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As punishment for stealing fire and giving it to humans,
the Greek god Zeus banished Prometheus to be chained
to a rock on Mt. Caucasus. As part of his punishment,
a bird of prey would peck out his liver daily, and every

night his liver would regenerate.
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L
1. INTRODUCCION

Los seres vivos, a lo largo de la vida, sufren multitud de cambios metabdlicos y
funcionales que van a influir en su respuesta ante distintos estimulos. La capacidad de
respuesta frente a la agresion toxica es mayor en el higado que en cualquier otro érgano
debido a su mision clave como via primaria de destoxificacion; sin embargo, esta propiedad
le puede acarrear su propia lesion, al generarse metabolitos, en ocasiones mds toxicos que
la sustancia de partida (Berry er al, 1992; Boelsterli, 1993). Durante el desarrollo y el
envejecimiento, las modificaciones que ocurren en los seres vivos tanto en los mecanismos
hepdticos de biotransformacion y eliminacion de agentes téxicos como en los relativos a la
lesién hepatocelular y posterior reparacién, han de influir en la toxicidad de dichos agentes.
El estudio de las variaciones producidas en la lesion hepdtica y en el proceso de regeneracion

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

Las especies reactivas de oxigeno derivadas del oxigeno molecular, que se forman de
manera espontdnea durante la respiracién mitocondrial, se consideran hoy parte importante
en el proceso del envejecimiento. A su vez, los radicales libres, incluyendo las especies
reactivas de oxigeno, se producen en las células durante procesos patoldgicos producidos por
agentes toxicos. Este es el caso del proceso de biotransformacidon de xenobidticos por el
sistema microsdmico monooxigenasa de funcidon mixta dependiente del citocromo P-450,
donde se generan, por una parte intermediarios reactivos derivados del xenobidtico, y por
otra, especies activas de oxigeno, H,0, y O, derivadas por reduccidén del oxigeno molecutar.
H,0, y O,” pueden a su vez reaccionar en presencia de metales (reaccién de Fenton) y dar
lugar a especies de oxigeno mds téxicas como “OH y oxigeno singlete (Aust er af, 1993). El
desequilibrio metabdlico que producen en el higado estos agentes, puede jugar un papel
importante en las modificaciones de los mecanismos de respuesta frente a la agresion toxica

en edades avanzadas.
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Las células han desarrollado mecanismos de defensa frente a la generacion de estos
radicales, pero en casos de intoxicacién masiva o continuada estos sistemas defensivos
celulares pueden ser superados, lo que condiciona la situacion de estrés oxidativo (Sies,
1985; Halliwell, 1987; Emerit, 1994; Mochida er af, 1992). En circunstancias extremas, la
agresion oxidativa inducida por xenobidticos puede llegar a ocasionar la muerte celular
{Nicotera er al, 1992), que va precedida por una pérdida de equivalentes de glutation (Reed,
1990), una marcada oxidacion de los grupos tidlicos de las proteinas (Kyle er al, 1989),
peroxidacién de los lipidos de la membrana (Minotti y Aust, 1992) y elevacion del calcio
citoplasmatico (Duthie y Arthur, 1993). En condiciones de prolongada exposicion a dosis
bajas de xenobidticos, no inmediatamente citotoxicas, se pueden causar modificaciones

gendmicas, lesion y rotura en las cadenas del DNA (Birnbotn, 1982).

Por ello, en el presente trabajo se ha estudiado en ratas, en un rango que fluctua
desde los 2 meses hasta los 2 anos y medio de edad, la hepatotoxicidad de una dosis subletal
de tioacetamida. La eleccidn de este xenobidtico se debe al amplio conocimiento gue tenemos
de la necrosis hepatocelular y el posterior proceso regenerativo, evidenciado en ratas jévenes
de 2 meses de edad (Cascales et ¢f, 1992a; Diez Ferndndez, 1992; Diez Fernandez er «l,
1993: Diez-Ferndndez et af, 1996a; Diez-Ferndndez ¢t af, 1996b). La lesion se asocia con
una serie de alteraciones hepdticas debidas a la formacion de metabolitos reactivos derivados
de este agente hepatotdxico, como es la tioacetamida S-éxido (Chieli y Mavaldi, 1984).
Ademds la formactén masiva de estas especies quimicas reactivas trae consigo una situacion
de estrés oxidativo con todas las caracteristicas descritas anteriormente (Nicotera ef af, 1985;

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

El efecto del envejecimiento sobre los sistemas involucrados en la detensa
hepatocelular frente al estrés oxidativo originado por la hepatotoxicidad de agentes quimicos,
presenta en la actualidad un gran interés farmacoldgico y clinico. Es un hecho reconocido

que la poblacidn senescente, en progresivo incremento en nuestra sociedad, requiere cada vez
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mayor atencion debido a que exhibe mayor incidencia de reacciones adversas por efecto de
los farmacos. En la mayoria de los casos estas reacciones adversas son inesperadas debido
al desconocimiento que atin existe acerca del efecto de la edad sobre los mecanismos de
biotransformacion que afectan a la vida media de los medicamentos, influyendo sobre su

toxicidad o sobre su accidén farmacoldgica.

