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... ABREVIATURAS

CDNB = 1-cloro-2,4-dinitrobenceno.

[a-32P]dCTP= a desoxicitidina5’ trifosfatomarcadacon un isótoporadiactivodel fósforo.

DMA = N,N-dimetilanilina.

DMEM = Dulbecco’sModified Eagle’sMedium.

DMSO = Dimetil sulfóxido.

DPEC = Dietil pirocarbonato.

DTNB = Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico.

DTPA = Dietilen-triaminopentacético.

Dfl’ = Ditiotreitol.

EDTA = Acido etilen-diamino-tetracético.

FAD = Flavin adenindinucleótido.

FCS = Suerofetal bovino.

GSH = Glutation reducido.

GSSG = Glutation oxidado.

HEPES = Acido N-2-hidroxietil piperazín-N’-2-etanosulfónico.

MOPS Acido morfolino-propano-sulfónico.

NAD~ = Nicotinamidaadeninadinucleótido.

NADP~ = Nicotinamidaadeninadinucleótido fosforilado.

NEM = N-etilmaleimida.

NO = Oxido nítrico.

PDBu = fl-forbol-12, 13-dibutirato.

PBS = Tampónfosfato salino (PhosphateBuffer Salme).

SDS = Dodecil sulfato sódico (Sodiumdodecylsulfate).

TAM = Tioacetamida.

TCA = Acido tricloroacético.

TBA = Acido tiobarbittirico.

TRIS = Tris(hidroximetil)-aminometano.

t-BOOH = terchutil hidroperóxido.



ENZIMAS

ASPT = L-aspartato:2-oxoglutaratoaminotransferasa,EC 2.6.1.1.

CAT = Catalasa(Hidrógeno-peróxidooxidoreductasa),EC 1.11.1.6.

FAD monooxigenasa= N,N-dimetil anilinaN-oxidante,EC 1.14.13.8

G6PDH = Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa(D-Glucosa-6-fosfato:NADP~ 1-

oxidorreductasa),EC 1. 1. 1.49.

GGT = -y-glutamil transferasa(‘y-glutamil-péptido:aminoácidogamma-glutamiltransferasa),

EC 2.3.2.2.

GPx = Glutation peroxidasa(GSH: peróxidode hidrógenooxidoreductasa),EC 1.11.1.9.

GR = Glutation reductasa(NADPH: GSSGoxidoreductasa),EC 1.6.4.2.

GST = Glutation S-transferasa,EC 2.5.1.18.

SOD = Superóxidodismutasa,EC 1.15.1.1.

6-PGDH= 6-fosfogluconato-deshidrogenasa(6-fosfo-D-gluconato:NADP~ 2-oxidoreductasa

descarboxilante),EC 1. 1. 1.44.

Citocromob5 reductasaNADH, EC 1.6.2.2.

CitocromoP-450reductasaNADPH, EC 1.6.2.4.
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1. INTRODUCCION

Los seresvivos, a lo largo de la vida, sufrenmultitud de cambiosmetabólicosy

funcionalesque van a influir en su respuestaante distintos estímulos. La capacidadde

respuestafrente a la agresióntóxica es mayor en el hígado que en cualquierotro órgano

debido a su misión clavecomovía primaria de destoxificación; sin embargo, estapropiedad

le puede acarrear su propia lesión, al generarsemetabolitos, en ocasionesmás tóxicos que

la sustanciade partida (Berry er al, 1992; Hoelsterli, 1993). Durante el desarrollo y el

envejecimiento, las modificacionesque ocurrenen los seresvivos tanto en los mecanismos

hepáticosde biotransformación y eliminación de agentes tóxicos corno en los relativos a la

lesión hepatocelular y posterior reparación,han de influir en la toxicidad de dichosagentes.

El estudio de las variaciones producidas en la lesión hepática y en el proceso de regeneración

hepatocelular, según la edad del animal, es el objetivo de este trabajo.

Las especies reactivas de oxígeno derivadas del oxígeno molecular, que se forman de

manera espontánea durante la respiración mitocondrial, se consideran hoy parte importante

en el procesodel envejecimiento. A su vez, los radicales libres, incluyendo las especies

reactivas de oxígeno, se producen en las células durante procesos patológicos producidos por

agentes tóxicos. Este es el caso del proceso de biotransformación de xenobióticos por el

sistema microsómico monooxigenasa de función mixta dependientedel citocromo P-450,

donde se generan, por una parte intermediarios reactivos derivados del xenobiótico, y por

otra, especies activas de oxígeno, H,O, y O, derivadaspor reducción del oxígeno molecular.

H,02 y 0< pueden a su vez reaccionar en presencia de metales (reacción de Fenton) y dar

lugar a especies de oxígeno más tóxicas como OH y oxígeno singlete (Aust eral, 1993). El

desequilibrio metabólico que producen en el hígado estos agentes, puede jugar un l)apel

importante en las modificaciones de los mecanismos de respuesta frente a la agresión tóxica

en edades avanzadas.
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Las célulashan desarrolladomecanismosde defensa frente a la generación de estos

radicales, pero en casosde intoxicación masiva o continuadaestos sistemas defensivos

celulares pueden ser superados,lo que condiciona la situación de estrésoxidativo (Sies,

1985; Halliwell, 1987; Emerit, 1994; Mochidaer al, 1992). En circunstancias extremas, la

agresión oxidativa inducida por xenobióticos puede llegar a ocasionar la muerte celular

(Nicotera eral, 1992), que va precedidapor una pérdida de equivalentes de glutation (Reed,

1990), una marcada oxidación de los grupos tiólicos de las proteínas (Kyle el al, 1989),

peroxidación de los lípidos de la membrana(Minotti y Aust, 1992) y elevación dcl calcio

citoplasmático (Duthie y Arthur, 1993). En condiciones de prolongada exposición a dosis

bajas de xenobióticos, no inmediatamente citotóxicas, se pueden causar modificaciones

genómicas, lesión y rotura en las cadenas del DNA (Birnhoin, 1982).

Por ello, en el presente trabajo se ha estudiado en ratas, en un rango que fiucttía

desde los 2 meses hasta los 2 añosy medio de edad, la hepatotoxicidad de una dosis subletal

de tioacetamida. La elección de este xenobiótico se debeal amplio conocimiento que tenemos

de la necrosis hepatocelular y el posterior proceso regenerativo, evidenciado en ratas jóvenes

de 2 mesesde edad (Cascales ci al, 1992a; Díez Fernández, 1992; Díez Fernández ci al,

1993; Díez-Fernándezci al, 1996a; Díez-Fernández ci al, 1996b). La lesión se asocia con

una serie de alteraciones hepáticas debidas a la formación de metabolitos reactivos derivados

de esteagente hepatotóxico, como es la tioacetamida 5-óxido (Chieli y Mavaldi, 1984).

Ademásla formación masivade estasespeciesquímicas reactivas traeconsigo tina situación

de estrésoxidativo con todaslas características descritas anteriormente (Nicotera el al, 1985:

Orrenius ci al, 1988; Vos y Bladeren, 1990).

El efecto del envejecimiento sobre los sistemas involucrados en la defensa

hepatocelular frente al estrés oxidativo originado por la hepatotoxicidad de agentes químicos,

presenta en la actualidad un gran interés farmacológico y clínico. Es un hecho reconocido

que la población senescente, en progresivo incremento en nuestra sociedad, requiere cada vez
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mayor atención debido a que exhibe mayor incidencia de reacciones adversas por efecto de

los fármacos.En la mayoríade los casosestasreaccionesadversas son inesperadas debido

al desconocimientoque aún existe acerca del efecto de la edad sobrelos mecanismos de

biotransformación que afectan a la vida inedia de los medicamentos, influyendo sobre su

toxicidad o sobre su acción farmacológica.

El estudio de la interacción de fármacos sobre el hígado senescente presenta otro

aspecto importante, ya que las personasde edad al estar sometidas a mayor cantidad de

sustancias medicamentosas, presentan un mayor riesgo de sufrir alteraciones patológicas

severas.Estas alteraciones pueden derivardel efecto de la propia edad sobre la vida media

de los medicamentos, cuyas dosispueden convertirse en letales en el caso que el proceso de

biotransformación sea más lento, o pueden no ejercer su efecto terapéutico si su

biotransformación es más rápida, caso en el que tino de ellos tenga la capacidad de inducir

la biotransformación de los otros. En estecaso, la inducción del sistemamonooxigenasa (P-

450) puede generar un exceso de radicales libres y especies reactivas de oxígeno que

incremente la toxicidad de los fármacos administrados. Por todo ello, el estudio de los

efectos de la edad sobre los mecanismos de hepatotoxicidad ha de proporcionar un mayor

conocimiento que permita el diseño de pautas terapéuticas específicas de la edad.
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1.1.- El hígado:arquitecturay distribuciónheterogéneade enzimasen el parénquima

hepático

El conocimientode la anatomíay fisiología hepáticasesabsolutamenteindispensable

parainterpretarcualquierinvestigaciónque tengacomobaseel hígadoo suscélulas. En la

rata adulta el hígado constituye el 4-5 % del peso del cuerpo. Tiene cuatro lóbulos:

izquierdo, medio, derechoy caudado; los tres últimos, compuestosa su vez por dos

sublóbulos.El hígado recibeun dobleapanede sangre, la arterial con elevadapresión,a

travésde la arteriahepática(AH) y la venosacon menorpresión,a travésde la venaporta

(VP), queprocededel drenajevenosoesplénico.La arteriahepáticaaportaoxígenomientras

que, la venaportatransfierelas sustanciasnutritivasabsorbidasporel tractogastrointestinal,

parasu metabolizacióny eliminación. El eflujo de la sangreseverifica a travésde una vena

común, la vena hepática (VH). La circulación y la excreción biliar están

compartimentalizadasparafacilitar el intercambioentrela sangrey los hepatocitos.La arteria

hepática(AH) asciendedirectamentedel ejeceliaco y se divide en dos ramalesgástricoy

gastroduodenal,siguiendo a través del ligamento hepatoduodenalcomo propia arteria

hepática,antesdebifurcarseeintroducirseen los segmentosdel hígado.La venaportadrena

el efluentevenosodel tracto digestivo (VMS) y del bazo(VE). En los mamíferos,la vena

portarepresentael únicocanalvenosoqueatraviesaotro órgano,el hígado,antesde retomar

al corazón. Al igual que la arteria hepática,la vena porta se bifurca en ramalesque se

distribuyen en los segmentoshepáticos.Por último, la sangrearterial y la venosaportal

confluyenenel sinusoide(S), capilarrecubiertoporun endotelioqueposeeporoso fenestras

através de los cualescircula el plasmasanguíneo,y de ahídrenan,vía venahepática,en el

interior de la venacavainferior. Observacionesdirectasde lasoscilacionesen el flujo de la

circulación sinusoidal sugierenque el intercambio(entraday salida) del flujo sanguíneo

sinusoidal se regula medianteesfínteres.En algunasespecies,las paredesde las venas

hepáticasposeenesfínteresmuscularespotentes,pero en los humanoslas paredesde estos

canalesvascularesson muy finas (Jones,1990).

El hígado está formado por siete clases de células, que se clasifican en

parenquimatosas(hepatocitos)y no parenquimatosas(ductulares,conjuntivasy sinusoidales).
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Las células sinusoidalesse dividen a su vez en: endoteliales,Kupffer, células Pit y

perisinusoidalestambiénllamadaslipocitos, célulasIto o “fat storing celis”.

La céluladel parénquimahepáticoesel hepatocito,queconstituyeaproximadamente,

el 60 % del total de las células del hígadoy el 80% del volumenhepático.Los hepatocitos

estánorientadosen cordones,compuestospor una fila simple de células (Desmet,1992),

exceptoen neonatosy niños hastala edadde 4-5 añosque tienen dos filas, separadasdel

sinusoidevascularporel llamado “espaciode Disse”, el cual constituyeun micro-ambiente

ESQUEMA DE LA CIRCUtACION IffPATOESPLENICA
S: sinusoide, AE:arteria esplénica,AH: arteria hepsftica, ANIS: arteria mesentéricasuperior, VE: vena esplénica,

VE: vena hepAtica, VMS: vena mesentéricasuperior
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intersticial dondeselocalizanlas células Ito y fibras de colágenotipo 1 y III (Geertsa al,

1990). El canalículo estálocalizado en el poio opuestoal sinusoide.Los hepatocitosson

células poliédricas,con núcleocentral redondeadoy abundantecitoplasma.Su membrana

plasmática tiene tres dominios morfológica y funcionalmentedistintos: perisinusoidal,

intercelulary pericanalicular.

ESTRUCTURA DEL REPATOCITO Y LAS RELACIONES CON SU ENTORNO
(Fawcett, 1987)
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Perisinusoidal: Constituye el 37% de la superficie celular. Posee estructura de

microvellosidadcon el objeto deaumentarla superficiede contactocon el espaciode Disse;

lo cual unidoa su elasticidady al contenidoen componentesmatricialesde dicho espacio,

facilita el intercambio con el flujo sanguíneo.Esta zona de la membranatiene menor

contenidoen colesterol y mayor fluidez que el resto de los dominios y en ella se ubica la

bomba de Na~-K~-ATPasa(Sellinger ci al, 1990), del cotransporteNa~ -HCO3-, de la

proteínaligada a la bilirrubina y a los ácidosgrasos,así como, del transportadoracoplado

de Na~ parala liberaciónde salesbiliares.

Intercelular Ocupael 50% de la membranaplasmática. Es tina región especializadaen la

comunicacióny adhesiónintercelular, que intervieneactivamenteen la secreciónbiliar, ya

que al estar localizada a ambos lados del canalículo constituye una barreracanalículo-

sinusoidal. Se considerauna ‘barrerabio-electrolítica” al ser permeableselectivamentea

distintoscationes,hechoa su vez controladopor hormonasy xenobióticos.

Perican.aíicular: Engloba el 13 % restante de la superficie plasmática. Este dominio tienesus

propiascaracterísticasmorfológicasy funcionesespecializadas.La pareddel canalículobiliar

estáformada por una estría (hemicanalículo) en un lateral de la membranaplasmáticade dos

hepatocitos adyacentes. El elevadocontenido en colesterol de estedominio explica su bajo

grado de fluidez, lo cual influye en la actividad de las glicoproteínas integrales de la

membranacon funciones enzimáticas. Aquí se localiza la proteína transportadora de sales

biliares del canalículo y los sitios de reabsorción del glutamatoy de la glicocola. Entresus

contenidosenzimáticos destacamos la 5’nucleotidasa,la y-glutamil--transferasa, la fosfatasa

alcalinay la leucina aminopeptidasa.

Esta polaridad secretorade las células parenquimáticas, que hacefuncionar al hígado

simultáneamentecomo glándula exocrina y metabólica,requiereuna perfectaorganización

del sistema intracelular para encaminarasí los productos generados hacia los distintos

destinos(Desmet, 1990).



INTRODUCCION Páa¡na 8

Se encuentraaún en debateel conceptode una unidad estructuralde hígado que

englobela totalidad de las célulashepáticasparaformar una unidad funcional. El clásico

lóbulo en su modificación de “zona falciforme” se caracterizapor una zona de flujo de

sangredirectamentedel tracto portal que forma zonasde equipotencialhemodinámico.El

acino, porel contrario, sedefinecomoun influjo lineal de sangreque forma estructurasde

tipo granulosode equipotencialhemodinámicoalrededordel eje vascularaferente. De

acuerdocon el flujo sanguíneopuedendelimitarsedos regiones,tantoen el acino como en

la zona falciformede los lóbulos: la región periportal (aferente)regadapor sangrerica en

oxígeno,sustratosy hormonas,y la región perivenosa(eferente)querecibe sangrepobreen

oxígeno,sustratosy hormonas,peroricaen CO2 y otrosproductos(Scheuer,1980).Por todo

ello, anatómicamente,los hepatocitosestán distribuidos en tres áreas, definidas por su

proximidada los terminalescirculatorios:periportal,mediozonaly perivenosa;mientrasque

funcionalmenteseconsideraquelos hepatocitosresidenen acinos,compuestospor tres zonas

metabólicas:

Zona .1: Mayor partede sustratosy oxígeno.Se consideracercanaal áreaperiportal.

Zonas2 y 3: Menor proximidadal aportevascular.

o
CV

o

ORGANIZACION DEL PARENQUIMA SEGIJN LOS CONCEPTOS DE LOBULO Y ACINO
(CV) vena central, (P) espacioporta, (Popp y Cattley, 1991)
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Comola calidady composiciónde la sangrecambiaa su pasoporel sinusoide,puede

asumirseque la localizaciónde las células en las diferenteszonasdel parénquimahepático,

cualquieraquesea la organizaciónfuncional queposean,han de tenerestructuras,capacidad

enzimática y funcionesdiferentes.Así, morfológicamente los hepatocitosperivenosos,tienden

a ser de mayor tamañoque los periportales, poseen el retículo endoplásmicoliso más

desarrollado y cuentancon una menor cantidadde lípidos citoplasmáticos (Popp y Cattley,

1991).

A nivel del metabolismo energéticooxidadva, el catabolismode aminoácidos y ácidos

grasosa acetil CoA es posible sólo en presenciade oxígeno; por tanto, los hepatocitos

periportalesseencuentranequipadospreferentementecon alanina aminotransferasa,tirosina

aminotransferasay fl-hidroxibutiril CoA deshidrogenasa.El catabolismoinicial de la glucosa

(en su parteglucolitica), como tambiénla lipogénesis,son procesosexergónicosposiblesen

ausenciadeoxigeno; porello, las célulasperivenosasson las queposeenpredominantemente

los enzimasclavedela glucolisis: la glucoquinasa,la piruvatoquinasay enzimasgeneradores

deNADPH, todos ellos implicadosen la síntesisde ácidosgrasos.Un procesoque depende

del NADPI-{, como la ureogénesisa partir de aminoácidos, mecanismo general de

destoxificaciónselocaliza tambiénen la zonaperivenosa.Todos los hepatocitoscatalizanla

oxidación final a CO,, pero las célulasperiportalesal recibir másoxigeno,parecentener

mayorcapacidadpara el metabolismooxidativo ya que, su volumen mitocondrial es más

elevadoasí como las actividadesde los enzimas del ciclo tricarboxílico y de la cadena

respiratoria. La gluconeogénesises un proceso endergónico que ha de acoplarse al

catabolismooxidativo, de aquí su localización predominanteen las células de la región

periportal, con la presencia de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa,la fructosa 1,6-

bisfosfatasa,la glucosa-6-fosfatasay la lactatodeshidrogenasa.El metabolismodel glucógeno

pareceestardistribuidoheterogéneamentedentrodel parénquimahepáticoya que, todos los

hepatocitospuedensintetizary degradarglucógeno,pero el tiempo y la velocidadde estos

procesosson diferentesen célulasperiportalesy perivenosas(Jungermanny Katz, 1982).
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Respectoa la biotransformaciónde xenobióticos,el hígado es el principal órgano

encargadodeestamisión.Las sustanciasextrañassondestoxificadasporoxidación,reducción

o hidrólisis y posterior conjugación. La oxidación está en su mayoría catalizadapor

hidrolasas(monooxigenasas)dependientesdel NAIJPH, ubicadasen el retículoendoplásmico

liso. Esteretículopredominaen la regiónperivenosay puedeinducirseen estazonapor tina

seriedesustancias(Waxmany Azaroff, 1992). Porello, no sólo los enzimasgeneradoresde

NADPH, sino también los enzimasconsumidoresde NADPH como la citocromo P-450

NADPH reductasay la glutation reductasapredominanen las inmediacionesdel terminal

venoso.Sin embargo,la glutationperoxidasay el glutationen su formareducidapredominan

en la región periportal (Kera ci al, 1987). Puede,por tanto, concluirseque los hepatocitos

perivenososmuestranuna susceptibilidadincrementadafrente a la agresiónelectrofílicade

los metabolitos reactivos ya que, no sólo llevan a cabo la biotransformacióndc los

xenobióticossino que ademásse encuentrandotadoscon un menorequipoprotector (Katz

y Jungermann,1993).

1.2.- Edad y senescencia

La edad es un proceso complejo que implica cambios a nivel morfológico y

bioquímico tantoen célulasaisladascomoen órganoentero.Entrelas diferentesteoríassobre

la edad, la que más interés ha despertadoha sido la que responsabiliza a los radicales libres

de oxígeno del daño generado en el proceso del envejecimiento(Harmon, 1992). Se define

comoradical libre a una moléculao átomo que poseeun electróndesapareadoen su orbital

másexterno.

El principal productorde radicalesde oxígeno en los organismosaerobioses la

mitocondria(Lezza ci al, 1994), ya que bajo circunstanciasfisiológicas normales,utiliza

aproximadamentecl 98% del 02 celulara nivel (leí citocromoa3, citocromodel estado4 de

la cadenade transportede electronesde la respiraciónmitocondrial. Un pequeñoporcentaje

(del 1 al 4%) del 0, incorporadopor la mitocondria,generaespeciesreactivasde oxigeno

como el radical superóxido(020 o el peróxidode hidrógeno(H20,).
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No obstante,no sólo es la mitocondria la responsablede la generaciónde estas

especiesya quetambiénseproducenen otrosorgánuloscelularescomosonlos peroxisomas,

donde la aminoácido oxidasa, la acil-CoA oxidasa y la urato oxidasa generan H202, o los

microsomas, donde el citocromo P-450 cataliza reacciones de monooxigenacióncon

producción de radical superóxido y peróxido de hidrógeno por mecanismosdependientesde

NADPH. Tanto el radical superóxidocomo el peróxido de hidrógeno no poseenuna elevada

reactividadfrentea las macromoléculas,sin embargo,en presenciade ciertoscomplejosde

metalesde transicióncomo el hierro o el cobre puedenreaccionarentre si, reacción de

Fenton o Harber-Weiss, y dar lugar al radical hidroxilo (OH) de alta reactividad

(Zimmermanet al, 1990).
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La generacióncontinuade estassustanciasprooxidantesse controlapor la existencia

de mecanismoscelularesde defensallamadosantioxidantes,reductoreso secuestrantesque,

se encuentrancompartimentalizadosde forma estratégicaen los diferentes orgánulos

subcelulares. La stíperóxido dismutasa dependientede Mn, la glutation peroxidasa

dependientede Se y la glutationreductasaseubicanen la mitocondria,dondeseproducela

mayorpartede los radicalesde oxígeno; mientrasque, la superóxidodismutasadependiente

de Cu-Zn, la catalasa,la glutation peroxidasaindependientede Se y la glutation reductasa

selocalizanen el citosol (Yti, 1994).

Entrelos sistemasantioxidantesno enziniáticos,la vitaminaE o a-tocofero] reacciona

con los radicaleslibres de oxigenoy facilita, conjuntamentecon la glutationperoxidasa,el

bloqueode la peroxidaciónlipídica (Aniimoto el a!, 1995). La nielatoninaes una hormona

producidaprincipalmenteen la glándulapineal y a cuyasactividadescomocontroladorade

la madurezsexual,de la respuestainmuney reguladorade la temperaturacorporal hay que

añadir su misión como antioxidanteliposoluble más eficaz que la propia vitamina E o el

glutation frenteal radical hidroxilo (Tang eral, 1993; Pien eral, 1995); además,actúacomo

moduladorade los enzimasgeneradoresde radicaleslibres dependientesdel citocromoP-450

y óxido nítrico sintasa y como estimuladorade la actividad de la glutation peroxidasa

(Barlow-Walden ci al, 1996). Sin embargo, el glutation reducido (GSH) es el sistema

antioxidantemás importante del citosol ya que es el tiol de bajo peso molecular más

abundante,capaz de reaccionardirectamentecon las especiesreactivas de oxígeno y

productosde la peroxidacióno bien conjugarsecon los metabolitosreactivos(Redd, 1990).

Paramantenerla integridadcelular, los sistemasde defensaactúanconcertadamentecon los

mecanismosresponsablesde la reparacióndel procesooxidativo de las macromoléculas.La

concentraciónde CMI, el estadoredox GSH/GSSGy los nivelestiólicos influyen en el DNA

bien modulandost’ síntesis(Suthanthiraneral, 1990)0bien protegiéndoledel dañooxidativo

(Bellomoeta!, 1992); ademássehadescritoque existetina relación entrela división celular

y el contenidoen grupos tiólicos de origen proteicoy no proteico(Principecf al, 1989).

Si los mecanismosde defensaantioxidantesson insuficientespara contrarrestarla

excesivaproducciónde especiesreactivas,tienenlugar tina seriede alteracionescelularesque
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desembocan en una situaciónde estrésoxidativo, la cual puedellegara afectarde manera

irreversiblela viabilidad celular y la funcionalidaddel órgano(Shigenagaci al, 1994).Bien

conocidaesla lesión oxidativaproducidasobreel DNA, no por el O,- o el 1-1,0,, sino por

el OH (Breeny Murphy, 1995).Del mismomodo, se originanlesionesanivel de los lípidos

de membrana,que alteransu fluidez, estructuray función (Síater, 1984). Menosconocidos

son los efectosy consecuenciasde las especiesreactivasde oxígenosobrelas proteínas,las

cualesdan lugar a peróxidosproteicosque consumenantioxidantesy moléculas de unión a

proteínas que reducen metalesde transición (Simpson el al, 1992). Además,con la edad se

producencambiosconformacionales en los enzimas debidoa erroresen la traducción y la

conformaciónde las proteínasa nivel de racemizaciónde aminoácidos, desaminación,

glicosilación, oxi(lación, etc. (Stadtman, 1992).

Si la producción de radicaleslibresesel factorclave que relaciona el dañooxidativo

con el envejecimiento,esde esperarqueéstose refleje directamente y en primera instancia

a nivel de las propias mitocondrias.Existen varias característicasde las mismas que nos

inducena pensar en su contribución al envejecimientoya que, en ellasno sólo se consume

el 98% del oxígenosino que también el DNA mitocondrial estátan empaquetado que todo

él codifica y al carecerde histonasy poliaminas que puedan protegerlo, su reparaciónes

mínima si secompara con la del DNA nuclear. Además, las membranasmitocondrialesal

serricas en ácidosgrasosaltamenteinsaturadosson muy susceptiblesa sufrir peroxidación

lipídica (Barja, 1996). De hecho, las especiesmás longevascomo son algunos pájaros o

incluso el hombrehan demostradoteneruna menor proporción de áci(losgrasos insaturados

de 4 o más doblesenlacespor sustitución de araquidónicopor linoleico, lo cual influye en

la funcionalidadde la cadenade transportede electronesy con ello en la disminución de la

producciónde radicales libres (Pamplonaci al, 1996).Con la edadseincrementanlos niveles

del mutágeno 8-desoxiguanidina, disminuyen los nivelesde ácidosgrasospoliinsaturados, se

producentranscripcionesanómalas,desciendenel complejo1 y IV de la cadenade transporte

electrónico,únicoscomplejos codificadospor el DNA mitocondrial a diferenciade los 11 y

111 codificados por el DNA nuclear, y seproduceuna pérdidade la producciónenergética

con el consiguienteincrementoen los nivelesde oxidantesal reaccionar los gruposcarbonilos

de las proteínas oxidadascon grupos amino libres (Shigenaga eral, 1994; Richter, 1995;
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Gadaleta,1995; Ames cf al, 1995; De la Asuncióncf al, 1996).

La soluciónideal paraevitar el envejecimientotodavíano sehe encontrado,aunque

estábien establecidoquela restricciónde la dieta incrementala longevidadde los animales

en un 43% al conseguirun mantenimientode la protección antioxidantey prevenir así el

dañocelular degenerativo.De estemodo se produce un aumentoen las actividadesde la

catalasa, superóxido dismutasa, glutation S-transferasay glutation redtictasa y una

disminuciónen laproducciónde 0<, H,0, y del estado4 de la respiraciónmitocondrial (Yu,

1993; Sohal cf al, 1994). Tambiénse ha abierto tina nuevavía de estudiocon la revelación

de la capacidadantioxidantede la melatonina,ya que con ella, existe una posibilidad de

regulaciónhormonaldel estrésoxidativo (Yu, 1995).

En hígadode rata, el crecimientoduranteel desarrollonormalsecaracterizapor tina

progresivapoliploidización que va unida a una dismintición de la fracción de hepatocitos

diploides (2N) (Gerlynk cf al, 1993). Los hepatocitosfetalesde ratay los obtenidosdurante

las 3 primerassemanasde vida son en su mayor parte mononuclearesdíploides y así se

mantienendurantelos 3 primerosmesesde vida; a partir deestepunto, comienzael proceso

de poliploidizacióncon la apariciónsucesivade célulasletraploi(lesy octoploi(les,siendo el

50-70% de los hepatocitosadultos,mononuclearestetraploides(Saetere, al, 1988; Tamura

cf al, 1992). A partir de estemomentola progresiónde la poliploidía va haciéndosemás

acusada.El incrementoen la ploidia se puedereconocerpor microscopiaóptica, como un

aumentoen el tamañodel núcleo.La evaluaciónde las poblacionescelularesde acuerdocon

la ploidía es relativamentecomplicada,debido a la existenciade cinco fenotiposdiferentes

de hepatocitos: diploides mononucleados(2N) con un núcleo diploide; tetraploides

bintícleados(2x2N), que contienen dosnúcleosdiploides; tetraploidesmononucleados(4N)

con un núcleo tetraploide;octoploidesbinucleados(2x4N) con dos núcleostetraploides; y

octoploidesmononucleados(8N) con un solo núcleooctoploide. Poco se sabeaúnacercade

la significación fisiológica de la dependenciaentreploidía y edad,aunquese cree que la

poliploidía refleja una mayordiferenciacióny tina necesidadde cantidadesmáselevadasde

genesparasatisfacerel papelmultiftíncional metabólicode los hepatocitos.
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El hecho de que al menosuna partede los hepatocitosdiploidespuedaconsiderarse

como población de células precursorasa partir de las cuales se desarrollanhepatocitos

poliploidesmásdiferenciados,indica el interésen la distribucióndel DNA en las poblaciones

que surgendurantelos estadiosde regeneraciónhepáticay hepatocarcinogénesis.Cualquier

tratamientoque prevengao disminuya la poliploidización (o diferenciación)y causeuna

expansiónde la poblaciónde hepatocitosdiploides, que es lo que ocurreen la proliferación

hepatocelularpostnecrótica,puedeconsiderarseque eleva el riesgode cáncer.Este riesgo

sobrevieneporquelas células2N se encuentranmenosprotegidasque las 4N y SN frentea

las posibles consecuenciasoncogénicasde las lesioneshepáticas.Se ha sugerido,que la

poliploidia seencuentraasociadacon unadisminucióndcl crecimientocelular. Sin embargo,

otros estudios indican que las células mononuclearesde todas las ploidías proliferan a

velocidadessimilares durante la regeneraciónhepática. Por tanto, parece ser que las

variacionesen la velocidaddecrecimientose debena la existenciade diferentesprogramas

(regeneraciónversasdesarrollo)más que a las diferenciasintrínsecasen la capacidadde

proliferaciónde las poblacionescon diferentesploidías. El cambioen la ploidia, puedeestar

estimuladopor la exposicióna agentesquímicos, de manerasemejantea lo que ocurretras

una hepatectomíaparcial, dando lugar a la conversión(le hepatocitosbinuclearesdiploides

en mononuclearestetraploides,por un proceso de citoquinesisamitótica (Popp y Cattley,

1991).

Existe un interés, cada vez mayor, por el estudio de los eteefosedad sobre la

toxicidadde los xenobióticos,ya que la frecuenciade estaslesioneshepáticaspuedevariar

considerablementecon el pasodel tiempo. La respuestatoxica a muchosagentesquímicos

dependede su biotransformacióna metabolitos reactivos (tioacetamida,acetaminofeno,

paracetamol,etc)o no reactivos(fenobarbital,morfina,etc). En el envejecimientopareceser

que sc incrementala sensibilidadal efecto hepatotóxicode los xenobióticos (Schmucl=er,

1985; Bezzoijen, 1984). Sesabeque la edadafectaa los enzimasmicrosómicosque(lependen

del citocromo P-450(Rikans, 1989), pero mientras unosautoresdescribenque el sistema

microsómicooxidasade función mixta disminuyeporefectode la edad (Schniuckery Wang,

1981), otros describenel efecto contrario (Maloney cf al, 1986). La disponibilidad del

glutation para la formación de conjugadosdisminuye con la edad, lo cual eleva la
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hepatotoxicidadde fármacosquedependendel glutationpara su destoxificación(Spearman

y Leibman, 1984>. Otros estudios han descrito que la expresióngénica de la SOD y la

catalasa,los enzimasdirectamenteencargadosde eliminar el H202 y el radical superóxido,

va siendo menora medidaque transcurrela edad,mientras que la glutation peroxidasase

incrementaen el mismo rango(Liu y Mori, 1993; De Quirogau al, 1990).Son muchoslos

parámetroshepáticos que sufren fluctuacionespor efecto de la edad, y especialmente

interesantesson aquellos relacionadoscon el metabolismo de hepatotóxicos,como se

demuestraen el presentetrabajo.

1.3.- Evolución del daño y muerte celular. Apoptosis versus necrosis

Aunquedurantemucho tiempo se ha consideradoque la muertecelular surgecomo

consecuenciadeprocesospatológicos,ahorase sabequela muertedealgunascélulassupone

un fenómenofisiológico necesariopara el desarrollonormal y la renovación celtilar. El

estudiode la morfologíade las céltilas que mueren,ha reveladodos modelosdiferentesde

muerte celulardenominadosnecrosisy apoptosis(Wyllie, 1981).

