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1 INTRODUCCION

En México la ingesta de alcohol (Etanol, EtOH) constituye uno de los
factores de riesgo mas importantes en el desarrollo de enfermedades
hepaticas ya que el 60% de la poblacion adulta es consumidora de

bebidas alcohdlicas.

Las enfermedades hepaticas representan la quinta causa de mortalidad
en México y al menos la mitad de estas muertes esta relacionada con el
consumo de etanol. Por ello, la cirrosis alcohdlica, la principal
complicacion del alcoholismo, es uno de los problemas de salud publica
mas severos en el pais (DGEISS, 2001; Campollo, 1997).

1.1 METABOLISMO DEL ETANOL.

Una vez que el EtOH es ingerido comienza su absorcion inmediatamente
por la mucosa del epitelio bucal y, como vapor, en los alvéolos
pulmonares; sin embargo, la cantidad de EtOH absorbida por ambas
rutas es insignificante, por ello puede considerarse que practicamente
todo el EtOH ingerido arriba al estdmago. Una vez en este érgano se

absorbe entre un 20 y 30% por el epitelio gastrico via difusidén simple.

En el estdbmago inicia el metabolismo del EtOH por medio de la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH) particular de este d6rgano y que se
encuentra presente en la mucosa gastrica (Riveros-Rosas, 1997).
Durante esta fase del metabolismo el EtOH es oxidado a acetaldehido y
se sugiere que los bajos niveles de esta enzima gastrica en las mujeres
es causa del incremento en la susceptibilidad de desarrollar una

enfermedad hepatica alcohdlica (Arias, 1984).



El resto del EtOH es canalizado hacia el intestino delgado donde es
absorbido principalmente en el duodeno y el yeyuno, de donde pasa a la
vena porta y continla al higado para ser metabolizado (Riveros-Rosas,
1997).

El EtOH se metaboliza principalmente en los hepatocitos, tipo celular
mas abundante en el higado. Existen tres sistemas enzimaticos en el
hepatocito encargados del catabolismo del etanol: el sistema de la ADH,

el sistema oxidativo microsomal (MEQOS) vy la catalasa.

El sistema de la ADH es la principal via de la oxidacion del etanol, y se
localiza en el citoplasma celular. Este sistema oxida cerca del 90% del
etanol ingerido. La ADH humana existe en por lo menos 20 isoformas

diferentes codificadas por 7 genes independientes.

En este sistema el etanol es transformado en acetaldehido (Ach), por la
ADH para lo cual necesita como aceptor de protones una molécula de
nicotin-adenin dinucledtido oxidado (NAD*) para dar lugar a Ach, NAD
en su forma reducida (NADH) y un protdn segin se muestra en la

siguiente reaccién

NAD * NADH + H*

CH3 - CH2 - OH m— CH3 - COH

Etanol ADH Acetaldehido

Si bien el sistema de la ADH es la via principal de destoxificacion del
etanol, se ha visto que en la ingesta crénica de éste, la actividad de la
enzima disminuye (Arias, 1984). Se ha propuesto que es el MEOS de

los microsomas el encargado de la oxidacion del etanol en la ingesta



créonica. El Citocromo especifico para metabolizar el etanol es el P450

2E1, el cual es inducible por el etanol (Lieber, 1984; Nomura, 1983).

El sistema MEOS cataliza la oxidacion del etanol en presencia de
oxigeno Yy nicotin-adenin dinucledtido fosfato reducido (NADPH)

resultando Ach, NADP™" y perdxido de hidrogeno (Riveros-Rosas, 1997).

NADPH + O3 NADP* + H,0, + HY

CH3 - CH2 - OH e——— CH3 - COH

Etanol Cit P450 2E1 Acetaldehido

La tercer ruta para la oxidacion enzimatica del etanol es la catalasa
presente en los peroxisomas. En este sistema el etanol es oxidado
utilizando perdxido de hidrégeno y se obtienen como productos Ach y

agua.

HZOZ 2 Hzo

CH3 = CH2 - OH —— CH3 - COH

Etanol Catalasa Acetaldehido

Lieber reporta que la contribucién de esta ruta en el metabolismo del
EtOH ingerido es de menos del 2%, por lo que se considera que

contribuye en forma minima.

Finalmente, existen ademas otras rutas no enzimaticas para el
metabolismo del etanol donde por medio del fierro y utilizando al

peroxido de hidrégeno como agente oxidante el etanol es transformado



a Ach, pero la oxidacion por estos sistemas contribuyen de forma

insignificante al metabolismo del etanol.

1.2 TOXICIDAD DEL ETANOL.

La toxicidad del etanol puede deberse a varios factores, por un lado, la
deficiencia en el metabolismo de lipidos, la inducciéon de citocinas, la
generacién de radicales libres (RL), la disminucion de los niveles de
glutation reducido (GSH) entre otros. La mayor parte de estos
mecanismos de dafio estan mediados por su principal metabolito, el
acetaldehido, el cual resulta ser mas téxico que el etanol mismo (Klots,
1998).

1.2.1 Toxicidad del acetaldehido

El acetaldehido es altamente reactivo, para su destoxificacién el Ach es
metabolizado principalmente por la acetaldehido deshidrogenasa

localizada en el citosol la cual lo transforma en acetato (Yoshida, 1998).

El acetaldehido puede formar aductos con proteinas, glicoproteinas y
fosfolipidos de membranas, principalmente con residuos de lisina por
medio de una base de Schiff, aunque también se forman aductos con
residuos de tirosina y cisteina. El resultado de este proceso es un
desajuste en algunas funciones celulares, por ejemplo, la cadena
respiratoria mantiene una actividad superior a la basal; esto conlleva a
la formacidon de radicales libres. Por otro lado, los aductos formados con
las proteinas actlan como neoantigenos y esto genera un dafio indirecto
ya que se promueve la activacion del complemento. Ya que la

formaciéon de dichos complejos Ach-proteina se incrementan con el



consumo cronico de etanol este es uno de los mecanismos de

generacion del dafno inducido por etanol (Hill, 1998).

Ha sido posible detectar Ach en sangre e higado después del consumo
de EtOH. Algunos estudios demuestran que el Ach se une
covalentemente a la membrana de los hepatocitos, a proteinas
citosolicas, al Cit. P450, a la tubulina, a la actina, a la albumina, a la
hemoglobina y a las ARNasas, lo que altera su estructura e impide el

funcionamiento normal de estas proteinas (Niemela, 1999).

Ahora bien, muchas enzimas se ven afectadas por el cambio en el
estado redox de las células ya que existe un cociente NADH/NAD?*

superior y esto tiene un efecto sobre en el metabolismo.

Por otro lado, el metabolismo via MEOS del Ach incrementa el estrés
oxidativo por que promueve la formacion de perdxido de hidrégeno asi
como la lipoperoxidaciéon (LPO); ademas, el Ach incrementa el estrés
oxidativo ya que disminuye los niveles de GSH, ya que puede formar

aductos con los aminoacidos precursores de este tripéptido.

1.3 ENFERMEDAD HEPATICA ALCOHOLICA.

Por lo que se ha mencionado anteriormente podemos afirmar que el
etanol y sus metabolitos resultan ser altamente toxicos para el higado.
La ingesta crénica del etanol conduce a un estado patoldgico

denominado como Enfermedad Hepatica Alcohdlica (EHA).

En los ultimos afios han habido grandes avances en la comprension del
mecanismo de dafio en la EHA. Se sabe que es un proceso muy

complejo en el que intervienen practicamente todos los tipos celulares



hepaticos incluyendo a los hepatocitos, células de Kupffer, células
estelares, células endoteliales. Estas células despliegan una red de
comunicacién mediada por citocinas, factores de crecimiento, radicales
libres (RL) y eicosanoides; estos mediadores de comunicacion celular se
encuentran presentes siempre en el tejido y cumplen con una funcion en
el o6rgano sano, ademas, interactlan entre ellos creandose una
intrincada red que permite mantener la homeostasis celular y tisular

(figura 1).

Los cambios en la abundancia y funcién de los diferentes tipos celulares,
asi como el desbalance en la red de comunicacion celular nos conduce a
la patologia crénica progresiva. El consumo crénico de alcohol es el
factor iniciador de este desbalance y, aunque no se conoce con detalle el
proceso por el que este ocurre, se han realizado estudios en los que se
pone de manifiesto el papel critico que juegan los diferentes mediadores
de comunicacién celular. Asi pues, el entendimiento de estos cambios en
la funcidn celular requiere de una interpretacién cuidadosa de la forma
en que las sefales intercelulares causan cambios lentos y acumulativos

gue conllevan a un estado patoldgico crénico y progresivo.

Los principales tipos celulares hepaticos estan muy préximos entre si en
el 6rgano y tienen la capacidad de producir los diferentes mediadores
guimicos, los cuales pueden actuar de manera autocrina o paracrina
induciendo a la auto perpetuacion del proceso patoldgico. Dicho proceso
incluye fendmenos como la inflamacién, la necrosis, la apoptosis, la

fibrosis, la isquemia y la alteracién de la expresién génica.

Por todo ello resulta importante el conocimiento de las interacciones

entre los diferentes mediadores de comunicacién y su papel en las



distintas patologias hepaticas, ya que entre mejor conozcamos su

participacion tendremos mayor oportunidad de mejores tratamientos.

Iniciadores de
Dafio:

Etanol

Virus

LPS

Mediadores de
Comunicacion Celular:

Citocinas
Radicales Libres
Eicosanoides

Daio
Hepatico
Esteatosis
Fibrosis
Cirrosis

TIPOS CELULARES HEPATICOS

A. Hepatocitos en acino
B. Célula Perisinusoidal
C. Endotelio

D. Célula Pit

E. Célula Kupffer

Figura 1. Intrerrelacién celular y mediadores importantes durante la progresién del

dafio hepatico.



1.4 ENDOTOXEMIA

1.4.1 Endotoxina

Gradualmente, se ha acumulado evidencia que demuestra que
numerosos factores como el tipo de dieta, el sexo y las caracteristicas

genéticas pueden jugar un papel importante en el desarrollo de la EHA.

Entre estos factores asociados al consumo de alcohol se encuentra la
endotoxemia (altos niveles de endotoxina); este aspecto ha cobrado
gran importancia en la actualidad, ya que se ha comprobado que el

abuso del alcohol favorece su desarrollo (Lands, 1995).

La endotoxina (Lipopolisacarido, LPS) es un componente de la pared
externa de las bacterias Gram(-), se compone de una parte polisacarida
altamente variable y otra, el lipido A, el cual representa la region
antigénica del LPS (Raetz, 1990) (figura 2).

La translocacién del LPS desde el lumen intestinal hasta la circulacion es
un paso importante para comprender la participacién de esta molécula
en el inicio y progreso del dano hepatico (Nolan, 1989, Bode, 1992). A
este respecto se han realizado estudios en los que se demuestra que el
consumo de alcohol puede llevar al aumento de la concentracion
plasmatica de LPS tanto en modelos animales como en pacientes con
cirrosis alcohdlica (Schafer, 1997, Adachi, 1995, Mathurin, 2000). Por
otro lado, la esterilizacidon del lumen intestinal de ratas o bien, el empleo
de anticuerpos anti TNF o en ratas a las que se administra alcohol
reduce el dafio observado por el consumo del etanol (Eguchi, 1991,
McCuskey, 1995).