El estudio de la interaccidén de farmacos sobre el higado senescente presenta otro
aspecto importante, ya que las personas de edad al estar sometidas a mayor cantidad de
sustancias medicamentosas, presentan un mayor riesgo de sufrir alteraciones patoldgicas
severas. Estas alteraciones pueden derivar del efecto de 1a propia edad sobre la vida media
de los medicamentos, cuyas dosis pueden convertirse en letales en el caso que el proceso de
biotransformacion sea mds lento, o pueden no ejercer su efecto terapéutico si su
biotransformacion es mds rdpida, caso en el que uno de ellos tenga la capacidad de inducir
la biotransformacién de los otros. En este caso, la induccion del sistema monooxigenasa (P-
450) puede generar un exceso de radicales libres y especies reactivas de oxigeno que
incremente la toxicidad de los farmacos 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 disefio de pautas terapéuticas especificas de la edad.
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1.1.- El higado: arquitectura y distribucién heterogénea de enzimas en el parénquima

hepdtico

El conocimiento de la anatomia y fisiologia hepdticas es absolutamente indispensable
para interpretar cualquier investigacién que tenga como base el higado o sus células. En la
rata adulta el higado constituye el 4-5 % del peso del cuerpo. Tiene cuatro l6bulos:
izquierdo, medio, derecho y caudado; los tres iltimos, compuestos a su vez por dos
subldbulos. El higado recibe un doble aporte de sangre, la arterial con elevada presién, a
través de la arteria hepdtica (AH) y la venosa con menor presidn, a través de la vena porta
(VP), que procede del drenaje venoso esplénico. La arteria hepdtica aporta oxigeno mientras
que, la vena porta transfiere las sustancias nutritivas absorbidas por el tracto gastrointestinal,
para su metabolizacidn y eliminacién. El eflujo de la sangre se verifica a través de una vena
comin, la wvena hepdtica (VH). La circulacion y la excrecion biliar estdn
compartimentalizadas para facilitar el intercambio entre la sangre y los hepatocitos. La arteria
hepética (AH) asciende directamente del eje celiaco y se divide en dos ramales gdstrico y
gastroduodenal, siguiendo a través del ligamento hepatoduodenal como propia arteria
hepdtica, antes de bifurcarse e introducirse en los segmentos del higado. La vena porta drena
el efluente venoso del tracto digestivo (VMS) y del bazo (VE). En los mamiferos, la vena
porta representa el Uinico canal venoso que atraviesa otro drgano, el higado, antes de retornar
al corazén. Al igual que la arteria hepdtica, la vena porta se bifurca en ramales que se
distribuyen en los segmentos hepdticos. Por tdltimo, la sangre arterial y la venosa portal
confluyen en el sinusoide (S), capilar recubierto por un endotelio que posee poros o fenestras
a través de los cuales circula €l plasma sanguineo, y de ahi drenan, via vena hepadtica, en el
interior de la vena cava inferior. Observaciones directas de las oscilaciones en el flujo de la
circulacién sinusoidal sugieren que el intercambio (entrada y salida) del flujo sanguineo
sinusoidal se regula mediante esfinteres. En algunas especies, las paredes de las venas
hepéticas poseen esfinteres musculares potentes, pero en los humanos las paredes de estos

canales vasculares son muy finas (Jones, 1990).

El higado estd formado por siete clases de células, que se clasifican en

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

perisinusoidales también llamadas lipocitos, células Tto o "fat storing cells”.

w
HIGADO

AQORTA

BAZO

VE: vena hep'itlca VMS vena mesenténca supenor

La célula del parénquima hepdtico es el hepatocito, que constituye aproximadamente,
el 60 % del total de las células del higado y el 80% del volumen hepdtico. Los hepatocitos
estdn orientados en cordones, compuestos por una fila simple de células (Desmet, 1992),
excepto en neonatos y nifios hasta la edad de 4-5 anos que tienen dos filas, separadas del

sinusoide vascular por el llamado “espacio de Disse”, el cual constituye un micro-ambiente
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intersticial donde se localizan las células Ito y fibras de coldgeno tipo I y III (Geerts er al,
1990). El canaliculo estd localizado en el polo opuesto al sinusoide. Los hepatocitos son
células poliédricas, con niicleo central redondeado y abundante citoplasma. Su membrana
plasmdtica tiene tres dominios morfoldgica y funcionalmente distintos: perisinusoidal,

intercelular y pericanalicular.

- Celula de KupHet

Swnusoide
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Perisinusoidal: Constituye el 37% de la superficie celular. Posee estructura de
microvellosidad con el objeto de aumentar la superficie de contacto con el espacio de Disse;
lo cual unido a su elasticidad y al contenido en componentes matriciales de dicho espacio,
facilita el intercambio con el flujo sanguineo. Esta zona de la membrana tiene menor
contenido en colesterol y mayor fluidez que el resto de los dominios y en ella se ubica la
bomba de Na*-K*-ATPasa (Sellinger er al, 1990), del cotransporte Na* -HCO;, de la
proteina ligada a la bilirrubina y a los dcidos grasos, asi como, del transportador acoplado

de Na' para la liberacidn de sales biliares.

Intercelular: Ocupa el 50% de la membrana plasmdtica. Es una regidn especializada en la
comunicacion y adhesion intercelular, que interviene activamente en la secrecion biliar, ya
que al estar localizada a ambos lados del canaliculo constituye una barrera canaliculo-
sinusotdal. Se considera una "barrera bio-electrolitica” al ser permeable selectivamente a

distintos cationes, hecho a su vez controlado por hormonas y xenobidticos.

Pericanalicular: Engloba el 13 % restante de la superficie plasmdtica. Este dominio tiene sus
propias caracteristicas morfoldgicas y funciones especializadas. La pared del canaliculo biliar
estd formada por una estria (hemicanaliculo) en un lateral de la membrana plasmdtica de dos
hepatocitos adyacentes. El elevado contenido en colesterol de este dominio explica su bajo
grado de fluidez, lo cual influye en la actividad de las glicoproteinas integrales de la
membrana con funciones enzimdticas. Aqui se localiza la proteina transportadora de sales
biliares del canaliculo y los sitios de reabsorcion del glutamato y de 1a glicocola. Entre sus
contenidos enzimdticos destacamos la S'nucleotidasa, la y-glutamil-transferasa, la fostatasa

alcalina y la leucina aminopeptidasa.

