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RESUMEN

Estudios diversos sugieren que el estrés oxidativo juega un papel
importante en la patogénesis del dafio hepatico tanto en ratas como en
humanos. El objetivo de este estudio fue evaluar la habilidad de la N-acetil
cisteina (NAC) para prevenir el dafio hepatico inducido por la ligadura del
conducto biliar coman (LCBC) durante 28 dias y para revertir la cirrosis
hepatica inducida por la administracion de CCl, (0.4 g/kg, i.p) en ratas Wistar
macho. El dafio colestéatico fue inducido por la LCBC durante 4 semanas y la
NAC fue administrada diariamente (300 mg/kg, p.o.) por el mismo tiempo. Para
revertir el dafio hepatico, el CCl, fue administrado de manera crénica durante 2
meses, cuando este fue retirado se hizo la administracion de NAC (300 mg/kg,
p.0.) por un mes. Se llevaron a cabo los controles respectivos. La alanina
aminotransferasa (ALT) y la y-glutamil transpeptidasa (y-GTP) fueron
cuantificadas en suero, la peroxidacion lipidica, el contenido de glutation (GSH)
y las actividades de las enzimas catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx)
fueron determinadas en muestras de higado. La fibrosis fue evaluada al
cuantificar el contenido de colagena. Ademas, la expresiéon de las citocinas
TGF-B, IL-6 e IL-10 fueron determinadas en higado por la técnica de Western
blot y cuantificadas densitométricamente.

La induccion del dafio colestatico por la LCBC estuvo asociada con un
incrementd en los niveles séricos de las enzimas ALT y y-GTP. El estrés
oxidativo fue evaluado también, y la peroxidacién lipidica se incrementd, el
contenido de GSH vy las actividades de las enzimas CAT y GPx se alteraron por
la LCBC. EIl tratamiento con NAC previno estas alteraciones. El contenido de

colagena hepatica aumenté por la LCBC, pero la NAC fue capaz de preservar
Xi



los niveles normales de colagena. Las citocinas TGF-B, IL-6 e IL-10 se
incrementaron después de ligar el conducto biliar comun durante 28 dias. La
administracion de NAC fue efectiva para prevenir significativamente la
expresion de las citocinas TGF-B e IL-6 y ademas aumentd la expresion de la
citocina IL-10. Por otro lado, la administracion de CCl, durante dos meses
indujo un incremento en los niveles séricos de las enzimas ALT y y-GTP, en
este caso la administracién de la NAC no fue capaz de revertir estos efectos. El
estrés oxidativo fue evaluado al cuantificar los niveles de malondialdehido
(MDA) y GSH, ambos marcadores de dafio se alteraron por la administracion
de CCl, pero estas respuestas fueron modificadas por la administracién de
NAC. La fibrosis, evaluada por la cuantificacion del contenido de colagena y
también histopatolégicamente, se aumentd por la administracion de CCl,, esta
respuesta se logré mantener aun cuando el CCl, fue retirado. Importantemente,
la administracion de NAC revirtié parcialmente esta respuesta. Nuestros datos
indican que en el desarrollo del dafio hepatico por la LCBC o por la
administracion de CCly, el estrés oxidativo juega un papel importante y esto a
su vez permite la generacién de la fibrosis. Este estudio muestra que los
efectos benéficos de la NAC para prevenir o revertir la cirrosis son debidos a
sus propiedades antioxidantes asi como a sus propiedades

inmunomoduladoras.
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Summary

Several studies have suggested that oxidative stress may play an
important role in the pathogenesis of hepatic injury in rats and humans. The aim
of this study was to evaluate the ability of N-acetylcysteine (NAC) to prevent the
hepatic damage induced by bile duct ligation (BDL) for 28 days and to reverse
liver cirrhosis induced by CCl, (0.4 g/kg, i.p) administration in male Wistar rats.
Cholestatic damage was induced by 4 weeks of bile duct ligation (BDL) and
NAC was administered daily (300 mg/kg, p.o.) for the same time. To reverse the
liver damage, CCl, was chronically administered during 2 months, then it was
withdrawn, and NAC (300 mg/kg, p.o.) administration began up to 1 month.
Appropriate control groups were performed. Alanine amino transferase (ALT)
and y-glutamyl transpeptidase (y-GTP) were quantified in plasma, lipid
peroxidation, glutathione content (GSH), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx) activities were measured in liver samples. Fibrosis was
assessed by measuring liver collagen content. In addition, TGF-3, IL-6 and IL-
10 were determined in liver by Western blot and quantified densitometrically.

The induction of cholestatic damage by BDL was associated with an
increase in ALT and y-GTP. Oxidative stress was also evaluated, lipid
peroxidation increased, while liver GSH content and CAT and GPx activities
were altered by BDL. NAC treatment prevented these alterations. Collagen
content was increased by chronic BDL, but NAC preserved the normal collagen
levels. After 28 days of BDL the cytokines TGF-B, IL-6 and IL-10 were
increased. NAC was effective to significantly prevent such TGF-$ and IL-6
expression but caused further augmented IL-10 expression. On the other hand,

administration of CCl, by two months induced an increase in ALT and y-GTP
Xiii



serum activities although NAC was not capable to reverse these effects.
Oxidative stress was assessed by measuring malondialdehyde (MDA) and GSH
levels, both liver damage markers were altered by CCl, administration but these
responses were reversed by NAC administration. Fibrosis, quantified by
measuring liver collagen content and histopathology, increased by CCl,
administration, this outcome was maintained even when CCl,; was withdrawn;
importantly, NAC administration partially reversed this response. Our data
indicate that in the development of liver damage by BDL or by CCl,
administration, the oxidative stress plays an important role and this in turn leads
to fibrosis generation. This study shows that the beneficial effects of NAC to
prevent and reverse cirrhosis are due to its important antioxidant and

immunomodulatory properties.
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1. INTRODUCCION
1.1 Generalidades del higado.

El higado es el 6rgano mas voluminoso del cuerpo, constituye
aproximadamente del 2 al 5% del peso corporal en el adulto y el 5% en el
neonato (Arias, 2001) y se encuentra ubicado en la parte mas alta de la
cavidad abdominal, en el hipocondrio derecho (Guyton y Hall, 2001; Netter,
1981) (Fig. 1).

En su parte superior, el higado colinda con el diafragma y la duplicacién
peritoneal diafragmética constituye el ligamento coronario. A partir de la parte
media del ligamento coronario se origina otro repliegue peritoneal, el llamado
ligamento falciforme, que se extiende desde el higado hasta la pared
abdominal anterior. Su insercién en el higado lo divide en el I6bulo derecho y
el izquierdo segun la anatomia clasica y dos l6bulos accesorios, el cuadrado y
el caudado (Netter, 1981).

Este Organo se divide en sectores y segmentos con suministro
sanguineo aferente y eferente independientes y canales biliares sin circulacion
colateral entre los segmentos (Arias, 2001).

La organizacion estructural del higado refleja sus funciones importantes.
Este 6rgano segmentado en ocho, Unico en el cuerpo y dotado de funciones
especificas esta interpuesto como un guardian entre el tracto digestivo y el
resto del cuerpo. La razon de esta interposicion es porque el higado esta
provisto con un suministro sanguineo dual, recibe la sangre de la vena porta en
adicibn a su vascularizacion por la arteria hepatica. Para conocer las
demandas especificas, se presentan los seis principios que gobiernan la
estructura y funcion del higado:

1. Un doble suministro de sangre, antes mencionado, incluyendo, el
sistema portal entre dos lechos capilares (intestinal y hepatico). El
suministro hepatico-especifico de sangre esplacnica que permite el
establecimiento de la circulacion enterohepatica de los solutos biliares.

2. Un arreglo arquitectonico unico de las ceélulas hepéticas
parenquimatosas para facilitar el maximo intercambio metabdlico entre la

sangre y los hepatocitos.



3. Una textura peculiar del espacio perihepatocelular para facilitar ain mas
el intercambio metabdlico entre la sangre y los hepatocitos.

4. Composicién bioquimica especifica y propiedades funcionales de los
organelos y membranas plasmaticas, que permiten funciones
especificas e interacciones con la sangre, células vecinas vy
componentes de la matriz.

5. Expresion combinada de secrecion exocrina y funciones metabdlicas en
la misma célula parenquimal.

6. Separacion de un compartimento biliar del medio interno que asegura
una via exocrina (Arias, 2001).

Léabule derecha Labulo izquierdo

Ligamentas

Figura 1. Imagen del higado, el cual se divide en el I6bulo derecho e izquierdo, los cuales

estan separados por el ligamento falciforme.



1.2 Lobulillo hepético.

La unidad funcional basica es el lobulillo hepético, una estructura
cilindrica de varios milimetros de longitud y de 0.8 a 2 milimetros de diametro.
El higado humano contiene entre 50,000 y 100,000 lobulillos (Guyton y Hall,
2001) (Fig. 2).

El lobulillo hepatico, el cual se ilustra en la figura 2, se constituye
alrededor de una vena central que desemboca en las venas hepaticas y luego,
en la vena cava. El propio lobulillo se compone en esencia, de placas celulares
hepaticas mdltiples, que se alejan de la vena central como los radios de una
rueda. Cada placa hepética suele estar formada por dos células y entre las
células adyacentes se encuentran pequefios canaliculos biliares que drenan en
los conductos biliares, en los tabiques fibrosos que separan los lobulillos
hepéticos adyacentes (Guyton y Hall, 2001).

Los tabiques también llevan vénulas portales que reciben, sobre todo, la
sangre portal del tubo digestivo. Desde estas vénulas, la sangre se dirige hacia
los sinusoides hepaticos planos, ramificados, ubicados entre las placas
hepaticas, y después, hacia la vena central. Asi pues, las células hepaticas
estan constantemente expuestas a la sangre venosa portal.

Ademas de las vénulas portales, los tabiques interlobulillares contienen
arteriolas hepdticas, que suministran sangre arterial a los tejidos septales
intercalados entre los lobulillos; muchas de las pequefias arteriolas también
desembocan directamente en los sinusoides hepaticos, de ordinario en los
situados a un tercio de la distancia de los tabiques interlobulillares, como
muestra la figura 2 (Guyton y Hall, 2001).



Conducto
linfatico
Vena porta
Arteria
hepatica

Conducto
biliar

Figura 2. Estructura basica del lobulillo hepatico con las placas celulares hepaticas, los vasos
sanguineos, el sistema conductor de la bilis y el sistema linfatico compuesto por los espacios

de Disse y los vasos linfaticos interlobulillares.

1.3 Tipos celulares.

El higado se compone de cinco diferentes tipos celulares que abarcan
cerca del 80% de su volumen, el 20% restante lo ocupan los espacios
extracelulares y los componentes de la matriz extracelular.

Los hepatocitos son las células mas grandes y las mas abundantes ya
que constituyen el 50 o el 60% del volumen hepatico, es decir, casi alrededor
de las dos terceras partes del mismo; los otros cuatro tipos celulares se
conocen como células no parengquimatosas o sinusoidales y son menores en
tamafio, éstas son: las células de Kupffer, las células de Pit, las células de Ito o
estelares y las células endoteliales.

Los hepatocitos son células poligonales de 20-30um de diametro, se
disponen laminalmente, de una o0 dos células de espesor. Segun su
localizacion dentro del lobulillo, manifiestan diferentes propiedades
estructurales, histoquimicas y bioquimicas. Ademas, no sélo hacen contacto
entre ellas, sino que bordean un espacio (Espacio de Disse) y por esto se dice
gue el mismo hepatocito tiene distintos dominios dentro de su citoplasma.
Viven alrededor de 150 dias. En roedores, la capacidad regenerativa del
higado después del dafio (ya sea por farmacos hepatotoxicos o reseccion

hepatica) es alrededor del 75%. Esta capacidad en humanos es mucho menor.
4



La funcion de los hepatocitos es de reserva de metabolitos, almacenan
los lipidos, el glucégeno,los aminoacidos, las vitaminas, etc. Son células de
secrecion endogena y exogena, ya que secretan bilis hacia la vesicula biliar y
muchas otras sustancias a la circulacion sanguinea (Arias, 2001).

Las células de Kupffer son los macrofagos residentes y se cree que
son migratorias ya que no establecen uniones intercelulares con las células
vecinas. Se relacionan con las células del revestimiento sinusoidal.

Su funcion es la de receptor de toda clase de deshechos o material
extrafio. Una vez activadas, ellas secretan numerosos productos con efectos
biolégicos potentes, incluidas proteasas y citocinas con influencia sobre el
parénquima y otras lineas celulares sinusoidales (Arias, 2001).

Las células de Pit, estan localizadas en el endotelio y corresponden a
los linfocitos granulares grandes con actividad de asesinas naturales (NK),
brindan proteccién contra infecciones virales (Arias, 2001).

Las células estelares (células de Ito) fueron identificadas originalmente
por Von Kupffer en el afio de 1870, redescubiertas por Ito y Remoto en 1952, y
confirmadas por microscopia electronica por Yamagishi en 1959. Estas células
ocupan una localizacién perisinusoidal, es decir, se encuentran alrededor del
sinusoide y constituyen un tercio de las células no parenquimatosas del higado.
Son las principales almacenadoras de la vitamina A en el organismo, en el
higado normal son no proliferativas, pero ante cualquier estimulo inflamatorio,
se convierten en las productoras de colagena principales.

Las células estelares (HSC) juegan un papel en el mantenimiento de la
matriz extracelular por la sintesis y la secrecién de sus componentes normales
y su degradacién por proteasas. Asi, las HSC tienen cuatro funciones
principales en el higado normal: a) la produccion y mantenimiento de la matriz
extracelular; b) el control del tono microvascular; c) el almacenamiento de
retinoides; y d) un papel en el control de la regeneracion en el higado normal y
en la respuesta a la necrosis. Junto con otras células mesenquimales, las HSC
son las principales productoras de la matriz extracelular en la fibrosis y cirrosis
hepatica y pueden modular la inflamacion cronica a través de la secrecion de
citocinas (Arias, 2001).



Las células endoteliales son las células que recubren el endotelio
vascular intrahepético ya que tienen numerosas funciones en varias reacciones
bioldgicas, incluyendo el transporte activo, la coagulacion, la fibrinolisis, la
inflamacion, la respuesta inmunitaria, la regulacién de la presion sanguinea, la
angiogénesis, el metabolismo de lipidos, y la sintesis de componentes
estromales, son similares a las células del endotelio vascular en general (Arias,
2001).

1.4 El flujo sanguineo hepéatico desde la vena porta y la arteria hepatica.

El higado posee un flujo sanguineo elevado y unas resistencias
vasculares reducidas, cada minuto llegan a los sinusoides hepaticos, desde la
vena porta, cerca de 1,050 mL de sangre y desde la arteria hepatica, 300 mL
mas, lo que representa un total de 1,350 mL/min en término medio, es decir un
27% del gasto cardiaco en reposo (Guyton y Hall, 2001).

La presion en la vena porta a su llegada al higado se acerca a 9 mm Hg
y la de la vena hepética que sale del higado para terminar en la cava suele ser
de 0 mm Hg. Esta diferencia leve de presion, de tan solo 9 mm Hg, revela que
la resistencia al flujo sanguineo a través de los sinusoides hepaticos suele ser
muy baja, sobre todo si se tiene en cuenta que cada minuto circulan por esta
via unos 1,350 mL de sangre (Guyton y Hall, 2001).

La cirrosis hepéatica aumenta mucho la resistencia al flujo sanguineo,
cuando se destruyen las células parenquimatosas del higado y se reemplazan
por tejido fibroso, que acaban contrayéndose en torno a los vasos sanguineos,
la sangre portal encuentra grandes obstaculos para su paso por el higado. Este
proceso se conoce como cirrosis hepatica y casi siempre obedece al
alcoholismo pero puede ocurrir después de la ingestion de toxinas como el
tetracloruro de carbono, enfermedades viricas como las hepatitis infecciosas,
obstruccién de los conductos biliares o procesos infecciosos en los conductos
biliares (Guyton y Hall, 2001).

Ademas, a veces el sistema porta se tapona por un gran coagulo que
surge dentro de la vena porta o de sus ramas principales. Si la obstruccion se
establece de manera repentina, se dificulta enormemente el retorno a la

circulacion sistémica de la sangre del intestino y del bazo por el sistema portal
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del higado y la presion capilar dentro de la pared intestinal se eleva de 15 a 20
mm Hg por encima de lo normal (Guyton y Hall, 2001).

1.5 Funciones del higado.

El higado es un o6rgano muy versatil, debido a que mantiene una
posicion estratégica entre la circulacion intestinal y general, y albergando de
acuerdo con sus dimensiones, gran cantidad de sangre y liquido extracelular, el
higado ejerce una influencia principal sobre el volumen y constituyentes de la
sangre circulante. El higado actla como una esponja que puede llenarse,
congestionarse, o0 vaciarse y causar una sobrecarga a la circulacion pulmonar
(Netter, 1981).

La accion de filtro del higado se deriva también de su peculiar
localizacion anatémica, ya que todos los elementos nutritivos, asi como
materias nocivas absorbidas por los intestinos, son aportados al higado a
través del sistema portal (Netter, 1981).