Polisacarido Unidad
Repetitiva
Nucleo Externo
Lipido
Nucleo Interno

Figura 2. Estructura general de las endotoxinas.

Uno de los efectos centrales de la endotoxina, una vez que ha ingresado
a la circulacién, es la estimulacién de monocitos y macrofagos asi como
la inducciéon de la liberacion de citocinas proinflamatorias tales como el
TNFa y la IL 6 (Harry, 1999, Mathurin, 2000). Asi pues la endotoxemia
como inductora del aumento en las concentraciones de citocinas

proinflamatorias puede contribuir al inicio y agravamiento de la EHA.

Por otro lado, diversos autores reportan que el LPS es capaz de inducir
la secrecidon de diferentes mediadores de dafio en algunos tipos celulares
del higado como hepatocitos o células de Kupffer (Lands, 1995; Wang,
1995, Kaoru, 1997; Gutiérrez-Ruiz, 1999, Olivares, 1997); esto resulta
de suma importancia ya que son estos mediadores los que promueven

la auto perpetuacion del dafo.

1.5 Importancia clinica de la endotoxemia.
La importancia del LPS en el dafio hepatico inducido por ingesta de

etanol se ha estudiado desde hace varios afios y se han aportado



evidencias experimentales acerca de la presencia del LPS entre los que

se pueden senalar las siguientes:

o Titulos elevados de IgA anti-lipido A en 35 de 41 pacientes con
EHA (Nolan, 1986).

o Hepatitis necrosante en ratas sometidas a dietas con etanol y LPS
(Bhagwandeen, 1997).

o Lesiones necrosantes focales inducidas por LPS (Shibayama,
1991).

o Disminucidon del dafio hepatico cuando se disminuye la
endotoxemia (Adachi, 1995).

Se ha demostrado que un incremento en la permeabilidad de la mucosa
intestinal al LPS inducida por el etanol es un factor que favorece la
endotoxemia en modelo de alcohdlicos, ademas la reduccion de la
capacidad de las células de Kupffer para destoxificar al LPS, asi como el
incremento de bacterias Gram (-) en la biota intestinal promueven el

desarrollo de esta patologia (Schenker, 1995)

Para su accion el LPS necesita al menos dos glicoproteinas, una proteina
unidora de LPS (LBP) y un receptor al complejo LPS-LBP, conocida como
CD14. Ambas proteinas son sintetizadas por los hepatocitos en
condiciones normales (Schumann, 1990). Se ha demostrado que
puede inducirse su produccién en ratas que fueron alimentadas con
etanol y grasas insaturadas, lo que provocé el dafo hepatico con

respecto a los animales control. (Fukui, 1994; Su, 1998).

La proteina que une al LPS es una glicoproteina de 60kD que funge
como acarreador del LPS. Esta proteina es sintetizada por los

hepatocitos y en condiciones normales se encuentra en suero a una
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concentracion menor a los 0.5 g/ml (Schumann, 1990). EI LBP se une
con alta afinidad al lipido A, y el complejo LPS-LBP activa a la célula a
través del receptor membranal CD14, este ultimo es una glicoproteina
de 55kd que estd unida a membrana por un puente de fosfatidilinositol
glicano (Wright, 1990).

No se conoce con exactitud como participa el LPS en la iniciacion de la
EHA, sin embargo, Schenker y col. (1995) especulan que el LPS activa a
las células de Kupffer, las que responden secretando diferentes citocinas
y, por otro lado, se incrementa el metabolismo del etanol lo que

ocasiona una generacion de Ach con los efectos téxicos ya referidos.

1.6 MEDIADORES DE COMUNICACION CELULAR

Los diferentes factores que inducen dafio hepatico actuan inicialmente
sobre una o mas células blanco para iniciar el dafio a través de los
diferentes mediadores de comunicacion celular como pueden ser
citocinas, quimiocinas, eicosanoides, especies reactivas de oxigeno
(ROS) entre otros.

1.6.1 Especies Reactivas de Oxigeno.

Un radical libre se define como cualquier especie atdbmica o molecular
con uno o mas electrones desapareados, esto los hace sumamente
reactivos y pueden propiciar reacciones en cadena. El desbalance entre
la produccion de RL y el sistema antioxidante existente en las células
origina un exceso de oxidantes que puede tener serias repercusiones en

el estado fisiolégico celular.

11



Uno de los principales radicales libres presentes en las células es el
radical superdoxido (0,®), Este radical se forma de manera natural en
todas las células aerdbicas ya que si bien la mitocondria es sumamente
eficiente, alrededor del 3% de las moléculas de O, no llegan a formar

agua y forman superdéxido.

El radical superoxido (0O,®) también se puede generar en reacciones
catalizadas por la xantina oxidasa, y por los procesos de destoxificacion
del Cit.P450. Este radical puede formar perdoxido de hidrogeno via la
enzima superdxido dismutasa (SOD) como mecanismo de defensa
antioxidante. Posteriormente el rompimiento homolitico del enlace O-0
del perdoxido produce dos radicales hidroxilo (¢OH) con la participacion
de metales de transicion como el fierro y el cobre por medio de
reacciones como las de Fenton y Haber-Weiss (Fig. 3). En estas
reacciénes se genera al radical a partir del H,0,, interviniendo el Fe *

como donador de electrones (Halliwell, 1984).

Fenton
Fe’* +H,0, —>» Fe3"+ OHe + OH -
Haber-Weiss
0’ + Fe 3* —> O+ Fe?*
H, O, + Fe %* —” Fe3' 4+ OHe + OH -
0>’ + H,0; ——»  OHe + OH - + O,

Fig 3. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss.

El radical hidroxilo es altamente reactivo e inestable. Reacciona con

cualquier molécula que se encuentre cerca de él sin preferencias, la

12



principal defensa contra él es evitar su formacion por la destoxificacidn

del radical superdxido, del perdxido de hidrogeno y del Fe 2% .

Los RL en general, y el radical hidroxilo en particular, pueden reaccionar
con moléculas organicas reducidas, en especial las que contienen dobles
enlaces como los lipidos insaturados, proceso que se denomina
lipoperoxidacion (LPO), este dafio conlleva a la pérdida de la
permeabilidad y fluidez de la membrana, lo que termina siendo fatal
para la célula. Los acidos grasos de las membranas celulares son los
principales blancos del eOH. La LPO inicia cuando es sustraido un
protén por un RL de un &acido graso insaturado generando un radical
lipidico, el cual se reconfigura en un dieno conjugado, éste reacciona
con el oxigeno para dar origen al radical peroxi, que puede sustraer otro
proton de otro acido graso formando un hidroperdxido lipidico y un
nuevo radical de acido graso, el cual continta la reaccion en cadena. El
peroxido lipidico, puede liberar otros compuestos como alcanos (etano,
pentano) y aldehidos (malondialdehido, 4-hidroxinonenal), por medio de

una ruptura catalizada por Fe °*.

La cadena respiratoria mitocondrial no es el Unico sitio donde se
producen RL de manera natural en el organismo. En el transporte de
electrones en el reticulo endoplasmico, por medio del sistema oxidativo
microsomal, en donde la NADPH citocromo P 450 reductasa cataliza la

transferencia de electrones al O, para formar O,® entre otros.

1.6.1.1 Sistemas Antioxidantes.

La célula para contrarrestar la presencia de RL posee un sistema de
defensa el cual contiene componentes enzimaticos entre los que se

encuentran la SOD, la glutation peroxidasa (GSHPx) y la catalasa; por

13



otro lado, la célula cuenta con componentes no enzimaticos para evitar

el efecto de los RL tales como el GSH y las vitaminas A, Cy E.

La SOD es la primer enzima que actla en la destoxificacion de RL, ella
se encarga de la transformacion del superdoxido en peréxido de
hidrogeno. Esta enzima se localiza en la mitocondria, sitio principal de
la generacién de RL, y se denomina Mn SOD ya que requiere de
manganeso como cofactor; también existe una CuZn SOD pero esta

enzima se encuentra en el citosol.

La GSHPx es una enzima citosdlica que emplea selenio como cofactor,
su funcion es transformar al perdxido de hidrogeno en dos moléculas de
agua. En esta reaccion participan dos moléculas de GSH que ceden dos
hidrégenos formando el glutatién oxidado (GSSG) por medio de un
enlace disulfuro. El GSSG se regenera por medio de la glutation
reductasa (GSHRd) en presencia de NADPH.

Finalmente la catalasa, enzima confinada a los peroxisomas transforma

también al peréxido de hidrégeno en agua por dismutacién (figura 4).

El glutation (GSH) es un tripéptido (glutamato-cisteina-glicina) que
existe en altas concentraciones (del rango de nanomoles) en todas las
células. Si bien su sintesis se realiza exclusivamente en el citosol, su
distribucién celular en general es de 80-85% en citosol y el resto en

mitocondria.

Para la sintesis del GSH se requiere realizar dos reacciones secuenciales
dependientes de adenosin trifosfato (ATP), mismas que catalizan las
enzimas glutamilcisteina sintetasa y la GSH sintetasa (Fernandez-Checa,
1998a).
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El GSH es el principal agente hepatoprotector ya que neutraliza RL por
medio de su grupo sulfhidrilo, ademas de servir como sustrato para la

destoxificacién del H,O, por la GSH peroxidasa.

Se sabe que en gran medida, el dafio producido por los RL, se debe a
una disminucion del GSH, ya sea por una deficiencia en la sintesis de
novo o por una inapropiada restauracion del GSSG; la sintesis del
glutation se reduce durante la ingesta de etanol ya que el acetaldehido

interactlia con aminoacidos precursores formando aductos.

1.6.1.2 Radicales Libres y expresién génica

Por otro lado, los radicales libre pueden influir en la expresién génica ya
que algunos factores de transcripcion como el factor nuclear «B (NF kB),
asi como AP1 son activados por estas entidades; esto resulta de
particular importancia ya que se ha establecido que estos factores de
transcripcidon estan involucrados en la induccién de diversas citocinas y

factores de crecimiento.

En la EHA, se ha descrito que el peroxido de hidrogeno juega un papel
importante como mediador de dano, ya que es capaz de estimular la
produccién de citocinas por hepatocitos probablemente por la activacién
de factores nucleares de transcripcion, del tal modo que al ser
estimulados, los hepatocitos secretan diversas citocinas y factores de

crecimiento asi como quimiocinas tales como la IL 8.
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H>0 + 2 O;

A
CAT
SOD
o . H:0: — . “OH + HO'
2 e
2GSH

\, GSSG

v CAT Catalasa
SOD Superoxido Dismutasa
GSH Glutation Reducido

2H0 6 Glutation Oxidado

H Ion Hidrogeno
GSHpx Glutation Peroxidasa

GSH red Glutation Reductasa

Fig. 4. Esquema de los sistemas de destoxificacion de RL.

16



1.6.2 Citocinas.

Las citocinas son proteinas (péptidos o glicoproteinas) regulatorias, de
aproximadamente 30Kd, que son secretadas normalmente por diversos
tipos celulares en muy bajas cantidades. Histéricamente el término
interleucina (IL) fue propuesto para describir a las proteinas producidas
por los linfocitos que actuan sobre otros linfocitos; sin embargo, en la
actualidad se sabe que las fuentes celulares de estas proteinas no se
restringe a las células del sistema inmune, sino que estos mediadores
son producidos por una gran variedad de células (Simpson, 1997). Su
rango de accién es corto, de tipo autocrino o paracrino. Las citocinas se
unen a receptores especificos que se encuentran en la superficie celular
y generalmente alteran la expresion de los genes de las células blanco,

modificando asi sus funciones y diferenciacion.