Esta polaridad secretora de las células parenquimdticas, que hace funcionar al higado
simultdneamente como glandula exocrina y metabdlica, requiere una perfecta organizacion
del sistema intracelular para encaminar asi los productos generados hacia los distintos

destinos (Desmet, 1990).
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Se encuenira ailin en debate el concepto de una unidad estructural de higado que
englobe la totalidad de las células hepéticas para formar vna unidad funcional. El clésico
Iébulo en su modificacién de "zona falciforme" se caracteriza por una zona de flujo de
sangre directamente del tracto portal que forma zonas de equipotencial hemodindmico. El
acino, por el contrario, se define como un influjo lineal de sangre que forma estructuras de
tipo granuloso de equipotencial hemodindmico alrededor del eje vascular aferente. De
acuerdo con el flujo sanguineo pueden delimitarse dos regiones, tanto en el acino como en
la zona falciforme de los 16bulos: la regién periportal (aferente) regada por sangre rica en
oxigeno, sustratos y hormonas, y la regién perivenosa (eferente) que recibe sangre pobre en
oxigeno, sustratos y hormaonas, pero rica en CO, y otros productos (Scheuer, 1980). Por todo
ello, anatémicamente, los hepatocitos estdn distribuidos en tres dreas, definidas por su
proximidad a los terminales circulatorios: periportal, mediozonal y perivenosa; mientras que
funcionalmente se considera que los hepatocitos residen en acinos, compuestos por tres zonas

metabadlicas:

Zona 1: Mayor parte de sustratos y oxigeno. Se considera cercana al drea periportal.

Zonas 2 y 3: Menor proximidad al aporte vascular.

il o

sl o
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Como la calidad y composicidn de la sangre cambia a su paso por el sinusoide, puede
asumirse que la localizacion de las células en las diferentes zonas del parénquima hepdtico,
cualguiera que sea la organizacion funcional que posean, han de tener estructuras, capacidad
enzimatica y funciones diferentes. Asi, morfoldgicamente los hepatocitos perivenosos, tienden
a ser de mayor tamafio que los periportales, poseen el reticulo endoplasmico liso mas

desarrollado y cuentan con una menor cantidad de lipidos citoplasmaticos (Popp y Cattley,
1991).

A nivel del merabolismo energérico oxidarivo, el catabolismo de aminodcidos y dcidos
grasos a acetil CoA es posible sélo en presencia de oxigeno; por tanto, los hepatocitos
periportales se encuentran equipados preferentemente con alanina aminotransferasa, tirosina
aminotransferasa y S-hidroxibutiril CoA deshidrogenasa. El catabolismo inicial de la glucosa
(en su parte glucolitica), como también la lipogénesis, son procesos exergénicos posibles en
ausencia de oxigeno; por ello, las células perivenosas son las que poseen predominantemente
los enzimas clave de la glucolisis: 1a glicoquinasa, la piruvato quinasa y enzimas generadores
de NADPH, todos ellos implicados en la sintesis de dcidos grasos. Un proceso que depende
del NADPH, como la ureogénesis a partir de aminodcidos, mecanismo general de
destoxificacion se localiza también en la zona perivenosa. Todos los hepatocitos catalizan la
oxidacion final a CO,, pero las células periportales al recibir mds oxigeno, parecen tener
mayor capacidad para el metabolismo oxidativo ya que, su volumen mitocondrial es mads
elevado asi como las actividades de los enzimas del ciclo tricarboxilico y de la cadena
respiratoria. La gluconeogénesis es un proceso endergénico que ha de acoplarse al
catabolismo oxidativo, de aqui su localizacion predominante en las células de la region
periportal, con la presencia de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, la fructosa 1,6~
bisfosfatasa, la glucosa-6-fosfatasa y la lactato deshidrogenasa. El metabolismo del glucdgeno
parece estar distribuido heterogéneamente dentro del parénquima hepdtico ya que, todos los
hepatocitos pueden sintetizar y degradar glucdgeno, pero el tiempo y la velocidad de estos

procesos son diferentes en células periportales y perivenosas (Jungermann y Katz, 1982).
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Respecto a la biotransformacién de xenobidticos, el higado es el principal organo
encargado de esta mision. Las sustancias extranas son destoxificadas por oxidacion, reduccidn
o hidrélisis y posterior conjugacion. La oxidacién estd en su mayoria catalizada por
hidrolasas (monooxigenasas) dependientes del NADPH, ubicadas en el reticulo endopldsmico
liso. Este reticulo predomina en la regién perivenosa y puede inducirse en esta zona por una
serie de sustancias (Waxman y Azarotf, 1992). Por ello, no solo los enzimas generadores de
NADPH, sino también los enzimas consumidores de NADPH como ia citocromo P-450
NADPH reductasa y la glutation reductasa predominan en las inmediaciones del terminal
venoso. Sin embargo, la glutation peroxidasa y el glutation en su forma reducida predominan
en la regidn periportal (Kera et ¢/, [987). Puede, por tanto, concluirse que los hepatocitos
perivenosos muestran una susceptibilidad incrementada frente a la agresién electrofilica de
los metabolitos reactivos ya que, no sélo llevan a cabo la biotransformacién de los
xenobidticos sino que ademds se encuentran dotados con un menor equipo protector (Katz

y Jungermann, 1993).

1.2.- Edad y senescencia

La edad es un proceso complejo que implica cambios a nivel morfoldgico vy
bioquimico tanto en células aisladas como en érgano entero. Entre las diferentes teorias sobre
la edad, la que mds interés ha despertado ha sido la que responsabiliza a los radicales libres
de oxigeno del dafio generado en el proceso del envejecimiento (Harmon, 1992). Se define
como radical libre a una molécula o d&tomo que posee un electron desapareado en su orbital

mads externo.