La necrosistiene lugar, generalmente,en condicionespatológicas.Las células que

sufren necrosissehinchany muestranunadisrupelónde las membranasexternase internas,

con prominenciasen la membranaplasmática.Puedeobservarsetina faseprenecróticaen la

que el retículoendoplásmicose dilata y las niitocondriasaparecentambiénhinchadas.Las

alteracionesnecróticasirreversiblessemanifiestan,a menudo,porexpansionesen el volumen

de las mitocondriasque van acompañadaspor disrupción de la estructuramitocondrial, la

disoltición de orgánulosy la ruptura de la membranaplasmática(McConkey y Orrenius,

1991). Los patronesde necrosis se puedenreproduciren animales,siendo similares a los

descritosen casosde personasque han estadoexpuestasa diferentesproductosquímicos y

drogas,y sepuedenclasificaren tres gruposen función de la zonadel acino dañada.

La necrosisperivenosaes con mucho la más frecuente,en animalesexpuestosde

forma agudaa agenteshepatotóxicos,y tiene lugar en el áreacentral del lobulillo hepático,

dondelos hepatocitosnecrosadosaparecenrodeandola terminaciónde la venacentral. Por
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sudistribuciónmorfológicalanecrosisperivenosasedenominatambiéncentrolobular,central

o de la zona3 del acino,haciendoreferenciaa la zona metabólica.La intensidadde la zona

necrosadadependede muchosfactoresentre los que cabedestacarla composiciónquímica

del agentetóxico, la dosis y frecuencia de la administración, la interacción con otras

sustancias,etc. La necrosis,sepresentageneralmentecomo tina lesión coagulativaquepuede

limitarse a unasimple fila de hepatocitosalrededorde la venacentral, o extendersea través

del lóbulo. Las células presentanfrecuentementetina aparienciahomogéneaopaca,por la

pérdidadepartículasdeglucógeno.Las mitocondriasaparecenhinchadas.Eventualmentelas

células se vacuolizany puedehaberuna calcificación. El núcleode la célula muertaaparece

contraidoy basófilo, pienótico, con acúmulosde cromatina; se puederomperen pequeños

fragmentos diseminándosepor el citoplasma (carioresis) o disolverse y desaparecer

progresivamente(cariolisis). El tejido necrosadova normalmenteunido a un proceso

inflamatorio. La necrosisperivenosacomienzaa repararsea las 24 horasde su inicio y sólo

queda una fibrosis mínima, en la zona de necrosis, en caso de que se dañen las células

sinusoidales.

La necrosismediozonal,es la menosfrecuente.Consisteen una bandade necrosis,

equidistanteentre la zonaporta y la venacentral; generalmentees una zona muy estrecha,

que afectasólo a dos o tres filas de célulasde la región mediadel lóbulo.

En la necrosis periportal, menos frecuente que la perivenosa, los hepatocitos

necrosadosrodeanal terminalporta. Su localizaciónse tratade explicar, teniendoen cuenta,

que el áreaperiportal es la primeraque entraen contactocon la toxina que seenetientraen

la sangre, lo que sugiereque los hepatocitosperiportales,ptieden recibir dosis mayoresde

sustanciatóxica. wr la mayoractividad metabólicade estazona, con una mayor tensiónde

oxigenoqueel áreaperivenosa(Poppy Cattley, 1991).

La apoprosíses una forma especialde muerte individual que se ha descrito como

suicidio celular (Bursch cf al, 1992). Al contrarioque en la necrosis,no hay liberación del

contenidointracelular y no se presentancélulas propias de procesosinflamatorios, como

neutrófilosy macrófagos.Los orgánuloscitoplasmáticosde las célulasapoptoticassehacen
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más compactos, aunque las mitocondrias, en apariencia, continuan intactas. A veces,

aparecenprotuberanciasen la membrananuclear.Existe una condensacióncaracterísticade

la cromatina,la cual seha relacionadocon la actividaddenucleasasendógenasdependientes

del calcio. En sus primerasfases,las células apoptóticassecontraeny pierdenel contacto

con las célulasadyacentes.Sufrencondensacióndel citoplasma,pérdidade las estructuras

especializadasde superficie, condensacióny fragmentaciónde la cromatina nuclear y

formación de protuberanciasen la superficiecelular. A continuación,las protuberanciasde

la superficiecelular se separanen múltiples cuerposapoptóticosque contienenfragmentos

nuclearesy orgánulosintactos y que se caracterizanhistológicamentepor su estructura

eosinofflica,con cromatinadensay a vecesfragmentada.Algunoscuerposapoptóticosson

fagocitadospor células residenteshepáticaso por fagocitos.En el hígado,la apoptosisse

presentacon una frecuenciamuy baja(1 porcadal0~ células)y serestringeen principio al

áreaperivenosa,representandola pérdidafisiológicade los hepatocitossenescentes.Aparece

incrementadaen hígadoque hasufrido una hiperpíasiainducidapor mitógenosque regresa

a sutamañonormaltras habereliminado el mitógeno(Cascalesci al, 1990a).

NECROSIS

< 4~D -.

‘A-fr

APof’rOSiS

MODELOS DE MUERTE CELULAR: NECROSISY APOLI?OSIS (Corcoranel al, 1994)
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Numerososagentesquímicos, así como otros estímulostóxicos, puedenlesionarlas

célulasy originaren ellasunasecuenciacomplejade reaccionesqueculminenen la muerte

celular. La lesión originadapor xenobióticosconducea menudo a la muerte celular por

necrosis en caso de fallar los sistemasendógenosnecesariospara mantenerel equilibrio

homeostáticocelular, o por apoptosisen caso de iniciarseel procesoactivo apoptogénico.

Hastala fecha, los intentosparala identificaciónde las reaccionescelularesque tienen lugar

en caso de intoxicación celular, se han encontradoenlorpecidospor la gran variedad dc

alteracionesque tienen lugar en el interior de la célula cuandose lesionan los mecanismos

reguladoresde la homeostasis.Muchasde estasalteracionesvan unidasa una pérdidade la

viabilidad sin que seanellasmismasla causade tal pérdida.

Inmediatamentedespuésde la agresióntóxica, las célulassufrentina seriede cambios

bioquímicos y morfológicos. Una de las primerasrespuestasde los hepatocitosfrente al

ataquede una gran variedad de hepatotoxinas,es la aparición de prominenciasen la

superficiede la membranaplasmática.Estefenómenost¡rgeantesde que se observecambio

alguno en la permeabilidadcelular y es irreversible. Se cree que la muerte celular

sobreviene,en sus últimas consecuencias,por la ruptura de estasprotuberanciascon la

consiguientepérdida del contenido celular (Lemasterscf al, 1987). Cada vez son más

evidenteslas pruebasquellevan a consideraríue la perttrl~aei~n(le la homeoslasis(íd calcio

se asociaa la toxicidad de muchoscompuestos.Sin embargo,no se sabecon certeza,cuales

son las reaccionesque, unavez iniciadasportal perturbación,propaganla lesión.Pareceque

podrían encontrarseinvolucradosen esteproceso fenómenostales como la disrupcióndel

citoesqueleto,la activación de enzimasdegradativos,como las proteasasy la fosfolipasaA2

y la estimulaciónde la endonucleasay la poli-(ADP-rihosa)poliiiierasa. El estadoactualde

los conocimientospermiteproponerel siguienteesquema:a) formaciónde especiesquímicas

reactivas,b) deplecióndel glutation y modificación (le los tioles proteicosy e) aumento(leí

calcio citosólico.

a~ Formación dc especies químicas reacf1 vas:

Muchoscompuestosmuestransu toxicidad a travésde metabolitosreactivos,o como
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resultadode la generacióndeespeciesreactivasde oxígeno.La mayoríade los xenobióticos

que son transformadospor el citocromo P-450 hepático a metabolitos reactivos, causan

necrosisperivenosa,lo cual parecedebidoaque la mayorconcentraciónde citocromoP-450,

se encuentraen estazona del acino. La región periportal, con alto contenido en oxígeno,

contieneasimismo la mayor partede los enzimas del metabolismointermediariopara la

síntesisde las proteínasplasmáticasy para el metabolismode carbohidratosy lípidos. La

necrosisde la región periportal se sueleasociarcon una acción hepatotóxicadirecta de los

agentesque penetranen el hígadopor la vena porta y son agresivossin serbioactivados.

El ritmo medianteel cual el citocromoP-450seunea los diferentessustratosque han

de serbiotransformados,puedeelevarsemediantela administraciónde agentesinductoresdel

sistema [nicrosól1lico monooxigenasa(Ayrton ci al, 1991), entre los que se encuentrael

fenobarbital(Bars y Elcombe, 1991). La respuestaadaptativaa estosagentes,da lugar a un

incrementodel retículo endoplásmicoliso (SRE) y de la actividad monooxigenasadel

citocromoP-450.Deestamaneraseinducela expresióngenéticade al menosdosisoenzimas

dependientesdel citocromo P-450,la epóxidohidrolasay la glucuronil transferasa.

b) Depíccionde ¿Jurar ion y modificación de los fwlcs ¡nvtéuos:

Los compuestos tóxicos intermediarios son capaces de reaccionar con los

constituyentescelulareshepáticos, entre los que hemos de destacarlos grupos tiólicos

proteicos, lo que puedeconllevar a la muerte celular (Pessayre,1987). Los metaholitos

reactivoselectrofílicosreaccionancon el grupo tiol, nucleófilo, del glutation y tambiéncon

los grupos-SR, de las proteínas,con lo cual desapareceel GSH y seoriginauna arilación

o alquilación de las proteínascelulares.

Porotro lado,los radicaleslibres (RL) actúanatrapandoun átomode H~ de un lípido

insaturadodando lugar a un radical lipidico, que fija oxigeno y forma un radical lipo~

peróxido. El lipoperóxido reacciona con un segundo lípido insaturado y origina un

lipohidroperóxidoy un segundoradical lipídico, responsahlede la propagacióndel proceso

de peroxidación. La glutation peroxidasatransformael hidroperóxidolipídico en alcohol
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(lípido-OH) con la oxidación concomitantedel GSH en GSSG; el GSSGformadose redt¡ce

mediantela acción de la glutation reductasay se regenerael GSH. La actividad de la

glutation reductasaconsumeNADPH, coenzimasuministrado por las deshidrogenasas

dependientesdel NADP~, del ciclo de las pentosasfosfato, principalmentela glucosa6-

fosfato deshidrogenasa:

R.L. O,
lípido1-H > lípido1 > lípido~-OO

lipido1-OO + lipido,-H > lipido1-OOH + lípido,

glutation peroxidasa
lípido-OOl-{ + 2GSH > lípido-OH + GSSG + H,O

glutation reductasa
GSSG + 2NADPH > 265H + NADP~

Cuandoel hepatocitose encuentrasometido a una situación de estrés oxidativo, se

produceGSSGa tina mayorvelocidad, lo cual altera el equilibrio del par GSH/GSSG.El

GSSG formado en excesotiene que salir del hepatocito.La extrusióndel (iSSG origina

consecuentementeun descensoen la concentraciónde GSH hepático. La disminución del

cocienteGSH/GSSGva acompañadode una oxidación de los grupos-SI-l, de las proteínas

(Diez-Fernándezcf al, 1996a).

c) Elevación dcl calcio citosólico:

Todas estasalteraciones,de no solventarsea tiempo, van a traercomoconsecuencia

la muertecelular por incrementodel calcio citosólico, ya que la membranaplasmática

alteradapor peroxidación lipídica o fijación covalentedejará entrar calcio en grandes

cantidades(Lauterburg, 1987). La disminución de NAD(P)H, observada en ciertas
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situacionesde estrésoxidativo, aminorala capacidadmitocondrial paraacumularcalcio. La

oxidación de los tioles proteicosdisminuye la actividad de las ATPasasdependientesdel

calcio del retículo endoplásmicoy de la membrana,lo cual permite que el calcio penetre

librementeen el citosol, queno seacumuleen la mitocondriani en el retículoendoplásmico

y que no encuentrerechazosuficienteque le obligue a salir del hepatocito(Nicoteracf al,

1990; Bennetty Williams, 1992). El resultado es un aumento importante y prolongado del

calcio en el espaciocitoplásmicodel hepatocito,que finaliza con la muertecelular. Los

efectoscitotóxicosinducidosporel incrementodel calcio intracelularoriginanalteraciones

en el citoesqueletoque se asocian con la aparición de prominenciasen la membrana

plasmática(Jewella al, 1982), la activaciónde las fosfolipasasdependientesde calcio que

lesionanla membranay la activaciónde proteasasneutras,tambiéndependientesdel calcio

(Nicoteracf al, 1986).

1.4.- Mecanismosde defensahepatoceliilaresfrente a la agresióntóxica

Una de las característicasde los organismosvivos es su capacidadparasuperarlas

lesionesproducidaspor agentesfísicos o químicos y para ello cuentancon una serie de

mecanismosde defensaque, a grandesrasgos,puedenclasificarseen dos categorías:la

primera categoría,comprendetodos aquellosprocesosde los que se vale la célula para

prevenir la lesión despuésdel ataque nocivo: la segunda,engloba los mecanismosde

respuestaparasuperarla lesión una vez producida,mediantela renovacióny cicatrización

del tejido. El estudiode los procesosque participanen la prevenciónde la lesión celular o

tisular, ha ocupadola atenciónde los investigadoresdurantemucho tiempo y ha sido sólo

hacepoco cuando,aquellossistemasencargadosde la regeneracióncelular y la restauración

tisular han empezadoa interesarde maneraespecial.

La biotransformaciónde las sustanciastóxicas se realiza mayoritariamenteen el

hígadodondetienensu sedelas reaccionesde óxido-redución,hidrólisisy conjugación.Estos

procesosseagrupanen las fasessiguientes:

Fase1: constituida por reaccionesdonde intervienen las oxidoreductasase hidrolasas,
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encargadasde incrementarla polaridad de la moléculapara facilitar su excreción,aún con

el riesgode generarmetabolitostóxicos.

Fase II: la constituyen reaccionesde conjugación con glucurónido, sulfato o glutation.

Aunquela reacciónentre el glutation y los gruposelectrófilospuedeocurrir de manerano

enzimática,la conjugaciónserealizamediantela acción de un grupode enzimas,conocido

como glutation S-transferasas,presentesen citosol (Kosscf al, 1991). En las reacciones

catalizadaspor las glutation S-transferasas,el átomo de azufre del (iSH proporcionalos

electronesparael ataquedel sustratoelectrofílico. El conjugadoasí formadosalede la célula

y sehidroliza eliminandoel residuo glutamilo y glicocolay seexcretacomo mercapturato,

derivadoacetiladodel conjugadode cisteina. La y-glutamil transferasa,catalizael primer

pasoen la degradacióndel glutation extracelulary un incrementoen su actividad,conlíeva

una acciónprotectorafrentea la depleciónde glutation (Rajpert-DeMeyts cf al, 1992).

Fase III: de eliminación medianteuna bomba GS-X dependientede ATP localizadaen el

dominio canalicular de la membranaplasmática del hepatocito.Esta bomba tiene tres

dominiosbien caracterizados:dominio P bajoel que se realizael procesode la fosforilación,

dominio G de reconocimientodel glutation y dominio C con mayor afinidad por la zona

hidrofóbicadel correspondiente5-conjugado(lshikawa, 1992).

1.4.1.-Sistemasmicrosémicosde destoxificación

En los microsomasde los hepatocitosexistendos tipos distintosde mono-oxigenasas,

que difieren en su composición y mecanismo,y que se conocenen función de su grupo

prostético como monooxigenasasdependientesdel citocromo P-450 y mono-oxigenasas

dependientesde flavina (Jakobyy Ziegler, 1990>.

El citoeromo P-450es realmenteuna superfamilia,compuestapor cuatro familias

génicasy subfamiliasde enzimasque se definenen basea los aminoácidosque las forman.

Las diferentesfamilias sedenominancon las letras ‘CYP”, seguidopor un número (1-1V),

que designa la familia y unaletra mayúscula,parala subfamilia,y otro número(arábigo)
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paraindicar la forma individual (González,1992). Poseenestructuradehemoproteinas,que

contienenhierro, con protoporfirina IX como grupo prostético.Las diversasformas del

citocromoP-450 difieren con respectoa la estructuraprimaria de la apoproteina,y como

consecuenciapresentandistinta especificidad por los sustratos. Un sustratopuede ser

catalizadopor varios isoenzimas,conociéndoseun total de 20 isoenzimas(Jeffery, 1991).

Recientemente,seha avanzadomuchoen el estudiodel citocromoP-450humano,mediante

purificaciónde proteínas(Cholertoneral, 1992). Es importantela capacidadgenéticade los

diferentesisoenzimasdel citocromo P-450 en el metabolismode xenobióticos,ya que la

definición genéticade alguno de estos isoenzimaspuede ser de pronóstico fatal frente a

cualquiertipo de intoxicación, fácilmentesuperablepor individuosnormales(Guenguerich,

1989).Juntocon el citocromoP-450,laactividaddel sistemamonooxigenasadependede otro

enzima,el NADPH-citocromoP-450reductasa.Se tratadeuna flavoproteina,que transfiere

electronesal citocromo P-450 y usaNADPH como equivalentereductor(Porter y Coon,

1991). Al aumentarla actividad del citocromo P-450, se incrementala de la NADPH-

citocromo P-450 reduetasa.El sistema monooxigenasade función mixta se encuentra

asociadoaotrahemoproteinadenominadacitocromob5, cuyopapelaúnno estáperfectamente

esclarecido(Kyle y Farber, 1991).

ROH 1*1 s so
Fe

2’

(RoH>Fe3~ RH)Fe>
FAD-OOH FAO-OH7 (NADW) (NADP)

(R)(Fe-OH~

RH(Fe-OW
(RH)FQ’2Q,) FADH

2 FAOH20 (NADP
4> (NADP}

2H (RH)Fe2iOfl (RH>F¿10
2) H~ + NADPH FAO * NADP~

e

SECUENCIA VE REACCIONES DE LAS MON0-OXIGENASAS
dependiéntesde citocromoP-450a la izqu¡erda(Wb¡tey Coon, 1980) y con flavína en su

estructuraa la derecha(Ziegler, 1990)
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La primera monooxigenasacon flavina en su estructurafue purificadaen hígadode

cerdo como un enzima que catalizabaoxidaciones dependientesde NADPH y O, en

xenobióticosnucleofílicos; hoy en día se ha visto que todas las existentesson proteínas

integralesde membranalocalizadasen diferentestejidos con un alto grado de homología

entre si. Son proteínastetraméricascon subunidadesidénticas y un mol de FAD por

subunidad(Ziegler, 1993), presentandoun amplio espectrode acción y con actividad

demostradasobrepesticidasy otros xenobióticostanto inorgánicos(Ziegler, 1990) como

orgánicoscon nitrógeno(Ziegler, 1988) azufre(Hodgsori y Levi, 1988), fósforo (Smysery

Hodson, 1985) o selenio(Chen y Ziegler, 1994)en su estructura.

1.4.2.-El gítitation corno sistemaantioxidanteendógeno

El sistemaantioxidanteendógenoestáconstituidopor antioxidantesenzimáticosy no

enzimáticos.Entre los enzimáticospodemoshablarde la superóxidodisniutasa,la catalasa,

la glutation reductasay la glutation peroxidasay entre los no enzimáticosseencuentranel

glutation, el ácidoascórbico,y el ácidoúrico comocompuestoshidrosolublesy la vitamina

E, los carotenosy la melatoninacomo liposolubles (Groot, 1994; Pierrefiche y Labarit,

1995).

El glutation se encuentraen todos los tejidos de mamíferos,pero su importanciaes

mayoren los órganosmásexpuestosa toxinasexógenas,comoesel casodel hígado.Dentro

de la célula, puedeconsiderarseal GSH mitocondrial como la defensaprincipal frente al

estrésoxidativo fisiológico generadoen la respiracióncelular y suponeun objetivo crítico

paralas especiestóxicasde oxígenoy los nietabolitoselectrofílicos.El hígadoademás,juega

un papel muy importante en la homeostasisdel glutation, ya que es el encargadode

suministrarGSH a órganosextrahepáticosa travésde sistemastransportadoresde membrana

localizadosen el polo sinusoidaly en el polo canaliculardel hepatocito.Ambos sistemasde

transporteexhibencaracterísticas,algunasde las cualescomunes,comopuedeserqueambos

sean bidireccionalesy electrogénicos.Entre las característicasdiferentesse encuentrala

afinidad por el GSH y especificidad por cis-inhibición y trans-estimulaciónpor aniones

orgánicos(Fernández-Checacfal, 1993).Caberesaltartambiénque las mezclasdedisulfuros
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puedenafectarnotablementeel transportede 0514 a travésdel sinusoide(Lu cf al, 1993).

El glutation realizasu accióncomoantioxidanteendógenode maneracoordinadacon

los sistemasenzimáticosnombradosanteriormentey que se resumeen el siguienteesquema:

R-OOH NADP

GR G6PDH

ROH ossG NADPH

SISTEMA ANTIOXIDANTE ENPOGENO

Los radicaleslibres en forma de anión superóxido(02) generan14202 mediantela

SOD. Este enzima existe en el organismoen dos formas moleculares: la SOD Cu-Zn

abundanteen el citoplasmay sensiblea cianuro, diméricay con un pesomolecularbajo y

la SOD Fe-Mn localizada en mitocondria, tetraméricae insensible a cianuro. El 14202

generadoen el pasoanterior puedeser sustratode dos enzimas:la catalasay la glutation

peroxidasa;el segundopareceserel enzimamásimportante,ya que su localizacióna nivel

citoplasmático y mitocondrial le hace más accesible que la catalasa que, se ubica

exclusivamenteen fracción soluble.La glutationperoxidasa,además,tiene la capacidadde

eliminar peróxidos no sólo inorgánicossino también orgánicoscomo puedenser los que

aparecenen el procesode la peroxidaciónlipídica. El 0550 formadotienequesereliminado

bien directamentevía biliar o puede reducirsea GSH mediantela glutation reductasa,

GP

H20
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presentede igual ¡nodoen citosol y mitocondrias,precisandoparaello el NADPH generado

por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa(¡nove, 1994).

La relaciónentrelas dosformasdel glutation (GSH/GSSG)esuno de los marcadores

del estadoredox tiólico tisular y su alteracióntiene un efecto importantesobreel estadode

óxido-reducciónde los grupos tiólicos proteicosque influyen en la actividad de procesos

como son la catálisisenzimática,la síntesisdeproteínasy la unión a receptores(Gilbert,

1982).

1.5.- Regeneraciónhepáticapost-nccrót¡ca

La pérdidade las propiascélulasdel hígadopuededebersea tres causas:infección,

intoxicación química o hepatectomíaparcial siendo la resptíestacelular aparentementela

misma en cualquierade estostres casos.El modelo de regeneraciónhepáticamás utilizado

para el estudio de la respuestaproliferativa sincronizada se consigue en ratas por

hepatectomiade porciones de hígado que pueden superar hasta tía 70% del total. Sin

embargo, la caracterizaciónde parámetrosrelacionadoscon la proliferación celular post-

necrótica presentaun gran interés desde el punto de vista fisiopatológico y clínico

(Mehendale, 1991) ya que el hígadorespondea tina agresióntóxica que implique necrosis

hepatocelular,induciendo la división de los hepatocitosremanentes.De esta manera, el

hígadolesionadoes capazde recuperartanto la masacomo el númerode células inicial en

un periodo no superiora dos semanas.Experimentoscon timidina tritiada han puestode

manifiestoun elevadoporcentajede núcleosmarcadoscon tritio en hígadoen regeneración

en comparacióncon hígadocontrol,asícomotina mayorproporciónde núcleoshepáticoscon

un contenidotetraploideu octoploidede DNA ya que, los hepatocitoscon núcleospoliploides

son pruebade un estadode división celular rápidatípico de regeneraciónhepática.Durante

mucho tiempo se ha creido que la pérdida en la masa hepatocelularera el agenteque

desencadenabala división de las célulasremanentes,pero en el caso de hígadosde ratones

transgénicoscon una supresiónsomáticadel gen quecodificaparael plasminógenoactivador

tipo uroquinasafusionadocon un promotor de la albúmina(Sandgrencf al, 1991), se ha

observadoregeneraciónhepatocelularde las célulasresidentesen los nódtílossin queexistan
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pérdidas en la masa o en el número de células hepáticas.Esto indica que el agente

desencadenantetiene que ser algún indicadorde la función hepáticay que, sólo cuandola

masahepáticasatisfacela demandade funcionalidadescuandola proliferacióncelular cesa

en respuestaa la señalque indica que la regeneraciónestácompleta.

Aunqueson célulasaltamentediferenciadasque se encuentranen estadoquiescente,

los hepatocitostienen la capacidadde dividirse para reemplazara las células que se han

dañado.En condicionesnormalesla capacidadproliferativa del hígadoes muy baja y el

hepatocitose encuentraen la fase GO/CH del ciclo de división celular, lo cual no impide que

el hígado sea uno de los tejidos del organismotranscripcionalmentemás activo. La baja

incorporación de precursoresmetabólicosen la molécula de DNA, se debe a qt¡e un

porcentajemuy bajode los hepatocitos(< 1 %) se encuentraen la fase5 (Cascalesy Martin-

Sanz,1990a). Los hepatocitosen regeneración,antesde su división, sepuedenreconocerpor

pérdida del citoplasmabasófilo (dispersiónde ribosomas desdeel retículo endoplásmico

rugoso) y depleciónde glucógeno,observándose,ocasionalmente,mitosis.

La proliferacióndel parénquimahepáticocomienzaen las zonasperiportalesy se

desplazaposteriormentehacia las áreasperivenosas.De esta manera,en tin plazode 2 a 3

semanas,el segmentohepáticoremanenterecuperatanto el númerode célulascomo el peso

originario del hígado. En el curso de esta hiperpíasia compensatoria,el 90% de los

hepatocitossedivide entrelas 24 y las 48 horasdespués(le la hepatectomía(Michalopoulos,

1990). Para entenderla regulación del crecimientohepáticoes fundamentalconocerlos

cambiosquetienen lugaren la función del hepatocitodespuésde la hepatectomiaparcial. La

regeneraciónhepáticaparecepresentaruna respuestabifásica; duranteel primer ‘rot¡nd de

división, son los hepatocitoslas únicascélulashepáticasqt’e se encuentraninvolucradasen

la replicación del DNA (fase5 con máximoa las 24 horas)y en la actividadmitótica (fase

M con máximo a las 30 horas).El segundo~roundwmitótico ocurre24 horas más tarde,es

menos sincronizado y en él participan todas las células hepáticas,parenqt¡imalesy no

parenquimales(Fausto, 1992). Durante las transiciones proliferativas se verifica la

desdiferenciacióncelular, procesoqtie implica una regresiónde las células adultashaciaun

estadomásprimitivo.
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Despuésde la administraciónde unadosiselevadade un hepatotóxico,el hígadosufre

necrosishepatocelulardebidaal mecanismode bioactivaciónde la toxina. Por mecanismos

aún no completamenteesclarecidos,el hígadorespondeestimulandola división y con ello la

regeneraciónhepatocelular.A dosisdébilesdel hepatotóxico,la necrosisafectasólo a pocas

célulasy la regeneracióntiendea iniciarseaproximadamentea las 6 horas,desapareciendo

a las 24 horaslos síntomasde lesión. Es frecuenteque reaparezcacon posterioridadalguna

muestrade lesión remanentey queentrelas 36 y las 48 horastengalugar una segundafase

de división celular (Mehendale, 1991). El extraordinario fenómenode la regeneración

hepáticava unido a otro no menosnotable.Las células reciéndivididas son resistentesa la

accióncitotóxicade agentesquímicos. Por tanto, ademásde la reposiciónde las céltilasy de

la restauraciónde la morfología hepatolobt¡lar,merced a la propiedadde resistenciaque

poseen las nt¡evas células, el tejido hepático se encuentracapacitadopara st¡perar la

inminencia de una agresióntóxica en las fases posteriores,evitando, por una parte, la

expansiónde la lesión y porotra, acelerandoel procesode la recuperacióntotal (Mangipudy

ci al, 1995). La aparición del ,fenofipo resisrenre en los hepatocitoses tina respuesta

adaptativadel hígado frentea una amplia variedad de xenobióticos.Esta resistenciaes un

mecanismode adaptaciónclonal (gen mdr]) parasobrevivir en un ambientehostil, el cual

se enetientrainvolucradoen la promocióntumoral y en la resistenciaa la quimioterapiade

muchoscáncereshumanos(Abrahamer al, 1993).

Recientementese hadescubiertoun métodode gran valor comodiagnósticode rutina

paradetectarlas célulasproliferantes.queha permitidoevaltíarla regeneraciónhepáticaen

mt¡estrashumanas.Estemétodoutiliza anticuerposmonoclonalesfrentea un anf(4’cno nuclear

de célulasprohjeranfes(PCNA), factor auxiliar de la DNA polimerasa8 (Fairman, 1990).

La detección inmunohistoquimicade este antígeno no dependede la incorporación de

marcadoresexternos,como la bromodeoxiuridinao la timidina tritiada y seha demostrado

que algunosanticuerposanti-PCNApuedenaplicarsecon éxito a tejidos fijados con formol

e incluidos en parafina(Kamel eral, 1991; Kayanocf al, 1992).
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1.5.1.- Renovación celular hepática

El desarrolloembrionariodel hígadose inicia a las 3 ó 4 semanasde gestacióna

partir del mesodermo.En el interior del mesénquimadel septumtransversal,se diferencia

y creceuna ¡nasade células progenitorasinmadurasque pt¡eden diferenciarse,tinas en el

linaje hepatocítico(hepatoblastos),mientrasqtíe otras, las que se encuentranen contacto

directo con el mesénquimaquerodeaal terminal porta, puedentransformarseen células de

la placaductularque se diferencianen el linaje biliar epitelial (Teraday Nakanuma,¡993;

Cascales,1994).

Interesaconocer de qué manerapueden intervenir las céltílas precursorasen el

procesode la regeneraciónhepática.En condicionesnormalesla renovacióncelularen hígado

es muy bajay la mayoríade sus célulasepitelialesse encuentranen estadoquiescente(Reid,

1990). Los hepatocitosadultosdiferenciados,sin embargo,mantienenla capacidadde tino

o dos ‘rounds de replicacióny puedenresponderrápidamentea cualquieragresiónhepática

que conllevetina pérdidamoderadade células.De la misma maneraquelos hepatocitos,las

célulasdel condtíctobiliar mantienenla capacidadde replicarsey respondena laobstrucción

biliar y a otrasformasde enfermedaddel tracto biliar con la proliferaciónde estascélulas.

Hay casos,sin embargo,en los que pareceserque desaparecela capacidadregenerativade

los hepatocitosmadurosy el hígadonecesitarecurrira poblacionesprectírsoraspararestaurar

su funcionalidad. Existen dos hipótesis en relación con la intervención de las células

prectírsorasen el procesode regeneraciónhepática:

- primera, la hipótesisdel flujo hepáticovectorial o streaming liver’ que stígiere que el

hígado,al igual que la piel o el intestino, poseetina población celtílar activa prectírsoraque

reemplazacontintíamentea aquellas células madurasque han perdido su capacidadde

proliferar (Arber y Zajicek, 1990). Los hepatocitosqtíe se generanen la región periportal,

miaran a velocidadcasi constantey mueren,al final de stí periodode supervivencia,en lat

región perivenosa.Por tanto, si los hepatocitosperiportalesson las céltílas que proliferan

despuésde la hepatectomiaparcial, el compartimentode céltílas precursoraso progenitoras

ha de tíbicarse en esta región del acino. Esta teoría tiene una gran aceptación,pero
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investigacionesmás recientesrechazanla renovaciónvectorial de los hepatocitosen el

interior del acino, y proponenque éstapuederealizarseen cualquierpunto del parénquima

hepático (Schuler y Salvi, 1991).

- y segunda,la queproponela existenciade célulaspluripotentes“facultativas”, a modode

unapequeñapoblaciónde célulasdurmientesquesemultiplican sólo cuandoel hígadosufre

una lesión tan grave que aborta la capacidad regenerativa de los hepatocitos maduros, son

las célulasprecursoraspluripotentes hepóficas las que se activan. Esto da lugar a la

proliferaciónrápidade las célulasprecursorasinmadurasqueexpresanmarcadorestanto de

laslíneascelularesprecursorasde los hepatocitos(hepatoblastos)comode las líneascelulares

precursorasdel epitelio biliar. Estasobservacioneshan hechoquea estaslíneascelularesse

las denomineheparocitosductularesy que se sugierala existenciade una similitud deéstas

con las célulasovales debido a que poseenun potencial de diferenciaciónbidireccional.

Posteriormenteestascélulassediferencianen hepatocitosy célulasepitelialesbiliares(Gerber

y Thung, 1993; Travis, 1993).

epitelio

-dr

• ¶~¿s~ hepatocitos
0< de

transición
células células “ovales”

precursoras

hepatocitos

CELULAS.PRECURSORAS EN EL PRQCESO DE REGENIERACION HEPÁTICA
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Sehadescritola existenciade célulasprogenitorasdel epitelio del conductobiliar en

hígadoadultohumano(Sell,1991).Cuandoestascélulasentranen estadoproliferatix’o, lo que

ocurreen casosde colestasis,expresanunamoléculadc adhesióncelularneural (Roskhams

y Van Den Oord, 1990). Esta moléculano se encuentraen célulasepitelialesadultasy es

típica de células epitelialesembrionariasduranteel procesonormal de diferenciación.La

expresiónde estamoléculapor células del tracto biliar en proliferación,esun indice de la

existenciade célulasprogenitorasen la formaciónde nuevoscanalículosbiliares.