Una de las clasificaciones mejor aceptadas es aquella que las agrupa
segun su funcion en: proinflamatorias, antiinflamatorias vy
guimiotacticas; sin embargo, debe considerarse que esta clasificacion
aun resulta muy arbitraria ya que en general los efectos de las citocinas

son pleiotrépicos.

Las citocinas normalmente realizan sus diversas funciones de manera
que mantienen la homeostasis celular y tisular. Las interacciones entre
ellas juegan un papel fundamental en los eventos normales vy
patdlogicos de la respuesta inmunoldgica, reacciones inflamatorias,
remodelacién de tejidos, angiogénesis y transformaciones neoplasicas.
Una desregulacién o desbalance, ya sea en la produccion o en la accién
de las citocinas, puede manifestarse de una manera mucho mayor
puesto que las citocinas forman intrincadas redes donde unas dependen

de otras para su buen funcionamiento.
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1.7 Interleucina 8.

La IL 8 es una quimiocina porque promueve la activacién, la
acumulacion y la quimiotaxis de los neutréfilos al sitio donde es
producida, generalmente una zona dahada (Lindley, 1998; Damme,
1994, Baggiolini, 1989).

La IL 8 es producida por varios tipos celulares bajo una estimulacién
apropiada como con el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), IL 1, IL
6 y LPS entre otros, mientras que su sintesis es inhibida por citocinas de
caracter antiinflamatorio como IL 10 y con agentes antioxidantes
(Sheron, 1992, Thornton, 1990).

La identificacion de la IL 8 se realizd6 en 1987, como un factor soluble
presente en el sobrenadante de monocitos tratados con LPS (Locati,
1999). Esta quimiocina pertenece al grupo clasificado como CXC, el
cual agrupa a varias quimiocinas que presentan en su estructura un

aminoacido cualquiera entre los dos primeros residuos de cisteina.

La IL 8 humana esta codificada por un solo ARNm de aproximadamente
1.8 kb. El gene de IL 8 se localiza en el cromosoma 4 y consta de 4
exones y 3 intrones. La quimiocina madura se produce como una
proteina de 99 aa; sin embargo, la forma activa varia en tamafo
dependiendo del tipo celular del que proceda, por ejemplo, la forma
activa de la IL 8 de hepatocitos es de 77 aa mientras que la forma

activa de monocitos es de 72 (Lindley, 1998).
En lo que respecta a la estructura del gene, existen en la regidn
promotora dos sitios de unidon para dos factores nucleares que

responden a estrés oxidativo, el NFkx B y la proteina activadora 1 (AP1).
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Se ha observado que la activacion del NFk B esta mediado
selectivamente por peréxidos. Por otro lado, AP1 es activado
principalmente por O, ya que se ha observado que la induccién de este
factor nuclear es bloqueada por la adicién de la SOD y no por la

catalasa.

La IL 8 ejerce su actividad por medio de receptores glicosilados
designados como IL 8RA e IL 8RB. IL 8 se une con alta afinidad a
ambos receptores aunque solo el receptor tipo A es especifico, ya que el

receptor tipo B se une también otras quimiocinas (Locati, 1999).

Por el hecho de que IL 8 atrae neutréfilos a la zona de dafio, resulta de
suma importancia estudiar su relacidon con el estrés oxidativo, ya que se
ha visto que IL 8 se secreta como una respuesta celular a este
fendmeno. Por otro lado, los neutréfilos atraidos por ella incrementan a

su vez el estado predominantemente oxidante.

Se ha propuesto que la IL 8 tiene una participacion trascendental, ya
que se han encontrado niveles altos de la interleucina en plasma de
pacientes cirréticos (Li, 1996), asi como en liquido ascitico en el mismo

tipo de pacientes (Martinez-Bru, 1999).

Un estudio llevado a cabo por Sheron y cols. (1993), reveld que en
personas sanas no se detectaban niveles circulantes de IL 8, mientras
gue en pacientes con hepatitis alcohdlica se hallaron niveles del orden
de 400-600 ng/ml, particularmente en aquellos que murieron, esto se
correlaciond con indicadores bioquimicos de dafio hepatico severo

(bilirrubina, creatinina, TNF a, entre otros).
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Estudios in vitro han revelado que la IL 8 es secretada por hepatocitos
tratados con metales (Dong, 1998 a) , LPS (Dong, 1998 b) y con EtOH
(efecto que podria deberse a la presencia del Ach resultado del
metabolismo del EtOH) (Shiratori, 1993); sin embargo, no se conoce
aun el mecanismo por el cual estos tdxicos estimulan la secrecién de la
guimiocina. Se sabe que el TNFa esta involucrado en dicha secrecién,
asi como de la posible participacién del estrés oxidativo o de productos
de la LPO (Jayatilleke, 1998).

Se ha propuesto que el TNF o juega un papel critico en el desarrollo de
la EHA, ya que niveles altos de esta citocina se han reportado en
pacientes con hepatitis alcohdlica aguda y con EHA crénica (Colell,
1998). Si bien esta citocina estimula la secrecién de otros mediadores
de dafio, tal como la IL 8, por si sola ejerce dafio citotoxico en
hepatocitos de la linea celular HepG2 (Hill, 1995). Parte de este efecto
se realiza a través de un mecanismo intracelular que aun se desconoce
el cual bloquea el funcionamiento del complejo III de la cadena

respiratoria mitocondrial. Este bloqueo permite el incremento del O*

producido por la auto oxidacion del radical ubisemiquinona acumulado.

En el caso particular del higado, las células de Kupffer pueden producir y
liberar una gran cantidad de citocinas. Se ha reportado que secretan
interleucina 1 (IL 1), y TNF o que tienen un papel proinflamatorio, asi
como interleucina 10 (IL 10) que es antiinflamatoria; también se ha

evidenciado la presencia de interleucina 8 (IL 8) e interleucina 6 (IL 6).

1.8 Células de Kupffer.

Los efectos toxicos del EtOH han sido ampliamente descritos; sin

embargo, el mecanismo responsable de su hepatotoxicidad no ha sido
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completamente caracterizado. En la actualidad es conocido que la
ingesta cronica de EtOH estimula el consumo hepatico de oxigeno, causa
esteatosis, fibrosis y cirrosis entre otras patologias. Nueva evidencia ha
emergido implicando a las células de Kupffer en varios aspectos de esta
patofisiologia (Thurman,2000).

Después del consumo de EtOH ocurren alteraciones significativas en el
mecanismo de defensa del individuo, estas incluyen cambios en la
funcion reticuloendotelial asi como un cambio en la funcionalidad de
plaquetas, linfocitos, granulocitos e inmunidad (Adams, 1984; Tabakoff,
1988). La atencion se ha enfocado también en el efecto del EtOH sobre
las células de Kupffer (Decker, 1989). Estas células han sido
estimuladas con LPS y se ha demostrado que estan involucradas en la

progresion del dafio hepatico mediado por etanol (Nolan, 1980).

Otras observaciones que sostienen la hipdtesis de que las células de
Kupffer estan involucradas en el dafio hepatico inducido por alcohol son
las siguientes: primero, Adachi (1995) ha demostrado que cuando se
inactiva a estas células con cloruro de gadolinio (Gd Cl 3) en ratas a las
gue se administré EtOH por via enteral, el valor de diversos parametros
de dafo como enzimas plasmaticas, inflamacidon y necrosis disminuyen
significativamente. Por otro lado, el etanol afecta a las células de
Kupffer modificando diversas de sus funciones, entre ellas la produccién

de citocinas como el TNF a (Yamada, 1991).
En particular el TNF o se encuentra incrementado en sueros de

pacientes alcohdlicos lo cual es congruente con la idea de que las células
de Kupffer se han activado (Stahnke, 1991).
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Ademas se ha propuesto que las células de Kupffer son capaces de
secretar mediadores que son toxicos a las células hepaticas o bien, que
sirven como quimioatrayentes para neutrodfilos citotéxicos provocando
de esta manera la progresion del dano. ElI TNF o y la IL 1 son
directamente citotéxicos para varios tipos celulares. Algunos estudios
en los que se administra EtOH a ratas que son inyectadas con
anticuerpos anti-TNFa muestran un dafio menor que aquellas ratas que
no fueron tratadas con los anticuerpos (Iimuro, 1997). Mas auln, tanto el
TNF o y la IL 1 estimulan la migracién de neutrofilos asi como su
activacién; ademas, también inducen la liberacién de proteasas y RL

aumentando con ello el dano en el tejido.(Thiele, 1989).

Muchos de los estudios realizados a la fecha tienen como objetivo el
evaluar la induccidon y secrecion de las citocinas proinflamatorias por
diversos agentes actuando de manera independiente. Por otro lado, en
numerosos estudios se ha demostrado no solo la presencia de
endotoxinas, sino su participacién activa en los procesos inflamatorios
que se producen en el tejido hepatico en pacientes con cirrosis. Por
todo ello resulta importante que se realicen nuevas investigaciones que
permitan conocer como las endotoxinas de manera conjunta con el
etanol y sus metabolitos estan alterando los patrones de sintesis y
secrecion de citocinas asi como su relacién con el dafio generado por

estrés oxidativo.

1.9 Modelo Celular.

La evaluacion directa de los efectos que produce un agente quimico son
dificiles de evaluar en un modelo animal, esto es debido a que la
presencia del sistema homeostatico no nos permiten una evaluacién

directa. Es por ello que la evaluacién de los efectos del etanol se
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facilita en sistemas de cultivo celular de hepatocitos in vitro. Entre ellos
las lineas celulares han ofrecido grandes ventajas como modelo
alternativo para evaluar algunos mecanismos de toxicidad (Dierick,
1989). Los estudios de citotoxicidad basados en estos modelos pueden
proveer informacién acerca de la potencia y mecanismos de accion de
xenobidticos con un mayor numero de parametros cuidadosamente

controlados (Porquet, 1992).

Entre las lineas de origen hepatico se encuentran las células HepG2.
Esta linea fue obtenida de un hepatoblastoma humano, establecida por
Aden en 1979. y exhibe muchas de las caracteristicas de un hepatocito
normal. Asi, sus caracteristicas morfolégicas y formas celulares
epiteliales son compatibles con las células de parénquima hepatico.
Ademas presenta la sintesis de diversas proteinas hepaticas, como la
albumina, la transferrina, lipoproteinas, fibrindgeno y algunos factores

de coagulacion (Kelly, 1989).

Las lineas celulares humanas derivadas de hepatoblastomas han sido
propuestas como alternativa para los modelos celulares de -cultivo
primario de hepatocitos in vitro en el estudio de metabolismo de
xenobiodticos. Las ventajas potenciales de las lineas celulares hepaticas
son: se obtienen poblaciones celulares en grandes cantidades, su
mantenimiento es sencillo, pueden ser crioconservadas exitosamente.
Respecto al metabolismo de ciertos farmacos, la actividad de las
enzimas no disminuye durante el cultivo, como pasa con cultivos

primarios de hepatocitos humanos (Duthie, 1994).