El epitelio hexagonal de las células hepaticas tiene funciones multiples y
de las més diversificadas. Las células hepaticas son el lugar de las
transformaciones quimicas que elaboran los constituyentes del organismo a
partir de los alimentos o de sus productos de desdoblamiento o digeridos, y
que correlaciona las tres principales categorias de materias corporales
organicas, por lo que la totalidad de las células hepaticas se convierten en un
gran reservorio metabdlico (Netter, 1981).

1.5.1 Almacenamiento de vitaminas.

En los seres humanos, el higado actia como el principal depdésito de
vitamina A, tanto que podria prevenir su deficiencia por 10 meses. El retinol
(vitamina A preformada) se transporta del higado a otros sitios del cuerpo
mediante una proteina especifica, la proteina fijadora de retinol (PFR). La
carencia de esta proteina puede influir en el estado de la vitamina Ay reducir la
sintesis de la PFR (Netter, 1981).

También almacena (aunque en cantidades menores) vitamina B12 y
vitamina D, pudiendo prevenir su deficiencia por 12 y 4 meses,

respectivamente.



1.5.2 Elaboracién de bilis.

La funcién secretora de este d6rgano consiste en la elaboracion y
eliminaciéon de la bilis por las vias biliares, ésta es elaborada también por las
células epiteliales hepaticas y contiene los pigmentos biliares caracteristicos,
que son las bilirrubinas, las sales de &cidos biliares, el colesterol y otros
numerosos componentes. Se excreta en los capilares biliares, abandona el
higado a través del sistema de conductos biliares intrahepaticos y alcanza el

duodeno a través de los conductos biliares extrahepaticos (Netter, 1981).

1.5.3 Metabolismo de los carbohidratos.

Dentro del metabolismo de los -carbohidratos, el higado es
especialmente importante para el mantenimiento de la glucemia dentro de los
limites normales. El almacenamiento de glucégeno permite al higado extraer el
exceso de glucosa en sangre, almacenarlo y luego devolverlo a la sangre
cuando la glucemia empieza a descender de manera peligrosa. Esta es la
funcién amortiguadora de la glucosa del higado (Guyton y Hall, 2001).

La gluconeogénesis hepatica se ocupa, por su parte, del mantenimiento
de la glucemia dentro de la normalidad, puesto que sélo se activa de forma
importante cuando la concentracion de glucosa desciende por debajo de los
valores normales. Entonces, grandes cantidades de aminoacidos y de glicerol
de los triglicéridos se convierten en glucosa y contribuyen a mantener la

glucemia de forma relativamente normal (Guyton y Hall, 2001).

1.5.4 Metabolismo de las grasas.

Casi todas las células del organismo metabolizan las grasas, pero

algunos aspectos de este metabolismo tienen lugar, sobre todo, en el higado.
Para extraer energia de las grasas neutras, primero se escinde la grasa
en glicerol y acidos grasos y luego se catabolizan los &cidos grasos mediante la
B-oxidacion en radicales acetilo de dos carbonos que forman la acetil-coenzima
A (acetil-CoA). Esta, a su vez, ingresa en el ciclo del 4cido citrico para oxidarse
y liberar cantidades ingentes de energia. La p-oxidacién puede realizarse en
todas las células del organismo, pero sobre todo y de manera rapida en las del
higado. El higado, por si mismo, no puede utilizar toda la acetil-CoA formada;
8



en su lugar, la acetil-CoA se transforma en acido acetoacético, un acido muy
soluble, por la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA. El acido
acetoacético de las células hepaticas pasa al liquido extracelular y es
transportado por el organismo y absorbido por los demas tejidos. Estos tejidos
reconvierten, por su lado, el acido acetoacético en acetil-CoA, y luego la oxidan
de la manera acostumbrada. A través de estos mecanismos, el higado se
responsabiliza de una porcion esencial del metabolismo de las grasas (Guyton
y Hall, 2001).

Cerca del 80% del colesterol que se sintetiza en el higado se convierte
en sales biliares que se segregan a la bilis; el resto se transporta por la sangre
con las lipoproteinas por la sangre hacia las células de los tejidos. Los
fosfolipidos también se sintetizan en el higado y se transportan sobre todo con
las lipoproteinas. Las células utilizan el colesterol y los fosfolipidos para formar
las membranas, las estructuras intracelulares y numerosas sustancias quimicas

esenciales para el funcionamiento celular.

1.5.5 Metabolismo de proteinas.

La sintesis hepatica de urea elimina el amoniaco de los liquidos
corporales. Mediante la desaminacion se producen grandes cantidades de
amoniaco. Asi pues, si falla el higado para sintetizar urea, la concentracion
plasmatica de amoniaco se eleva con rapidez y provoca un coma hepatico y la
muerte  (Guyton y Hall, 2001). En principio, casi todas las proteinas del
plasma, con excepcion de algunas gammaglobulinas, se forman en las células
del higado, es decir, alrededor del 90% de todas las proteinas plasmaticas. Por
otro lado, las sustancias formadas en el higado para la coagulacion son el
fibrindgeno, la protrombina, la globulina aceleradora, el factor VII y algunos
otros factores (Guyton y Hall, 2001).

1.5.6 Detoxificaciéon de toxinas y farmacos.
La funcion de detoxificacion del higado es realizada por una variedad de
reacciones quimicas tales como la oxidacion, la metilacion, la acetilacion, la

esterificacién y la conjugaciéon con acido glucurénico y glicina, de las cuales



especialmente la ultima ha sido utilizada en el diagnéstico funcional de las
enfermedades del higado (Netter, 1981).
1.6 Dafio hepaético.
1.6.1 Cirrosis hepaética.

La cirrosis es una enfermedad crénica del higado en la cual ocurren una
destruccion difusa y una regeneracion de las células del parénquima hepatico y
en donde un incremento difuso del tejido conectivo trae como consecuencia
una desorganizacion de la arquitectura lobular y vascular (Schiff y Schiff,
1993). Se caracteriza por la presencia de los nédulos de hepatocitos
regenerativos rodeados por bandas de tejido fibroso y puesto que la masa
hepatocelular esta disminuida y que los nédulos tienen relaciones anormales
con los vasos sanguineos y conductos biliares, la funcion hepética esta
alterada.

1.6.2 Clasificacién.

La cirrosis se puede clasificar de acuerdo a criterios morfolégicos,
histoldgicos y etioldgicos (Schiff y Schiff, 1993). La clasificacion morfolégica
simplemente caracteriza la apariencia externa del higado (Tabla 1). El
diagnoéstico morfolégico se realiza mediante la cirugia, la laparoscopia, o la
autopsia (Schiff y Schiff, 1993). La utilidad de esta clasificacion es que permite
el estudio epidemioldgico y lo correlaciona con el agente etiolégico (Schiff y
Schiff, 1993).

Micronodular

Morfolégica Macronodular
Mixta
Portal
Histoldgica Postnecrotica
Posthepéatica

Obstruccién biliar
Obstruccién del flujo venoso

Alcohol

Etiolégico Hepatitis viral
Obstruccion biliar

Obstruccion del flujo venoso
Hemocromatosis

Tabla 1. Clasificacién de la cirrosis.
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1.6.2.1 Cirrosis micronodular.

La cirrosis micronodular se caracteriza por la uniformidad en el tamafo
de los nédulos, los cuales casi todos tienen menos de 3 mm de diametro. Estos
microndédulos carecen de organizacion lobular normal y estan alrededor del
tejido fibrotico.

La cirrosis micronodular se ve en el alcoholismo cronico, la obstruccion
biliar, la hemocromatosis, la obstruccién del flujo venoso, etc. (Schiff y Schiff,
1993) (Fig 3a).

1.6.2.2 Cirrosis macronodular.

La cirrosis macronodular se caracteriza por una variacion en el tamafio
de los nédulos, muchos de ellos rebasan los 3 mm de didmetro y pueden medir
varios centimetros de un extremo a otro (Schiff y Schiff, 1993).

Hay dos subtipos de cirrosis macronodular, en una el higado esti
cicatrizado de manera grotesca y los grandes nddulos estan alrededor del
extenso septo fibrético. En este tipo postnecrético de cirrosis, numerosas
triadas portales pueden agruparse, como consecuencia del colapso de las
grandes areas del parénquima necrético. En el otro tipo, también llamado
posthepatitico, los macronddulos estan separados por escasas fibras que
conectan areas individuales con otras.

Se piensa que este tipo de cirrosis ocurre después de un solo episodio
de necrosis en lugar de periodos repetitivos. El tiempo medio requerido para la
conversion de la cirrosis micronodular a la cirrosis macronodular es alrededor
de 2 afios (Fig 3b).

Figura 3. (a) Cirrosis micronodular y (b) cirrosis macronodular.
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1.6.2.3 Cirrosis mixta.

El término de cirrosis mixta es utilizado cuando ambos tipos de cirrosis,
macronodular y micronodular estan presentes.

La cirrosis hepética puede ser asintomatica si la disminucion de la
reserva funcional del higado es suficiente para los requerimientos metabdlicos
habituales (cirrosis compensada). En el examen fisico se encuentra
generalmente una alteracion del tamafio y de la consistencia del higado (Schiff
y Schiff, 1993).

La mayoria de los pacientes consulta al médico a raiz de
manifestaciones de insuficiencia hepatica (cirrosis descompensada) como
ictericia, adelgazamiento, encefalopatia, hipoalbuminemia etc, o de la
alteracion circulatoria del higado (hipertension portal) como ascitis, sangrado

por varices esofagicas, etcétera.

1.6.2.4 Cirrosis biliar primaria.
La cirrosis biliar primaria (CBP) es una enfermedad autoinmune de

etiologia desconocida que afecta principalmente a las mujeres de edad media,
se caracteriza por una colangitis destructiva segmental, crénica y no supurativa
que envuelve los pequefios septos y ductos biliares interloburales del arbol
biliar intrahepético. El dafio continuo permite la colestasis y la fibrosis portal, y
eventualmente, a la cirrosis biliar.

Pacientes con CBP frecuentemente exhiben enfermedades autoinmunes
concomitantes. Esto, junto con una larga lista de anormalidades inmunes
humorales y celulares, fuertemente implica una etiologia autoinmune. 95% de
los pacientes con CBP exhiben anticuerpos contra antigenos mitocondriales,
anticuerpos dirigidos contra las enzimas metabdlicas localizadas en el interior
de la membrana mitocondrial. Nueve tipos de antigenos mitocondriales,
denominados M1-M9, han sido identificados, pero solo el subtipo M2 es

especifico para la CBP (Arias, 2001).

1.6.2.5 Cirrosis biliar secundaria
La cirrosis biliar secundaria se produce después de un largo periodo de

obstruccion del arbol biliar extrahepético con estasis biliar (colestasis) en los
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colangiolos, en donde la bilis forma trombos que se impactan en ellos
causando inflamacién con fibrosis que da paso a la cirrosis (Belmont, 1996).

La fisiopatologia de la cirrosis puede ser explicada por la alteracién de la
circulacion hepéatica causada por la presencia de tabiques fibrosos y de nédulos
regenerativos, siendo el resultado neto una disminucion del flujo sanguineo
efectivo en el parénquima hepatico. Por una parte, los tabiques fibrosos que
unen las areas portales y las venas hepaticas terminales del acino
(correspondiente al area o vena central del lobulillo hepatico clasico) permiten
que la sangre fluya directamente desde la arteriola hepatica y vénula porta, en
el espacio porta, hacia las venas centrales. Por otra parte, los nédulos
comprimen las venas hepdticas y los sinusoides, determinando un aumento de
la resistencia al flujo y la hipertension portal. A consecuencia de esto, se abren
colaterales extra hepéaticas entre la circulacion portal y la sistémica, motivo por
el cual parte de la sangre portal no pasa por el higado. La disminucién del flujo
sanguineo hepatico efectivo resulta en una disminucion de la funcién hepéatica
normal (insuficiencia hepética). Todas las funciones del higado pueden ser
alteradas por la cirrosis (sintesis de proteinas, de lipidos y de glucégeno,
excrecion de la bilirrubina y sales biliares, la detoxificacion del amoniaco y los
farmacos, etcétera) (Schiff y Schiff, 1993).

La hipertension portal conduce al desarrollo de circulacion colateral,
entre el sistema venoso portal y el de la vena cava, en sitios donde ambos se
comunican. Esto tiene como consecuencia el desarrollo de varices esofagicas,
hemorroides y dilatacion de las venas periumbilicales. El desarrollo de varices
esofagicas es una complicacion grave, por cuanto pueden romperse y sangrar,
lo que conduce a una hemorragia digestiva con alta letalidad. También se
produce esplenomegalia, que se acompafa de un aumento de la funcidn
esplénica (hiperesplenismo) conllevando a la anemia, la leucopenia y la
trombocitopenia. Por otra parte, el cortocircuito de la sangre que determina la
circulacion colateral tiene consecuencias metabdlicas como la encefalopatia y
favorece el ingreso al organismo de material extrafio, como bacterias y
endotoxinas (Schiff y Schiff, 1993).

La encefalopatia hepatica es un sindrome neuro-psiquiatrico secundario

a la enfermedad hepética, que se produce por la accidon de las sustancias
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toxicas sobre el cerebro, destacando entre ellas el amoniaco, que provienen de
la circulacién portal y que en condiciones normales son metabolizadas en el
higado. Normalmente la mayoria del amoniaco se forma en el intestino a partir
de la accion de las bacterias intestinales sobre las proteinas y sobre la urea
que difunde hacia el intestino. Diversos factores pueden aumentar el amoniaco
sanguineo en la cirrosis hepética:

a) La insuficiencia hepatica disminuye la sintesis de urea y la remocion de
amoniaco.

b) Las colaterales venosas porto sistémicas, secundarias a la hipertension
portal, determinan que parte del amoniaco escape del metabolismo hepatico.

c) La excesiva cantidad de material nitrogenado en el intestino (proteinas,
sangre) produce un aumento de la produccion de amoniaco por accién
bacteriana.

d) La alcalosis metabdlica y la hipoalcalemia determinan un aumento de la
produccion de amoniaco por los rifiones (Schiff y Schiff, 1993).

Otra complicacién grave de la hipertension portal es el desarrollo de la
ascitis. Los factores que participan en la formaciéon de ascitis son multiples e
interdependientes. EI mas importante es la hipertension portal. Su efecto,
sumado a la hipoalbuminemia, determina un aumento de la transudacion de
liquido hacia la cavidad peritoneal. Este desequilibrio es perpetuado por el
aumento de la reabsorcion renal de sodio y agua. Esta participacion del rifion
es mediada por las hormonas cuyo aumento esta determinado por la
hipertension portal y en menor grado por la insuficiencia hepatica (renina-
angiotensina-aldosterona y otros factores hormonales). La infeccion del liquido

ascitico es frecuente, causando peritonitis espontanea (Schiff y Schiff, 1993).

1.7 Cirrosis hepatica en México.

La cirrosis hepatica constituye uno de los principales problemas de salud
en el mundo, debido a su alta morbilidad y mortalidad. Las tasas de defuncion
mas elevadas se registran en Moldovia (91 por 100,000 habitantes) y Hungria
(85 por 100,000 habitantes), mientras que las cifras mas bajas, entre 3 y 5 por
100,000 habitantes, corresponden a Irlanda, Colombia, Holanda, Singapur,

Israel y Noruega. En algunos paises de América Latina como Chile y México, la
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cirrosis hepatica ocupa, entre el 5° y 6° lugar de la causa de muerte general
(Varvasovszky et al., 2000; Campollo et al., 1997; Narro-Robles et al., 1992 y
Medina et al., 2002).

La cirrosis hepatica es la sexta causa de muerte general y la tercera en
hombres de 23 a 64 afios de edad en México, es cuatro veces mayor en
nuestro pais que en los Estados Unidos, ya que en México se registran por
esta causa, 48.6 fallecimientos por cada cien mil habitantes y en la Unién
Americana 11.6 (Boletin de prensa IMSS, 2003).

Aunque la cirrosis de origen infeccioso y nutricional ha crecido en los
afos recientes, la exposicion al consumo de alcohol explica un poco mas del
50% de las muertes por esta causa, esto sin considerar que un cierto
porcentaje de la cirrosis de causa no especificada puede también estar
asociado al consumo de alcohol.

