado de atrapar y metabolizar
especies reactivas como el perdxido de hidrégeno y diversos radicales libres. Aparen-
temente el glutation puede reactivar ciertas enzimas que han sido inhibidas por la
presencia de altas concentraciones de oxigeno, el cual presumiblemente causa la oxi-
dacion de los grupos sulfhidrilo presentes en la estructura de dichas enzimas y son

esenciales para su funcionamiento (27).

H,;0, GSH NADP
SN S
GSH-Px GSSG-Rx
AR
H.O GSSH NADPH
(ciclo del glutatién)

En los iltimos anos se le ha dado mucha importancia a los estudios para
aportar evidencia sobre la existencia y operacién de sistemnas enzimaticos ¥ no
enzimaticos de remocién y reparacién del dano oxidativo en componentes celulares
como proteinas, lipidos e inclusive a nivel de DNA por diversos agentes t6xicos. Es
importante hacer notar que en todos los casos la remocion o degradacion de las mole-
culas danadas antecede a los procesos de reparacion.



La extension del dafto y su subsecuente reparacion varia de acuerdo al tipo

de molécula de que se trate; asi por ejemplo, las proteinas requieren de una degrada-
cién proteolitica completa de sus componentes hacia aminoacidos libres; en cambio el
DNA requiere de una reparacion mas discreta pues solamente se escinde y repara la

parte dariada (23,48,49).
DEFENSAS ANTIOXIDANTES Y SISTEMAS DE REPARACION
A, Defensas Antiogidantes { previenen la iniciacién o propagacion del dario)

1.- Enzimas: Superoxido Dismutasas, Glutation Peroxidasas/Reductasas y
Catalasas.
2.- Compuestos: Vitamina E, (B-caroteno, Acido Urico, Vitamina C, Acido

Reundico y Glutatién reducido.
B. Sistemas de Reparacion ( remueven y/o reparan los productos dafiados)

1.- Degradacion de Proteinas/ Enzimas de Reparacion : Proteinasas ( M P.O.
mecanismos de oxidacion proteica).

2.- Degradacion Lipidica/ Enzimas de Reparacion :Fosfolipasas, Acil
Transferasas, Glutation Peroxidasa/ Transferasa/ Reductasa.

3.- Degradacion de DNA / Enzimas de Reparacion: Exonucieasas (111},
Endonucleasas (111, V), Ghcosilasas, Polimerasas, Ligasas.

La eliminacion de los lipidos oxidados de la membrana esta considerada
como una funcion de reparacién secundaria, esto contrasta con los sistemas
antioxidantes ios cuales imvolucran un proceso de prevencién en la miciacion y propa-
gacion del dano oxidativo. La hidrélisis selectiva de los acidos grasos oxidados provee
dos importantes funciones de proteccion celular:

lLa primera es ta remocién de especies polares y reactivas como serian los
mdroperoxidos, aldetudos, etc. los cuales son generados durante la lipoperoxidacion,
La generacion de estos productos en fa matniz idrofobica de Ja membrana crea distur-
hios en la estructura evidenciados por 1z perdida en la fluidez de la rmisma,

La seeunda accion profectora provista por ta hidralises selectiva de fos aor-
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dos grasos involucra el metabolismo de los hidroperéxidos lipidicos por las peroxidasas
citosolicas. La enzima responsable de la reduccion de las especies reactivas como los
hidroperdxidos y sus correspondientes alcoholes es la GSH-Per. Fsta enzima citosolica
despliega una pobre actividad contra los hidroperoxidos embebidos en 1a membrana,
de esta manera toca el turno de actuacion a la fosfolipasa A2, la cual facilita la activi-
dad a la giutatién peroxidasa va que libera dichos compuestos hacia el citosol quedan-
do de expuestos a las peroxidasas ahi presentes. La accion de ambas enzimas es consi-
derada como la iniciacién de una importante funcion de reparacion de la membrana
(42,30).

Es evidente que la cascada de eventos evocados a partir de los efectos ini-
ciales del metabolismo del CCly son los responsables de las causas patologicas de la
disrupcion y degeneracion de la membrana vy por tanto de la muerte celular v tisular

que son los eventos finales de este proceso (18,51).

EFECTO DEL TETRACLORURO DE CARBON O SOBRE EL
CONTENIDO DE COLAGENA EN EL TEJIDO HEPATICO

Como va se menciond en parrafos anteriores, el tejido hepatico normal
estd conformado de una gran variedad de grupos celulares v por 1a matriz extracelular
cuya principal proteina constitutiva iambién mencionada con anterioridad, es la
¢olagena. La colagena con sus diferentes tipos forma una gran familia de protefnas,
cada una de las cuales esta compuesta de subunidades polipeptidicas con ligeras varia-
ciones en sus secuencias de aminoacidos. Todas ellas forman una triple hélice ca-
racteristica central de las moléculas colagénicas. Hasta ahora se han detectado 13
diferentes tipos de coldagena y se sabe gue necesitan por 1o menos de 25 genes diferen-
tes para su sintesis. Los tipos |, 11, 1il, IV y V son los mas abundantes, los tres primeros
son los componentes de mayor presencia en el tefido conjuntivo (52). La colagena se
sintetiza originalmente en forma de procolagena la cual presenta dos extensiones
peptidicas de las que se conocen al menos dos funciones: guiar a la molécula dentro de
la célula y prevenir 1a formacion de las fibras de colasena intracelularmente. Estas
regiones son removidas una vez que la colagena ha sido secretada al espacio extracelular.
En algunas enfermedades la protedlisis de la colagena es incompleta por lo que la
formacién de las fibras es bioqueada.

El proceso de degradacion de la coldgena se efectiia por medio de una enzi-

ma especifica denominada colagenasa. La primera demostracion de su existencia fue



hecha por Gross y Lapiere en 196z, purificandola de Clostridium hystoliicum. Poste-
riormente se demostro que también se encontraba presente en tepdos de diversas
especies animales como los anfibios y mamiferos. Se han descrito 4 clases de proteasas
(endopeptidasas) que intervienen en la degradacion de la matriz extracelular, dentro
de este grupo de enzimas se encuentra la colagenasa {33).

La secrecion de la colagena se lleva a cabo a través del aparato de Golgiy es
completamente dependiente del complejo microtubular para su excrecion a la matriz
extracelular. Este sistema esta compuesto por microtubutos formados por la proteina
tubulina, la cual se dispone en arreglos helicoidales. Los microtubulos desempenan un
papel muy importante en diversas actividades celulares como la mitosis, organizacion
de organelos membranales, transporte de vesiculas, etc. (54). En los hepatocitos nor-
males los microtiibulos no son muy abundantes; pero en las células del tejido hepauco
en estado de regeneracion el conterudo microtubular se incrementa, La tubulina com-
prende aproximadamente un 1% de la proteina soluble presente en los hepatocitos, v el
40% de ésta se ensambla formando microtabulos.

La sintesis anormal de ciertos componentes celulares como la colagena son
eventos claves en la deterrinacion del efecto provocado por la intoxicaaidn de agen-
tes toxicos como el CCl4, el exceso en la acurmulacién de colagenaen la matriz extracelular
del tejido hepatico es una caracteristica muy clara en el desarroilo de fibrosis y cirrosis
tanto a nivel clinico como experimental (8,55). La etiologia y el origen celnlar de esie
fenomeno esta referido a 10s hepatociios. miofibroblastos, células de ito y fibroblastos
los cuales son responsables de la produccion de coldgena en el higado. EI higado nor-
mal humano contiene aproximadamente 2% de colagena en peso seco pero este poreen-
taje puede elevarse hasta el 10% en un estade final de airrosis (51.56,57).

La cantidad de colagena en un tejido esta determinada por un balance entre
los procesos de sintesis y degradacién; a mvel molecular la fibrozénesis resulta en un
aumenito de varias veces en la cantidad de colagena, no obstante que el incremento de
colagena es indispensable para que ocurra la fibrosis, no es el unico cambio que se
lleva a cabo en el hugado. Los diferentes mecamsmos de controd involucrados en la
regulacion de la sintesis de colagena tanto en condiciones normales como en casos de
cirrosts, ya sea inducida expenimentalmente o por otras vias {cirrosis alcoholica) son
dferentes, Fsta diferencia esta asociada con un cambio en la expresion {enotipica de
las celulas presentes en el higado danado, consecuencia probable de un cambio de
poblacion celular bajo aircunstancias anormales {58-Hb0}.