Las célulasovalessoncélulasepitelialesqueproliferan rápidamenteen hígadode rata

porefectode los tóxicosqueinducenlesión hepáticasevera.Soncéltilaspequeñas,redondas,

con una elevadarelación núcleo/citoplasmaque surgen en el área periportal del acino

hepático expandiéndosecon gran rapidez hacia la región perivenosa. Constituyen una

poblaciónprocedentede la proliferaciónde célulasprectírsorasmultipotentes.Paraconsiderar

a las células ovalescomo célulasprecursorashepáticases necesariodemostrarque poseen

una seriede propiedadestalescomo: elevadacapacidadde replicación,característicasde

hepatoblastosfetales y capacidadde diferenciarseen los dos linajes, el hepatociticoy el

biliar. Estábiendefinido que las célulasovalesposeentina elevadacapacidadde replicación

y un ciclo de vida corto. Despuésde la exposicióna un hepatotóxicoestascélulasson, entre

todaslas células hepáticasensayadas,las qt’e incorporanlos nivelesmáselevadosde timidina

tritiada.La proliferaciónde las célulasovalesse encuentrabajo un control estricto.También

las céltílas ovalesmuestranuna elevadaexpresiónde oncogenesasociadoscon el ciclo de

división celularcomo el c-myc,c-fbs y c-ras. Por ejemplo,las células ovalesexpresanaltos

nivelesde la proteínap513, productode un gen supresorque controlala entradade las células

en el ciclo de división celular. Un argumentomás en apoyo de las células ovales como

presuntasrepresentantesde las células progenitorashepáticas,es que algunasde ellas se

asemejana hepatoblastospor su elevadaexpresiónde a-fetoproteinay moderadaexpresión

de albúmina. Las células ovales contienen el mRNA de 2,3 kb de la y-fetoproteína,

característicode los hepatocitosfetales, qtíe se encuentraausenteen hepatocitosmadtíros.

Por último, ciertas células ovales coexpresanmarcadores de superficie considerados

específicosde célulashepáticasmaduras,tanto de las células del tracto biliar como de los

hepatocitosadtíltos (Sirica y Mathis, 1990).
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La mayor parte de las células ovalesdesaparecenpor apoptosis y no sediferencian.

Estádemostradoque las célulasovalesremanentesse diferencianen el linaje biliar, pero no

está aún del todo claro que puedandiferenciarseen el linaje hepatocítico. La primera

evidenciade estadiferenciaciónha sido la identificación de células intermediasentre las

célulasovalesy las hepatociticasen ciertos modelosde hepatocarcinogénesisquímica;estas

céltílas de transición aparecencomo pequeñoshepatocitosque expresanwfetoproteínay

albúmina, contienen los mismos isoenzimas fetales qtíe las células ovales y exhiben

marcadoresde superficietípicos de ambasclasesde céltilas.

Se desconoceaún el mecanismoque regulala proliferación y diferenciaciónde las

céltílas precursorasen casosde lesión hepáticay la influencia de la matriz extraceltílar,

hormonasy factoresde crecimientoen la señalizaciónindtíctorade la proliferación de líneas

celularesespecificas.Pareceser que las células precursorasexhibenuna adaptabilidady/o

plasticidadfrentea la diferenciación,cuyalimitación aún no se ha definido. La mayorparte

de los conocimientosqtíe se poseenacercade los mecanismosque regulanla diferenciación

de las células madresmultipotentesderiva de los estudiosrealizadossobrela mielopoyesis

(Scoazec,1993). La mielopoyesissuponela progresiónde tres transformacionescelulares:

la célula madre se diferenciaen dos líneas celulares, la linfoide y la mieloide, que se

diferenciana stí vez, en diversostipos de células progenitoras.Estascélulasprogenitoras,

medianteel estimulode factoresde crecimientoapropiados,entranen tina fasede expansión

clonal acopladaa una progresiva diferencíacion. Los dos procesos, multiplicación y

diferenciaciónson paralelospero inversos,de modo qtíe cuantomás diferenciadasea tina

céltíla, menor es stí capacidadproliferativa. En la mayorpartede los epitelios adtíltosel

procesose puedeincluir en tres compartimentos:en el primero, se encuentranlas células

precursorascapacesde autoreplicarse;en el segundo,las céltílasprogenitorasqtíe unen a su

capacidadreplicativa su tendenciahacia la diferenciación; y en el tercero, las céltilas

diferenciadas.Esta organizaciónpermitela renovaciónpermanentede las célulasmaduras

que mueren tina vez finalizado su ciclo de vida normal. Algunos tejidos adultos,como el

musetílary el nervioso,no se ajustana estemodeloporqueal carecerde célulasprectírsoras,

stís célulasdiferenciadasno puedenreemplazarse.
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Ya hemoscomentadoque la existenciaen hígado de células precursoras es un tema

controvertido. Los investigadoresque aboganen contra de estaexistenciaaluden que si bien

los hepatocitostienen una supervivencia larga (200 a 400 días) y su renovación fisiológica

es muy baja (menor del 1 96), sin embargo, retienen su capacidad replicativa en respuestaa

factores que estimulan el crecimiento, y estacapacidad de proliferación de los hepatocitos

adultos normales seconsidera suficientepara permitir la restauración completa de la masa

hepática después de una pérdida por lesión tóxica o por hepatectomíaasegurando así la

renovación y la restauración de la funcionalidad hepática (Fausto, 1990; Michalopoulos,

1990).

1.5.2.-Ciclo de división celular; análisis de la ploidía y distribución de DNA por

citometría de flujo

La citocinética comprende el estudio del proceso de crecimiento, proliferación,

diferenciación,migración y muertede las células individuales y poblacionesde células

(Evans et al, 1991). Los estudiosde citocinética se basan en el ciclo celular, que sedefine,

comoel tiempoentreel final dela mitosisde las célulasprogenitoras,y el final de la mitosis

de las célulashijas.

Para conseguir la multiplicación por división, las células de cualquier tejido

abandonan el estadoquiescente(Ge) para entrar y proceder a través del ciclo celular. Esto

suponeuna serie de pasosconsecutivosque culminan en la división mitótica. El ciclo celular

sedivide encuatrofases:G~ o fasepostmitótica,S o períodode síntesisdel DNA, G2 o fase

premitótica y M o mitosis (Sandberg, 1992). La única fase visible al microscopio, es la

mitosis. G~ esuna fasede latencia, que precedea la replicación del DNA, donde las células

tienen el mismo contenido en DNA que las G~, pero donde tienen lugar el transporte de

proteínas,una seriede cambiosen la concentraciónintracelularde iones, el transportede

nutrientesdentrode la célula y la síntesisde enzimasespecíficosnecesariosparala síntesis

del DNA. Durantela fase S (síntesisdel DNA) se verifica la duplicacióndel DNA y la

síntesisde la mayoría de proteínas e histonas. La fase02 con dos vecesel contenido GJG~

de DNA es,de nuevo, una fasede latencia que precede a la mitosis sin cambios en el
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contenidodeDNA. Aquí tiene lugar la síntesisde RNA y proteínascomo preparaciónpara

la mitosis, y se produce la reparaciónde las lesionesde DNA causadaspor replicación

defectuosao poragentesgenotóxicos.Finalmente, las céltilas entranen división en la fase

mitótica (M) y las célulashijas vuelvena la faseQ (fasequiescente)o a la fase (i~ (Vielh

cf al, 1991).Durante la transición de G~ a G0 ocurrenalgunoscambiosen la estructurade

la membranacelular, la síntesisproteicadecrecey cesala síntesisde RNA.

En general,la fase8, dura entre7 y 8 horas,la (h, entre2 y 4 horasy la M menos

de 1 hora, mientrasque la duraciónde la faseO es la másvariable. En un momentodado

de muestreode una población celular, algunascéltílas se encuentranal comienzoy otras

finalizandola replicacióndel DNA, de maneraque la distribuciónde las céltilas respectoa

su contenidoen DNA varía desdeel contenido2N de la fase G~,/G1 hastados veceseste

contenido(4N) de la fase G2/M. Los hepatocitosy céltílas de Kupffer, se encuentranen el

estadioG0, esdecir,normalmenteno sedividen, si no es,porejemplo,tras tina hepatectomía

parcial o por el tratamientocon sustanciasquímicas.

La fracción en crecimiento,o fracción de células, que participaen el ciclo celular,

es un conceptoimportanteen el análisisde la reparacióntisular tras la lesión celular ya qtíe

la fracción en crecimientose incrementaal inicio de la reparacióny decrecectiando la

reparaciónescompleta.La mitosistambién se puedeconsiderarcomo un marcadordel ritmo

de proliferación medianteel cálculo del indice mitótico o proporciónde células en mitosis

en la poblacióncelular total, en un tiempo concreto.

La citometriade flujo estáespecialmenteindicadapara el estudiodel ciclo celular,

el cual puedeserexploradoalo largode sus diferentesfases,marcandocadacélulacon una

tinción específicamenteligadaal DNA quepermiteclasificar las poblacionescelularesen (ii,

5 ó O,, o bien poblacionesen G~ medianteotras tinciones ligadasa DNA y RNA como el

naranjadeacridina. La medidadel DNA, célula por célula en el ciclo celtílar, es importante

en los estudiostanto de célulascancerígenascomo de las céltilas regenerantesya que ambos

casospresentanalteracionesen la ploidía del DNA (Díez-Fernandez,1992; Cascó, 1993;

Spyratos, 1993).
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Parael análisis del DNA seempleanfluorocromosintercalanteso fluorocromosno

intercalantes.Los fluorocromosintercalantes,talescomo el yodurode propidio o el bromuro

de etidio, formancomplejoscon la doble hélicede DNA por intercalaciónentrelos paresde

bases.Entre los numerososmétodosdescritospara la tinción del DNA (Crissnian cf al,

1979), en el presentetrabajoseha utilizado la técnicade Vindelov ct al (1983), que utiliza

el yoduro de propidio y analizala distribución del DNA en 10 ó 50 x 1000 células. Este

fluorocromopresenta,sobreotros, las propiedadesde sermtíy establey poderserexcitado

por un laser de argónstandard,producir histogramascon un coeficientede variación bajo

y emitir en la región naranja—rojadel espectro,permitiendoasí el análisis simultáneodel

DNA y deantígenoscelularescon anticuerposmarcadoscon isotiocianato-fluoresceína.Para

los complejos formados con el yoduro de propidio, las longitudes de onda de máxima

excitación y emisión son 545 y 623 nm, respectivamente.

Perola utilidad de la citometríade flujo sobreel esttídiode la ploidia de las células

no quedaahí sino que puededetectarcon rapidez si se produce una anetiploidía en la

población celular que está expuestaa tín agente, stípuestamentetóxico. En células en

división, sepuedeproducir una distribtíción desigtíal del DNA en las células hijas; éstose

ptíededetectarpor tín ensanchamiento,en el pico, obtenidoparala fase6~ del ciclo celular.

1.5.3.-Factoresy mecanismosque controlanel crecimientohepático

Los mecanismosque controlan el crecimiento del hígado han sido extensamente

investigadosmediantela regeneraciónhepáticaindtícida tras tina hepatectomíaparcial. En

estemodeloseproducenrápidamentedosfenómenosftindamentales:por un lado la activación

de genestempranosinmediatosdebidoal incrementode los nivelesde factoresde crecimiento

circulantes, y por otro, la rápida adaptaciónmetabólica que permite a los hepatocitos

respondera los factoresdecrecimientoextrae intrahepáticosqueactivan numerososgenes.

1.5.3.1.- Reguladores de la proliferacién celular. Niveles de óxido nítrico.

Entre estos agentesque desempeñantina misióndestacadao son esencialesparala
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entradade las célulasen la fasede replicacióndel DNA cabecitar las hormonas,los factores

de crecimiento,las citoquinas,así comootras sustanciascomoel piruvato, el calcio, los

aminoácidosy las poliaminas(Andus a al, 1991). Las señalesresultantesseproducenpor

combinación de interacciones entre estas moléculas, nutrientes y metabolitos, pero el

problema se complica cuando un mismo factor de crecimiento puede actuar positiva o

negativamente, caso del factor transformante del crecimiento 13 (TGF¡3) y el factor de

crecimiento hepático (HGF) (Sporn y Roberts, 1990).

1. HORMONAS
Insulina y glucagón
Norepinefrina, vasopresina,angiotensinaII y neurotensina
Hormona del crecimiento y factores de crecimiento para insulina 1 y 2 (IGF 1 y 2)
Hormona paratiroidea, calcitonina y dihidroxicolecalciferol
Glucocorticoides
Hormona tiroidea
Prolactina
Prostaglandinas
Estrógenosy andrógenos

II. FACTORES DE CRECIMIENTO
A. Estimulantes

Factor de crecimiento epidérmico (EGE)
Factor transformante del crecimiento a (TOFo)
Factor de creciento hepático (HGF)
Factor de crecimiento de fibroblastos ácido (aFGF)
Sustanciaestumuladora de hepatocitos(¡¡SS)

B. Inhibidores
Factor transformante del crecimiento ¡3 (TGF¡3)
Activina
Inhibidor de la proliferación hepática (HP!)
Inhibidores del crecimiento derivados de plaquetas a y ¡3 (PDGI a y ¡3)

III. CITOQUINAS
Interleuquinas 1 y 6 (IL-1 y IL-6)
Factor de necrosis tumoral <TNFa)

EFECTORES QUE CONTROLAN LA REGENERACION HEPATICA (Bucher, 1995)

En general,todas las hormonas parecen sermoduladorasdel crecimiento,pero las que

más interés han despenadoson la insulina, el glucagón y la norepinefrina ya que, tanto en

hepatocitosin vivo como in vitro, han demostradomodularla actividadde otros efectores,

por ello que hoy en día se considerende gran importanciaen la terapeúticaa nivel de los

trasplantes(Bucher y Strain, 1992).
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El factor dc crecimientoepidérmico(EGF) es uno de los responsablesclave de la

proliferación celtilar en hígado duranteel desarrollo fetal y desptíésde la hepatectomia

parcial o lesióntóxica (Slack, 1989).La accióndel ECEse encuentramoduladaporunaserie

de hormonasque intervienenmodificandolas interaccionesentreestefactor y su receptor.

El EGE actúasinérgicamentecon la insulina y el gítícagónen el estimulode la regeneración

hepáticay se ha comprobadoque el número de receptoresEGE hepáticos se regula de

maneraespecíficasegúnel diferenteritmo en la secreciónde la hormonapituitaria (.Jamso

a al. 1988).En cultivos primariosdehepatocitosde rata,seha observadoquelos estrógenos

antagonizanla unión del EGFa su receptorinhibiendopor ello el efecto mitogénicodel EGE

(Francavilla cf al, 1987). Los glucocorticoides, por otro lado, actúan modulando la

fosforilación de la tirosina del receptorEGF inducida por el propio factor EGF (Karasik y

Kahn, 1988). No obstante,se sabepoco acercadel mecanismomedianteel cual el EGF

estimulala proliferacióncelular. El receptorsituadoen la superficiecelular necesariopara

la acción del factor contiene una porción amino que se une al EGF, un dominio

transmembranay un dominio quinasa.Estos dos dominios son homólogos al prodtícto

proteico del oncogenviral erb B. Se Ita descritoque el EGE disminuyeel númerode sus

receptoressobrela superficiecelularduranteel períodoprereplicativoalcanzandosu mínimo

a las 36-48 horas debido a que al tmirse el HGF al receptor, éste se internaliza

(Michalopoulos, 1990).

El facfor fransformanfcdci crecimiento cx (TGFa) y el EGE se unen al mismo

receptory ambospromuevenla síntesisdel DNA en hepatocitosde rata. A pesarde que el

TGFcx se une al receptorEGE con unaafinidadcuatrovecesmenorqueel EGF, su actividad

biológica es más efectiva. Durante la regeneraciónhepáticainducida por hepatectomía

parcial, la síntesisde TGFa aumentaen hepatocitosy alcanzasu máximo en el momentode

mayor síntesisdel DNA (Evartscf al, 1992). La elevacióndel TOFa durantelas primeras

24 horasque siguena la hepatectomíaparcial coincide con unadisminuciónen el númerode

receptoresde EGF debida a su mayor internalizacióny es paralelaa un incrementoen el

mRNA de estereceptor (Gruppussocf al, 1990). También, duranteel desarrollofetal del

hígadoen los últimos estadiosde la gestaciónse registraun incrementoen la expresióndel

receptordel EGF (Gruppusso,1989).La elevaciónen el contenido del TGFa es necesaria



INTRODUCCION Pái!ina 40

para que los hepatocitosprogresendesdeQ a S. La expresiónde este factor alcanzasu

máximo despuésde la lesión tóxica con tetraclorurode carbono o galactosaminao tras

hepatectomiaparcial.

Otro factor especifico del crecimiento de hepatocitos, desencadenantede la

regeneraciónhepáticaen respuestade la pérdidade hepatocitosesel ¡actor dc crecimienfo

específicode los hepatocitos (HGF) (Nakamuraet al, 1989).Estefactor apareceen suerode

rata despuésde la hepatectomíaparcial y en suero humano despuésde una hepatitis

fulminante y se ha manifestadocomo el mitógeno con actividad más potenteen ctíltivos

primariosde hepatocitos,ejerciendosus efectosbiológicos a travésde un único receptor

de superficie (Michalopoulos, 1992). El HGF también denominadohcmawpoycñna fue

identificadoporprimeravez en suerode ratasparcialmentehepatectomizadas,más tardese

purificó a partir de plaquetas,plasmahumanoe hígadode rata (Asami cf al, 1991) y su

secuenciade aminoácidosse hadeducidopor clonajede stí DNA complementario(Miyazawa

cf al, 1989). El lACE se sintetizay segregaen hígadonormal por las células Kupffer y las

endoteliales.Hasta hacepoco, el 1-IGE se consideróqtíe poseíauna estrechaespecificidad

actuandoprincipalmentecomo mediador htimoral de la regeneraciónhepáticadesptiésde

hepatectomíaparcial o lesión hepática,sin embargolas investigacionesmás recienteshan

demostradoque el lACE es un polipéptidofuncional que actúade forma paracrinasobretina

ampliavariedadde tipos celulares(Noji ct al, 1990),ya que se expresaen diversosórganos,

se libera por fibroblastosen cultivo (Rubin cf al, 1991) y estimulala proliferaciónde un

amplioespectrode células.Estudiosde Montesanoeral (1991) han reveladouna propiedad

adicionaldel HGE, lacapacidadde transmitirinformaciónparadeterminarel reordenamiento

espacialde las céltílasepiteliales;es interesantedestacarque entreun númerode citoquinas

biencaracterizado,sólo el HGF inducela tubulogénesisen fibroblastoslo que leatribuyetina

función morforegulatoriaespecífica.Se ha demostradola existenciade elevadosnivelesde

lACE en suerode ratasdespuésde la necrosisinducidapor hepatotoxinastalescomo el CCI4

o la D-galactosamina(Andus cf al, 1991).

Elfacfor dc crccin7tentodcfibroh/astos (FGE) participatambiénen el desarrollodel

hígadofetal (Prestacf al, 1989) y en la regeneraciónhepáticapost hepateetomíay post
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necrótica.A concentraciones]0i2 M, el PUF estimula la síntesisdel DNA en hepatocitos,

sin embargo,a concentracioneslO~ M estefactorinhibe el crecimientoinducido por el EGE.

Despuésde la hepatectomíaparcial la elevaciónen la expresióngenéticadel FGF hepático

es anteriora las del TGFay TGFB. De estamanera, la proliferaciónde los hepatocitosse

inicia inmediatamentedespuésde la necrosishepáticay seelevaa medidaque surgenprimero

el EGE (10’2M) y despuésel TGFa y el EUF, pudiendocontinuarmientras los niveles de

TUFfi seanbajos (10í2 M). Más tarde,la elevaciónen las concentracionesdel PCE y del

TGFB pone límite a la proliferación de los hepatocitos(Kan ci cd, 1989).

En la búsquedade otros factoresde crecimientoinvolucradosen el procesode la

regeneraciónhepática, se ha encontradoque el factor de crecimiento de qucratinocitos

(KUE), factor consideradomiembrode la familia del FUE, estimulatambienla síntesisdel

DNA en hepatocitosde rataen cultivo primario. La capacidadmitogénicadeestefactor es

superiora la del FUE y el TGFa y es sólo comparable a la del lACE (tbk ci cl, 1993). E]

KGF seproduceen grandescantidadesen el íleon y pareceserque tina vez segregadopor

esta porción del intestino delgado, llega al hígado vía vena porta y actúa sobre la

regeneraciónhepáticacomo factor endocrino.

Otros factorescomola sustancíaesfimuiadoradc hupafoc¡fos (HSS), descubiertopor

primeravezen hígadosde rataslactanteso regenerantesen 1975, o cl factor de crccinlwflfo

derivado del bazo (SDGF) (Suzuki cf al, 1992) son mitógenoshepáticosde los que todavía

no sesabelo suficientecomoparaconocersu especificidadcelular (Michalopoulos, ¡990).

El/actor trans/brmantcdci crecimientofi (TUF fi), al contrarioque el TUFcx, esun

reguladornegativomuy potentede la proliferaciónde los hepatocitos,tanto en condiciones

normalesen las qtíe la proliferacióncelulares muy baja, como en estadosde regeneración

post-necrótica,preneoplásicosy neoplásicos,antagonizandoel crecimientohepáticoinducido

por el TOFa.La familia de los TGFfl se componede 3 isoformassiendoel másrelacionado

con los hepatocitosel TGFfiI; estefactor se secretabiológicamenteinactivo por lo qtíe se

requiere su activación proteolítica(Dennis y Rifkin, 1991). La administraciónin vivo de

TGFB1 a ratas hepatectomizadasinhibe la síntesis del DNA en hígadoen regeneración
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(DuBois er al, 1994). Duranteel procesoregenerativooriginadopor hepatectomíaparcial se

elevanotablementela expresióndel TGFBl en hígado,peroel punto máximo deexpresión

del TGFBl esposterioral delTGFa (Buchery Strain, 1992). Portécnicasde inmunoensayo

se ha detectadoque su expresión comienza en hepatocitosperiportalesjusto antes de

comenzarla síntesisdel DNA y luegoprogresahaciala región pericentralen el momentoque

estoshepatocitosseencuentranen su máximafasedesíntesis(Jirtle uf al, 1991). No existen,

sin embargo,muchasevidenciasdel restode los factoresinhibidoresdel crecimientocomo

son la activina, péptido de alta homologíacon el TUFj3, el inhibidor de la proliferación

hepática,o los inhibidoresdel crecimientoderivadosde plaquetas y 13 (Suchery Strain,

1992).

Estudios recienteshan implicado a las citoqtíinas tales como IL-l, IL-6 y TNEcx,

producidas en células no parenquimalesactivadas, en el proceso regenerativo, y

concretamentea nivel prereplicativo (Kuma cf al, 1990). El pretratamiento con

lipopolisacárido, un activador de Ja producción de citoquinas, 24 horas antes de la

hepatectomiaparcial, aumenta la síntesis de DNA (Cornelí, 1990a); además, las

concentracionesséricasde 1 L-6 se incrementansignificativamentetrashepatectomíaparcial,

incrementoqueesinhibido por la administraciónde antict]erposfrenteal TNFcx, factor que

inducela liberaciónde IL-6 (Akermanu al, 1992). Sin embargo,el papelde la IL-l es más

complejo,ya quela lLlcx en combinacióncon IL-6 incrementanel índicemitótico, mientras

que la IL-lfi inhibe la proliferación en hepatocitos en cultivo (Bucher, 1991). La

administraciónde TNFcx a ratasestimulala síntesisde DNA unascuatro vecespor encima

del control, no obstante,estosvaloresno son tan elevadossi se comparancon las 50 veces

que seincrernentaéstatras unahepatectomíaparcial. Existeciertacontroversiasobreel tipo

de célulassobrelas qtíe producesus efectosya que. segúnEcingold cf al (1991), sólo actúa

sobre macrófagoshepáticos; hoy en día, mediante la administración de anticuerpos

policlonalesdel TNFa 1 hora antesde la hepatectomíaparcial, seha visto que seinhibe la

síntesisde DNA tanto en las células no parenqtiimaiescomo en los hepatocitosdel hígado

regenerante(Akermanuf al, 1992) y por ello que se considereun moduladorpositivode la

regeneraciónhepática.
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En conclusión,EGE, TGFa,FUE y HUF funcionancomo inductoresfisiológicosde

la síntesisdel DNA en hepatocitosdurantela regeneraciónhepáticaa travésde mecanismos

autocrinosy paracrinos.El estímulodel crecimientohepáticopor el EGF y el TGEcx se

modula porel TGFB, el cual se induceun pocodespuésque el TUFo, previniendoasí una

proliferación celular incontrolada.El destacadopapel que juegan estos factores en la

regeneración hepática se ha visto reforzado por un interesantedescubrimiento: la

regeneraciónhepática inducida por hepatectomiaparcial se encuentramuy retrasadaen

ratonesatímicos mantenidosen esterilidad y, por tanto, sin contacto con componentes

bacterianos,talescomoel lipopolisacárido«PS>. Estosratonesfueron asimismoresistentes

al LPS, por una deficiencia en tejido linfoide (Corneil ci al, 1990b). El retraso en la

iniciación de su regeneraciónhepáticapuedeserdebidoa la incapacidadde estosanimales

paraliberar factoresde crecimientoen respuestasa toxinasalimentariaso ambientales.

El óxido nítrico es un importantemensajerointer e intracelular que desempeña

funcionestan diversascomo la vasodilatación,la comtinicaciónneuronaly los mecanismos

de defensa(Moncadacf al, 1991). El NO es sintetizadoa partir de la L-arginina, en

presenciadecoenzimastalescomoFAD, FMN, NADPH y BlA4, por la óxido nítrico sintasa,

un enzimade la queal menosse han descritotres isofornias(Albina a al, 1993; Lowenstein

y Snyder, 1992). Las células endotelialesy nerviosas contienen dos diferentes qtíe se

expresanconstitutivamentey querequierenCa
2~ y calmodulinaparaseractivas,mientrasque

la isoenzimaexpresadaen macrófagosno necesitaestos cofactorespero es inducidapor

citoquinasy factoresde crecimentotalescomoel IFN-y o el TNF-a (Hauschildel al, 1990;

Yui ur al, 1991). La inducciónenzimáticapuedeser retro~reguladaporTGF-¡3 y PDUF en

célulasde músculoliso vasculary en macrófagos,dondetres miembrosde la familia de los

TGF-fl, el $1, fl~ y /3~ bloqueanla habilidaddel lEN-y parainducir la liberaciónde NO (Ding

cf al, 1990). Se ha comprobadotambiénque la IL-4 ptíede inducir la NOS mientrasquela

IL-lO la inhibe (Cunhacf al, 1992>.

1.5.3.2.-Genestempranosinmediatos

Tras la hepatectomíaparcial tienen lugar sucesosmuy rápidosquepreparana los
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hepatocitosparasercompetentesy respondera los factoresde crecimiento,permitiendoasí

su progresiónhacia el ciclo de división celular (Fausto y Webber, 1993,1994;FaustoN,

1991; Meadet al, 1990).La activaciónde los factoresde transcripciónpuedeseruno de los

principalescomponentesde estafase inicial.

Los genesque seinducen en la transición del estado normal quiescentedel hígado

(G) a la fasede crecimiento (G~) sedenominan genestempranos inmediatos. Entre ellos se

incluyen NF-KB, AP-1 (Westwick et al, 1995) y STAT-3 (Cressmaneta!, 1995),y muchos

de los protooncogenesimplicadosen el crecimientocanceroso,talescomo c-niyc, c-tos y c-

jun (LaBrecque, 1994). Puesto que muchos de los prodtictos de los genesde respuesta

tempranainmediata,son porsí mismos factoresde transcripción,la respuestagénica inicial

producidatras la hepatectomíaparcial se amplifica.

También son importantes los genes tempranosdiferidos que se expresantras la

transición G0/G1 y queson responsablesde la progresiónde las fasesdel ciclo celularhasta

inducir la síntesisdel DNA, esteesel casode p5
3 y ras ademasde variasciclinas y quinasas

asociadasquecodificanparaproteínascon funcionesmetabólicasesenciales(Fatístoy Mead,

1989; Lanahanuf al, 1992).

Sin embargo, todavíaexisten ciertas dudasrespectoa las causasque inducen las

modificacionespost-traduccionalesde los genesinmediatosque codifican para los factores

de transcripción.Los estudiosmásavanzadoshan identificadodiversascitoquinasy factores

de crecimiento, la II>- 1 y el TNFx en el caso del PHF/NEKB y la IL-6 y el EGF parael

STAT-3, como los responsablesde la cascadade señalesresponsablesde stí activación

nuclear (Scearceci ci, 1996; Taub, 1996).

Todos estosestudiossehanrealizadoen el modelode regeneraciónpost-hepatectomia

parcial, sin embargo,poco se sabede la secuenciade eventosque conlíevala regeneración

hepáticapost-necróticainducida por xenobióticos.
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1.6.- Hepatotoxicidad de la tioacetamida

La tioacetamida, al igual que muchosotros agenteshepatotóxicos,se metaboliza

rápidamenteen microsomasde hígadode ratadandolugara la tioacetamida5-óxido, que se

considerael compuestoelectrofílico capaz de formar aduetosN-e-acetil lisina con las

proteínasy ejercerasí sus efectosnecrogénicos(Dyroff y Neal, 1983), cirrogénicos(Sanz

et al, 1995; Sanzet al, 1996a)y carcinogénicos(Becker, 1983).El sistemamonooxigenasa

microsómico,dependientede flavina, el N,N-dimetil anilina N-oxidante(EC 1.14.13.8),es

el sistema enzimático responsabledel metabolismode la tioacetamidaS-óxido (Chieli y

Mavaldi, 1984).Sehanutilizado modelosexperimentalesdedisfuncioneshepáticas,inducidas

por diferentesdosis de tioacetamidaa ratas, para estudiaren órganoentero parámetros

bioquímicos relacionadoscon la biotransformaciónde esta sustanciahepatotóxicay la

funcionalidadhepática(Cascalesy Martín-Sanz,1990a;Osadacf al, 1993; Mangipudi cf al,

1995).

1.6.1.- Alteraciones morfológicas y variacionesen el ciclo celular

La administraciónintraperitoneala ratasde 2 mesesde edadde una dosissubletalde

tioacetamidade 6,6 mmoles¡Kgproducenecrosis hepatocelularmasivaque presentasu

máximo a las 24 horas de la administracióndel hepatotóxicoy el subsiguienteproceso

regenerativo. Morfológicamente, a las 24 horas, aparecen hemorragiase infiltrados

inflamatorios con leucocitos polirnorfonucleares;esta lesión hepatocelularmasiva, de

aproximadamenteel 50% del tejido, secaracterizaporcariolisis, picnosisy carioresis.A las

48 horasde la intoxicación se observacómo se mantienela necrosiscentral aunqueya en

fasede resolución,el infiltrado inflamatorioesde tipo mixto, leucocitospolimorfonucleares

típicos de inflamaciónaguday linfocitos y monocitoscaracterísticosde inflamacióncrónica;

también se manifiestauna dilataciónde los sintísoidesperivascularesy reaccionesfibrosas

asociadasa las venascentrales.A las 72 horasson pocaslas zonasque seencuentrantodavía

afectadaspor la accióndel hepatotóxico,aunquepersistenlas célulasdel infiltrado crónico,

fibroblastosy algunoshepatocitosnecrosadosanivel periférico;los hepatocitosmediozonales

presentanun cierto gradode tumefaccióny abundantesmitosis.
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El porcentajede célulashepáticasen faseS(síntesis),seelevaa partir de las 24 horas

de la administracióndel hepatotóxicoy alcanzasu punto máximoentrelas 36 y 48 horascon

cotastan elevadascomo 21 y 19 veces,respectivamente,los valorescontrol. Del mismo

modo, a las 24 horasseproducela casi desapariciónde la fraccióntetraploide.Considerando

queel punto mínimode fracción G2 + M precedeen horasal demáximasíntesisdel DNA

se deduceque una partede la fracción tetraploidedesaparecedebido,por un lado, a un

mayor índice mitótico y porotro, aquela necrosisafectemayoritariamentea las célulasque

seencuentrenen G2 + M. La poblaciónen faseGI también se modificaduranteel proceso

de necrosisy regeneración,llegandoa su máximo (94%) a las 24 horasde la intoxicación,

puntoen el queel perfil de la distribución de las distintaspoblacionescambiahaciael típico

fetal. Es curioso observarcomo esteabrupto cambio de adulto a fetal se verifica en un

períodode seis horas,desdelas 18 a las 24 horasde la intoxicación; por tanto, cabeinsistir

en el hechode que la necrosisafectamayoritariamentea las poblacionestetraploidesy que

esrealmentela pérdidacelular la que desencadenala síntesisdel DNA. A las 72 horasaún

no se ha llegado a establecerel perfil adulto en las poblacionesde hepatocitos(Díez-

Fernándezcf al, 1993).