1.8 Citocinas y dafio hepatico

Las citocinas son péptidos regulatorios, pleiotropicos que pueden ser
producidos por muchas de las células nucleadas en el cuerpo (Dinarello, 1996;
Tracey y Cerami, 1993). Estas actian como mediadores de la inflamacion, la
muerte de las células hepéticas, la colestasis y la fibrosis (Tilg y Diehl, 2000;
Orange et al., 1997), pero paradéjicamente también median la regeneracién del
higado después de un dafio (Akerman et al., 1992; Yamada y Fausto, 1998;
Cressman et al., 1996). El higado es un 6rgano importante en el metabolismo
de citocinas, con la capacidad tanto de producirlas como de removerlas. Todas
las células residentes del higado son capaces de producir citocinas (Simpson
et al.,, 1997). En los humanos, las citocinas son piezas claves en la fisiologia
hepatica de dos procesos opuestos: en el establecimiento y la progresion del

dafo, asi como también al curso de la regeneracion (Simpson et al., 1997).
1.8.1. Tipos de citocinas

Este trabajo se enfocara en tres tipos de citocinas: la IL-6, la IL-10 y el
TGF-B.
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1.8.1.1 Interleucina-6 (IL-6)

La IL-6 es una molécula con muchas de sus acciones sistémicas
semejantes a las de la IL-1B y el TNF-a, por lo que se le considera
mayoritariamente pro inflamatoria. La IL-6 puede ser detectada en la circulacion
sanguinea durante la infeccidbn de gérmenes Gram negativos y se sabe que
esta citocina estimula a los hepatocitos para que produzcan varias proteinas
plasmaticas como el fibrinbgeno, complementando con ello la respuesta de
fase aguda.

La IL-6 es una interleucina de aproximadamente entre 21 a 28 kDa
sintetizada en respuesta a la accion de la IL-1 o el TNF-a asi como por los
fagocitos mononucleares, las células del endotelio vascular y los fibroblastos.
Ejerce su actividad bilégica a través de un receptor de membrana compuesto

por dos subunidades denominadas gp80 y gp130 (Dinarello et al., 1991).

1.8.1.2 Interleucina-10 (IL-10)

La IL-10 es una proteina de 20 kDa producida por monocitos,
macrofagos, linfocitos T, células B, células dendriticas, células troncales y
varias lineas celulares tumorales. Es una citocina con capacidad
antiinflamatoria, pudiendo inhibir la sintesis de la IL-1, la IL-6 y el TNF-a (Li &
He, 2004). Esta citocina posee las mas amplias propiedades desactivantes
sobre macrofagos y monocitos (Thompson et al.,, 1998), actla sobre la
produccién de citocinas, la induccion de 6xido nitrico y especies reactivas de
oxigeno (ROS), inhibe la sintesis de eicosanoides; ademas, posee propiedades

hepatoprotectoras marcadas (Nelson et al., 2000).

1.8.1.3 Factor de crecimiento transformante 1 (TGF-$1)

El TGF-B1 es la citocina profiborogénica mas potente y conocida
encargada de la activacion de las HSC. Los efectos de esta citocina son
clasicamente mediados por la via de sefalizacién intracelular via proteinas
SMAD (Parson et al., 2007). Al favorecer la activacion de las HSC, el TGF-3
incrementa la sintesis de colagena tipo | y Ill y otras proteinas de matriz
extracelular. También incrementa la sintesis de los inhibidores de las

metaloproteinasas (TIMP) e inhibe la produccién de las metaloproteinasas
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(MMP), originando la acumulacion de colagena en los sitios de lesion hepética
(Arthur, 2000). El TGF-B1 no solo participa en la activacion de las HSC, sino
gue también incrementa la expresion del receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), por lo que indirectamente esta involucrado en la
proliferacion de las HSC. Por ultimo, esta citocina prolonga la sobrevivencia de
las HSC al reducir la apoptosis (Saile, 1999).

1.9 Estrés oxidativo y dafio hepatico

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electron
desapareado en su ultima capa, lo que les permite reaccionar con un elevado
namero de moléculas de todo tipo, primero oxidandolas y después atacando
sus estructuras. Dentro de este concepto, las formas parcialmente reducidas de
oxigeno se denominan especies reactivas de oxigeno (ROS), que es un
término colectivo que incluye no solo a los radicales de oxigeno, si no también
a algunos derivados no radicales de oxigeno (Muriel, 2009). El estrés oxidativo
se produce cuando existe un desbalance entre las moléculas oxidantes y las
moléculas antioxidantes (Muriel, 2009). El estrés oxidativo generado puede
causar dafio a proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos, por lo tanto,
las enzimas y las proteinas estructurales, las membranas celulares, el ADN y el
ARN, son todos ellos susceptibles al dafio oxidativo (Sies, 1985). Los sistemas
biolégicos poseen varios mecanismos productores de estas especies reactivas.
Dentro de los sistemas enddgenos, uno de los mecanismos mas importantes
de produccion de radicales libres es la cadena respiratoria mitocondrial, pero
existen otros como los mecanismos de la accidén bactericida de los leucocitos y
los macréfagos, el metabolismo peroxisomal de los acidos grasos y las
reacciones catalizadas por el citocromo P450 (Beckman y Ames, 1998). Entre
los mecanismo exdgenos que participan en la generacion de radicales libres se
encuentran a los procesos de biotransformacion de xenobidticos, las
radiaciones ionizantes de alta energia, la radiacion solar y el humo del tabaco,

por mencionar algunos.
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1.9.1 Mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo

Los seres vivos poseen un conjunto de sistemas fisiol6gicos que se
encargan de eliminar las ROS y asi tratar de mantener el equilibrio entre los
oxidantes y antioxidantes (Hefner y Repine, 1989; Evans y Halliwell, 2001).

La gran diversidad en la vida media de los distintos prooxidantes, desde
los nanosegundos para el caso del radical hidroxilo, hasta varios segundos
para los radicales peroxilo pone en evidencia la gran variedad de sistemas de
defensa antioxidante necesarios para hacerles frente (Sies y Stahl, 1995).

Los mecanismos de defensa pueden clasificarse en enzimaticos y no

enzimaticos.

1.9.2 Antioxidantes enziméticos
La funcién de los antioxidantes enzimaticos es prevenir la iniciacion de
las oxidaciones en cadena, al eliminar las ROS (O,°* ~ y H,0,). En este grupo

encontramos a tres enzimas:

CATALASA (CAT): es una hemoproteina tetramérica cuya funcion es reducir el
perdxido de hidrégeno para formar oxigeno molecular y agua (Nohl y Hegner,
1978).

SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD): Son un grupo de enzimas que catalizan la
dismutacion del radical superéxido para formar peréxido de hidrégeno (Weiss,
1986).

GLUTATION PEROXIDASA (GPx): Complementa la actividad de la catalasa
como sistema reductor del peroxido de hidrogeno. Esta enzima clave del ciclo
del glutation actia ademas sobre grandes moléculas de peroxidos lipidicos y

sobre productos derivados de las reacciones catalizadas por la lipooxigenasa.

1.9.3 Antioxidantes no enzimaticos
Ademas de los mecanismos enzimaticos anteriormente mencionados, la
célula cuenta con un conjunto de mecanismos no enzimaticos que permiten

contrarrestar el dafio oxidativo causado por los radicales libres.
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VITAMINA C.

La vitamina C o el acido L-ascérbico es hidrosoluble, y bajo la mayoria
de las condiciones fisiologicas se encuentra en su forma desprotonada. Se le
considera un antioxidante muy importante en los fluidos extracelulares (Stocker
et al.,, 1991). Actua eficientemente atrapando los radicales peroxilo en fase
acuosa, antes de que éstos puedan iniciar la peroxidacion lipidica. Ademas, la
vitamina C puede llevar a cabo esta proteccion frente a la peroxidacion

aumentando la actividad del a-tocoferol (Sies y Stahl, 1995).

GLUTATION.

El glutatién es un tripéptido ubicuo, y-glutamil-cisteinil-glicina. Es el tiol
no proteico, soluble en el citoplasma, mas abundante en la célula y juega un
papel central en la defensa antioxidante. La molécula del glutation puede
encontrase en dos estados de oxidacion distintos: en forma reducida como tiol
(GSH) y en forma oxidada, compuesta por dos moléculas unidas por un puente
disulfuro (GSSG) (De Leve y Kaplowitz, 1991). Las células eucariotas poseen
tres reservorios principales para el GSH. Casi el 90% del GSH celular esta en
el citosol. El 10% en la mitocondria y un pequefio porcentaje en el reticulo
endoplasmico (Meredith y Reed, 1982). Mientras que en este Ultimo
compartimento la proporcion GSH/GSSG es 3:1, en el citoplasma y en la
mitocondria este cociente sobrepasa la proporcién 10:1 (Meredith y Reed,
1982). Centrandonos en su funcién antioxidante, el GSH en presencia de la
GHS -selenio peroxidasa dependiente, reduce a los peroxidos producidos de
manera enddgena, como resultado de esto, el GSH se oxida a GSSG, que es
nuevamente reducido a GSH por la GSSG reductasa, a expensas del NADPH,

formando asi un ciclo redox.

VITAMINA Ay B-CAROTENOS.

La vitamina A y sus derivados biol6égicamente activos, retinal y acido
retinoico, junto con un gran namero de analogos sintéticos comprenden el
grupo de compuestos denominados retinoides (Evans y Kaye, 1999). La
vitamina A es esencial para la vision, la diferenciacién y la proliferacion celular,
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la reproduccién, el normal desarrollo neonatal y la integridad del sistema
inmune. Su naturaleza lipofilica hace que la vitamina A sea un compuesto
efectivo en la reduccion de la peroxidacion lipidica, actuando como inhibidor de

las reacciones en cadena (Evans y Kaye, 1999).

VITAMINA E.

El tocoferol es el compuesto principal de esta vitamina, corresponde
guimicamente a un derivado metil-6-hidroxicromano, con una cadena alifatica
de 16 carbones laterales. La vitamina E se encuentra ampliamente distribuida
en los alimentos, de éstos las grasas y aceites contienen mas vitamina E.
Otras fuentes son los cereales, aves, carnes, pescados, etc.

Esta vitamina tiene diversas funciones metabdlicas, entre ellas tal vez el
mas importante y mejor estudiado es el papel protector de las membranas
biologicas, ya sea evitando la oxidacibn de sus componentes celulares
esenciales o evitando la formacion de productos téxicos de oxidacién como los
peréxidos de acidos grasos, actuando asi como estabilizador de la estructura

lipidica de los tejidos (Evans y Kaye, 1999).

1.10 Modelos experimentales de dafio hepatico.

Los modelos de dafio hepatico pueden proveer herramientas Utiles para
el estudio de la histopatologia humana. Casi todas las lesiones agudas o
cronicas del higado pueden ser inducidas experimentalmente. Estas incluyen
necrosis (local, masiva o difusa), esteatosis, lesion venular hepatica, y cirrosis
de diferentes tipos morfologicos. Lesiones especificas tales como los cuerpos
acidofilicos “libres” sinusoidales (cuerpos apoptéticos), anormalidades
nucleares y nucleolares, y megalocitos pueden ser producidos por diferentes
modelos experimentales de dafio hepatico. Un proceso de colestasis también

puede ser producido experimentalmente (Muriel, 2007).

1.10.1 Modelo de dafio hepatico inducido por la ligadura del conducto
biliar comun (LCBC).
En 1984, Kountouras y colaboradores, reportaron un estudio sistematico

de una ligadura del conducto biliar comun (LCBC) como un modelo de cirrosis

20



en la rata. Las ratas eran sujetas a una doble ligadura del conducto biliar
comun, con un corte entre las dos ligaduras. Los animales eran estudiados
después de 5 a 52 dias de la LCBC. Después de 5 dias de la LCBC se produjo
la proliferacion de los conductos biliares, edema leve y una reaccion
inflamatoria en el area portal. La fibrosis fue leve y limitada a las regiones
donde habia formaciones de ductos biliares nuevas. También se observd un
ligero infiltrado de leucocitos y neutrofilos alrededor de los ductos biliares. Los
hepatocitos contenian figuras mitdticas numerosas y también se observaron
areas necroticas en ellos. La LCBC durante 10 dias o0 méas estuvo acompafada
por fibrosis y la proliferacion del conducto biliar hasta el area portal. La
obstruccion biliar durante 15 dias indujo la produccién de septos fibrosos desde
las areas portales hasta el interior de los I6bulos. Después de 28 dias de la
obstruccion del flujo biliar, la mayoria de los animales presentaban una cirrosis.
Todas las ratas ligadas por 30 dias o0 mas mostraron una cirrosis acompafada
de ascitis (Kountouras, et al.,, 1984). Como se menciond anteriormente, el
método mas comunmente utilizado para inducir una cirrosis experimental es la
administracion cronica de CCl, este modelo comparte diversas caracteristicas
con la cirrosis alcohdlica en los humanos, pero también muestra algunas
diferencias importantes (Pérez-Tamayo, 1983). Ademas, la respuesta individual
de los animales es variable, la mortalidad es alta y el método es relativamente
largo, ya que toma de 8-12 semanas producir la cirrosis (Muriel et al., 2005).
Ademas, en la actualidad la intoxicacion con CCls en el hombre es poco comun.
En el modelo de la LCBC, los cambios morfolégicos son comparables con los
de una cirrosis biliar humana. También, en el modelo de la LCBC no se
requiere una bioactivacion previa de alguna toxina exdgena, como en el caso
del CCl,. Este modelo de obstruccion parece tener algunas ventajas sobre el
de CCl, y puede ser una herramienta Gtil para el estudio de la cirrosis humana
(Fernandez-Martinez et al., 2006) y para probar posibles farmacos antifibréticos

(Fernandes-Martinez et al., 2001).
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1.10.2 Modelo de reversion del dafio hepéatico inducido por la
administracion del CCly,.

El tetracloruro de carbono (CCl,) ha sido utilizado extensamente como
disolvente, asi como limpiador tanto industrial como de uso doméstico. Hoy en
dia, el CCl,; muestra ser un modelo muy Gtil para el estudio de ciertos efectos
hepatotdxicos (Muriel, 1997; Muriel et al., 2003; Moreno y Muriel, 2006). Este
agente consistentemente produce dafio hepatico en muchas especies,
incluyendo primates no humanos.

La toxicidad inducida con CCl,, dependiente de la dosis y del tiempo de
exposiciéon, cubre una variedad de efectos. A bajas dosis prevalecen efectos
transitorios, como la pérdida de la homeostasis de Ca®* (Muriel y Mourelle,
1990), la peroxidacion lipidica (Muriel, 1997), la liberacién de citocinas nocivas
y benéficas (Kyung-Hyun et al., 2006; Muriel, 2007), y los eventos apoptoticos
seguidos por una regeneracion. Otros efectos, con altas dosis o un tiempo
largo de exposicion, son mas serios y se desarrollan en periodos largos de
tiempo, como la degeneracion de acidos grasos, la fibrosis, la cirrosis, e incluso
el cancer. Ademas, la intoxicacion aguda con altas dosis de CCl,, cuando la
necrosis hepatocelular excede la capacidad regenerativa del higado, resulta en
una falla fatal del higado. Dosis extremas de CCl, resultan en una depresién
del sistema nervioso central, la falla respiratoria y la muerte (Berger et al.,
1986).

El metabolismo del CCl, comienza con la formacion del radical libre
triclorometilo, CClze , por la accion del sistema citocromo P450 oxigenasa del
reticulo endoplasmico. Este proceso involucra una ruptura reductiva de un
enlace carbono—cloruro. Ha sido observada la activacion del radical libre del
CCl, en la mitocondria y puede contribuir significativamente a su toxicidad. La
isoenzima del citocromo principal que ejecuta la biotransformacion del CCl, es
el CYP2EL, pero se ha visto que el CYP2B1 y el CYP2B2 transforman también
la molécula de CCls. En el hombre, el CYP2E1 domina el metabolismo del

CCly, pero altas concentraciones de CCl,, otros citocromos, particularmente el

CYP3A también contribuyen importantemente. El radical triclorometilo, CClze

22



reacciona con varias sustancias biolégicas como acidos grasos, proteinas,
lipidos, &cidos nucleicos y aminoacidos (Muriel, 2007).

El radical triclorometilo, en presencia de oxigeno es transformado en el

radical triclorometil peroxil, CCI300e. Este radical es mas reactivo y tiene un
tiempo de vida mas corto que el radical CClze. El tiempo de vida del radical

CCI300e esta en un intervalo de milisegundos y desaparece del tejido al
reaccionar con sustratos adecuados que completen su par de electrones. Es

mas probable que el radical CCI;00e atrape hidrégenos de los acidos grasos

poliinsaturados, que el radical CCl;® permitiendo la peroxidacién lipidica. La

sustraccién de hidrogenos de los &cidos grasos poliinsaturados comienza una
serie de reacciones que finaliza en la completa desintegracién de las moléculas
de acidos grasos con la consecuente formacion de aldehidos, carbonilos y
alcanos en un proceso llamado peroxidacion lipidica. Es importante sefialar que
la peroxidacion lipidica puede producir dafio, comprometiendo la integridad de
la membrana y por la union covalente de intermediarios reactivos a moléculas
bioldgicas importantes (Muriel, 2007).

Los productos de la peroxidacion lipidica pueden producir un dafio
hepatico adicional. Estos pueden inhibir enzimas, dafiar al DNA, y bloquear la
secrecion de lipoproteinas. Los aldehidos reactivos aparecen en el higado
cerca de 6 horas después de la intoxicacion, mostrando un maximo a las 24
horas, y desaparecen 36 o 76 horas después (Muriel, 2007).

