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ABREVIATURAS

ATMC acido trimetilcolchicinico
ATP adenosin trifosfato

c colchicina

CaCl, _ cloruro de calcio

CClye radical libre triclorometilo
CCl, tetracloruro de carbono
Cu cobre

EGTA acido etilen-diamino-tetra-acético
FA fosfatasa alcalina

Fe hierro

y-GTP y-glutamil transpeptidasa
HCI acido clorhidrico

KOH hidréxido de potasio
MDA malondialdehido

NaOH hidréxido de sodio

NaHCO, bicarbonato de sodio

TGP transaminasa glutdmico-pinivica
Pi fosforo inorgénico
PNA p-nitroanilina

PNFF p-nitrofenil fosfato



RESUMEN

La colchicina es el medicamento mas efectivo para el tratamiento de la cirrosis hepatica, sin
embargo debido a su toxicidad se han evaluado otras sustancias. Las moléculas estructuralmente
similares a la colchicina pueden ser buenas alternativas,

El propésito de este trabajo fue comparar los efectos benéficos de la colchicina con log del
4cido trimetilcolchicinico (ATMC), un colchicenoide menos téxico que la colchicina, en la cirrosis
inducida por CCl,.

Se utilizaron ratas wistar macho a las que se les administré colchicina o 4cido
trimetilcolchicinico a una dosis de 10pg/rata/dia junto con el CCl, durante 8 semanas o se les
administr6 primero durante 8 semanas el CCl, y después se les traté durante cuatro semanas ms con
los medicamentos a la dosis sefialada.

Se determiné el contenido de glucégeno hepitico y el grado de lipoperoxidacién en muestras
de higado. En el suero se midieron las actividades de la fosfatasa alcalina, de la y-glutamil
transpeptidasa y de la transaminasa glutdmico-pinivica. Se aislaron membranas plasmaticas de
hepatocitos y se determinaron en éstas las actividades de la fosfatasa alcalina, la y-glutamil
transpeptidasa y la ATPasa de Ca?* de alta afinidad.

Se encontré que ambos compuestos previenen y revierten parcialmente las mﬁvi@u de las
enzimas séricas y membranales, asi como el contenido de glucdgeno hepitico.

Gracias a su baja toxicidad, el ATMC parece ser una buena opcién para el tratamiento de la

cirrosis hepatica.



L INTRODUCCION

1. Morfologia Hepatica

Todos los vertebrados poseen higado. En los humanos es la glandula mas grande del
'organismo, por lo general pesa de 1.2 a 1.6 kg, comprendiendo del 2 al 3% del peso corporal. Se
localiza en las regiones hipocondrica derecha y epigastrica, pero a veces llega hasta la region
hipocéndrica izquierda. Su cara superior se acomoda por debajo del diafragma y se apoya sobre el
rifion derecho, la porcion superior del colon ascendente y el extremo pilérico del estémago. En el
humano se observan cuatro I6bulos unidos parcialmente y esta cubierto por una cépsula de tejido
conjuntivo (capsula de Glisson). El hilio esta bien definido y por él entran y salen vasos sanguineos
y los conductos hepaticos (Guyton, 1992).

El higado es un érgano ricamente vascularizado que recibe mas o menos un cuarto
del gasio cardiaco. Por €l pasan aproximadamente 800 a 1000 ml de sangre proveniente de la vena
porta a través de los sinusoides hepaticos cada minuto. Dicha sangre, recogida del estomago, del
bazo, del pancreas y del intestino, es rica en sustancias nutritivas, pero relativamente pobre en
oxigeno. Hay un flujo adicional de sangre de aproximadamente 400 ml/min en los sinusoides
proveniente de la arteria hepatica, derivada del tronco celiaco de la aorta, que transporta sangre bien
oxigenada. Ambos sistemas de aporte sanguineo se mezclan al pasar por los sim.Jsoides de los
lobulillos. La sangre de los sinusoides fluye hacia el centro de cada lobulillo donde es recogida por
la vena central (Guyton, 1992).

Los sinusoides son vasos de paredes delgadas carentes de lamina basal o una pared

de células musculares que refuerce a las células endoteliales, las que se sobreponen unas con otras
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y no muestran un mecanismo adhesivo intercelular extensivo por lo que aparentemente el contenido
del espacio vascular pasa con libertad hacia el espacio perivascular, conocido como espacio de Disse.

La unidad estructural clasica del higado es el lobulillo hepatico ( Fig 1), un prisma
poliédrico de tejido de unos cuantos milimetros de longitud y de 0.8 a 2.0 mm de didmetro. El higado
humano contiene 1,000,000 de lobulillos aproximadamente. El lobulillo hepético contiene placas
anastomosadas de células parenquimatosas que se extienden en direccién centrifuga desde una vena
central formando un sistema laberintico de sinusoides sanguineos. Cada placa suele tener un espesor
de dos células; entre las células vecinas hay pequefios canaliculos biliares que se vacian en conductos
biliares terminales situados a lo largo de los bordes del poliedro entre lobulillos vecinos (Jones y
Mills, 1978). En dichos bordes también hay pequeiias vénulas portales que se comunican con la red
de sinusoides y de alli a la vena central de tal manera que todas las células hepaticas quedan
expuestas en uno de sus lados al flujo de sangre portal. En los tabiques interlobulillares también hay

arteriolas hepaticas que proporcionan sangre arterial.

Fig. 1. Segmento de lobulillo hepitico. Las laminas cclulares y los sinusoides se disponen en forma radial alrededor de
la vena central (vénula hepitica terminal). La sangre, proveniente de terminales de la vena porta y de la arteria hepitica,
situadas en los canales portales, fluye a lo largo de los sinusoides y se vacia en la vena central. (Dibujo basado en una
ilustracién de A.W. Ham. Texbook of Histology. 1.B. Lippincott Company, Filadelfia, 1965).
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La célula hepitica parenquimal, o hepatocito es la principal variedad celular en el
higado, representando el 77.8% de las células que constituyen dicho érgano, el resto corresponde a
células endoteliales, células de Kupffer y células de Ito. (Blouin et al., 1977, Homma et al., 1982).

Los hepatocitos se disponen formando placas o hileras comprendidas entre dos tipos
de espacios: el espacio sinusoidal, por el que circula la sangre y el espacio canalicular, al cual se
secreta la bilis.

Los hepatocitos son células poligonales con un gran nicleo central a menudo
heteroploide que contiene en su citoplasma diversas enzimas relacionadas con el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas. El hepatocito es la célula responsable de la mayoria de las
- funciones del higado. Este es un tipo celular singularmente polarizado, distinguiéndose en él tres
superficies o dominios membranales con caracteristicas estructurales y bioquimicas especializadas
muy diferentes: la superficie sinusoidal, de cara al espacio de Disse, en la que se observan numerosas
microvellosidades irregulares, es éste el sitio a través del cual se efectda el intercambio directo y
rapido de metabolitos entre el hepatocito y la sangre; la superficie intercelular, especializada en la
unioén y comﬁnicacién entre hepatocitos adyacentes; y la superficie canalicular, en la cual también
se observan microvellosidades pero mas regulares que las de la superficie sinusoidal, este dominio
membranal da luz al canaliculo biliar, formado por el espacio existente entre las superficies
canaliculares de dos o mis hepatocitos adyacentes y que tiene aproximadamente de 1-2 p de
diametro. Se ha estimado que dichos dominios membranales representan el 50, 37 y 13%
respectivamente del drea membranal de los hepatocitos (Loud, 1968; Migai, 1979). Los dominios
sinusoidal e intercelular corresponden a la superficie basolateral y el dominio canalicular a la apical

o superficie secretoria de las células hepaticas, cuando se aplica la terminologia en uso para los



epitelios de transporte en general.

Se han realizado estudios en subfracciones aisladas de hepatocitos que muestran una
polarizacién bioquimica de estas células. La subfraccién derivada de la superficie sinusoidal se
caracteriza por una alta actividad de la adenilato ciclasa sensible a ‘glucagon, la subfraccion
correspondiente al dominio canalicular presenta alta actividad de diferentes enzimas como la ATPasa
de Mg¥, la S'nucleotidasa, la nucleétido pirofosfatasa y la fosfatasa alcalina; por ultimo la
subfraccién derivada de la superficie de contacto entre hepatocitos muestra baja cantidad de las
enzimas mencionadas ( Evans, 1980; Wisher y Evans, 1975).

En los sinusoides se pueden observar otros tipos de células hepiticas. Las células
endoteliales recubren las paredes de los sinusoides hepiticos, representando el 2.8% del volumen
hepético (Blouin et al., 1977), carecen de una limina basal que las adhiera fuertemente entre si, lo
que permite la comunicacién directa entre los sinusoides y el espacio de Disse y por consecuencia
entre el hepatocito y la sangre (Wisse, 1979).

Las células de Kupffer también forman parte del higado, usualmente reposan sobre
el endotelio, pero también pueden estar embebidas en él (Wisse, 1979). Son células voluminosas que
muestran las principales caracteristicas de los macréfagos: contienen numerosas vesiculas fagociticas
y abundantes lisosomas (Homma et al. 1982; Tord et al., 1962).

El ultimo tipo celular hepatico son las células de Ito, también conocidas como células
almacenadoras de grasa, perisinusoidales, lipocitos y més recientemente células estelares. Son
parecidas a fibroblastos y en su citoplasma se observa una gran cantidad de gotas lipidicas. Se
localizan en el espacio de Disse por debajo de las células endoteliales, su funcién principal es el

almacenamiento de vitamina A, pero también pueden intervenir en la sintesis de colagena en el



higado (Ito, 1978).
La compleja arquitectura del higado y las caracteristicas citolégicas y citoquimicas
de las diversas células que lo constituyen se reflejan en la gran variedad de funciones altamente

especializadas que desempeiia dicho 6rgano.

2. Funcion Hepitica

El higado tiene una gran diversidad de funciones, de tal forma que resulta imposible
separarlas de las de otros sistemas del organismo.

Las funciones basicas del higado pueden dividirse asi:

1. Funcion secretora para vaciar bilis en el tubo digestivo.

2. Funciones vasculares de almacenamiento y filtracion de sangre.

3. Funciones metabdlicas relacionadas con la mayor parte de los sistemas metabolicos del
organismo.

Los hepatocitos forman continuamente bilis, la cual es secretada a los canaliculos
biliares, de alli pasa hacia la periferia del lobulillo hepatico para continuar por conductos de diametro
progresivamente mayor hasta alcanzar el conducto hepatico y el colédoco, desde donde se vacia
directamente en el duodeno o se almacena y concentra en la vesicula biliar. La bilis tiene entre otros
cdmponentes, sales biliares, colesterol, fosfolipidos y pigmentos biliares. La lecitina, que es el
fosfolipido mas importante y el colesterol son insolubles en agua, pero son capaces de formar
micelas mixtas con las sales biliares por lo que permiten se lleve a cabo la emulsificacién de las
grasas antes de su digestion (Jones y Mills, 1978).

Gran parte del gasto cardiaco llega al bazo y al intestino para terminar en el sistema
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venoso portal que junto con el flujo de sangre arterial pasa por el higado recibiendo el nombre de
circulacién esplicnica. Dicho érgano ayuda a regular el volumen sanguineo sirviendo como
reservorio, gracias a su gran capacidad vascular y de distension. Durante la embriogénesis y en.
ciertas enfermedades del adulto tiene actividad hematopoyética. Ademas, gracias a la abundancia
de macréfagos, filtra de la corriente sanguinea materiales de diferentes origenes y dimensiones,
especialmente bacterias y antigenos provenientes del intestino, siendo uno de los principales filtros
de particulas extraiias (Jones y Mills, 1978).