De acuerdo con los resultados obterudas en sus trabajos, Takahara y €ols. en

o~
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1988 (61) muestran evidencia directa de que los diferentes tipos de colagena formadas
durante la intoxicacion con CCl4 son producidos por las Fat-Storing Cells (F5Cs) o célu-
las de Ito. En la intoxicacion crénica con CCl4, el incremento de estas céhylas vla
presencia de ciertas fibras que presentan una coloracién inmunoreactiva muy fuerte
caracteristica de materiales de colagena y de prolil-hidroxilasa se observa alrededor
del reticulo endopiasmico. Estos materiales colagénicos estan presentes en el aparato
de Golgi y en vesiculas cerradas de membrana citoplasmica, estos hechos indican que
las FSCs participan de manera importante en el desarrollo de fibrosis después de una
intoxicacion aguda 9 cronica con CCly. Adnani en 1989 {62) realizé una serie de experi-
mentos los cuales muestran que los hepatocitos y los fibroblastos estan involucrados
en la sintesis de coldgena tipo lII. especialmente durante el desarrollo de diferentes
estadios de cirrosis. Bedossa y cols. en 1994 (55), proponen que en ratas tratadas con
CCly las células de Ito en cultivo son estimuladas por los hepatocitos para sintetizar
colagena, lo que sugiere que los hepatocitos juegan un importante papel en la regula-
cién del gen para la sintesis de la colagena del tipo ¢t-1 (D),

Desde que se detectd a la cirrosis como una enfermedad se ha tratado de
contrarrestar el dafo utilizande inftumerables métodos. Hasta ahora se han desarro-
ilado una gran cantidad de medicamentos empleados como métodos terapéuticos en el
tratamiento de la cirrosis y fibrosis. Por ejemplo se ha intentado interferir en la
biosintesis de la colagena tipo [ presente en el tejido fibrético como principal constitu-
yente; 1a colchicina ha sido otro agente terapéutico utilizado debido a su accion
inhibidora de la polimerizacion microtubular; la administracion de vitamina E es otro
mecanismo por medio del cual se ha intentado inhibir la lipoperoxidacion desencade-
nada por los radicales libres, 1a cual a su vez genera el desarrollo de cuadros patologi-
cos de cirrosis y fibrosis (63,64). Finalmente mencionaremos a la adenosina como otro
importante agente utilizado de manera experimental en la prevencion del dario hepa-

tico causado por toxicos como el CCly (b5).

ADENOSINA: ESTUDIO SOBRE LOS POSIBLES MECANISMOS
DE ACCION COMO AGENTE HEPATOPROTECTOR

La adenosina es un compuesto purinico formado 6 sintetizado desde las
primeras etapas de la evolucién. Ciertas condiciones ambientales prevalecientes en ia
tierra primitiva como las altas temperaturas, una atmésfera reductora y la presencia de



energia solar favorecieron la sintesis de compuestos organicos como ias purmas, entre
las que se cuenta la adenina. La adenosina se formo a partir de dos moléculas prima-
rias que fueron la adenina y la aD-ribosa (66). La adenosina es una molécula que no ha
sufrido cambios a través de la evolucién. En las células la adenosina se forma en la
ruta metabolica de las purinas que provee a las células de compuestos purinicos y sus

nucieotidos y es un producto intermediario en esta ruta.

(Adcnosina: férmula desarrollada)

La primera evidencia de la importancia fisiologica de la adenosina, se re-

monta hacia el ano de 1929 cuande Drury y Szent-Gyorgy {67), reportaron gue la adenosina

afectaba la funcion cardiaca, reducia los movimientos ntestinales, provocaba hipoter-
mia, suefio y disminuia el flujo sanguineo en el rinon. Treinta anos después la adengsina
es propuesta como un regulador del flujo sanguineo en el corazon; mas tarde en cere-
bro, musculo esqueletico e higado. Algunos efectos metabolicos en el higado han sido
descritos a parur de los anos setenta; diferentes reuniones crentificas se han encamu-
nado a discurrir sobre 1a accion fisiologica y farmacoldgica de fa adenosina como una
alternativa de accion con buenas perspectivas. Sin embargo, en general las investiga-
clones se enfocan de mancra mas directa sobre los efectos de la adenosina en el siste-
ma nervioso actuando como un neuromodulador; en el sisiema cardiovascular como

an revutadar def figgo sanguineo. como un modulador metaholico y en otras funcones ~ o
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como un potente agernte terapéutico en problemas psiquiatricos y finalmente en desor-

denes hepaticos {68).

Actualmente estudios realizados por investigadores como Champigneulle y
cols.(69), han evaluado la hipétesis de que la adenosina posiblemente participe amino-
rando las alteraciones hemodinamicas observadas en ratas cirréticas. Actuando como
un potente vasodilatador en uno de los mecanismos de mayor importancia en la
autorregulacion hemodinamica, juega un importante papel en la circulacion esplénica
en la cirrosis. Se sabe que la hipoxia que es una condicién coman en ios pacientes
cirréticos es un mecanismo responsable de la formacién de adenosina, dando lugar al
incremento del flujo sanguineo esplénico.

La administracion de adenosina de manera experimental en ratas ha sido
utilizada como una herramienta importante en estudios de hepatotoxicidad provocada
por etanol y CCl4. El nucleésido es capaz de cambiar el patrén metabolico inducido
por la intoxicacion aguda de etanol; esto se enclava en los siguientes hechos: la adenosina
previene y revierte de manera parcial el higado graso provocado por la ingesta de
alcohol disminuyendo la cantidad del mismo presente en la sangre, estimula el trans-
porte citoplasmico de equivalentes reductores a la mitocondria, principalmente en la
via del malato-aspartato (37.70). Esta accion la cual esta localizada a nivel de 1a mem-
brana mitocondrial se hace evidente a partir del aumento en el evento de oxidacion
del etanol y el acetaldehido. Otro aspecto importante para mencionar es al hecho de
que el nucledsido incrementa los niveles de ATP y la carga energética, estimulando “in
vitro” y en "vivo" las rutas metabdélicas hepaticas como seria la del malato - aspartato
que depende de la capacidad energética y oxidativa de la mitocondria &,

Por otro lado, es capaz de disminuir 1a necrosis celular inducida por el CCly.
La adenosina provoca un drastico efecto antilipolitico acompartado por un decremento
en la incorporacion de acido palmitico dentro de los triacilgliceroles y acidos grasos
libres del higado. También promueve un decremento en los niveles de cuerpos ceténicos
séricos; un decremento en la lipoperoxidacion determinada a partir de la cuantificacion
del MDA. Esto se corroboré al observar que la adenosina preservaba la actividad de
diversas enzimas como la glucosa 6- fosfatasa, y permitia una recuperacion en los
niveles de citocromo P-450, posiblemente al evitar la propagacién de las reacciones
inducidas por las especies oxigeno reactivas. Estos dos evenitos antes mencicnados se
ven afectados de manera drastica durante el metabolismo del tetraclortro de carbono.

En los tratamientos agudos con tetracloruro, el efecto protector de la



adenosina desaparece aproximadamente cuatro horas despues de su administracion lo
cual sugiere que seguramente este es el tiempo requerido para su metabolizacion. La
eficiencia de la adenosina como hepatoprotector se reflejo en el aumento de la sobre-
vivencia determinada a partir de experimentos en los que se trataron animales de
manera aguda con CCl4+ solucion salna y otras tratadas con CCl4-ADO, el porcentaje de
sobrevivencia fue de un 70% v 60% a las 48 v 120 hrs. respectivamente para el grupo
tratado con adenosina; el grupo tratado con CCl4 + solucion salina tuvo un margen de
sobrevivencia de 0% (65).

Fl mecanismo del efecto protector de la adenosina sobre el tejido hepatico
es hasta ahora un fenémeno que no esta completamente establecido; sin embargo, se
piensa que la adenosina durante su metabolismo estimula cuando menos dos procesos
de defensa: el primero se relaciona con la actividad de la enzima GSH-Per. la cual
muestra un incremento en su aciividad 3omin. después de ser admunistrada, lo que
sugiere que la enzima esta estrechamente relacionada con la accién del nucleosido. El
segundo proceso se refiere al catabolismo de la adenosina, en este proceso los niveles
de acxdo urico y alupurinol { un inhibidor del metabolismo de las purinas )se incrementan
vy actian como agentes quelantes de radicales libres. Esto sugiere que el efecto protec-
tor de !a adenosina no se da en un solo sentido y esta determido por sus productos
catabolicos (65.72.73).

En estudios realizados con animales bajo tratamiento cronico cor tetracloruro
de carbono, la adenosina previene parcialmente el desarrollo de hepatoesplenomegalia
inducida por el toxico. Esta disminucion de la hepatomegalia esta acompartada por un
decremento de hasta ef 50% en la acumulacion de colagena y la preservacion del conte-
nido de glucosaminoglicanos. Aparentemente la estimulacion de la actividad enzimatica
de la colagenasa es el mecanismo por el cual se inhibe el aumento en el conterudo de
colagena, esto se relaciona con una prevencion parcial en el desarrollo temprano de
fibrosis evaluado a parur del contenido de colagena; estos efectos van acompanados
con una importante preservacion de la funcion hepatica. Otro aspecto importarnte que
se debe mencionar es el efecto estimulatorio del nucleosido sobre la carga energetica
de los nucleotidos ATP ATP/ADP, mismo que se ve afectado drasticamente por el 10x1co
y el cual es detectado a partir de una caida en el contenido de estos compuestos (8).

En otras series de experimentos reahzados en nuestro laboratorio, el efecto
del CCls sobre 1a funcion de las mitocondrias hepaticas obtenidas de los animales t1a-

lados Cromiamenite, nuestran profundas alteracrones en la oxidacion de los sustratos
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del sitio I y el sitio Il de las vias metabélicas de la lanzadera del glutamato-malato. En
animales que recibieron el tratamiento con adenosina sola no se observaron modifica-
ciones en la oxidacion mitocondrial de estos substratos; en el tratamiento simultaneo
de adenosina con CCl4 la adenosina previene estas alteraciones (38). Fl estado "redox
celular” es otro mecanismo que se ve afectado por la intoxicacién con CCly, la altera-
cion sufrida se encamina hacia el estado oxidado. La adenosina es capaz de contrarres-
tar este efecto manteniendo el equilibrio, al modificar el metabolismo de la colagenay
el nitrégeno lo cual indica que existe una correlacién linear entre el estado redox
celular y el nivel en la sintesis de colagena; sugiriéndose que la correlacién entre la
funcién mitocondrial, el estado redox celular y 1a regulacion en el metabolismo de la
colagena son aspectos relevantes dentro de la fisiopatologia del modelo de cirrosis
experimental {65}.