La autofluorescenciaemitidapor la mayorpartede las célulasdemamíferos,paralela

al estadoredox de la célula y por consiguientea su estadometabólico,pareceque se debe

a la presenciade nucleótidosde flavina y piridina que producenemisión de fluorescencia

cuandoseexcitan con luz azul-verdey ultravioleta, respectivamente(Shapiro, 1989). Para

que severifique una respuestaproliferativa en el hígadode rataspor efectodel tratamiento

con tioacetamida, las poblaciones remanentes de hepatocitos maduros altamente

diferenciados,con tina fluorescenciaelevadaíndice de menor energía,tienen que pasarpor

un procesode desdiferenciaciónen el que adquieren propiedadescaracterísticasde los

hepatocitosfetales, fluorescenciamásbajaque se correspondecon tín nivel energéticomás

elevado.De estosanálisissededuceque los hepatocitosaisladosdehígadoen regeneración

post-necrótica,muestrancaracterísticasmuy diversasen tamaño,complejidady fluorescencia

ya que una serie de poblacionespresentapropiedadesde hepatocitosadultos~, otra de

hepatocitosfetales y otra de hepatocitoscon característicasintermedias(Cascalesut al,

1992a).
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1.6.2.- Alteraciones funcionales y b¡oquírn¡cas

La necrosishepática masiva,quea nivel histopatológicopresentasu máximoa las 24

horasde la administraciónde la hepatotoxina,coincidecon el punto de máximaactividadde

los enzimasmarcadoresde la necrosis. Los enzimasensayadosen plasma,las aspartatoy

alaninaaminotransferasasy la isocitratodeshidrogenasaNADP~, alcanzanvaloresa las 24

horasde la intoxicación de 14, 7, y 27 veces,respectivamente.Los cambiosobservadosen

las actividadesaminotransferasasson relativamentedébileshastalas 12 horas,momentoen

el que seregistrauna bruscaelevaciónhaciael punto de máxima actividadalcanzadoa las

24 horas. Las actividadesplasmáticasde estos tres enzimas marcadoresde necrosis

desciendenen las muestrasobtenidasa las 48 y a las 72 horashastavalorescercanosa la

normalidad.

La mayor partede las sustanciasque son tóxicasmediantestí biotransformaciónen

intermediarios reactivos, afectan la concentración celtílar del glutation. Los enzimas

marcadoresde la lesión hepática,la gamma-gltitamiltransferasaplasmáticay la glutation5-

transferasa,alcanzanlos valoresmáselevadosen los momentoscoincidentescon el ptinto de

máxima necrosishepatocelular,hechoque puede dar lugar a la depleción transitoriadel

glutation observada.A partir de estemomentola concentraciónde glutation intrahepática

aumentaa las 48 y 72 horas.La concentraciónde malondialdehido,marcadordel gradode

lesión hepáticareferida a la peroxidaciónlipídica y a la degradaciónde las membranas

plasmáticas,muestraun incrementosostenidoen el períodoqtíe fluctua entrelas 24 y 48

horas,para más tarde descender.Glutation y malondialdehidomuestranperfiles inversos,

pero el descensodel glutationesanterioral incrementodel malondialdehido,lo qt¡eestá de

acuerdo con el hecho de que una disminución de glutation moderada no tiene que ir

acompañadade una elevacióndel malondialdehidoy qtíe la elevaciónen la concentraciónde

esteúltimo ocurresólo en la fase terminalde la necrosis(Diez-Fernándezuf al, 1993).

Respecto al metabolismo energético, a las 6 horas de la administración de

tioacetamidael gitícógenodesciendebruscamente,antesde la síntesisdel DNA, mostrando

a las 48 horas niveles inferiores al 10% del control. La glucosa plasmática, sin
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embargo, no experimentavariaciaciones(Cascalesur al, 1992a). En el hepatocito de

mamíferos,ladegradacióndel glucógenosecontrolahormonalmenteatravésdela formación

del inositol trifosfato que promuevela liberacióndel calcio de los reservoriosen el interior

de la célula (BerridgeeIrvine, 1984),incrementandoel calcio citoplasmáticodesde0,110,2

jxM hasta0,5-1,0 1sM. El calcio activa la glucógeno fosforilasa quinasa y estimula la

degradacióndel glucógeno,mientrasque la proteínaquinasaC inhibe la glucógenosintetasa

(Bourne y De Franco, 1989). Tambiénel incrementoen los nivelesde cAMP encontrados

porRosaut al (1990)en hígadoen regeneraciónjunto con la actividadde la proteínaquinasa

dependientedel cAMP, puedencontribuir a la degradacióndel glucógeno.La gítícoquinasa

(glucosa100 mM) desciendea las 6 horas,mientrasque las hexoquinasas(glucosa0,5 mM

y fructosa 33 mM) se incrementanpaulatinamentehasta alcanzara las 36 y 48 horas

actividadessignificativamenteelevadas. Los niveles intracelularesdel calcio basal en

poblacionesde hepatocitosobtenidosdespuésde la administraciónde tioacetamidamuestran

un incrementopaulatinoque alcanzastí valor más elevadoa las 24 horas, siendo en este

mismo momentomínimo el calcio localizadoen retículocon valoresdel 10%; ésto se debe

entreotrascausasa la inhibición de la ATPasamicrosomalquea las 24 horassólo alcanza

valores del 35%. Estos niveles de calcio producen tina estimulación de la gítícógeno

fosforilasacon un máximo del 291% a las 24 horas. (Diez-Fernándezcf al, 1996a).

Los enzimas generadores de NADPH enzima málico y glucosa-6-fosfato

deshidrogenasasufrenun drásticodescensoen sus actividadesenzimáticasa las 12-24horas

del tratamiento para aumentarposteriormentedurante el proceso de regeneración; no

obstante,si bien el primerotiendea la normalidad,la U6PDH alcanzavaloresdel 230% a

las 48 horas.Estosresultadosvienenapoyadospor lasexpresionesrespectivasde susniRNAs

ya que el tránscrito del enzimamálico solo alcanzaa las 96 horasdel tratamientola mitad

del valor control mientras que la G6PDI-1 alcanzavalores del 247% a las 48 horas. El

descensoen el punto de máxima necrosisse debea la localización perivenosade ambos

enzimasquedisminuyenal seréstaslas célulasafectadasporel procesonecrótico.El hecho

de que la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasastíperelos valorescontrolesal final del proceso

estudiado,esdebidoa queparticipaactivamenteen la síntesisdel DNA por serel proveedor

de la ribosa-5-fosfatonecesariaparala misma (Díez-Fernándezut al, 1996b).
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Los lisosomasy su composición lipídica también juegan un papel fundamental en la

progresión del proceso necrótico inducido por tioacetamida, ya que en el punto de máxima

necrosis se produce un incremento en el contenido tanto de sus proteínas como de sus

fosfolípidos debido al aumento en el número de lisosomas,y un descensoen su contenido

de colesterol. Sin embargo, estácomprobado que la 5-adenosil-metioninaactua como agente

protector en el procesonecróticodebido a su capacidad de prevenir la proliferación lisosomal

ademásde recuperar los niveles normales de colesterol (Osada et al, 1993).

Todos estoscambiosproducidospor la tioacetamidapuedenresumirseen:

MEMBRANA CELULAR
- pérdida de la penneabilidad de la membrana
CITOSOL
- descensodel enzima málico y de la glucosa6-fosfato deshidrogenasa
- aumento del calcio citosólico —~ estimulación de la glucógeno fosforilasa

MITOCONDRIA
- inhibición de la fosforilación oxidativa —~ descensodel ATP —~ lesión mitocondrial
RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO
- inhibición de la ATPasa microsomal -. disminución de la concentración de calcio del ret(culo
- desacoplamientode ribosomas alteración de la síntesis de RNA división mitótica a las 36-48horas
LISOSOMAS
- incremento del volumen lisosomal -. incremento de proteínas y fosfolípidos
- disminución de la concentraciónde colesterol
NUCLEO
- aumento del nucleeloe incremento del volumen nuclear

ALTERACIONES HEPÁTICAS INDUCIDAS POR LA TIOACETAMIDA
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La administracióndeunadosisbajade tioacetamidapreviamentea una dosissubletal

del mismo u otro agentehepatotóxicoconsigueun modelo de autoprotecciónmuy utilizado

paraestudiarlas causasde la aparicióndepoblacionesresistentes.Estefenómenono sedebe,

como se creía en un principio a una disminución en los niveles de la monooxigenasa

responsablede su biotransformación,sino a una inicial estimulaciónde la división celular y

reparacióndel tejido hepático. Este fenómenode autoproteccióndesaparecetotalmente

cuando 6 horasantesde la administraciónde la dosissubletalse inyectacolehicina,conocido

agenteantimitótico (Mangipudycf al, 1995; Chandauf al, 1995).

La totalidad de estosestudios,sin embargo,se ha realizadohastaahoraen órgano

completo, por lo que el analizar estos parámetrosa nivel del propio hepatocito,puede

suponerun increibleavanceen el conocimientode la lesión y respuestadirectade las células

parenquimaleshepáticasfrentea la agresióntóxica.

1.7.- Objetivosdel trabajo

La senescenciase caracterizapor una modificación de la capacidadfuncional de las

célulashepáticasquepuedeconllevarla mayor incidenciade reaccionesadversasproducidas

por efecto de los fármacos. Trabajos previos han detectadocambios en los sistemas

antioxidantesen ratasdesde los 2 a los 8 mesesde edad (Sanz ti al, 1996b), pero este

periodosuponeen la rata la etapade desarrollo,por lo queparael estudiodel envejecimiento

ha habido que ampliar el períodode experimentacióndesdelos 2 meseshastalos 2 añosy

medio. Para profundizaren el problema, los animales de las diferentes edadesse han

sometidoa una dosissubletal de un agentehepatotóxico,ya que a las especiesreactivasde

oxígenoque se forman espontáneamenteen la respiraciónmitocondrial y que seactímulan

en edadesavanzadas,se unen los metabolitos tóxicos generadospor el xenobiótico. En

nuestrocaso,el hepatotóxicoutilizado ha sido la tioacetamidadebidoal conocimientodel que

disponemosde la secuenciade acontecimientosque tiene Itígar en el hígadoporefectode la

misma:
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TIOACETAMIDA

I formación de metabolitos reactivos

LESION HEPATICA

oxidacióny deplecióndel glutation
4 cocienteGSH/GSSG
situación de estrés oxidativo
oxidación de tioles proteicos
peroxidaciónlipídica
t calcio citosólico

MUERTE CELULAR

j necrosis
perivenosamasiva

REGENERACIÓN HEPATOCELU LAR

t síntesisde DNA en 20 veces
t índice mitótico

RESTAURACIÓN DE LA FUNCIONALiDAD

Por ello, nos propusimos los siguientesobjetivos:

1.- Diagnosticarlas modificacionesdebidasa la edaden la intensidad,el momento y la

evolución de la lesión hepática inducida por el hepatotóxico tioacetamida.

2.- Determinar las variaciones con la edad en el estado de los sistemas de defensa

antioxidante hepáticos y la situación de estrés oxidativo generadascomo consecuencia

de la accióndel hepatotóxico.

3.- Estudiarla influenciadela edadsobreel procesoderegeneraciónhepáticapost-necrótica.



2. MATERIAL Y METODOS
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2.. MATERIAL Y METODOS

2.1.- Aparatos

- Agitadores magnéticos,Selecta.

- Autoclave Autester-G.

- Balanza de precisión modelo 1203 MP.

- Baño termostatizado Heto-Denmark.

- Baño termostatizado con agitación Unitronic 320 OR.

- Baño termostatizado hasta 100 “C Precisterm 5-140.

- Bomba de perfusión Miniplus-2 de Gilson.

- Bombade filtración en vacíoMilipore.

- Cámarade contajede célulasNeubauer.

- Campanasde flujo laminarTelstar modelo PV-100.

- Centrífuga refrigerada Heraeus, modelo Minifuge T.

- Centrífuga refrigerada Kontron, modelo Centrikon H-401.

- Citómetro de flujo EACScan (Becton-Dickinson,Sunnyvale, Ca), equipadocon un laser de

argón de 15 mW y un ordenador Macintosh Quadra 650 AV.

- Contador líquido de centelleoLKB Wallac. 1209 Rackbeta.

- CronómetrosSmiths.

- Cubetasdeelectroforesisy fuentesde alimentación(Power300 y 3000)de la marcaBio-

Rad (Richmond C.A. Estados Unidos).

- DensitómetrolaserMolecular Dinamics (Kemsing,ReinoUnido).

- EspectrofotómetroUV-V Hitachi, modelo U-2000.

- GranatarioSartorius 1207MP-2.

- Homogeneizadorpara pistilo deteflón modeloK43 de Tris-R Instruments (Rockville, N.Y.,

Estados Unidos).

- Incubador de célulasHeraeuscon un 5 %de CO2 y saturacióndehumedad.

- Jaulas de plástico de la casacomercial Panlab.
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- Lector de placasSLT Lablnstruments340 ATC. Austria, con impresoraCitizem 120D.

- Material quirúrgico: jeringas,pinzasrectasy curvas, tijeras de diversostamaños,cánula

de plástico (Braunula 1-G16, Braun Melsungen AG, RFA), hilo de sutura.

- Microcentrífuga Eppendorf, Heraeus Biofuge 13.

- Microscopio óptico Wild-Herbrugg.

- Microtomo dedeslizamientode la casacomercial Reichert.

- pHmetro Radiometer Copenhagen,modelo 52.

- Revelador Curix 60 de Agfa.

- Sonicador Microson Vibra CellTm (modelo 100 W), Heat systems-ultrasonicInc.

- Transiluminador de UV: Ultraviolets Products Co. Chromatowe C-16.

- Ultracentrífuga Kontron, modelo Centrikon T 2080.

- Vacumm-Blot modelo Vacu Gene TmXL con bomba de vacío modelo 5KH 33EN25T.

2.2.-Productos

- El pienso comercial fue suministrado por Sander, S.A.

- Los ácidos, basesy las sales minerales utilizados fueron de las casascomercialesMerck

y Panreac, en su grado analítico.

- Los sustratos, coenzimasy enzimasfueron suministrados por las casascomercialesSigma

y Bo~húngerManheim.

- Heparina sódica de la casaLeo.

- Solución fisiológica de Ib».

- Colagenasade Boehringer.

- Medios DMEM con rojo fenol y RPMI con y sin rojo fenol de Bio-Whittaker (Walkesville,

EstadosUnidos).

- Suero fetal de ternero, Biological Industries (Kibbutz Beit Haemek, Israel).

- SephadexG-50porPharmacía.

- ResmaAG 50W-X8 de BioRad.

- La agarosay los mediosparael crecimientodebacteriasfuerondeHispanagar(Barcelona,

España).
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- Membranas de nylon NYTRAN NY 13N 0,45 pm para RNAs de Schleicher y Sehuelí

(Darmstadt, Alemania).

- PelículasdeautorradiografíaHyperfilmMP y el [a-32PJdCTPdeAmersham(ReinoUnido).

- La [3H]-timidinay el líquido de centelleoBetaMaxTM de ICN.

- Kit de determinación de ciclo celular de Bio-Rad.

- Multiprimer DNA labelling y Tumor necrosis factor alpha [(m)TNFa] mouseELISA

systemde Amersham.

- Material de plástico para cultivos celulares de Becton Dickinson (Plymouth, UK).

2.3.-Animales

Se utilizaron ratas macho de 2 meses(200-250g), seis meses(350-400g), un alio

(450-500g), añoy medio(500-550g) y dos añosy medio (550-650g) de la raza Wistar con

libreaccesoapiensode lacasacomercialSandersS.A. y agua,quesemantuvieronen jaulas

deplásticoexpuestasa un ciclo de 12 horasde luz y control de temperatura.

2.4. Tratamientocon tioacetamida

Grupos de ratas se inyectaron por vía intraperitoneal con una dosis subletal de

tioaeetamida(500 mg/Kg de pesocorporal),preparadaextemporáneamentedisueltaen CINa

0,15M. Paralelamentesellevaron los controles consistentesen ratas que recibieron, por vía

intraperitoneal,dosis de0,5 ml de CINa0,15 M. Los tratamientosse realizarona primera

hora de la mañanay cadaexperimentoserepitió cuatroveces.Las ratasse sacrificarona

determinados tiemposdespuésde la administración del hepatotóxico (0, 12, 24, 48, 72 y 96

horas),por distintosprocedimientossegúnel parámetroa evaluar.En unoscasosse obtuvo

la sangre y posteriormente seextrajo un lóbulo del hígado para su estudio histológico y en

otros, las ratasseutilizaron parala obtenciónde hepatocitospor perfusióncon colagenasa.

El anestésicoutilizado en amboscasosfue pentobarbital sódico (nembutal) (SOmg/Kg).
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2.5.- Obtenciónde suero

Los sueros se obtuvieron, tanto de ratas control como de ratas inyectadas

intraperitonealmentecon una dosis subletal de tioacetamida(500 mg/kg). Las ratas se

anestesiaroncon nembutal(50 mg/Kg), y trasprocedera la aperturade la región abdominal

seobtuvola sangrepor punción cardiaca. La sangre semantuvo a 4 0C durante24 horasy

posteriormente,se centrifugó a 3.000 rpm durante15 minutos a 4 0C, obteniendoasí el

suerocomo sobrenadante.

2.6.- Obtencióny fijación demuestrasparala preparaciónde cortesde tejido

Tras la extracciónde sangreseobtuvieronmuestrasde hígadoque seutilizaronpara

su observaciónmorfológica. Las muestrasde hígado se fijaron en formol al 10%, se

deshidrataronen concentracionescrecientesde alcohol y xilol y se incluyeronen parafina.

Se realizaroncortesde 5 micras, seeliminó la parafina, sehidrataron y setiñeron con una

mezclade hematoxilina-eosina.Posteriormenteseprocedióa su deshidratacióny montaje.

Con estaspreparacionesse llevó a cabola observaciónmorfológicay la determinacióndel

indice mitótico (Garcíadel Moral a al, 1993).

2.6.1.-Cálculodel índicemitótico

El índice mitótico (IM) se define como la relación existenteentre el númerode

mitosis y el número de células (Simpson et al, 1992). La estimacióndel númerode células

sehizo, utilizandoel objetivo de 40x, por contajedel númerode núcleoscelularesque son

interceptadospor una línea(n) quecoincidecon el diámetrodel círculo. Se estudiarondiez

camposy la fórmula empleadapara estimar el número de células por campo es la del área

del círculo: A = rr2, donder (radio) = n/2.

2.7.- Aislamientoy cultivo celular:bepatocitos,macrófagosy fibroblastosNIH 3T3

El aislamientode los diferentesgrupos celularesen las ratas tratadas con tioacetamida
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(500 mg/Kg depesodel animal) y en los controlescorrespondientes,se llevó a cabopor el

método clásicode perfusión hepáticacon colagenasa(Hue et al, 1978) en el caso de los

hepatocitosy mediante administración intraperitoneal de PBS cuando se aislaron los

macrófagos.Los fibroblastoscorrespondena la línea celular NIH 3T3.

2.7.1.-Obtenciónde hepatocitos

El aislamientode loshepatocitossellevó a cabopor perfusión in situ del hígadocon

medio Hepes(Hepes20 mM, KCI 5 mM, SO4Mg 1 mM, PO4H2K5 mM, CINa 150 mM y

glucosa10 mM) con colagenasa,deacuerdocon el métodoclásicodeKrebset al (1974) y

modificadopor Hue et al (1978)quepermiteobtenerhepatocitoscon un elevadogradode

viabilidad.

Las ratasseanestesiaroncon pentobarbitalsódicodisuelto en soluciónsalina(CíNa

al 0,15 M), por vía intraperitonealen dosisde 50 mg/Kg. La heparinizaciónserealizópor

vía femoral (2,5 ml/Kg de heparinaLeo al 1%), paraevitar la coagulaciónsanguíneay

facilitar el lavado del hígado de su contenidohemático.Posteriormentese procedióa la

aperturade la región abdominaly se introdujo en la vena porta una cánulade plástico

(Braunula1-G16,Braun MelsungenAG, RFA), quesefijó por medio de dos ligadurascon

hilo de sutura.La cánulaseconectóal catéterquehizofluir el medioa travésdel hígadocon

un flujo constantea 40 mí/mm. Parafacilitar el drenajeseprodujo una aberturaen la vena

cavainferior por debajode la desembocadurade las venasrenales.Inmediatamenteseabrió

la cavidad torácicay se seccionaronlos dos nervios frénicos, con objeto de evitar posibles

espasmosen el diafragmaque pudieran obstruir el flujo de salida a nivel de la vena

suprahepática.A continuaciónseabrió un orificio en la orejueladerechadel corazónpor el

cual se introdujo otro catéterdeplásticoy secerró la aberturade la venacavainferior. Se

desecharonlos primeros200 ml del medio de perfusióncon el objeto deeliminar la sangre

y lavar el hígado, y a los 100 ml restantes,se le adicionaron50 mg de colagenasa(0,38

U/mg Boehringer)y CI2Ca 5 mM. Tras 5-10minutosdeperfusióncon el medio adicionado

de colagenasa,se procedióa la disección y disgregacióndel hígado. La suspensiónasí

obtenidasefiltró a travésdegasaparaeliminar los trozosno digeridos, y secentrifugóa
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baja velocidad (a 50 g, 2 minutos). El sedimentode células se resuspendióen PBS y

centrifugóparaeliminarlos restosdemembranas.Estaúltima operaciónserealizódosveces.

La viabilidad de los hepatocitossedeterminómediantetinción de exclusióncon una

soluciónde Azul de Tripán(0,2% en suerosalino). Las célulasmuertaso con la membrana

plasmáticadañadaaparecenteñidasal observarlasal microscopioóptico, mientrasquelas que

mantienensu membranaíntegraaparecensin teñir. El contajedelas célulasserealizó en una

cámarade Neubauer.La viabilidad de lascélulasseconsideróóptimacon valoressuperiores

al 90%. Unos hepatocitosse procesaronpara DNA y otros se congelaronen nitrógeno

líquido y sealmacenarona -80 0C.

2.7.2.-Preparacióny cultivo de macréfagos

La obtención se realizó siguiendoel método descritopor Hortelanoe: al (1995),

segúnel cual,ratasmachoWistarcontrolesdedosmesesfueronsacrificadaspordislocación

cervical.Trasretirar la piel dela cavidadabdominal,seinyectaronintraperitonealmenteunos

50 ml de PBS frio, procediendoa aplicar un masajeen la zona.Transcurridos10 minutos,

serecuperóel líquido ascíticoque fue centrifugadoen frio durantediez minutosa 200 g. El

sedimentoobtenido(constituidopor macrófagosy linfocitos), seresuspendióen RPMI 1640

y suerofetal bovino (FCS) inactivadoal 10%, sembrandolas células en una placa estéril

(106/cm’) y manteniéndolasduranteuna hora en incubación a 37 0C; de este modo, los

macrófagosquedanadheridosal fondode la placa.Posteriormente,seretiróel sobrenadante,

lavándosela placa tres veces con PBS frío para eliminar las células no adheridasy los

linfocitosen suspensión.Los experimentossellevaron acaboen medioRPMI sin rojo fenol.

Para la determinaciónde nitritos, se adicionaronsuerosal 10% de animalestratados y

controles, incubándoselas células durante 24 horas. Como positivo seutilizó PDBu

(25 ng/mí). Paradeterminarla concentraciónde proteínas,las célulasseextrajeroncon 200

M1 de NaOH 50 mM.
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2.7.3.-Condiciones de cultivo de fibroblastos NIH 313, adición de sueros y

determinación de la incorporación de timidina tritiada

Los fibroblastos de la línea celular NIR 3T3 seresuspendieron en medio DMEM con

FCS al 10% y sedispusieron600.000célulaspor placa de cultivo (1,5 cm de diámetro)

manteniéndosea 37 0C en un incubadoren atmósferade aire con CO
2al 5%. Despuésde

varios días, seaspiró el medio y tras lavar con PBS, se adicionótripsina y se dejó actuar

durante3 6 4 minutos.Cuandola monocapapresentóun aspectogranular,señaldequelas

células sehan despegado,se adicionó DMEM y FCS al 10% y serecogió el medio en un

tubo estéril que se centrifugó a 800 rpm durante 10 minutos. El precipitado obtenido se

resuspendióen DMEM con 10% de FCS y sesembróen placasde 96 pocillos a razón de

50.000células por pocillo.

Despuésde 2 ó 3 días, se aspiróel medio y seañadiómedio frescoadicionadode

FCSal 0,2%.Despuésde2 horasde incubaciónseañadieronlos suerosestérilesprocedentes

de ratastratadascon tioacetamiday ratascontrol al 10% y seincubarondurante24 horas.

Pasadoestetiempo se determinóla síntesisde DNA siguiendoel métodode Huanget al

(1989),queconlíevalaeliminacióndel medioy adición de medio frescocon FCS inactivado

al 0,2%y 0,2 gCi de [
3H]-timidinaporpocillo. Al cabode 24 horasse aspiróel medio y se

lavaron todaslas placascon PBS procediendoa la adición de los reactivosnecesariospara

recogerlas células,paraello seañadióNaOH 10 mM y SDS0,1 %, lavándosela capacelular

dosveces con agua. Todo ello se transfirió a tubos donde seañadieron 1-2 ml de ácido

tricloroacéticoal 10%. Despuésde 15 minutosa 4 0C sefiltraron, sesecaronlos filtros y

se mantuvierona 4 0C durante24 horaspara evitar fenómenosde quimioluminiscencia.

Pasadoestetiempo semidió la radiactividaden un contadorde centelleo.

2.8.- Preparaciónde fraccionessubeelulares

Muestrasde 4 x 106 hepatocitosse homogeneizaronen frío, en vasoprovisto de

pistilo de teflón, con 3 ml de sacarosa0,25 M (la soluciónsepreparó sobre tampón Tris

0,2 M a pH 7,4, añadiendo DTT 5 mM). La relacióndedilución del extractoobtenido
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resultó ser de 1:4. Posteriormente, el homogenadose centrifugó a 10.000 g durante30

minutos a 4 0C. Después de separar el sobrenadante, éste se volvió a centrifugar a

105.000 g durante 45 minutos a 4 0C correspondiendoel precipitado a la fracción

microsomaly el sobrenadantea la fracción citosólica(Diez-Fernández,1992).

2.9.-Determinaciónde actividadesenzimáticas

Las determinacionesenzimáticasse llevaron a cabo en suero y en las diferentes

fraccionessubcelularesdel extractohepático,en condicionesóptimasde PH y temperatura,

a saturacióndesustratoy cofactores.En todos los casosse siguió una cinéticade orden0,

al menosdurante2 mm. Las actividadesenzimáticasse determinarondirectamentepor

reaccionesacopladasa la oxidación-reduccióndel par NAD~/NADH, siguiendoel cambio

de densidadóptica a 340 nm, y empleandoen los cálculosun coeficientede extinciónpara

el NADH = 6,2 x l0~ M~’ cm1 (extinciónde 1 gmol de NADH en 1 ml de solución).

2.9.1.-En suero

Se midieron en suerolas actividadesenzimáticasde la aspartatoaminotransferasa

(ASPT) y la y-glutamil transferasa(GGT), enzimasque podemosconsiderardeterminantes

del gradode necrosisy funcionalidadhepática,respectivamente.

2.9.1.1.-Aspartatoaminotransterasa(ASPT)

La actividad de este enzima se determinó espectrofotométricamenteen suero,

midiendola disminución de la densidadóptica a 340 nm, producidapor la oxidación del

NADH a NAD~ en la reacciónacopladade reduccióndel oxalacetatoa malato, catalizada

por la malatodeshidrogenasa(Rej y Horder, 1984), segúnla siguientereacción:

ASPT
2-oxoglutarato+ aspartato > glutamato+ oxalacetato
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malato deshidrogenasa
oxalacetato <—~~ > malato

NADH NAD~

La concentraciónque los diferentesreactivosalcanzaronen la cubetafuela siguiente:

tampón fosfato 0,8 mM a pH 7,6; NADH 0,2 mM; 2-oxoglutarato l5mM a pH 7; aspartato

0,8 mM y 2Oyg de malatodeshidrogenasa.

2.9.1.2.-~y-glutamiltransferasa(GGT)

Tantoen suerode ratascontrol comode ratastratadascon tioacetamidasemidió la

variación de absorbanciaa 405 nm utilizando: Tris l25mM pH 8,5, glicilglicina 75 mM y

-y-glutamil-p-nitroanilida5 mM, segúnel métodode Wahlefeldy Hergmeyer(1987). La -y-

glutamil transferasacataliza la transferenciade un grupo y-glutamilo de la y-glutamil-p-

nitroanilida a un dipéptido aceptor, la gliclíglicina. La velocidad de formación de p-

nitroanilidadeterminadaa405 nm, esproporcionala laconcentracióncatalíticadey-glutamil

transferasaen la muestraensayada.

CGT
y-glutamil-p-nitroanilida+ glicilglicina > p-nitroanilida + y-glutamil-glicilglicina

2.9.2.-En hepatocitosaislados

En los hepatocitosaislados segúnel apartadode métodos2.7.1, se han medido

actividadesenzimáticasdeterminantesde lesión hepáticay otros enzimasimplicadosen la

funcionalidad.

2.9.2.1.- FAD monooxigenasa

La FAD monooxigenasao amino oxidasa de función mixta se determinópor el

métodode Sum y Kasper(1982), midiendoespectrofotométricamentea 420 nm el derivado
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p-nitroso de la N,N-dietilanilina (DMA). Para ello, la fracción microsomal (3-4 mg de

proteína)se incubó en presenciade glicina 0,1 M, buffer pirofosfato 0,025 M pH 8,4, 1,5

~molesdeNADP~, 0,5 ¡¿molesdeglucosa6-fosfato, 15 ¡¿molesde MgCl2, 2 U.I. deglucosa

6-fosfato deshidrogenasay 3 ¡¿molesde N,N-dimetilanilina, durante5 minutos a 37
0C,

obteniendode estaforma el derivado N,N-dietilanilina N-óxido. Tras precipitar las proteínas

con ácido tricloroacético 0,9 N se ajustó a pH 9,4 con KOH 6 N y se extrajo con éter

dietílico para eliminar la N,N-dietilanilina no utilizada en la reacción.Posteriormentese

acidificó con ClH 1 N y NO
2Na 0,11 N y secalentóa 60

0C durante5 minutos,con el fin

de reducirel N-óxido a N,N-dietilanilina, compuestoresponsablede la coloraciónal formar

el p-nitroso derivado correspondiente.La actividad enzimática se calcula utilizando el

cocficientede extinciónde 8,2 cm2/mmol.

2.9.2.2.-CitocroinoP-450ReductasaNADPH

Esta reductasa es una flavoproteina microsómica, que transfiere equivalentes

reductores desde el NADPH al citocromo P-450, durantela oxidación de xenobióticos

(Holtzman, 1979).Como la reduccióndel citocromoP-450esdifícil de medirdirectamente,

se utiliza normalmenteun método que empleacitocromo c exógeno como aceptor de

electrones(Schenkman,1972). El principio del ensayo se basa en el hecho de que el

citocromo c oxidado (Fe3~) se convierteen reducido (Fe2~),el cual alcanzasu absorción

máxima a 550 nm. Por tanto, la actividadenzimáticapuedeserevaluadapor medidadirecta

del incrementoenabsorbanciaa 550 nm, en funcióndel tiempo. La actividadsemide en un

espectrofotómetrotermostatizadoa 25 “C. Una alícuota de la fracción microsómica(25-

50 ¡¿gde proteína)seincubaen imí de tampónfosfato0,1 M a pH 7,2, en presenciade0,1

¡¿molde EDTA, 50 ¡¿molesde CNK, 0,05 ¡¡mol de citocromoc y 0,1 ¡¿mol de NADPH.

La actividad enzimática se calcula utilizando el coeficiente de extinción de 21

cm2/mmol.

2.9.2.3.-Citocromob
5 reductasaNADH

Esta reductasaes otra flavoproteina microsómica, que transfiere equivalentes
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reductoresdesdeel NADH al citocromob5 (Mihara y Sato, 1978). Estapuededeterminarse

midiendosu actividadcomo ferrocianuroNADI-l reductasautilizandopor ello ferrocianuro

potásicoexógenocomoaceptorde electrones,el cualalcanzasuabsorciónmáximaa 420 nm.

La actividad se mide en un espectrofotómetrotermostatizadoa 25
0C. Una alícuotade la

fracción microsómica(25-50¡¿g de proteína) se incubaen 1 ml de tampón fosfato 0,1 M a

pH 7,5, en presenciade 0,1 ¡¿mo! de NADH. La actividadenzimáticasecalculautilizando

el coeficientede extinciónde 1,02 cm2/mrnol.

2.9.2.4.-GlutationS-transferasa(GST)

La actividadde la glutationS-transferasasedeterminóen la fracción solubleobtenida

al centrifugarel homogenadorealizadocon tampónfosfatoa 10.000rpm durante30 minutos,

segúnel métodode Habig et al (1974), midiendola variación deabsorbanciaa 340 nm con

glutation reducido0,1 mM y CDNB (1-cloro2,4-dinitrobenceno)0,1 mM, segúnla reacción:

NO
2 GST NO2

NO~ ~ Cl + GSH > NO2 ~ SG + HCI

La concentraciónquelos diferentesreactivosalcanzaronen la cubetafue la siguiente:

1-cloro 2,4-dinitrobenceno0,5 mM; glutation0,5 mM; fosfato potásico0,5 M a pH 6,5.