Las células HepG2 han sido extensamente utilizadas para estudiar
funciones hepaticas que incluyen la sintesis de lipidos (Wang, 1988 ), el

metabolismo del grupo hemo (Visser, 1991; Krijf, 1993). Asi como el
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estudio de metabolismo de agentes xenobidticos (Sormenan, 1993, Roe,
1993).

Por estas razones se considera a la linea celular HepG2 como un

modelo adecuado para el estudio de la toxicologia hepatica.
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2 HIPOTESIS

Los hepatocitos como resultado de una agresidon pueden sintetizar
citocinas que tienen un papel activo en la inflamacidn hepatica. Las
citocinas pueden inducirse en presencia de dafio por estrés oxidativo.
Existen numerosos reportes sobre la presencia de endotoxemia en
individuos con dafo hepatico, asi como su participacién en la induccién
de diversas citocinas proinflamatorias, como el TNFa y la IL 8, en la
EHA. Por ello esperamos que el pretratamiento con LPS actie como un
promotor de la respuesta inflamatoria inducida por el acetaldehido y el
propio LPS en términos de una mayor de una mayor secrecion de la IL
8. Esperamos demostrar que el efecto del pretratmiento con LPS sobre
la produccidon de IL 8 esta mediado por el TNFa. Esperamos ademas,
que los hepatocitos sujetos al pretratamiento con LPS presenten una

mayor susceptibilidad al dafio por el estrés oxidativo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General.

Evaluar el efecto producido por el pretratamiento con LPS sobre la
secrecion de IL 8 inducida por Ach y LPS y su relacidon con el estrés

oxidativo en células HepG2.

3.2 Objetivos Particulares.

o Determinar la induccién y secrecién de IL 8 como respuesta al
dafo inducido por acetaldehido y LPS en células HepG2

pretratadas con endotoxinas de Salmonella typhimurium.

o Determinar la participacion que el TNF o tiene en el efecto del
pretratamiento con endotoxina sobre la induccién y secrecién de

IL 8 en células HepG2 tratadas con acetaldehido y endotoxina.

o Evaluar la generacion de estrés oxidativo por medio de la
disminucién de los niveles de glutatidn citosélico y mitocondrial en
presencia de acetaldehido y endotoxina en células HepG2

pretratadas con endotoxina.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 CULTIVO CELULAR

Las células HepG2 (linea celular de un hepatoblastoma humano),
se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC No. HB
8065; Maryland, USA) en el pasaje numero 81, se cultivaron en medio
William "s (Gibco BRL), el cual se suplementé con 10 % suero fetal
bovino (Hy-Clone), 100 U/ml de ampicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina (Microlab). En adelante el medio asi preparado se le
llamard medio completo. Las células se sembraron en botellas de cultivo
de plastico estériles (Costar). El medio de cultivo se cambid cada tercer
dia. Las células se resembraron a una diluciéon 1:2 una vez por semana,
levantandose con tripsina-EDTA al 0.25%, (Sigma) previo lavado con
PBS-EDTA 1%. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora con una
atmosfera de 5 % CO, y 90% de humedad con una temperatura de 37
oC.

4.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se sembraron 10 7 células en cajas de cultivo de 75 cm? (Costar)
con medio completo. Se dejo estabilizar el cultivo por 24 h.
Posteriormente se cambid el medio por uno que contenia LPS de
Salmonella typhimurium 1ug/ml en medio William s sin suero, a este
tratamiento se le denominara pretratamiento con LPS (PT) y tuvo una
duracidn de 24 h. Posteriormente se adicionaron a este mismo medio los
otros toxicos como se sefalan a continuacién: los tratamientos que se
aplicaron fueron Ach 175 uM (Backer) vy LPS de Salmonella
typhimurium 1 pg/ml (Sigma), todos adicionados al medio William “s sin

suero del pretratamiento con LPS. Los tratamientos fueron 24 h para
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los estudios de secrecién o contenido de glutation y de 1 h para los
estudios de expresion del RNAm. Las botellas de cultivo con los
tratamientos de Ach fueron selladas con parafiim para evitar la

evaporizacién del téxico.

Terminado el tiempo del tratamiento los medios fueron
recolectados, centrifugados a 4,000 rpm y el sobrenadante fue
congelado a -70C para la determinacién de citocinas o bien, las células
se rasparon con un gendarme de goma y se emplearon en las

diferentes pruebas bioquimicas y para el aislamiento del ARN total.

Para la neutralizacion del TNF o secretado se usé un anticuerpo
policlonal anti-TNFa. humano (R&D systems) a una concentracion final
de 500 U/ml, el anticuerpo se agregé en medio sin suero 20 min

previos al pretratamiento con LPS.

Para los estudios con TNFa se empled una proteina recombinante
humana (R/D Systems) que se adiciond al medio William s sin suero a

una concentracion de 5 ng/ml.

Todos los tratamientos se aplicaron cuando las células se
encontraban en fase de crecimiento logaritmico. Se emplearon cultivos

de células HepG2 entre los pasajes 90-120.

4.3 CONTENIDO DE GLUTATION

Para la determinacién del GSH total se empled el método de Tietze
(1969) con el reactivo de Ellman. El método se basa en la reduccién del
5,5 "-ditiobis-2 acido nitrobenzoico (DTNB) en presencia de grupos tioles
(-SH).
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Se sembraron 3 X10 ° células en botellas de cultivo de 25 cm? con
medio completo y se dejo estabilizar el cultivo por 24 h, posteriormente
se adicionaron los diferentes tratamientos, al término de la incubacion
con los téxicos, se retiraron los medios y se lavaron las células con PBS
para levantar las células con un gendarme de goma y se resuspendieron
con 0.6 ml de PBS. A 0.5 ml de muestra se le agregdé 1 ml de buffer de
Tris 0.2 M -EDTA 0.02 M suplementado con SDS al 1% pH 8.2, agitando
durante 15 min. Posteriormente, se agregdé 1 ml acido tricloro acético
(TCA) al 5% y se agité durante 5 min. Se centrifugé a 3000 rpm por 15
min a 4 °C. Del sobrenadante se tomaron 0.2 ml para la determinacion,
a lo cual se agregaron 2.5 ml de PBS 0.05 M a pH 7.1, 800 ul de EDTA
1mM, 30 ul de DTNB. La mezcla se agitd y la absorbancia se ley6 a 412
nm. La cuantificacion de GSH se realizd en base a una curva estandar.

Los resultados se reportan en nmol de SH /10 ® células.

4.4 AISLAMIENTO DE ARN

El aislamiento de ARN total se llevo al cabo empleando la técnica
de Chomczynski (1993) con el reactivo Trizol. Se sembraron 3 X 10 ©
células por cada tratamiento, después de 24 h se retird el medio de
cultivo, las células se lavaron con PBS, posteriormente se les agrego 1
ml de Trizol y se levantaron con un gendarme de goma estéril. Las
células se pasaron a un tubo eppendorf en donde se les dejo reposar 20
min y se les agregd 0.5 ml de cloroformo, se agitd el tubo por 15 s y se
centrifugd 10 min a 12,000 rpm a 4 °C. La fase acuosa (superior) fue
recuperada y se agregaron 500 ul de isopropanol, se dejé reposar por
12 min y se centrifugd por 10 min a 12,000 rpm . Se decantd y el
precipitado, se lavd con EtOH al 70% y se centrifugd por 5 min a 12,000
rom. El precipitado de ARN se secé al vacio y se resuspendid la pastilla

de ARN en una solucién de dietilpirocarbonato ( DEPC) al 0.1%.
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Finalmente se cuantific6 el RNA por espectrofotometria a una

absorbancia de 260 nm. Usando la siguiente relacion:

Concentracion de RNA = (D.O. 260) (40) (factor de dilucidn)

45 TRANSCRIPCION REVERSA - REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA. (RT-PCR)

EL RT-PCR se realizd6 usando un ensayo comercial (GeneAmp,
Perkin Elmer). Para la transcripcién reversa (RT) se tomaron 1.5 pg/ml
de ARN total de cada tratamiento y se le agregaron 2 ul de MgCl;
25mM; 1 ul de ATP 10 mM; 1 ul de GTP 10 mM; 1 ul de CTP 10 mM; 1 ul
de TTP 10 mM; 0.5 pul de inhibidor de ARNasa a una concentracion de 10
U/l, 0.5 ul de oligo d(T) 5 nM; 0.5 ul de transcriptasa reversa a una
concentracion de 50 U/L y 1 ul de un buffer para PCR 10X que contiene:
10 mM de KCI; 200 mM Tris-HCI; pH 8.8, 100 mM de (NH4 )2 SO4; 10%
Triton X y 100 pg/ml de albumina sérica bovina. La mezcla se llevd a
reaccion en un termociclador (Perkin Elmer 480) y se sometié a 37 °C

por 60 min seguido de 5 min a 95 °C.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevd al cabo
utilizando el ensayo comercial anteriormente mencionado. A 3 ul de
ADN complementario (ADNc) que se obtuvieron en la reaccién de RT, se
le agregaron 2 ul de MgCl; 25 mM; 4 ul de Buffer PCR 10X ; 31.75 ul de
agua estéril; 0.25 ul de DNA polimerasa (AmpliTagDNA polimerase,
Perkin Elmer) a una concentracién de 5 U/l y 2.5 ul de los
oligonucledtidos siguientes: para IL 8, sentido 5°-TTG GCA GCC TTC
CTG ATT-37, antisentido 5"- AAC TTC TCC ACA ACC CTC TG-37, a una

concentracion de 10 uM. La mezcla se llevd a reaccién al termociclador
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con las siguientes condiciones. 74 °C ,1 min; 63 °C 1 min; 92 °C,1 min

por 35 ciclos.

Para la B2-microglobulina, que se empledé como sonda interna, se
usaron los siguientes oligonucledtidos: sentido 5°-GAT GCT GCT TAC
ACG-37, antisentido 5°- CCA GCA GAG AAT GGA AAG TC-37, a una
concentracion de 10 uM con las siguientes condiciones. 74 °C, 1 min;
53 °C 1 min; 92 °C,1 min por 35 ciclos.

Los ADNc amplificados se identificaron en geles de agarosa al 1%.
Se disolvieron 0.60 g de agarosa en 40 ml de TBE 0.5 X, se calentaron
para disolver perfectamente la agarosa, se dejé enfriar y se agregaron
4.5 ul de una solucidon de bromuro de etidio con una concentraciéon de 1
ug/l. Se puso 5 ul de ADNc con 2 ul de buffer de carga (LB) en los pozos
del gel y se corrid en una camara de electroforesis (BIO-RAD) a 100

Volts por 30 min.

Los amplicones se observaron en un analizador de geles (Phosphor

Imager. Bio Rad)

4.6 SECRECION DE INTERLEUCINA-8

La determinacién de IL 8 se realizdé por ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA) comerciales (Quantikine, R&D systems)

siguiendo el protocolo del fabricante.

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Cada experimento se realizd al menos en tres experimentos
independientes por triplicado. El analisis estadistico de los resultados

obtenidos se realizé mediante el andlisis de varianza (ANOVA), seguido
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por la prueba no paramétrica de Tukey. Se empled para el analisis el

programa SPSS 7.0. El nivel de significancia fue de p<0.05.
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5 RESULTADOS.