Con respecto al metabolismo de carbohidratos, sintetiza y almacena glucégeno y lo desdobla en
glucosa dependiendo de las demandas del organismo, o puede mantener el nivel normal de glucosa
en la sangre por gluconeogénesis, ademas de que interviene en la formacion de muchos compuestos
quimicos importantes partiendo de intermediarios del metabolismo glicido. Especificamente en el
metabolismo de lipidos convierte grandes cantidades de carbohidratos y proteinas en grasa; forma
cantidades considerables de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y lipoproteinas, ademas de que
efectia un porcentaje elevado de PB-oxidacién y formacién de acido acetoacético. Dentro del
metabolismo proteinico se encarga de la desaminacion de aminoacidos, ademas los interconvierte
regulando asi la concentracién de éstos en la sangre; convierte el amoniaco derivado del
metabolismo proteinico en urea y elabora proteinas plasmaticas, tales como albimina, globulina y
fibrinogeno (Jakoby, 1994).

El higado tiene la tendencia particular a almacenar vitaminas, sobre todo A,DyB,,.
Forma gran parte de las sustancias que intervienen en el proceso de coagulacion sanguinea como
fibrinbgeno, protrombina, globulina aceleradora, factor VII y otras menos importantes. Elabora

heparina, almacena Cu y Fe, regulando la concentracion de estos tltimos en los liquidos corporales.
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Por ultimo, interviene en el metabolismo de sustancias endbgenas, como bilirrubinas y hormonas,
asi como en el de sustancias exdgenas como drogas, aniones orgénicos y toxinas (Jakoby, 1994).
En si el higado es un érgano indispensable para la vida y el buen funcionamiento de

un organismo depende en gran medida de la integridad de él.

3. Cirrosis Hepitica
En México, la cirrosis hepitica est dentro de las cinco primeras causas de muerte
de poblacion cuya edad esta comprendida entre los 25 y 65 afios (Narro-Robles et al., 1992) (Fig.

2):

Edad Total Masculino Femenino
Total 4 4 9
<1afio 15 16 13
1-4 afios 14 15 14
5-14 afios 16 16 15
15-24 afios 11 10 17
25-34 afios 3 3 5
35-44 afios 1 1 1
45-54 afios 1 1 1
55-64 afios 2 1 2
65 y mis 6 6 1

Fig. 2. Lugar que ocupa la cirrosis hepitica y otras enfermedades cronicas del higado como causa de muerte en la
poblacion total y por sexo, segin grupo de edad, en la Republica Mexicana, 1985, Secretaria de Salud, Direccion General
de Informacién y Estadistica. Tomado de Narro-Robles, J. Salud Publica Mex. 34:378, 1992. !

La cirrosis hepatica es una enfermedad crénica generalmente progresiva, siendo el
resultado final de una gran diversidad de estados patologicos que van desde los desordenes genéticos
hasta aquellos producidos por la ingestion de un espectro muy amplio de agentes téxicos.

El higado cirrético generalmente aumenta su tamafio y su consistencia es firme,
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aunque en los estados avanzados su tamaiio puede estar disminuido. La alteracion se caracteriza por
dafio celular generalizado, regeneracién del parénquima hepitico, incremento del tejido conjuntivo
con formacion de septos o bandas de coligena que rodean nédulos de hepatocitos y distorsion de la
arquitectura hepatica que dan como resultado modificaciones estructurales, cambios hemodinamicos
y alteraciones funcionales ( Becker, 1975; Rojkind y Dunn, 1979).

Las alteraciones observadas en la composicién del tejido conectivo del higado, como
ocurre en la cirrosis, pueden modificar el microambiente del hepatocito, lo que puede influir en gran
medida en la funcién y metabolismo celular, explicindose asi las alteraciones bioquimicas
observadas en los hepatocitos cirréticos (Rojkind y Dunn, 1979).

La cirrosis hepétic.a es una alteracion dindmica en la que la sintesis y depésito de
tejido conectivo estan sujetos a un fino control regulatorio, de tal forma que la inhibici6n de pasos
criticos prevendria su depésito y la formacién de la cicatriz, por lo que se necesita investigar para
encontrar y definir diferentes estadios de la enfermedad y para desarrollar medicamentos especificos

y seguros para el tratamiento de la cirrosis.

4. La Cirrosis Hepitica Inducida por CCl,

La cirrosis experimental se puede definir como una lesién cronica del higado que
culmina eventualmente con anormalidades en la estructura y funcion del 6rgano. Las alteraciones
anatomicas incluyen la pérdida del parénquima hepatico, el desarrollo de la fibrosis y la distorsion
de la arquitectura normal del higado.

Se dice frecuentemente que cuando una enfermedad humana se puede reproducir en

animales de laboratorio, se logra superar uno de los mayores obstaculos que existen para entender
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y controlar la misma.

Distintos agentes quimicos son capaces de producir dafio hepatico que culmine en
cirrosis. Cuando el dafio es de baja intensidad y el nimero de células destruidas es pequeiio, es
probable que no se estimule la regeneracion de los hepatocitos y solamente se produzca una pequeiia
cicatriz.  Si el estimulo es tnico existe la posibilidad de reabsorcion del tejido cicatricial y
remodelacion. Cuando la lesion se produce frecuentemente, el proceso cicatricial continiia
produciéndose primero una fibrosis y posteriormente una cirrosis hepatica. Bajo estas condiciones
la regeneracion hepética es minima o inexistente y el fenémeno cicatricial es el predominante
(Rojkind y Kersenobich, 1981 a y b) (Fig.3).

El1 CCl, es uno de los agentes hepatotéxicos que producen cirrosis en animales de
laboratorio y provoca alteraciones muy semejantes a las encontradas en la cirrosis del higado
humano. Este agente se puede utilizar como una herramienta valiosa para entender la patogénesis
y las lesiones en esta enfermedad. (Pérez Tamayo, 1983).

El CCl, produce cambios bioquimicos detectables en el higado y ademas provoca
alteraciones en el contenido de glucogeno, ribonucleoproteinas, lipidos hepaticos y sistemas
enzimaticos incluidos en la membrana plasmatica de los hepatocitos (Mourelle et al. 1981; Muriel
y Mourelle, 1992).

E1 CCl, se us6 como agente anestésico (Recknagel, 1967) y desde el siglo pasado se
reconocidé que su administracion producia atrofia aguda del higado, por lo que su uso fue
abandonado. El CCl, como un veneno industrial preocupé a las generaciones de médicos de finales
del siglo XIX y principios del XX. En 1921 se usé como antihelmintico, lo que ocasioné problemas

en la poblacién tratada. Durante los primeros afios del presente siglo su estudio se enfocd
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principalmente a las condidc;nes dietéticas que disminuian o aumentaban el dafio producido por CCl,
(Wells, 1925).

El estudio del mecanismo de accién del CCl, ha creado controversias, de tal forma
que se han postulado diferentes hipétesis para explicar los efectos observados al administrar dicha
sustancia. Calbert y Brody (1960) postularon la hipétesis de las catecolaminas, mas esta hipétesis
no es del todo satisfactoria, ya que el bloqueo simpético no protege contra el dafio producido por
CCl,. Reynolds y Thiers (1962) sugirieron que el CCl, producia toxicidad simplemente por su efecto
como solvent; de los lipidos membranales. Dianzani et al. (1966) propusieron dafio directo y
primario sobre la mitocondria (hipétesis mitocondrial) en la que se observa descontrol y
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. Hay otra hipétesis que menciona que el CCl,
disminuye la sintesis de proteinas (Recknagel, 1967) sin embargo se desvaloriz6 pues otro tipo de
agentes que disminuyen la sintesis de proteinas no promueven la infiltracion grasa en el higado como
se observa con el CCl, (Seakins y Robinson,1963).

Los estudios de Butler (1961), de Writschafter y Cronyn (1964) y de Gregory (1966)
sobre la formacién de radicales libres como producto metabélico del CCI, (por ejemplo el radical
libre triclorometilo, CCl,*) complementados con los conocimientos de la proteccion
proporcionada por los antioxidantes como la vitamina E (Bernheim, 1963; Gallagher, 1962;
Hbve, 1948), llevaron a Recknagel y Ghoshal (1966) a proponer la hipétesis de la lipoperoxidacion,
siendo ésta la mas aceptada en la actualidad. Dicha hipdtesis argumenta que la mayoria de los efectos
producidos por el CCl, dependen de su metabolismo previo por un complejo sistema enzimatico
localizado en la membrana del reticulo endoplasmico liso: las oxidasas de funcién mixta (Mason et

al., 1965) que consta de un conjunto de enzimas involucradas en el metabolismo de drogas y
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compuestos exdgenos. iZI CCl, es metabolizado en el citocromo P,s, (Recknagel y Glende, 1973;
Sipes et al., 1977, Slatter, 1966) con la consecuente formacién del radical libre triclorometilo
(CCl,e) altamente reactivo, el cual oxida los grupos metilénicos adyacentes a carbonos con dobles
enlaces en las cadenas de los 4cidos grasos polienoicos de los lipidos membranales del reticulo
endopléasmico formandose cloroformo (CHCL,) y el correspondiente radical libre organico (Rao y
Recknagel, 1969) que es sensible de reaccionar con el oxigeno (McMillan y Calvert, 1965)
formandose rapidamente el radical peréxido (R-OO¢) y posteriormente el peroxido organico. El
il-OO- pued;: también sustraer hidrégenos de las cadenas polinsaturadas y formar un hidroperéxido
(Holman, 1954) o endoperdéxido (Pryor y Stanley , 1975; Pryor et al. 1976) (Fig. 4).

Los peroxidos organicos son en general compuestos muy inestables que

experimentan un gran nimero de reacciones muy complejas que conducen a ruptura de las
cadenas hidrocarbonadas con la formacién de aldehidos y cetonas (Gardner, 1975), compuestos
carbonilicos hidroxinsaturados (Schovens;tein, 1967), malondialdehido, hidrocarburos de cadena
corta como etano, pentano y otros.

Los peréxidos organicos también pueden experimentar ruptura homolitica,
conduciendo a la formacion de dos nuevos radicales libres, los cuales pueden atacar los puentes
metilénicos vecinos. El proceso, una vez iniciado, es autocatalitico.

Estudios metabélicos mas recientes realizados in vitro (Kubic y Anders, 1980; Mico
et al, 1982; Poyer et al.,, 1978; Shah et al., 1979) proporcionan evidencias de que el CCl, es
metabolizado a diversos intermediarios reactivos potencialmente dafiinos como el radical CClye,
fosgeno (O=CCl,), especies electrofilicas de cloro, el radical peroxitriclorometilo (OOCCI ,¢), que

podria formarse por la accion directa del CCly» con el O, o del CCl, con el radical aninico
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superoxido (Packer et al., 1978; Roberts y Sawyer, 1981).

El proc;eso de lipoperoxidacién tiene muy serias consecuencias a nivel de membranas, las
cuales son extremadamente complejas e involucran no sélo a lipidos polinsaturados, sino también
a un gran numero de proteinas integrales de membrana ya que en dicho proceso hay alteraciones
lipido-lipido y lipido-proteina, asi como la pérdida de la conformacién estructural de las proteinas
de la membrana.