El principal productor de radicales de oxigeno en los organismos aerobios es la
mitocondria (Lezza er al, 1994), ya que bajo circunstancias fisioldgicas normales, utiliza
aproximadamente ¢l 98 % del O, celular a nivel del citocromo a,, citocromo del estado 4 de
la cadena de transporte de electrones de la respiracidn mitocondnal. Un pequeno porcentaje
(del I al 4%) del O, incorporado por la mitocondria, genera especies reactivas de oxigeno

como el radical superdéxido (0,7) o el perdxido de hidrégeno (H,0,).
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ESPACIO
INTERMEMBRANAL

e e + 2H* e + H* e + H*
* 0,—> 0, —> H,0, T> ‘OH ——> H,0
A
H,O

No obstante, no sélo es la mitocondria la responsable de la generacién de estas
especies ya que también se producen en otros organulos celulares como son los peroxisomas,
donde la aminoacido oxidasa, la acil-CoA oxidasa y la urato oxidasa generan H,0,, o los
microsomas, donde el citocromo P-450 cataliza reacciones de monooxigenacién con
produccién de radical superdxido y perdxido de hidrégeno por mecanismos dependientes de
NADPH. Tanto el radical superéxido como el peréxido de hidrégeno no poseen una elevada
reactividad frente a las macromoléculas, sin embargo, en presencia de ciertos complejos de
metales de transicién como el hierro o el cobre pueden reaccionar entre si, reaccién de
Fenton o Harber-Weiss, y dar lugar al radical hidroxilo (‘OH) de alta reactividad

(Zimmerman et al, 1990).
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La generacidn continua de estas sustancias prooxidantes se controla por la existencia
de mecanismos celulares de defensa llamados antioxidantes, reductores o secuestrantes que,
se encuentran compartimentalizados de forma estratégica en los diferentes orgdanulos
subcelulares. La superdéxido dismutasa dependiente de Mn, la glutation peroxidasa
dependiente de Se y la glutation reductasa se ubican en la mitocondria, donde se produce la
mayor parte de los radicales de oxigeno, mientras que, la superéxido dismutasa dependiente
de Cu-Zn, la catalasa, la glutation peroxidasa independiente de Se y la glutation reductasa

se localizan en el citosol (Yu, 1994).

Entre los sistemas antioxidantes no enzimdticos, la vitamina E o «-tocoferol reacciona
con los radicales libres de oxigeno y facilita, conjuntamente con la glutation peroxidasa, el
blogueo de la peroxidacidn lipidica (Amimoto et @/, 1995). La melatonina es una hormona
producida principaimente en la glindula pineal y a cuyas actividades como controladora de
la madurez sexual, de la respuesta inmune y reguiadora de la temperatura corporal hay que
anadir su mision como antioxidante liposoluble mds eficaz que la propia vitamina E o el
glutation frente al radical hdroxilo (Tang er af, 1993 Pieri ¢f «f, 1995); ademads, actiia como
moduladora de los enzimas generadores de radicales libres dependientes del citocromo P-450
y oxido nitrico sintasa y como estimuladora de la actividad de la glutation peroxidasa
(Barlow-Walden er af, 1996). Sin embargo, el glutation reducido (GSH) es el sistema
antioxidante més importante del citosol ya que es el tiol de bajo peso molecular mds
abundante, capaz de reaccionar directamente con las especies reactivas de oxigeno y
productos de la peroxidacién o bien conjugarse con los metabolitos reactivos (Redd, 1990).
Para mantener la integridad celular, los sistemas de defensa actian concertadamente con los
mecanismos responsables de la reparacidn del proceso oxidativo de las macromoléculas. La
concentracion de GSH, el estado redox GSH/GSSG y los niveles tidlicos influyen en el DNA
bien modulando su sintests (Suthanthiran e af, 1990} o bien protegiéndole del daiio oxidativo
(Bellomo et al, 1992); ademas se ha descrito que existe una relactdn entre la division celular

y el contenido en grupos tidlicos de origen proteico y no proteico (Principe ef af, 1989).

Si los mecanismos de defensa antioxidantes son insuficientes para contrarrestar la

excestva produccion de especies reactivas, tienen lugar una serie de alteraciones celulares que
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desembocan en una situacion de estrés oxidativo, la cual puede llegar a afectar de manera
irreversible la viabilidad celular y la funcionalidad del drgano (Shigenaga er af, 1994). Bien
conocida es la lesién oxidativa producida sobre el DNA, no por el O, o el H,0,, sino por
el ‘OH (Breen y Murphy, 1995). Del mismo modo, se originan lesiones a nivel de los lipidos
de membrana, que alteran su fluidez, estructura y funcion (Slater, 1984). Menos conocidos
son los efectos y consecuencias de las especies reactivas de oxigeno sobre las proteinas, las
cuales dan lugar a perdxidos proteicos que consumen antioxidantes y moléculas de unidn a
proteinas que reducen metales de transicion (Simpson ef «f. 1992), Ademads, con la edad se
producen cambios conformacionales en los enzimas debido a errores en la traduccion vy la
contformacion de las proteinas a nivel de racemizacion de aminodcidos, desaminacion,

glicosilacion, oxidacion, etc. (Stadtman, 1992).

Si la produccidn de radicales libres es el factor clave que relaciona el dano oxidativo
con el envejecimiento, es de esperar que &sto se refleje directamente y en primera instancia
a nivel de las propias mitocondrias. Existen varias caracteristicas de las mismas que nos
inducen a pensar en su contribucién al envejecimiento ya que, en ellas no sdlo se consume
el 98% del oxigeno sino que también el DNA mitocondrial estd tan empaquetado que todo
¢l codifica y al carecer de histonas y poliaminas que puedan protegerlo, su reparacidn es
minima si se compara con la del DNA nuclear. Ademds, las membranas mitocondriales al
ser ricas en acidos grasos altamente insaturados son muy susceptibles a sufrir peroxidacion
lipidica (Barja, 1996). De hecho, las especies mas longevas como son algunos pdjaros o
incluso el hombre han demostrado tener una menor proporcion de dcidos grasos insaturados
de 4 0 mds dobles enlaces por sustitucion de araquiddnico por linoleico, lo cual influye en
la funcionalidad de la cadena de transporte de electrones y con ello en la disminucion de la
produccidn de radicales libres (Pamplona ef o/, 1996). Con la edad se incrementan los niveles
del mutdgeno 8-desoxiguanidina, disminuyen los niveles de dcidos grasos poliinsaturados, se
producen transcripciones andmalas, descienden el complejo [ y IV de la cadena de transporte
electrénico, dnicos complejos codificados por el DNA mitocondrial a diferencia de fos I y
Il codificados por el DNA nuclear, y se produce una pérdida de la produccién energética
con el consiguiente incremento en los niveles de oxidantes al reaccionar los grupos carbonilos

de las proteinas oxidadas con grupos amino libres (Shigenaga e af, 1994; Richter, 1995;
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Gadaleta, 1995; Ames et al, 1995; De la Asuncion er af, 1996).