5.1 Secrecion de IL 8.

Con el fin de investigar el efecto del pretratamiento con LPS en la
secrecion de IL 8 mediada por el mismo LPS y por acetaldehido
administrados independiente o conjuntamente se llevaron a cabo una
serie de experimentos en los cuales se expuso las células HepG2
durante 24 h al LPS y posteriormente se adicion6 al medio acetaldehido
y/o LPS. Estos resultados se muestran en la grafica 1, donde se
observan los valores de la secrecion de IL 8 al medio de cultivo en los
diferentes tratamientos. Como se puede observar en esta figura, en las
células control la secrecién basal de IL 8 es de 188 (+ 15) pg/10 °

células.

Por otro lado, en las células que fueron sometidas al
pretratamiento con LPS puede observarse que existe un aumento en la
secrecion de la IL 8 en los tres tratamientos empleados LPS,
acetaldehido o ambos de manera que el incremento fue de 250%, 244%
y 255% respectivamente y todos estos aumentos presentan una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control sin
pretratamiento. Estos incrementos son, asi mismo, significativamente
mayores con respecto al valor observado en el tratamiento en el cual se
colocd Unicamente el pretratamiento con LPS (253 + 7 pg/10 © células);
asi pues, el pretratamiento con LPS induce un incremento en la
secreciéon de la IL 8 en células expuestas a los tdxicos, sin embargo, es
importante senalar que no existen diferencias significativas entre los

tres tratamiento estudiados.
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Existe evidencia de que el TNFa es el responsable de algunos de
los efectos que el pretratamiento con LPS produce en hepatocitos en
cultivo primario. Por otro lado, se sabe que el TNFa es un factor que
puede incrementar la secrecion de IL 8; por ello, se decidié investigar si

esta citocina esta involucrada en el incremento observado en la

800

] &* &* &*
700 e
600
500 -
400 -

300 -

i

pg/ 10 ® cel

O (%) N Q %) O X
L o R SRR S
Q A\ o o O SR\ ol '

Figura 1. Secrecion de IL 8 al medio de cultivo de células HepG2 pretratadas (PL) con
LPS (1ug/ml) durante 24 h y tratadas con LPS (1ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM)
durante otras 24 h. Cada valor representa el promedio de al menos 3 experimentos
independientes + D.E. Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control *,
diferencia significativa p < 0.05 con respecto a las células que no fueron pretratadas
con LPS &. Se sefala en los tratamientos si fueron sometidos o no al pretratamiento
(PL) vy el toxico al que se expusieron posteriormente. Asimismo se presenta un control
del pretratamiento sin exposicidon a ningun toxico posteriormente (LPS/C).
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secrecion de IL 8 inducida por el pretratamiento con LPS en las células
HepG2. Por otro lado, estos experimentos nos permitiran investigar si el
mecanismo de accién por el cual los tres tratamientos empleados
incrementan la secrecién de la IL8 es el mismo. Por ello se procedid a
realizar una serie de experimentos en los cuales se colocé un anticuerpo
policlonal anti TNFa (500U/ml) 20 min antes de adicionar el LPS del

pretratamiento.

En la figura 2 puede observarse que cuando se emplea un
anticuerpo policlonal anti TNFo antes del pretratamiento con LPS los
valores de la secrecién de IL 8 en las células que se expusieron a
acetaldehido o LPS disminuyen hasta el nivel basal, ya que si el valor del
control es de 188 (+ 15) pg/10 © células para los casos de acetaldehido
es de 204 (+ 3.5) pg/10 © células y para el LPS es de 190(+ 7) pg/10 ®

células.

Por otro lado, cuando las células después del pretratamiento con
LPS se exponen a acetaldehido junto con LPS el anticuerpo tiene como
efecto una disminucién de la secrecion pero el valor observado es aun
81% mayor que el control y este diferencia es significativamente
diferente tanto al control como al valor observado en el caso en el que

no se emplea el anticuerpo anti TNF o.

Ahora bien, del experimento anterior se puede decir que el TNF «
es necesario para que se de el aumento en la secrecion de la IL 8
cuando la segunda exposicion a las que se somete a las células es o bien
a acetaldehido o bien a LPS aplicados independientemente, y que en el
caso de que se apliquen de manera simultanea después del

pretratamiento es un factor involucrado aunque no necesario para que
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se de el incremento de la secrecidon. A continuacion se realizaron una

serie de experimentos en los cuales se substituyod al pretratamiento con
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Figura 2. Secrecion de IL 8 al medio de cultivo de células HepG2 pretratadas con LPS
(1ug/ml) durante 24 h y tratadas con LPS y acetaldehido (Ach, 175 uM) durante otras
24 h. Se muestran los valores obtenidos con y sin anticuerpo anti TNFa colocado
directamente al medio de cultivo 20 minutos antes del pretratamiento con LPS Cada
valor representa el promedio de al menos 3 experimentos independientes + D.E.
Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control *. Diferencia significativa p
0.05 con respecto al control con anticuerpo anti TNFa . Diferencia significativa p
0.05 con respecto a las células que fueron tratadas con el toxico en presencia de
anticuerpo anti TNFa *.

<
<

Pretratamientos con LPS [

Pretratamientos con LPS + anticuepos N
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LPS por un pretratamiento con TNF a recombinante humano, con ello se
deseaba investigar si el TNFoa era el uUnico factor involucrado en el
aumento de la secrecidon de la IL 8 o bien, si es un factor necesario pero

no suficiente por si mismo.

En la figura 3 puede observarse que el pretratamiento con TNF «
recombinante induce un incremento en la secrecién de IL 8. Los valores
observados son 106, 248 y 100% mayores con respecto al control para
las células expuestas a LPS, acetaldehido o ambos respectivamente. Es
importante notar que estos incrementos son significativamente mayores
gue el control (p< 0.05). Por otro lado, en el mismo grafico podemos
observar que estos incrementos en la secrecién de la IL 8 no
corresponden a los valores que se encontraron cuando el pretratamiento
se realizé con LPS; de hecho, los valores entre los experimentos en los
gque se empled LPS o TNFa en el pretratamiento son asi mismo

significativamente diferentes (p < 0.05).

Por otro lado, debemos sefalar en este punto que a diferencia de
los pretratamientos con LPS en los cuales no existian diferencias
significativas entre los valores obtenidos cuando se empledé LPS,
acetaldehido o ambos en el caso en que el pretratamiento se realiz6
empleando TNFa, si se observa una diferencia significativa en el caso en
gue la segunda exposicién es al acetaldehido, se entiende que esta
diferencia es con respecto a los casos en que la segunda exposicion es a
LPS o LPS junto con acetaldehido.

Ahora bien, ya que los pretratamientos con LPS no mostraron un
efecto diferencial en lo que respecta a la exposicion aislada o conjunta
de acetaldehido y LPS, se realizaron una serie de experimentos en los

gue se expuso a las células a diferentes concentraciones de estos
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toxicos a fin de poder analizar si existia un efecto dosis respuesta a la
vez que se podria observar si las concentraciones empleadas de los
toxicos estarian involucradas en la ausencia de un efecto diferencial. En

la tabla 1 puede observarse que solo se observan diferencias
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Figura 3. Secrecion de IL 8 al medio de cultivo de células HepG2 pretratadas (PT) con
(5ng/ml) durante 24 h y tratadas con LPS (1ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM)
durante otras 24 h. Cada valor representa el promedio de al menos 3 experimentos
independientes + D.E. Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control *.
Diferencia significativa p < 0.05 con respecto a las células que fueron sometidas
Unicamente al pretratamiento con TNFoa *. Diferencia significativa p < 0.05 con
respeito a las células que fueron tratadas con el toxico después del pretratamiento con
TNFa .

Pretratamientos con LPS O

Pretratamientos con TNFo

significativas en dos casos, cuando se aplica acetaldehido 100 uM / LPS
25 ug/ml y cuando se aplicé acetaldehido 300 uM / LPS 1 ug/ml. Cabe

sefialar que las concentraciones de 300 uM de acetaldehido y 25 ug/ml
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de LPS son concentraciones sumamente grandes respecto a las
concentraciones que pueden considerarse fisioldogicas y que fueron
elegidas con la finalidad de someter al sistema a condiciones extremas.
El hecho de que las uUnicas condiciones en las que se presenta una
diferencia significativa con respecto al control sea con las
concentraciones extremas indica que en las células HepG2 la secrecion
de IL 8 no esta medida por la presencia conjunta de estos tdxicos, es
decir, que otros factores presentes en el medio tisular podrian estar

regulando la secrecion de esta citocina.

ACH /LPS 0 100 175 300
0 20516 238+41  208%f15  206%25
1 33040 20742 22310  303%25
10 253122  222+19  273¥40 288140
25 257131 32626 28040  266*18

Tabla 1. Secrecion de IL 8 al medio de cultivo de células HepG2 expuestas
durante 24 h con LPS (1 ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM). Cada valor representa
el promedio de al menos 3 experimentos independientes + D.E. En azul se muestran
los valores que presentan una diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control.
En la columna de extrema izquierda se presentan las concentraciones de LPS y en el
renglén superior se presentan las concentraciones de acetaldehido.

Dado que los células empleadas en este trabajo no responden de
manera diferencial a los tratamientos empleados y ya que el hepatocito
en el higado dafiado esta expuesto a los factores secretados por otros
tipos celulares, entre ellos las células Kupffer que secretan grandes
cantidades de TNFa, se decidié estudiar el efecto que esta citocina tiene
sobre la secrecion de la IL 8 cuando es empleada simultdaneamente con

el LPS, el acetaldehido o ambos.
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En la figura 4, se muestran los valores observados para la
secrecion de la IL 8 en células HepG2 que fueron sometidas a la

presencia de TNF o, acetaldehido y LPS durante 24 h. Puede observarse
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Figura 4. Secrecion de IL 8 al medio de cultivo de células HepG2 con TNF o (5ng/ml),
LPS (1 ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM) durante 24 h. Cada valor representa el
promedio de al menos 3 experimentos independientes + D.E. Diferencia significativa p
< 0.05 con respecto al control *.

gue el TNF a tiene un efecto inductor por si mismo ya que la secrecion
aumentd hasta 330 pg / 10 © células (+10). En el caso en que se aplica
TNF o junto con LPS, acetaldehido o ambos, la secrecién de la IL 8
aumenta 440 %, 506% y 762% respectivamente. De este hecho se
obtiene que el TNF o tiene un efecto sinérgico en la secrecidon de IL 8
cuando se administra de manera conjunta con el acetaldehido y el LPS.

Es de notarse que en este caso el aumento en la secrecion si muestra un
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efecto diferencial con respecto a los varios tratamientos empleados
hecho que no se observd cuando se empled un pretratamiento con LPS y
que no resultaba tan notable en el caso del pretratamiento con TNFa

recombinante.

En la figura 5 se muestran los resultados de la aplicacién del TNFa
de manera simultanea a los téxicos en comparaciéon con el caso en que
el TNFa se aplica como pretratamiento. Puede observarse que el
comportamiento es radicalmente diferente en ambos casos ya que el
aumento en la secrecion de la IL 8 cuando el TNFa se aplica
simultdneamente a los tdxicos es significativamente mayor con respecto
al tratamiento correspondiente cuando el TNFa se administré como
pretratamiento. Esto muestra que el TNFa conjuntamente con la
activaciéon de otros factores inducidos por el LPS muestran un efecto
sinérgico en la secrecién de IL 8 aqui potenciado por el TNFa exdgeno

(no sintetizado por los propios hepatocitos).