Existen evidencias de que el radical CCl,* ataca a los grupos -SH de las enzimas
(Cleveland y Sm.uck]er, 1965), disminuye la sintesis de proteinas in vivo (Smuckler et al., 1962),
produce desactivacion de los componentes del sistema de oxidasas de funcién mixta (Reynolds y
Ree, 1971) y ademas, inicia una serie de reacciones autocataliticas en cadena con los 4cidos grasos
polinsaturados que integran las membranas (Recknagel y Glende, 1973) produciéndose la
descomposicion peroxidativa de los mismos. Este evento acarrea graves consecuencias para el
hepatocito (Alfin- Slatter y Morris, 1963; Tappel, 1962 a y b) tales como la esteatosis hepatica
(Recknagel, 1967), glucogendlisis (Hickenbottom y Hornbroock, 1971), liberacién de enzimas
celulares hacia el torrente sanguineo (Dinman et al., 1962; Rees y Shinha, 1960; Zimmerman et al.,
1965), necrosis (Rouiller, 1964), hinchazén y desintegraciéon mitocondrial (Artizzu et al., 1963;
Hoffsten et al., 1962; Hunter et al., 1964 ay b, 1969; Lehninger, 1969; Reynolds et al,, 1962), asi
como la descomposicion peroxidativa de la membrana lisosomal (Artizzu et al., 1964; Desai et al.,

1964, Wills y Wilkinson, 1966).

S Deteccion y Evaluacion del Daiio Hepaitico

La determinacion de la actividad de las enzimas hepaticas liberadas a la sangre debido
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al daiio hepatico se ha vuelto una de las herramientas mas utiles en los estudios de hepatotoxicidad.

La aplicacion de la metodologia de las enzimas séricas para la determinacion del daiio
hepatico fue introducida en 1930-1950 con la demostracién de la actividad sérica anormal de la
fosfatasa alcalina (Roberis, 1933) y la colinesterasa (Brauer y Root, 1946) en el dafio hepatico.

Zimmerman (1978) clasifica a las principales enzimas séricas en cuatro categorias,
basandose en su especificidad y sensibilidad a los diferentes tipos de dafio hepatico:

1). Enzimas cuya elevada actividad sérica refleja daiio colestatico mas sensiblemente
que dafio parenquimal, como la fosfatasa alcalina (FA) y la y-glutamil transpeptidasa (y-GTP).

2). Enzimas que indican daiio en el parénquima hepatico producido por un agente
citotoxico. Este grupo inclu;'e:

a). Enzimas inespecificas que pueden reflejar dafio en tejidos extrahepaticos, como la

transaminasa glutamico oxalacética (TGO) y la lactato deshidrogenasa (LDH).

b). Enzimas localizadas principalmente en el higado como la transaminasa glutamico
piravica (TGP).
c). Enzimas localizadas casi exclusivamente en el higado, como la omnitina carbamil-

transferasa (OCT) y la sorbitol deshidrogenasa (SDH).

3). Enzimas insensibles al dafio hepatico, pero que se elevan cuando hay dafio
extrahepatico, como la creatinina fosfocinasa.

4). Enzimas cuya actividad sérica se deprime en el dafio hepatico, como la
colinesterasa.

La transaminasa glutamico-pinivica (TGP) es una enzima que se localiza en el

citoplasma del hepatocito que cataliza la siguiente reaccion:
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alanina + a-cetoglutarato — glutamato + piruvato.

Esta misma eleva su actividad en el suero cuando el hepatocito pierde su integridad
y se ha establecido que diversos estados necroticos son detectables gracias a ella (Molander et al,,
1955), sin embargo también se ha demostrado que la TGP es una medida insensible de esteatosis
hepatica (Asada, 1958 y Goshal et al., 1969).

La FA yla y-GTP pueden utilizarse para determinar dafio hepatico obstructivo. Las
actividades en suero de estas enzimas, localizadas en las membranas de los hepatocitos y de las
células de los conductos biliares, aumentan durante la colestasis o dafio hepatobiliar en humanos
(Batsakis et al., 1968; Dajer et al., 1978 y Whitfield et al., 1972).

La y-GTP es una enzima unida a la membrana, cataliza la transferencia del grupo
y-glutamil del glutatién a un aminoécido o a un péptido que actia como receptor de acuerdo a la
siguiente reaccion;

glutatién + aminoacido — y-glutamilaminoacido + cisteinilglicina

Esta reaccion es muy importante en el metabolismo del glutation y se ha postulado
que ésta o reacciones analogas estan involucradas en el transporte de aminoacidos a través de la
membrana por interaccion, tanto con aminoécidos extracelulares, como con glutation intracelular,
asi el amino4cido entra a la célula como un y-glutamilaminoécido.

La y-GTP presenta relativamente baja especificidad con respecto al donador Y-
glutamilo, lo cual permite su cuantificacion sencilla a partir de métodos colorimétricos (Meister et
al., 1976).

La FA es una enzima ampliamente distribuida en la naturaleza. En los vertebrados

se encuentra en diferentes tejidos.
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En cuanto a la distribucion de la FA, dentro de los 16bulos hepaticos se ha visto que
en la rata la actividad predomina principalmente en la porcion periportal.

La FA es una enzima no especifica, puede hidrolizar muchos compuestos de fosforo,
aunque puede haber mayor especificidad para algunos compuestos como los ésteres fenolicos. En
muchas de las pruebas quimicas se usa como sustrato el p-nitrofenilfosfato:

p-nitrofenil fosfato — p-nitrofenol + Pi

La funcién de esta enzima no esta bien entendida. En general se considera que esta
encargada de la hidrélisis de ésteres de fosfato. Se ha visto que todas las fosfatasas alcalinas son
capaces de transferir grupos fosfato de un alcohol a otro.

Se ha sugerido que la FA ayuda a mantener el estado estacionario de metabolitos
fosforilados intracelulares (Sela y Sachs, 1974).

En los 50's se describi6 un tipo de transporte de cationes en el hepatocito que requiere
energia metabolica (ATP) ya que liberaba ADP y Pi por lo que se concluyé que debia estar
involucrada una ATPasa. En la actualidad se sabe que existen en el hepatocito varias ATPasas:
Na'-K*, Ca** y Mg*".

Uno de los sistemas enzimaticos membranales que juega un papel preponderante en
las células es el de las ATPasas. Estas enzimas membranales son muy sensibles a cambios en la
estructura de la bicapa lipidica, se ha demostrado que pequefios cambios en el microambiente que
los rodea son capaces de modificar sus actividades (Boyer, 1971; Erlinger et al., 1969; Gimon et al,
1977, Hokin y Hesum, 1972; Kimelberg y Papahadjopoulis, 1974; Kyte, 1975; Skou, 1965; Tanaka
y Strickland, 1965; Uesugi et al., 1971).

En los hepatocitos estas enzimas son muy importantes ya que ademas de regular los
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gradientes de cationes, controlan el transporte de nutrientes indispensables (amino4cidos y aziicares)
y el transporte de acidos biliares. Debido a la gran actividad metabdlica que desempeiia el higado,

el papel de las ATPasas es muy importante.

6. Tratamiento de la Cirrosis Hepitica

El tratamiento de la cirrosis hepatica comprende dos aspecto; fundamentales. El
primero es el tratamiento sintomatico de las complicaciones de la misma, tales como el manejo de
la hipertension portal (sangrado de varices esofagicas y retencién de liquidos) y de la insuficiencia
hepatica (encefalopatia hepatica y desnutricién). El segundo consiste en el tratamiento de la
enfermedad misma que ha sido posible en afios recientes gracias al avance en el conocimiento de la
fisiopatologia de la cirrosis hepatica.

En la actualidad se ha encontrado que es posible influir favorablemente la cirrosis
hepatica por medios farmacolégicos. Se han empleado diversos agentes con probable actividad
antifibrogénica, con especial atencion en sustancias que alteran el curso de los eventos inflamatorios
que preceden a la fibrosis y sobre aquellas que impiden la sintesis, dep6sito y/o procesamiento de
colagena (Rojkind y Kershenobich, 1983).

La colchicina es la droga que ha reportado mayores cualidades benéficas para el

tratamiento de la cirrosis, mostrando varios efectos farmacolégicos:

1). Efecto antifibrogénico:
a) Inhibe el transporte transmembranal de las proteinas de exportacion, tales como la

colagena (Ehrlich y Bornstein, 1972 y Olmstead y Borisky, 1973).
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b) Inhibe la sintesis de coldgena (Ehrlich et al., 1974).

¢) Induce in vitro la produccién de colagenasa y la liberacién de procolagenasa activada por
proteasa (Harris y Krane, 1971).

2). Efecto antiinflamatorio:

a) Inhibe la citotoxicidad mediada por neutréfilos dependientes de anticuerpos, la
movilizaci6n, adherencia y quimiotaxis de los neutrofilos (Malech et al., 1978; Spilberg et al., 1979).

b) Inhibe la liberacién de histamina por los leucocitos y la liberacién de cininas plasmaticas
invitro (Malech et al, 1978; Spilberg et al., 1979).

_3). En ratas ciréticas favorece las alteraciones de la activjdad del sistema adenilato
ciclasa de la membrana plasmética del hepatocito. En consecuencia corrige las alteraciones en el
contenido de AMPc y glucégeno (Mourelle et al., 1981).

4). Protege las membranas plasmiticas y estabiliza las enzimas que tienen los grupos
-SH en su centro activo (Schnell et al., 1976).

3). Incrementa la permeabilidad en los canaliculos biliares (Bajwa y Fujimoto, 1983).

6). Previene alteraciones de las ATPasas (Mourelle et al., 1983).

) 2 Féarmaco seguro cuando se administra oralmente a una dosis diaria de 1.2 mg, sin

embargo puede ser téxico e inclusive mortal a dosis mas altas (Kershenobich et al., 1979).

y 8 Absorcién, Distribucién, Metabolismo y Eliminacién de la Colchicina
En la estructura quimica de la colchicina se reconocen 3 anillos: el primero es
aromatico y el segundo y tercero estdn compuestos por siete dtomos. El tercer anillo, de tropolona,

le conficre a la molécula cierta acidez entre los fenoles y los 4cidos carboxilicos. Se mencionan dos
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valores de pka para la colchicina, un valor de 1.7 y otro de 12.3, lo cual sugiere que a pH fisiolégico,
la colchicina posee cierta polaridad dada por el grupo amido.

Los estudios realizados por Boyland y Mawson (1938) sugieren que la
colchicina se absorbe como tal por via oral y que sélo una pequeiia fraccién es transformada a
colchiceina (O-10-desmetilcolchicina), un derivado aparentemente menos potente que la colchicina
en su accion sobre la gota (Wallace, 1959).

Cuando se administra al hombre por via oral, alcanza niveles maximos en sangre
aproximadamente a las dos horas (Wallace y Ertel, 1973). Sin embargo las concentraciones que se
observan en el suero son muy pequeiias y han hecho pensar que existen problemas de absorcién del
co;nphcsto a nivel del tracto digestivo.

Wallace et al. (1970), observaron que cuando se administraba la colchicina al hombre
por via intravenosa rapidamente desaparecia de la sangre, con un tiempo de vida media de 20
minutos si los pacientes tenian el higado y el rifién sanos. Observaron ademds que en pacientes con
enfermedad hepdtica cronica, el tiempo de vida media era menor, mientras que en pacientes con
enfermedad renal crénica severa, el tiempo de vida media era ligeramente mayor comparado con el
calculado en los pacientes usados como control.