La solucién ideal para evitar el envejecimiento todavia no se he encontrado, aunque
estd bien establecido que la restriccion de la dieta incrementa la longevidad de los animales
en un 43% al conseguir un mantenimiento de la proteccidn antioxidante y prevenir asi el
dano celular degenerativo. De este modo se produce un aumento en las actividades de la
catalasa, superdxido dismutasa, glutation S-transferasa y glutation reductasa y una
disminucion en la produccion de O,7, H,0, y del estado 4 de la respiracion mitocondrial (Yu,
1993; Sohal et ¢/, 1994). También se ha abierto una nueva via de estudio con la revelacion
de la capacidad antioxidante de la melatonina, ya que con ella, existe una posibilidad de

regulacion hormonal del estrés oxidativo (Yu, 1995).

En higado de rata, el crecimiento durante el desarrollo normal se caracteriza por una
progresiva poliploidizacién que va unida a una disminucion de la fraccidon de hepatocitos
diploides (2N) (Gerlynk er ¢f, 1993). Los hepatocitos fetales de rata y los obtenidos durante
las 3 primeras semanas de vida son en su mayor parte mononucleares diploides y asi se
mantienen durante los 3 primeros meses de vida; a partir de este punto, comienza el proceso
de poliploidizacidén con la aparicion sucesiva de células tetraploides y octoploides, siendo el
50-70% de los hepatocitos adultos, mononucleares tetraploides (Saeter er «f, 1988; Tamura
et al, 1992). A partir de este momento la progresion de la poliploidia va haciéndose mads
acusada. El incremento en la ploidia se puede reconocer por microscopia éptica, como un
aumento en el tamaio del nicleo. La evaluacién de 1as poblaciones celulares de acuerdo con
la ploidia es relativamente complicada, debido a la existencia de cinco fenotipos diferentes
de hepatocitos: diploides mononucleados (2N) con un niicleo diploide; tetraploides
binucleados (2x2N), que contienen dos nicleos diploides; tetraploides mononucleados (4N)
con un niicleo tetraploide; octoptoides binucleados (2x4N) con dos nicleos tetraploides; y
octoploides mononucleados {(8N) con un solo nicleo octoploide. Poco se sabe adn acerca de
la significacion fisiologica de la dependencia entre ploidia y edad, aunque se cree que la
poliploidia refleja una mayor diferenciacion y una necesidad de cantidades mds elevadas de

genes para satisfacer el papel multifuncional metabdlico de los hepatocitos.
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El hecho de que al menos una parte de los hepatocitos diploides pueda considerarse
como poblacion de células precursoras a partir de las cuales se desarrollan hepatocitos
poliploides mds diferenciados, indica el interés en la distribucidn del DNA en las poblaciones
que surgen durante los estadios de regeneracion hepdtica y hepatocarcinogénesis. Cualquier
tratamiento que prevenga o disminuya la poliploidizacion (o diferenciacidn) y cause una
expansion de la poblacidn de hepatocitos diploides, que es lo que ocurre en la proliferacion
hepatocelular postnecrética, puede considerarse que eleva el riesgo de cancer. Este riesgo
sobreviene porque las células 2N se encuentran menos protegidas que las 4N y 8N frente a
las posibles consccuencias oncogénicas de las lesiones hepdticas. Se ha sugerido, que la
poliploidia se encuentra asociada con una disminucion del crecimiento celular. Sin embargo,
otros estudios indican que las células mononucleares de todas las ploidias proliferan a
velocidades similares durante la regeneracidon hepdtica. Por tanto, parece ser que las
variaciones en la velocidad de crecimiento se deben a la existencia de diferentes programas
(regeneracion versus desarrollo) mds que a las diferencias intrinsecas en la capacidad de
proliferacién de las poblaciones con diferentes ploidias. El cambio en la ploidia, puede estar
estimulado por la exposicién a agentes quimicos, de manera semejante a lo que ocurre tras
una hepatectomia parcial, dando lugar a la conversion de hepatocitos binucleares diploides
en mononucleares tetraploides, por un proceso de citoquinesis amitética (Popp y Cattley,

1991).

Existe un interés, cada vez mayor, por el estudio de los efectos edad sobre la
toxicidad de los xenobidticos, ya que la frecuencia de estas lesiones hepdticas puede variar
considerablemente con el paso del tiempo. La respuesta tdxica a muchos agentes quimicos
depende de su biotransformacion a metabolitos reactivos (tioacetamida, acctaminofeno,
paracetamol, etc) o no reactivos (fenobarbital, mortina, etc). En el envejecimiento parece ser
que se incrementa la sensibilidad al efecto hepatotéxico de los xenobidticos (Schmucker,
1985, Bezzoijen, 1984). Se sabe que la edad afecta a los enzimas microsdomicos que dependen
del citocromo P-450 (Rikans, 1989), pero mientras unos autores describen que el sistema
microsomico oxidasa de funcion mixta disminuye por efecto de la edad (Schmucker y Wang,
1981}, otros describen el efecto contrario (Maloney er af, 1986). La disponibilidad del

glutation para la formacion de conjugados disminuye con la edad, lo cual eleva la
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hepatotoxicidad de firmacos que dependen del glutation para su destoxificacion (Spearman
y Leibman, 1984). Otros estudios han descrito que la expresion génica de la SOD v la
catalasa, los enzimas directamente encargados de eliminar el H,0, y el radical superdxido,
va siendo menor a medida que transcurre la edad, mientras que la glutation peroxidasa se
incrementa en el mismo rango (Liu y Mori, 1993; De Quiroga et «I, 1990). Son muchos los
pardmetros hepdticos que sufren fluctuaciones por efecto de la edad, y especialmente
interesantes son aquellos relacionados con el metabolismo de hepatotdxicos, como se

demuestra en el presente trabajo.