5.2 Expresionde IL 8.

La secrecion de IL8 muestra variaciones en respuesta a la
presencia del LPS, el acetaldehido y el TNFa; sin embargo, las vias de
sefalizacion asi como los diferentes procesos de regulacion por medio
de los cuales estas variaciones ocurren no han sido descritos, con el fin
de iniciar los estudios a este respecto se estudié la expresion de la IL 8
bajo los diferentes marcos de administracion de las sustancias

sefaladas.

En lo que respecta al efecto del pretratamiento con LPS sobre la
expresion de la IL 8 en células HepG2 expuestas a LPS y acetaldehido

administrados independiente o conjuntamente, se llevaron a cabo
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experimentos en los cuales se expuso las células a LPS durante 24 h
pasadas las cuales se adicionaron al medio de cultivo acetaldehido, LPS
o ambos durante 1 h, después de este periodo se realizdé la metodologia

para el analisis de la expresion de la IL 8.
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Figura 5. Secrecién de IL 8 al medio de cultivo de células HepG2 tratadas con
TNFa (5ng/ml), LPS (1 ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM) durante 24 h. Se muestra
también el caso en que el TNFa se administra como pretratamiento 24 h antes de
aplicar el LPS (1ug/ml) y el acetaldehido (Ach, 175 uM) durante otras 24 h. Cada valor
representa el promedio de al menos 3 experimentos independientes + D.E. Diferencia
significativa p < 0.05 con respecto al control *, diferencia significativa p < 0.05 con
respecto a las células que fueron sometidas Unicamente a la presencia de TNFa
,difere&ncia significativa p < 0.05 con respecto a las células que fueron pretratadas con
TNFa ©.

Cotratamiento con TNFo [

Pretratamiento TNFa

Los resultados se muestran en la figura 6, en esta se observa que
en las células a las que no se sometidé al pretratamiento con LPS existe
una diferencia significativa en la expresion de la IL 8 en aquellas células

que fueron expuestas a LPS y acetaldehido de manera simultanea,
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aungue debe sefialarse que la diferencia es de tan solo 30% mas que el
control. Por otro lado, aunque no de manera significativa exposicion al
LPS muestra una tendencia a disminuir la expresion de esta citocina ya
gue solo se encontrd una expresidén correspondiente a un 15% menos

que el control.
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Figura 6. Induccion de ARNm de IL 8 en células HepG2 pretratadas con LPS
(PL) (Lug/ml) durante 24 h y tratadas con LPS (1ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM)
durante 1 h. Cada valor representa el promedio de al menos 3 experimentos
independientes + D.E. * Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control. U.A.
Unidades Arbitrarias.

la doble exposicion al LPS muestra un aumento significativo con
respecto al control de un 48%, en los otros casos la expresién de la IL 8
es semejante a la expresidon basal. Por lo tanto, el Unico tratamiento en

el que se encuentra una diferencia significativa en el efecto del
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pretratamiento con LPS es en aquellas células que fueron expuestas por
segunda ocasidn a este toxico ya que la expresidon es mayor cuando se
somete las células al pretratamiento con respecto a las células a las que

no se expuso a esta condicion.
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Figura 7. Induccion de ARNm de IL 8 en células HepG2 pretratadas con TNFa (PT)
(5ng/ml) durante 24 h y tratadas con LPS (1ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM)
durante 1 h. Cada valor representa el promedio de al menos 3 experimentos
independientes + D.E. * Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control.

Por otro lado, como se sefialdé con anterioridad, el TNF a es un
factor importante en los efectos del pretratamiento con LPS, por ello
también se estudid el efecto del pretratamiento con TNF o en la
expresion de IL 8 en células expuestas a LPS y acetaldehido. En la figura

7 puede observarse que el pretratamiento con TNFa tiene como efecto
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una tendencia a aumentar la expresiéon de la IL 8 en los tres casos
estudiados aunque dicha tendencia no muestra diferencias significativas
con respecto al control. Por otro lado, si se realiza la comparacién entre
las células que fueron sometidas a un pretratamiento con LPS o con
TNFa no se observan diferencias significativas entre los tratamientos

correspondientes con los tres téxicos.
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Figura 8. Efecto de la administracion de TNFa (5ng/ml) en el efecto del LPS (1 ug/ml) y
el acetaldehido (Ach, 175 uM) en células HepG2 tratadas durante 1 h. Cada valor
representa el promedio de al menos 3 experimentos independientes + D.E. *
Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control. U.A. Unidades Arbitrarias.

Ahora bien, se estudid asi mismo el efecto de la administracion
simultanea del TNF a en la expresion de la IL 8. La figura 8 muestra los

resultados obtenidos en la induccion del mensajero de IL 8 en células
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tratadas con TNF o conjuntamente con los otros toxicos. Puede
observarse que el TNFa induce un aumento en la expresion del ARNm
de la citocina estadisticamente significativo aunque de poca cuantia
(21% mayor con respecto al control). Por otro lado, el TNFa
administrado junto con acetaldehido, LPS o ambos no muestran una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control. Esto
contrasta con el hecho de que la secrecion de IL 8 en células tratadas
con,acetaldehido y LPS mostraban un efecto sinérgico cuando se
administraban de manera simultanea con TNFa, fendmeno que parece

ser independiente de la regulacion transcripcional.

5.3 Contenido de glutation reducido mitocondrial y citosélico.

Con el fin de investigar si los diferentes tratamientos empleados
tenian un efecto en el estrés oxidativo de las células, se realizaron
estudios sobre la cantidad de glutation reducido tanto en citosol como

en mitocondria como parametro de este fendmeno.

En la grafica 9 se muestran los valores obtenidos para el glutatién
citosdlico (GSHc), el nivel basal de GSHc es de 20.9 + 0.5 nmol SH/ 10 ©
células se observa que en aquellas células que no recibieron un
pretratamiento con LPS el acetaldehido tuvo un efecto en los niveles de
GSHc de manera que se tiene un valor significativamente menor con
respecto al control (11.3 + 1.7 nmol SH/ 10 ® células). Mientras tanto,
en el caso en que las células fueron expuestas a acetaldehido y LPS
también existe una disminucion significativa del valor de GSHc 15 + 0.9

nmol SH/ 10 ® células.

Por otro lado, en las células que estuvieron expuestas a LPS 24 h

antes de una nueva exposicién a LPS, acetaldehido o ambos, se observa
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una diferencia significativa en los valores de GSH ¢ ya que los valores
observados fueron de 12 + 0.46, 11 + 1.2 y 12 + 0.5 nmol SH/ 10 °
células respectivamente. Sin embargo, es de notar que tal como ocurria
en los estudios de secrecidon de IL 8 no existen diferencias significativas
entre los valores obtenidos de los experimentos en los que se aplica un

pretratamiento con LPS.
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Figura 9. Contenido de glutation reducido citosolico en células HepG2 pretratadas (PL)
con LPS (1ug/ml) durante 24 h y tratadas con LPS (1ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175
uM) durante otras 24 h. Cada valor representa el promedio de al menos 3
experimentos independientes + D.E. * Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al
control

Ahora bien, asi como se analizd el contenido de glutatidon
citosélico se realizaron ensayos para determinar el contenido de

glutatién mitocondrial (GSHmM) en células expuestas a un pretratamiento
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con LPS. En la figura 10 se muestran los valores observados para los
contenidos de GSH m, el nivel basal es de 2.7 + 0.2 nmol SH/ 10 ©
células. En las células que Unicamente fueron expuestas a acetaldehido
se observa una disminucion significativa con respecto al control (0.6 +
0.09 nmol SH/ 10 ® células). Por otro lado, cuando las células fueron
expuestas a un pretratamiento de LPS antes de ser expuestas a LPS,
acetaldehido o ambos, se observa una disminucién en los tres casos y

dicho cambio es estadisticamente significativo.
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Figura 10. Contenido de glutation reducido mitocondrial en células HepG2 pretratadas
(PL) con LPS (1ug/ml) durante 24 h y tratadas con LPS (1 ug/ml) y acetaldehido (Ach,
175 uM) durante otras 24 h. Cada valor representa el promedio de al menos 3
experimentos independientes + D.E. * Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al
control.
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En lo que respecta al efecto del pretratamiento con respecto a
aquellas células a las que no se expuso a la primera exposicién a LPS
podemos observar en la misma grafica que tanto en las células
expuestas a LPS y acetaldehido junto con el LPS existen diferencias
significativas con el correspondiente ensayo en que no se expuso al

pretratamiento con LPS.
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Figura 11. Contenido de glutation citosélico en células HepG2 pretratadas (PT) con
TNFo (5ng/ml) durante 24 h y tratadas con LPS y acetaldehido (Ach, 175 uM) durante
otras 24 h. Cada valor representa el promedio de al menos 3 experimentos
independientes + D.E. * Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control.

Cuando se analizd el efecto de un pretratamiento en el que se ha

sustituido el LPS con TNFa, podemos observar que el TNFa tiene un
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efecto mayor en la disminucidén del contenido de GSH c (figura 11). Se
puede observar en el pretratamiento con TNFa una disminucidon en la
cantidad de GSHc de 10.6 + 1.5 nmol SH/ 10 ° células Por otro lado,
los tres tratamientos empleados (LPS, acetaldehido o ambos) muestran
una disminucidn en la cantidad de GSHc. En lo que respecta al
contenido de GSHm, que se muestran en la figura 12, se pudo observar
gue el pretratamiento con TNFa induce una tendencia a la disminucion
en la cantidad de GSH m aunque esta no es significativa. Por otro lado,
existe una clara disminucién en los niveles de esta molécula en los
tratamientos en los que se emplea LPS, acetaldehido o ambos con

respecto al control.
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Figura 12. Concentracion de GSH m en células HepG2 pretratadas (PT) con TNFa
(5ng/ml) durante 24 h y tratadas con LPS (1ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM)
durante otras 24 h. Cada valor representa el promedio de al menos 3 experimentos
independientes + D.E. * Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control.
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Finalmente, se analizd el efecto de la administracidon simultanea de
TNFa junto con los dos toxicos. En la figura 13 pueden observarse los
valores obtenidos cuando las células se expusieron a TNFa, LPS y
acetaldehido durante 24 h. En esta figura se observa que Unicamente el
tratamiento con TNFa, LPS y acetaldehido muestran un efecto en la

concentracidén de GSH c alcanzando valores de 12 + 1.3 nmol SH/ 10 ®

células.
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Figura 13. Concentracion de glutatién reducido citosdlico en células HepG2 tratadas con
TNFa (5ng/ml), LPS (1 ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM) durante 24 h. Cada valor representa
el promedio de al menos 3 experimentos independientes + D.E. * Diferencia significativa p < 0.05
con respecto al control.

Cuando se estudio el efecto del cotratamiento con TNFa en el

contenido de GSH m, lo que puede observarse es que en presencia de
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LPS o acetaldehido, el TNFo muestra una tendencia a aumentar los
niveles de GSH m aunque de manera no significativa con respecto al
control. Mientras que cuando se administré TNFa, LPS y acetaldehido
conjuntamente, el contenido de GSH m disminuye significativamente
con respecto al control y a los otros tratamientos (0.4 + 0.2 nmol SH/10

® células) (figura 14).
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Figura 14. Concentracion de glutation reducido mitocondrial en células HepG2 tratadas
con TNFa (5ng/ml), LPS (1 ug/ml) y acetaldehido (Ach, 175 uM) durante 24 h. Cada
valor representa el promedio de al menos 3 experimentos independientes + D.E. *
Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control.
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6 DISCUSION.