2.9.2.5.-Superóxidodismutasa<SOD)

La actividadenzimáticade la superóxidodismutasa,sedeterminósegúnel método

de Del Maestroe: al (1983). Este métodosebasaen la autooxidacióndel pirogalol debido

a que la SOD reaccionacon el radical superóxido 02< lo cual hace decrecer dicha

autoexidación.El fundamentode la reacciónSOD es como sigue:

SOD
2 02< + 2W > H202
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Los reactivos utilizados fueron: tampón Tris-HCl 50 mM a pH 8,2 con

dietilentriaminapentacético(DTPA) 1 mM, pirogalol 24 mM en CIR 10 mM y cianuro

sódico0,33M. La reacciónseinicia poradiciónde la solucióndepirogalol sobrela muestra

y se registrael cambiode densidadóptica a 420 nm, frente al blanco (tampónTris-HCI

5OmM pH 8,2 y pirogalol 24 mM en HCl lOmM), durante2 a 3 minutos.La unidad de

actividadenzirnáticade la superóxidodismutasa,sedefinepor su capacidadpara inhibir el

50 % la autoaxidación del pirogalol.

Sedeterminaron la SOD total, SOD no enzimática y SOD real, utilizando diferentes

extractos.Parala determinaciónde SOD total, seutilizó el extractosin dializar,parala SOD

no enzimáticasecalentóel extractoa 100 0C durante2 minutosy para determinarla SOD

real, seutilizó un extractodializado,quecontieneSOD sensibleeinsensibleal CNK. Como

blancoseempleóun extractodializadoy calentado.

2.9.2.6.-Catalasa(CAl?)

La medida de la actividad enziniática de la catalasa, peróxido de hidrógeno

oxidoreductasa,sellevó acaboen fracción solubledehomogenadosde hepatocitos,siguiendo

el método descrito por Aebi (1987), que mide la actividad enzimática a partir de la

descomposicióndel H
202con liberaciónde 02. El H202 muestraun incrementocontinuoen

la absorciónconformedecrecela longitud de onda. La descomposicióndel H202, se puede

determinardirectamentepor la disminuciónde la absorbanciaa 240 nm.

catalasa
2H202 > 21120+02

catalasa
ROOH + AH2 > 1120 + ROH + A

La concentración de los reactivosen la cubetafue la siguiente: tampón fosfato 50 mM

pH 7 y peróxido de hidrógeno 10 mM.
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2.9.2.7.-Glutation peroxidasa (GP,)

La actividad de la glutation peroxidasa se determinó espectrofotométricamenteen

fracción soluble de hepatocitosde rata, segúnel método de Gúnzíer e: al (1974)modificado

por nuestro grupo, midiendo la disminución de la densidad óptica a 340 nm, producida por

la oxidación del NADPH, según las siguientesreacciones:

GP~
(1) 2GSH + ROOH > GSSG + ROH + 1120

GR
(II) GSSG + NADPH + H~ > 2GSH + NADP~

La concentraciónque dichos reactivos alcanzaronen la cubeta fue la siguiente:

tampónfosfatopotásico45 mM PH 7,4; dietilentriaminapentacético(DTPA) 0,45 mM; GSH

2 mM; glutation reductasa (GR) 1 U/mí; NADPH 0,2 mM y :ercbutil hidroperóxido

(t-BOOH) 0,6 mM.

2.9.2.8.-Glutation reductasa (GR)

La actividad de este enzima, GSSG oxidoreductasa, se determinó

espectrofotométricamenteen fracción soluble, siguiendo el método de Goldberg y Spooner

(1987), midiendo la variación de la densidad óptica a 340 nm, producida por la oxidación

del NADPH, según la reacción siguiente:

GR
GSSG + NADPH + H~ > 2 GSH + NADP~

Esta reacción, si bien esreversible, seencuentra muy favorecida en el sentido de la

formación de glutation reducido. La concentración de los diferentes reactivos en la cubeta

fue la siguiente: tampón fosfato 100 mM PH 7,2; EDIA 0,5 mM; GSSG 2,20 mM y

NADPH 0,17 mM.
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2.9.2.9.-Glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa(G6PDH)

La actividad de la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa,sedeterminó en fracción soluble

hepática, de acuerdocon el métodode Deutsch(1987), por el aumentode absorbanciaa

340 nm, debido a la reduccióndel NADP~, en presenciade glucosa6-fosfato.

La reaccióncatalizadaes:

G6PDH
Glucosa-6-P+ NADP~ > 6-fosfogluconolactona+ NADPH + H~

Fundamento:

G6PDH
Glucosa-6-P+ NADP~ > 6-fosfogluconolactona+ NADPH + H~ (1)

Lactonasa
6-Fosfogluconolactona+ 1120 > 6-Fosfogluconato(2)

6-PGDH
6-Fosfogluconato+ NADP~ > Ribulosa-5-P + NADPH + H~ (3)

La reacción problema (1>, seacopla sucesivamentecon la (2) paraproporcionarel

sustratode la reacciónindicadora(3). La reducciónde NADP~ en la reacción(3) sepuede

medir espectrofotométricamentepor el aumentode densidadóptica a 340 nm. La reacción

(1) es prácticamenteirreversible,por lo quela reaccióntotal se encuentradesplazadahacia

la derecha, de manera que la reducción del NADP~ esreflejo cuantitativo de la actividad de

la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa.La concentraciónquelos diferentesreactivosalcanzaron

en la cubetafue la siguiente: NADPt 0,38 mM; Glucosa-6-fosfato3,3 mM; MgCl
2 6,3 mM.
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2.10.- Detenninación de la concentraciónde metabolitos

La determinaciónde la concentraciónde metabolitosse llevó a caboen muestrasde

hepatocitosaisladosy célulasen cultivo, congeladosen 1% líquido y conservadosa -80 0C,

segúnlas técnicasque a continuaciónsedescribenparacadauno deellos.

2.10.1.-CitocromoP-450

El Citocromo P-450sedeterminó espectrofotométricamente,por el métodode Omura

y Sato (1964),midiendoel espectrode absorcióncaracterístico,con un máximoa 450 nm,

que se produce al reducirse el Fe3~ del grupo hemo, por unión de la hemoproteina con

monéxido de carbono. La determinaciónse llevó a cabo en la fracción microsomal, en

muestrasconunaconcentraciónde proteínasde 2 mg/mí, y en presenciadeditionito sódico.

Seregistróla lineabaseentre400y 500 nm observandola diferenteabsorcióna450 nm, tras

ser burbujeadala muestra problema con monóxido de carbono. La concentraciónde

citocromo P-450, se calculautilizando el coeficientede extinción de 91 cm2/mmol y los

resultadosseexpresancomonmolesde citocromoP-450por mg de proteínade la fracción

microsomal.

2.10.2.-Citocromo b
5

El citocromo b5 es otra hemoproteina, presente en la fracción microsomal. El

fundamentodel método(Bagglioni e: al, 1970) es la determinacióndel espectroredox del

NADH reducido versuscitocromo oxidado. La reducción del citocromo b5 escatalizadaen

presenciadel enzima microsomal NADH-citocromo b5 reductasa. Para su determinación se

lleva a cabo el registro de la absorbancia entre 400 y 500 nm y tras adicionar una pequeña

cantidad de NADH en una de las dos cubetas, que contienen la solución de la fracción

microsomal, sevuelvea realizar el espectrode absorción. La concentración de citocromo b5

se calcula utilizando el coeficientede extinción de 185 cm
2/mmol.
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2.10.3.-Glutation reducido(GSH), glutation oxidado (GSSG) y GSH/GSSG

4 x 106 hepatocitos se homogenizaron con 0,25 ml de ácido pícrico al 1 %, se

sonicaron y se centrifugaron a 10.000g durante 20 minutos a 4%. El glutation total se

determinópor el métodode Griffith (1980), monitorizandolos cambiosen la absorbanciaa

412 nm en presencia de ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico(DTNB) 0,6 mM, NADPH

0,3 mM y 0,5 unidadesde glutation reductasaen buffer fosfato 0,125 M PH 7,5. La

velocidad de la reacción es proporcional a la concentración de glutation y sebasa en la

formación de 5 tio-2-nitrobenzoato:

glutation reductasa

GSSG > 2 GSH

NADPH NADP~

2GSH+DTNB >GSSG+2TNB

El glutationoxidadosedeterminótratandopreviamenteel sobrenadanteobtenidode

la homogeneizacióncon 10 ¡¿1 de 2-vinilpiridina que seacomplejacon el GSH. En ambos

casosseutilizaron curvasdecalibradocon GSH 0,1 mM y GSSG0,1 mM, respectivamente.

2.10.4.-Grupostiólicos de lasproteínas

A 4 x 106 hepatocitosse añadieron0,25 ml de TCA al 12% y 0,5 ml de buffer

compuestopor Na2HPO~v2H2095 mM; Na2HPO4H2O5 mM pH 8 y EDTA 5 mM; se

sonicaronla células y se centrifugarona 4
0C a 800 rpm durante 10 mm, siguiendoel

métodode Di Monte er al (1984). El precipitadoseresuspendióen 1 ml de TCA al 5%

lavando dos vecesy centrifugando a 1000 rpm 5 y 10 mm respectivamente.El precipitado

seresuspendió ahora en 1 ml de Tris-ClH 0,5 M pH 7,6 y de ahí se tomaron20 ¡¿1 para

medirproteínas,450 ¡¿1 a los que seañadieron50 ~1de reactivode Ellmann’s (10 mM en

metanol) y 450 ~~1a los que seadicionaron50 ¡¿1 de N-etilmaleimida(5 mM en buffer) y

50 ¡¿1 de Ellmann’s para utilizarlo comoblanco.Se midió la absorbanciaa 412 nm tras 20

mm de reacción.
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2.10.5.- Malondialdehído

El malondialdehídosedeterminó por el método de Niehaus e: al (1969). 4 x 106

hepatocitosse homogenizaroncon 1 ml de TCA al 0, 1 % y despuésde centrifugara

15.000 g durante10 minutos, 0,5 ml del sobrenadantese incubaroncon 1,5 ml de ácido

tiobarbitúrico (TBA) 0,5% en TCA al 20% a 90 0C en baño de agitación durante20

minutos.Pasadoestetiempo,separó la reacciónponiendolos tubosenbañode hielo. Tras

centrifugara 10fl00 g durante5 minutos, semidió la densidadópticaen el sobrenadantea

532 nm.

2.10.6.-Factorde necrosistumorala (TNF-a)

La determinación de los niveles de TNF-a en los sueros de animales tratados con

tioacetamiday controles se llevó a cabo siguiendo el protocolo de Amersham basadoen una

técnicade ELISA que utiliza un anticuerpoparael (m) TNF-a conjugadocon peroxidasa.

La sensibilidaddel método tieneun rangode 50-2450pg/ml.

2.10.7.-Oxido nítrico (NO)

La liberaciónde óxido nítrico en los cultivos de macrófagosse determinópor la

acumulaciónde nitritos y nitratos (NO total) segúnel métodode Griess,queconsisteen la

formación de un complejo diazo entreel ácido sulfanílico y el óxido nítrico, y posterior

reaccióncon el naftil-etilenodiaminoparadar un complejocoloreado(Green e: al, 1982).

Así, setransfirieron 200 ¡¿1 del medio de cultivo a un eppendorff,y los nitratosse redujeron

a nitritos con 0.5 unidades de nitrato reductasa(Boehringer) en presenciade NADPH 50 ¡¿M

y FAD 5 ¡¿M (Schmidt e: al, 1992).El excesode NADPH que interfiere en la determinación

químicade los nitritos, se oxidó en presenciade 0.2 mM de piruvato y 1 ¡¿g de lactato

deshidrogenasa.Los nitritos se determinaroncon el reactivode Griess, por la adición de

ácido sulfanílico lmM y HCl 100 mM. Tras incubardurante5 minutos, los tubos fueron

centrifugadosy trasunaprimeralectura de la absorbanciaa 548 nm, se añadiónaftiletileno

diamino 1 mM. La reacciónse completótras 15 minutosde incubación,comparándosela
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absorbanciaobtenidaa 548 nm con la correspondientea un patrón de NaNO2.

2.11.-Determinaciónde proteínas

Las proteínasseevaluaronpor el métodode Bradford (1976)utilizandoalbúminade

suerobovinocomopatróny reactivode Coomasie.Estemétodosebasaen la reacción,por

fuerzaiónica, entregrupossulfonadosácidospresentesen el azulCoomasiey gruposamino

libres presentesen aminoácidosbásicos,principalmentearginina, lisina e histidina. Los

cambiosde absorbanciaa 595 nm son directamenteproporcionalesa la concentraciónde

proteína.

2.12.- Preparación de plásmidos.Obtención de insertos

Bacterias Escherichiacolí DH5a se hicieron competentespor el métodode Hanahan

modificado (Sambrooke: al, 1989),transformándose posteriormentecon 1 ng del plásmido

que contenía el inserto empleado en el análisis por Northern Blot. Las bacterias

transformadassecrecieronen placas de medio LB (triptona 10 g/l, extractode levadura

5 g/l y CINa 10 g/l) a las queseañadióel antibiótico ampicilinaal que eranresistentesen

virtud del plásmido introducido.

Las coloniasdebacteriastransformadascon el plásmidose crecieronen 100 ml de

medio LB+antibiótico (50 ¡¡g/ml deampicilina), manteniéndosedurantetoda la nochea 37
0C con agitaciónconstante.El cultivo debacteriasse centrifugóa 3.000g durante3-5 mm,

tras lo cual seresuspendiósuavementeen medioTE-glucosa(Tris-ClH 10 mM PH 8, EDTA

1 mM, glucosa50 mM), al que seañadióuna puntade espátulade lisozima con el fin de

romperla paredbacteriana.La resuspensiónsemantuvo15 minutosatemperaturaambiente,

añadiendola soluciónde lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%) durante5 minutos; despuéscon el

objeto de precipitarlas proteínasy el DNA cromosómico,se añadieron4,5 ml de acetato

potásicoSM PH 4.5 y seincubóa4 0C durante15 minutos,eliminándoseposteriormentepor

filtración. El DNA plasmídicoseprecipitó con isopropanol y seañadieron 50¡¿l/ml de RNAsa

A 10 mg/mí, incubando a 37 0C durante 30 minutos. Posteriormente, se añadieron
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250 ¡¿g/ml de proteinasa K y se incubó 2h a 50 0C.

Finalmente,se extrajo el DNA plasmídicocon 500 ¡¿1 de una mezcla 1:1 (y/y) de

fenol/cloroformo; esteprocesose repitió hastaque no se apreció interfase. El DNA se

precipitóa -20 0C durantetoda la nochecon 0,1 volúmenesdeacetatosódico3 M pH 4,5

y 2 volúmenes de etanol absoluto. La cantidad de plásmido obtenido se analizó

espectrofotométricamentey por electroforesisen gel de agarosaal 1 % en tampónTBE (Tris

0,02 M pH 8,5, EDTA 0,4 mM, ácido bórico 0,2 M).

Los insertos se obtuvieron por digestión de los plásmidos con los enzimas de

restricción adecuados. Para ello, se mantuvo durante toda la noche a la temperatura

adecuada,una mezclade reacciónquecontenía,en un volumen final de 150 ¡¡1, tampónde

restricción lx, 200 ¡¿g del plásmidoa digerir y una unidad/ygplásmidodecadauno de los

enzimasde restricción.El insertose separódel plásmidodigeridoporelectroforesisen gel

de agarosade bajo puntode fusión al 1 % y extraccióncon fenol/cloroformo.

El insertose precipitó con acetatosódico 3 M ( 0,3 M, concentración final) y 2,5

volúmenes de etanol absoluto, manteniéndolo toda la noche a -20 0C. Después de la

precipitación,las muestrassecentrifugarona 4 0C a 13.000rpm, selavó el precipitadocon

etanolal 75% y el DNA se resuspendióen medio TE 10:1. La valoracióndel inserto se

realizóelectroforéticamenteen un gel deagarosaal 1 % empleandomarcadoresdeDNA.

Los plásmidos pGEM4Z de 2,746 kb con los cDNAs de catalasa, superóxido

dismutasade Cu-Zn (Cu-Zn SOD), superóxidodismutasade Mn (Mn SOD) y glutation

peroxidasa(GPx) fueron generosamentecedidosporel Dr. JonathanL. Tilly (Tilly y Tilly,

1995). El cDNA correspondientea la lSS ribosomalfue sintetizadoen el Imperial Cancer

Research(Londres) y cedidogenerosamentepor el Dr. E. Rozengurt.Sus características

particularessemuestranen la siguientetabla:
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Plásmido Resistencia Enzimas de Inserto (kb)

restricción

Mn SOD pGEM4Z Amp BamHI 0,396

Hindilí

Cu-Zn SOD pGEM4Z Amp BamUl 0,380

Hindilí

Catalasa pGEM4Z Amp l3amHI 0,424

Hindilí

GPx pGEM4Z Amp BamHI 0,316

HindIII

185 pBR322 Tet 0,2

2.13.-Determinación de trAnscritos de ciertos enzimas

Una vez obtenidos los insertos correspondientesse procedió a determinar

cuantitativamente los niveles de sus tránscritostanto en animalescontrolescomo en los

intoxicados, así como sus modificacionesa lo largo de la edad.

2.13.1.-Aislamientodel RNA de muestras de hepatocitos

Parala extracciónde RNA de muestrasde hepatocitosse siguióel método descrito

por Chomzynskyy Sacchi (1987). El método se basa en las propiedadesúnicas de las

moléculasde RNA para mantenerseen solución acuosaformando complejoscon el tiocianato

de guanidinio. Las células (4 x106) sehomogeneizanrápidamente,siempreen frío, con 1 ml

de una solucióncompuestapor tiocianato deguanidina4 M, citrato sódico25 mM pH 7,

sarcosil al 0,5 %, ¡3-mercaptoetanol0,1 M, 1 ml de fenol bidestiladosaturadopH 7 y 100

¡¡1 de AcNa2 2 M, soluciónen la que las proteínasquedanneutralizadasy desnaturalizadas

evitando que las RNAsas puedandegradarel RNA. A continuación, se añaden 100 ¡¿1

de CHISAN (cloroformo: alcohol isoamílico, 24:1) para cada unidad, se agita

Página 72
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vigorosamentedurante 30 segundospara solubilizar el RNA y se deja 15 minutos a 4 0C para

postenormentecentrifugar15 minutosa4 0C. La faseinferior fenol-cloroformocontieneel

DNA, mientrasque en la superior se encuentrael RNA; asimismoseapreciauna interfase

opacaque contienela fracción proteica. La fase superior se pasaa otro tubo donde se

precipitacon un volumen igual de isopropanol,semezclabien y semantienetoda la noche

a -20 0C para precipitar el RNA. Transcurridoestetiempo se centrifuganlas muestras

15 mm a 4 0C y el precipitadodeRNA selava dosvecescon etanolal 75%.

Paravalorarla cantidady calidaddel RNA, se eliminó el etanoly seresuspendióen

EDTA 1 mM pH 7 en aguatratadacon dietilpirocarbonato(DEPC). La muestrasevaloró

en el espectrofotómetroy se midió su absorbanciaa 260, 280 y 310 nm, valores que

correspondenal RNA, proteínase impurezas,respectivamente.La concentraciónde RNA

en mg/ml secalculómedianteel valor de absorbanciaa 260 nm. La relaciónentreA
26)A280

esun índicedecalidaddel RNA y seconsideracorrecto si estácomprendidoentre1,9 y 2.

2.13.2.-Hibridación con las sondasespecíficas

Alícuotasde RNA total (30 ¡¿g) sedesnaturalizaronen formamida50%, formaldehído

5%, glicerol 8%, azul de bromofenol0,4% y cianol xileno 0,4% a 65
0C durante 15

minutos.Tras la desnaturalización,el RNA total sefraccionóporelectroforesis(20 mA, 15

horas)en un gel de agarosaal 0,9% que conteníaformaldehidoal 2% y tampónMOPS lx

(MOPS 0,02 M, acetatosódico0,005 M y EDTA 0,5 mM pH 7.4) (Sambrooket al, 1989).

Despuésde transferir el RNA del gel a filtros de nylon (NY 13N, 0,45 ¡¿m) con SSC lOx

(CINa 1,5 M y citrato sódico0,3 M PH 7,4)pormediode un sistemadevacíoa bajapresión

y fijar los PiNAs con luz ultravioleta, las membranasseprehibridaronduranteun mínimo de

6 horasa 42 0C, en un medio que conteníaformamida50%, CINa 0,25 M, fosfato sódico

0,1 M pH 7,2, DNA de espermade salmón0,1% y SDS 7%; hibridándoseposteriormente

con las sondas específicas marcadas a razón de 3 x106 DPM/ml durantetoda la noche

a 42 0C (Amasino, 1986).

El marcajede los cDNAsserealizapordosmétodosdiferentesen funcióndel cDNA:
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Random Primer ó Nick Transíation.

Los fragmentossemarcaroncon [a-32P]dCTP(3000Ci/mmol)porel método “random

primer” desarrolladopor Feinbergy Vogelsteinen 1984, que sebasaen la hibridación de

una mezcladehexanucícótidosal DNA queseha de marcar.La cadenacomplementariase

sintetízaapartirdel extremo3’ OH terminaldelcebadorhexanucleátido,utilizandoun enzima

Klenow de alto gradode marcajeconstituidopor el C-terminalde la DNA polimerasa1 de

E. cdi (esteenzimapresentaactividadDNA polimerasay 3’- 5’exonucleasacareciendode

actividad 5’- 3’ exonucleasa).En los hexanucleótidosestánrepresentadas,prácticamente,

todaslas combinacionesde secuencia,uniéndose,deestaforma, el cebadoral DNA molde

de maneraestadística.Los deoxinucleótidostrifosfato marcadoscon [a-32P]presentesen la

reacciónse incorporana la nuevacadenacomplementariade DNA sintetizada.Paraello

utilizamos el método “Multiprimer DNA labelling’ comercializadopor Amersham,donde

en primerlugar, seprocedeal tratamientode los cDNAs (40-100ng) a 95-100 0C durante

2 mm con objetodeproducirla desnaturalizacióndel DNA. A continuación,las muestrasse

ponen inmediatamenteen hielo para evitar así la renaturalización.La reacciónse inicia

añadiendoal tubo que contienela mezclade nucleótidosmarcados,el cebadory la DNA

polimerasa(fragmentoKlenow), nuestrocDNA y 50 ¡¿Ci de [a-32P]dCTP a temperatura

ambientedurante2-3 horas.Transcurridoestetiempo, la muestrase pasapor unacolumna

de Sephadex6-50 de 10 cm de longitud, que había sido empaquetaday equilibrada con

tampón CíNa 150 mM, EDTA 10 mM, SDS0,1% (p/v) y Tris 50 mM pH 7,5 estéril. Una

vezcargadala muestraen la columna,estase centrifugaa 1.500 rpm durante4 minutos.La

muestraeluida contiene los cDNAs marcados, quedandoretenida en la columna la

radiactividadno incorporada.

En el métodode marcajede “Nick-Transladon”, tambiénllamadode desplazamiento

de mella, el enzimaE. colí. DNA polimerasa1 adiciona nucleótidosal extremo 3’OI1

terminalquesecreacuandouna cadenade una moléculade DNA secorta. La eliminación

simultáneade nucleótidosdel extremo5’, debidaa la actividad 5’- 3’ exonucleasadel

enzima,unido a la adición de nucleótidosal extremo3’, da comoresultadoel movimiento

del corte (nick-translation’) a lo largo del DNA (Kelly a al, 1970). De esta forma,
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reemplazandolos nucleótidospreexistentespor nucleótidostrifosfato radiactivos,esposible

marcarel DNA con unaelevadaactividadespecífica.

Tras la hibridación, las membranasse lavaron unavez a temperaturaambientecon

SDS 0,1% y SSC 0,1% durante10 minutosy unao dosvecesa 42 0C durante30 mm hasta

quela relacciónseñal/fondoes3:1, en estemomentoseexponecon unapelículaHyperfilm-

MP. La cuantificaciónde las señalesobtenidasse realizó por densitometría(Molecular

Dinamics,Kemsing,U.K), utilizandocomocontrol internounasondaquereconocíaal RNA

ribosomal185 marcadaporel métododel desplazamientode mella, expresandodeestemodo

los resultadoscomoel cocientede expresióndel RNAm a estudio/18S.

2.14.- Análisis por citometríade flujo del contenidoy distribución del DNA genómico

en poblaciones de hepatocitos

Los hepatocitos,tantoderatascontrolescomode ratastratadascon unadosissubletal

de tioacetamida,seaislarona tiemposde 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas,porel procedimiento

descrito en el apartado2.7.1 de Métodos. El estudio a nivel celular del contenido y

distribución del DNA genómico se considerade gran utilidad para determinar la cito y

genotoxicidadde los xenobiótieos (Dallas y Evans, 1990). Las células se analizaron

utilizando un kit suministradopor Bio-Rad basadoen el métodode Vindelov e: al (1983).

2 x 106 de los hepatocitosreciénobtenidosse lavarondos vecescon unasolución tampóna

pR 7,6, queconteníasacarosa250 mM, citrato trisódico 40 mM y DM50 al 5% (y/y). El

precipitadose resuspendióen 250 ¡¡1 de estamisma solución y las muestrasse congelaron

hastael momento del análisis en el cual se añadióyoduro de propidio manteniéndose30

minutosa temperaturaambientey luego en baño de hielo.

Seanalizaron10.000célulaspormuestra.La señalprocedentedel yodurodepropidio

fue recogidapor un DM 610 nm y seleccionadamedianteun BP 630/30. Los datos fueron

registrados utilizando una restricción de dobletes (DDM) para recoger las señales

fluorescentesprovenientesde células únicas.
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2.15.- Métodos estadísticos

Los valorespresentadossonla media+ ladesviaciónestandar(SD) de los resultados

obtenidosen ensayosrealizadosporcuatriplicadodecuatroexperimentos.Las comparaciones

se efectuaronmedianteel testde la t de studenty el nivel de significaciónestadísticase

definió como p < 0,01.

Los estudiosse han realizadoen cadaunade las edadespor separado,reflejandola

significaciónestadísticala obtenidaal compararcadagrupode animalesintoxicadosversus

su correspondientecontrol.
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.3. RESULTADOS

Pararealizarel estudiode las modificacionessufridasen la hepatotoxicidadinducida

por la intoxicaciónagudacon tioacetamidaa lo largo de la edad,seutilizaron ratasmacho

de 2 (200-250g), 6 (350-400g), 12 (450-500g), 18 (500-550 g) y 30 meses(550-650g) de

edadde la razaWistar.La relaciónpesohígado/pesocuerpo,determinadacomoparámetro

de masahepática,sufrió una disminucióndel 35% desdelos 12 hastalos 30 meses(4,3 ±

0,4 y 2 8 + 0 3 ¡ng hígado/gcuerpo,respectivamente).Mientrasquela tasademortalidad

en los animalesde 2 mesesfue prácticamentenula, a partir de los 6 mesesseregistró un

incrementonotable, con valoresque llegaron a ser superioresal 50% a los 30 meses.La

mortalidadseprodujo entrelas 48 y las 72 horasde la administracióndel hepatotóxico.

3.1.- Evolución dependientede la edad de la lesión hepática inducida por el

hepatotóxico

Paradiagnosticarel momentoy la magnitudde la lesión hepática,así como de la

subsiguienteregeneraciónhepatocelulary, de estemodo conocerlas diferenciasrelativasal

transcursode la edad en la secuenciade eventosque conducenal procesonecrótico-

regenerativo,sehan utilizado tanto marcadoresséricoscomo estudioshistopatolégicos.

3.1.1.-Alteraciones en las actividadesséricasde la aspartatoaminotransferasay la

y-glutamil transferasa

Uno de los síntomasclínicos de la patologíahepáticaes la apariciónen suero de

enzimasprocedentesde la roturade los hepatocitosen el procesonecrótico.Los hepatocitos

necrosadosvierten su contenidocelular al torrente circulatorio y éstaes la causade que

aquellosenzimasmásabundantesen la célula funcional hepáticaaparezcanmuy elevadosen

suero. Entre estos enzimasfigura la aspartatoaminotransferasa,cuya actividadsérica se

utiliza comodeterminantedel gradode necrosishepáticaen casosde intoxicación.
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En nuestro estudio, la actividad de la aspartatoaminotransferasa(Figura 1) no

experimentévariacionessignificativasporefectode la edad,peroesimportantedestacarlas

diferenciasexistentesen la magnitud y duración del procesonecrótico originadopor la

intoxicación. Así, en todas las edadesestudiadas,la necrosisse inicia a las 12 horasde la

administracióndel hepatotóxico.En los animalesde dos meses, la máxima necrosisse

alcanzaalas 24 horascon valoresde 14 veces(p<0,01)el valor inicial, mientrasqueen las

ratasde edadesmás avanzadas,el punto de máximanecrosisaparecea las 48 horas.Estos

valores, sin embargo,varíanmuchoen intensidad,ya quea los 6 y 12 meseslos máximos

llegana ser33 (p<0,01)y 29 (p<0,01)vecesrespectivamenteel valorcontrol,mientrasque

a los 18 y 30 meseslos puntos máximos de necrosistan sólo alcanzan8 (p<O,Ol) y 7

(p<0,01) veces respectivamentelos valores iniciales. Posteriormente,esta actividad

enzimáticava tendiendoa la normalidadque, sólo seconsigueen el caso de los animales

jóvenes(2 meses)al final del períodoestudiado(96 horas).

Otraactividadséricamarcadoradelesiónhepáticaesla ‘y-glutamil-transferasa,enzima

encargadode la degradacióndel glutation, que suele encontrarseelevadaen casosde

enfermedadhepáticaobstructiva(hepatobiliar), intoxicación etílica y hepatocarcinogénesis

(Cascaleset al, 1991).

Como se observaen la Figura 2, la actividad de la y-glutamil transferasasérica

aparecenotablementemodificadaa lo largo de la edadya que, sufreun descensobruscoa

partir de los 12 mesesalcanzandovalorestan sólo del 7% (p<0,01) el valor inicial. En el

proceso de intoxicación, el perfil de actividad es semejante al de la aspartato

aminotransferasa,ya que seinicia un incrementoa las 12 horasparaalcanzarun máximo en

el punto de máxima necrosis.A los 2 mesesel máximo seregistró a las 24 horas(328%;

p <0,01).El incrementomayorlo sufrenlos animalesde 12 mesesdondeel pico deactividad

alcanzavaloresdel 1852% (p<O,Ol) frenteal 328% (p<O,Ol) y 370% (p<O,Ol) en los de

2 y 6 meses, respectivamente.En edadesmás avanzadaslas magnitudesdisminuyen

progresivamenteya queen las ratasde 18 mesesla actividad-y-glutamil transferasaalcanza

un 400% (p<0,01)y en lasde 30 mesestan sólo un 150%. La restauracióna las 96 horas

de los valoresnormalesde actividadse registróen muestrasde suerode todaslas edades.
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Figura 1.- Actividad de la aspartato aminotransferasa en suero de ratas tratadas con una dosis
subietal de doacetajnida (6,6 nunoles/Kg). Los resultadosse expresan en (nmol x min’~) x mV’ y son
media de cuatro deterniinac¡onesexpenmentales. La t de Student fue calculada por comparación de los
esultados frente al contról de cada edad correspondiente; cuando esta diferencia fue superior a 0,01 se

consideróno significativa (“<p<O,01).

0 12 24 48 72 96
CONTROL



RESULTADOS Pá2ina 80

250

200

150

100

50

o

Tiempo (horas)

E 2 meses L1J6 meses 12 meses •18 meses Mao meses

Figura2.- Actividad dela y-glutamii transEerasaen suero de ratas tratadasuna dosissuMetal de
tioacetaniida <500nigIKg). Los resultadosse expresanen (~mo1 x mili’) x mi’ Y.s9wme4i.a..@.cuatro.
detenninacionesexperimentales.La t de Studentfue calculadapor comparaciónde los resultadosfrente
al control de cadaedad correspondiente;cuandoestadiferenciafue superior a 0,01 se consideróno
significativa Q’<p~c0,01).
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3.1.2.-Estudiohistopatológicode hígadode ratasdediferentesedadesintoxicadascon

tioacetamida

Una vez establecidaslas diferenciasen la evolución del procesohepatotóxico,nos

propusimoscomprobarcómo se veríareflejadala lesión a nivel de la estructurahepática.

Paraello, se realizaronobservacionesal microscopioóptico de cortesde hígadoobtenidos

en los momentosde máximanecrosisy regeneraciónen las distintas edades.Inicialmente,

y comosemuestraen laspanorámicasde las Fotografías1 y 2, correspondientesacortesde

hígadoscontrol de animalesde 2 y 30 meses,respectivamente,observamosque no existen

modificacionesapreciablesdebidasal envejecimiento(Barra = 50 ¡Lm).

En las Fotografías3 y 4 semuestrancortesdehígadoobtenidosdeunaratajoven de

2 mesesa las 24 y 48 horasde la administracióndel hepatotóxico,momentosde máxima

necrosis y regeneración, respectivamente.Puede observarseclaramente la necrosis

centrilobular(tambiénllamadaperivenosao de la zona3 del acino hepático)a las 24 horas

del tratamiento, con zonas de hemorragia e infiltrados inflamatorios de leucocitos

polimorfonucleares.A las 48 horas se observaque, aunquepersistela necrosis,ésta se

encuentraen fasede resolucióny el procesode regeneracifonhepatocelularsehacevisible

en lasnumerosasmitosis.Tambiénpuededetectarseen estasfigurasla presenciade infiltrado

de tipo mixto (leucocitospolimorfonuclearestípicos de la inflamación aguday linfocitos y

monocitoscaracterísticosde la inflamacióncrónica) (Barra = 50 gm).