Debido a que atin se desconoce si existe una relacion directa y estrecha
enire el metabolismo energético hepatico y el desarrollo de fibrosis; ademas de saber
que la administracién de la adenosina juntamente con CCls en los animales tratados
cronicamente, mantiene una adecuada disponibilidad de energia a nivel celular y redu-
ce el grado de fibrosis, fue un aspecto muy importante que condujo a nuestro grupo de
trabajo a explorar el metabolismo y funcion del tejido hepatico a nivel celular y
subcelular. Aunado a esto se tomo como base la determinacion de la actividad de
enizimas antioxidantes, cuya importancia en este proceso es relevanie y de la determi-
nacion de la actividad lipoperoxidativa promovida por el efecto del CCl4 sobre el higa-
do.

HirOTESIS

UtiIizando como antecedente todo lo anteriormente mencionado para el

desarrolio de este proyecto se propuso a siguiente hipéiesis de trabajo:

Si las reacciones pro-oxidantes generadas durante el metabolismo del CClg
participan en el proceso cirrogénico inducido en el tejido hepatico durante la adminis-
tracion cronica de este compuesto; entonces la adenosina por su parte al ser adminis-
trada de manera conjunta con el agente téxico inhibira la etapa de propagacion de la
lipoperoxidacion desencadenada por las reacciones pro-oxidantes, evitando que se

desencadene el proceso patologico en el tejido.



OBJETIVOS

Los objetivos planteados para el desarrollo de este trabajo fueron los si-

guientes:
VALIDACION PEL MODELO EXPERIMENTAL.

Determinar a nivel histolégico el darie provocado en el tejido hepatico por
efecto de la intoxicacion cronica con CCl4. Utilizando muestras de dicho tejido obteni-
das a partir de los diferentes grupos experimentales,

Determinar cuantitativamente ¢l conterido de colagena presente en el tejyido hepatico

analizado de los difererites grupos experimentales .

ESTUDIAR Ei. PAPEL QUE JUEGAN LOS RADICALES LIBRES EN LA EVOLUCION DE
LA CIRROSIS EXPERIMENTAL INDUCIDA CON CC1r4.

Determinar la participacion de las reacciones pro-oxidantes cuantificando
los productos derivados de la lipoperoxidacion (MDA y guimicluminiscencia).
Medir el efecto del CCl4 en las defensas antioxidantes {actividad enzimauca de glutation

reductasa y glutation peroxidasa).

DETERMINAR QUE IMPORTANCILA TUVO LA ADMINISTRACION DE LA ADENOSINA
COMO UN AGENTE HEPATOPROTECTOR.

Evaluar el efecto de la administraccon de adenosina como agente

hepatoprotector en €l desarrollo del cuadro cirrogenico.

MATERIALES Y METODOS

MANEJO DE LOS ANIMALES

Le utlizaron ratas macho Wistar cuyo peso micial oscilo enire 10s o -
100% . los ammales fueron alimentados ad ibitum con alimento semisintetico para roe-

dores de fa marca Chow v agua  Fuerom myectados ntraperitonealmente con CCly
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{0.025ml diluido en aceite vegetal 1: 6 ) y adenosina (200mg/ kg de peso del animal)

suspendida en solucion salina pH 7.4 ires veces por semana durante cuatro y ocho

semanas; 10s grupos experimentales se dividieron de la siguiente manera:

1) GRUPO EXP.°1: cuyo tratamiento consistid en la administracién de CCl4 por

via intraperitoneal (i.p.} tres veces por semana a una dosis de o.025ml por vez.

2) GRUPO EXP.*2: animales tratados con adenosina por via i.p. en una con-

centracion de zoomg/kg de peso de! animal.

3) GRUPO EXP. #3: animales cuyo tratamiento consistio en la administracion

simultdnea de CCl4 y adenosina en las mismas dosis administradas en los grupos 1 v 2.

4) GRUPO EXP.%4: este fue el grupo control cuyo tratamiento consistio finica-
mente en la administracién del vehiculo utilizado en la disolucién del CCl4 y 1a adenosina

en dosis semejantes a los grupos experimentales.
OBTENCION DE REACTIVOS

Los reactivos fueron obtenidos de [os siguientes laboratorios:
E! tetracleruro de carbono fue ohtenido de Merck CO. México.

La adenosina, el acido tiobarbitirico, glutatidn oxidado y reducido, glutation
reductasa, glutatién peroxidasa, azida de sodio y 1os restantes reactivos fueron obteni-
dos de Sigma CO. (St. Louis, MO, USA).

DETERMINACIONES EXPERIMENTALES
Caracterizacion histologica.

Analisis Morfologico.

Cuantificacion de colagena total a partir de la determinacidn de la cantidad de

hidroxiprolina.



Papel de los radicales libres:
Lipoperoxidacion: cuantificacion de malonaldehido {MDA) por el método del acido
tiobarbitirico

Cuantificacion de quimioluminiscencia.

5} Determinacion de parametros relacionados con las defensas antioxidantes:
Cuantificacion de la actividad de Glutation Peroxidasa

Cuantificacion de la actividad de Glutation Reductasa

Cuantificacion del contenido de glutation total y

Determinacion del indice de "estrés oxidativo™.
METODOLOGIA

Dos dias después de finalizar el tratamiento, los animales fueron puestos en
ayuno durante toda la noche antes de ser sacrificados. Recibieron una inyeccidn de
pentobarbital para anestesia general (40 mg/ke. de peso del animal), mediante proce-
dimientos quirtrgicos se obtuvo el higado el cual fue pesado. Muestras del tejido de
aproximadamente 0.2¢ fueron homogeneizadas en agua bidestilada (1:g w/v) para reali-
zar con ellas las determinaciones enzimaticas y del MDA, Para la obtencion de fraccio-
nes subcelulares (mitocondrias, citosol, membrana plasmatica, etc.) se utlizo
homogenado de higado (1:10 v/v} en un medio que conterua 0.25 mM de sacarosa, buffer
Tris 10 mM, EDTA 0.3 mM y albumina 0.2% pH 7.4 y se separaron de acuerdo al método
descrito por Schneider y Hogeboon (74).

Las determimaciones histolégicas y morfoidgicas se llevaron a cabo de acuerdo a tecni-
cas de tncon histologicas convencionales adecuadas al caso{tincion tricromica de
Massor).

La cuantificacion de colagena se realizd por el método descrito por Rojkind
y Gonzalez (75). Se utilizaron muestras de tepdo hepauco de aproxumadamente 0.5 a
0.7¢ de peso humedo, las cuales se lavaron con aleohol absoluto (29 ml) y se
homogenizaron. Se centrifuga a 17,000 rpm x 2smin.; se repite el paso antenor, se
resuspende el precipitado en 2sml de buffer tris 0.05 M pH 7 4 (HCL) y se deja durante
24 hrs. en agitacion constante en cuarto frio (repetir 2 veces mas este paso), centrifugar
a15,000 r.pm. x 30 min £l precipitado Ninal se resuspende con 4 ml de ac. aceuco 0 23
My se deja agitando una noche en cuarto frio Se toman 2 ml de la muestra y sc le

agrevan 2 ml de HCl concentrado v se hidrolizan por 24 hr ano (Cen ampolleta sellada,

(B




(@)

Al finalizar 1a técnica se determiné la absorbancia de hidroxiprolina a 560 nm usando
telueno como blanco.

La lipoperoxidacion fue determinada a partir de la cuantificacién del conte-
nido de acido tiobarbitirico (TBA). Todas las manipulaciones se realizaron de manera
rapida y sobre hielo para evitar la peroxidacién. Algunas modificaciones del método
original fueron introducidas: una muestira del homogenado (aprox. 1mg proteina) se
incubo por 30" a 37° en 1 ml de 0.15M de buffer Tris, pH 7.4; 1a incubacion finaliza
adicionando 1.5ml de acido acético al 20% ajustado a un pH 3.5 v 1.5 mi de acido
tiobarbitirico al 0.8% . La muestras fueron incubadas durante 45 a ebullicion, al final
de la incubacion se enfriaron a chorro de agua y se les adiciono 1ml de KCI al 22 {76). La
coloracién obtenida por la presencia del MDA se extrajo con una mezcla de piridina-
butartol (15:1 v/v} y se determiné Ia absorbancia a 532 nm.

La cuantificacion de la quimiolumuniscencia tanto en homogenado como en
las diferentes fracciones obtenidas se realizé de acuerdo a la técnica descrita por
Cadenas (g4). El tejido se homogenizé en un buffer de KCl 120 mM y Kz HPO4 30 mM
PH 7.2. Se utilizé luminol como reactivo principal para el ensayo y se preparé de la
siguiente manera: buffer de acetato de amonio 0.5 M pH 10.5, CoClz 5 mM, luminol 5
mM en Naz€03 0.5 M. Se utilizé para cada ensayo 4m! de la mezcla y de 50-100 (I de
homogenado.

La determinacién de proteinas se realizé por el método de Lowry {77). Se
utilizaron muestras de tejido hepatico previamente homogenado. Los reactivos utiliza-
dos fueron: Solucién A: NazCOz - 2%, NaGH - 0.4%, tartrato de NazK - 12, SDS - 12. Solu-
cion B: CuS0z . 5H20, reactivo de Folin - IN. Se realizé una mezcla de los reactivos A y
B en proporcidn 100:1 respectivamente. Para cada muestra se agregaron 3 mi del reactivo,
1 ml de H20 y finalmente la muestra, se agito la mezcla y se incubé 30’ a temperatura
ambiente. Finalmente se leyé la absorbancia a 66onm.