Se ha reportado que el consumo de alcohol, tanto crénico como agudo
puede aumentar la permeabilidad intestinal a la endotoxina y disminuir
la activacion del sistema reticuloendotelial del higado (Mendenhall,1984,
Storey,1987, Pugh, 1973) . Estos factores pueden llevar a un
incremento en las concentraciones plasmaticas de la endotoxina en
pacientes con enfermedad hepatica alcohdlica (Bode, 1987). Dado que
la endotoxina es un estimulo para aumentar la produccion de diversas
citocinas también es posible encontrar un incremento en los niveles en
suero de TNFa, IL 1 e IL 6 como consecuencia del consumo de alcohol.
Ademas, la endotoxina y el TNF a pueden estimular la produccion de IL
8, un quimiotactico para neutréfilos secretado por monocitos,
macrofagos, células Kupffer y hepatocitos. Entonces, la IL 8 puede

mediar la infiltracion de neutrdéfilos y el dafio hepatico en la EHA.

Los niveles de IL 8 han sido estudiados en pacientes con hepatitis
alcohdlica y se ha demostrado que estos muestran concentraciones
elevadas de la quimiocina. Pacientes que mostraban niveles de IL 8
superiores a 479 pg/ml después de un seguimiento de dos anos tenian
el rango de mortalidad mas alto en un grupo de pacientes con hepatitis
alcohdlica (Huang, 1996).

La relacion entre el dafio hepatico en la hepatitis alcohdlica y los niveles
de IL 8 son complejos. A pesar de los resultados obtenidos a la fecha se
requieren mas estudios para detectar los inductores especificos de la IL

8 durante la enfermedad.
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Secreciéon de IL 8.

En este estudio se investig6 el efecto de un pretratamiento con LPS
(1ug/ml) sobre la sintesis de IL 8 inducida por el mismo LPS y por
acetaldehido (175 uM); ademas, se investigd la participacion del TNFa y
del estrés oxidativo en dicho proceso. El modelo empleado consistié en

una linea de células derivadas de un hepatoblastoma humano (HepG?2).

Primeramente, se evalud la secrecion de IL 8 al medio de cultivo de
células HepG2 pretratadas con LPS 24 h y tratadas posteriormente con
LPS y acetaldehido, y los controles respectivos a los que no se sometid

al pretratamiento con LPS.

En cuanto a la secrecién de las células control que no fueron sometidas
a la presencia de ningun téxico mostraron una secrecidon basal de cerca
de 200 pg/ml, en lo que respecta a los controles sin pretratamiento se
obtuvieron valores ligeramente mayores, y solo se encontré diferencia
significativa en el caso de la exposicion al LPS, otros trabajos de
nuestro laboratorio han confirmado que tanto el acetaldehido como el
LPS inducen un aumento en la secrecion de IL 8 a valores cercanos a los
250 pg/ml.

Estos resultados concuerdan con un estudio desarrollado por Dong y su
grupo (1998a) en el que reportan que hepatocitos sometidos a LPS a
concentraciones de 1 ug/ml muestran valores de secrecion de IL 8 a

valores préoximos a los encontrados en este trabajo.

Secrecién de IL 8 en pretratamientos con LPS.

Por lo que respecta a los resultados de las células que fueron sometidas
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al pretratamiento con LPS se observd que todos los tratamientos
mostraban un aumento en la secrecion de la IL 8 aunque no se
encontraron diferencias entre los diferentes téxicos empleados (LPS, Ach

0 ambos).

De acuerdo a nuestras hipdtesis de trabajo se esperaba que las células
mostraran una respuesta diferencial a los tratamientos empleados ya
gque la presencia conjunta de ambos toxicos podria influir sobre
diferentes puntos de la regulacidon de la IL 8 ya que existen evidencias
experimentales de que esta citocina puede regularse a varios niveles,
transcripcional, post transcripcional y de traduccién. Los factores que
podrian participar en la induccion de la IL 8 que se han reportado son

TNF o y radicales libres entre los mas importantes (Locati, 1999).

Por ello resulta importante investigar si es el mismo mecanismo de
accién por el cual se esta induciendo el aumento de la IL 8 en las células
que fueron sometidas a un pretratamiento, ya que eso puede brindar

informacion acerca de los procesos que la célula esta realizando.

Existen algunos trabajos en los que se estudia a los factores que
contribuyen con la hepatotoxicidad del LPS, por un lado, Wonderman
(1998) muestra que el LPS puede producir TNF o en células HepG2;
ademads, se sabe que el TNF a contribuye a la generacion de daino
hepatico en ratas después de una exposicion a LPS (Hewwett, 1993). Asi
mismo, Dong muestra que la secrecion de IL 8 por células HepG2
tratadas con LPS puede disminuir en la presencia de un anticuerpo anti
TNFa con lo que se corrobora que el LPS induce esta citocina y el TNFa
puede estar mediando algunas de las respuestas celulares al LPS tales

como la secrecidon de la quimocina IL 8.
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Secreciéon de IL 8 en pretratamientos con TNFa.

Por lo anterior, se decidid estudiar si el aumento de la secrecién de IL8
que se encuentra en las células HepG2 pretratadas con LPS durante 24
h estaba mediado por el TNFa. Con este fin se realizd un experimento en
el que se colocd un anticuerpo anti TNFa 20 min antes del
pretratamiento con LPS. Los resultados muestran que se presentdé una
disminucion en la secrecién de IL 8 en los tres tratamientos empleados.
Estos datos corroboran los resultados obtenidos por otros grupos, en los
que se presenta evidencia de que los hepatocitos pueden secretar TNFa

como respuesta a la presencia del LPS.

Ademas, los resultados obtenidos cuando se empled un anticuerpo anti
TNFo humano muestran que el mecanismo por el cual la célula responde
al acetaldehido o al LPS después del pretratamiento podria ser similar,
ello en términos de que en ambos casos la presencia del TNF o es
indispensable para la secrecion de la IL 8. En contraste, cuando las
células se exponen a ambos toxicos después del pretratamiento
ciertamente el TNF o es un factor que esta mediando el incremento de la
secrecion de IL 8; sin embargo, los niveles de secrecidon no vuelven al
nivel basal sino que aun permanecen 81% mas elevados que el control.
Ello significa que si bien el TNFa secretado como resultado de la
exposicion al LPS es importante, parecen existir otros factores

involucrados.

En un experimento con células hepaticas aisladas de ratones que fue
dirigido por Mawet (1995), se reporta que la produccion de CINC, el
equivalente de la IL 8 en roedores, aumenta en respuesta a la presencia

de medios condicionados de células Kupffer tratadas con LPS. Asi
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mismo, este efecto se reduce por el uso de un anticuerpo contra la IL 1B
y no por anticuerpos contra el TNF a cuando estos son colocados
directamente a los hepatocitos. Ademas de esta evidencia, otros
estudios indican que la produccion de IL 8 podria estar regulada por la
presencia de radicales libres y perdéxido de hidrogeno (Dong, 1998a,
Dong, 1998b, Lakshminarayanan, 1998, Huang, 1996).

Por lo anteriormente explicado, es posible proponer que, el aumento de
la secrecidon de IL 8 que es no dependiente de la presencia de TNFa en
las células HepG2 tratadas con LPS y Ach después del pretratamiento,
podria estar mediado por IL 1B o bien como resultado del estrés

oxidativo generado por la segunda exposicién a los toxicos.

Nuestros resultados demuestran que el TNF o secretado durante el
pretratemiento con LPS es importante para que ocurra el aumento en la
secreciéon de la IL 8, sin embargo, es importante sefalar que esta
citocina podria estar actuando en conjuncién con otros factores. Con el
fin de estudiar que el TNF a es el responsable del aumento de la
secrecion de IL 8 se sustituyd el LPS del pretratamiento con un
recombinante humano de TNF a, en estos resultados podemos observar
que el aumento no es tal que asemeje al observado con el
pretratamiento con LPS, por ello se puede decir que el pretratamiento
con LPS induce la secrecién de factores como el TNF a y otros (que
podrian ser incluso intracelulares) de manera que es necesaria la
presencia de varios y no solo del TNF o para que la segunda exposicién

a los toxicos induzca un aumento en la secrecion de la IL 8.

Con los resultados anteriores podemos decir que el mecanismo de

acciéon por el cual los téxicos inducen la secrecién de IL 8 varia en los

57



tres tratamientos empleados (LPS, Ach o ambos), sin embargo es
importante resaltar que el TNF o esta involucrado en todos ellos. Por un
lado tenemos el caso en el que posterior al pretratamiento se adiciond
LPS y Ach simultdneamente, bajo estas condiciones el TNF o no era
esencial para el aumento de la secrecidon de IL 8. Por otro lado, cuando
posterior al pretratamiento se adiciond LPS se observd que la presencia
de TNF o es esencial para que se presente en la secreciéon de IL 8;
ademads, nuestros resultados muestran que la presencia del TNF o es
indispensable pero no es el Unico factor involucrado en el proceso pues
cuando se sustituyd el pretratamiento con LPS por un pretratamiento
con TNF a no se obtuvo un incremento de igual magnitud. En cuanto al
Ach se observa un fendbmeno muy semejante cuando la segunda dosis
es de LPS.

De todo ello se obtiene que el TNF o tiene un papel importante en el
proceso de incremento de la secrecidon de IL 8, pero la importancia de

esta citocina es diferente dependiendo de los tratamientos empleados.

Resulta conveniente recalcar una diferencia que existe en los resultados
obtenidos cuando después del pretratamiento con TNFa se administra
LPS o Ach, en la figura 3 puede observarse que cuando la segunda
exposicion es de Ach se presentd un incremento de la secrecién de IL 8,
este aumento es de hecho diferente significativamente con respecto al
control al que solo se le sometid al pretratamiento con TNFa. Este
fendmeno no pudo observarse con el LPS, lo que indica que los
mecanismos por los cuales ocurre el incremento de la secrecién de IL 8
mediada por los tres tratamientos son diferentes en cada uno de los

Casos.
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Esto sugiere que en las células HepG2, los mecanismos por los cuales se
induce la produccion de IL 8 son complejos y se plantearon dos
estrategias para hacer un acercamiento al problema. Una de las
posibilidades estudiadas, es que las concentraciones empleadas no
fueran las adecuadas al realizar los experimentos de coadministracion
(LPS/Ach) en este modelo celular por lo que se procedié una serie de
experimentos en los que se determind la secrecidon de IL 8 en células
expuestas a diferentes concentraciones de ambos toxicos durante 24 h.
Los resultados obtenidos nos muestran que la respuesta observada se
mantiene a pesar de las variaciones en las concentraciones de ambos
toxicos. Por ello y por que otros grupos sugieren que factores
elaborados y secretados al medio hepatico por monocitos activados y
células de Kupffer pueden estar relacionados con la producciéon de IL 8
por los hepatocitos (Thornton, 1991; Maher, 1995) se decidié estudiar el

efecto del TNFa sobre la secrecion de IL 8.