1.3.- Evolucién del daiio y muerte celular. Apoptosis versus necrosis

Aunque durante mucho tiempo se ha considerado gue la muerte celular surge como
consecuencia de procesos patologicos, ahora se sabe que la muerte de algunas células supone
un fendémeno fisiolégico necesario para el desarrollo normal y la renovacion celular. El
estudio de la morfologia de las células que mueren, ha revelado dos modelos diterentes de

muerte celular denominados necrosis y apoptosis (Wyllie, 1981).

La necrosis tiene lugar, generalmente, en condiciones patologicas, Las células que
sufren necrosis se hinchan y muestran una disrupcidn de las membranas externas e internas,
con prominencias en la membrana plasmatica. Puede observarse una fase prenecrética en la
que el reticulo endopldsmico se dilata y las mitocondrias aparecen también hinchadas. Las
alteraciones necrdticas irreversibles se manifiestan, a menudo, por expansiones en el volumen
de las mitocondrias que van acompaiadas por disrupcion de a estructura mitocondrial, la
disolucion de orgdnulos y la ruptura de la membrana plasmatica (McConkey y Orrenius,
1991). Los patrones de necrosis se pueden reproducir en animales, siendo similares a los
descritos en casos de personas que han estado expuestas a diferentes productos quimicos y

drogas, y se pueden clasificar en tres grupos en funcion de la zona del acino danada.

La necrosis perivenosa es con mucho la mds frecuente, en animales expuestos de
forma aguda a agentes hepatotdxicos, y tiene lugar en el drea central del lobulillo hepitico,

donde los hepatocitos necrosados aparecen rodeando la terminacidn de la vena central. Por
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su distribucidon morfoldgica la necrosis perivenosa se denomina también centrolobular, central
o de la zona 3 del acino, haciendo referencia a la zona metabdlica. La intensidad de la zona
necrosada depende de muchos factores entre los que cabe destacar la composicion quimica
del agente tdéxico, la dosis y frecuencia de la administracion, la interaccién con otras
sustancias, etc. La necrosis, se presenta generalmente como una lesion coagulativa que puede
limitarse a una simple fila de hepatocitos alrededor de la vena central, o extenderse a traveés
del I6bulo. Las células presentan frecuentemente una apariencia homogénea opaca, por la
pérdida de particulas de glucogeno. Las mitocondrias aparecen hinchadas. Eventualimente las
células se vacuolizan y puede haber una calcificacion. El micleo de la célula muerta aparece
contraido y basofilo, picndtico, con actimulos de cromatina; se puede romper en pequenos
fragmentos disemindndose por el citoplasma (carioresis) o disolverse y desaparecer
progresivamente (cariolisis). El tejido necrosado va normalmente unido a un proceso
inflamatorio. [La necrosis perivenosa comienza a repararse a las 24 horas de su inicio y sélo
queda una fibrosis minima, en la zona de necrosis, en caso de que se dafien las células

sinusoidales,

La necrosis mediozonal, es la menos frecuente. Consiste en una banda de necrosis,
equidistante entre la zona porta y la vena central; generalmente es una zona muy estrecha,

que atecta solo a dos o tres filas de células de la region media del 16bulo.

En la necrosis periportal, menos frecuente que la perivenosa, los hepatocitos
necrosados rodean al terminal porta. Su localizacion se trata de explicar, teniendo en cuenta,
que ¢l drea periportal es la primera que entra en contacto con la toxina que se encuentra en
la sangre, lo que sugiere que los hepatocitos periportales, pueden recibir dosis mayores de
sustancia toxica, por la mayor actividad metabdlica de esta zona, con una mayor tension de

oxigeno que el drea perivenosa (Popp y Cattley, 1991).

La apoptosis es una forma especial de muerte individual que se ha descrito como
suicidio celular (Bursch er af, 1992). Al contrario que en la necrosis, no hay liberacion del
contenido intracetular y no se presentan células propias de procesos inflamatorios, como

neutrofilos y macrofagos. Los orgdnulos citoplasmaticos de las células apoptoticas se hacen
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mds compactos, aunque las mitocondrias, en apariencia, continuan intactas. A veces,
aparecen protuberancias en la membrana nuclear. Existe una condensacidn caracteristica de
la cromatina, la cual se ha relacionado con la actividad de nucleasas enddgenas dependientes
del calcio. En sus primeras fases, las células apoptéticas se contraen y pierden el contacto
con las células adyacentes. Sufren condensacién del citoplasma, pérdida de las estructuras
especializadas de superficie, condensacién y fragmentaciéon de la cromatina nuclear y
formacién de protuberancias en la superficie celular. A continuacién, las protuberancias de
la superficie celular se separan en miltiples cuerpos apoptéticos que contienen fragmentos
nucleares y organulos intactos y que se caracterizan histoldgicamente por su estructura
eosinofilica, con cromatina densa y a veces fragmentada. Algunos cuerpos apoptoticos son
fagocitados por células residentes hepéticas o por fagocitos. En el higado, la apoptosis se
presenta con una frecuencia muy baja (1 por cada 10° células) y se restringe en principio al
drea perivenosa, representando la pérdida fisiolégica de los hepatocitos senescentes. Aparece
incrementada en higado que ha sufrido una hiperplasia inducida por mitégenos que regresa

a su tamano normal tras haber eliminado el mitégeno (Cascales e af, 1990a).