La actividad enzimdtica de la glutation peroxidasa (GSH-Per.) fue determina-
da de acuerdo a la técnica descrita por Paglia y Valentine (78) utilizando peroxido de
hidrégeno como substrato con las modificaciones reportadas por Lawrence y Burk (7g).
Ef tejido utilizado fue previamente homgenado en agua. Los reactivos utilizados fueron
los siguientes: buffer de fosfatos( K2 HPO4 somM), EDTA tmM, Azida de sodio (Na N3 -
mmM), NADPH - 0.2 mM, GSH imM, GSSG -Rx 0.005ml, muestra 0.02ml. Se ley6 a 340 nm
hasta estabilizar y se disparé la reaccién con 20( de H20z diluida en H20 en una

proporcién de 1:10.



La actividad de la enzima glutatién reductasa (GSSG-Red.) se determund a
paruir del método descrito por Horn {80). Se utilizaron muestras homogenadas, buffer
de fosfatos { 0.067 M | pit 6.6, NADPH disuelto en Na HCG3 1%, GSSG disuelto en buffer
de fosfatos pH 6.6, la reaccion se dispara con la muesira 0.2 ml. Se leyo la absorbancia
a 34onm.

Finalmente se lievo a cabo la determinacion del contenido de glutation total
y se calculo el indice de "estres oxidativo” (81). El contenido de glutation total corres-
ponde a la suma de los valores parciales de GSH - GSSG. El “estrés oxidativo” fue
calculado a partir de la sigwente formula ¢ [GSSG/GSH] x 100).

REsSuULTADOS

En base a los objetivos planteados los resultados ohtenidos en este trabajo
se van a presentar en dos partes:

La primera parte esta relacionada conla validacion del modelo experimental
utilizado en nuestro proyecto; en esta etapa se valoro de manera histologica el efecto
toxico provocado por el CCly v la potencial proteccion de la adenosina sobre el tejido
hepatico de los animales tratados.

La segunda corresponde a la parte bioquimica en la cual se deterrminé el
papel que desempenaron las reacciones pro-oxidantes en la induccion de la cirrosis

experimental y el efecto que tuvo la adenosina en la prevencion parcial del dano.
CARACTERIZACION HISTOLOGICA

El estucho histologico llevado a cabo en este trabajo se realizé utilizando
muestras de tendo hepatico obterudas de cada uno de los grupos experimentales. A fas
cuatro semanas de tratamiento, el tejido hepatico de las ratas tratadas con CCl4 mos-
traron cuadro necrotico moderado, mflamacion y desarrotlo de septos fibrosos. A las
ocho semanas la arquitectura hepatica desarrollo notables modificaciones como la
acumulacion de colagena y grasa lo que dio como resultado un aumento en ¢l tamano
del organo (referido ai peso himedo del organo) (B2). De esta manera lenemos que fos
parametros analizados a las ocho semanas corresponden a una Currosis cxperimental
men establecida (Tabla 21 La evaluacion histologica se llevo a cabo por duplicado en

un total de cuatro muestras tomadas de cada grupo experimental.  De acuerdo 4 los
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resultados obtenidos se determiné una relacién para obtener el porcentaje de la distri-
bucién relativa del dafio observado.

Necrosis:los resultados indican que hacia las cuatro semanas de tratamiento
mas del go% de ia poblacién tratada con CCly mostrd evidencias de necrosis en un
grado de dario moderado. Para las ocho semanas el cuadro observado en este mismo
grupo cambid, de tal manera que el porcentaje observado en el total de la poblacion
fue de un 50% con necrosis con un grado de dario moderado y el restante 50% desarro-
116 una necrosis con un grade de dano severo. En el grupo tratado con CCl4-ADO los
resultados observados a las cuatro semanas de tratamiento se presentaron de la si-
guiente manera: el 30% de la poblacion total desarrollé un cuadro necrético cuyo
grado de dario se definié como ligero y el restante 70% como maderado. En el segundo
periodo de tratamiento esto es a las ocho semanas, los porcentajes fueron de 60 y 40%
y el grado de dario fue de ligero a moderado respectivamente.

Fibrosis:En este parametro el grupo experimental tratado unicamente con
CClg manifesto la presencia de fibrosis en valores porcentuales que fueron del 30-70%
siendo el grado de dano de ligero a moderado respectivamente; estos resultados estan
referidos para el primer periodo de tratamiento {4 semanas). A las ocho semanas los
animales muestran un dano determinado como moderado en el 40% del total, y severo
para 60% restante. En cuanto a los animales tratados con CCl4+ADO se refiere estos se
caracterizaron por desarrollar un cuadro fibrético donde mas del gof presentd darno
ligero alas cuatro semanas, v a las ocho semanas se observo en los animales el mismo
porcentaje pero con dano moderado.

Acumulacion de Grasa:el 9o% de la poblacion en el primer ETupo experimen-
tal mostré a las cuatro semanas de traramiento acumulacién de grasa (fenémeno de
esteatdsis) pero el grado de dano se consideré como ligero. En el segundo periodo de
tratamiemto el 75% de los animales continuoé con este cuadro de acumulacion de grasa
con dario ligero y el restante 25% desencadené un grado de dano de tipo moderado. Los
animales del segundo grupo {CCl4-ADO), se caracterizaron por que en ambos periodos
de tratamiento (4 y 8 semanas), el 90% de la poblacién desarrollo acumulacién de grasa
pero el dario no super6 el grado determinado como ligero.

Inflamacién: la inflamacién desencadanada en la intoxicacion con CCl4 a las
Cuatro semanas afectd a la poblacién de la siguiente manera ef 65% mostré inflamacion
y dario ligero, el restante 35% con un grado de dario moderado. Ocho semanas de
tratamiento y el goZ de los animales manifiestan dario moderado. Con adenosina los



porcentajes varian siendo 8o y 20% con dario ligero-moderado al primer periodo de

tratamiento, y 9o% con daro ligero a las ocho semanas.
ANALISIS MORFOLOGICO

Todas las muestras de tejido utilizadas para esta parte del trabajo se proce-
saron de acuerdo a metodologias de tincion convencionales, en este caso para la tincion
tricrémica de Masson a partir de la cual se pueden visualizar fibras de colagena (Figs.
¥ 1-3),

La figura * 1A corresponde a una muestra de tejido normal.
Higado de rata normal sin ningun tipo de tratamiento: donde podemos observar el
arreglo caracteristico de los hepatocitos formando cordones, el tamario del nucleo es
normal, la colagena se encuentra localizada en los espacios porta y en poca cantidad;
no hay infiltracién de colagena en los sinusoides los cuales se observan claramente y

tampoco se observan vesiculas de grasa.

Las figuras # 2A y 2B son imagenes representativas de tejido obtenido de los

ammales tratados con CClg durante cuatro y ocho semanas.

2A) A las cuatro semanas de tratamiento se empieza a observar pérdida en la
estructura celular del tendo, disminucion en las uniones intercelulares, un ligero in-
cremento en el tamario de los nucleos, acumulacion de colagena empezando a formar
fibras 6 septos, se observa la presencia de vesiculas de grasa(vesiculas esteatosicas) y

eritrocitos.

2B) En este segundo periodo de tratamiento podemos observar como el teyi-
do esta completamente transformado, habiendo perdido por completo su arquitectura
normal; no hay una vecindad celular, las bandas fibréncas estan bien acentuadas des-
plazandose de un espacio vascular hacia otro formando puentes y septos La colagena

tambien se observa depositada alrededor de tos vasos.

Finalmente las figuras  3A y 38 muestran el tepdo hepanco de los amimales

tratados con CCi4 + ADO en ambos periodos de tratamiento

B

s
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3A} A las cuatro semanas de tratamiento, las alteraciones observadas en este
grupe son de menor escala que las que se detectaron en los grupos anterires. Aqui
presencia de septos no es muy marcada, tampoco hay la misma cantidad de colagena
acumulada alrededor de los espacios portales y no se observa la presencia de vesiculas

de grasa.

3B} En esta foto se observa de manera muy clara la presencia de una gran
cantidad de vesiculas esteatésicas diseminadas principalmente alrededor de conductos
como vasos 0 arterias; se observa una menor cantidad de colagena alrededor de los
espacios portales, no se ohservan puentes 6 septos, podemos apreciar una mayor pre-

sencia de hepatocitos. En general el tejido aparece menos danado.
CUANTIFICACION DE COLAGENA

Los valores obtenidos a partir de la cuantificaciéon de hidroxiprolina en las
muestras que contenian CCly manifiestan un aumento gradual en el contenido de
colagena, evento que se observa hasta el momento en que establece de manera clara
la cirrosis (Fig. ¥ 4).

A las cuatro semanas de tratamiento 1a concentracion de colagena en los dos
principales grupos experimentales se observé aumentada. Al comparar los datos obte-
nidos se vio que el grupo tratado con CCl4 incremento su contenido de coldgena en un
250% respecto al grupo control (p<o.o1). El grupo tratado con ADO-CCl4 mostré un
incrementt en el contenido de colagena que correspondio a un 190% al hacer una
comparacion contra el grupo control {p<o.o1). En esta primera etapa, la comparacion
de los resultados de ambos grupos mostro una diferencia que estadisticamente no fue
significativa.

Los resultados obtenidos en el grupo control y [os de los grupos experimen-
tales al final de! tratamiento se vieron de la siguiente manera: para el grupo de CCl4 el
incremento en el contenido de colagena se estimé en 460% aproximadamente (p<o.01).
El grupo tratado con CCl4+ADO alcanzo hasta un 230% de incremento (p<o.01). Ambos
grupos comparados entre si tuvieron una relacion estadistica significativa (p<o.o1).