La reactividad de aldehidos, en especial del 4-OH-2,3-trans-nonenal, se
ve favorecida y se forman a altas concentraciones después de la exposicion de
las células al CCl,. Estos compuestos inhiben varias enzimas incluyendo la
adenilato ciclasa. También hay evidencia de que el 4—-hidroxinonenal disminuye
la actividad del citocromo P450, e inhibe la actividad de las ATPasas de Ca*'y
de la Na'/ K*, y la actividad de las fosfatasas y las protein cinasas. Los efectos
de los haloalcanos derivados del CCls en las actividades de estas enzimas
pueden contribuir a la toxicidad inducida por CCl, (Muriel, 2007).

También es bien conocido que el CCl, incrementa los niveles de calcio
intracelular en los hepatocitos. Este efecto compromete la disponibilidad de la

célula porque la concentracién de calcio intracelular es mantenida cerca de
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cuatro 6rdenes de magnitud mas bajo que el del espacio extracelular (Muriel,
2007).

Un efecto temprano se observa soOlo 15 minutos después de la
administracion de CCl, en las mitocondrias y en el reticulo endoplasmico de los
hepatocitos por que el sistema uniporte mitocondrial y del reticulo
endoplasmico y la ATPasa de Ca?" del reticulo endoplasmico llega a
inactivarse, lo cual incrementa el Ca®* citosélico. Como sea, las mitocondrias y
el reticulo endoplasmico pueden ser responsables de determinar los niveles de
calcio intracelular en periodos cortos, pero estos organelos no pueden
continuar acumulando calcio dentro de ellos mismos indefinidamente, en
periodos largos la ATPasa de Ca®" de la membrana plasmética puede ser
responsable de mantener el nivel maximo de calcio dentro de la célula'y el CCl,
inhibe fuertemente la actividad de la ATPasa. Un aumento en los niveles de
Ca** en las estructuras destruidas del citoesqueleto celular y la activacion de
varias enzimas catabdlicas como las endonucleasas, proteasas y fosfolipasas,
trae como resultado la muerte celular via apoptosis o la necrosis (Muriel,
2007).

Lamson y Wing (1926) fueron los primeros en reportar que la
intoxicaciéon con CCl, producia cirrosis, después Cameron y Karanaratne
publicaron un estudio que establecia la morfologia y mostraba las condiciones
experimentales estandar del modelo. Hoy en dia, la cirrosis inducida con CCl,
es el modelo més utilizado para reproducir cirrosis en ratas y ratones. Para
producir una cirrosis experimental, es necesario dar dosis repetidas de CCl, sin
importar el animal o la ruta de administracion. El intervalo de tiempo entre cada
dosis no debe ser muy largo, debido a que el higado puede recuperarse del
dafio ya que en ese caso el efecto de la toxina no seria acumulativo (Cameron
y Karunaratne, 1932; Muriel, 2007).

En nuestro laboratorio, la cirrosis es inducida en ratas Wistar macho con
un peso inicial de aproximadamente 100g, el CCl, es disuelto en petrolato
liguido y se administra tres veces por semana intraperitonealmente en una
dosis de 0.4 g/kg de peso. La cirrosis se observa dos meses después y la

severidad de la enfermedad se incrementa tras tres meses de tratamiento; y
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después de cuatro meses la mortalidad es muy alta (arriba del 80%) (Muriel et
al., 2005).
1.11 Marcadores de dafio hepatico.

Las pruebas de laboratorio, algunas veces referidas como pruebas de
funcionamiento hepatico, son Utiles en la evaluacion y el manejo de los
pacientes con alguna disfuncion hepética, ya que cumplen con varios objetivos.
Primero, éstas proporcionan un método de exploracion sensible y no invasivo
para detectar la presencia de una disfuncion hepatica. Esto es particularmente
importante en pacientes ictéricos quienes pueden tener desérdenes como
hepatitis, cirrosis, o una obstruccion parcial del conducto biliar. En segundo
lugar, una vez que la presencia de la disfuncion hepatica es reconocida, las
pruebas de laboratorio patron nos permiten reconocer el tipo de desorden
hepéatico en general. Por ejemplo, las pruebas de laboratorio usualmente
permiten distinguir un desorden hepatocelular como la hepatitis viral, de
sindromes colestaticos como una cirrosis biliar primaria, y una obstruccion del
conducto biliar. En tercer lugar, las pruebas de laboratorio permiten evaluar la
severidad de la disfuncion hepatica y ocasionalmente, permiten predecir el
resultado temprano en el curso de la enfermedad. Finalmente, las pruebas de
funcionamiento hepatico permiten seguir el curso de la enfermedad, evaluar la
respuesta al tratamiento y ajustar éste cuando sea necesario (Schiff y Schiff,
1993).

Estas pruebas se suelen agrupar en varias categorias generales:

a) Pruebas que detectan la capacidad del higado para transportar
diferentes aniones organicos y metabolizar diferentes compuestos: Se
incluyen en este grupo todas las bilirrubinas séricas, bromosulfaleina,
verde de indocianina, acidos biliares séricos, cafeina sérica, entre otras.

b) Pruebas que detectan dafo a los hepatocitos: En estas se incluyen
todas las pruebas enzimaticas, de las cuales las aminotransferasas y la
v-glutamil transpeptidasa en suero son las mas utilizadas; dentro de
estas pruebas también se determina el grado de peroxidacion lipidica, a
través de la medicion del malondialdehido, aunque no se trate de una

determinacion enzimatica.
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c) Pruebas que miden la capacidad biosintética del higado: Incluidas en
este grupo estan la albumina sérica, el glucdégeno, la ceruloplasmina, la
ferritina-a., la antitripsina, las lipoproteinas y los factores de coagulacion.

d) Pruebas que detectan inflamacion cronica del higado: como las
inmunoglobulinas, y auto-anticuerpos especificos, que aunque son
proteinas sintetizadas por los linfocitos y no por los hepatocitos, se
considera que son bastante especificas para ciertas enfermedades
hepaticas (Schiff y Schiff, 1993).

1.11.1 Marcadores que detectan dafio al hepatocito.

El higado contiene miles de enzimas, algunas de las cuales también
estan presentes en suero a muy bajas concentraciones. Estas enzimas no
tienen una funcién conocida en el suero y se comportan como otras proteinas
séricas.

Estas pruebas enzimaticas séricas pueden ser agrupadas en dos
categorias: 1) enzimas cuya elevacion en suero reflejan dafio generalizado a

los hepatocitos, y 2) enzimas cuya elevacion en suero reflejan colestasis.

Enzimas que detectan necrosis hepatocelular. Se considera que las

aminotransferasas (o0 transaminasas) son indicadores sensibles de dafio
hepatico y permiten el reconocimiento de enfermedades agudas
hepatocelulares, como la hepatitis. Las determinaciones de las actividades
enzimaticas mas frecuentemente empleadas son: la alanina aminotransferasa
(ALT), y la aspartato aminotransferasa (AST). Estas enzimas catalizan la
transferencia de los grupos a-amino de la alanina y el aspartico, al acido o-
cetoglutarico, generandose los acidos pirdvico y oxalacético, respectivamente.
La AST se encuentra en higado, corazén, muasculo esquelético, y en menor
concentracion en rifiones, cerebro, pancreas, pulmones, leucocitos, Yy
eritrocitos; en tanto la ALT esta presente en grandes concentraciones en
higado (Boyde y Latner, 1961; Rej, 1978). El aumento en los niveles séricos de
estas enzimas se relaciona con el dafio o la destruccion del tejido rico en

aminotransferasas, o bien a cambios en la permeabilidad de la membrana que
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permiten su salida. Normalmente, ambas transferasas se encuentran en suero,
y sus valores son menores a 30 o0 40 UI/L (Schiff y Schiff, 1993).

Las aminotransferasas suelen elevarse en todos los desordenes
hepaticos, como hepatitis cronica, cirrosis, mononucleosis infecciosas,
insuficiencia hepatica aguda y crdnica, carcinoma metastatico y alcoholismo
(Zimmerman y West, 1963; Ellis, 1978). Los aumentos ocho veces por encima
de los limites normales son inespecificos, y pueden hallarse en cualquiera de
los padecimientos antes mencionados. Las elevaciones mas altas se
encuentran asociadas a la lesion hepatocelular extensa, como en el uso de
drogas, hepatitis viral, insuficiencia hepatica aguda o en la exposiciébn a
hepatotoxicos como el CCl,. Los valores de ALT y AST pueden elevarse hasta
el orden de los miles dentro de las primeras 24 o 48 horas después de una
obstruccion aguda, pero rapidamente declinan a sus valores normales;
igualmente se elevan en la mayoria de las entidades hepatobiliares, aunque la
ALT parece ser mas sensible y especifica en el dafio agudo hepatocelular que
la AST, por lo que suele emplearse para conocer la incidencia de la hepatitis
viral en estudios epidemiolégicos (Schiff y Schiff, 1993).

Hay que sefialar que se considera que existe una correlacion pobre
entre la extension de la necrosis del tejido hepético y la elevacion de las
aminotransferasas, puesto que puede tener poco valor diagnéstico la
disminucién de los valores séricos en la hepatitis fulminante, ya que soélo
reflejaria la destruccién masiva y la pérdida de hepatocitos viables.

Enzimas que detectan colestasis. Entre estas se encuentran la y-glutamil

transpeptidasa.

y-glutamil transpeptidasa. Esta enzima cataliza la transferencia del grupo
v-glutamil de los péptidos y-glutamil, tal como el glutation a otros péptidos y L-
aminoacidos. Dentro de los métodos utilizados para su determinacion, se usa a
la y-L-glutamil-p-nitroanilida como sustrato y a la glicilglicina como aceptor,
liberandose el grupo cromégeno p-nitroanilida que puede ser medido
espectrofotométricamente. La enzima se encuentra presente en muchos tejidos
incluidos los rifiones, el pancreas, el higado, el bazo, el corazén y las vesiculas
seminales; se considera que participa en el transporte de aminoacidos, a traves

de las membranas como parte del ciclo del y-glutamil (Schiff y Schiff, 1993).
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La actividad sérica se encuentra elevada en las enfermedades
hepéticas, de las vias biliares y del pancreas, de la misma manera como se ve
afectada la fosfatasa alcalina, la leucina aminopeptidasa y la 5’-nucleotidasa,
aunque algunos autores consideran mas sensible a la y-glutamil transpeptidasa
que a las otras (Lum y Gambino, 1972). EI mayor valor clinico recae en el
hecho de su especificidad orgénica, ya que no aumenta en enfermedades
Oseas, como la fosfatasa alcalina (Betro, 1973; Lum y Gambino, 1972).

1.11.2 Marcadores que evaltan la capacidad de biosintesis del higado.
Glucégeno.

El higado actia como el mayor almacén de carbohidratos en forma de
glucogeno y juega un papel importante en el mantenimiento de la
concentracion de glucosa en sangre por medio de la gluconeogénesis y la
glucogendlisis (Guyton y Hall, 2001).

El glucogeno hepético es cuantificado en muestras de higado por medio
de la técnica de la antrona con la que reacciona en un medio &cido y desarrolla
una reaccion colorida (Seifter et al.,, 1950). Durante el dafio hepético la
disfuncionalidad hepéatica para sintetizar glucégeno es observable y en pocas

horas la cantidad de glucégeno hepético disminuye severamente.

1.11.3 Marcadores que evaltan el dafio oxidativo del higado.

Peroxidacién lipidica. Es bien conocido el papel que juega el oxigeno en las

células vivas, sin embargo también se ha demostrado que puede ser una de las
causas de la muerte celular. Durante el metabolismo normal del oxigeno en
plantas y animales superiores, la mitocondria produce constantemente una
pequefia cantidad de radicales libres. Los radicales libres son moléculas o
fragmentos de moléculas que contienen electrones sin aparear en sus orbitales
mas externos, por lo que son muy reactivos. Suelen reaccionar con proteinas y
lipidos alterando las funciones membranales, como en algunas condiciones
patolégicas y provocar la muerte celular. Los organismos son casi siempre
capaces de atrapar estos radicales, ya que han desarrollado efectivos sistemas

antioxidantes, pero no si son producidos en exceso.
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Los lipidos poliinsaturados son parte estructural de las membranas,
incluidas las membranas plasméticas, del reticulo endopldsmico y de la
mitocondria; las alteraciones a sus propiedades estructurales tienen serias
consecuencias sobre la funcion celular. Se ha considerado que el mayor
impacto de los radicales libres es sobre los lipidos, ya que causan peroxidacion
de ellos, por lo que los métodos para medir el dafio causado, generalmente se
llevan acabo midiendo sus productos de reaccion con los lipidos. Los radicales
libres tienen gran afinidad por los enlaces covalentes ricos en electrones, tales
como los que se encuentran en los acidos grasos poliinsaturados, el resultado
de esta reacciéon es la generacion de un radical libre de los acidos grasos
poliinsaturados (Muriel, 1997). Una vez formado el radical libre, éste tiene
varias posibilidades; puede tomar una configuracion mas estable que puede
dar lugar a una reaccién en cadena de peroxidacion lipidica provocando asi
alteraciones en la fluidez membranal; otra posibilidad, es unirse a otro radical
libre lipidico o bien a un antioxidante (atrapador de radicales libres) y formar un
complejo no reactivo. A causa de la reactividad de los radicales libres de los
acidos grasos poliinsaturados, el proceso suele auto-propagarse, por lo que el
resultado final es la ruptura de los componentes integrales celulares, lo que
puede facilitar la union adicional de otros radicales libres o bien de otros
productos téxicos. En el proceso de peroxidacion lipidica se pueden dafar las
células por efectos directos sobre las membranas celulares, la generacion de
segundos mensajeros o por la deplecion del glutation reducido (GSH), el cual

predispone a las células al estrés oxidativo (Muriel, 1997).

Glutatién reducido (GSH).

El glutation (y-glutamilcisteinilglicina; GSH) es el antioxidante celular
principal y se encuentra en concentraciones altas en la mayoria de las células
de los mamiferos. El glutation intracelular se mantiene en su forma tiol como
glutation reducido (GSH). El GSH tiene diversas funciones, participa en el
metabolismo, transporte, catdlisis (como coenzima), y mantiene la forma
reducida de otras moléculas como la cisteina, coenzima A, y antioxidantes
como el 4cido ascorbico. EI GSH participa enzimaticamente (por accion de la
glutation S-transferasa) y no enzimaticamente en la proteccidbn contra
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compuestos toxicos. Quizd una de las funciones més importantes es en la
proteccidn contra el dafio oxidativo causado por especies reactivas de oxigeno,
muchas de las cuales son generadas durante el metabolismo normal. El GSH
puede reaccionar no enzimaticamente con especies reactivas de oxigeno
catalizando la destruccién de peroxido de hidrogeno e hidroperéxidos (Helmut,
1997).
El GSH es sintetizado intracelularmente por la accién consecutiva de la

v-glutamilcisteina (1) y la GSH sintetasa (2):

(1) L- glutamato + L- cisteina + ATP «> L- glutamil- cisteina + ADP + P;

(2) L- y- glutamil-L-cisteina + glicina + ATP <> GSH + ADP + P;

La sintesis de GSH es limitada por la disponibilidad de sustratos: la cisteina

es usualmente el sustrato limitante (Helmut, 1997).

Actividad enzimatica de la CAT v la GPx. Una forma de defensa ante el

dafio oxidativo hepético es a través de la remocion de perdxidos, en donde se
incluyen tanto el peroxido de hidrogeno asi como los hidroperdxidos lipidicos
gue son producidos durante la peroxidacion lipidica. Enzimas como la CAT,
que esta localizada principalmente en los peroxisomas, actia sobre el
peréxido de hidrogeno, mientras que la GPx, concentrada en el citosol de las
células, actia tanto contra el perdxido de hidrogeno asi como contra

hidroperoxidos de acidos grasos (Elvir, 1994).

1.11.4 Marcadores que evaltan el grado de fibrosis.

Colagena.

La fibrosis hepéatica ocurre en la lesion hepatica crénica y se caracteriza
por la produccion excesiva y el deposito de componentes de la matriz
extracelular (MEC), fundamentalmente de colagena de tipo | y tipo Ill. Las
células estelares hepéaticas (HSC) son las responsables de la produccién
excesiva de matriz extracelular durante la fibrosis. La activacion de las HSC,
constituye el paso fundamental del desarrollo de la fibrosis hepética y esta
mediada por citocinas especificas y especies reactivas de oxigeno que liberan
los hepatocitos dafiados, las células de Kupffer y las HSC activadas (Urtasun y

Nieto, 2007).
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Un rasgo fundamental de la activacion de las HSC es la produccion
incontrolada de colagena tipo | y Il con una escasa degradacion. La colagena
es una proteina heterotrimérica que se compone de dos cadenas al y una
cadena a2, formando una triple hélice (Urtasun y Nieto, 2007).

Estudios numerosos han demostrado que el higado fibrético humano o
en el de la rata se pueden producir cantidades importantes de colagena
(Rojkind y Pérez Tamayo, 1983), y suele acomparnarse de cambios en las vias
biosintéticas, como el incremento en las cantidades de prolina libre, en la
concentracion de ARNt, en el ARNm, para coladgena tipo | y de otros tipos de
colagena,

La colagena contiene fibras polipeptidicas que se componen de diversos
aminoé&cidos unidos, ente los que se encuentran la prolina y la hidroxiprolina.
La cuantificacion de la hidroxiprolina por medio de una reaccién con cloramina
T y seguida de una reaccion con el reactivo de Erhlich, indica de la cantidad de
hidroxiprolina presente y proporcionalmente de la presencia de colagena en la

fibrosis desencadenada por el dafio hepatico (Urtasun y Nieto, 2007).
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2. ANTECEDENTES DE LA N-ACETIL CISTEINA (NAC).