Se han sefialado al higado, al bazo, al rifién y al intestino como los érganos donde se
acumula mas la colchicina (Back y Walaszek, 1952). Algunas células son capaces de concentrar la
colchicina en grandes proporciones; se ha encontrado que los leucocitos acumulan la colchicina en
concentraciones de 3 a 17 veces mas altas que las encontradas en el plasma, por lo que se ha
propuesto que estas células juegan un papel importante en la distribucién de la colchicina

representando un segundo compartimiento en el interior del organismo.
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Las vias de eliminacién de la colchicina en el hombre son principalmente la orina 3
las heces.

La toxicidad de la colchicina ha sido reconocida desde la antigtiedad; la informaciér
acerca de sus efectos proviene principalmente de tres fuentes: casos de pacientes que han ingeridc
una sobredosis de colchicina durante un tratamiento terapéutico; casos de personas que la har
ingerido con intenciones suicidas y finalmente, los estudios de toxicidad en animales.

El uso de la colchicina en el tratamiento de enfermedades como la gota y otras, h:
enfrentado al hombre con los efectos toxicos mas cominmente reconocidos de este compuesto. E:
probable que desde su introduccién en Europa por Von Storck en el afio de 1867 para el tratamientc
de la gota, los pacientes afectados por esta enfermedad, regulaban la administracién de la colchicinz
a través de la manifestacion de signos téxicos como la diarrea y el vémito, signos que se har
observado se presentan en un 80% de los pacientes inicialmente tratados con la colchicina (Wallace.
1974).

La intoxicacién aguda con colchicina en el hombre afecta gran niimero de érganos
y funciones (Carr, 1975; Dominguez et al., 1979). Stapczynski et al., (1981) dividen los sintomas
clinicos de la intoxicacién aguda con colchicina en 3 etapas de acuerdo al tiempo de aparicién. En
la primera de ella son evidentes los sintomas gastrointestinales como diarrea y vémito que producen
en el individuo un estado de deshidratacién severa; durante la segunda etapa se manifiestan cambios
en el tejido hemdtico tales como: trombocitopenia, granulocitopenia y coagulacién intravascular;
ademas transtornos de la funcién renal que pueden desenlazar en insuficiencia renal aguda, que se
complica con la aparicién de dificultad respiratoria y edema pulmonar, llegando a ocasionar en el

sujeto un estado de acidosis metabélica. Finalmente, en la tercera etapa, suele aparecer una
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leucocitosis de rebote, alopecia, y en algunos casos aplasia medular y muerte.

Se han descrito el desbalance hidroelectrolitico, el choq;xc séptico, la insuficiencia
respiratoria y el daiio al sistema nervioso central como causas de muerte de personas intoxicadas con
colchicina (Heaney et al., 1976).

Algunos efectos que se observaron entre los pacientes sobrevivientes y los que
murieron durante la intoxicaci6n son: la presencia invariable de signos gastrointestinales en ambos
grupos, algunos de los sintomas como el estado de choque, dificultad respiratoria y acidosis
metabélica, aparecieron en las personas que murieron, en cambio otros, como la alopecia y la

citopenia, se presentaron en un porcentaje mayor de las personas sobrevivientes.

8. Mecanismo de Accién de la Colchicina

En la actualidad se reconoce que la colchicina es una droga antimitética, actividad
que comparte con otros compuestos como la vincristina, la vimblastina, la podofilotoxina y la
griseofulvina entre otros. Las primeras observaciones realizadas por Lits (1934) acerca de los efectos
de la colchicina sobre la divisi6n celular, establecieron que este compuesto detiene a las células en
metafase, interaccionando con la tubulina, subunidad proteinica de los microtibulos, unidades que
forman el huso acromético y que bajo los efectos de la colchicina se disgregan (Borisy y Taylor,
1967; Lits, 1934; Shelanski y Taylor, 1967).

Ademés de su papel en la divisién celular, los microtibulos se encuentran
implicados en numerosas funciones de las células (Dustin, 1978) y en algunos casos los efectos
producidos por la colchicina pueden ser relacionados con su accion sobre ellos. Por ejemplo, la

accién que tiene la colchicina en los ataques agudos de la gota se ha explicado en parte por los
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efectos que produce la colchicina sobre los polimorfonucleares, (Malawista, 1968) en los que se ha
visto que interfiere en funciones como la motilidad (Fruhman, 1960), la fagocitosis (Maiawista y
Bodel, 1967), la quimiotaxis (Caner, 1965), la adhesividad (Penny et al., 1966) y en la liberacién de
proteinas inductoras de la quimiotaxis (Phelps, 1970), funciones en las que se ha demostrado la
participacién de los microtibulos.

La colchicina aumenta la actividad de la FA en suero ( Wilfred, 1977) y su valor es
mis alto cuando hay cirrosis. La FA aumenta con colchicina en ratas normales y cirréticas (un poco
mis alta en cirréticas pero no significativamente). En cuanto a la y-GTP, en ratas normales con
colchicina no hay un cambio significativo, pero en ratas cirréticas con colchicina los valores
promedio son mds altos comparados con los de las ratas normales (Mourelle et al., 1990).

La colchicina aumenta la esteatosis en ratas normales. En las ratas cirrdticas la
distribucion de la grasa no es definida y no es tan abundante (Mourelle et al., 1990).

Como la colchicina revierte y previene los efectos causados por el CCl, en el higado
(modelo experimental de cirrosis) se le ha usado en el tatamiento de la cirrosis hepética en humanos
(Rojkind y Kershenobich, 1975), obteniéndose buenos resultados, sin embargo, la colchicina tiene
varios efectos toxicos que hay que considerar, algunos son: choque séptico, desequilibrio
electrolitico y dafios en el sistema nervioso central (Kershenobich et al, 1979).

Es importante hacer notar que si bien, algunos efectos que se observan al administrar
la colchicina, pueden estar relacionados con su accién con los microtibulos (Hoang et al., 1982; Liu
et al, 1978; Merlin, 1972; Tsuchimoto y Matter, 1979; Race et al., 1970; Temple et al., 1972;
Williams y Wolff, 1970) otros efectos, como lo sefiala Wallace (1961) pueden ser originados por la

interferencia de la colchicina en funciones celulares probablemente no relacionadas con los
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Microtibulos (Denko, 1975; Harris y Krane, 1971; Wallace, 1961).

% El Acido Trimetilcolchicinico

El 4cido trimetilcolchicinico es un analogo de la colchicina, alterado solamente por
sustituciones en las cadenas laterales del segundo y tercer anillos. El grupo N-acetilo del segundo
anillo esta a'usentc y en su lugar hay un grupo amino y hay un grupo hidroxilo en lugar del metoxilo

enel tercer anillo (N-desacetil colchiceina) (Fig. 5).

HyCO NHCOCHy  H,CO NH2
H,CO H,CO
OCHs OCHy
0 0
OCHs OH
(a) ®)

Fig. 5. Estructura de la colchicina (a) y del 4cido trimetilcolchicinico (b).

Esta sustancia ha resultado efectiva en el tratamiento de la artritis gotosa aguda, pero
no tiene efectos antimicrotubulares, ni muestra los efectos toxicos de la colchicina, por lo que se
espera que sea capaz de revertir y/o prevenir las alteraciones producidas por el CCl, en algunos
indicadores de dailo hepatico (Wallace, 1961).

Recientemente se demostr6 que el acido trimetilcolchicinico es capaz de prevenir el

dafio hepatico inducido por la obstruccién biliar en la rata (Muriel, 1996). En este trabajo se evalia
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la capacidad del 4cido trimetilcolchicinico para prevenir y revertir el dafio crénico al higado inducido
con CCl,. Esta investigacién se enfoca principalmente a las alteraciones funcionales sobre la

membrana plasmatica del hepatocito.
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Il. OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la capacidad del 4cido trimetilcolchicinico y de la colchicina para prevenir
y revertir las alteraciones en algunos de los indicadores de daiio hepatico en la cirrosis inducida por

tetracloruro de carbono en la rata.

Objetivos particulares
1. Evaluar el efecto del 4cido trimetilcolchicinico sobre la ATPasa de Ca’* de alta

afinidad en membranas plasmaticas de hepatocitos provenientes de ratas cirréticas.

2. Determinar el efecto del 4cido trimetilcolchicinico sobre la actividad enzimatica
de a fosfatasa alcalina y y-glutamil transpeptidasa tanto en membranas de hepatocitos como en el

suero de ratas intoxicadas crénicamente con CCl,.
3. Estudiar la capacidad del 4cido trimetilcolchicinico para prevenir y revertir las
alteraciones producidas por el CCl, sobre el grado de lipoperoxidacion y el contenido de glucogeno .

hepiticos, y la actividad de la transaminasa glutdmico pirivica en suero.

4. Comparar los efectos del 4cido trimetilcolchicinico con los de la colchicina.
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1L MATERIAL Y METODOS

L. Animales y Esquemas de Tratamiento
Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de entre 50 y 100 g al inicio del
tratamiento. Se mantuvieron con acceso libre a comida (Purina) y agua.
Los animales se trataron de la siguiente manera:
a). Intoxicacion crénica con CCl, (induccién de cirrosis). Los animales recibieron 0.25
ml de tetracloruro de carbono disuelto en aceite mineral por via intraperitoneal 3 veces por semana

durante 8 semanas, segun el siguiente esquema:

Semanas CCl/aceite (v/v)
la. L7
2a. ' 1:6
3a. 15
4a. ' 1:4
Sa. - 8a. 13

* b). Esquema preventivo. Se formé un grupo de ratas que recibié el tratamiento inductor
de cirrosis, a estas mismas ratas se les administré por via oral 10 pg de ATMC 5 dias a la semana
durante 8 semanas. Se trat un grupo paralelo a éste al que se le administré 10 ug de colchicina por
la via y durante el tiempo seiialados.

€). Esquema de reversion. Se tomaron ratas que habian concluido el tratamiento inductor



29

de cirrosis y a partir de la novena semana se les administraron 10 pg de ATMC o de colchicina,
ambos por via oral durante 4 semanas, sin descontinuar el tratamiento con tetracloruro de carbono.
d). Grupos control. En el estudio se incluyeron ratas que recibieron exclusivamente aceite
mineral o éste junto con el ATMC <; la colchicina, a la dosis y por las vias sefialadas durante 8

semanas. Se utilizaron también como controles, ratas cirrdticas de 8 y de 12 semanas.
Después de 72 horas de terminados los tratamientos las ratas fueron anestesiadas con

éter, se les extrajo la sangre por puncion cardiaca y se les extirpé el higado.

2. Obtencion del Suero

La sangre extraida de cada rata se coloc6 en tubos de vidrio de 10 ml de capacidad,
los cuales se mantuvieron sumergidos en hielo. Los tubos se centrifugaron a 1000 x g durante 15
minutos a 4°C en una centrifuga Beckman TJ-6. Posteriormente, con ayuda de una pipeta Pasteur,
se colecté el suero de cada tubo y se coloco en tubos etiquetados, se sellaron con parafilm y se
mantuvieron en congelacion hasta su estudio.

En el suero se determinaron las actividades de las siguientes enzimas:

- Fosfatasa alcalina.
- y-glutamil transpeptidasa.
- Transaminasa glutémico-pirﬁﬁca.
3 Obtencion de la Fraccion de Membranas de Hepatocitos

Las membranas se prepararon usando el método de Neville con una modificacion

introducida por Pohl y cols. (Neville, 1960 ). El procedimiento se realizé a temperatura de 0 a 4°C.
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Se anestesiaron las ratas y se les extrajo la sangre por puncién cardiaca para que el
higado quedara libre de eritrocitos, éste se extirp6 rapidamente y se lavé con NaHCO, 1 mM frio.