Los resultados hasta aqui presentados coinciden con los obtenidos en ante-
riores trabajos realizados en este laboratorio, validando el uso de este modelo experi-

mental (8} (Fig. # 4).



Esta segunida parte de los resultados esta encaminada a estudiar el papel que
jugaron los radicales libres y las especies oxigeno - reactivas en la etiologia de la
cirrosis experimental; ademas de valorar el papel desempenado por la adenosina en la

prevencion parcial del dario.
LIPOPEROXIDACION

El efecto causado por el CCly sobre el tejido hepatico se manifiesta de diver-
sas maneras. La lipoperoxidacion es una de dichas manifestactones y se genera por la
presencia de radicales libres formados a partir del metabolismo de este agente toxico.
Estos radicales libres actuan directamente sobre los acidos grasos insaturados formadores
de las membranas celulares causando graves danos (22). Los resultados de
lipoperoxidacion que a continuacion describiremos forman parte del analisis bioquirmico
realizado en este trabajo (Fig. # 5-10).

A las cuatro semanas de tratamiento la cuantificacion de MDA en el
homogenado de los animales tratados con CCl4 mostré un incremento de 257%. Al com-
pararlo contra el grupo control la relacion estadistica fue sigmificativa (p<o.o1). En
cuanto al grupo tratado con ADO-CCl4 se refiere el valor cuanuficado de MDA corres-
pondid 153%: siendo estadisticamente significativo tanto contra el grupo control como
contra el grupo de CClg.

En esta etapa de tratamiento el grupo tratado solamente con adenosina se
caracterizo por que los valores en su contendo de MDA se presentaron por debajo de
los ohservados en el grupo control.

A las ocho semanas de tratamiento los valores de MDA en el grupo tratado
con CCl4 siguteron crementandose hasta alcanzar un aumento de 342% respecto al
control, El grupo tratado con CCl4 - ADO tambiernt mostro un incremento en el conten-
do de MDA ilegando a ser de 2g7% respecto al grupo control. Fsta segunda etapa de
tratamiento se caracterizo por que en ambos 2rupos el contenido de MDA sufrio un
gran incremento siendo estos resultados estadisticamente significativos(p<0.01) res-
pecto al controf (hg # 3)

A pesar de que en las dos etapas de fratamiento se observo un ncrementoe
sustancial en ¢l conterudo de MDA en ambos crupos experimentales, el grupo experi-
mental al que se le adiciono Ja adenosuina conuntamentie <on ¢l tetracioruro de carbo-

0o siempre mantuvo sus valores por dehayo del grupo tratado con CCly

-
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Los resultados obtenidos en las diferentes fracciones subcelislares se observaron de la
siguients manera:

Mitocondrias: La cuantificacién en el contenido de MDA en esta fraccion
subcelular en ambos periodos de tratamiento no mostré grandes diferencias entre los
grupos experimentales. En el primer periode de tratamiento {cuatro semanas) tanto el
grupo tratado con CCly como el grupo tratado con ADO-CCl4 reportaron valores de MDA
muy cercanos a los del grupo control; el primer grupo mostré un diferencia de 140% en
su contenido de MDA y el segundo de 138%. En la segunda parte del periodo experimen-
tal (ocho semanas de tratamiento)en el grupo tratado con CCly ¢l valor del MDA dismi-
nuy6 colocandose en 121% respecto al grupo control, y de acuerdo a lo observado a las
cuatro semanas de tratamiento. Por su parte el grupo tratado con ADO-CCl4 contraria-
mente a lo que sucedié con el grupo antes mencionado mostrd un incremento 134%; sin
embargo, las diferencias no fueron significativas. Finalmenie mencionaremos que el
grupo control tratado corn adenosina mantuvo una continuidad en su contenido de
MDA en ambos pericdos de tratamiento (fig. * 6).

Citosol: Las diferencias observadas en el contenido de MDA en esta fraccion

subcelular para cada uno de los grupos experimentales dentro de las primeras cuatro
semanas de tratamiento se dieron de la siguiente manera: en el grupo tratado con CClg
el aumento en contenido de MDA se cuantificd en 281% aproximadamente (p<o.o1). El
grupo tratado con CCl4+ADO presento un incremento de 662%, o cual [o coloca como el
grupo que mayor contenido de MDA registro en esta primera etapa y estadisticamertte
sus valores fueron significativos (p<o.o1).
En el segundo periodo el grupo tratado con CCl4 tuvo un incremento en MDA de 192%
respecto al grupo control, este valor fue menor que el observado a 1as cuatro semanas
{p<o.01). En lo referente al grupo de CCly -ADO, el contenido de MDA se vio aumentado
en 120%, observandose una notoria diferencia con lo sucedido a las cuatro semanas de
tratamiento. Algo importante de mencionar es que en esta fraccion, el grupo tratado
con adenosina present6 un aito contenido de MDA (223%) revasando los valores de los
grupos de CCly v CCl4+ADO {p<o.on(fig. * 7).

Microsomas: Los microsomas son una de las fracciones subcelulares mas
importantemente afectadas por efecto del tetracloruro de carbonoe. En elios observamos
un patron de comportamiento muy semejante a lo que sucedié en las muestras de

homogenado total en cuanto al contenido de MDA se refiere.



Para los dos periodos de tratamiente el grupo tratado unicamente con CCly
reportd altos niveles de MDA. A las cuatro semanas de tratamiento el contenido de MDA
fue de 380% y a las ocho semanas este wncremento tuvo un valor de 335% ambos grupos
referidos a sus respectivos grupos control. Para los grupos tratados con CCly+ADO los
niveles cuantificados de MDA a las cuatro semanas fueron de 180% y a las ocho semanas
251%. Los valores presentaron significancia estadistica respecto a los grupos control
{p<o0.01). La adenosina por si sola, mantuvo en esta fraccién el contenido de MDA con
valores poco aumentados {fig. * 8).

Membrana plasmaiica: Los eventos observados en esta fraccion a las cuatre
semanas nos mostraron gue el contenido de MDA se elevo 1907% en el grupo de CCly (p<
0.01) v 130% en el grupo de CCl4 + ADO, a pesar del incremento la diferencia no fue
significativa en este grupo. A las ocho semanas el valor del contenido de MDA en el
grupo tratado con CCly resulté enun 136% de incremento, como se observa este resuita-
do fue menor que a las cuatro semanas. El contenido de MDA en el grupo CCly-ADO llego
a ser de 214% , este valor como vemos estuvo por encima de fo reportado para el CCl4 y
tuvo una significancia de (p< o.on). El grupo tratade con adenosina se colocé con un
resultado infertor a 1o cuantificado en el grupo control en ambos periodos de tratarmen-
to {fiz. * o)

Nucleos: Los resultados cuantificados en la primera fase experimental en los
nucleos, permitteron observar que el MDA en el grupo de CCl4 se mcrementd 130% y en
el grupo tratado con CCl4-ADO este incremento fue de 3u% (p<o o1). Alas ocho semanas
de tratanuento el grupo de CCl4 alcanzo un incremento en los mveles de MDA de 1807,
no stendo sigmficative. En cambio el grupo de ADO-CCl4 mantuvo un incremento
constante en ambas etapas, en esta parte el MDA se elevo hasta alcanzar 551% {p<o.o1)
{fig. * 10). Este resultado fue muy semejante a lo observado en citosol a las cuatro
semanas, en donde el incremento aicanzé un valor de 662% ( fig. * 7).

Finalmente podemos resumir dictendo que cada una de las muestras analiza-
das de los grupos con los que trabajamos tuvieron un patron de comportanuento muy
parucular en los dos periodos de tratamiento. En las primeras cuatro semanas de
tratarmento fracciones comeo 'os microsomas, mitocondrias y la membrana plasmatica,
ademas del homogenado total de los arumales tratados con CCly permiticron ohservar
de manera general un importante incremento en et conterudo de MDA. £l citosol por su
parte mostro un alto conterudo de MDA en esta fase, evenlo que se ohservo on nucleos

y membrana plasmatica a las ocho semanas de rratamiento.
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A las ocho semanas de tratamiento el incremento en el contenido de MDA en
homogenado y microsomas del grupe tratado con CCl4 siguié en aumento; en el grupo
tratado con CCl4-ADO los valores se mantienen por debajo de los de CCly. En nucleos v
membrana plasmatica se presenté alto contenido de MDA. el primero en ambos perio-
dos de tratamiento, el segundo en la primera etapa. Algo importante que podemos
resaltar en esta etapa, es que los valores aumentados en el contenide de MDA en estas
fracciones podria estar relacionada con eventos de regeneracion celular promovidos
por la presencia de la adenosina y no precisamente como consecuencia del dafio oca-

sionado por las reacciones pro-oxidantes ( gs).
QUIMIOLUMINISCENCIA

La quimioluminiscencia es una evento caracteristico cuantificado durante la
propagacién del dafio oxidative causado por las especies oxigeno reactivas "ROS".

Es utilizada como un indice de referencia en ei cual se mide la emision de luz
derivada de moléculas como serian las moléculas simples de oxigeno {(02-) y de radica-
les libres cuya vida media es muy corta; estas moléculas se encuentran en un estado
energético de excitacién debido a que en su ultimo orbital existen electrones
desapareados (27). Los valores obtenidos en la cuantification de ia quimioluminiscencia
son tomados como una medida complementaria gue junto con el contenido de MDA
muestran de manera mas c¢lara los efectos causados por las reacciones pro-oxidantes.

De la misma manera que la lipoperoxidacion, la quimioluminiscencia se
determiné tanto en el homogenado total como en las diferentes fracciones subeelulares.
Los valores se expresaron como ¢pm/mg de proteina.