La NAC es el derivado acetilado del aminoacido L- cisteina y es un
farmaco ampliamente utilizado en la clinica como el antidoto para la sobredosis
de paracetamol (Millea, 2009), ademas es uno de los antioxidantes mas
extensamente investigados, ha mostrado efectos benéficos en varios estadios
de enfermedades en las cuales los radicales libres han estado involucrados
(Cotgreave, 1997; Tepel et al., 2000) (Fig. 4).

Figura 4. Estructura quimica de la N- acetil cisteina

Sus aplicaciones clinicas se deben a que este farmaco representa un
aporte antioxidante para el organismo durante el estrés oxidativo que puede
sufrir éste. La suplementacion con NAC ha mostrado un incremento en los
niveles de GSH, la defensa antioxidante mas importante del cuerpo
(Dekhuijzen, 2004). Tres son los aminoacidos que componen el GSH
(glutamato, glicina y cisteina), de estos el amino&cido cisteina es el de mas
baja concentracién intracelular (Dickinson, 2003). Debido a que la sintesis de
novo del GSH es el mecanismo primario por el cual el glutatién es remplazado,
la disponibilidad de la cisteina puede limitar el indice de la sintesis de GSH
durante el estrés oxidativo (Dekhuijzen, 2004). Al corregir o prevenir la
deplecion, la NAC puede mejorar muchas enfermedades relacionadas con el
dafio oxidativo.

Estudios diversos han mostrado que la NAC es un agente con potencial
terapéutico en el tratamiento del cancer (Kobrinsky et al., 2005), enfermedades
cardiacas (Rodrigues et al., 2004), colitis (Akgun et al., 2005), y pancreatitis
(Yagci et al., 2004), caracterizado por el dafio oxidativo inducido por radicales

libres.
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Resultados obtenidos de estudios a corto plazo, utilizando dosis orales e
intravenosas de NAC en pacientes con fibrosis pulmonar han demostrado su
capacidad para mejorar el nivel antioxidante del pulmoén al elevar los niveles de
glutation, asi también restaura la funcion pulmonar (Meyer et al., 1994, 1995;
Behr et al., 1997).

Por otro lado, en experimentos realizados durante la tesis de maestria se
pudo observar que la NAC fue capaz de prevenir el dafio hepatico cronico
utilizando como modelo de dafio experimental la administracion de CCl,, al
prevenir el incremento de las enzimas alanino aminotransferasa (ALT), y-
glutamil transpeptidasa (y-GTP) que son marcadores séricos de dafo, asi
también fue capaz de prevenir el aumento en los niveles de malondialdehido y
previno la disminucion de los niveles de GSH, lo que demostrd sus excelentes
propiedades antioxidantes. De manera importante se pudo observar los buenos
efectos antifibroticos de este compuesto al ver que éste previno el incremento
en los niveles de colagena y la expresion de la citocina profibrogénica TGF-8
(Galicia-Moreno et al., 2009).

Con todos estos antecedentes se puede pensar que la NAC sera capaz
de prevenir el dafio hepatico utilizando un modelo de dafio en donde el estrés
oxidativo no es el principal mecanismo de accién para generarlo y ademas

ser& capaz de revertir el dafio hepético experimental.
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3. HIPOTESIS

La NAC, un compuesto ampliamente reconocido por su actividad
antioxidante, ser4 capaz de prevenir el dafio hepético crénico inducido
mediante la obstruccion del conducto biliar comin y de revertir el dafio

hepético inducido por la administracion cronica de CCl, en la rata.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la capacidad de la NAC para prevenir la cirrosis producida por la
LCBC y para revertir la fibrosis inducida mediante la administracion

cronica de CCly,.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Evaluar el efecto de la NAC en la prevencion del dafio hepatico

inducido por la ligadura del conducto biliar comun en la rata.

2) Evaluar el efecto de la NAC en la reversion del dafio hepatico

inducido por CCl, en la rata.

3) Evaluar el papel del efecto antioxidante de la NAC ante el dafio

hepatico producido por la LCBC durante 28 dias.

4) Evaluar la expresion de las citocinas: IL-10, IL-6 y TGF-B mediante
la técnica de Western Blot en el modelo de prevencién para
relacionar el efecto hepatoprotector del compuesto con su efecto

inmunomodulador.
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5. JUSTIFICACION

La cirrosis hepética es la cuarta causa de muerte general y la segunda
en hombres de 23 a 64 aflos de edad en México, (Sistema Nacional de
Informacién en Salud, 2008).

Estudios diversos in vitro como in vivo han mostrado la eficacia de los
antioxidantes para tratar diversas enfermedades hepaticas. La N-acetil cisteina
(NAC) es un compuestos ampliamente utilizado en la clinica y su seguridad ha
sido comprobada. Estudios previos nos han demostrados el buen efecto de
este farmaco ante un dafio originado por los radicales libres, ahora se quiere
estudiar el efecto de este compuesto ante un dafio hepético en donde el
proceso oxidativo no es el mecanismo de accion principal para generarlo y mas
aun evaluar el efecto de este compuesto para revertir el dafio hepatico una vez

gue éste fue establecido.

Hasta el momento no existe un tratamiento farmacologico efectivo para
este padecimiento y los pocos farmacos existentes s6lo minimizan los sintomas
de la enfermedad. Por lo tanto, el realizar estudios para evaluar el efecto de la
NAC en la prevencion y la reversion del dafio hepético puede ofrecer
resultados relevantes para poder ser considerado una buena opcion en el

tratamiento de esta enfermedad.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

La N-acetil cisteina (NAC) utilizada en este trabajo fue obtenida de
Sigma Chemical Co. ST. Luis Mo, USA., el resto de los reactantes utilizados
fueron de la mejor calidad comercial posible.

En todos los experimentos se utilizaron ratas Wistar macho del bioterio
del CINVESTAV.

6.2 Disefio experimental para evaluar la capacidad de la N-acetil cisteina
en la prevencién del dafio hepatico cronico inducido por la LCBC.

Se utilizaron ratas Wistar macho con una n final de 6 con una masa
aproximada de 200 a 250 g y el procedimiento se hizo de la siguiente manera:

A las ratas previamente anestesiadas con éter etilico se les hizo una
incision media en la region abdominal, se localiz6 el duodeno y se extrajo de la
cavidad para visualizar el conducto biliar comdn. Una vez localizado el
conducto se realiz6 una ligadura del extremo que va del higado hacia el
intestino y una ligadura del extremo mas distal que va hacia el intestino,
posteriormente el conducto biliar comun se corté entre ambas ligaduras para
asegurar la obstruccién. Una vez realizados estos procedimientos se afrontaron
los planos, el musculo se suturd con hilo catgut cromico 4-0 y la piel con hilo
nylon monofilamento 4-0.

El mismo procedimiento se efectué para las ratas sometidas a una
operacion falsa (SHAM), so6lo que a ellas no se les ligd el conducto biliar
comun.

Los grupos se organizaron de la siguiente manera:

» Grupo 1. Ratas a las cuales se les realizo la operacion falsa (SHAM).

= Grupo 2. Ratas que se ligaron del conducto biliar comun (LCBC).

= Grupo 3. Ratas que se ligaron del conducto biliar comun (LCBC) y que
recibieron 300 mg/kg de NAC disuelta en carboximetil celulosa al 0.5%

p.o., diariamente después de la cirugia.
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» Grupo 4. Ratas a las cuales se les realizé la operacion falsa (SHAM) y
que recibieron 300 mg/kg de NAC disuelto en carboximetilcelulosa al

0.5% p.o., diariamente después de la cirugia.

Con la finalidad de evaluar el papel que juega el estrés oxidativo en la
generacion del dafio hepatico por la LCBC, se opté por evaluar a la par el
efecto de otro compuesto ampliamente conocido por sus propiedades
antioxidantes, el Trolox, un analogo hidrosoluble de la vitamina E, por lo que
se formaron dos grupos experimentales mas:

» Grupo 5. Ratas que se ligaron del conducto biliar comin (LCBC) y que

recibieron 50 mg/kg de Trolox disuelto en carboximetilcelulosa al 0.5%

p.o., diariamente después de la cirugia.

= Grupo 6. Ratas a las cuales se les realiz6 la operacion falsa (SHAM) y
que recibieron 50 mg/kg de Trolox disuelto en carboximetilcelulosa al

0.5% p.o., diariamente después de la cirugia.

Todos los tratamientos tuvieron una duracién de 28 dias (Fig 5).

Ratas Wistar
macho 200-250 g

LCBC+NAC  SHAM#NAC

SHAM LCBC 200-250 g 200- 250 g

200-250 g 200-250 g (300 mg/kg de NAC, (300 mg/kg de
p. 0.) NAC, p. 0.)

LCBC+Trolox (50 SHAM-;-(Troon (50
mg/Kg, p.o.) mg/Kg, p.o.)

Figura 5. Esquema de tratamiento para el modelo de dafio hepatico inducido por la LCBC.
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6.3 Disefio experimental para evaluar la capacidad de la N- acetil cisteina

en lareversion del dafio hepatico inducido por CCl,.

Se utilizaron ratas Wistar macho con una n final de 6 con un peso inicial

aproximado de 100 a 110 g de la siguiente manera:

Grupo 1. Ratas a las cuales se les administrd 0.25 mL de petrolato

liquido i.p. tres veces por semana durante 8 semanas.

Grupo 2. Ratas a las cuales se les administré 0.4 g/kg de CCly, i.p., 3

veces por semana durante 8 semanas.

Grupo 3. Ratas a las cuales se les administr6 0.25 mL de petrolato
liquido i.p. tres veces por semana durante 8 semanas y culminado
este tratamiento fueron administradas con 0.5 mL de CMC

(Carboximetilcelulosa) 0.5%, p.o., diariamente durante 4 semanas.

Grupo 4. Ratas a las cuales se les administré 0.4 g/kg de CCly, i.p., 3
veces por semana durante 8 semanas y culminado este tratamiento
fueron administradas con 0.5 mL de CMC 0.5%, p.o., diariamente

durante 4 semanas.

Grupo 5. Ratas a las cuales se les administré 0.4 g/kg de CCly, i.p., 3
veces por semana durante 8 semanas y culminado este tratamiento
fueron administradas con 300 mg/Kg peso de NAC, p.o., diariamente

durante 4 semanas.

Grupo 6. Ratas a las cuales se les administrdo 0.25 mL de petrolato
liquido i.p. 3 veces por semana durante 8 semanas y culminado este
tratamiento fueron administradas con 300 mg/kg peso de NAC p.o.,

diariamente durante 4 semanas.
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Gpo.1 Petrolato liquido {0.25 ml,
i. p.)/ tres veces por semana.

Gpo.2 ccl, (0.4 g/kg, i. p.)/ tres veces
por semana.

Gpo.3 ccl, (0.4 gpi,krg;‘:.r:a.zllatres veces + CMC 0.5%, p. 0./ dia.
Gpo. 4 Petrolato liquido (0.25 ml, + CMC 0.5%, p. 0./ dia.
' i. p.)/ tres veces por semana.
Gpo.5 cd, (0.4 i/okrg;::ailatres veces + NAC (300 mg/kg, p. 0.)/ dia.
Gpo.6 : Petrolato liquido (0.25 ml, + NAC (300 mg/kg, p. 0.)/ dia.
i. p.}/ tres veces por semana.
\ Y J | Y )
8 semanas 4 semanas

Figura 6. Esquema de tratamiento para el modelo de reversion del dafio hepatico inducido por
la administracién de CCl,.

6.4 Determinaciones bioquimicas en sangre e higado.

Los animales fueron sacrificados por exanguinaciéon por puncion
cardiaca y bajo anestesia de éter etilico 28 dias después de haber realizado la
operacion falsa o la LCBC en el caso del modelo de dafio hepético por
colestasis o0 en el caso del modelo de reversion una vez culminados los
tratamientos.

Por puncién cardiaca con jeringa heparinizada se obtuvo la mayor
cantidad de sangre, la cual se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos para
obtener el plasma a partir del cual se determinaron los siguientes marcadores
bioguimicos: se cuantificd la actividad de las enzimas y-glutamil transpeptidasa
(y-GTP) y alanina aminotransferasa (ALT).

En el higado se determind el contenido de glucdégeno, el grado de
peroxidacion lipidica, el contenido de GSH y GSSG, la actividad de las enzimas

antioxidantes CAT y GPx, y se cuantifico el contenido de hidroxiprolina.
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Se tomaron muestras de higado para llevar a cabo el analisis histologico
mediante la tincién tricrbmica de Masson, para evaluar el grado de fibrosis que
fue generada durante el dafio hepatico.

También a partir de muestras de higado se realiz6 la extraccion de
proteinas para posteriormente evaluar, mediante la técnica de Western Blot, la
expresion de citocinas como: el TGF-B y la IL-6 asi como la expresion de la

citocina anti inflamatoria IL-10 (Fig 7).

/ Higado

A
Sangre 4 - Glucogeno A
- Peroxidacion de
lipidos
- GSH
- GSSG
Plasma - Hidroxiprolina
- Tricrémica
s AN a\ - TGF-B
- IL-6
v-GTP - 1L-10
ALT

Figura 7. Determinaciones experimentales
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6.5 Técnicas
6.5.1 Determinacion de la actividad de la enzima y-glutamil transpeptidasa
(y-GTP).

El fundamento de la determinacién de la actividad enzimatica de la
enzima y-GTP es que el sustrato, la glutamil-p-nitroanilida, en presencia de la
enzima y-glutamil transpeptidasa y del receptor del grupo y-1-glutamil, como lo
es la glicil-glicina, produce la y-1-glutamilglicina y p-nitroanilina que se puede

cuantificar con un espectrofotometro a 410 nm (Glossmann y Neville, 1972).

En cada tubo se colocan:

400 pL de Tris-HCI 200 mM, pH 8.2

100 puL MgCl, 200 mM

100uL Glicil-glicina 40 mM, pH 8.2

200 uL Gamma-glutamil-p-nitroanilida 10 mM.

- Previa incubacion por 10 minutos a 37°C, se inicia la reaccion con 200
ul de plasma.

- Se incuba a 37°C por 30 min. y se detiene la reaccién con 2 ml de acido
aceético 1.5 M.

- Se lee a 410 nm y se cuantifica la p-nitroanilina producida mediante la
curva estandar.

- Se hace un blanco sustituyendo los 200 pL de suero por agua.

La reacciobn es lineal en el tiempo hasta la utilizacibn de
aproximadamente el 10% del sustrato (produccién de aproximadamente

200 nmoles de p-nitroanilina en la mezcla de reaccion).
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6.5.2 Determinacién de la actividad de la enzima alanina aminotranferasa

(ALT).

La actividad de la enzima alanina aminotransferasa se determina por el

meétodo de Reitman y Frankel (1957), en el que se mide el complejo colorido

formado por el piruvato y la 2, 4 dinitrofenilhidrazina, que se absorbe a 515 nm.

Se rotulan los tubos blanco y problema para cada muestra.

La determinacion se realiza de la siguiente manera:
BLANCO (mL) PROBLEMA (mL)

Solucion de sustrato 0.25 0.25
Plasma problema 0.05
Se mezcla y se agita suavemente, se incuba a 37°C durante 60 min.
Reactante cromégeno 0.25 0.25
Plasma problema. 0.050
Se incuba a 37°C durante 15 min.
NaOH 0.4 N. 2.5 2.5

Se leen los tubos a 515 nm.
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6.5.3 Determinacion del glucégeno hepético.

La determinacion del glucogeno hepético se realiza con la técnica de la
antrona (Seifter et al., 1950)

1) Se pesan 0.5 g de higado en tubos de tapdén esmerilado, se les
adiciona 1.5 ml de KOH al 30%, se tapan y se hierven en bafio de agua
durante 30 minutos.

2) Después de enfriar los tubos, se pasa la solucidn cuantitativamente a
un matraz volumétrico de 25 mL, y se afora con agua agitando muy bien.

3) Del matraz anterior se toman de 40 a 160 uL con pipeta volumétrica,
llevandolo a 1 mL en tubos esmerilados de 13x100, por duplicado, se prepara
ademas un tubo blanco con 1 mL de H,O y otros 2 estdndares con 20 uL de
una solucion de glucosa estandar (1 mg/ml) y se llevan a 1 mL con agua.

4) Se prepara una solucion de antrona 0.2% en H,SO,4 concentrado. Se
afiaden 2 mL a cada tubo enfriando sobre hielo agitando suavemente (con
ayuda de una bureta).

5) Se tapan los tubos frios y se ponen en un bafio de agua hirviendo por
15 min.