Se sumergieron vasos de precipitados en hielo y en cada uno de ellos se colocaron
los higados y se desmenuzaron lo mas finamente posible utilizando unas tijeras de diseccion (se
separé el exceso de grasa cuando lo hubo).

Los fragmentos de cada higado por separado se pasaron a un homogenizador Dounce
grande con émbolo flojo (Blaessing Glass Spec. Co., Rochester, N.Y.) con 25 ml de NaHCO, ImM
de los 250 ml que corresponden a cada higado. Se homogeniz6 con 8 choques del émbolo y
posteriormente se agrego el resto de NaHCO, 1 mM.

Se colocod cada homogenado en vasos de precipitados y se agitaron suavemente
durante 3 minutos utilizando una mosca magnética. Transcurrido dicho tiempo se filtré cada
homogenado a través de gasa doble y luego a través de gasa cuadruple.

El filtrado se distribuy6 en botellas de centrifuga de 250 ml. Se centrifug6 a 2500 rpm
en una centrifuga Beckman TJ-6 durante 30 minutos. El sobrenadante se deseché con mucho
cuidado. El precipitado se coloc en el mismo homogenizador y se homogenizé con 3 choques del
émbolo flojo suavemente.

El homogenado se pas6 a una probeta de 50 ml y se afiadi6 una solucién de sacarosa
con una concentracion de 69 £ 0.5% (p/p), de tal modo que la suspensién resultante quedd ajustada
a 44 + 0.1%. Las medidas de refraccion se efectuaron en un refractémetro Abbe. Con esta suspension
se llenaron dos tercios de los tubos del rotor Beckman SW-28. El tercio restante se llend
cuidadosamente con una solucion de sacarosa que se ajustd previamente a una concentracion de 42

+0.1% (p/p).
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Una vez que se hicieron los gradientes de sacarosa, los tubos se centrifugaron a
105,000 x g durante 150 minutos usando una ultracentrifuga Beckman L8-70. Se colectd la porcion

flotante, que corresponde a las membranas, con una espatula tipo cuchara y se colocé en un vaso de
precipitados con un pequefio volumen de NaHCO; 1 mM y se resuspendié haciéndola pasar 3 veces
por una aguja No. 18 y luego 3 veces por una aguja No. 20, la suspension se coloc6 en tubos de
centrifuga, se complet6 el volumen de los tubos con NaHCO, 1 mM, se agitaron por inversion y se
centrifugaron en una centrifuga Beckman J 2-21 a 15,000 x g durante 15 minutos.

Se quitd el exceso de sobrenadante utilizando una bomba de vacio, las membranas
se resuspendieron en un minimo de sobrenadante y se tomaron alicuotés de 200 pl que se colocaron
en viales pequefios, se etiquetaron y se guardaron 'en un congelador a -70°C hasta su estudio.

En las membranas se determinaron las actividades de las siguientes enzimas:

- Fosfatasa alcalina.
- y-glutamil transpeptidasa.

- ATPasa de Ca* de alta afinidad.

4. Determinacion de Proteinas

Las proteinas se determinaron siguiendo el método de Bradford (1976) que se basa
en la union del azul brillante de Coomassie G-250 a las proteinas formandose un complejo colorido
cuya absorbancia maxima es a 595 nm.

Para determinar la concentracion de proteinas de las muestras, se tomaron alicuotas
adecuadas (20-50 pl), se colocaron en tubos de ensayo de 5 ml y se complet6 el volumen a 100 pl

con agua destilada. A cada tubo, incluyendo el blanco, se le afiadieron 2.4 ml del reactivo de
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Bradford, se agitaron en el vortex y se leyeron en un espectrofotometro a 595 nm. Todas las
determinaciones se hicieron por duplicado.

Los célculos se elaboraron con base en la interpolacion en una curva patrén. Para la
elaboracion de esta curva se preparé una solucion de albumina bovina sérica en agua con una
concentracion de 1 mg/ml. Se tomaron alicuotas en el rango d‘e 0 a 75 pg, se colocaron en tubos de
ensayo y se llevaron a 100 pl con agua destilada. Posteriormente se les afiadieron 2.4 ml del reactivo

de Bradford, se agitaron fuertemente y se leyd la absorbancia a la longitud de onda indicada.

5 Determinacion del Grado de Lipoperoxidacion en Homogenado de Higado

Se utilizé el método del acido tiobarbiturico, que se fundamenta en la reaccion de dos
moléculas de &sta.sustancia con una molécula de malondialdehido (MDA) produciendo un complejo
colorido rosado intenso que posee una absorbancia maxima a 532 nm (Buege, 1978).

Todas las manipulaciones se efectuaron sobre hielo y rapidamente para evitar la
lipoperoxidacion post morten. De cada rata se tomé 0.5 g de higado, a estas porciones se les
adicionaron 5 ml de agua destilada y se homogenizaron en un homogenizador mecanico de teflon,
con 10-15 choques del émbolo. De cada homogenado se tomé 1 ml y a cada uno se les agregaron
5 ml de agua destilada, de estas nuevas diluciones se tomaron alicuotas de 20 pul para determinar
prbteinas segun el método de Bradford.

Posteriormente se tomd un volumen de cada homogenado que contenia 5 mg de
proteina, se colocaron en tubos de ensayo de 5 ml y se llevaron a 1 ml con Tris-HCI 150 mM, pH
7.4. Se incluy6 un blanco con 500 pl de agua y 500 pl de la solucién amortiguadora.

Se incubaron los tubos a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se
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aiadieron a cada tubo 2 ml de acido tiobarbiturico 0.375% en 4cido tricloroacético al 15%. Se
taparon los tubos con canicas selladas y luego se calentaron en un bafio de agua a ebullicion durante
I5 minutos, se dejaron enfriar, se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 minutos y se ley6 la
absorbancia a 532 nm.

El grado de lipoperoxidacion se expresé como nmoles de MDA/mg de proteina.

6. Determinacion del Contenido de Glucégeno Hepatico

El método utilizado fue el de Fong y cols. (1953) que se basa en la reaccion de
glucosa (liberada al hidrolizar el glucégeno con KOH) con antrona, formandose un complejo de
color verde cuya absobancia maxima se detecta a 620 nm.

Se tomaron porciones de higado de 0.5 g y se colocaron en tubos de ensayo de 20 ml.,
se agregd 1.5 ml de KOH al 30% a cada tubo, y se cubrié con canicas selladas con cinta adhesiva
y se digirio el tejido calentando los tubos en un bafio de agua a ebullicién durante 30 minutos. Una
vez digerida la muestra se colocé el contenido de cada tubo en matraces aforados de 25 ml y el
volumen se éompleté con agua bidestilada, se agit6 para disolver bien el contenido y se tomaron
alicuotas de 2-5 ml que se colocaron en otros matraces aforados de 25 ml, el volumen se completd
nuevamente con agua bidestilada y se agitd. De los segundos matraces se tomaron alicuotas de 5 ml
y se colocaron en tubos de ensayo de 20 ml.

Se hicieron dos estandares con § ml de solucion de glucosa: se disolvieron 5 mg de
glucosa en S ml de agua, de aqui se tomaron 100 pl que se diluyeron en 4.9 ml de agua bidestilada.
Elblanco se preparé con S ml de agua.

Todos los tubos fueron colocados en hielo y a cada uno de ellos se le afiadieron
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lentamente con una bureta, 10 ml de una solucion de antrona al 0.2% en acido sulfurico.

Los tubos se agitaron cuidadosamente en el vortex, se taparon con canicas y se
colocaron en bafio de agua a ebullicion durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo fueron
retirados, se les dejo enfriar y se ley6 su absorbancia a 620 nm.

Para hacer los calculos se utilizd la siguiente formula:

glucégeno pug =
1.11 x Abs. del tubo estindar

El contenido de glucogeno hepatico se expresé como g de glucogeno/100 g de higado.

L Determinacion de la Actividad de la Fosfatasa Alcalina

La actividad de esta enzima se cuantific de acuerdo al método descrito por Berger
y Rudolph (1963), que se basa en la hidrolisis, por accion de la enzima, de p-nitrofenilfosfato dando
como productos fosfato inorganico y p-nitrofenol. [Este ultimo se cuantifica
espectrofotométricamente a 410 nm.

Se colocaron en tubos de ensayo de 10 ml, 250 pl de solucion amortiguadora de
glicina 0.1 M, MgCl, 0.001 M a pH 7.4 y 250 pl de solucion sustrato, que se prepard disolv.icndo
100 mg de p-nitrofenilfosfato en 25 ml de agua destilada. Se preincubé a 37°C durante 5 minutos.
Transcurrido este tiempo se afiadieron a cada tubo 50 ul de suero o de membranas diluidas en la
solucion amortiguadora. El blanco llevé 50 pl de agua en lugar de suero o membranas. Se agitaron

suavemente y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Luego de ese tiempo la reaccion se detuvo
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agregando a cada tubo 5 ml de NaOH 0.02 N, se agitaron por inversion y se tomaron lecturas a 410
nm.

Las lecturas se interpolaron en una curva patrén de p-nitrofenol.

El el caso del suero, la actividad de la fosfatasa alcalina se reporté como pmoles de

PNFF/l de suero/min y para las membranas como nmoles de PNFF/mg de proteina por min.

8. Determinacion de la Actividad de la y-Glutamil Transpeptidasa

El anilisis se bas6 en el método descrito por Glossmann y Neville (1972) que se
fundamenta en la conversion de y-glutamyl-p-nitroanilida a y-glutamil-glicil-glicina con liberacién
de p-nitroanilina debido a la actividad de la enzima. La p-nitroanilina tiene absorbancia maxima a
410 nm.

En tubos de ensayo de 5 ml se depositaron para cada muestra 500 pl de Tris-HC1 200
mM a pH 8.2, 100 pl de glicil-glicina 40 mM a pH 8.2 y 200 pl de y-glutamil-p-nitroanilida 10 mM.
Los tubos se preincubaron a 37°C por 10 minutos. Posteriormente se afiadieron 100 pl de suero o de
membranas diluidas con la solucién amortiguadora y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. El
blanco llevo 100 pl de agua en lugar de la muestra.

La reaccion se detuvo afiadiendo a cada tubo 2 ml de acido acético 1.5 M, se
mézclaron por inversion y se leyeron a 410 nm.

Las lecturas tomadas se interpolaron en una curva patrén de p-nitroanilina.

La actividad de la enzima se reporté en el caso de los sueros como pmoles de PNA/

de suero/min y para las membranas en nmoles de PNA/mg de proteina por minuto.
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% Determinacion de la Actividad de la Transaminasa Glutimico-Pirtuvica

La actividad de esta enzima se cuantificé siguiendo el método reportado por Reitman
y Frankel (1957). EIl método se basa en la formacion de piruvato y glutamato a partir de alanina y
alfa-cetoglutarato. El piruvato obtenido reacciona a través de su grupo ceto con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina formando un complejo colorido con absorbancia a 515 nm.

En tubos de ensayo de 5 ml se colocaron 250 pl de solucion sustrato (1.78 g de D/L
alanina, 30 mg de acido alfacetoglutarico y 0.5 ml de NaOH 1 N aforados a 100 ml con solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.4) y 50 ul de suero. Para cada muestra se preparé un blanco
al que por el momento no se le adiciond suero. Se mezcl6 suavemente y se incubd a 37°C durante
30 minutos. Transcurrido ese tiempo la reaccion se detuvo afiadiendo a todos los tubos 2.5 ml de
NaOH 0.4 N, posteriormente se les adicionaron 250 pl de reactivo cromégeno (2,4-
dinitrofenilhidrazina) y se incubaron nuevamente a 37°C durante 15 minutos. Después de esto a los
blancos preparados se les agregaron 50 pl del suero correspondiente, se mezcl6 y se procedié a leer
a515 nm. .

| Para calcular la actividad de la enzima se restaron las absorbancias de los blancos a
las de sus respectivos tubos problema y el resultado se interpolé en una curva patrén de piruvato
complejado con 2,4-dinitrofenilhidrazina.