Las seriesde Fotografías5/6, 7/8, 9/10 y 11/12 muestranlos puntos de máxima

necrosis(48horas)y regeneración(72 horas)en cortesobtenidosde ratasde 6, 12, 18 y 30

meses,respectivamente.Todastienen en comúnla presenciaa las 48 horasde una intensa

necrosiscentrilobularque en algunoscasosafectaal 50% del parénquimahepáticocon un

importantecomponentehemorrágicoe inflamatorio de tipo mixto con marcadaesteatosis

central y periportal.A las 72 horas,en todasaparecelanecrosismásreducidacon infiltrado

perivascularinflamatorio de tipo crónico. La diferenciafundamentalrespectoa la edadse

observaen el procesoregenerativoya que mientras que a los 6 y 12 mesesaparecen

abundantesmitosis, a los de 18 y 30 mesesson muy escasas(Barra = 50 gm).
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3.2.- Variaciones dependientesde la edad en los sistemashepáticosde defensa

antioxidante frente a un procesode hepatotoxicidad

La mayoríade los xenobióticosqueingresanen el organismosonbiotransformados

en elhígadomediantereaccionesdeoxidación,reduccióno hidrólisisy posteriorconjugación

con la finalidadde incrementarlapolaridaddedichasmoléculasy asífacilitar su excreción.

Sin embargo,en estabiotransformaciónsepuedenproducirmetabolitostóxicos,comoesel

casode la tioacetamidaque generatioacetamidaS-óxido, intermediarioresponsablede la

formación de aductoscon lasproteínascon el consiguientecaracternocivo. Por ello, y una

vezestablecidaslas característicasde la lesión,nosencaminamosaestudiaren primer lugar,

el sistemamicrosómicomonooxigenasade funciónmixta responsabledela biotransformación

del tóxico y en segundolugar, el ciclo redox del glutation, responsablede la respuesta

antioxidantehepáticay ciclo de por sí fundamentaltanto frente al procesode intoxicación

como al de la senescencia,al estar ambos estrechamenterelacionados con una mayor

generaciónde radicaleslibres derivadosde la reduccióndel oxígenomolecular.

3.2.1.-Sistemamicrosómicomonooxigenasade función mixta

La tioacetamidaS-óxido esel resultadode la accióndel sistemamonooxigenasade

función mixta microsomal.Estesistemaestáconstituidopor dos tipos distintosde enzimas

que difieren en su composición y mecanismo de acción llamados monooxigenasas

dependientesdel citocromo P-450 y monooxigenasasdependientesde flavina. Una parte

considerablede las sustanciastóxicasy/o fármacosson metabolizadosporel primer grupo,

pero en el casode la tioacetamidaexiste muchacontroversiaal respecto.Por ello, nos

propusimosidentificar el sistemaresponsabley luego observarsus modificacionesen los

diferentesgruposestudiados.
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3.2.1.1.-Modificaciones en la actividad de la FAD monoaxigenasa

La FAB monooxigenasao N,N-dimetil anilina N-oxidante es un enzima

monooxigenasamicrosómicocon flavin adenin dinucleótido queconsumeNADPH y 02

generandoel derivado S-óxido correspondientey una moléculade H20. Este sistema se

determinéen la fracción microsómicaobtenidaporcentrifugacióna 105.000g durante 45

minutosa 4W dehomogenadosde hepatocitosaisladosde ratasy congeladosen nitrógeno

líquido. En la Figura3 semuestracómolaactividadde la FAD monooxigenasamicrosómica

de hepatocitosde ratascontrol evolucionaa lo largo de la edadde tal modo que existe un

máximo en los animalesde 6 mesescon valoresdel 170% (p<0,01) para luegodisminuir

en edadesmásavanzadas.Respectoa los animalesintoxicadosseinicia el incrementoa las

12 horas,observándoselos valoresmáselevadosa las 24 horasen hepatocitosde ratasde

6 y 12 meses,278% (p<O,Ol) y 289% (p<O,Ol), respectivamente.A los 2 mesesel

máximo de actividadaparecióa las 12 horas (176%; p<O,Ol), mientrasquea los 18 y 30

mesesel máximo seregistróa las 24 horascon un 170% para ambasedades,Un segundo

pico, inferior en magnitud,sedetectéa las 48 horas(134%)en ratasde 2 mesesy a las 72

horas en el restode las edades,coincidiendocon el momentode máximaregeneración,que

sólo fue significativo en los hepatocitosde los animalesde 6 y 12 meses(144%; p<O,Ol y

167%; p<O,Ol, respectivamente).
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Tiempo <horas)

E 2 meses E6 meses •12 meses Mia meses •30 meses

Figura 3.- Actividad de la FAD monooxigenasaen la fracción microsémicade hepatocitosde rata
tratados tontina dosis subletal de tioscetamida. Los resultadosse expresanen (nmol x miii’) x ni~
proteínr y son media de cuatrodeterminacionesexperimentales.La t de Student fue calculada por

pQra~t.@ks resultados frente al control dc cada edad correspondiente; cuando esta diferencia fue
superior a 0.01 seconsideróno significativa (*p.CO.Ol).
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3.2.1.2.-CitocromoP-450, citocromob5 y actividadesrelacionadas

Este sistemase componede una cadenade transporteelectrónico asociadacon la

membranadel retículo endoplásmico,concretamentecon la superficie citoplasmáticadel

retículo.El citocromoP-450estáconstituidoporuna familia dehemoproteinasquecontiene

citocromosP-450,de estructurasimilar a la hemoglobina.Formantambiénpartede esta

cadenade transporteelectrónico,la NADPH citocromoP-450reductasa,el citocromob5 y

la citocromo b5 reductasa.Ambos citocromosy las actividadesrelacionadassedeterminaron

en la fracción microsómica obtenida por centrifugación a 105.000g durante45 minutosde

homogenadosde hepatocitosaisladosde ratasy congeladosen nitrógenolíquido.

En la Tabla 1 se muestranlos nivelesdel citocromo P-450y citocromob5. Los dos

citocromossufrenlas mismasmodificacionesporefectode laedadde tal modoque,alcanzan

un máximo a los 12 meses con valores significativamenteelevados, frente a valores

registradosa los 2 meses,del 261% (p<O,Ol) y 234% (p<O,Ol) respectivamente,parair

disminuyendoprogresivamenteen las edadesmásavanzadas.En los animalesintoxicados,

amboscitocromosalcanzansus mínimoscoincidiendocon el puntodemáximanecrosis.Así,

en los de 2 meseselmínimoseregistraa las 24 horascon valoresdel 61% (p<0,01)y 61%

(p<0,01) para el citocromo P-450 y el citocromob5, respectivamente.A partir de los 6

mesesy hastalos 30, el mínimo de amboscitocromosse registraa las 48 horas con los

descensosmásacusadosalosó(61%;p<0,01y51%;p<0,0l)yl2meses(59%;pcO,01

y 52%; p<O,Ol). A los 18 y 30 mesesel descensono fue significativo en el caso del

citocromoP-450(70% y 69%, respectivamente)y fue significativo en el casodel citocromo

b5 (60%; p<
0,0í y 68%; p<O,Ol). A las 72 y 96 horas de la intoxicación los nivelesde

estos citocromosseelevaronhaciala normalidado incluso se superaronlos nivelescontrol.

La Tabla 2 muestra las actividades de la citocromo P-450 reductasaNADPH

dependientedel NADP~ y dela citocromob
5 reductasadependientedeNAD~, observándose

cómo las modificacionesde estas actividadesa lo largo de la edad y despuésde la

intoxicacióncoincidencon las concentracionesde susrespectivoscitocromos.Por efectode

la edad,la citocromoP-450reductasadependientedelNADP~ sufreunaelevaciónprogresiva
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que a los 12 mesessuponeun 439% (p<O,Ol) de la actividadpresentea los 2 meses.En

edadesavanzadas(18 y 30 meses)seregistraun bruscodescensohacia los valoresde ratas

jóvenes.La citromo b5 reductasadependientedel NAD~ sufre variacionessimilarespor

efectode la edad. Así, alos 12 mesesla actividades un 200% (p<0,01) la correspondiente

a los 2 meses,paraluegodescenderen edadesposteriores.Las diferenciasen estaactividad

son menosnotablesque las de la citocromoP-450reductasaanteriormentecitada.

En animalesintoxicadosaparecenmínimosenel momentodemáximanecrosis.Como

el momentode máximanecrosisa los 2 mesesseregistraa las 24 horas,esen estemomento

cuandolas actividadesde estasdos reductasasmuestransusvaloresmás disminuidos:47%

(p<0,01) y 50% (p<0,Ol) para la reductasadel citocromo P-450 y la citocromo b5,

respectivamente.A partir de los 6 mesesde edadel mínimo de actividadaparecea las 48

horas, con valores significativamentedisminuidos frente a sus controles. Así, para la

citocromo P-450 reductasalos porcentajesfueron 65% (p<O,Ol), 60% (p<O,Ol), 62%

(p<O,Ol) y 57% (p<O,Ol) a los 6, 12, 18 y 30 meses,respectivamente.En el casode la

citocromob5 reductasalos porcentajesde disminucióna las 48 horasfueron57% (p<0,01),

50% (p<0,01), 50% (p<O,Ol) y 62% (p<O,Ol), a los 6, 12, 18 y 30 meses,

respectivamente.

La disminuciónparalelade estasactividadesenzimáticasasícomode los citocromos

correspondientespuede explicarse por la heterogéneadistribución intraacinar de estos

sistemasque se ubican mayoritariamenteen la región perivenosaque es la que resulta

destruidaen el caso de la intoxicación.
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Tiempo

(horas)

CITOCROMO P-450

2 meses 6 meses 12 meses 18 meses 30 meses

o 262+22 575+50 684+59 455+38 390+38

12 256+22 581+56 676+61 496±39 327+36

24 162+18’ 507+29 676+71 451+37 381+22

48 224+17 354+22’ 408±47’ 321+32 272+20

72 291+22 509±42 658+56 495+47 432+31

96 263 +25 623 +53 691 +62 568+55 487+40

Tiempo

(horas)

CITOCROMO b5

2 meses 6 meses 12 meses 18 meses 30 meses

0 77±5 160+17 180+18 138+17 113+10

12 90+8 194+17 108+16 155+11 148+12

24 47+5’ 204+17 121+16 134+9 113+12

48 66+7 82+« 95+8’ 83+7’ 77+5’

72 95+8 169+17 150+17 132+8 127+10

96 102+9 216+19 171+10 163+6 125+10

~bIa .- Concentración del~ citocromo P-450 y.. citocromo b~ en la fracción microsémica de
hepatocitos de rata tratados con una dosis subletal de tioacetamida. Los resultados se expresanen
pUM. x• mg~ @protefnr’ delvalorcoutrolysonmediadecuatro determinacionesexperimentales.La t de
Studentfue calculadapor comparació de los resultadosfrente al control de cadaedadcorresipondiente;
cuandoestadiferenciafue superiora 0,01 se consideréno significativa(‘p< 0,01).
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Tiempo

(horas)

CITOCROMO P-450REDUCTASA NADP~ DEPENDIENTE

2 meses 6 meses 12 meses 18 meses 30 meses

0 23+0,2 6,6±0,5 101+0,8 29+03 2,6+03

12 24+0,2 6,4+06 10,9±1,0 30+02 2,7+03

24 11+04’ 6,2+04 102±0,9 2,8±01 2,7+04

48 27+0,3 4,3+0V 60+0,3’ 1,8±0,1’ 15+0,1’

72 26+0,4 5,7+03 78+0,8 20+01 2,3+03

96 2,1±0,2 6,7+05 104+1,0 32+03 2,9+02

Tiempo

(horas)

CITOCROMOb5 REDUCTASA NAD~ DEPENDIENTE

2 meses 6 meses 12 meses 18 meses 30 meses

o 0,6±01 0,7+01 12+0,1 08+01 0,8+01

12 09+0,1 0,8+01 11+04 08+02 1,1+02

24 03+0,1’ 1,0+02 13+0,1 09+01 1,1+01

48 09+0,1 0,4+01’ 06+0,1’ OW+02 os+o,i’

72 05+0,1 1,2+03 14+0,1 06+01 1,2+02

96 05+0,1 0,9+01 13+0,1 09+01 0,8+01

Tabla 2.- Actividad de la citocromo P-450 reductasaNADP dependientey la itocroino b~ reductasa
NAD dependienteen lafrace n microsómica de bepatocitosde rata tratados con una dosis subletal
de tioacetainida.Los resultadosseexpresanen (nmol x muy

1) x mg de proteína)del valor controly son
media de cuatro determinacionesexperimentales.La t de Student fue calculad por comparación de los

... resultadosfrente al control de cadaeda correspondiente;cuandoestadiferenciafue superior a 9,91 se
consideróno significativa(‘p<O,O1).

Página 94
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3.2.2.-Estrés oxidativo: metabolitos y actividadesenzimáticasrelacionadascon el ciclo

redox GSLI/GSSG

En esteapartadoseexponenlas modificacionessufridasa lo largode la edad,en el

ciclo de destoxificacióndel glutation, así como las variacionesque se derivan de la

intoxicación en el procesode eliminación de las especiesreactivas formadasy de los

productosdela peroxidación.Se incluyendeterminacionesde metabolitoscomoel glutation,

los grupos tiólicos proteicosy el malondialdehidoasí como, las actividadesenzimáticas

siguientes:superóxidodismutasa,catalasa,glutationperoxidasa,glutationreductasa,glucosa-

6-fosfatodeshidrogenasay glutation-S-transferasaen hepatocitosde ratasde 2, 6, 12, 18 y

30 mesestratadascon unadosissubletalde tioacetamida(500 mg/Kg).

Estosparámetroshepáticosson muyútiles a lahoradediagnosticarlesioneshepáticas.

El cocienteGSH/GSSGesun índicedelestadode oxidacióncelulary un descensodel mismo

puededesembocaren una alteraciónde los grupostiólicos proteicos.La concentraciónde

malondialdehídoindica el gradodeperoxidaciónlipídica originadoen el procesohepatotóxico

y la elevaciónde su nivel derivade la desintegracióny rupturade las membranascelulares.

El aniónsuperóxidoque segenerabien de maneraespontáneaa lo largo de la edad

o bien, en distintosprocesosbiológicos de destoxificación,se elimina de la célulapor la

acciónde la superóxidodismutasaque lo convierteen peróxidode hidrógeno.La glutation

peroxidasaesel enzimaencargadode eliminarperóxidostantoorgánicoscomoinorgánicos.

En la eliminación de peróxidosinorgánicoscomo es el caso del peróxido de hidrógeno,

intervienetambiénla catalasa.La glutation reductasay la glutationperoxidasasonenzimas

que utilizan como sustratosel GSSGy GSH, respectivamente;por lo quejueganun papel

decisivo en el mantenimientodel cocienteGSH/GSSG,siempreque exista un aportede

equivalentesreductoresNABPH, generadopor la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasaen

presenciade glucosa6-fosfatoy NADP~.
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3.2.2.1.-Glutationreducidoy estadoredoxGSH/GSSG.

Las reaccionesdedestoxificaciónconsumenel GSH hepáticoa lavezque promueven

una activacióncompensatoriade la síntesisdel GSH. Sin embargo,en caso de intoxicación

masiva,la velocidaddeconsumodel GSH en hígadopuedesobrepasarla de su síntesisy ello

originaráun agotamientodel glutationhepático.Esto traeconsigounapérdidade los grupos

tiólicos de las proteínasdebido a su reaccióncon los metabolitostóxicos, lo cual causará

alteracionesen las funcionesde dichasproteínas.Seha determinadoel glutationreducidoy

el cocienteGSH/GSSGy los resultadossemuestranen la Figura 4.

La concentraciónde glutation reducido en los animalescontrol sufre un descenso

progresivoa medidaque transcurrela edadalcanzandoa los 30 mesesvaloresdel 64%

(p<O,Ol). En el procesode intoxicación,el mínimo de GSH sealcanzaen todas las edades

en el momentode máximanecrosis,con valoresdel 57% (p<O,Ol) a las 12 horasde la

intoxicaciónen animalesde 2 mesesy próximo al 35% (p <0,01) a las 24 horasen el resto

de las edades.Posteriormente,los valorestienden a la normalidadexceptoen el caso de

animalesde 18 y 30 mesesdondea las 96 horasaún no se han recuperadolos nivelesde

glutation que, se mantienensemejantesa los de los momentosde máxima necrosis(57%;

p<O,Ol y 59%; p<0,Oi, respectivamente).

Respectoal cocienteGSH/GSSG,comoparámetroindicativo del estadoredoxcelular,

lasvariacionesson semejantesa las acontecidasen los nivelesde glutation reducido. En el

transcursode la edad seproduceuna evoluciónsemejantea la observadaen el 65W ya que

las ratasde 30 mesesmuestranvaloresdel 62% (p<O,Ol) respectoal control de 2 meses.

Despuesde la intoxicación sealcanzael mínimo en el puntode máximanecrosis,con valores

entreel 50% (p<O,Ol) y 60% (p<O,Ol), paraluego volver a la normalidaden ratasde 2,

6 y 12 meses,mientrasquelas ratasde 18 y 30 mesesmantienensus bajosnivelesde nuevo

semejantesa los de máximanecrosis.Todos los grupossufrenpues,una situacióndeestrés

oxidativo quesólo serecuperaen las ratasde edadesinferiores.



MFSITLTADOS Páaina 97

L E2 meses E] 6 meses •12 meses MiS meses •30 meses

Figurt 4.- Concentración de GSH y cociente GSH/GSSG en extractosde epatocitos de ratas
tratadas conuna dosissubletalde ticacetamida(6,6 rnmoleslKg).Los resultados seexpresanen rnnol
xnigprotefir’ cuando se refiere al <JSH y son mediade cuatro determinacionesexperimentales. La t de
Student fue calculada por com~araei6nde los resultados frente al control de cadaedadcorrespondiente;
cuan esta diferencia fue superior a 0,01 se consideréno significativa(*p<O,Ol).

Oluta ion reducido; GSI{ aSO = CocienteGSH/CISSG.
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3.2.2.2.-Nivelesde grupostiélicos proteicos

Ya hemos comentado anteriormente como en el caso de que se produzca un

agotamientodel glutation intracelular,los radicaleslibreselectrofílicosvana reaccionarcon

los grupos tiólicos de las proteínas.En la Figura 5 puedeobservarseque los controles

muestranpor efecto de la edad un descensoprogresivo en los niveles de grupostiólicos

proteicosalcanzandoalos 30 mesesun 54% (p<O,Ol)del registradoalos 2 meses.Durante

la administracióndel hepatotéxicose alcanzanlos mínimos coincidiendocon la máxima

necrosiscon nivelesdel 30% (p<O,Ol) y 40% (p<O,Ol). A diferenciadel glutationdonde

el descensoeraprogresivoy comenzabaa las 12 horas,los grupostiólicos de las proteínas

permaneceninalterableshastalas 12 horasmostrandosu descensoa partir de las 24 horas

de la intoxicación. Esto es lógico ya que, primero se agota el glutation como barrera

defensivaprimaria y luego seven implicadoslos grupostiólicos proteicos.Del mismo modo

que ocurre con el glutation,no se apreciarecuperaciónen los grupostiólicos proteicosen

las edadesavanzadasde 18 y 30 mesespermaneciendoa las 96 horasnivelessemejantesa

los alcanzadosdurantela necrosis.

3.2.2.3.-Concentraciénde malondialdehído

El malondialdehídoes un productoresultantede la ruptura de las membranaspor

peroxidaciónlipídica, por tanto, su determinaciónproporcionaun índice de dicha lesión

producidapor los intermediariosreactivosoriginados.Como semuestraen la Figura 6, la

peroxidaciónlipídica que sufrenlos hepatocitosa medidaque transcurrela edadsedetecta

por el incrementoen los nivelesde malondialdehídoque a los 30 mesesde edadalcanza

valores del 152% (p<O,Ol). Frente al proceso de intoxicación se observa un brusco

incrementoa las 48 horasen edadesde 6 a 30 mesescon valoresdel 293%(p<O,Ol), 244%

(pc0,0l), 202% (p<O,Ol) y 241% (p<O,Ol), repectivamenteque se mantienenhastalas

72 horas.A las 96 horaslos animalesde 2, 6 y 12 mesesvuelvena la normalidadmientras

quelos deedadesmásavanzadas(18 y 30 meses)presentantodavíaniveleselevados(150%;

p<O,Ol y 160%; p<0,Ol, respectivamente).A los 2 mesesel máximoseregistraa las 24

horas(189%; p<O,Ol) pero con valoresinferiores a los de las 48 horasdel resto.
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Tiempo (horas)

E 2 meses Lil6 meses •12 meses Mia meses •30 meses

Figura 5.- Concentración de los grupos tiélicos proteicos en extractos dc hepatocitos de ratas
tratadas con una dosis subletal de tioacetamida(500 mg/Kg). Los resultados se expresanen nrnol x
mg prote6t’ y sonmediade cuatrodeterminacionesexperimentales.La t de Student fue calculada por
comparacióndelos resultadosfrente al control de cadaedadcorrespondiente;cuandoestadiferenciafue
superiora 0,01se consideréno significativa (“p<0,O1).
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Tiempo (horas)

112 meses 116 meses M12 meses •18 meses •30 meses

Figura 6.-Concentraciónde nialondialdebídoen extractos de bepatocítosde ratas tratadas con una
dosissubletal de t,oacetamida (500ing/Kg). Los res tados se expresanen nrnol x mg proteína) y son
media de cuatro determinacionesexperimentales.La t de Student fue calculada por comparación de los
resultados frente al control de cada edad correspondiente; cuando esta diferencia fue superior a 0,01 se
consideréno significativa (*p.CO,OI).
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3.2.2.4.-Actividad de la glutation S-transferasa

La importanciade las reaccionescatalizadaspor las glutationS-transferasassebasan

en que el grupo -SH del glutation proporcionalos electronespara el ataquedel sustrato

electrofiico, en estecasoun metabolitoreactivoderivadode la tioacetamida.La elevación

de la actividadde la glutation S-transferasaen caso de intoxicación puedeser unade las

causasde la depleciéndel glutation.

En la Figura 7 vemoscómo en los controlesa medidaque transcurrela edadse

observauna ciertatendenciaa laelevación,si bienestasmodificacionesno son significativas.

En el casode los animalesintoxicados,la actividaddeesteenzimaalcanzaun máximo que

coincidecon el momentode máxima necrosispara luego restablecersus nivelesbasales,

siendoesteincrementomásacusadoen las ratasdeedadesintermedias,concretamenteen las

ratas de 6 mesescon valores del 340% (p<O,0l) y en las de 12 mesescon un 261%

(p<O,Ol). En el restode los grupos se alcanzanvalorespróximos al 140% que resultan

significativossólo en el caso de los animalesjóvenesde 2 meses(189%; p <0,01).
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Tiempo (horas)

112 meses 116 meses 12 meses U 18 meses •30 meses

Figura 7~- Actividad & la glutation S.transferasa en la fracción soluble de hepatocitos de ratas
tratadas con tina dosissubletal de ticacetainidá <500mg/Kg). Los resut

‘) ti m~proteInr’ y son media de cuatródeterminaciones tados se expresanen (pmol x“Un experimentales. La t de Student fue
csi¿uladapor comparación de lo~ resaltadosfrente al control de cada edad correspondiente; cuando esta
diferenoía fue superiora 0,01 se consideréno significativa (*pcO,OQ.
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3.2.2.5.-Superéxido dismutasa

La superóxidodismutasaeselenzimaquetransformael aniónsuperóxidoen peróxido

de hidrógeno.Su actuaciónunidaa la de la catalasao a la de la glutationperoxidasa,evita

la formacióndel radical hidróxido OH y con ello las lesionesgeneradaspor esteradical a

nivel de las macromoléculascelulares.Esteenzimapresentados isoformascon diferentes

característicasy distribuciones,la Cu-Zn SOD citoplasmática,sensiblea cianuroy la Mn

SOD mitocondrial insensiblea cianuro.Ambosenzimasseincluyen dentrodel grupode los

sistemasantioxidantesendógenos.

La Figura 8 muestracomo la actividadde las dos isoformasevolucionade manera

semejantea lo largo de laedadaumentandoprogresivamentehastaalcanzarvaloresen tomo

al 140% (p<0,01) a los 30 meses.Sin embargo,en el procesode intoxicación, ambas

alcanzan un mínimo significativo próximo al 20% (p<0,01) del valor inicial, quecoincide

con elpuntode máximanecrosis,debidoa la localizaciónperivenosade estosenzimasen el

acino hepático. En el caso de la Mn SOD de localización mitocondrial se registra una

elevaciónprevia queen todos los grupos,exceptoen el de 2 meses,superael 120%. A los

2 meses,el descensoocurrea las 24 horasy la recuperaciónse inicia a las 48 horas que,es

el momentode menor actividad en las edades comprendidasentre los 6 y 30 meses.

Posteriormente,duranteel procesode regeneración,la actividadde la Mn SOD de todoslos

gruposalcanzavalorespróximosa la normalidad,mientrasque en el casode la Cu-Zn SOD

en edadesavanzadasno.

Las Figuras9 y 10 muestranlos nivelesdel tránscritode la SOD Mn y SOD Cu-Zn,

respectivamente,reflejándoseen ellos las modificacionesobservadasen las correspondientes

actividadesenzimáticascon valores mínimos que oscilanentre el 5 (p<0,01) y el 20%

(p<0,01) en el puntode máximanecrosis.En el casode la Mn SOD aparecede nuevouna

inducciónpreviaque tan sólo alcanzavaloressignificativosen el caso de los animalesde 2

a 12 meses.Del mismo modo durantela regeneración,los valorestiendena la normalidad

en todaslas edadesestudiadas.
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Figura 8.-Actividades de la superéxido disunutasa de Mii y la superóxido dismutasade Cu-Zn en
honiogenado de bepatocitos <soluble + mio-asomas)de ratas tratados con una dosis subletal de
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3.2.2.6.- Catalasa

La catalasaes el enzimaque elimina peróxido de hidrógenocon producciónde

oxígenomoleculary agua.Esteenzimaactúaexclusivamentea nivel citosólico,a diferencia

de la glutationperoxidasa,cuyaactividadselocaliza en citosol y en mitocondria.

La Figura 11 muestrala actividadenzimáticade la catalasaquea lo largode la edad

tiendea incrementarseprogresivamentemostrandoa los 30 mesesun 169% (p<O,Ol) del

valor registradoa los 2 meses.Duranteel procesode intoxicación,la actividadde la catalasa

alcanzóvaloresmínimosen los momentosdemáximanecrosis,con valorespróximosal 10%

(p<O,Ol),paraluegoascenderlentamentehacialanormalidad.Sin embargo,en los animales

de 18 y 30 mesesestatendenciafue mucho más lenta ya que, no sellegó a superarel 60%

(p<0,Ol) de la actividadcontrol.

Estosresultadosdeactividadenzimáticason corroboradospor los nivelesde mRNA

(Figura 12) ya quecon ellos secompruebaque a medidaquetranscurrela edadseelevala

expresiónde este enzima(338%; p<O,Ol, en animalesde 30 meses).Por efecto de la

intoxicaciónsedetectaun descensoen el punto de máximanecrosiscon valorescercanosal

5% (p<0,01) en todaslas edadesestudiadas.Cabedestacarel hechode que en las ratasde

30 meses,la expresiónse mantienetodavíacon valoressignificativos da tan sólo un 10%

(p<0,01) a las 72 horasde la intoxicación.

Tanto la actividad de la catalasacomo la expresiónde su tránscrito disminuyen

notablementedebido probablementea su localización en la zona perivenosadel acino

hepático,al igual quelas dosisoformasdela superóxidodismutasaestudiadasanteriormente.
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Tiempo (horas)

Da meses 116 meses •12 meses •18 meses •30 meses

Figura 11.- Actividad de la catalasa en fracción soluble de liepatocitos de ratas tratadas con una
dosissubictal de tioacetamida(500 mg/lCg). Los resultados se expresanen ~Us x mg de proteína),
considerandouna unidad la cantidad de enzimaque transfonna 1 pmol de H202/min y sonmedia de cuatro
determinacionesexperimentales.La t de Student fue calculada por comparaciónde los resultado frente
al control de cada edad correspondiente: cuando estadiferenciafue superiora 0,01 se consideró no
significativa (‘p< 0,01).
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3.2.2.7.- Gh¡tation peroxidasa

La glutationperoxidasajunto con la catalasa,sonlos enzimasencargadosdeeliminar

los peróxidosexistentesen el medio, si bienla glutationperoxidasano sóloeliminaperóxidos

inorgánicossino tambiénorgánicos,de ello derivaque sea un enzimalimitante en el ciclo

redox del glutation. En estareacciónenzimática,el 0511seoxida a 0550.

La actividaddela glutationperoxidasa,Figura 13, seelevaprogresivamentea medida

quetranscurrela edadalcanzandovaloresde un 210% (p<0,01)a los 30 meses.En el caso

de los animalesintoxicadoslas variacionesson semejantesen todaslas edadesestudiadasya

que alcanzanun máximoen el puntode máximanecrosisque semantieneaunqueno en tan

elevadaproporcióndurantela regeneraciónhepática.Estosincrementos,sin embargo,son

másacusadosen los animalesde 6 y 12 mesescon valores del 379% (p<O,Ol) y 320%

(p<O,Ol), respectivamentefrentea valoresdel 197% en los animalesde 2 mesesy valores

deun 257% (p<0,01)y 207%(p<O,Ol) a los 18 y 30 meses,respectivamente.Al final del

períodoestudiadotodos los gruposrecuperanlos valoresiniciales.

La Figura 14 muestraun Northem-blot representativo de cuatro experimentos

diferentes.En ella podemosdistinguir como en el punto de máximanecrosisse induce la

expresióndel enzimaquetan sólo alcanzavaloressignificativosen los animalesde 6 meses

(200%; p<O,Ol) frenteal 143%, 179%, 129% y 118% de los animalesde 2, 12, 18 y 30

meses, respectivamente.A partir de este momento la expresión génica desciende

progresivamentehastael final del períodoestudiado.



RESILTAflOS Página 111

Tiempo (horas)

112meses 116 meses 1112 meses Mia meses •30 meses

...~ig~~~.~ Actividad de la glutation peroxidasa en la fracción,soluble de hepatocitos de ratas
tratadas con tina dosis subletal de tioacetamida(500¡ng!K~). Los resultadosse expresan en (nmol x
mm1) x mg de proteína) y son media de cuatro determinacionesexperimentales. La t de Student fue

.... calculadapot comparación de los resultadosfrente al control de cada edad correspondiente; cuando esta
diferenciafue superiora 0.01se consideró no significativa É1~’c0,OI).
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3.2.2.8.-Glutation reductasa

Este enzima consumeNADPH y regenerael glutation en su forma reducida(GSH)

siendo, por ello, una pieza clave en el ciclo de destoxificación dependientedel par

GSH/GSSG.La actividaddeesteenzima(Figura 15) al igual que en el casode la glutation

peroxidasa,se incrementaprogresivamentea medida que transcurrela edadalcanzando

valores del 255% (p<0,01) al final del períodoestudiado(30 meses). En cuantoa los

animalesintoxicadosseproduceun claro incrementoen el punto de máximaregeneración

paraluegotenderhaciala normalidad.Los valoresmáximosse producena los 6 y 12 meses

con valoresdel 400% (p<O,Ol) a las 72 horasde la intoxicación frentea valoresque, en el

resto de los casos,no resultansignificativos. Sin embargo, a las 96 horas, tan sólo los

animalesde 6 y 12 mesesmuestranvaloressignificativamenteelevados,aunqueinferiores

en magnituda los alcanzadosa las 72 horas.A los 2 mesesla actividad de la glutation

reductasaseelevadébilmentedespuésde la intoxicaciónhastalas 48 horas(184%;p<O,Ol),

mostrandounavez más que las variacionesproducidasporel hepatotóxicoen ratasjóvenes

precedeen 24 horas a las que aparecenen edadessuperioressiendo la intensidadde las

alteracionessiempremenor.
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Tiempo (horas)

112 meses 11116 meses •12 meses •18 meses USO meses

Figura15.-Actividadde laglutationreductasaenlafracciónsolubledehepatocitosderatastratadas
con unadosissubletalde tioacetaxnida(500rnglKg). Los resultadosse expresanen (nunol x miw’) x
mg deprotefar’ y sonmediadecuatrodeterminacionesexperimentales.La t deStudentfue calculadapor
comptiraciénde los resultadosfrenteal control de cada edadcorrespondiente; cuando estadiferencia fue
superiora 0,01 se consideró no significativa (*p<O,OI).
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3.2.2.9.-Glueosa-6-fosfatodeshidrogenasa

La glucosa-6-fosfatodeshidrogenasaes el primer enzimadel ciclo de las pentosas

fosfatocuyaactividadseinduceen condicionesfisiológicasen las queserequiereNADPH,

comoson la lipogénesis,la síntesisde ácidosnucleicosy los procesosde desintoxicación.

Su capacidadde generarNADPH le haceactuar de maneraconcertadacon la glutation

reductasa.