6) Se enfrian de inmediato sobre agua con hielo. Se leen a 620 nm.
CALCULOS

20 X A(mtra)

= ug de glucdgeno en la alicuota

1.11 X A(std)

A(mtra) = Absorbancia de la muestra.

A(std) = Absorbancia del estandar.

Se expresan los resultados como gramos de glucégeno/100 g de higado

teniendo en cuenta las diluciones realizadas.
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6.5.4 Determinacion del grado de peroxidacién lipidica.

Esta técnica es colorimétrica y se basa en el método del acido
tiobarbitirico que reacciona con el malondialdehido y sus subespecies
reactivas oxidadas (Buege y Aust, 1978).

Reactivos:

-Tris HCI 150 mM pH=7.4

- Acido tricloroacético (TCA) al 15%

- Acido tiobarbitarico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15% (se prepara en el

momento, la cantidad necesaria).

Procedimiento:

1. Se pesan 0.5 g de higado.

2. Se homogeinizan en 5 mL de agua.

3. Se toman 300 pL del homogenizado al 10% vy se le agregan 700 pL de
Tris-HCI 150 mM para completar 1 mL.

4. Se incuban a 37°C por 30 minutos.

5. Se agregan 2 mL de TBA al 0.375% disuelto en TCA al 15 %.

6. Los tubos se ponen a ebullicion por 45 minutos.

7. Se centrifugan a 3000 rpm por 10 minutos y se lee el sobrenadante a 532

nm.
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6.5.5 Determinacion de proteinas por el método de Bradford.

Esta determinacion se efectia por el método de Bradford (Bradford,
1976), en el que las proteinas se unen al azul brillante de Coomasie. Este
altimo presenta dos coloraciones, rojo y azul. La forma de color rojo se

convierte en azul cuando se une a las proteinas.

Reactivos:
- Acido Fosfoéricoal 85 % 100 mL
- Alcohol Etilico 50 mL

- Azul de Coomasie G-250 100 mg

- Se afora a un litro con agua.

Procedimiento:
1. Se toman 100 uL de homogeinado de higado y se lleva a 1,000 uL con
agua tridestilada.
2. Se toman alicuotas para proteinas y se llevan a 100 uL con agua (de la
dilucién anterior se toman 20 pL + 80 uL de agua tridestilada).
El blanco se prepara con 100 uL de agua.
Se afiaden 2.4 mL del reactivo de Bradford
La absorbancia se lee a 595 nm.

o 0k~ w

Se prepara una curva de calibracion utilizando albumina bovina sérica
(mg/mL) con: 0, 10, 15, 25, 30, 35, 40, 45, 50 uL, de esta solucion.

7. Los tubos se aforan con agua a 100 pL.

46



6.5.6 Determinacién de los niveles de glutation reducido (GSH) y oxidado
(GSSG) en higado.

Este parametro fue evaluado como indicador de estrés oxidativo a nivel

citoplasmatico.

La determinacion se lleva a cabo de la siguiente manera:

250 mg de higado

Se homogenizan en 3.75 ml de FEDTA + 1 ml de &c. fosférico

Se centrifuga a 4'C X 12 000 rpm X 30 minutos

GSH

0.5 mL sobrenadante + 4.5 mL de FEDTA
mezclar

Se toman 100 uL + 1.8 mL FEDTA + 100
uL o-ftaraldehido (OPT).

!

Se mezclan y se deja a temperatura
ambiente por 15 minutos exactamente

!

Se mide la emisién a 420 nm
y la excitacién a 350 nm

4/\

GSSG
0.5 mL sobrenadante + 200 pL N-
etilmaleimidaNEM 0.04M

Se deja exactamente 30 minutos a
temperatura ambiente

!

Se agregan 4.3 mL de NaOH 0.1N

l

Se toman 100 pL + 1.8 ml NaOH + 100 uL
l OPT

Se mezclan y se deja a temperatura
ambiente por 15 minutos exactamente

Se mide la emisiéon a 420 nm
y la excitaciéon a 350 nm
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6.5.7 Determinacion de la actividad enzimatica de la CAT.

Para determinar la actividad hepatica de la CAT, se mide el consumo de
H.O, a 480 nm (Cohen, 1970). Un homogeinado de higado al 10% con buffer
de fosfato de potasio frio (0.1M, pH 7.4) fue realizado usando un
homogeinizador motor-driver. Brevemente, 5 mL de H,O, frio se afiadieron a
alicuotas de 0.5 mL del homogenizado de higado frio. Después de 3 minutos
se paro la reaccion con 1 mL de H,SO4 6N. ElI H,O, reacciona con un exceso
de KMnOy, el KMnO, residual se midié a 480 nm. La actividad de la CAT fue
calculada como la constante de velocidad de reaccion de la descomposicion

-min).

del H,O, de primer orden (Kx10? min

6.5.8 Determinacion de la actividad enzimatica de la GPXx.

El método de Lawrence y Burk (Lawrence y Burk, 1976) fue utilizado
para analizar la actividad de la GPx con hidroperéxido de cumeno como
sustrato. Una alicuota de 1.5 mL del homogenado de higado al 10% con buffer
de fosfato de potasio (75 mM, pH 7) se filtr6 a través de muselina y se
centrifug6 a 900 g por 5 min a 4°C. La mezcla de reaccion contenia 200 pL del
sobrenadante obtenido de la centrifugacion del homogenado, 2 mL de buffer de
fosfato de potasio (75mM, pH 7), 50 uL de glutatiéon (60mM), 0.1 mL de 30
UmL™ de glutatién reductasa, 0.1 mL de EDTA (15 mM), 0.1 mL de B-
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) (3 mM) y 0.3 mL de agua.
La reaccion se inicié con la adicién de 0.1 mL de hidroperéxido de cumeno (35
mM). La oxidacion de NADPH se registr6 a 340 nm durante 4 minutos y la
actividad enzimatica se calculé6 como los nmol de NADPH oxidado min™*mg™*de

proteina utilizando un coeficiente de extinciéon molar de 6.22x10°M™*cm™.
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6.5.9 Determinacion del contenido de coladgena (hidroxiprolina).
La técnica se basa en el método de Rojkind y Gonzélez (1974).

. Se pesa 0.1 g de higado previamente secado con papel filtro y se coloca
en una ampolleta.

. Se agregan 2 mL de HCI 6N y se sellan las ampolletas con el mechero o
soplete, posteriormente se colocan a 100° C en el horno durante 24 h.

. Una vez hidrolizada la muestra, se destapan las ampolletas y se colocan
nuevamente en el horno a temperatura de 60° C aproximadamente 24 h
o0 hasta que se sequen.

Las muestras ya secas se resuspenden con 2 mL de solucion
amortiguadora (sol.1); se agitan vigorosamente en el vortex y se vacian
en tubos de ensaye, las ampolletas se lavan con la adicién de 1 mL de la
misma solucion.

Se centrifugan a 3000 rpm durante 15 min.

En un tubo conteniendo una pequefia porcidbn de anorita (carbon
activado) se deposita el sobrenadante, se agita durante un minuto, se
centrifugan a 3000 rpm por 15 min, si el sobrenadante no queda claro se
repite este paso.

. Se toma 1 mL del sobrenadante mas 1 mL de H,O y 1 mL de cloramina
T (sol. 2). Se deja reposar exactamente 20 min a temperatura ambiente.
Se hace un blanco.

. Transcurridos los 20 min, se adicionan 0.5 mL de tiosulfato de sodio 2M,
1 mL de NaOH 1N y aproximadamente 2 g de NaCl. Se agitan
inmediatamente para detener la reaccion.

. A cada tubo se le agregan 6 mL de tolueno y se agitan durante 1 minuto.
La fase de tolueno no se utiliza para la determinacion de prolina, pero la
fase acuosa se utiliza para la cuantificacion de hidroxiprolina

. Se extrae la capa de tolueno y se desecha. La porcién acuosa se tapay

se coloca en un bafo de agua hirviendo durante 20 minutos.

10. Los tubos se enfrian 15 minutos, preferentemente en refrigerador. Ya

frios se les adiciona 6 mL de tolueno y se agitan durante 1 minuto.

11. De la fase de tolueno se toman alicuotas por duplicado de 1 mL y se les

agrega 4 mL del reactivo de Ehrlich y se agitan fuertemente.
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12. Se dejan reposar durante 30 minutos para que se lleve a cabo la

reaccion colorida. Pasados los mismos, se leen a 560 nm.
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6.5.10 Histologia.

La técnica utilizada fue la tincién tricromica de Masson (TM) donde se
busca tefiir a las bandas de colagena hepatica en color azul, el nucleo celular
en color negro y el citoplasma de color rojo (Masson, 1929). Se lleva a cabo el
siguiente procedimiento:

Los cortes de higado se depositan en un vial conteniendo una solucion
fijadora de formaldehido (formol) al 10% en PBS, el tiempo minimo de fijacion
es de 24 horas. Los cortes se lavan con agua corriente, se deshidratan en
alcoholes y se embeben en parafina. Se hacen cortes de 6-7 micras de grosor
y se cubren con silano. Se realiza lo siguiente:

1) Las rebanadas se desparafinan y rehidratan con xileno, alcohol absoluto y

alcohol al 95%.

2) Se enjuagan con agua destilada.

3) Se sumergen en el fijador de Bouin por 1 hr a 56 °C, o toda la noche a
temperatura ambiente.

4) Se enfrian y lavan con agua corriente hasta que el color amarillo

desaparece.

5) Se enjuagan con agua destilada.

6) Se sumergen en la solucién de hematoxilina de hierro de Weigert por 10 min.
Se enjuagan con agua corriente el mismo tiempo.

7) Se enjuagan con agua destilada.

8) Se sumergen en la solucion de fucsina acido-escarlata de Biebrich por 15
min. Se recupera la solucién.

9) Se enjuagan con agua destilada.

10) Se colocan en la solucion de acido fosfomolibdico/acido fosfotungstinico
por 10 a 15 min antes de la solucion de anilina azul y en &cido
fosfotungstinico acuoso al 5% por 15 min antes del contraste verde claro. Se
desecha la solucién.

11) Se colocan en la solucién de anilina azul por 5 a 10 min o con la solucion
verde claro por 1 min. Se recupera la solucion.

12) Se enjuagan con agua destilada.

13) Se lavan con agua acética al 1% por 3 a 5 min. Se desecha la solucion.

14) Se lavan con alcohol al 95%.

15) Se lavan con alcohol absoluto (dos cambios de alcohol).
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16) Se lavan con xileno (dos cambios de alcohol).

17) Se montan en el polimero Permount o balsamo.

6.5.11 Western Blot de las citocinas TGF-$, IL-6 e IL-10.

El reactante “Tripure™ Isolation Reagent (ROCHE)” fue utilizado para
aislar la proteina total de muestras de tejido de higado; de acuerdo con las
instrucciones del fabricante para la obtencidon de una fraccion enriquecida en
proteinas en la cual se determind la concentracién de éstas por el método del
acido bicinconinico. Posteriormente, 50 ug de proteina de cada muestra fue
cargada en un gel de poliacrilamida-SDS al 12% para su separacion por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Una vez hecho este proceso,
las proteinas separadas en el gel fueron transferidas a una membrana PVDF
(BIO-RAD) por medio de una camara de transferencia semi-humeda.
Posteriormente, las membranas fueron tratadas durante 30 minutos con
solucién de bloqueo de leche descremada al 5% y Tween 20 al 0.05%. Las
membranas fueron incubadas durante toda la noche con anticuerpos primarios
dirigidos contra las citocinas TGF-B, IL-6 e IL-10 (TGF-B, MAB1032 de Millipore
Corp; IL-6, ARC0962 de Invitrogen Corpe e IL-10, ARC9102 de Invitrogen
Corp) y diluido 1:2000 para el TGF-f y 1:10000 para la IL-6 e IL-10 con
solucion de bloqueo. Después, las membranas fueron lavadas y posteriormente
expuestas al anticuerpo secundario, que en este caso se tratdé de un anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rabano (Zymed) y diluido 1:4000 para el
caso del TGF-B y 1:20000 para la IL-6 e IL-10. Finalmente, la deteccion de las
bandas de interés se llevd a cabo con un kit de quimioluminscencia
(Amersham). La intensidad de las bandas de sefial para la proteina de interés
fueron digitalizadas y analizadas por densitometria utilizando el software lab
Works 4.0 imaging. Se llevaron a cabo correcciones de la cantidad de proteinas
cargadas al gel utilizando un anticuerpo monoclonal contra la proteina

estructural B-actina a una dilucién 1:2000 (Pérez-Severiano et al., 2002).
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6.5.12 Andlisis estadistico.
Todas las determinaciones se hicieron por duplicado. Se obtuvo la media
y el error estandar para cada uno de los diferentes indicadores medidos en los
grupos de tratamientos.
Para cada uno de los indicadores se aplic6 un analisis de varianza de
una sola variable (ANOVA de una via), seguido de una prueba de Tukey. Se

consider6 que hubo una diferencia significativa cuando p< 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1Resultados del modelo de prevencion del dafio hepético producido por
la LCBC.
7.1.1 Actividad enzimatica de la ALT.

La ALT es una enzima citosélica presente en los hepatocitos, un
incremento en los niveles séricos de ésta enzima refleja un aumento en la
permeabilidad de la membrana plasméatica y por lo tanto un dafio a los
hepatocitos. En la Figura 8 podemos observar como la actividad de esta
enzima se incremento significativamente por la LCBC durante 28 dias (p<0.05).
Los tratamientos con NAC y trolox previnieron el incremento en la actividad de
esta enzima (p<0.05). Las ratas operadas Sham y que fueron administradas
con NAC vy trolox, respectivamente, mostraron valores similares al grupo de

ratas no tratadas con NAC.
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Figura 8. Actividad enzimatica de la Alanino aminotransferasa (ALT).
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de ratas LCBC, p<0.05.
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7.1.2 Actividad enzimatica de la y-glutamil transpeptidasa (y-GTP).

La enzima y-GTP es una enzima que se encuentra embebida en la
membrana plasmatica de los hepatocitos, principalmente en el dominio
canalicular. Un aumento en los niveles séricos de ésta indican un dafio

colestatico y por lo tanto un dafio al higado.
La Figura 9 muestra como en el grupo de ratas LCBC, los niveles de

esta enzima incrementaron significativamente al compararlos con los niveles
obtenidos en el grupo Sham. Se puede observar también como ni la NAC ni el

trolox fueron capaces de prevenir este aumento.
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Figura 9. Actividad enzimatica de la y-glutamil transpeptidasa (y-GTP).
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.
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7.1.3 Contenido de glucégeno hepético.

En la Figura 10 se observa como en el grupo dafiado por la LCBC los
niveles de glucogeno disminuyeron significativamente al compararse con los
niveles presentes en el grupo de ratas Sham, también se observa que ni la

administracion de NAC y ni la de trolox fue capaz de prevenir esta deplecion.
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g glucégeno/ 100 g higado

Figural0. Determinacion del contenido de glucégeno.
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.
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7.1.4 Grado de peroxidacion lipidica.

El grado de peroxidacion lipidica indica el dafio ocasionado a las
membranas celulares por la accion de los radicales libres y de la actividad
detergente de los acidos biliares en la colestasis (Muriel, 1997). Uno de los
productos finales de este proceso de dafio es el malondialdehido (MDA), por lo
que la cuantificacion de éste nos ayuda a evaluar este proceso. En la Figura 11
se puede apreciar como la LCBC durante 28 dias, incrementé en los niveles de
MDA, también se puede observar como la administracion de NAC aboli6 de
manera total el incremento de MDA, asi también la administracion de trolox
pudo prevenir de manera parcial pero significativa el incremento de este

marcador de dafo.
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Figura 11. Grado de peroxidacién lipidica.

Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p=< 0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de ratas LCBC, p<0.05.
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7.1.5 Contenido de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en higado
Los niveles de glutation reducido y oxidado se representan en la Figura
12. Se puede observar que en el grupo con la LCBC, los niveles de GSH
tuvieron una disminucion significativa al compararlos con los del grupo Sham,
también se observa que tanto la NAC como el trolox fueron capaces de
prevenir esta disminucion. En cuanto a los niveles de GSSG, se puede ver que
en el grupo de animales dafiados los niveles de este marcador aumentaron de
manera significativa, la administracion de NAC y trolox lograron prevenir este

aumento.
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Figura 12.Contendo de Glutatién reducido (GSH) y oxidado (GSSG).
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de ratas LCBC, p<0.05.
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7.1.6 Actividad de la enzima catalasa (CAT).

Para evaluar la actividad de la enzima antioxidante CAT se midio el
consumo de H,O, en muestras de higado. Como se observa en la Figura 13 en
el grupo de animales LCBC la actividad de esta enzima incrementé mas que en
las ratas operadas Sham, contrario a esto, la administracion de NAC vy trolox,

respectivamente, logré prevenir este efecto.
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Figura 13. Actividad enzimatica de la Catalasa (CAT).
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.