El patron de comportamiento observado durante la cuantificacion de la
quimioluminiscencia tanto en el homogenado como en las diferentes fracciones fue
semejarte a lo observado en la lipoperoxidacion (Tabla ¢ 2).

A las cuatro semanas de tratamiento el homogenado total present6 los mas altos valo-
res cuantificados de especies luminosas para cada uno de los grupos experimentales,
siendo el grupo tratado con CCly el de mas incremento con 128% respecto a grupo
control(p<c.o1). El grupo de ADO-CCly mostro un aumenio de 100%. En el nicleo las
muestras obtenidas de ADO+-CCl4 fueron las que mas especies luminosas presentaron
con un aumento de 400% respecto al control; el grupo de CCly tuvo un incremento de

200%.



En el citosol se cuantificaron valores de especies reactivas muy similares en
los grupos experimentales el control se observo con un valor inferior a ellos. El grupo
de CCly aument6 1282 y el grupo de ADO-CCl4 1212,

En membrana plasmética la quimioluminiscencia se vio elevada en 216% res-
pecto al control para el grupo de CCly; ADO-CCl4 aumento 177% Los nucrosomas fueron
la fraccion que menor cantidad de especies reactivas manifestd en todos 105 grupos.

La accion del CCl4 v 1a adenosina se manifesto de diversas formas en cada
fraccién subcelular durante las dos etapas de tratamiento. A [as cuatro semanas en 1os
nuicleos v el citosol fue donde se presentd un mayor incremento de especies reactivas,
pero en los nicleos la diferencia fue mas clara en el grupo tratado con ambos com-
puestos {p<0.01).

A las ocho semanas de tratamiento los resultados dieron un giro de tal mane-
ra que las especies reactivas se vieron incrementadas de manera mas clara en tres de
los cuatro grupos experimentales. En las fracciones de microsomas, citosol v nicleo,
tanto el grupo control como el tratado solamente con ADO, mostraron un incremento
mayor que los grupos restantes. En membrana plasmatica se observd un patron ligera-
mente distinto, el grupo tratado con CCl4-ADO presento una mayor cantidad de espe-
c1es reactivas.

En nucleos el grupo tratado con ambos compuestos mostrd un descenso de
267% respecto a o observado en el periodo anterior, CCly4 descendio 98% ambos compa-
rados con el grupo control. Las diferencias observadas no fueron significativas.

Los resultados de lLipoperoxidacién y quimiolumiruscencia analizados de
manera COMjunta, nos muestran un panorama compiemeniaro de 1a respuesta celular
que se da durante el desarrollo de la peroxidacion durante la propagacion del dano

provacado por el CCl4.

SISTEMA DE DEFENSAS ANTIOXIDANTES

En el sistema de defensas antioxidantes el ciclo del glutation juega un tmpor-
tante papel debido a que es en este ciclo donde diversos tipos de pertxidos Como
serian las moleenlas de peroxido de hudrogeno, son nactivadas por accon de la enzt-
ma GSH-Per en presencia del GSH el cual es oxidado a GSSG. El GSSG producto de esta
reaccion es reducido v transformado nuevamente en GSH por accion de la enzima

GS3G-Red | para que este mecaitismo {uncione adecuadamente €5 necesara Ia presen-
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¢ia de cofactores como el NADPH el cual aporta equivalentes reductores utilizados en
el proceso (72). La relacion existente en el contenido de GSH/GSSG es aproximadaren-
te de 1001 y puede ser tomado como un valor indicativo del indice de estrés oxidativo
el cual esta intimamente ligado.a la lipoperoxidacion.

Asi se tiene que la determinacion del contenido de glutation v la actividad de
las enzimas involucradas en el ciclo en su conjunto permiten valorar de manera mas
objetiva el efecto que tuvo la presencia del CCly v la adenosina, debido a que los
niveles de ghutation reducido en el tejido hepatico cambian de acuerdo a las condicio-
nes inter e intracelulares que se presentan.

Por otro lado la determinacion del indice de "estrés oxidativo” (estado en el
cual la exposicién de los tejidos celulares a los radicales libres u otro tipo de agentes
oxidantes representa un reto o desafio de sobrevivencia para dichos tejidos los cuales
tratan de mantener su funcionamiento normal en condicionies adversas) se deducen de
la relacion existente entre GSH / GSSG (83).

1) Determinacion del contenido de glutation total, indice de "estrés oxidativo”
y actividad enzimatica (GSH-Per. y GSSG-Red.)

Los cambios observados en el ciclo del glutation a partir de la adminisira-
cion tanto dei CCly como de la adenosina va sea de manera independiente 6 conjunta
se muestrant en latabla® 3.

La disminucién en los niveles de GSH hepidtico en 80% provecado por la
administracion de CCly, fue uno de los cambios importantes observados. Inverso a este
valor se observo el indice de “estres oxidativo” registrado, mismo que se incrementd
en 150% respecto al grupo control {p<o.o):

El efecto del CCly, fue contrarrestado con la administracién de adenosina;
los animales tratados conjuntamente con ambos agentes mantuvieron sus niveles de
glutanén altos Hegando a ser superiores al dei grupo control en 1072 {p<o.o1). En este
grupo el indice de “estrés oxidativo” fue menor que en el grupo anterior.

La actividad enzimatica de GSH-Per. se observo ligeramente incrementada
en el grupo tratado con ambos agentes. Para el primer periodo de tratamiento este
incremento no mostro diferencias significativas. En la segunda parte del tratamiento
CCl4 presenta decremento vy el grupo tratado con CCl4-ADO incrementa la actividad
enzimatica. No obstante las diferencias observadas tampoco fueron estadisticamente

significativas.



Por su parte la enzima G55G-Red. en el primer periodo de tratamiento man-
tuvo su actividad sin cambios importantes en nunguno de los grupos; en el segundo
periodo de tratamiento hubo un ligero descenso en la actividad de esta enzima en el
grupo tratado con CCly, por su parte el grupo tratado conjuntamente con ambos agen-
tes mostré un mncremento, pero para ninguno de los grupos las diferencias fueron
significativas,

Al analizar los anteriores resultados observamos que la administracion de
ADO-CCl4, muestra una importante accion protectora que permite reducir el dano pro-
vocado por el agente toxco. Esta accion puede estar relacionada con la capacidad de
1a adenosina de mantener e incrementar los niveles de glutation v manteniende bajo el
indice de “estrés oxidativo”.

TABLA # 1: Evaluacién histolégica de higados de rata tratados crénicamente con terracloruro
de carbono y adenosina.

TIEMPO DE TRATAMIENTO(4y8 semanas)

PARAMETRO CCl CCl4 CCl4+ADO CCl4+ADO
{4serm.) {8sem.) {4 sem.) {8 sem.)
Necrosis 2 2-3 1-2 1-2
{> 90%) (50 - 50%) (30 - 70%) (60 - 40%)
Fibrosis 1-2 2-3 1 2
(39 - 70%) (40 - 60%) (> 90%) (> 90%)
Acumulacién
de Grasa 1 1-2 1 1
(> 90%) (75 - 25%) (> 90%) (> 90%)
Inflamacion 1-2 2 1-2 1
{65 - 35%) (> 90%) (80 - 20%) (> 90%)

NOTA: El estudio se efectso por duplicado en laminillas con cuatro secciones del Organo hepdrico

Sc incluyeron al menos cuacro animales de cada grupo. Tejidoe hepdtico de ratas control no
mostré ninguna anormalidad histolégica. Grado de dafio: (0) ausencia, (1) ligere, (2) moderado
y {3) severo. Bl porcentaje de la distribucion relaciva del dafio se determiné hacience una relacion
de! dasio observado entre L poblacion analizada,




Fig. 1-3: Imagenes obtenidas de cortes histolégicos del higado de ratas tratadas
cronicamente con tetracloruro de carbono y adenosina. Fotomicrografias procesadas

con la tincién tricréomica de Masson (10x).

Grupo Control:

Sin ningun tipo de tratamiento. Se observa claramente el arreglo de los hepatocitos en
cordones, la coldgena depositada en los espacios perivenosos Y periportales v en una
minima cantidad.

Fig.1A : a) Hepatocitos, b) Espacio portahepatico, ¢} Sinusoides, d) Colagena.

Grupo Tratado con CCly:
Pérdida de la estructura celular en el tejido, disminucion de las uniones intercelulres,
la acumulacién de una gran cantidad de colagena depositada formando septos v la

presencia de vesiculas de grasa, son algunos de los cambios caracteristicos observados

durante el desarrollo de la cirrosis.




Fig.2A: higado tratado con CCl4 durante cuatro semanas,
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2B: higado tratado con CCly durante ocho semanas:

a) Hepatocitos, b} Espacio portahepatico, ¢) Sinusoides, d} Colagena, e) Septos, ) Vesi-
culas esteatosicas, g) Eritrocitos.

Grupo tratado con CCl4+ADO:

Las alteraciones sufridas en este grupo, son comparativamente menores que en el gru-
po artterior. Se puede observar la presencia de hepatocitos v una menor cantidad de
colagena depositada formando septos. En general la estructura celular en el tejido

esta mejor preservado,




FIG. 1A: higado tratado con CCl4-ADQ durante cuatro semanas,
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3B: higado tratado con CCl4+ADO durante ocho semanas.
a) Hepatocitos, b) Espacio portahepatico, ¢} Sinusoides, d) Colagena, e) Septos, f) Vesi-

culas esteatdsicas, g) Eritrocitos.