En la Figura 16 se muestranlas variacionesen la actividadde esteenzima. En los

controlessin tratamientotóxico seregistraun incrementoprogresivocon la edadalcanzando

a los 30 mesesvaloresdel 206% (p<0,01). Con la tioacetamidaproduceun incremento

significativo enel momentodemáximaregeneración.Los valoresdeactividadsuperioresse

registrana las 72 horasen los animalesde 6 mesesy un año (1715%; p<O,Ol y 1469%;

pc0,01, respectivamente)frentea los máximosde 612 (p<O,0l) y 456% (p<O,0l) de los

animalesde 18 y 30 meses,respectivamente.Por su parte, las ratasjóvenesde 2 meses

muestransumáximo a las 48 horascon un incrementodel 1036% (p<O,Ol). Estaactividad

tiendeposteriormentea susvaloresnormales,lo que sólo seconsigueen los animalesde 2

mesesde edad.
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Tiempo (horas)

112 meses D6meses U 12 meses 118meses 130 meses

Figura U.- Actividad de la glucosa6 fosfato deshidrogenasaen la fracción solublede hepatocitos
de ratastratadas con una dosissubletal de tioacetainida (6,6nimoles/lCg). Los resultadosse expresan
en (nmol x x mg de proteína) y son media de cuatro determinacionesexperimentales.La t de
Studon fue calculada por comparación de los resultadosfrente al control de cada edad correspondiente;
cuando estadiferencia fue superior a 0,01 se consideréno significativa (*p<O,01)
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3.3.-Modificaciones en la regeneraciónhepática post-necrótica inducidas con la edad

tras la administración de tioacetamida

Una de las propiedadesmás fascinantesdel hígadoes su capacidadde regularsu

propio tamañoy crecimiento.Estosedebeaquejuegaun papelfundamentalen lasfunciones

metabólicasdel organismoy por ello es esencialparala supervivenciadel individuo. Así,

cuando se produceuna deficiencia funcional causadapor la muerte de sus células se

desencadenaun procesoproliferativo compensatoriomediantela coordinaciónde señales

emitidasno sólo por los propioshepatocitossino tambiénporcélulasno parenquimalesy los

constituyentesde la matriz extracelular.

Esteapartadotratadeabordardesdevariasvertienteslasmodificacionesen el proceso

de la regeneraciónhepáticapost-necróticainducida por la tioacetamidaa medida que

transcurrela edadmediante:

(a) el análisisdelas poblacionesdehepatocitosimplicadasenel procesode síntesisdel DNA

mediantecitometriade flujo,

(b) la determinacióncuantitativadelas mitosis sobrecortesdehígadoal microscopioóptico,

(c) la evaluaciónde la capacidadmitogénicadel suerode los animalestratadosy

(d) el estudiodealgunode los factoresséricosimplicadosen el proceso.

3.3.1.-Estudio de las poblacionesde hepatocitosimplicadas en el procesode síntesisdel

DNA mediante citometría de flujo

La técnica relativamente reciente de la citometría de flujo permite la evaluación de

multitud de parámetros celulares, que son de gran utilidad en investigacionessobre la

toxicidadde agentesquímicos. El estudiode las variacionesen el contenidoy distribución

del DNA en poblacioneshepatocelularesse considerauna forma de gran precisiónpara

determinarla cito y genotoxicidadde xenobióticos.
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Muestrasdehepatocitosaisladosde ratasdediferentesedadesalas 0, 12, 24, 48, 72

y 96 horasde la administraciónde una dosis subletal de] hepatotóxicotioacetamida(500

mg/Kg), seprocesaronparaanalizarlas poblacionesde estascélulasen basea su contenido

en DNA. Deestamanera,sehaestablecidoel porcentajede célulasque seencuentraen una

determinadafasedel ciclo de división celular y con ello, observara estenivel la evolución

del procesonecrótico-regenerativoinducido porel hepatotóxicotioacetamida,a medidaque

transcurrela edad-

Las Figuras, 17, 18, 19, 20 y 21, muestranel contenidode DNA determinadopor

la ploidía de las distintas poblacionesde hepatocitosen cada una de las secuenciasde

intoxicacióna los 2, 6, 12, 18 y 30 meses,respectivamente.Parael cálculodel contenido

del DNA seevaluóla fluorescenciaemitida a623 nm porel complejoformadoporel DNA

y el yodurode propidio, en abscisas,frente al númerode células,en ordenadas.En las

Tablas,3, 4, 5, 6 y 7, sedescribenlos valoresobtenidosen las diferentespoblacionesde

células(2N, ~1, 4N, ~2 y 8N), que correspondena la cuantificaciónde los picosobtenidos

de los histogramasde las correspondientesFiguras (17-21>. En las Figuras 22 y 23 se

representanlas variacionesen el contenidoen DNA en las diferentesfasesdel ciclo celular

en los hepatocitosobtenidosa las 0,12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la administración

a ratasde] hepatotóxicotioacetamidaen las distintasedades.Todos los datoscorresponden

a un experimentorepresentativode cuatrorealizados.

En los animalescontrol de distintas edadesse observanalteracionesen la ploidía

dependientesde la edad,quecoincidencon trabajosdescritosporotros investigadores(Saeter

a al, 1988).Así, seproduceunadisminucióndelos hepatocitoscomprometidosen la síntesis

del DNA, fase ~1 (2N -> 4N), de un 1,4% a los 2 mesesa un 0,9% a los 30 meses;un

aumentoen la síntesisdel DNA, fase ~2 (4N -> 8N), de un 0,2% a un 5,2%, y una

inversiónde fasescon descensoen la fasediploide (2N) afavor decélulastetraploides(4N)

y octoploides(8N); 72,6% -> 34,3% en la población diploide, 23,3% -> 40,1% en la

tetraploidey 2,5% -> 16,1%en la octoploide.Tambiéncomprobamosla aparicióna los 12
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mesesde un pico hipodiploide (<2N) característicode pérdidacelularpor apoptosis.Este

pico que a los 12 meses correspondea una población del 0,9%, se incrementé

progresivamentehastaafectara un 3,4% de la población total a los 30 meses.

Enlosanimalesintoxicados,sibiencadaedadpresentacaracterísticasconcretascomo

veremosa continuación,la tendenciaglobal del perfil de las poblacionesde hepatocitos

comprometidosen cadauna de las fasesdel ciclo celular, se asemeja,en los puntos de

máximanecrosis,al perfil típico de los hepatocitosfetales.Así, los hepatocitoscon dotación

tetraploidey octoploide (poliploides) disminuyen notablementeen el punto de máxima

necrosisen favor de un incrementoen la población diploide, mientrasque las fasesde

síntesisdel DNA (S~ y 52) sufrentendenciasopuestasya que, los hepatocitosen fase S~ se

incrementandurantela regeneraciónmientrasquelos hepatocitosen fase ~2 disminuyenen

el mismo punto.
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En animalesintoxicadosde 2 meses(Figura 17 y Tabla3) secompruebaqueel perfil

típico de esta edad,en el quees mayoritariala población diploide (72,6%),se ve alterado

por la administracióndel tóxico de tal forma, quelos mayorescambiosseregistrana las 24

horas en las poblacionestetraploidesy octoploides, que disminuyen un 33% y 4%,

respectivamente,en favor de las célulasdiploides (124% de incremento)- La poblaciónen

la fasede síntesisS~ seincrementanotablementedel 1,4% al 12% (857%)coincidiendocon

la máxima regeneración.La población ~2 también presentauna tendenciaa elevarse

paulatinamentea medidaquetranscurrela edad.A las 96 horasel perfil de la ploidia seha

recuperadoprácticamentecomopuedeobservarsepor la semejanzadela distribuciónrespecto

a los controles.

Tiempo

(horas)

Diploide

(2N)

SíntesisS~

(2N -> 4N)

Tetraploide

(4N)

Síntesis~2

(4N -> SN)

Octoploide

(8N)

0 72,6 1,4 23,3 0,2 2,5

12 69,8 1,6 27,9 0,2 0,5

24 90,2 1,9 7,6 0,2 0,1

48 77,4 12,0 7,9 0,6 2,1

72 82,4 2,3 12,3 0,8 2,2

96 77,7 1,1 18,1 0,8 2,3

Tabla 3.- Detenninación cuantitativa de la ploidía del DNA en ratas dc 2 mesessegún los
histogramasde la Figura17. Resultadosrepresentativosdecuatroexperimentosdiferentes.
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CONTROL

24 HORAS

72 HORAS

12 FLORAS

48 llORAS

96 HORAS

Figura 17.-Histogramasde la distribución delDNA enlas distintas fasesdel ciclo de división celular
en bepatocitos de ratas de 2 meses,obtenidos a las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas de la intoxicación.
Histograniasrepresentativostoñiadosdecuatroexperimentosdiferentes.
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En los animalesde 6 mesessepuedecomprobarque las poblacionesmásafectadas

por la intoxicaciónson las tetraploidesy octoploidesque disminuyenal 66% y 21 % versus

control, respectivamente.Esta disminución de las poblacionespoliploides traeconsigoel

incrementoa las 48 horasde la poblacióndiploide (125%).La regeneración,si bien a los

6 mesesesmástardíaquea los 2 meses,essuperiorya queaparecea las 72 horasun mayor

porcentajede células comprometidasen fasede síntesis del DNA, coincidiendo con el

momentode la máximaregeneración(14,4 %, lo cual supone10 vecesel valor control). La

síntesis del DNA continúa incrementada(si se la compara con los valores iniciales)

transcurridas96 horas de la intoxicación (6,3%) lo cual, puede explicarse como una

tendenciaa recuperarla población tetraploideinicial. Los histogramasse muestranen la

Figura 18 y los valoresnuméricoscorrespondientesa los diferentespicos aparecenen la

Tabla 4.

Tiempo

(horas)

Diploide

(2N)

SíntesisS~

(2N -> 4N)

Tetraploide

(4N)

Síntesis~2

(4N -> 8N)

Octoploide

(8N)

0 54,4 1,4 33,9 4,0 6,3

12 53,8 1,9 35,9 3,5 4,9

24 66,9 4,1 25,5 1,8 1,7

48 68,3 7,3 22,3 0,8 1,3

72 59,4 14,4 25,7 0,3 0,2

96 60,6 6,3 26,9 2,9 3,3

Tabla 4.- Detenninacidn cuantitativa de la pioidta del DNA en ratas de 6 mesessegún los
histogrmnas de la Figura 18. Resultadosrepresentativosde custro experimentosdiferentes.
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FiguraIt- UF togramasdela distribucióndelDNA en las distintasfas~delciclo de división celular
enhepatodtos deratasdc 6 m~, obtenidosa las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas de la intoxicaciÓn.
Histogramas representativostomados de cuatro experimentosdiferentes.
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La ploidia y distribución del DNA en las distintas fases del ciclo celular de las

poblacionesde hepatocitosdeanimalesde 12 mesessemuestranen la Figura 19 y la Tabla

5. Es un casosemejantea la edadanterioren el sentidode la magnitudde la lesión y la

posteriorrecuperación,ya quelos valoresde síntesisdel DNA asciendenaun 1164%en el

momentodemáximaregeneración.Del mismomododiscurrenlas fasesdiploide, tetraploide

y octoploidecon un descensoen el punto denecrosisal 29% y 3% en las poblaciones4N

y 8N, respectivamente,a favorde un incrementoen la población2N al 168% - Cabedestacar

queen los hepatocitoscontrolesde estaedadun 0,9% de hepatocitosse encuentranen fase

hipodiploide(.c2N) que desapareceal administrarel tóxico.

Tiempo

(horas)

Hipodiploide

(< 2N)

Diploide

(214)

SíntesisS~

(2N -> 414)

Tetraploide

(4N)

Síntesis~2

(414-> SN)

Octoploide

(SN)

0 0,9 48,9 1,4 36,8 4,2 7,8

12 57,5 1,6 35,7 2,1 3,1

24 64,9 3,2 29,2 2,1 0,6

48 82,2 6,2 10,6 0,8 0,2

72 72,1 16,3 11,8 0,4 0,4

96 —— 75,7 7,2 13,2 1,2 2,7

Tabla 5.- Determinacióncuantitativa de la plo¡día del DNA en ratas dc 12 meses segúnlos
histogramasde la Figura 19. Resultadosrepresentativosde cuatroexperimentosdiferentes.
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Figura 19.-Histogramasde la distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclode divisióncelular
en hepatocitosde ratasde 12 meses,obtenidosa las 0,12,24, 48, 72 y 96 horasde la intoxicación.
Histogrrnnasrepresentativostomadosde cuatroexperimentosdiferentes.
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La Tabla 6 muestralos resultadosdel análisis de los histogramasde la Figura 20

correspondientesa hepatocitosde ratasde 18 mesesde edad.Siguiendoel típico patrónde

necrosiscelularobservamosquea las 48 horaslapoblacióndehepatocitosdiploidesaumenta

hastaun 186% mientrasquelos tetraploidesy octoploidesdisminuyenhastaun 51 % y 18%,

respectivamente.Sin embargo,en el procesoregenerativoseobservaquela síntesisdeDNA

ya no es tan elevadacomoa los 6 meses,alcanzandoa las 72 horastan sólo un 708% y

manteniéndosea niveles semejantesa las 96 horas. En el control de 18 mesesaparece

también un pico de aneuploidíasuperior al de los 6 mesesque en estecasoconstituyeun

1,2%de la poblacióntotal dehepatocitosy quedesapareceen el momentodeadministrarla

tioacetamida.

Tiempo

(horas)

Hipodiploide

(< 2fr{)

Diploide

(2N)

SíntesisS~

(2N -> 4N)

Tetraploide

(4N)

Síntesis5~

(4N -> SN)

Octoploide

(SN)

0 1,2 38,7 1,2 40,8 5,0 13,1

12

24

48

72

96

70,0

68,2

72,2

61,7

66,6

1,8

2,9

3,6

8,5

8,1

19,7

20,2

20,7

29,7

21,1

3,6

3,2

1,1

0,8

4,9

5,5

2,4

0,1

2,2

Tabla 6.- Detenninación cuantitativa de la ploidia del DNA en ratas de 18 mees según los
histogramasde la É¡gura 20. Resultados representativos de cuatro experimentos diferentes.
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Figura 20.- Ilistogramasde la distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclo de división celular
en hepatodtos de ratas de 18 meses,obtenidosa las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horasde la intoxicación.
Histogramasrepresentativostomadosde cuatro experimentos diferentes.
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Ladisminuciónen la capacidadproliferativade las célulasqueyahabíamosdetectado

en hepatocitosde ratas de 18 meses,va a ser mucho más acusadaen el caso de los

hepatocitosdeanimalesde 30 mesesya que,a las 72 horasel incrementoen la poblaciónde

hepatocitoscomprometidosen fasede síntesiss1 tan sólo alcanzavaloresdel 322%,que de

nuevosemantendrána las 96horasde la intoxicación. Hayquedestacarquea los 30 meses

seproducetambiénun descensoen la poblaciónde hepatocitostetraploidesy octoploidesen

el favor de los diploides, pero sin embargo,la población octoploide,asícomo la implicada

en la fasede síntesiss2 responsablede su formación,van adisminuir hastanivelescasinulos

y así se van a mantenerhastael final del períodoestudiado.En el control de 30 meses

apareceun pico de hipodiploidía,superioral de los 6 y 12 meses,que constituyeun 3,4%

de la población total de hepatocitosy que desapareceal administrarel hepatotóxico.Los

resultadossemuestranen la Figura 21 y en la Tabla7.

Tiempo

(horas)

Hipodiploide

(< 2N)

Diploide

(2N)

Síntesis S~

(2N -> 4N)

Tetraploide

(4N)

SíntesisS2

(4N -> SN)

Octoploide

(SN)

0 3,4 34,3 0,9 40,1 5,2 16,1

12 —— 56,7 0,7 36,1 3,1 3,4

24

48

72

96

——

——

54,5

79,0

77,5

77,9

0,7

1,5

2,9

2,7

38,1

19,3

19,6

19,4

3,0 3,7

0,2

Tabla 7.- Detenninaciéncuantitativa de la ploidía del DNA en ratas de 30 meses segúnlos
.... histograinas de la Figura 21. Resultadosrepresentativos de cuatro experimentos diferentes.



RFSTJLTADOS Página 129

12 HORAS

I
¡ r ¡

48 HORAS

j

96 HORAS

L

CONTROL

24 HORAS

1

72 HORAS

Figura 21.-Histogramasde la distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclode división celular
en bepatocitosde ratas de 30 meses,obtenidos a las 0, 12, 24, 48, 72y 96 horasde la intoxicación.
Histogramasrepresentativos tomados de cuatro experimentos diferentes.
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Tiempo <horas>

U?meses U6 meses Mi? meses Mis meses MCC meses

Figura 22.- Distribución del DNA segúnla ploidía (2N, 4N y SN) en ratasde todas las edades
inyectadascon una dosis subletal de tioacetamida (500 mgIICg), a las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.
214 = Diploide; 4N = Tetraploide;SN = Octoploide
Resultados representativos de cuatro experimentos diferentes.
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Tiempo <horas)

E 2 meses Le meses IU 12 meses MiS meses Mata meses

Figura 23.-Distribución del DNA en las fasesdesíntesisS1(2N -. 4N) y ~2 (4N —. 8N) en bepatocitos
deratasdetodaslasedadescon unadosissubletalde tioacetamida(500mg/ICg), alas 0, 12, 24, 48,
72 y 96 horas.
S12Nt4N S24N~8N
Resultadosrepresentativosde cuatroexperimentosdiferentes.
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3.32.- Indice mitótico

Con el objetodepodercomprobarel porcentajeconcretode célulasque participanen

la divisióncelular, realizamosel cálculodel indicemitótico (IM) in situ basadoen la relación

entreel númerode mitosisy el númerode células,analizandoal microscopioóptico las zonas

perivenosasdel acino hepáticoen cortes semifinosde preparacioneshistológicasde hígado

de ratateñidoscon hematoxilina-eosina.

Los resultadossemuestranen laTabla8 y seexpresancomoIM x lOt Considerando

que los hepatocitosde las distintasedadesque no han recibido tratamientose encuentranen

su mayorparteen estadoquiescente,no esdeextrañarqueel indicemitótico de los controles

seanulo en todaslas edadesensayadas.Sin embargo,en animalesintoxicados,el máximo

indice mitótico se alcanzaen el punto de máxima regeneración.A las 48 horas, el IM

máximo apareceen hígadode 2 meses,53 + 3 6 frentea un 3 ±0,3 y 4 + 0 5 de las de

6 y 12 meses,respectivamente.El IM muestralos valoresmáselevadosa las 72 horasde

la intoxicaciónen hígadode ratasde 6 y 12 meses(67 ±5,2 y 67 + 4 0 respectivamente).

Estosvaloresen la máximaregeneraciónson dosvecessuperioresa los encontradosen ratas

de 2 y 12 meses(53 ±3,6 y 35 ±3,2, respectivamente)y 3 vecessuperioresa los de ratas

de 30 meses (22 + 2 0). A las 96 horas los valores tienden a la normalidadaunque

prácticamentesólo se consigueen ratasde 2 meses;hechoqueno severifica en el restode

las edadespor no haberselogradola normalidadfuncional-
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Tiempo

(horas)

2 meses 6 meses 12 meses 18 meses 30 meses

(IM x l0~)

1

12

24

48 53±3,6 3+03 4+0,5

72 32+2,2 67±52 67+4,0 35±3,2 22+20

96 6+0,8 47+37 29+24 13±1,7 12+16

Pfrmna 133

Tabla 8.- Relacióndel Indice mitótico (IM). Los resultados seexpresancomonúmerode mitosispor
mil célulasy son media de cuatrodeterminacionesexperimentales.
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3.3.3.-Factorescomprometidosen la regeneración

Es un hechoconocidoque la pérdidade hepatocitosorigina la apariciónde factores

de crecimientoséricos(Andus et al, 1991) que van a ser los responsablesdedesencadenar

la división celular en el procesoregenerativo.Sin embargo,todavíano estácompletamente

esclarecidala secuenciadelos acontecimientosqueconducena la regeneraciónhepáticapost-

necrótica. Por ello, una vez establecidaslas alteracionesdependientesde la edaden la

proliferación inducida por xenobióticos, llevamos a cabo el estudio de la capacidad

mitogénicadel sueroobtenidode ratasdespuésde la intoxicación.

3.3.3.1.-Efecto mitogénicodel suerode ratasintoxicadassobrecultivos de fibroblastos

NIR 3T3

Una medida indirecta de los factoresdel crecimiento liberados en el procesode

necrosis-regeneracióninducida por cualquier hepatotóxico, es la determinaciónde la

capacidadmitogénicadel suero de los animalesintoxicados. Esteefecto mitogénicose ha

puestode manifiesto,en nuestromodelo experimental,sometiendocultivos secundariosde

fibroblastosNIH 3T3, a la acciónde sueroestéril (10% vol:vol) obtenidode ratasdespués

de la intoxicación-

La Figura 24 muestralos resultadosque ponen de manifiestocómo a medida que

transcurrela edad en el suero de ratas no tratadas(control) se elevaprogresivamentela

capacidadproliferativaque,a los 12 mesesllega a un 184% (p<0,01)de lacorrespondiente

a los 2 meses,para luego dismimuir alcanzandoa los 30 mesesniveles semejantesa los

obtenidosen las ratasjóvenes.En los animalesintoxicadosvemoscomola apariciónen suero

de estosfactoresde crecimientoprecedeen 24 horas al punto de máxima necrosis.Este

incrementoes superior en las ratasde 2, 6 y 12 meses,171% (p<O,Ol), 181% (p<O,O1)

y 165% (p-CO,0l), respectivamente,frente al 110% de los animalesde edades más

avanzadas.Posteriormente,se produceun descensoque coincide con el punto de máxima

necrosis,paradespuésevolucionarhastallegar a la normalidad.
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Figura 24 Incorporación de thnidina tritiada a cultivos de fibroblastos despuésde la adición de
suero de ratas tratadas con tinacetamida a diferentes concentraciones. Los resultados se expresan en
DPM x io3 y son media de cuatro determinaciones experimentales. La t de Student fue calculada por
comparaciÓn dolos resultados frente al control de cada edad correspondiente; cuando esta diferencia fue
superior.a 0,01 seconsideróno significativa (*p<O,Ol).
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3.3.3.2.-ProduccióndeNO en maerófagosinducidaporsuerodeanimalestratados

Otra medidaindirectade los factorescomprometidosen el procesode regeneración

hepáticaes la determinaciónde algún metabolitocuyageneraciónse encuentrareguladapor

efectoreso inhibidoresconocidos.Unodelos compuestosmejorcaracterizadosen los últimos

añosesel óxido nítrico generadoen hepatocitosy macrófagosporacciónde la óxido nítrico

sintasainducible(iNOS) independientede calcio, cuyaexpresiónseestimulaconendotoxinas

bacterianas.En el caso de las citoquinasesto es máscomplejo ya que la IL-4, la IL-6, el

IFN-y, el TNF-a o el LPS la inducenmientrasque otrascomoel TGF-i3, el PDGFo la IL-

10 producensu retro-regulación(Pufahíet al, 1992; Currana al, 1990).

Cultivosprimariosdemacrófagosprocedentesde ratascontrol dedos mesesde edad

se incubaron durante 18 horas en presenciade suero estéril de animales(10% vol:vol)

intoxicadosde edadesdiferentes.Como control positivo seutilizó el esterde forbol PDBu

(25 ng/mí). La evaluaciónde los nitritos se llevó a cabo por e] método de Griess y los

resultadosse muestranen la Figura 25.

La alteracionesdependientesde la edaden los nivelesdel NO liberadoporefectodel

suerode ratascontrol se elevacon un máximoa los 12 mesescon valores versus2 meses

del 174% (p<O,Ol). A lo largodelprocesodeintoxicaciónseproduceun descensopaulatino

en la liberación del NO, alcanzandoel mínimo en el momentode máxima necrosiscon

valoresprácticamenteindetectablesen todos los casos,para luego elevarseprogresivay

significativamentea partir de la máxima regeneracióny alcanzara las 96 horas de la

intoxicación valores del 582% (p<0,Ol), 1065% (p<O,Ol), 839% (p<O,OI), 500%

(p<O,Ol) y 239% (p<O,Ol), a los 2, 6, 12, 18 y 30 mesesrespectivamente.En el suerode

ratas intoxicadasde 2 mesesde edadla liberación de NO precedió a las otras edadesal

iniciarse a las 48 horas. Sin embargo, todos estosvaloresnuncafueron superioresa los

logradoscon el control de PDBu 25 ng/ml.
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Tiempo (horas)

E 2 meses ¡16 meses •12 meses •18 meses Mao meses

FiguraZ&- Liberacióndeóxido nitríco ex vivo enmacrófagosperitonealesde ratacontrol trasla
incubación con suero e animales sometidos a tratamiento con tioacetamida. Los resultados se
expresanen nmol de NO x mg deprotelnr’ y sonmediade cuatrodeterminacionesexperimentales.La
t de SIud«it fu calculada por comparaciónde los resultados frente al control de cada edad
correspondiente;cuandoestadiferenciafue superiora 0,01 seconsideróno significativa (*p <0,01).
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3.3.3.3.-Niveles de TNF-a en suero de ratas de diferentes edadesdespuésde la

intoxicación

Paracomprobarsi el factorde necrosistumoral a (TNF-a) intervienedirectamente

en el desencadenamientodela proliferacióncelularen el procesoregenerativopost-necrótico

se evaluó la concentraciónde estefactor en suerode animalesintoxicadosa las distintas

edades.

Como muestranlos resultadosde la Tabla 9, no existenniveles basalesdel TNF-ct

en ningunode los sueroscontrol obtenidosde ratasde distintasedades.Sin embargo,en el

procesode intoxicaciónel TNF-a surgeen el momentode máxima necrosisy alcanzasu

máximaconcentracióncoincidiendocon el momentode máximaregeneración.En ratasde

2 mesesel TNF-a aparecea las 24 horasde la intoxicación (4,1 ±0,3 pg x mV1), seeleva

a las 48 horas(53 3 + 5,4 pg x mV’), desciendea las 72 horasa nivelesmuy bajos(0,2 ±

0,01 pg x mV’) y no es detectablea las 96 horas. En ratasde 6 y 12 meses,el TNF-a

aparecea las 48 horas(8,0 ±0,9 y 14,9 ±1,2 pg x ml’, respectivamente), incrementade

maneramuy notablesu concentraciónséricaa las 72 horas(173 5 + 12 1 y 347,4 + 30 2

pg x mi’, respectivamente)y desciendedestacadamentea las 96 horas(31 6 + 0 4 y 59,2

+ 4 2 pg x mV’, respectivamente).En ratasde 18 y 30 meses,la concentraciónséricade

TNF-a aparecea las ‘72 horas con valores de 89 1 + 8 1 y 4,1 ± 0,3 pg x mV’,

respectivamenteparadesaparecera las 96 horas.
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Tiempo

(horas)

2 meses 6 meses 12 meses 18 meses 30 meses

(pg x mV’)

1

12

24 4,1 ±0,3

48 53,3 ±5,4 8,0 ±0,9 14,9 ±1,2

72

96

02 + 0,01

—

173,5 ± 12,1

31,6 ±0,4

3474 + 30,2

59,2 ±4,2

89 1 + 8 1 4,1 + 03
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... Tabla .9.-.Nivel.~. de TNF-a en sueros de ratas intox¡cadas con tinacetamida. Los resultados se
expresanen pg de TNF-a por ml de suero y son media de cuatro deternunacionesexperimentales.
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DISCUSION

A lo largo de la vida el organismosufre una seriede cambiosentrelos cuales,y a

grandesrasgos, hay que destacar:el desarrollo,el estadoadulto y el envejecimientoo

senescencia(Kitani, 1992). El hígado de los mamíferoses, en condicionesnormales,un

órganoquiescentey en esteestadode quiescenciase mantienedurantetoda la vida, sin

embargo,el procesode regeneraciónhepatocelularcompensatoria,que se desencadenaen

respuestaa la pérdidade sus propias célulasdebidaa la aeciónde un agentehepatotóxico,

experimentavariacionesnotablesque dependende la edad del animal.

La destrucciónselectivade los hepatocitoscentrilobularesproducidapor una dosis

subletal de tioacetamiday el estado proliferativo del hígado en regeneraciónque sigue

inmediatamentea la necrosis,sehan utilizado como modelo paraestudiarlas variacionesen

la respuestahepáticaa lo largo de la edad frente a la agresiónde un agentetóxico. El

períododevida elegidoen ratasmachoWistar abarcadesdelos 2 hastalos 30 meses(2 años

y medio) y las edadesseleccionadashan sido las siguientes:

2 meses- jóvenes(madurezsexual)

6 meses - adultas

12 meses- adultasmaduras

18 meses- senescentesincipientes

30 meses- senescentes

Deacuerdocon estaselección(Rikans ci al, 1993) y en basea los resultadosobtenidosse

han establecidotres grupos:

(1) Ratasjóvenesde 2 meses

(2) Ratasadultasde 6 y 12 meses

(3) Ratas senescentesde 18 y 30 meses.
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Teniendoen cuentaque en el presentetrabajo seabordandosacontecimientostan

disparescomo la senescenciay la hepatotoxicidad,en las investigacionesllevadasa cabo

destacamosdosaspectosimportantes:

(A) las variacionesdependientesde la edad,y

(B) la influencia del envejecimiento en la lesión y recuperaciónhepática inducida

por hepatotóxicos.

La necrosisinducidapor la tioacetamida,concretamentepor la tioacetamidaS-óxido

uno de los metabolitosresponsablesdel daño celular,se localizaen el espacioperivenosoal

existir en estaregióndel acinohepático,un desequilibrioentrelos enzimasresponsablesde

la activación metabólicade la drogay los enzimasencargadosde la destoxificaciónde las

sustanciasactivadas.Así, los hepatocitosperivenososmuestranuna mayor velocidad de

producciónde metabolitos reactivosque los periportales,debido a la mayor cantidadde

monooxigenasasmicrosómicasde función mixta localizadasen esta zona; mientras que

presentanun menorcontenidode GSH (Jungermanny Katz, 1982; Baron, 1991).

4.1.-Caracterizaciónde la necrosisy regeneraciónhepatocelularproducidaa lo largo

de la edad

Tantoel estudiohistopatológicode los hígadosobtenidosa distintostiemposdespués

de la administracióndel hepatotóxicotioacetamida,como el análisis de la actividad del

enzimatípico marcadorde lesión hepáticaensayadoen suero,la aspartatoaminotransferasa,

ponende manifiestoque la necrosisy el procesoregenerativohepatocelularquetiene lugar

inmediatamentedespués,experimentanvariacionesquedependende la edaddel animal.Así,

en el casode animalesde 2 meses,la necrosishepáticamasivapresentasu máximoa las 24

horasde la administraciónde tioacetamida,mientrasqueen los animalesde másedad,este

puntosealcanzaa las 48 horas.Morfológicamente,las mayoresdiferenciasseobservanentre

el grupode 2 mesesy el conjuntode animalesde las diferentesedadesestudiadas,ya quelos

primeros muestran una necrosis inferior en magnitud y un infiltrado inflamatorio de
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tipo mixto, frentea un 50% del parénquimahepáticodañadoe infiltrado de tipo crónicocon

esteatosisdel resto; estos resultadosquedan reflejados en la mayor tasa de mortalidad

alcanzadaen ratasadultasy especialmenteen las senescentesdondellega hastaun 50%,en

contrastecon la prácticamentenula mortalidadobtenidaen los animalesde 2 meses.Las

variacionesobservadasen la actividad enzimáticade la aspartatoaminotransferasason

notablese indican porunaparte,que a los 2 mesesla culminaciónde la necrosisprecedeen

24 horasa la de las otrasedades,y por otra, que a los 6/12 meseses máximala severidad

de la lesión. En ratasviejasde 18 y 30 meses,la intensidaddecrece,pero seextiendeen el

tiempo. En animalesjóvenesla lesión comienzaa remitir a las 48 horas; sin embargo,la

reparaciónen las edadesavanzadases más lenta por lo que se prolongade tal modo quea

las 96 horas todavía persisten las huellas de la lesión (Beyer a al, 1991). De estos

resultados,es interesantedestacarque con la misma dosis de hepatotóxico,la lesión es

considerablementesuperioren los animalesadultosde 6 y 12 mesesy que la duraciónde la

misma es superioren animalessenescentes.

Edad Máximo

lesión

(horas)

Intensidad

lesión

Máximo

regeneración

(horas)

Recuperación

a las 96 horas

2 meses 24 ++ 48 total

6/12 meses 48 +++ 72 media

18/30 meses 48 + 72 poca

Estadiferenteseveridadde la lesión hepáticainducidapor tioacetamida,a lo largode

laedad,puededebersea la desigualdadexistenteen la velocidaddebiotransformaciónde la

toxina en las distintasedades.
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El metabolismooxidativo de xenobióticosen hígadose verifica a travésdel sistema

microsómicomonooxigenasade función mixta, sistemaconstituido por las monoxigenasas

dependientesdel citocromo P-450y las monooxigenasasdependientesde flavina. Ambos

enzimassufrenlas mismasmodificacionesen los controlesa lo largode laedadobservándose

que a los 2 meseslas actividadesson inferioresa las del animal adulto. Entre los 6 y 12

mesesde edadsealcanzaun máximo de actividadque luegodisminuye en la senescencia,

hastael final de la vida del animal (Kitani, 1992). Concretamente,en el caso del citocromo

P-450 se ha desmostradoque estos descensosson selectivos de los citocromos P-450

constitutivosy no de los induciblesque permaneceninalterados(Horbache, al. 1992).

La FAD-monooxigenasa,el enzima responsablede la biotransformaciónde la

tioacetamida,se induceen momentospreviosa la necrosis,disminuyedurantela misma y

se elevaposteriormentecon menorintensidad.Estarespuestabifásicasedetectaen todaslas

edadesaunquecon mayorgradoen los animalesde 6 y 12 meses.A los 18 y 30 meses,la

respuesta frente a la misma dosis del hepatotóxico es significativamente menor

(aproximadamenteun 50%) que en los adultos.Esto explicaqueen los animalessenescentes

al metabolizarmenoscantidaddel hepatotóxicoseproduzcatina lesión menosseveraque la

de los animalesadultos.Hay que destacarque los descensosobservadosen el citocromoP-

450 y sistemasmicrosómicosrelacionadosen el punto de máximanecrosis,sedebena su

localizaciónmayoritaria en la región perivenosadel acino hepáticoque es la que resulta

destruidaen el procesode intoxicación (Baron, 1991).