7.1.7 Actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GPx).

La GPx es la enzima responsable de catalizar la reduccion de Peroxido
de hidrogeno, los hidroperoxidos organicos y los peréxidos lipidicos utilizando
glutatién reducido, protegiendo a las células contra el dafio oxidativo. La Figura
14 muestra como en el grupo de ratas ligadas (LCBC), la actividad de esta
enzima disminuyé en comparacion con el grupo de ratas Sham. La
administracion de NAC no fue capaz de prevenir esta respuesta, mientras que

la administracion de trolox mostré una tendencia a evitar este efecto.
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Figura 14. Actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GPx).
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p=< 0.05.

7.1.8 Contenido de colagena.

El dafio provocado por la LCBC incrementdé cerca de 3 veces el
contenido de colagena en los higados de las ratas dafiadas, con respecto al
grupo de ratas Sham. Este efecto fue evitado por la administraciéon de NAC y

trolox, en ambos casos se obtuvo una diferencia significativa (Figura 15).
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Figura 15. Contenido de colagena.

Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de ratas LCBC, p<0.05.
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7.1.9 Western blot de las citocinas TGF-B8, IL-6 e I1L-10.

La LCBC durante 28 dias logr6 incrementar significativamente la
expresion de las citocinas TGF-f e IL-6, un caso similar ocurri6 con la
expresion de la citocina IL-10 (Figuras 16, 17 y 18); sin embargo, cuando las
ratas fueron tratadas con NAC o trolox, se logré impedir el incremento en la
expresion del TGF-f y la IL-6, mientras que ambos farmacos lograron

incrementar ain mas la expresion de la citocina antiinflamatoria IL-10.
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Figura 16. Western blot de la citocina TGF-B.

Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de ratas LCBC, p<0.05.
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Figura 17. Western blot de la citocina IL-6.

Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.

a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de ratas LCBC, p<0.05.
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Figura 18. Western blot de la citocina IL-10.

Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar.
NAC: N-acetil cisteina; LCBC: ligadura del conducto biliar comun.
a, diferencia significativa con respecto al grupo Sham, p< 0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de ratas LCBC p=<0.05.
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7.2 Resultados del modelo de reversion del dafio hepatico inducido con
CCly,

7.2.1 Actividad enzimatica de la ALT.

Como indicador de necrosis se cuantificaron los niveles séricos de la
enzima ALT.

En la Figura 19 se puede observar que tras inducir el dafio hepatico por
la administracion de CCl; durante 8 semanas, los niveles de esta enzima se
incrementaron de manera significativa, sin embargo, cuando se detuvo la
administracion de CCl4, los niveles de esta enzima recuperaron su valor

normal, esta respuesta impidio ver el posible efecto antinecrotico de la NAC.
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Figura 19. Actividad sérica de la enzima ALT.

Determinaciones realizadas en el plasma de ratas administradas con CCl, durante 8 semanas
(CCly), administradas con carboximetil celulosa por 4 semanas después de haber
descontinuado la administracion de CCl, durante 8 semanas (CMC) y ratas tratadas con N-
acetilcisteina durante 4 semanas después de haber descontinuado el tratamiento con CCl,
(NAC). Los resultados son mostrados como el valor promedio de 8 ratas + el E.S.

a, diferencia significativa con respecto al grupo control (tiempo 0), p<0.05; b, diferencia

significativa con respecto al grupo administrado con CCl, por 8 semanas, p<0.05.

7.2.2 Actividad enzimatica de la y-GTP.
En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion
sérica de la enzima y-GTP. Los niveles séricos de la y-GTP se incrementaron

de manera significativa tras la administracion de CCl,; por 8 semanas. La
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detencion de la administracion de CCl, produjo una reversion del dafio al
regresar la y-GTP a valores normales, lo que impidié observar el posible efecto

hepatoprotector del compuesto.
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Figura 20. Actividad sérica de la enzima y-GTP.

Determinaciones realizadas en el plasma de ratas administradas con CCl, durante 8 semanas
(CCly), administradas con carboximetilcelulosa por 4 semanas después de haber
descontinuado la administracion de CCl, durante 8 semanas (CMC) y ratas tratadas con N-
acetilcisteina durante 4 semanas después de haber descontinuado el tratamiento con CCl,
(NAC). Los resultados son mostrados como el valor promedio de 8 ratas + el E.S.

a, diferencia significativa con respecto al grupo control (tiempo 0), p<0.05; b, diferencia

significativa con respecto al grupo administrado con CCl, por 8 semanas, p<0.05.

7.2.3 Contenido de glucégeno hepatico.

El glucdogeno hepatico disminuyé de manera significativa tras la
administracion cronica de CCl,, después de suspender la administracion de
CCl4 durante 4 semanas, los niveles de glucogeno se mantuvieron por abajo
del grupo control (tiempo 0) (Figura 21). La administracion de NAC durante 4
semanas después de administrar el CCl, logré revertir parcialmente esta

respuesta.
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Figura 21. Contenido de glucégeno hepatico.

Determinaciones realizadas a partir de higados de ratas administradas con CCl, durante 8
semanas (CCl,), administradas con carboximetilcelulosa por 4 semanas después de haber
descontinuado la administracion de CCl, durante 8 semanas (CMC) y ratas tratadas con N-
acetilcisteina durante 4 semanas después de haber descontinuado el tratamiento con CCl,
(NAC). Los resultados son mostrados como el valor promedio de 8 ratas + el E.S.

a, diferencia significativa con respecto al grupo control (tiempo 0), p<0.05; b, diferencia
significativa con respecto al grupo administrado con CCl, por 8 semanas, p<0.05 y c, diferencia
significativa con respecto al grupo administrado con CCl, por 8 semanas y una vez culminado

este tratamiento, administradas con carboximetilcelulosa durante 4 semanas (CMC).

7.2.4 Grado de peroxidacion lipidica.

Tras la administracion cronica de CCly, los niveles de MDA tuvieron un
incremento significativo comparado con el grupo control (tiempo 0), tras
suspender la administracion de CCl, durante dos meses los niveles de MDA
lograron mantenerse por arriba de los valores normales. La administracion de
NAC por 4 semanas después de haber administrado de manera cronica el CCly,

logré disminuir el dafio oxidativo generado por el CCl, (Figura 22).
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Figura 22. Grado de peroxidacién lipidica.

Determinaciones realizadas a partir de homogeneizados de higados de ratas administradas con
CCl; durante 8 semanas (CCly), administradas con carboximetilcelulosa por 4 semanas
después de haber descontinuado la administracion de CCl, durante 8 semanas (CMC) y ratas
tratadas con N-acetilcisteina durante 4 semanas después de haber discontinuado el
tratamiento con CCl, (NAC). Los resultados son mostrados como el valor promedio de 8 ratas +
el E.S.

a, diferencia significativa con respecto al grupo control (tiempo 0), p<0.05; b, diferencia
significativa con respecto al grupo administrado con CCl, por 8 semanas, p<0.05 y c, diferencia
significativa con respecto al grupo administrado con CCl, por 8 semanas y una vez culminado

este tratamiento, administradas con carboximetilcelulosa durante 4 semanas (CMC).

7.2.5 Contenido de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en higado.

La cuantificacion de los niveles de GSH y GSSG en higado evallda el
estrés oxidativo a nivel citosolico y es representado en la Figura 23.

Se puede observar que en el grupo de ratas administradas con CCl, los
niveles de GSH se mantuvieron estables durante las 8 semanas del tratamiento
pero una vez suspendido éste, el GHS disminuyé de manera significativa
durante las 4 semanas siguientes a ese tratamiento, lo mismo ocurre con el
contenido total de glutation (GSH+GSSG). La relacion GSH/GSSG muestra que
tras la induccion del dafio durante 8 semanas este cociente disminuyo de
manera significativa al compararlo con los valores obtenidos del grupo control
(tiempo 0). La administracion de NAC durante las 4 semanas posteriores al
tratamiento con CCl, logro revertir la disminucion del GSH, el contenido total
GSH+GSSG y la relacion GSH/GSSG, lo demuestra las excelentes

propiedades antioxidantes del farmaco.
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7.2.6 Contenido de colagena.

Después de la administracion cronica de CCly, el contenido de colagena
incrementd de manera significativa al compararlo con el grupo control (tiempo
0). Al suspender la administracion de CCl, y al administrar carboximetilcelulosa
durante 4 semanas, el incremento de este marcador de dafio logr6 mantenrse
estable. La administracion de NAC durante 4 semanas logré revertir de manera
parcial pero significativa el incremento de este marcador de fibrosis hepatica
(Figura 24).
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Figura 24. Contenido de colagena.

Determinaciones realizadas a partir de muestras de higados de las ratas administradas con
CCl; durante 8 semanas (CCl,), administradas con carboximetilcelulosa por 4 semanas
después de haber descontinuado la administracién de CCl, durante 8 semanas (CMC) vy las
ratas tratadas con N-acetilcisteina durante 4 semanas después de haber descontinuado el
tratamiento con CCl, (NAC). Los resultados son mostrados como el valor promedio de 8 ratas +
el E.S.

a, diferencia significativa con respecto al grupo control (tiempo 0), p<0.05; b, diferencia
significativa con respecto al grupo administrado con CCl, por 8 semanas, p<0.05 y c, diferencia
significativa con respecto al grupo administrado con CCl, por 8 semanas y una vez culminado

este tratamiento, administradas con carboximetilcelulosa durante 4 semanas (CMC).
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7.2.7 Tincion tricrémica.

La tincién tricromica pone en evidencia la presencia de colagena y la
formacion de la matriz extracelular. En la Figura 25 se observa en el panel A un
corte histolégico de un higado de una rata del grupo control, donde hay una
homogeneidad del tejido hepatico y ausencia de fibras de colagena. Por otro
lado, el panel B muestra el corte histoldgico de una rata administrada con CCl,
durante 8 semanas, se observa una formacion excesiva de fibras de colagena,
las cuales estan tefiidas de color azul. El panel C representa al higado de una
rata administrada con CCl; durante 8 semanas y culminado este tiempo fue
administrada con carboximetilcelulosa por 4 semanas, se observa que la
excesiva formacion de fibras de colagena tefildas de color azul logré
mantenerse. El panel D muestra que la administracion de NAC durante 4
semanas fue capaz de revertir parcialmente el dafio ocasionado por la

administracion previa de CCl, durante 8 semanas.

Figura 25. Tincién tricromica.

Tincién tricrémica de las secciones de higado de ratas después de ser administradas con
petrolato liquido durante 8 semanas (A), ratas administradas con CCl, durante 8 semanas (B),
ratas administradas con CCl, durante 8 semanas y posteriormente con carboximetilcelulosa por
4 semanas (C) y ratas tratadas con CCl, durante 8 semanas y posteriormente tratadas con
NAC (D).
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8. Discusion de resultados.

En este estudio se demuestra que la NAC fue capaz de prevenir el dafio
hepatico inducido por la LCBC durante 28 dias, asi como de revertir el dafio
hepatico cronico inducido por la administracion de CCl, en la rata. La NAC es
un farmaco con multiples aplicaciones terapéuticas. Este compuesto ha
demostrado mejorar la oxigenacién tisular en pacientes con falla hepética
fulminante (Harrison et al., 1991). Otras excelentes caracteristicas de este
compuesto es su capacidad de atravesar facilmente las membranas celulares
donde es hidrolizado a cisteina, aminoacido que usualmente limita la sintesis
de GSH (Wu et al.,, 2004). Estas propiedades convierten a la NAC en un
candidato ideal para estudiar sus efectos tanto en la prevencion como en la

reversion del dafio hepatico.

8.1 Prevencion del dafio hepatico inducido por la LCBC.

La cirrosis biliar debida a la obstruccion del conducto biliar comun es un
desorden hepatico caracterizado por una funcion afectada, una hipertension
portal y otras complicaciones que causan una gran mortalidad (Hunt, 1980).

La retencion y acumulacién de acidos biliares hidrofébicos como el acido
guenodeoxicolico y el acido deoxicolico, en el interior de los hepatocitos ha sido
durante mucho tiempo implicado como la causa principal de dafio hepatico en
esta enfermedad (Attili et al., 1986). Experimentalmente los &cidos biliares
hidrofébicos son conocidos por inducir dafio en los hepatocitos aislados, los
hepatocitos en cultivo y en el higado integro (Spivey et al., 1993), pero los
mecanismos relacionados con su toxicidad aun no estan bien esclarecidos.

Los &cidos biliares pueden destruir las membranas celulares gracias a
su accion detergente sobre los componentes lipidicos (Billington et al., 1980) y
promover la generacion de ROS, que a su vez podria modificar oxidativamente
lipidos, las proteinas y los &cidos nucleicos, y eventualmente causaria la
muerte de los hepatocitos (Sokol et al., 2001). Ademas, ellos pueden activar a
las células de Kupffer al generar las ROS, contribuyendo al dafio hepatico
(Ljubuncic et al., 1996).
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La acumulacion de los &cidos biliares dentro de los hepatocitos puede
resultar en el dafio y la muerte celular de estos a través de dos mecanismos:
bajas concentraciones de los acidos biliares inducen la apoptosis celular
(Yerushalmi, et al., 2001; Patel et al., 1994, Rodriguez et al., 1998 y Rodrigues
et al., 1999), mientras que las altas concentraciones inducen la necrosis (Sokol
et al, 1995), sin embargo en ciertos modelos de toxicidad producida por los
acidos biliares en el ratdén, se ha reportado que la necrosis de los hepatocitos
es la forma predominante de la muerte celular (Fickert et al., 2005).

En los hepatocitos de rata, la necrosis celular se caracteriza por una
hinchazén y la disrupcién de las membranas intracelulares y plasmaticas. El
dafio hepatocelular inducido por los acidos biliares ha sido atribuido a un dafio
membranal directo debido a las propiedades detergentes de los &cidos
hidrofébicos en los componentes lipidicos (Billington et al., 1980) también se
promueve la generacion de ROS que, a su vez, oxidativamente modifica a los
lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos, causando la muerte de los
hepatocitos. La administracién de NAC una vez establecido el dafio colestatico
pudo prevenir que se generara un dafio necrético alin mayor, esto gracias a su
accion antioxidante ejercida por si misma. El trolox a su vez, ejercid6 una
respuesta similar a la de la NAC al prevenir el incremento de la actividad de la
ALT sugiriendo que el estrés oxidativo juega un papel fundamental en el dafio
hepatico colestatico.

Por otro lado, al cuantificar la actividad de la enzima y-GTP, ni la NAC ni
el trolox fueron capaces de prevenir el incremento de este marcador de dafio,
esta misma respuesta ya habia sido observada por Barén y Muriel en el afo
1999 (Bardon y Muriel, 1999) lo que confirma nuevamente que el estrés
oxidativo no es el principal mecanismo involucrado en la generacion del dafio
hepatico, sino mas bien es una consecuencia de éste.

Los procesos bioguimicos como la gluconeogénesis y la glucogendlisis,
gue son los responsables de mantener los niveles normales de glucosa en
sangre, son llevados a cabo por el higado (Guyton y Hall, 2001), la
cuantificacion del contenido de glucégeno nos permite evaluar la capacidad
biosintética de este 6rgano. Tras la obstruccion del conducto biliar comun de
las ratas, el contenido de glucégeno disminuyo, respuesta que también fue

observada en el afio 1999 por Baron y Muriel. La administracién crénica de la
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NAC no fue capaz de prevenir la deplecion del contenido de este marcador de
dafio. Una explicacién a esta respuesta podria darse tomando en cuenta el
papel del oxido nitrico (NO), mediador quimico producido por una variedad de
células, gracias a la induccion de la actividad de la enzima oxido nitrico
sintetasa (iINOS), en el higado. Se ha observado que las células de Kupffer y
los hepatocitos, inducen la expresion de iINOS (Billiar et al. 1990). Algunas
citocinas, como lo son el TNF-a, la interleucina-18 vy el interfero-y, son
mediadores importantes de la produccion de NO y tal vez las citocinas
estudiadas en este trabajo, también puedan favorecer la expresion de esta
enzima, el NO es capaz de inhibir totalmente la movilizacion de la glucosa y los
procesos bioquimicos como la glucogenolisis y la gluconeogenesis,
conllevando esto a una disminucion en los niveles de glucosa en los
hepatocitos (Horton et al., 1994; Fernandez-Martinez et al., 2008). En el 2003,
Efrati y colaboradores en el 2003, pudieron observar que la administracion de
NAC logré incrementar los niveles de oxido nitrico a nivel renal, quiza esta
respuesta también se presenta a nivel hepatico, o que nos conllevaria a una
modificacion de estos procesos metabdlicos y asi los niveles de glucégeno no
pudieron ser recuperados.