La actividad de la transaminasa glutamico-pirivica se reportdé como pmoles de

piruvato/L de suero/min.

10. Determinacion de la Actividad de 1a ATPasa de Ca** de Alta Afinidad

En este método se cuantifica el fosfato inorganico liberado de la hidrélisis del ATP.
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El fosfato que se libera se mide espectrofotométricamente después de hacerlo reaccionar con
molibdato de amonio en presencia de icido ascorbico formandose un complejo colorido con
absorbancia maxima a 820 nm (Ames, 1966).

Todos los tubos que se utilizaron en esta determinacion fueron libres de fésforo.

Se prepararon dos series paralelas de tubos: a) con calcio y b) sin calcio. A los tubos
de la primera serie se les afiadieron 100 pl de CaCl, 2 mM, 100 ul de EGTA 2 mM, y 180 pl de Tris-
HCI 50 mM pH 7.4. En los de la segunda serie se agregaron 100 ul de EGTA 2 mM y 280 pl de
Tris-HCI 50 mM pH 7.4. A ambos grupos se les adicionaron 20 pl de membranas dilﬁidas enla
solucién amortiguadora. El blanco se prepar6 con 100 ul de CaCl, 2 mM, 100 pl de EGTA 2 mM
y 200 pl de Tris-HCI 50 mM pH 7.4.

Todos los tubos se agitaron y se pusieron a preincubar a 37°C por 15 minutos y al
término se les agregaron a cada uno de ellos 100 pl de ATP 1.25 mM, se agitaron y se incubaron
nuevamente a 37°C durante 30 minutos. La reaccion se detuvo aiiadiendo 100 pl de acido
tricloroacético al 35% fiio. De estos tubos se tomaron alicuotas de 200 pl y se depositaron en otros
tubos, se les agregaron 400 pl de agua bidestilada junto con 200 pl de acido ascorbico al 10% yl2
ml de molibdato de amonio al 0.42% en H,SO, 0.1 N, se les agit6 en el vortex y se pusieron a
incubar a 37°C por espacio de 30 minutos. Al terminar la incubacion se leyé inmediatamente la
abasorbancia a 820 nm.

Para calcular la actividad de esta enzima se restaron las actividades de los tubos sin
calcio a las actividades de sus respectivos tubos con calcio.

La actividad de la ATPasa de Ca** de alta afinidad se reporté como nmoles de Pi/mg

de proteina/min.
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* Todas las determinaciones espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotometro

Coleman 45, Perkin Elmer.

11. Tratamiento Estadistico

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado. Se obtuvo la media (), la
desviacion estandar (DE) y el error estandar de la media (EEM) para cada uno de los diferentes
indicadores medidos en los grupos de tratamiento incluidos en este estudio.

Para cada uno de los indicadores se aplicd un analisis de varianza de una sola variable
con el fin de estimar diferencias significativas entre los diferentes grupos de tratamiento. Las medias
de cada grupo se compararon por el método de Tukey, que permite hacer comparaciones estrictas

de mas de dos grupos diferentes. Se consider6 que hubo una diferencia significativa cuando p < 0.05.
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Iv. RESULTADOS
L Esquema de Prevencion
a). Grado de lipoperoxidacbiém

En la grafica y la tabla 1 se muestran los valores del grado de lipoperoxidacion. En
las ratas tratadas con CCl, durante 8 semanas el grado de lipoperoxidacion se incrementé 2.6 veces
con respecto a las ratas normales. En el grupo que recibi6 el tratamiento conjunto de CCl, y ATMC
hubo un descenso del 15% y en el grupo que recibié CCl, y colchicina el descenso fue del 32%, sin
embargo estos valores no representan una diferencia significativa con respecto al grupo cirrético.

En los controles de ATMC y colchicina no se observaron diferencias con respecto a las ratas

normales.

TABLA 1

GRADO DE LIPOPEROXIDACION
(Esquema de prevencién)

Tratamiento nmoles MDA/mg prot
Control 0.11£0006
CCl, 0.40 £ 0.030*

CCl, + ATMC 0.34 £0.040*

CCl, + Colchicina 0.27 £0.020*
ATMC 0.11 £0.004
Colchicina 0.12+0.008

Los valores representan la media £ EEM de al menos scis animales por cada grupo.
*diferencia significativa con respecto al control (p< 0.05)
ATMC= 4cido tnimetilcolchicinico
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LIPOPEROXIDACION
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Grafica 1. Grado de lipoperoxidacion en homogenado de higado en los grupos de ratas incluidos en
el esquema de prevencion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas + EEM.
C=colchicina, ATMC=4cido trimetilcolchicinico
* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.
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b). Contenido de glucégeno hepatico.

El contenido de glucogeno hepatico disminuyd 92% en el grupo tratado con CCl,
comparado con el grupo control, lo que se puede apreciar en la tabla y la grafica 2. En el grupo
tratado con CCl, + ATMC el contenido de glucogeno descendié 66% mientras que el tratado con
CCl, + colchicina el glucégeno disminuyé solo 44% ambos comparados con el grupo de ratas
normales. La administraciéon conjunta de ATMC o de colchicina y CCl, previnieron parcial pero
significativamente la disminucion de glucégeno.

En los grupos control de ATMC y colchicina no hubo diferencias con respecto a las
ratas normales.

TABLA 2

CONTENIDO DE GLUCOGENO HEPATICO
(Esquema de prevencidn)

Tratamiento g glucogeno/100 g higado
Control 445+0.34

CCl, 0.37 £0.04*

CCl, + ATMC 1.52£0.12*#
CCl, + Colchicina 248 £0.36*#
ATMC 420%0.18
Colchicim. 437+£025

Los valores representan la media # EEM de al menos seis animales por cada grupo.
ATMC= 4cido trimetilcolchicinico.

* diferencia significativa con respecto al control (p< 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrético (ps 0.05)
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CONTENIDO DE GLUCOGENO HEPATICO

o 4
' esquema de prevencion
i r
-

4.0 -
o
©
(=]
N
< 30
L
o
4 Tes
o
2 s
=y 2.0
on T-I'#

1.0 |-

Y
CONTROL CClg CClg+ATNC CCig+ C ATMC (4

Grafica 2. Contenido de glucogeno en el higado en los grupos de ratas incluidos en el esquema de
prevencion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas + EEM.

C= colchicina, ATMC= acido trimetilcolchicinico.

* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano

# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,
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c). Fosfatasa alcalina sérica.

Como se aprecia en la tabla y grafica 3, la actividad de la fosfatasa alcalina sérica
en el grupo tratado con CCl, se incrementd 2 veces con respecto a las ratas normales. Ni la
administracion simultinea de ATMC o de colchicina con CCl, previnieron el incremento en la
actividad de esta enzima en el suero, siendo ésta muy similar a la observada en las ratas cirréticas.

Ademas en los grupos control de ATMC y de colchicina se observaron incrementos
en la actividad de la fosfatasa alcalina sérica de 48% y 77% respectivamente, sin embargo solamente

resulté ser estadisticamente significativo el incremento observado con la colchicina.

TABLA 3

ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA SERICA

(Esquema de prevencién)

Tratamiento pmoles de PNF/1 suero min
Control 7051+ 2.14
cEl, 208.80 = 10.54*
CCl+ ATMC 23342 +£2381*
CCl,+ Colchicina 263.50 = 9.86*
ATMC 104.53 + 8.83
Colchicina 12478 £ 8.13*

Los valores representan la media + EEM de al menos seis animales por cada grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (p < 0.05)
ATMC= écido trimetilcolchicinico
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Grafica 3. Actividad de la fosfatasa alcalina en los sueros de los grupos de ratas incluidos en el
esquema de prevencion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas + EEM.
C= colchicina, ATMC= acido trimetilcolchicinico
* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano
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d). y-glutamil transpeptidasa sérica.

En la tabla y en la grafica 4 se muestran los resultados de la actividad de la y-glutamil
transpeptidasa en suero. En las ratas cirréticas hubo un aumento de 1.2 veces con respecto al grupo
de ratas normales. Este incremento disminuy 83% en el grupo tratado simultineamente con CCl,
y ATMC alcanzandose valores similares a los del grupo control. En el grupo tratado con CCl, y
colchicina hubo una disminucién del 50% comparado con el grupo cirrético, siendo ésta una
prevencion parcial pero significativa.

En los grupos controles de ATMC y colchicina no hubo diferencias con respecto a

las ratas normales.

TABLA 4

ACTIVIDAD DE LA y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA SERICA

(Esquema de prevencion)
Tratamiento pmoles de PNA/ suero min
Control 8.19+£0.75
CCl, 16.57 £ 1.60*
CCl, + ATMC 9.58 £ 0.69*
CCl, + Colchicina 12.30 £ 1.05*#
ATMC 848+ 1.01
Colchicina 8.18+093

Los valores representan la media + EEM de al menos seis animales por grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (ps 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrotico (ps 0.05)

ATMC= écido trimetilcolchicinico
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Y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA SERICA
esquema de prevencion
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Grifica 4. Actividad de la y-glutalmil transpeptidasa en los sueros de los grupos de ratas incluidos
en el esquema de prevencion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas + EEM.
C= colchicina, ATMC= acido trimetilcolchicinico
* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.
# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,.
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e). Transaminasa glutamico piravica.

La actividad de la transaminasa glutamico-pinivica, como se aprecia en la tabla y la
grifica S, se incrementd 1.5 veces con respecto al grupo de ratas normales. Los tratamientos
simultaneos con CCl, + ATMCy CCl ,+ colchicina no modificaron la alteracion en este indicador
sérico, permaneciendo la actividad de dicha enzima en niveles similares a los observados en las ratas
que solamente recibieron CCl,.

Los controles de ATMC y colchicina no mostraron diferencia con respecto a las ratas

normales.

TABLAS

ACTIVIDAD DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICO-PIRUVICA
(Esquema de prevencion)

Tratamiento pmoles piruvato/l suero min
Control 3242+1.96

CCl, 80.28 £3.74*

CCl, + ATMC 84.57 £3.34*

CCl, + Colchicina 8481 £2.79*
ATMC 32212177
Colchicina 3252+ 147

Los valores representan la media £ EEM de al menos seis animales por grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (p <0.05)
ATMC= écido trimetilcolchicinico
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Grafica 5. Actividad de la transaminasa glutamico-piravica el los sueros de las ratas incluidos en el
ssquema de prevencion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas + EEM.
C= colchicina, ATMC= acido trimetilcolchicinico
* diferencia significativa con una p< 0.005 comparado con el grupo control sano.
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f). Fosfatasa alcalina membranal.

La actividad de la fosfatasa alcalina membranal se increment6 1.3 veces en el grupo
de ratas tratadas con CCl, con respecto al grupo control. Los tratamientos con ATMC y colchicina
administrados simultineamente con CCl, disminuyeron significativamente el incremento en la
actividad de esta enzima en 61% y 65% respectivamente con respecto al grupo de animales
cirroticos. Estos resultados pueden apreciarse en la tabla y la grafica 6.

En los controles de ATMC y colchicina no se observé diferencia significativa con

respecto al grupo de ratas normales.