Fig. 4

EFECTO DEL CCl4 Y LA ADENOSINA SOBRE EL CONTENIDO DE COLAGENA A
EN EL TEJIDC HEPATICO
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Fig. 4. Contenido de colagena en el tejyido hepatico de muestras de higados de ratas

tratadas durante 4 y 8 semanas con CCl4 y/o Adenosina. La significancia cstadistica se

expreso de la sigwerntte manera y donde n=8:

° P>0.01 vs control

** P<co.or vs CClg

Fstadistica todos los resulados cstan expresados como ¢l Promedio T ES. Lasigrificancia

vstadistica de tas diferencias v sus interacciones fue probada por ANOVA
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Fig. 5

LIPOPEROXIDACIGN EN HOMOGENADO DE HIGADO DE RATA TRATADA A
CON CCH Y/Q ADENOSINA
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Fig. sA y 5B. Actividad lipoperoxidativa ( nmolas de MDA / mg. de proteina } en mues-

tras de homogenado de higado de ratas tratadas durante 4 y 8 semanas con CCly y/o

Adenosina. Las determinaciones se realizaron en grupos promedio de 8 animales. Re-

presemntacion grafica de los diferentes grupos experimentales.



Fig. 6

LIPOPEROXIDACIGN EN MITOGONORIAS DE HIGADO DE RATA TRATADA A
CON CCl4 /O ADENGSINA
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Fig. 6A y 6B. Actividad lipoperoxidativa { nmolas de MDA / me. de protema ) en
mitocondrias obtenidas a partir de muestras de higado de ratas tratadas durante 4y 8
semanas con CClq y/0 Adenosina. Representacion grafica de los diferentes grupos ex-
perimentales. La sigmificancia estadistica se expreso de la siguiente manera:

* P>0.01 v§ controi

** P<p.o1 vs CCly

Estadistica: todos los resultados estan expresados como el Promedio£ES. La sigmficancia

W
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estadistica de [as diferencias v sus interacciones fue probada por ANOVA




Fig. 7

LIPOPEROXIDACION EN CITOSOL DE HIGADO DE RATAS TRATADA CON A
as CCH4 Y/O ADENOSINA
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Fig. 7A vy 7B. Actividad lipoperoxidativa { nmolas de MDA / mg. de proteina } en mues-
tras de citosol ohtenidas a partir de higado de ratas tratadas con CCl4 y/o Adenosina.
Representacion grafica de los diferentes grupos experimentales y donde n- 8.




Fig. 8

LIPOPEROXIDACION EN MICROSOMAS DE HIGADD DE RATA TRATADA A
CON CCl4 Y/O ADENOSINA
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Fig. 8A y 8B. Actividad lipoperoxidativa ( nmolas de MDA / mg. de protemna ) en mues-
tras de microsomas obtemdas a parur de lugado de ratas tratadas durarnte 4 ¥ § sema-
nas con CCly y/o Adenosina. Representacion eraftca de los diferentes grupos cxperi-
mentales  La significancia estadistica se expreso de la siguiente manera:

* P00t vs conirol
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Fig. 9

LIPOPEROXIDACION EN MEMSRANA PLASMATICA DE HIGADO DE RATA A
TRATADA CON CCi4 Y/O ADENOSINA
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Fig. 9A v 9B. Actividad lipoperoxidativa { nmolas de MDA / mg. de proteina )} en mues-
tras de membrana plasmatica obtenidas a partir de higado de ratas tratadas durante 4
Y 8 semanas con CCl4 y/0 Adenosina. Representacion grafica de los diferentes grupos

experimentales y donde n-= 8.



Fig. 10

LIPOPEROXIDACION EN NUGLEOS DE HIGADO DE RATA TRATADA CON A
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Fig 10A y 10B. Actividad lipoperoxidativa (nmotas de MDA / mg. de proteina) en mues-
tras de nucleos obtenidas a parur de higado de ratas tratadas durante 4 y 8 semanas
con CCl4 y/0 Adenosina. Representacion grafica de los diferentes grupos experimenta-
les. La significancia estadisuca se expreso de la siguiente manera:

* Pro.01 vs control

*T Peo.0t v CCLly




TABLA # 2: Efecto de la administraci6n crénica de CCl4 yfo Adenosina sobre L2 quimioluminiscencia {iempo

de tratamiento 4-8 semanas).

TIPO DE MUESTRA
TRATAMIENTO ~ Homogenado ~ Microsomas  Ciosol ~ Membrna plasmidrica.  Nidkeo
Control (4-8) 16.1:1.6 13.1:04 10.6:1.4 16.2:1.3 5.8+0.9
CCl4 + S5 (4) 20.6:0.8* 5.0£0.7 13.6:0.8 35.014.9% 11.8:1.5*
CCl4:ADO{4) 168407 158:14  12.3:08 18.8:3.6 13.343.9
CCl4+55 (8) 20.9:23 9.820.3 12.0:14 141213 6.1:0.3
CCl4+ADO (8) 249125 9.0:0.6 12.9:0.8 19.0:1.3 9.7:1.6

NOTA. 1 quimioluminiscencia fue determinada tanto en el homoFtnado como en diversas fracciones
subcelulares. Los resultados {cpm /mg) fueron expresados como el Promedio + ES.

*P5 0.01 vs. control
) I’<0.{}IVSCCI4



TABLA # 3: Efecto de la administracién. crénica de CCl4 y/o Adenosina sobre el ciclo del

glutatién.

GRUPOS EXPERIMENTALES
PARAMETRO Control Adenosina CCl4 CCl4+ADO
Cuatro Semanas
GSH 3.79 £0.14 436 +0.14 3.03 +0.17* 4.05 £0.13
GSSG 0.05 £0.002 0.07 +0.005* 0.06 £0.004 0.06 +0.005
GSH+GSSG 348 x0.13 4.43 £0.17 3.09+0.19* 4.11 + 0.19.
“Estres Oxidativo” 1.32 1.60 1.98* 1.48
GSH-Per. 3.40 £ 0.31 2.82 £ 0.60 3.43 0.46 426 0.51
GSSG-Red. 093 £0.07 099 £ 008 095 £ 0.15 096 + 0.18
Qcho Semanas
GSH 3.70 £ 0.11 3.92 +0.15 3.47 £0.12 3.95 £0.17.
GSSG 0.05 £0.004 0.06 +0.004 0.06 £0.004 0.06 £0.004
GSH+GSSG 3.75 £0.13 3.98 + 0.15 3.52 +0.18 4.01 £0.20
“Estres Oxidative” 1.35 152 1.73 1.52
GSH-Per. 3.02 +0.22 3.45 £0.70 2.08 £ 046 259+ 037
GSS8G-Red. 0.86 = 0.20 0.90x 0.10 0.75 + 0.14 0.99 + 0.10

NOTA. El contenido de glutatién total corresponde a la suma de los valores parciales de
GSH+GSSG. El“estres oxidativo” fue calculado a partir del Indice del contenido de glutatidn
total en ratas ((GSSG/GSH] x100). Los resultados fueron expresados como ¢l Promedio
+ ES de un total de 7 determinaciones por grupo. La significancia estadfstica se expreso
como:

*P > 0.01 vs contral

" P <00l v CCl4
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Discusion

Se sabe que el establecimiento de cirrosis tanto a nivel clinico como expe-
rimental es un evento que involucra una serie de factores tisulares y celulares los
cuales interaccionan entre si para iniciar un proceso de defensa y reparacién del dano
provecado por el agente toxico en el tejido hepatico (28). El punto de unién entre la
lipoperoxidacién y el dano hepatico aparentemente se debe tanto a la accion de las
reacciones pro-oxidantes como a la inhibicién de las defensas antioxidantes por la
presencia de radicales libres, fenémeno desencadenado durante el metabolismo de
diversos agentes toxicos como el CCl4 (84).

Fl desarrollo experimental de diversos trabajos dentro de nuestro laborato-
rio en los cuales los modelos utilizados fueron tanto la intoxicacion hepatica aguda
como la cronica con tetracloruro de carbono en ratas macho, permitié determinar el
papel protector de la adenosina. Fn el modelo agudo la adenosina fue capaz de amino-
rar de manera parcial la ipoperoxidacion y de prevenir el desarrollo de necrosis celu-
lar y de higado graso (72,75). En el modelo de intoxicacion cronica con CCly se ha
observado que la adenosina previene la hepato y esplenomegalia, ademas del incre-
mento en la concentracion de coldgena hepatica la cual es otra caracteristica impor-
tante que se establece en el desarrollo de la cirrosis (8).

El desarrolio del presente trabajo permutio hacer una evaluacion del papel
que desempenan los radicales libres durante la lipoperoxidacion en el proceso
cirrogenico; ademas de determinar de que manera influyé la adenosina previniendo o
reparando el daro causado por los radicales libres al ser admimistrada conjuntamente
con ¢l tetracloruro de carbono.

De acuerdo con los objetivos planteados esta discusion estara enfocada en
tres aspectos. a} validar el modelo experimental utilizado; b} evaluar la participacion
de los radicales hibres generados durante la Lipoperoxidacion en la etiologia de la
cirrosis y ¢ determinar tos mecanismos de accton a partr de los cuales la adenosina
previene yv/o inhibe el dano causado por el CCl4 sobre el tejido hepatco.

Basados en los resultados obtenidos en la prnimera parte de nuestro trabajo, la cual
comprendio el analisis hustologico v la cuantificacion de colagena v apoyados en ante-

riores frabajos de nuesiro laboratorie v en ¢l conocimienso de trabagos realizados por



otros investigadores, podemos decir que la utilizacion de este modelo experimental
nos permitié curmplir con cada uno de los objetivos planteados.