Estudios diversos han sugerido que el estrés oxidativo juega un papel
importante en la patogénesis del dafio hepatico durante la colestasis en la rata
(Sokol et al., 1991) y en humanos (Togashi, et al., 1990). El dafio colestético
inducido provocé un incremento en los niveles del MDA, uno de los principales
productos de la peroxidacion lipidica, y una disminucion en el contenido de
GSH, mostrando que efectivamente se generd6 un estrés oxidativo. La
administracion de la NAC provoc6 una disminucién en los niveles de MDA y
logré prevenir la deplecion de los niveles de GSH y previno el incremento del
GSSG. Cuando las ROS atacan a los lipidos de las membranas plasmaticas,
se genera un proceso de dafio conocido como peroxidacion lipidica, el cual
destruye las membranas celulares permitiendo asi la muerte celular de los
hepatocitos. Uno de los productos finales de este proceso es el MDA. La
administracion de NAC fue capaz de prevenir esta respuesta gracias a su
efecto antioxidante ejercido por ella misma. Este compuesto puede donar
hidrogenos del grupo sulfhidrilo presente en su estructura al radical peroxilo

(ROQ") convirtiéndolo en un hidroperoéxido lipidico, terminando con la reaccién
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en cadena (Millea, 2009). Por otro lado, el efecto de la NAC en la prevencion
de la deplecion del GSH y el incremento del GSSG puede ser explicado debido
a que la NAC es la precursora del aminoacido L-cisteina, el cual a su vez es
precursor de GSH, la principal molécula detoxificante contra metabolitos toxicos
(Li et al., 2004; Millea, 2009), lo que permitié que el higado tuviera suficientes
defensas antioxidantes para poder disminuir el dafio hepatico inducido por la
LCBC.

Las enzimas antioxidantes son mecanismos de defensa importantes
contra el dafio hepéatico, entre las cuales podemos mencionar a la CAT, la cual
convierte H,O, en H,0, y a la GPx, que es una enzima dependiente de selenio
que cataliza la reduccion de H,O utilizando como agente reductor el GSH. En
procesos colestaticos, los diferentes mecanismos pueden contribuir a disminuir
la actividad de ambas enzimas (Blum y Fridovich, 1985). Se ha demostrado
que la NAC protege a las ratas ligadas del conducto biliar comun al restaurar la
actividad de la CAT (Pastor et al., 1997), efecto que también fue observado en
nuestro trabajo, sin embargo, al evaluar la actividad enzimatica de la GPx, la
administracion del farmaco no logré prevenir la disminucion de la actividad de
esta enzima antioxidante. Hay algunas razones que pudieran explicar este
efecto: durante los procesos crénicos de dafio hepatico, este érgano sufre una
deplecién en sus niveles de selenio, independientemente de la etiologia del
dafio, esto lo observo Thuluvath y Triger en 1992, y si tomamos en cuenta de
que la GPx es una enzima dependiente de selenio, quiza esta sea la causa por
la que solamente se observo la tendencia del farmaco para prevenir la
disminucibn en la actividad de esta enzima antioxidante. En ambas
determinaciones, tanto la NAC como el trolox generaron respuestas similares,
lo que nos indica que efectivamente el estrés oxidativo fue generado durante el
dafio colestatico provocado y que el uso de antioxidantes disminuye la
peroxidacién lipidica y mantiene niveles adecuados de las defensas
antioxidantes.

Se sabe que la ligadura del conducto biliar trae como resultado un
cambio en el balance antioxidante/prooxidante, lo que da lugar al llamado
estrés oxidativo (Singh, 1992) ademas datos clinicos actuales indican que el
estrés oxidativo esta asociado con la activacion de las HSC, las cuales son

mediadores centrales de la patogénesis de la fibrosis y la sintesis de colagena
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(Svegilati et al., 1998) y aunque se ha cuestionado que las HSC pueden no ser
directamente sometidas al estrés oxidativo en la fibrosis experimental (Montosi
et al., 1998), la exposicion de cultivos de HSC humanas o de rata a sistemas
prooxidantes o medios que contienen productos liberados de hepatocitos
sometidos al dafio oxidativo, traen consigo un incremento en la expresion del
gen y de la sintesis de la procolagena tipo I. Estos efectos fueron prevenidos
por el uso de antioxidantes (Parola et al., 1993), en este caso, el uso de NAC
durante 28 dias de la LCBC pudo prevenir la sintesis de colagena y por lo tanto
la fibrosis hepética.

Muchas citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento estan
relacionadas con el desarrollo de la fibrosis, el TGF-B se considera la citocina
profibrogénica méas potente. El TGF- estimula la produccién de las ROS en
varios tipos celulares, y las ROS, a su vez, activan y median muchos efectos
del TFG-B.

En los dltimos afios ha crecido el numero de evidencias que indican que
las ROS juegan un papel central en la actividad fibrogénica del TGF-B, sin
embargo los mecanismos exactos no ha sido dilucidados. El TGF-§ incrementa
la produccién de las ROS en muchos tipos celulares de células no fagociticas
como las células endoteliales, las células epiteliales, las células del musculo
liso y los fibroblastos. Thannickal y colaboradores reportaron que el TGF-
estimula la produccion de ROS a través de la activacion de las oxidasas
asociadas a la membrana celular, lo cual permite un incremento en la liberacién
de H,O, al espacio extracelular en fibroblastos de pulmén humano y en células
endoteliales de la arteria de pulmén en los bovinos (Thannickal et al., 2000,
1995 y 2003). Por su parte Yoon y colaboradores reportaron que TGF-B inducia
una produccion prolongada de las ROS mitocondrial al modificar la actividad
del complejo IV en células MvlLu, una linea celular de epitelio de pulmdn
(Yoon et al., 2005). Albright en el afio 2003, demostré que las mitocondrias y
los microsomas son las fuentes principales de las ROS en hepatocitos de
ratones tratados con TGF-B. Ademas de estimular la produccion de las ROS,
algunas evidencias demuestran que TGF-B suprime la expresion de algunas
enzimas antioxidantes, incluyendo la CAT, la GPx y la superdxido dismutasa
(Kayanoki et al., 1994).
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No obstante con lo anteriormente mencionado, existen evidencias de
que las ROS también juegan un papel importante en la fibrosis. Un mecanismo
potencial por el que las ROS promueven la fibrosis es activando a la forma
latente del TGF-B. Las isoformas de TGF- son secretadas de algunas células
como un complejo latente que consiste en el TGF-B y una proteina asociada de
latencia (LAP) (Saharinen et al., 1998). La liberacién del TGF-B de su LAP,
ocurre en un proceso llamado activacion del TGF-B latente, el cual es requerido
para que el TGF- se una a su receptor y favorezca la fibrosis (Barcellos-Hoff
et al.,, 1996). Dado que la NAC es un antioxidante poderoso y tomando en
cuenta lo anteriormente descrito, este puede ayudar a prevenir la activacion del
TGF-B, asi mismo la activacién de las HSC y por lo tanto previene la fibrosis
hepatica.

Cuando se presenta una lesion hepatica cualquiera que sea su etiologia,
se activa la produccion de citocinas, que son mediadores clave del dafio
hepatico, las células de Kupffer y los monocitos derivados de los macréfagos
que infiltran el higado ante cualquier lesion y son la fuente primaria de la
produccion de citocinas con funcion pro-inflamatoria como la IL-6, y otras con
funcion anti-inflamatoria como la IL-10, entre otras (Ramodori y Armbrust; 2000
y 2001).

La IL-6 juega un papel importante en la sefializacion hepatica de la
respuesta inflamatoria aguda (Zhang et al., 1996), ella favorece la aparicion de
la autoperpetuaciéon de los eventos como la peroxidacion lipidica, la disrupcién
de las membranas celulares con la consecuente muerte celular, la inflamacién
de las células hepaticas, la fibrosis y la proliferacion de los ductos biliares
(Marucci et al, 1993; Martinez et al., 1993). Por otro lado, la IL-10 es la citocina
anti-inflamatoria por excelencia, esta actia como un modulador endogeno de la
inflamacion en diversos tejidos y organos y en diferentes contextos fisiologicos
y patolégicos (Moore, 2001). Nuestros resultados muestran que la NAC
previene la expresién de la IL-6 e incrementa la expresion de la IL-10,

ayudando asi a contrarrestar el dafio hepatico.

8.2. Reversién del dafio hepatico croénico.
Muchas son las etiologias por las cuales el higado puede ser dafiado y

en la actualidad se cuenta con multiples estrategias experimentales que
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ayudan a reproducir en animales, modelos de dafio hepatico muy semejantes a
los que ocurren en el humano. Uno de estos modelos es el de la induccion del
dafio hepatico por la administracion de CCl,, este modelo experimental es uno
de los mas antiguos y mas utilizados, su mecanismo de accion esta asociado
con el estrés oxidativo y es el modelo que mas se asemeja a una cirrosis
alcohdlica en el hombre (Muriel, 2007).

La fibrosis y la cirrosis una vez que han sido establecidas se consideran
procesos irreversibles, aun después de eliminar al agente etiologico que las
produjo. En el afio 2005, Muriel y colaboradores disefiaron un modelo
experimental para estudiar el efecto de diversos compuestos en la reversion del
dafio hepatico. Ellos pudieron demostrar que era posible inducir un dafio y una
vez instaurado, mantenerlo para posteriormente evaluar el efecto de diversos
compuestos en la reversion del dafo. Este disefio resulta interesante ya que en
la practica clinica generalmente ocurre que los pacientes llegan con el dafio
hepatico ya establecido en busca de una cura a su enfermedad. Hoy en dia no
existe ningun tratamiento farmacoldgico que sea capaz de revertir la cirrosis
hepatica, por lo que los estudios donde se pruebe la eficacia de un farmaco
ante este mal resulta de mucho interés.

El dafio hepatico provocado por la administracion de CCl,; durante 8
semanas y luego durante 4 semanas mas, no se administré6 el agente
etiolégico, estuvo acompafiado de un incremento en los niveles séricos de la
enzimas ALT y y-GTP, indicando un dafio hepatico a nivel celular. Sin embargo,
tras suspender la administracion del CCl, los niveles séricos de ambas enzimas
regresaron a sus valores normales. Existen dos posibilidades para este efecto:
se toma en cuenta que la vida media de la circulacion en sangre de la ALT es
de 47 horas (Giannini et al., 2005), y de la y-GTP es de 96 horas, se puede
pensar que al dejar de inducir el dafio durante un mes, las enzimas presentes
en sangre fueron depuradas, lo que impidi6 observar el buen efecto
hepatoprotector del farmaco. Cabe otra posibilidad para explicar estas
respuestas: la administracion de CCl, durante 8 semanas pudo traer consigo
una pérdida muy grande de masa hepatica funcional, lo que trajo como
consecuencia que una vez suspendida la administracion del agente

hepatotoxico, el higado no tuviera oportunidad de sintetizar ambas enzimas y
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esto impidié cuantificar niveles elevados de ellas en sangre (Friedman, 2004) y
por lo tanto, evaluar el efecto hepatoprotector de la NAC.

Una de las funciones mas importantes que realiza el higado es la de
mantener los niveles normales de la glucosa en sangre, a través de procesos
bioguimicos como la gluconeogénesis y la glucogendlisis. Se pudo observar
que la administracion de CCl, durante ocho semanas produjo una disminucion
importante del contenido de glucégeno hepatico, cabe sefialar que esta
deplecién se mantuvo por debajo de los valores normales por un mes mas, tras
suspender la induccion del dafio. La administraciéon de la NAC durante 4
semanas trajo como resultado una reversion del dafo. Itinose y colaboradores
(1994) pudieron observar que la NAC estimul6é un incremento la tasa de
depdsito de glucogeno tras inducir un dafio con paracetamol, o que nos vuelve
a demostrar el buen efecto hepatoprotector de nuestro compuesto.

Mucho se ha hablado acerca del efecto antioxidante de la NAC, el cual
fue comprobado nuevamente en este trabajo. En este estudio, la administracion
de CCl,; durante 8 semanas trajo consigo un incremento en los niveles de
malondialdehido, marcador que evalla el grado de peroxidacion lipidica a nivel
membranal, asi como también provocé una deplecién en los niveles de GSH,
defensa antioxidante citosoélica principal de las células. La administracion de
NAC logré revertir ambas respuestas. La NAC ha demostrado mejorar la
oxigenacion tisular en los pacientes con falla hepatica fulminante (Harrison et
al., 1991) y mejorar la microcirculacion después del trasplante hepéatico
(Koeppel et al., 1996). También se ha reportado que la NAC disminuye el dafio
causado por una sobredosis de paracetamol en humanos (Prescot, 1983) y
disminuye el dafio hepético y previene la deplecién de glutation en el plasma y
el higado en el raton (Bray et al., 1992). La NAC tiene varios mecanismos por
los cuales puede ejercer su efecto antioxidante 1) se considera un precursor
del aminoécido cisteina, el cual es el aminoacido limitante para la sintesis de
GSH y 2) posee un grupo sulfhidrilo con el cual es capaz de terminar la
reactividad de las ROS (Lauteburg et al., 1983), debido a esto era de esperarse
que la administracion de NAC para salvaguardar o incrementar la capacidad de
proteger al higado contra el dafio oxidativo iba a ser positiva.

Por dltimo en este trabajo también se evalué la capacidad antifibrogénica

del compuesto al cuantificar el contenido de colagena tanto bioquimicamente

77



como histolégicamente. Existen evidencias de que el estrés oxidativo ha sido
detectado en casi todas las condiciones de la enfermedad hepatica crénica
tanto clinica como experimental con diferentes etiologias e indices de
progresion de la fibrosis (Pietrangelo, 1998; Poli y Parola, 1997; Parola et al.,
1999), éste representa un estimulo pro-fibrogénico directo o indirecto para la
activacion de las HSC, lo cual es sugerido por que en diversos estudios el
empleo de antioxidantes previenen el estrés oxidativo, la peroxidacion lipidica y
la fibrosis hepética (Parola et al., 1992; Pietrangelo et al., 1995; Galicia-Moreno
et al., 2009). Por otra parte, sefiales de estrés oxidativo y peroxidacion lipidica
son concomitantes o preceden la activacion de las HSC y el depoésito de
colagena (Tsukamoto, 1995). Aunque se ha cuestionado que las HSC no
pueden ser directamente sujetas al estrés oxidativo en una fibrosis
experimental (Montosi et al., 1998), la exposicion de cultivos humanos o de rata
de HSC a sistemas pro-oxidantes o a un medio que contenga productos
liberados de hepatocitos bajo un estado oxidativo, trae como resultado un
incremento de la expresion génica y de la sintesis de la procolagena tipo | y
estos efectos son blogueados por el uso de antioxidantes (Parola et al., 1993;
Casini et al., 1997).

Por otro lado, el TGF-B es la citocina pro-fibrogénica principal, reportes
diversos han mostrado una interrelacion entre la sefializacién del TGF-B y la
formacion de ROS en modelos in vitro (De Bleser et al., 1999; Garcia-Trevijano
et al., 1999; Herrera et al., 2004; Albright et al., 2004). A su vez, las ROS
pueden mediar muchos de los efectos pro-fibrogénicos del TGF- facilitando la
activacion de la forma latente de éste (Barcellos-Hoff y Dix, 1996). Se puede
pensar que al impedir la activacion del TGF- asi como ejerciendo su excelente
efecto antioxidante, la NAC puede revertir la fibrosis inducida por la

administracion crénica de CCl,.
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9. Resumen de resultados

La administracion de NAC de manera cronica fue efectiva para
prevenir el dafio hepatico inducido por la LCBC, asi como también
mostro respuestas favorables para revertir una cirrosis
previamente establecida mediante la administracion cronica de
CCl,.

En el dafio hepatico inducido por la ligadura del conducto biliar
comun, efectivamente el estrés oxidativo no es el mecanismo
principal para inducirlo, pero sin embargo juega un papel
importante para la exacerbacion de éste.

La NAC no s6lo mostré sus buenos efectos antioxidantes ante el
dafio colestatico, también se observaron sus efectos
inmunomoduladores excelentes al prevenir la expresion de las
citocinas TGF-B, IL-6 y al incrementar la expresion de la citocina
anti-inflamatoria I1L-10.

La administracion de la NAC como de trolox lograron provocar
respuestas semejantes ante un dafio colestético, lo que vuelve a
confirmar el papel tan importante que tiene el estrés oxidativo en
el dafio hepatico inducido por la LCBC.

En cuanto a la reversion del dafio hepatico, la NAC logré6 mostrar
buenos efectos, relacionados a sus efectos antioxidantes pero
mas a su buen efecto antifibrético, quiza por la capacidad que
tiene de impedir la expresion de la citocina profibrética por

excelencia, el TGF-.
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10.Conclusion
Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este proyecto y
considerando la terapéutica actual con la que se cuenta para el
tratamiento de la cirrosis hepatica podemos sefialar a la NAC como una
posible alternativa para su evaluacion en estudios clinicos vy
posteriormente, un buen farmaco para el tratamiento de esta

enfermedad.
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11. Perspectivas

1. Debido al buen efecto que tiene ambos compuestos sobre la
expresion de la citocinas: el TGF-B, la IL-6 y la IL-10 se podria evaluar la
capacidad de la NAC en la expresion de otras citocinas que participan
en el proceso de dafio hepatico como el TNF-q, la IL-13 entre otras, y no
solo su expresion, si no ver cudl es el efecto que tiene el compuesto a
nivel de ARNm en estas y las otras citocinas, para ver si su respuesta se

debe a cambios a nivel transcripcional o traduccional.
2. Tomando en cuenta que la NAC fue capaz de prevenir y revertir

la cirrosis hepética podemos pensar que podria ser candidato para

poder ser evaluado en estudios clinicos.
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