TABLA 6

ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA MEMBRANAL

(Esquema de prevencion)

Tratamiento nmoles PNF/mg prot min
Control _ 89.20 + 3.66
CCl, 201.44 £12.91*
CCl,+ ATMC 133.27 £ 13.25#
CCl, + Colchicina 128.26 + 12.44#
ATMC 82.78 +4.94
Colchicina 76.75+4.30

Los valores representan la media # EEM de al menos scis animales por grupo.
* diferencia significativa con respecto al grupo control (p< 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrotico (ps 0.05)

ATMC= écido trimetilcolchicinico
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rifica 6. Actividad de la fosfatasa alcalina en las membranas de hepatocitos de los grupos de ratas
wcluidos en el esquema de prevencién. Los resultados se expresan como la media de al menos 6
as £ EEM.

C= colchicina, ATMC= 4cido trimetilcolchicinico

* diferencia significativa con una P< 0.05 comparado con el grupo control sano.

# diferencia significativa con una P< 0.05 comparado con el grupo control el



51

g). y-glutamil transpeptidasa membranal.

En la tabla y la grafica 7 se muestran los resultados que se obtuvieron para la
actividad de la y-glutamil transpeptidasa membranal. En el grupo de ratas cirréticas se observd un
incremento de 3.8 veces con respecto al grupo de ratas normales. En los tratamientos con CCl, y
ATMC y con CCl, + colchicina el incremento en la actividad de dicha enzima fue de 1.1 y 1.4 veces
respectivamente comparados con el control, lo que resultd ser una prevencion significativa en la
alteracion de dicho indicador.

En los grupos control de ATMC y de colchicina no se observaron diferencias con

respecto a las ratas normales.

TABLA 7

ACTIVIDAD DE LA y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA MEMBRANAL

(Esquema de prevencion)

Tratamiento nmoles de PNA/mg prot min
Control 1285+2.14
CCl, 61.46 £8.47*
CCl, + ATMC 27.42 £4.30#
CCl, + Colchicina 3048+ 4.18#

. ATMC 13.84%1.75
Colchicina 12.98 £2.02

Los valores representan la media # EEM de al menos seis animales en cada grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (p< 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrético (ps 0.05)

ATMC= écido tnimetilcolchicinico
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Grafica 7. Actividad de la y-glutamil transpeptidasa en la membrana de hepatocitos de los grupos
e ratas incluidos en el esquema de prevencion. Los resultados se expresan como la media de al
menos 6 ratas * EEM.

C= colchicina, ATMC= acido trimetilcolchicinico

* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.

# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,.
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h).  ATPasa de Ca® de alta afinidad.

La actividad de la ATPasa de Ca®* de alta afinidad disminuy6 a 33% de su valor
normal en las ratas tratadas con CCl,. En el grupo tratado con CCl, + ATMC hubo una prevencion
parcial pero significativa, la actividad de la enzima disminuyé a 55% del valor control. En el grupo
tratado con CCl, + colchicina la actividad de la enzima fue de 76% comparada con la actividad
normal, previniendo significativamente del dafio, como se puede apreciar en la tabla y la grafica 8.

No hubo diferencia de los grupos control de ATMC y de colchicina con respecto a

los animales normales.

TABLA 8

ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Ca™ DE ALTA AFINIDAD
(Esquema de prevencion)

Tratamiento nmoles P/mg prot min
Control 24.70 £ 0.67
CCl, 8.17£0.45*
CCl, + ATMC 13.53 £ 0.87*#
CCl, + Colchicina 1842 1.11#
ATMC 24.33+0.92
Colchicina 24.25+£0.69

Los valores representan la media £ EEM de al menos seis animales por cada grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (p< 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrético (p < 0.05)

ATMC= 4cido trimetilcolchicinico
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Grifica 8. Actividad de la ATPasa de Ca® de alta afinidad en la membrana de hepatocitos de los
grupos de ratas incluidos en el esquema de prevencion. Los resultados se expresan como la media
de al menos 6 ratas = EEM.

C= colchicina, ATMC= acido trimetilcolchicinico

* diferencia significativa con una ps 0.05 comparado con el gupo control sano.

# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,.
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>4 Esquema de Reversion.
a). Grado de lipoperoxidacion.

El tratamiento con CClI, durante 12 semanas elevé el grado de lipoperoxidacion 2.9
veces con respecto al grupo control. El grado de lipoperoxidacion en homogenado de higado de ratas
crroticas tratadas con ATMC y con colchicina durante cuatro semanas se incrementaron 2.6 y 2.2
veces respectivamente, no observandose diferencia significativa con respecto al grupo cirrético. Los
resultados se pueden apreciar en la tabla y la grafica 9.

En los grupos control de ATMC y colchicina no se observé diferencia con respecto

a los animales normales.

TABLAY

GRADO DE LIPOPEROXIDACION
(Esquema de reversion)

Tratamiento nmoles MDA/mg prot
Control 0.11 £0.006
CCl, 0.43+0.041*
CCl, + ATMC 0.40+0.33*
CCl, + Colchicina 0.35+£0.036*
ATMC 0.11 £0.004
Colchicina 0.12£0.008

Los valores representan la media £ EEM de al menos seis animales por cada grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (p< 0.005)
ATMC= icido trimetilcolchicinico
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Grafica 9. Grado de lipoperoxidacion en homogenado de higado en los grupos de ratas incluidos en
el esquema de reversion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas + EEM.
C= colchicina, ATMC= acido trimetilcolchicinico
* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.
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b). Contenido de glucbgeno hepatico.

En el grupo tratado con CCl, para este esquema de tratamiento, el contenido de
glucdgeno hepatico disminuy6 95% con respecto al grupo normal, lo que se aprecia en la tabla y la
grafica 10. En el grupo cirrético tratado con ATMC la disminucion fue del 77% pero no result6
significativamente diferente del cirrético. En el caso del tratamiento con colchicina el descenso fue
de 70%, lograndose una reversion parcial pero significativa.

No hubo diferencia entre las ratas normales y los grupos control ATMC y colchicina.

TABLA 10

CONTENIDO DE GLUCOGENO HEPATICO

(Esquema de reversion)
Tratamiento g glucégeno/100 g higado
Control 445+0.34
CCl, 0.24 £0.036*
CCl, + ATMC 1.02£0.16*
CCl, + Colchicina 1.32£0.16*#
ATMC ; 420%0.18
Colchicina 437x0.25

Los valores representan la media = EEM de al menos scis animales por cada grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (ps 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrotico (ps 0.05)

ATMC= icido trimetilcolchicinico
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Grafica 10. Contenido de glucogeno hepatico en los grupos de ratas incluidos en el esquema de
reversion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas % EEM.

C= colchicina, ATMC= 4cido trimetilcolchicinico

* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.

# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,.
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c). Fosfatasa alcalina sérica.

En la grafica y la tabla 11 se pueden apreciar los resultados de la actividad de la
fosfatasa alcalina sérica en los diferentes grupos estudiados. En el grupo cirrético dicha actividad
se incrementd 2.3 veces con respecto al grupo de ratas normales. Los tratamientos de ratas cirroticas
con ATMC y con colchicina no revirtieron la alteracion observada en este indicador, permaneciendo

en niveles similares a los de los animales administrados con CCl,.

TABLA 11

ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA SERICA
(Esquema de reversion)

Tratamiento pmoles de PNF/1 suero min
Control 7051 % 2.14

CCl1, 23345+ 13.16*
CCl, + ATMC 21391 £13.13*
CCl, + Colchicina 24209+ 7.46*
ATMC 104.53 + 8383
Colchicina 124.78 + 8.13

Los valores representan la media £ EEM de al menos seis animales por cada grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (p <0.05)
ATMC= écido trimetilcolchicinico
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Gréfica 11. Actividad de la fosfatasa alcalina en el suero de las ratas incluidos en el esquema de
reversion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas = EEM.

C= colchicina, ATMC= 4cido trimetilcolchicinico

* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.



61

d). y-glutamil transpeptidasa sérica.
Como se puede observar, en la grafica y la tabla 12 la actividad de est'a enzima en
suero incrementa en los animales cirréticos con respecto a los normales, alcanzando un valor 1.4
veces mayor. El tratamiento del grupo cirrético con ATMC disminuyé 63% el valor del grupo
cirrético, siendo ésta una reversion significativa. En el grupo cirrético tratado con colchicina la

actividad disminuyé en 30%, sin embargo esta efecto no fue estadisticamente significativo.

TABLA 12

ACTIVIDAD DE LA y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA SERICA

(Esquema de reversion)

Tratamiento pmoles de PNA/l suero min
Control 8.19£0.75

CCl, 1988+ 1.51*

CCl, + ATMC 1239+ 1.33#

CCl, + Colchicina 1634 £ 1.12*
ATMC 848x1.01
Colchicina 8.18+0.93

Los valores representan la media £ EEM de al menos seis animales por grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (ps 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrético (p<  0.05)

ATMC= 4cido tnmetilcolchicinico
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Grafica 12. Actividad de la y-glutamil transpeptidasa en el suero de los grupos de ratas incluidos en
el esquema de reversion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas + EEM.
C= colchicina, ATMC= 4cido trimetilcolchicinico
* diferencia significativa con una ps< 0.05 comparado con el grupo control sano.
# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,.
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e). Transaminasa glutamico-pinivica.

En la tabla y la grafica 13 se presentan los resultados de la actividad de la
transaminasa glutdmico pirivica. En el grupo de animales cirrticos se present6 un incremento en
la acﬁﬁdad de la enzima de 1.6 veces con respecto al grupo control. No hubo alguna mejoria en las
ratas cirroticas tratadas con ATMC o con colchicina, permaneciendo la actividad de la enzima en

niveles tan altos como los de las ratas cirroticas.

TABLA 13

ACTIVIDAD DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA
(Esquema de reversion)

Tratamiento pmoles piruvato/l suero min
Control 3242196

CCl, 85.35+4.13*

CCl, + ATMC 79.49 + 2.88*

CCl, + Colchicina 81.03 +£3.84*
ATMC 3221177
Colchicina 3252147

Los valores representan la media £ EEM de al menos seis animales por grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (p < 0.05)
ATMC= écido trimetilcolchicinico
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Grafica 13. Actividad de la transaminasa glutamico pinivica en los sueros de los grupos de ratas

incluidos en el esquema de reversion. Los resultados se expresan como la media de al menos 6 ratas
+ EEM.

C= colchicina, ATMC= 4cido trimetilcolchicinico
* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.



65
f). Fosfatasa alcalina membranal.

En la tabla y la grifica 14 se muestran los resultados que se obtuvieron para la
actividad de la fosfatasa alcalina membranal. En las ratas tratadas con CCl, la actividad de la enzima
aument6 1.3 veces comparada con el control. La administracion de ATMC a ratas cirroticas produjo
un descenso del 57% en la actividad de dicha enizma con respecto a las ratas cirréticas lo que
resultd ser una reversion parcial pero significativa. En las ratas cirréticas administradas con
colchicina se observé una disminucién significativa en la actividad de la enzima de 66% comparada

con el grupo cirrético.

TABLA 14

ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA MEMBRANAL
(Esquema de reversion)

Tratamiento nmoles de PNF/mg prot min
Control 89.20 £ 3.66

CCl, 209.59 % 14.13*
CClL + ATMC 141.08+ 7.97#

CCl, + Colchicina 130.15+ 10.67#
ATMC 8278+ 4.94
Colchicina 76.75 £4.29

Los valores representan la media + EEM de al menos seis animales por grupo.
* diferencia significativa con respecto al grupo control (p< 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrético (ps 0.05)

ATMC= écido trimetilcolchicinico
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Grfica 14. Actividad de la fosfatasa alcalina en la membrana de los hepatocitos de los grupos de
rtas incluidos en el tratamiento de reversion. Los resultados se expresan como la media de al menos
fratas £ EEM.