Los enzimasmarcadoresde la lesión hepáticadeterminadosen el presentetrabajo

comprendenla y-glutamil transferasasérica y la glutation S-transferasade hepatocitos.

Ambos enzimas alcanzaronlos valoresde actividad más elevadosen el momento de la

máxima necrosis hepatocelular,y esta elevaciónpuedeser en parte la responsablede la

depleción transitoria del glutation originada por la administración del hepatotóxico.La

glutation S-transferasaes el sistema enzimático más importante de la fase II de la

destoxificaciónya quecatalizala unión del grupotiol nucleofílico del glutationcon aceptores

electrofílicos(Picket y Lu, 1989). Esta actividad se evaluó a lo largo de la edaden la

intoxicación con tioacetamiday pudoobservarsequeseelevadurantela necrosisparaluego
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remitir haciala normalidad.El incrementode la actividadglutation S-transferasafue muy

destacadoen animalesadultos,pero, en animalessenescentes,las variacionesfueron poco

significativasy no puedenrelacionarsecon la deplecióndel glutation, ya que la capacidad

destoxificadorade la glutationS-transferasano dependesólo de su actividadenzimáticasino

tambiénde la disponibilidaddel GSH como sustrato.

Se desconocela verdaderacausade la elevaciónde la actividad de la y-glutamil

transferasa,aunqueseha sugeridoquepuededebersea una seriede factoresrelacionadoscon

la lesión hepática,puesto que parece ser el enzima clave que acopla el transportede

aminoácidoscon el metabolismodel glutation (Meister y Anderson, 1983). Los valoresde

estaactividadenzimáticaseencuentranmuy disminuidoscon la edadobteniéndosea partir

de los 12 meses,valoresdel 7% respectoa animalesde 2 meses.Debidoa su localización

en el dominio canalicularde los hepatocitos,el descensoobservadopuededebersea la

disminuciónen la función hepatobiliarintrínsecao bien producirsecomo consecuenciade

alteracionesen el flujo sanguineoó en el estatushormonal ó bien por descensoen el

transporteactivo de solutosa la bilis (Handíerci al, 1994).Estadiferenciaen los animales

controlesva a repercutir en la respuestaante la agresióntóxica ya que el máximo de

actividad,queaparecea los 12 meses,desciendeprogresivamenteen la senescencia.El hecho

de queel envejecimientoinduzcaincrementosdébilesy no significativosenambasactividades

enzimáticas(GGT y GST), en el momentode la lesión, podría ser una de las razonesdel

retrasoen el procesoregenerativoobservadoen edadesavanzadas.

42.- Metabolismohepáticodel glutationy enzimasrelacionados

El glutationes un tripéptido ampliamentedistribuido en las células de mamíferosy

su concentraciónhepáticase encuentraen el rango milimolar (5-10 mM). Este tripéptido

contribuyea la destoxificacióncelular de xenobióticosendógenos(peróxido de hidrógeno,

lípidos peroxidados,etc) y exógenos,a través de la acciónde la glutationS-transferasay la

glutationperoxidasa.El agotamientodel GSH celulares un hechoque precedea cualquier

fenómenocitotóxico y los cambiosenel cocienteGSH/GSSGimplican unasituacióndeestrés
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oxidativo quejuegaun papel integral en los fenómenosque desencadenanla muertecelular

(Kaplowitz ci al, 1985). La liberaciónde GSSGa través de la membranaplasmáticade los

hepatocitoses un mecanismofisiológico involucradoen el mantenimientodel equilibrio del

GSH entrelos órganos(Sies, 1983),quepuedetambiénresultarafectadopor la tioacetamida.

Antesde realizarun estudiodel efectode la edad sobrelas modificacionessufridas

en los componentesdel ciclo redoxdel glutationy en los enzimasrelacionados,inducidaspor

la administraciónde la tioacetamida,hemosdeestablecerla situaciónen la ~ueseencuentran

los animalesde los distintosgruposparaasíconocersi existendiferenciasen el estadode los

mismosal recibir el xenobiótico. Esto es fundamental,debidoa las enormesdiferenciasque

seproducenen el estadoantioxidanteentrelas distintasespecieso incluso dentrode la misma

especieentrelos distintossexos(Kitani, 1988; Rikans cf cl, 1991; Kitani, 1992). En nuestro

caso, los resultadosestánde acuerdocon los obtenidospor De y Darad (1991), lolzan ci al

(1995) y Christon ei~ al (1995), y seresumenen el cuadrosiguiente:

-C- R-cXDI-{

Gp,-e- CRe

GssG
a

H20

N XDP

NADPH

C 62 DII ~
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El hechode que en la senescenciase produzca,por un lado un incrementoen los

radicaleslibres de oxígenogeneradosespontaneamenteen la respiraciónmitocondrial,y por

otro, el descensoen los nivelesde GSH, va adesencadenarunasituaciónde estrésoxidativo,

demostradapor la disminución del cocienteGSH/GSSH,que conlíevala oxidación de los

grupostiólicos proteicos(54%) y la peroxidaciónlipídica, detectadaporun incrementodel

154% en los nivelesdemalondialdehído.Estasalteracionesen el estadode oxidoreducción

celularobservadoen el envejecimientoconllevana una mayorsusceptibilidadde los tejidos

a sufrir cualquier lesión (Agarwal y Sohal, 1993; Sohal cf al, 1995). Ya hemos visto

anteriormenteque la capacidaddel glutation reducidopara formarconjugadosse encuentra

disminuidaen la senectuddebidoa la menoractividadde la glutationS-transferasay la y-

glutamil transferasa,por lo que, estehechotambiénpuedeinfluir en la hepatotoxicidadde

los xenobióticosque dependendel glutationparasu destoxificación.

En nuestrosexperimentosde hepatotoxicidad,los niveles de GSH disminuyen

notablementeen el momentode máximanecrosishastavaloresde aproximadamenteun 35%

en adultasy viejasrespectoal control. En el casode los animalesde 2 mesesel descensoes

menor, sólo hastaun valor que no superael 57%- Posteriormente,durantela regeneración

estosnivelesserecuperanen todaslas edadesestudiadasexceptoen los animalessenescentes

que aún muestran valores significativos a las 96 horas. El agotamientodel GSH va

acompañadopor una disminucióndel cocienteGSH/GSSG,por la oxidación de los grupos

tiólicos proteicoshepáticosy por una situaciónde peroxidaciónlipídica determinadapor los

niveleselevadosde malondialdehido.Aunqueestasecuenciadeacontecimientosse produce

en todaslas edadesestudiadas,los valoresde nuevoseencuentranalteradosen el tiempo ya

que, los animalesjóvenesy adultosse recuperana las 96 horasmientrasque los senescentes

no. Segúnestosresultados,el GSH por sí mismo no parecesermuy eficaz, en ningunade

las edadesestudiadas,cuandocompite con las macromoléculaspara reaccionarcon los

metabolitosreactivos,ya que seproducela lesión a nivel de proteínasy lípidos hepáticos.

Probablemente,el glutation y su residuocisteina,al sernucleóftlosdébiles,puedenno estar

capacitadosparareaccionarcon electrófilosfuertescomo las especiesreactivasderivadasde

la tioacetamiday, cabela posibilidad,de queambosse encuentrencomprometidos,másbien,

en las reaccionesde oxidoreducción(Cotgreavea al, 1988).El hechode quelos animales
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senescentesmantenganla lesión a las 96 horasde la intoxicación indica, que en edades

avanzadasel organismonecesitamás tiempo paraconseguirla completarecuperación.

No encontramosexplicaciónal hechode quela senescenciatraigaconsigoalteraciones

similaresen intensidada las de los adultos a nivel dedepleciónde glutation, oxidaciónde

tioles proteicose incrementosen malondialdehído,mientrasquela actividadde los sistemas

biotransformadoresgeneradoresdelos metabolitostóxicos y laseveridadde la lesiónhepática

son significativamentemenores. Esto parece indicar que algún otro factor ha de estar

involucradoen la senescenciay habríaque buscarloa nivel de síntesis y degradaciónde

proteínas.

El ciclo redox del glutationjuegaun papelcrucial en la proteccióncelular frenteal

estrésoxidativo, ya queesel responsabledel mantenimientodel equilibrio deóxidoreducción

tiólico de la célula, medianteel sistemaglutationperoxidasa/glutationreductasaacopladoal

par NADPH/NADP~. La generacióndel NADPH, catalizadapor la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa,dependede la presenciade glucosay de su flujo a travésdel ciclo de los

pentosafosfatos.Tantola actividadcomo el nivel del tránscrito de la glutationperoxidasa,

enzimaclavedel ciclo quejuegaun papelimportante,en la destoxificacióndel H202 y en la

eliminación de los hidroperóxidosorgánicosy lipoperóxidos, sufren un incrementoen el

punto de máximanecrosisque seprolongadurantela regeneraciónpara luego retornara la

normalidad.La inducción de la glutationperoxidasaprecedea la inducción de la actividad

de la glutation reductasa,enzimaintegrantedeesteciclo cuyamisión es la regeneraciónde

GSHreducidoy quealcanzasu actividadmáximadurantela regeneración.Cornola respuesta

celularcoordinadafrenteal estrésoxidativoimplica un elevadorequerimientodeequivalentes

redutoresen forma de NADPH, estudiamosla glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa,que se

indujo duranteel procesode regeneraciónpostnecrótica(Díez-Fernándezci al, 1996b).Esta

inducciónno sólo estáinvolucradaen el mantenimientodel estadoredox tisular sino también

en la síntesisdenovo de ácidosnucleicospor su generaciónde ribosa5-fosfato(Molero el

al, 1994). En el casoconcretode las ratassenescentes,la actividadde la glutation reductasa

no experimentavariaciones significativas durantetodo el procesopresentandovalores

iniciales muy elevados que se incrementanpaulatinamenteal final del tratamiento.Sin
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embargo,la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasaseelevabruscamentedurantela regeneración,

siendoextrañoobservarel descensoen su actividada las 96 horascuandola regeneración

aún no ha finalizado.Todo ello nos lleva a sugerir, que otra de las posiblescausasde que

en la senectudel procesode regeneraciónse verifique con más lentitud sea la falta de

coordinaciónentreestosdos enzimas.

Las especiesactivasdeoxígeno(anión superóxido,peróxidode hidrógenoy radical

hidroxilo), seoriginan en el procesode reduccióndel oxígenomolecular. Existen una serie

de mecanismosprotectoresparaevitar queestasespeciesinicien reaccionesen cadena,que

conduciríana la formación de peróxidoslipídicos, dañoproteicoy lesión en el DNA. Uno

de los sistemasmás importantesen la defensacelular frente a la toxicidad del oxigeno lo

constituyela acciónconcertadade la superóxidodismutasay la catalasa.Las dosisoformas

estudiadasde la SOD sufrenen todaslas edadesdescensosen los puntosde máximanecrosis,

pero en el caso de la SOD dependientede Mn, de localización mitocondrial, sufre un

incremento previo a la necrosis. Se sugiereque éstopodría debersea que sólo se produce

02 a nivel mitocondrial y que este enzimaes suficientepara eliminar este radical no

teniendoasí repercusióna nivel citosólico. En nuestro proceso de hepatotoxicidad,la

actividadde la catalasadisminuyeprogresivamentealcanzandolos valoresmínimosdurante

la necrosis,ascendiendoposteriormentehacia lanormalidad,exceptoenanimalessenescentes

dondea las 96 horas todavíaaparecenvaloressignificativos del 60%. El descensoen la

actividad de estos enzimasse producedebido a su localización perivenosaen el acino

hepático,y serésta la zonalesionadaselectivamentepor la tioacetamida.Sin embargo,el

hechode que no seinduzcanadamásque la SOD dependientede Mn y no el resto, puede

indicarnosque, en nuestroprocesode lesión inducida por la tioacetamida,no se producen

niveles importantesde H202, siendo los peróxidos que se generanmayoritariamentede

caracterorgánico,ésto es, producidospor la peroxidaciónde las membranascelulares.

De acuerdocon los resultadosobtenidosen el presentetrabajo, la heterogeneidad

acinarha de influir de maneranotableen el procesode necrosisperivenosay regeneración

inducidaspor cualquierhepatotóxico.De hecho,existenvarios factoresa teneren cuenta:
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a) que las monooxigenasasmicrosómicas responsablesde la biotransformaciónde los

hepatotóxicospredominanen la regiónperivenosa,

b) quelos hepatocitosperiportalescontienendoblecantidaddeglutation quelos perivenosos,

c) que másimportantequela concentracióndel glutationesla distribución intraacinarde las

vías de destoxificación.

Así, coincidiendocon Keraci al (1987),quieneshanestudiadola distribuciónde los enzimas

implicadosen el turnover del glutation en hepatocitosselectivamenteaisladosde la región

periportalo de la perivenosapor mediode perfusióndel hígadocon digitonina-colagenasa,

observamosque las actividadesde las dosisoformasde la superóxidodismutasay la catalasa

seubicanprincipalmenteen las células que rodeanal terminal venoso,que la actividadde

la glutation reductasacitosólicaapareceuniformementedistribuidaen el acino hepáticoy,

quelas actividadesglutationperoxidasay glucosa-6-fosfatodeshidrogenasaseencuentranen

mayorproporciónen los hepatocitosde las zonasperiportales.

4.3.- Procesode regeneraciónhepáticay restauraciónfuncional.

La capacidaddelhígadode los mamíferospararegenerarseen respuestaa la pérdida

parcial de sus propias células es un hecho bien documentado(Michalopoulos, 1990;

Mehendale,1991).La regioselectividadde la necrosistienequeinfluir necesariamenteen el

procesode regeneración,de hecho, se sabeque es la región periportal la que seencuentra

máscapacitadaparael procesoproliferativo (Jungermany Katz, 1982),y por ello, queen

el casodela necrosisinducidapor la tioacetamida,seefectúemedianteunadesdiferenciación

delos hepatocitosadultosqueadquierencaracterísticasde hepatocitosfetales(Díez-Fernández

ci al, 1993).

En nuestro modelo de necrosis-regeneracióna lo largo del envejecimiento, las

variaciones encontradasnos han proporcionadoevidencias respecto a los siguientes

fenómenos:
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(A) diferenciación celular por efectode la edad (poliploidización)

(B) pérdidade la capacidadproliferativa en la senescencia.

Paraestudiarel procesode regeneraciónhepáticapostnecróticadel presentetrabajo,

utilizamos en primer lugar la citometria de flujo con el objeto de determinar

cuantitativamenteel DNA genómicoen poblacionesde hepatocitoscontrol y dehepatocitos

cuyadivisión seencuentrainducida,como sucededespuésde laagresióntóxicanecrogénica.

Este modelo de regeneraciónproporciona un medio idóneo donde estudiar diferentes

poblacionesdehepatocitos:hepatocitosremanentes,hepatocitosdesdiferenciados,en división

y hepatocitosrecién divididos (Camplejohn,1992). En segundolugar, medianteel cálculo

del índicemitótico sobrecortessemifinosde hígadode ratasobtenidosen el momentode la

regeneraciónpost-necrótica,hemospodidovisualizary evaluarel númerorelativode células

en mitosis (hepatocitosen división).

El hígadode los mamíferoscontienehepatocitospoliploides, cuyo númerorelativo

dependede la especiey de la edaddel animal (Saeterci al, 1988; Mossin ci al, 1994).Los

hepatocitosfetalesde rata son mayoritariamentediploidescon una dotaciónde un 85,3% de

células comprometidasen esta fase, un 7,3% en fase de síntesisde DNA y un 7,4%

tetraploides(Díez-Fernándezci al, 1993). Los animalesde 2 mesesmuestranun número

menordecélulasimplicadasen la síntesisdel DNA y en la fase tetraploide,a favor de un

incrementoen la población diploide. A partir de este momentocomienzael procesode

poliploidización (incrementoen la poblaciónde hepatocitosimplicadaen las fases4N y 8N).

El porcentajede la población de hepatocitosimplicadaen la síntesisdeDNA (fase5,) queda

reducidoen magnituda valoresde un 0,9% en animalesde 30 mesesfrenteal 1,4%de los

de 2 meses,mientrasque los de la fase ~2 se incrementande un 0,2% a un 5,2%. Esta

diferenciade magnitudde la población implicadaen la síntesisdel DNA a los 30 mesesse

puedeexplicarpor el hechode que con la edad se pierde la capacidadreplicativa de las

células,pero el númerode célulasen fase~2 (4N -> SN) seelevacon el fin deadquirirun

patrón poliploide. Hasta la fechano existeuna explicaciónclara respectoa la. significación

fisiológica del incrementode la ploidía por efecto de la edad,pero se sospechaque es un

reflejo de grados crecientesde diferenciación celular y del requerimientode hepatocitos
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con grandescantidadesde productosgenéticosdiferentes,pararealizarsu papelmetabólico

multifuncional.Las célulaspoliploidespuedenser mononucleadasy binucleadas,siendolas

mononucleadaslas másdiferenciadasen el desarrollo.

En las ratas de 12 mesesapareceun porcentajede células en fase aneuploide,

concretamentehipodiploide, del 0,9% que se incrementaprogresivamentehastaalcanzar

valores del 3,4% en animalesde 30 meses.Esto sedebea quela apoptosisen estasedades

seproducecomoconsecuenciade un procesofisiológico de renovacióntisular, dondelos

hepatocitosafectadosson aquellosque seencuentranen estadiosno proliferativos,evitando

así la hiperpiasia que conllevadalesiones tisulares (Bursch ct al, 1992). El pico de

aneuploidíadesapareceinmediatamentecon la administracióndel tóxico; algo semejante

ocurreen la evoluciónde los procesostumoralesdondedesaparecenen primera instancialas

célulasaneuploidesa favorde la poblacióndiploide, dotándolasde estemodode unaelevada

capacidadproliferativa y un potencialhacia la inmortalidad (Remvikosci al, 1993).

Edad

(meses)

Hipodiploid

(<2N)

Diploide

(2N)

Síntesis S1

(2N -> 4N)

Tetraploide

(4N)

Síntesis S,

(4N -> SN)

Octoploide

(SN)

2 -~ 72,6 1,4 23,3 0,2 2,5

6 -— 54,4 1,4 33,9 4,0 6,3

12 0,9 48,9 1,4 36,8 4,2 7,8

18 1,2 38,7 1,2 40,8 5,0 13,1

30 3,4 34,3 0,9 40,1 5,2 16,1

El procesode necrosis-regeneraciónsecaracterizapor un cambioen la distribución

de las distintaspoblacionesde hepatocitosya que mientras que, los hepatocitosnormales

presentanunaestabilidaden cuantoa su contenidoen DNA y organizacióncromosómica,los
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hepatocitosen estadoregenerantese encuentraninvolucradosen el procesode proliferación

a través del ciclo de división celular que incluye la síntesisprogramadadel DNA para

duplicar el materialgenómicode la célula antesde su división.

En todoslos gruposdeexperimentacióndel presentetrabajoseproduceun incremento

en la población de hepatocitoscon dotación cromosómicadiploide en el momentode la

necrosis.Esta poblacióncomienzara disminuir despuésde la regeneración,con el fin de

volver a adquirir el patrón característicode cadaedad. El incrementode la población

diploidevieneacompañadopor un descensode los hepatocitostetraploidesy octoploides.El

incrementode la fraccióndiploide en los hepatocitosmadurosindicaqueexisteunaregresión

a estadosmenosdiferenciadostípicosde las célulasen desarrolloo neoplásicas,en las cuales

los hepatocitosadquierencaracterísticasfetales (Cascalesct al, 1992b).

En cuantoa las fasesde síntesisde DNA 5, y ~2 evolucionande nuevode manera

opuesta.Así, en la fase5, los valores más elevadosse alcanzandurantela regeneración

siendosuperioresen los animalesadultosde 6 y 12 mesescon valoresdel 14,4% y 16,3%,

respectivamente,frenteal 12% de los de 2 mesesy el 8,5% y el 2,9%de los 18 y 30 meses,

respectivamente.Es interesantedestacarque el incrementoen la replicación del DNA se

correspondecon un espectaculardescensoen las poblacionespoliploides, lo cual puedeser

un índicede una mitosis aún másaceleradaque la síntesisdel DNA; aunqueno obstante,el

descensoen los hepatocitospoliploides puededebersetambién a que la necrosisafecte

mayoritariamentea las célulaslocalizadasen 62/M. Los bajosnivelesde síntesisobservados

en edadesavanzadasnos indican que los hepatocitosde animalessenescentessufren una

disminución notable de su capacidad proliferativa. Sin embargo, los hepatocitos

comprometidosen ~2 sufrenun descensoen la máximanecrosisquesi bienen edadesjóvenes

se recupera,en edadesavanzadasdesaparecesin alcanzarnivelesdetectablesal final del

períodoestudiado.

El hechode que los animalessenescentestenganuna menorcapacidadproliferativa

sedebea queen edadesavanzadaslas célulaspoliploides sedividen más lentamenteque las

diploides (Gerlunga al, 1992). Seha propuestoquela pérdidade la capacidadproliferativa
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debidaa la edades consecuenciade una activación y/o alteración en la regulaciónde un

inhibidor específicode la síntesisdel DNA denominadoSdit (Norwood y Cray, 1996).Este

productogénico,tambiénconocidocomop2l, WAFl, CIPí y Cap20(El Deiry ci al, 1993;

Gu ci al, 1993; Harper ci al, 1993; Li cf al, 1994), es un factor peptídicoque inhibe la

actividadde los complejosciclina/quinasa-dependientede ciclina (CDK) responsablesde la

progresióndel ciclo celular en su fase G,/S (Xiong ci al, 1993; Hunter, 1993; Ohtsuboy

Roberts, 1993; Petery Herskowitz, 1994; Pines, 1994; Noda, 1994). Estainhibición, que

semanifiestapor unaparadade las célulasen G,, sedebe,a quelos complejosciclina/CDK

son necesariospara la fosforilación de la proteína Rb, producto del gen supresorde

retinoblastoma.Estaproteínajuegaun papel fundamentalen el envejecimientoya que, las

célulassenescentestienen bloqueadala capacidadde fosforilación de Rb en respuestaa

estímulosnormalesde crecimiento(Stein a cl, 1990).

Estadisminuciónde la capacidadproliferativa en células senescentespuedeser una

de las posiblescausasde la lesión que sufreel DNA en edadesavanzadas,ya que al no

producirsela reparaciónde las mismassegenerauna situaciónde inestabilidadgenómica,

caracterizadapor mutacionessomáticastales como sustitución, inserción, translocación,

delección,recombinacióny cambiosen el númerode cromosomas,que desembocaen una

alteraciónde las funcionescelulares(Bohr y Anson, 1995). Sin embargo,también puede

interpretarsecomo un mecanismode defensafrentea la propagaciónde lesionesdel DNA

no reparadas.

A pesardequelas célulasprogenitorasin vivo se localizanen el áreaperiportal,que

esla zonamásoxigenadadelacinohepático,en las fotografíasde cortesde hígadoobtenidas

por microscopia óptica, se observaron mitosis tanto en la zona periportal como en la

perivenosa.Deestamanerapudoevaluarsein siru el procesode regeneraciónpost-necrótica

inducidapor la administracióndela tioacetamida.El cálculodel índicemitótico (IM) sellevó

a caboen la zonaperivenosa,detectándoselos IM máselevadosen los animalesde 6 y 12

meses.En edadesavanzadas,18 y 30 meses,el IM descendiócorroborandocon ello queen

estasedadesla regeneraciónes muchomás lenta.
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Es un hecho conocido que la pérdidade hepatocitosda lugar a la liberación de

factoresde crecimientoséricos (Andus ci al, 1991) que van a ser los responsablesde la

división celularen el procesoregenerativo.Esteefectomitogénicoseha evaluadoen nuestro

modeloexperimentalderegeneraciónpostnecrótica,sometiendocultivos de fibroblastosNIH

3T3 a la acción del suero de ratas tratadascon tioacetamiday posterior medidade la

incorporacióna las célulasde timidina tritiada. Sedetectóunarespuestabifásicaconsistente

en una elevaciónde los factoresde crecimientoen suero24 horasantesde la necrosis,y un

descensoen la actividadmitogénicaen el momentode máximanecrosis.No sesabesi este

descensosedebea una menortranscripciónde estosactivadoresde la proliferacióno a una

apariciónen el suerode factoresinhibidoresqueaparecenen etapasposteriorescon el objeto

de evitar una proliferacióncelular incontrolada.La actividadmitogénicade estos factores

resultó significativamenteelevadaa las 12 horasen animalesjóvenesy a las 24 horasen

animalesadultos, mientrasque fué apenasperceptibleen animalessenescentes.

Teniendoen cuentaquealgunascitoquinassonexcelentespromotorasde la expresión

de la formainduciblede la óxido nitrito sintasa(Curranci al, 1990; Gellerci al, 1993), se

investigó dichainducción midiendola liberación de NO por macrófagosaisladosde ratas

control incubadosen presenciade suerosobtenidosde animalesde distintasedadestratados

con tioacetamida,con el fin de obtenermás información sobre los factoresespecíficos

involucradosen estecasodehepatotoxicidad.Estosmacrófagoscultivadoscx vivodesarrollan

un procesode expresiónde la iNOS semejanteal obtenido en macrófagosobtenidosde

animalestratadoscon lipopolisacárido(Nathan y Hibbs, 1991; Hortelanoci al, 1992). La

producciónespontáneadisminuyócuandolas célulasfueronincubadascon suerodeanimales

tratadosen el momento de máxima necrosis. Este descensopuededebersea que el NO

reaccionacon el anion superóxidogenerandoperoxinitrito, especiereactivainvolucradaen

el procesode necrosis,al participaren la inactivaciónde la aconitasay en la movilización

de calcio mitocondrial con una desenergizaciónparalelade la misma (Castro er al, 1994;

Richter et al, 1994). Sin embargo,los suerosobtenidosen momentosposterioresindujeron

significativamentela iNOS en todaslas edadescon valoressuperioresal propio control. No

obstante,la inducciónfue incrementándoseprogresivamentehastaalcanzarun máximoa los

6 meses(1065%) que luego disminuyóhastaun 239%a los 30 meses.
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La citoquina inflamatoriaTNFz se sintetizaen respuestaal estrés y es uno de los

factoresde activación de la óxido nítrico sintetasamejor conocido.Por ello, en el presente

trabajoseevaluaronsus nivelesen el suerode los distintosgruposdeanimalescon el objeto

deobservarsu influenciaen el procesodehepatotoxicidadinducidapor la tioacetamida.Esta

citoquinaes sintetizadaen hígado, mayoritariamentepor las células de Kupffer (Decker,

1990)en situacionesadversastalescomoel trasplantede médulaosea,rechazode trasplantes,

shock endotóxico y hepatectomíaparcial (Rock y Lowry, 1991). Su papel en los

acontecimientosinicales del proceso de regeneraciónhepatocelularestánperfectamente

establecidos(Satoh y Masatoshi, 1992). En nuestro caso, el TNFx muestra valores

significativamenteelevadosen sueroobtenidode ratasque se encontrabanen el punto de

máxima regeneración,valores que son superioresen suerode animalesde 6 y 12 meses

frente al resto de las edades estudiadas, verificando así los resultados obtenidos

anteriormente. La determinación del TNFaen suerode ratasintoxicadascon tioacetamida,

esun ejemplo de la variabilidad queexperimentaestefactora medidaque transcurrela edad

ya queesen suerode ratasjóvenesdondeeste factor inicia su aparición24 horasantesque

en suerode ratasde 6/12 mesesy 48 horasantesque en el de 18/30 horas.

Aunquelas personasde edad avanzadason las que consumenmásmedicamentos,la

mayoriadeestudiossobrela eficaciade fármacoshastala fechasehan realizadoen personas

jóvenes (Yuen, 1990); por ello, que el presente trabajo pueda proporcionarnuevos

conocimientosen los mecanismosdel envejecimientoy en algunosaspectosde la patología

asociadacon la senescencia,ya que hemoscomprobadoquela vida mediade los xenobióticos

sealteracon la edaddebidoa:

(1) que las reaccionesde la fase 1 de biotransformaciónson más lentas, y

(2) que disminuyela disponibilidaddel GSH para formarconjugados(FaseII),

hechosambosque conducena una disminuciónen la eliminaciónde fármacos.
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Las investigacionesincluidas en la presenteMemoria incluyen resultadosque bien

podríanserextrapoladosa humanos,si se consideraque el dañooxidativo al DNA producido

por los radicaleslibres, seestimaen un orden de magnitudsuperioren los roedoresqueen

el hombre. (Fraga ct al, 1990). Tambien hay que teneren cuenta que en murinos las

cantidadesdecitocromoP-450son 10 vecesmenoresque en humanos,y que ambosposeen

las mismascantidadesdeFAD monooxigenasa(Rodrigues, 1994).

Este estudio, además,abre un amplio campode gran interés para investigar la

administraciónde fármacoso medicamentoshepatotóxicosconjuntamentecon antioxidantes

conocidos.Entre estosantioxidanteshay que destacarlos ¡3-carotenos,la asociaciónde la

vitaminaC y la vitaminaE o la melatonina,Estaúltimaposeeunaactividadantioxidantemás

potentequeel propioglutationporsu independenciade interaccióncon receptoresy su efecto

en todos los compartimentossubeelulares(Reiter, 1995). Estasasociacionespodríanremitir

las reaccionesadversasque se producenen personasde edadesavanzadas,las cualessufren

alteracionesen el equilibrio oxidativo, que pueden determinaruna disfuncionalidaddel

sistemainmune, pérdidadde la integridad funcional de los lípidos de membrana,de las

proteínascelularesy de los ácidosnucleicosquecontrolan la traduccióny expresióngénica

celular (Meydanici al, 1995).
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5. CONCLUSIONES

1.- La capacidadde respuestadel hígadode ratafrentea la agresióntóxica de la tioacetamida

estáalteradacon la edad. Así, el dañohepáticoinducido muestraun retrasoen la aparición

de la lesión en animalesde 6 a 30 mesesy un incremento,tanto en su severidadcomoen la

extensiónde la zona necrosadaen los de 6 y 12 meses.El retrasoen la recuperacióndel

perfil normal esmuy acusadoen las ratassenescentes.

2.- La severidadde la lesión dependede la actividaddel sistemamicrosómicoimplicado en

la biotransformaciónde la tioacetamida,la FAD monooxigenasa.En comparacióncon los

animalesadultos, las ratasviejasmuestranuna menoractividaddel sistemamonooxigenasa

y en consecuenciauna lesión menossevera.En todas las edadesestesistemapresentanuna

respuestabifásicafrenteal hepatotóxico.

3.- La deplecióndel glutation observadaen la máxima necrosis se recuperaen todas las

edadesestudiadasexceptoen los animalessenescentes.Del mismo modo, la oxidaciónde los

grupos tiólicos proteicosy el incrementoen la peroxidaciónlipidica se mantieneen ratas

viejasduranteun períodode tiempo superior.

4.- Las actividadesde la glutation peroxidasa,la glutation reductasay la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa,que forman partedel sistemade defensaantioxidante,sufren incrementos

paulatinosy notorios a medida que transcurrela edad. Frente a la agresión tóxica, la

respuestade la glutation peroxidasaantecedea la de los otros dos enzimas;aunquehay que

destacarqueen ratassenescenteslos cambiosen estasactividadesno severifican de manera

paralela.



CONCLUSIONES Página ¡SS

5.- Las actividadesde las dosisoformasde la superóxidodismutasay de la catalasaseelevan

notablementepor efecto de la edad. Respectoal procesode intoxicación, los descensos

significativos en estos enzimas, coincidentescon la necrosis, se deben a su ubicación

selectivaen la región perivenosadel acino, que es la que resulta lesionada.Durantela

regeneraciónhepatocelularseinduceparalelamentelaactividady la expresiónde los mismos

hastaalcanzarel valor inicial en todas las edades,exceptoen los animalessenescentes.

6.- Porefectode la edad,el DNA genómicomuestrauna tendenciahacia la poliploidización

y una hipodiploidía, que se inicia a los 12 mesesy se eleva en edadesmás avanzadas.

Durante la necrosisy regeneración,los perfiles de DNA muestranla desapariciónde las

poblacionespoliploides,y en animalessenescentesunapérdidade la capacidadproliferativa.

7.- El estudiodel suerode ratasdespuésde la administraciónde tioacetamidademuestraque

los factoresdecrecimientoy citoquinasseliberan al sueroa las 24 horasde la intoxicación,

alcanzandoel máximo durantela regeneración.Los valores máselevadosse registranen

suerodeanimalesde 6 y 12 meses,son menoresa los 18 mesesy mínimosa los 30 meses.

8.- Los problemasmás importantesde la senescenciafrente a la hepatotoxicidad,que se

deducendeestosresultadosson, la disminuciónen la eliminaciónde xenibióticosy el retraso

en la regeneraciónhepatocelulary la restauraciónde la funcionalidad hepática. Por ello, la

conclusióna nivel clínico y farmacológicoes que las dosis administradasa pacientesde

avanzadaedad han de ser cuidadosamentecontroladas por presentarestos una mayor

susceptibilidada situacionesde estrésoxidativo.
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