NECROSIS
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Numerosos agentes quimicos, asi como otros estimulos toxicos, pueden lesionar las
células y originar en ellas una secuencia compleja de reacciones que culminen en fa muerte
celular, La lesion originada por xenobidticos conduce a menudo a la muerte celular por
necrosis en caso de fallar los sistemas endogenos necesarios para mantener el equilibrio
homeostético celular, o por apoptosis en caso de iniciarse el proceso activo apoptogénico.
Hasta la fecha, 1os intentos para la identificacién de las reacciones celulares que tienen lugar
en caso de intoxicacién celular, se han encontrado entorpecidos por la gran variedad de
alteraciones que tienen lugar en el interior de la célula cuando se lesionan los mecanismos
reguladores de la homeostasis. Muchas de estas alteraciones van unidas a una pérdida de la

viabilidad sin que sean ellas mismas la causa de tal pérdida.

Inmediatamente después de la agresion toxica, las células sufren una serie de cambios
bioquimicos y morfoldgicos. Una de las primeras respuestas de los hepatocitos frente al
ataque de una gran variedad de hepatotoxinas, es la aparicidon de prominencias en la
superficie de la membrana plasmadtica. Este fendmeno surge antes de que se observe cambio
alguno en la permeabilidad celular y es irreversible. Se cree que la muerte celular
sobreviene, en sus ultimas consecuencias, por la ruptura de estas protuberancias con la
consiguiente pérdida del contenido celular (Lemasters er «f, 1987). Cada vez son mds
evidentes las prucbas que llevan a considerar que la perturbacion de fa homeostasis del calcio
se asocia a la toxicidad de muchos compuestos. Sin embargo, no se sabe con certeza, cuales
son las reacciones que, una vez iniciadas por tal perturbacion, propagan la lesion. Parcce que
podrian encontrarse involucrados en este proceso fendmenos tales como la disrupcion del
citoesqueleto, la activacion de enzimas degradativos, como las proteasas y la tosfolipasa A2
y la estimulacion de Ja endonucleasa y la poli-(ADP-ribosa) polimerasa. El estado actual de
los conocimientos permite proponer el siguiente esquema: a) formacion de especies quimicas
reactivas, b) deplecion del glutation y modificacion de los tioles proteicos y ¢) aumento del

calcio citosdlico.

a) Formacion de especies quimicas reactivas:

Muchos compuestos muestran su toxicidad a través de metabolitos reactivos, o como
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resultado de la generacion de especies reactivas de oxigeno. l.a mayoria de los xenobidticos
que son transformados por el citocromo P-430 hepdtico a metabolitos reactivos, causan
necrosis perivenosa, lo cual parece debido a que la mayor concentracion de citocromo P-450,
se encuentra en esta zona del acino. La regidn periportal, con alto contenido en oxigeno,
contiene asimismo la mayor parte de los enzimas del metabolismo intermediario para la
sfntesis de las proteinas plasmdticas y para el metabolismo de carbohidratos y lipidos. La
necrosis de la region periportal se suele asociar con una accién hepatotdxica directa de los

agentes que penetran en el higado por la vena porta y son agresivos sin ser bioactivados.

El ritmo mediante el cual el citocromo P-450 se une a los diferentes sustratos que han
de ser biotransformados, puede elevarse mediante la administracidn de agentes inductores del
sistema microsémico monooxigenasa (Ayrton ¢f af, 1991), entre los que se¢ encuentra el
fenobarbital (Bars y Elcombe, 1991). La respuesta adaptativa a estos agentes, da lugar a un
incremento del reticulo endopldsmico liso (SRE) y de la actividad monooxigenasa del
citocromo P-450. De esta manera se induce la expresién genética de al menos dos isoenzimas

dependientes del citocromo P-450, la epoxido hidrolasa y la glucuronil transferasa.

b) Deplecion de glutarion y modificacion de los tioles protéicos:

Los compuestos tdxicos intermediarios son capaces de reaccionar con los
constituyentes celulares hepdticos, entre los que hemos de destacar los grupos tidlicos
proteicos, fo que puede conllevar a la muerte celular (Pessayre, 1987). Los metabolitos
reactivos electrofilicos reaccionan con el grupo tiol, nucleéfito, del glutation y también con
los grupos -SH, de las proteinas, con lo cual desaparece ¢l GSH y se origina una arilacidén

o alquilacion de las proteinas celulares.

Por otro lado, 1os radicales libres (RL) actiian atrapando un dtomo de H™ de un lipido
insaturado dando lugar a un radical lipidico, que fija oxigeno y forma un radical lipo-
peroxido. El lipoperdxido reacciona con un segundo lipido insaturado y origina un
lipohidroperdxido y un segundo radical lipidico, responsable de la propagacion del proceso

de peroxidacion. La glutation peroxidasa transforma el hidroperdxido lipidico en alcohol
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(lipido-OH) con la oxidacion concomitante del GSH en GSSG; el GSSG formado se reduce
mediante la accion de la glutation reductasa y se regenera el GSH. La actividad de la
glutation reductasa consume NADPH, coenzima suministrado por las deshidrogenasas
dependientes del NADP™, del ciclo de las pentosas fosfato, principalmente fa glucosa 6-

fosfato deshidrogenasa:

R.L. 0,

lipido,-H > lipido, i

> lipido,-O0

lfpido,-00 + lipido,-H ———— > Ifpido,-O0H" + lipido,

glutation peroxidasa
lipido-OOH' + 2GSH > lipido-OH + GSSG + H,0

glutation reductasa
GSSG + 2ZNADPH > 2GSH + NADP*

Cuando el hepatocito se encuentra sometido a una situacion de estrés oxidativo, se
produce GSSG a una mayor velocidad, lo cual altera el equilibrio del par GSH/GSSG. El
GSSG formado en exceso tiene que salir del hepatocito. La extrusion del GSSG origina
consecuentemente un descenso en la concentracion de GSH hepdtico. La disminucion det
cociente GSH/GSSG va acompanado de una oxidacion de los grupos -SH, de las proteinas

(Diez-Fernandez ¢t al, 1996a).