Se empled una concentracion de TNFa de 5 ng/ml ya que el grupo de
Kawada (1998) reporta que células de Kupffer estimuladas con LPS
pueden secretar TNFa en concentraciones de hasta 30 ng/ml, por otro

lado, en otros estudios se emplea esta concentracion.

Los resultados muestran que la aplicacion de TNF «, LPS y Ach de
manera simultanea tiene un efecto sinérgico en la secrecion de la IL 8.
Ademas, en este caso si se presenta un efecto diferencial en los valores
de la secrecién. Este dato, nos podria indicar que los pretratamientos
con TNF a y LPS de alguna manera restringen la respuesta celular ya
gue la respuesta a una segunda exposicion es mucho menor que a una
dosis Unica, y ello ocurre sin importar que las vias que activen la
secrecién de IL 8 sean diferentes. Algunos trabajos sefialan la accion

protectora del LPS a posteriores exposiciones a agentes de dano
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(Fernandez, 2000, Colleti, 1994), nuestros resultados indican que no se
trata propiamente de un efecto protector, en tanto que la secrecion de
IL 8 si estd aumentada, lo que involucra una mayor actividad
quimioatrayente (aunque habria que considerar que IL 8 también es
importante en la limpieza de las células danadas en el tejido), sino que
prepara a las células hacia un fendmeno de tolerancia, lo que limita su

respuesta a la segunda exposicidén de los agentes téxicos.

Con estos resultados se demuestra la importancia que podrian adquirir
factores derivados de otros tipos celulares sobre la respuesta de un tipo
celular especifico, de manera que si en las células HepG2 no se
presentan una respuesta particular, la secrecién de IL 8, a la presencia
de toxicos como el Ach 6 el LPS, la presencia de mediadores de
comunicacién derivados de otros tipos celulares modificaran este
comportamiento. Por otro lado, la evidencia encontrada nos permite
proponer que existen mecanismos de regulacion de la respuesta celular

a una nueva exposicion a algun agente de dafio.

Concentraciones citosdlicas y mitocondriales de GSH.

El GSH se ha identificado como una de las moléculas hepatoprotectoras
mas importantes por su capacidad de neutralizar radicales libres. Parte
del GSH es llevado a la matriz mitocondrial y requiere un acarreador
membranal que en presencia del acetaldehido puede dafarse,
induciéndose asi una disminucion en el contenido mitocondrial de GSH
(Fernandez-Checa, 1998b).

La mitocondria no solo es una fuente de RL sino que es un blanco para
la accion de algunas citocinas como el TNF o que de hecho inducen la

formacién de radicales libres como parte de sus mecanismos de
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sefalizacion. Bajo estas condiciones, las limitaciones de las reservas de
GSH mitocondrial (GSHmM) representan un factor importante que podria
sensibilizar a los hepatocitos a los efectos prooxidantes de las citocina o
de otros agentes de dano (Ferndndez-Checa, 1998b). Los RL generados
por la disfuncion mitocondrial participan y causan la iniciacién y
propagacién del fendmeno peroxidativo asociado con la muerte celular
necrética y la regulacién de genes a través de factores de trascripcidon

gue se activan por RL, incluyendo la induccidon de IL 8 (Chimada, 1999).

Por lo anterior, una de las preguntas planteadas en el presente trabajo
fue si el pretratamiento con LPS por inducir la secrecién de TNFa podria
estar fomentando la generacion de RL lo que llevaria a una
sensibilizacion de las células a los agentes de dafo empleados en lo
referente a la disminucidon en los niveles de GSH tanto en citosol (GSHc)

como en mitocondria.

Como puede observarse en los resultados, el acetaldehido por si mismo
disminuia las concentraciones de GSHc como GSHm siendo este ultimo

el mas afectado lo que coincide con lo reportado en la literatura.

GSH en los pretratamientos con LPS.

En lo referente a los pretratamientos con LPS, puede observarse que el
contenido citosodlico y mitocondrial de GSH se ven disminuido en todos
los casos, lo que indica que durante el proceso debié haberse dado la
generaciéon de radicales libres y estrés oxidativo. Puede observarse una
tendencia a disminuir los niveles de GSHc y GSHmM con respecto a los
controles que no fueron sometidos al pretratamiento por lo que es
posible que este sensibilice a las células a la presencia de agentes

toxicos.

61



GSH en los pretratamientos con TNF.

Para estudiar si este efecto de sensibilizacién estaba mediado por TNFa
se sustituydé el LPS durante el pretratamiento por TNFa recombinante
humano, se observé que en este caso el pretratamiento con TNFa por si
mismo inducia una disminucién en los niveles citosdlicos de GSH
mientras que en la mitocondria se observan niveles iguales a los
basales, esto contrapone lo que se esperaba ya que dado que el TNFa
induce la formacién de RL en la mitocondria esta deberia mostrar
menores niveles de GSH, podria suponerse que el tiempo de estudio ha
dado lugar a un proceso de recuperacién (48 h), esto no explica los
niveles bajos encontrados en el citosol. Nuevos estudios se requieren

para esclarecer los mecanismos por los que este proceso ocurre.

Los pretratamientos con el TNFa tienen como resultado una disminucién
de los niveles de GSHc mayores que el pretratamiento con LPS, en lo
que respecta a los niveles de GSHm los niveles de reduccion son
semejantes con ambos pretratamientos. Nuestros resultados sugieren
gue es posible que el dafio oxidativo observado en los pretratamientos
con LPS esté mediado por el TNF o aunque hacen falta mas evidencia

experimental que confirme estos resultados.

GSH en cotratamientos con TNF.

Cuando el TNF o se administra de manera simultanea al LPS o al Ach
pudo observarse que no existe una disminucién en los niveles de GSH
tanto citosélico como mitocondrial. Estos resultados podrian indicar que
las células tuvieron tiempo suficiente para recuperarse del dafio

generado por el estrés oxidativo. Cuando se compara con los resultados
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obtenidos en los pretratamientos este tiempo no era suficiente lo que
confirma que los pretratamientos sensibilizan a la sequnda exposicion de

los agentes hepatotdxicos.

Los niveles de GSHc y GSHm mostraron una disminucion cuando se
administran TNFa, LPS y Ach lo que indica que la presencia simultanea
de los toxicos lleva a condiciones oxidantes que las células no pueden

contrarrestar.

Es importante sefialar que aunque no existe correlacion entre los niveles
de secrecion de IL 8 y los niveles de GSH observados en todos los
tratamientos empleados, ello nos indica que ambos procesos no son en
todos los casos dependientes uno del otro, como ya se ha sefialado, los
mecanismos por los cuales las células estan induciendo la secrecién
podrian ser varios. En cuanto a los pretratamientos con LPS existe una
relacion entre el incremento de la secrecion de IL 8 y la disminucion de
GSH tanto citosélico como mitocondrial. Ademas, ya que los
pretratamientos con TNFa muestra un comportamiento semejante al
anterior podria proponerse que esta citocina puede ser importante para

este proceso.

Expresion de IL 8

Para analizar si los mecanismos por los cuales ocurren las variaciones en
la secrecion de IL 8 involucran una regulacion a nivel transcripcional se
realizaron estudios de la induccién del ARNm de dicha citocina.
Nuestros resultados indican que en el caso de los pretratamientos con
LPS Unicamente la doble exposicion a LPS muestra un incremento
significativo en la induccion del ARNm lo que confirma que los

mecanismos de accién por los cuales ocurre la producciéon de IL 8 son
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diferentes ya que en los otros dos tratamientos dicho efecto no se

observa a 1h de tratamiento con los toxicos.

En lo que respecta a las células que no fueron sometidas al
pretratamiento mostraron un aumento no significativo de los niveles de
ARNmM con excepcién de las células expuestas a LPS en donde se
encuentra una disminucién de los valores de induccidon de la quimocina,
sin embargo otros grupos de estudio muestran evidencia de que tanto el
LPS como el Ach inducen un aumento en la expresion de la IL 8. Las
diferencias entre los resultados pueden deberse a las diferencias entre
los modelos empleados y ademas al hecho de que solo se muestran los
resultados para 1 h de tratamiento a la exposicibn que siguié al
pretratamiento. El hecho de que solo uno de los tratamientos muestre
diferencias indica que cuando menos la cinética de expresién varia lo
gue nos lleva a la necesidad de realizar estudios mas finos sobre la
expresion a tiempos cortos o bien al estudio de la expresidén del gen de
IL 8 por otras vias como PCR en tiempo real o bien por medio del
estudio de la activacién de los factores de transcripcidn importantes en

la regulacidn de esta quimosina como el NFkB o AP1.

Se realizaron estudios de la induccion de la IL 8 en pretratamientos con
TNFo puesto que por un lado se ha mostrado en este estudio que esta
citocina esta involucrada en la produccion de la IL 8 y por otro lado
porque esta reportado que la activacidon del NF «B puede llevarse a cabo
por la presencia del TNFa a través de la generacién de radicales libres.
Los resultados obtenidos muestran que cuando menos al tiempo
estudiado, el pretratamiento induce un ligero aumento en los niveles de
ARNm para la IL 8 aunque dicho cambio no es significativo
estadisticamente. Ello indica que la regulacién de la IL 8 podria estar

ocurriendo a un nivel post-transcripcional, con las reservas ya sefialadas
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en términos de la necesidad de un estudio muy fino de la cinética de
expresion que podria desarrollarse por otros medios como el analisis de

PCR en tiempo real.

Es importante sefalar en este punto que en los resultados de induccién
cuando las células solo fueron expuestas al pretratamiento con TNFa son
iguales al nivel basal pues la induccion de la IL 8 es un proceso que
ocurre a tiempos menores a 3 h, de hecho otros resultados obtenidos en
nuestro laboratorio corroboran este resultado pues a 24 h los niveles de

induccién con TNFa son iguales a los basales (Gomez-Quiroz, 2000).

Por el contrario, cuando la exposicién al TNFo tiene una duracidon de
apenas 1 h se observa un incremento significativo de la expresién del
ARNmM de IL 8 como puede verse en la figura 8, en esta misma puede
observarse que la induccion de las células que fueron tratadas durante
1 h con TNFa, LPS y Ach no muestran un aumento significativo en la
expresion de la quimocina estudiada cuando menos a 1 h de

tratamiento.

El presente estudio presenta evidencia de que los pretratamientos con
LPS incrementan la secrecion de IL 8 en células HepG2 tratadas con
acetaldehido y lipopolisacarido y que los mecanismos por los cuales
ocurre pueden ser varios y actuar a diferentes niveles, tanto a nivel
transcripcionales como post-transcripcional, ademas se muestra que la
respuesta de los hepatocitos puede estar altamente influenciada por la
interacciéon de estos con otros tipos celulares hepaticos y finalmente,
nuestros resultados sugieren que el aumento en los niveles de
produccién de la IL 8 estan influenciado por el estrés oxidativo que los

algunos tratamientos generaron.
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El conocimiento del mecanismo de accién de los téxicos y de la
respuesta celular, especificamente la secrecién de citocina, permite ir
avanzando en el entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad
hepatica alcohdlica, esto llevara a proponer nuevas opciones para el
mejoramiento de terapias ya existentes o la proposicion de nuevos

métodos para el control y reversion del dafo.
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