C= colchicina, ATMC= acido trimetilcolchicinico

* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.

# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,.
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g8). y-glutamil transpeptidasa membranal.

La actividad de la y-glutamil transpeptidasa se incrementd 4.4 veces en el grupo
cirrético comparandola con el control, como se puede apreciar en la tabla y la grifica 15. En los
grupos de animales cirréticos tratados con ATMC y colchicina dicha actividad disminuy6 en 66%
y 63% respectivamente, comparandolos con el grupo cirr6tico. Ambas sustancias revirtieron

significativamente la actividad de esta enzima.

TABLA 1S

ACTIVIDAD DE LA y-GLUTAMIL TRANSPEPTIDASA MEMBRANAL
(Esquema de reversion)

Tratamiento nmoles de PNA/mg prot min
Control 1285+2.14

Ccl, 69.56 £ 9.23*

CCl, + ATMC 32.20+£3.82#

CCl, + Colchicina 33.64 £4.52#

ATMC 13.84%1.75
Colchicina 12.98 +£2.02

Los valores representan la media + EEM de al menos seis animales en cada grupo.
* diferencia significativa con respecto al control (p< 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrdtico (ps 0.05)

ATMC= écido trimetilcolchicinico
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Grafica 15. Actividad de la y-glutamil transpeptidasa en la membrana de hepatocitos de los grupos
de ratas incluidos en el esquema de reversion. Los resultados se expresan como la media de al menos
6 ratas + EEM.

C= colchicina, ATMC= écido trimetilcolchicinico

* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.

# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,.
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h).  ATPasa de Ca® de alta afinidad.

En la tabla y la grafica 16 se muestran los resultados obtenidos para la actividad de
la ATPasa de Ca?". En el grupo cirrético dicha actividad disminuye al 29% de la actividad normal.
El ATMC administrado a ratas cirroticas disminuye dicha actividad a 41% de la actividad observada
en las ratas normales, sin embargo dicho efecto no fue significativo. En las ratas cirroticas tratadas
con colchicina la actividad de la enzima se vié disminuida a 64%, siendo ésta una reversion parcial

pero significativa.

TABLA 16

ACTIVIDAD DE LA ATPasa DE Ca™ DE ALTA AFINIDAD
(Esquema de reversion)

Tratamiento nmoles P/mg prot min

Control 24.70 £ 0.67

CCl, 7.11£0.36*

CCl, + ATMC ' 11.86 +0.82*

CCl, + Colchicina 15.72 £ 1.22%# . .
ATMC 24.33+092

Colchicina 2425069

Los valores representan la media = EEM de al menos seis animales por grupo.
* difcrencia significativa con respecto al control (ps 0.05)

# diferencia significativa con respecto al grupo cirrdtico (ps 0.05)
ATMC= écido trimetilcolchicinico
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Grafica 16. Actividad de la ATPasa de Ca® de alta afinidad en la membrana de los hepatocitos de

los grupos de ratas incluidos en el esquema de reversion. Los resultados se expresan como la media
de al menos 6 ratas + EEM.

C= colchicina, ATMC= écido trimetilcolchicinico
* diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control sano.
# diferencia significativa con una p< 0.05 comparado con el grupo control CCl,



71

V. DISCUSION

Los resultados muestran que tanto el 4cido trimetilcolchicinico como la colchicina
pueden prevenir y revertir, parcialmente, algunas alteraciones producidas por la administracién
crénica de CCl,.

Normalmente se mantiene un gradiente de concentracién de calcio a través de la membrana
de los hepatocitos (Carafoli, 1987). Sin embargo, la capacidad de estas células para mantener
concentraciones intracelulares bajas de Ca®* se pierde cuando se exponen a CCl, (Farber, 1982;
Shanne y Moore, 1986). De hecho, uno de los sucesos que eventualmente conduce a la muerte
celular es la incapacidad del hepatocito de sacar Ca®* del interior celular o del citoplasma (Casini y
Farber, 1981; Chien et al., 1977; El-Mofty et al., 1975).

Se han descrito varios mecanismos que contribuyen a la compartamentalizacién de calcio en
los hepatocitos y que mantienen un gradiente de concentracién a través de la membrana. Estos son
los mecanismos de transporte activo presentes en la membrana plasmitica, el reticulo endoplasmico
y la mitocondria que han sido relacionados con diferentes ATPasas de Ca*. Sin embargo, la ATPasa
de Ca? de alta afinidad que se midié en este estudio ha sido calificada como la bomba de calcio de
la membrana plasmatica (Martinez-Calva et al., 1984) responsable de la regulacién final del
contenido total de calcio en el hepatocito (Penniston, 1982).

Penniston (1982) ha seiialado que la mitocondria y el reticulo endopldsmico pueden ser los
responsables de determinar el contenido de calcio intracelular a corto plazo. Sin embargo, estos
organelos no pueden acumular calcio indefinidamente; de tal forma, que en iltima instancia, la

ATPasa de Ca** membranal es la responsable de mantener bajos los niveles de Ca®* en la célula.
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Por lo anterior, es importante mencionar que en este estudio, la actividad de la ATPasa de
Ca® de alta afinidad disminuye alrededor de 3 veces debido a la intoxicaci;Sn con CCl, y que los
tratamientos con colchicina y 4cido trimetilcolchicinico previenen completamente y revierten
parcialmente este efecto.

La fosfatasa alcalina es una ectoenzima de la membrana plasmatica de los hepatocitos cuya
actividad se ve incrementada debido al dafio en la membrana de la célula hepitica (Kaplan, 1986).
Su presencia se ha demostrado en mayor proporcién en las células en borde de cepillo de los
canaliculos biliares, la superficie sinusoidal de los hepatocitos y el endotelio de las venas portal y
periportal (Broe et al. 1985; Kaplan y Righetti, 1969 y 1978; Kaplan et al., 1983) de donde es
susceptible a ser liberada hacia el plasma en procesos obstructivos, por lo que se considera un
indicador de colestasis (Kaplan et al., 1986).

La y-glutamil transpeptidasa es una enzima embebida en la membrana plasmética del
hepatocito, principalmente en el dominio canalicular, cuya liberacién al suero indica dafio celular
y por consiguiente dafio hepdtico. La elevacion en la actividad de esta enzima aparece en pacientes
con obstruccion biliar de los grandes conductos, colestasis intrahepitica y enfermedad infiltrativa
del higado (Huseby y Torstein, 1978). Es importante hacer notar que la actividad de la y-GTP es
considerada como uno de los mejores indicadores de dafio hepatico ( Bulle et al.; 1990 Plaa y Hewitt,
1982;) y que el tratamiento con écido trimetilcolchicinico previene y revierte completamente a
valores normales la actividad sérica y de manera significativa, la actividad membranal de dicha
enzima. Esto muestra un importante efecto benéfico del 4cido trimetilcolchicinico en el daiio
hepatico inducido por la administracién crénica de CCl,.

El malondialdehido es un producto de la peroxidacién lipidica. Un incremento en los niveles
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de MDA hepitico indica un incremento en la lipoperoxidacién, un mecanismo de dafio hepético muy
bien conocido (Trible et al., 1987). Sin embargo, ni el 4cido trimetilcolchicinico ni la colchicina
pudieron prevenir el incremento en los niveles de MDA, mostrando que estos compuestos no actian
inhibiendo el proceso de lipoperoxidacién, por lo que se deben considerar otros efectos
citoprotectores (Mourelle y Meza, 1989; Muriel et al., 1993; Muriel, 1994; Muriel et al., 1995;
Castro y Muriel, 1996 ) o antifibrogénicos. De hecho, en nuestro laboratorio hemos observado que
el 4cido trimetilcolchicinico induce la reversién de la fibrosis por colestasis probablemente por un
mecanismo relacionado con la activacién de plasminégeno (Muriel et al., 1995).

El gluc6geno es el principal recurso de energia en el higado; sin él el higado no es capaz de
realizar funcio_ncs hepdticas acopladas a energia. Tanto el 4cido trimetilcolchicinico como la
colchicina mostraron efectos benéficos en el higado preservando y restaurando parcialmente el
contenido de glucégeno hepitico.

La colchicina, ademés de otros efectos, inhibe el ensamblaje de microtibulos (Olmstead y
Borisy, 1973), interfiere con el movimiento transcelular de colageno (Diegellman y Peterkofsky,
1972; Ehrlich y Bomnstein, 1972, Ehrlich et al., 1974) e incrementa la produccién de colagenasa in
vitro (Harris y Krane, 1971; Gordon y Werb, 1976). Ademis, la colchicina posee importantes efectos
benéficos como “estabilizador” de la membrana plasmética (Yahuaca et al., 1985) y previene el dafio
heptico inducido por acetaminofén en la rata (Muriel et al., 1993). Desafortunadamente, los efectos
colaterales de la colchicina (Hoang et al., 1982; Merchant y Singh, 1973; Stein y Stein, 1973;
Wallace et al., 1970) no permiten que ésta sea administrada a dosis més altas de 10 pg/dia en la rata
o 1 mg/dia en humanos, lo que limita su aplicacién clinica. Se ha reportado que el 4cido

trimetilcolchicinico, un colchicinoide que no se une a la tubulina (Zweig y Chignell, 1973), es menos
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téxico que la colchicina (Muriel, 1994 y 1996). De aqui se extrae la posibilidad de usar dosis
mayores de 4cido trimetilcolchicinico que permitan obtener un mejor efecto farmacolégico sin los
efectos colaterales comunes de la colchicina, los que son atribuidos a su capacidad de inhibir el
ensamblaje de microtubulos (Bodenheimer et al., 1988; Kaplan, 1989; Kershenobich et al., 1979;

Warnes et al., 1987).



9

CONCLUSIONES
1. Tanto el ATMC como la colchicina tuvieron un efecto benéfico parcial pero significativo

para prevenir y revertir las alteraciones observadas en la intoxicaci6n crénica con CCl, en la rata

a la dosis de 10 pg/kg de peso corporal.

2, No se observaron efectos adversos para ninguna de las dos sustancias a la dosis utilizada.

3. Ambas sustancias tuvieron un efecto similar, mas cabe sefialar que, segin reportes de la
literatura, el ATMC es mucho menos téxico que la colchicina, por lo que se podria probar a dosis

mis altas y tal vez mis efectivas que la dosis utilizada en este trabajo.

4. Debido a que la colchicina, cuyo efecto antimicrotubular es caracteristico, y el ATMC, sin
efecto antimicrotubular, tienen efectos similares, puede descartarse que el principal mecanismo de
accién de la colchicina como agente hepatoprotector sea a través de la inhibicién del ensamblaje de
los microtibulos, por lo que es necésario realizar més estudios para esclarecer su mecanismo de

accion.

S5 Es importante destacar el efecto de estas sustancias cobre la ATPasa de Ca** de alta afinidad,
ya que probablemente su efecto benéfico se deba, de manera muy importante, a su capacidad para

mantener los niveles de Ca®* intracelular, indispensable para la sobrevivencia de la célula frente a

un estimulo daiiino.

6. A pesar de que se requieren mas estudios toxicoldgicos y farmacoldgicos, hasta el momento
podria considerarse al ATMC como un buen candidato para el tratamiento de la cirrosis hepética en

los humanos.
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