En principio pudimos reforzar los congcinuentos que teniamos acerca del
potente efecto toxico del CCl4 sobre el tejido hepatico. La administracién prolongada
de este agente toxico produjo diferentes tipos de lesiones. Macroscopicamente los
higados de los animales tratados con CCl4 presentaron un mcremento en el tamarto,
ademas de observarse un tejido mas firme o fibroso y mostrar una coloracion parda la
cual no es comun en los drganos normales. A nivel microscépico como se observo en
las figuras presentadas (Fig * 1-3) el tejido mostro cambios muy evidentes como son la
pérdida de la estructura celular, la formacién de nodulos fibrosos por acumulacién de
colagena, presencia de depositos de grasa en forma de gotas (esteatosis), etc. (82). Las
muestras de los animales a Jos que se les administré de manera conjunta tetracloruro
de carbono y adenosina no mostraron este patrén morfolégico.

Es importante hacer notar gue la cuantificacion de colagena a partir de la
determimacion de hidroxiprolina nos permiti6 inferir que en el tejido de los arimales a
los que se les administré ADO- CCls, la degradacion de colagena se modifico de forma
tal que ésta se vio favorecida, observandose una diferencia significativa en el conteni-
do de colagena entre este grupo y el grupo tratado con CCl4. El primer efecto positivo
de la adminustracion de adenosina se ohserva aqui. De acuerdo con datos reportados
en otros trabajos (8s), durante la intoxicaci6n cronica con CCly el conterudo de prolina
la cual esta asociada de manera importante al desarrollo de fibrogénesis y ademas es
un precursor en la sintesis de colagena. iumenta considerablemente. La adenosina es
capaz de atenuar gran cantidad de los cambios sufridos durante la intoxicacion del
tejido hepatico; por ejemplo estimula aunque aparentemente no de manera directa la
actividad de enzimas como la colagenasa; el mantenimiento de un estado "redox celu-
lar” en condiciones favorables vy la aportacion de energia y su disporubilidad hacia la
célula pueden ser algunos de los principales factores que permiten que la adenosina
actde como un importante bloqueador en la acumulacion de colagena (8).

Por otro lado, estudios reclentes sugieren que existe una relacon inversa
entre la lipoperoxidacion v la actividad de la enzima colagenasa la cual esta involucrada
en la degradacion de la colagena. De esta manera durante la intoxicacion hepatica con
CCly al desencadenarse la hipoperoxndacion, se observa una disminucion en la activi-

dad de esta enzima y se presenta una acumuiagion de colagena . De agqus surge la
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hipdtesis de que la lipoperoxidacién hepatica participa de manera importante en el
desarrollo de la fibrosis (86).

La segunda parte de ios resultados en los cuales esta incluida ia fase biogquimica
permitié valorar el papel desemperiado por las reacciones pro-oxidantes en el estable-
cimiento de la cirrosis y la actuacién de la adenosina como agente hepatoprotector.

Entre el dario hepatico crénico y la lipoperoxidacién existe un importante
punio de union que son las defensas antioxidantes. Cuando la lipoperoxidacion se
presenta y la produccion de especies reactivas de oxigeno se desencadena, la actividad
de las defensas antioxidantes se deprime desarrollandose un proceso cirrogénico en el
tejido; ésto sugiere que la lipoperoxidacion participa de manera fundamental en la
eticlogia de la fibrosis hepatica (87) (fig. ¢ 5-10).

Dentro de la estructura del tejido hepatico, encontramos una region o area
muy importante denominada region centrilobulillar. Esta region se caracteriza por
presentar bajas concentraciones de oxigeno. La deficiencia de oxigeno de esta zona
influye grandemente para que sea la primeramente afectada durante el metabolismo
del CCl4. Las bajas concentraciones de oxigeno favorecen la conversion del CCly a
radicales libres y la presencia de estos radicales induce una gran actividad oxidativa de
NADPH en el citocromo P-450 de los microsomas, mismos que sufriran un atague
peroxidativo sobre los acidos grasos insaturados formadores de membrana (88). De
esto se deduce que la intoxicacion por CCl4 esta estrechamente ligada a los sitios don-
de existe una baja concentracion de oxigeno, caracteristica gue juega un papel funda-
mental en este evento (13).

Al analizar los resultados observamos que la fraccion microsomal de los ani-
males tratados cont CCl4 presenté un importante incremento en la lipoperoxidacion
sobre todo a las ocho semanas de tratamiento, cuando la fibrosis esta bien establecida.
Aunado a estos resultados estan los obienidos para la quimioluminiscencia; especifica-
mente en esta fraccién se observé un decremento de especies oxigeno reactivas proba-
blemente debido a que los precursores que dan origen a estas moléculas se encontra-
ban agotados como consecuencia de la intoxicacion. El dafo provocado sobre las
membranas microsomales podria explicar la deficiente capacidad metabélica que se
observa en el tejido cirrotico (6) (Tabla # 2).

Por su parte la adenosina al ser administrada conjuntamente con CCl4 redu-
jo considerablemente la lipoperoxidacion, aungue esta reduccion no se llevara a cabo

de manera general en todas las fracciones subcelulares. Un ejemplo de esto 1o observa-



mos de manera muy especifica en nicleos, membrana plasmatica y citosol. Es posible
que la presencia de un alto contenido de MDA en estas fracciones y sobre todo en
nicleos, tenga relacion con procesos de regeneracion en el tejido hepatico.

La idea de que 1a lipoperoxidacton funciona como un modulador durante la

division celular influenciando el inicio y término de la mitosis durante la regeneracion
hepatica, ha sido propuesta y fundamentada por diversos investigadores (8g). De aqui
que los resultados obtenidos en este trabajo no son de ninguna manera eventos aisla-
dos o sin una aparente explicacién; sino mas bien una continuidad de procesos relacio-
nados con una respuesta dada por el tejido hacia una agresion recibida, la cual puede
ser confortada o apoyada por la presencia de la adenosina en su papel de agente
hepatoprotector.
Analicemos ahora lo referente al indice de "estrés oxidativo”. Debido a la naturaleza
aerohica del metabolismo celular la reduccion de oxigeno es un evento muy umportan-
te en los sistemas bilogicos. Si a esto se une la generacion de especies reactivas de
oxigeno y radicales libres, el resultado sera la deterioracion oxidativa de los acidos
grasos insaturados presentes en las membranas biologicas (lipoperoxidacion) y el in-
cremento del indice de estrés oxidativo (47). La cuantificacion de altos indices de "estrés
oxidative” en ambos pertodos de tratamiento permitié sugerir que dentro del proceso
crrogenico el fenomeno del "estrés oxidative” se desencadena muy tempranamente.

A las cuatro semanas de tratamiento el indice de “estres oxidatvo™ fue 150%
mas alto que el control, 1o cual concuerda conlo mencionado anteriormente. Sin embar-
g0 a las ocho semanas el valor cuanuficado es menor ;por que?, de la misma manera que
sucede con la lipoperoxidacion la respuesta puede estar relacionada con eventos de
regeneracion del tejido hepatico (go) (Tabla # 3).

Como se mencioné al inicio de este trabajo el aiclo del glutation forma parte
de las defensas antioxidantes y es une de los mas importantes. Utilizando al NADPH
como cofactor la enzima GSSG-Red. reduce el GSSG a GSH el cual es utilizado como
substrato por la enzima GSH-Per. para transformar fos productos toxicos formados
durante la lipoperoxidacién como el H20z y otros peroxidos en productos innocuos
como el agua. Por otro lado, fa reduccion del glutation oxidado permite mantener el
balance normal de los grupos tiol presentes en las membranas, ademas de equilibrar la
relacion entre ambos productos perrmitiendo un funcionamiento celular adecuado (g1.92)
L.a deplesion en los miveles de glutation conlleva a una baja en las defensas celulares.

y esto a su vez proprcia el dano y la muerte celular (g3).
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Refieriéndonos a nuestras condiciones experimentales el contenido de

glutatién en las muestras de homogenado del tejido hepatico de los animales que fue-
ron tratados con CCl4 disminuyo en un 20% respecto de los valores normales observa-
dos en el grupo control (tabla? 3), e inversamente el indice de "estrés oxidativo” se vio
favorecido en la primera etapa de tratamiento cuando la cirrosis se esta desarrollando.
Por su parte, el grupo tratado con ADO+ CCly mostro valores de glutation para ambos
periodos mas altos que los observados en el grupo antes mencionado. En cuanto al
indice de estrés oxidativo se refiere este se vio disminuido lo que sugiere que la adenosina
por su parte al mantener los niveles de glutatién elevados permitié que los mecanis-
mos en los cuales este compuesto esta involucrado funcionaran de manera adecuada,

Para finalizar diremos que el contenido de este trabajo nos permite concluir
que la utilizacion de la adenosina como agente hepatoprotector fue capaz de reducir el
indice de "estrés oxidativo” y la lipoperoxidacion promovidos por el CCly durante el
proceso cirrogénico; de mantener los niveles de actividad fisiolégica y los niveles de
glutation del tejido hepatico por encima de ios reportados para los animales tratados
solamente con CCly, estimulando la actividad de algunas enzimas como la colagenasa,
la glutatién peroxidasa y la glutation reductasa y de inhibir la acumulacién de colagena,
disminuyendo los dramaticos cambios estructurales observados en el higado por efec-
to de la intoxicacién crénica con este potente agente hepatotoxico {50). Ademas habra
que mencionar que la presencia de altos niveles de MDA en fracciones como los -
cleos y citosel puede estar relacionada con eventos de regeneracion y posiblemente la
adenosina sea un punto angular en la preservacion de la capacidad regenerativa del

tejido hepdtico.
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