¢) Elevacion del calcio citosdlico:

Todas estas alteraciones, de no solventarse a tiempo, van a traer como consecuencia
la muerte celular por incremento del calcio citosdlico, ya que la membrana plasmdtica
alterada por peroxidacion lipidica o fijacion covalente dejard entrar calcio en grandes

cantidades (Lauterburg, 1987). La disminucion de NAD(P)H, observada en ciertas
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situaciones de estrés oxidativo, aminora la capacidad mitocondrial para acumular calcio. La
oxidacion de los tioles proteicos disminuye la actividad de las ATPasas dependientes del
calcio del reticulo endopldsmico y de la membrana, lo cual permite que el calcio penetre
libremente en el citosol, que no se acumule en la mitocondria ni en el reticulo endopldsmico
y que no encuentre rechazo suficiente que le obligue a salir del hepatocito (Nicotera ef af,
1990; Bennett y Williams, 1992). El resultado s un aumento importante y prolongado del
calcio en el espacio citopldsmico del hepatocito, que finaliza con la muerte celular. Los
efectos citotdxicos inducidos por el incremento del calcio intracelular originan alteraciones
en el citoesqueleto que se asocian con la aparicién de prominencias en la membrana
plasmatica (Jewell er al, 1982), la activacion de las fosfolipasas dependientes de calcio que
lesionan la membrana y la activacién de proteasas neutras, también dependientes del caicio

(Nicotera er al, 1986).

1.4.- Mecanismos de defensa hepatocelulares frente a la agresién toxica

Una de las caracteristicas de los organismos vivos es su capacidad para superar las
lesiones producidas por agentes fisicos o quimicos y para ello cuentan con una serie de
mecanismos de defensa que, a grandes rasgos, pueden clasificarse en dos categorias: la
primera categoria, comprende todos aquellos procesos de los que se vale la célula para
prevenir la lesién después del ataque nocivo: la segunda, engloba los mecanismos de
respuesta para superar la lesion una vez producida, mediante 1a renovacidn y cicatrizacion
del tejido. El estudio de los procesos que participan en la prevencion de la lesion celular o
tisular, ha ocupado la atencidn de los investigadores durante mucho tiempo y ha sido sélo
hace poco cuando, aquellos sistemas encargados de la regeneracion celular y {a restauracion

tisular han empezado a interesar de manera especial.
La biotransformacion de las sustancias tdéxicas se realiza mayoritariamente en el
higado donde tienen su sede las reacciones de Oxido-reducidn, hidrélisis y conjugacion. Estos

procesos se agrupan en las fases siguientes:

Fase 1. constituida por reacciones donde intervienen las oxidoreductasas e hidrolasas,
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encargadas de incrementar la polaridad de la molécula para facilitar su excrecion, atn con

el riesgo de generar metabolitos tdxicos.

Fase II: la constituyen reacciones de conjugacion con glucurdnido, sulfato o glutation.
Aunque la reaccion entre el glutation y los grupos electréfilos puede ocurrir de manera no
enzimdtica, la conjugacion se realiza mediante la accion de un grupo de enzimas, conocido
como glutation S-transferasas, presentes en citosol (Koss ¢r af, 1991). En las reacciones
catalizadas por las glutation S-transferasas, el dtomo de azufre del GSH proporciona los
electrones para el ataque del sustrato electrofilico. Ef conjugado asi formado sale de fa célula
y se hidroliza eliminando el residuo glutamilo y glicocola y se excreta como mercapturato,
derivado acetilado del conjugado de cisteina. La y-glutamil transferasa, cataliza el primer
paso en la degradacion del glutation extracelular y un incremento en su actividad, contleva

una accién protectora frente a la deplecion de glutation (Rajpert-De Meyts er af, 1992),

Fase 111: de eliminacion mediante una bomba GS-X dependiente de ATP localizada en el
dominio canalicular de la membrana plasmdtica del hepatocito. Esta bomba tiene tres
dominios bien caracterizados: dominio P bajo el que se realiza el proceso de la fostorilacion,
dominio G de reconocimiento del glutation y dominio C con mayor afinidad por la zona

hidrofébica del correspondiente S-conjugado (Ishikawa, 1992).

1.4.1.- Sistemas microsomicos de destoxificacion

En los microsomas de los hepatocitos existen dos tipos distintos de mono-oxigenasas,
que difieren en su composicidon y mecanismo, y que se conocen en funcidn de su grupo
prostético como monooxigenasas dependientes del citocromo P-450 y mono-oxigenasas

dependientes de flavina (Jakoby y Ziegler, 1990).

El citocromo P-450 es realmente una superfamilia, compuesta por cuatro familias
génicas y subfamilias de enzimas que se definen en base a los aminodcidos que las forman,
Las diferentes familias se denominan con las letras "CYP", seguido por un nimero (I-1V),

que designa fa familia y una letra maydscula, para la subfamilia, y otro nimero (ardbigo)
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para indicar la forma individual (Gonzdlez, 1992). Poseen estructura de hemoproteinas, que
contienen hierro, con protoporfirina IX como grupo prostético. Las diversas formas del
citocromo P-450 difieren con respecto a la estructura primaria de la apoproteina, y como
consecuencia presentan distinta especificidad por los sustratos. Un sustrato puede ser
catalizado por varios isoenzimas, conociéndose un total de 20 isoenzimas (Jeffery, 1991).
Recientemente, se ha avanzado mucho en el estudio del citocromo P-450 humano, mediante
purificacién de proteinas (Cholerton er !, 1992). Es importante la capacidad genética de los
diferentes isoenzimas del citocromo P-450 en el metabolismo de xenobidticos, ya que la
definicién genética de alguno de estos isoenzimas puede ser de prondstico fatal frente a
cualquier tipo de intoxicacién, ficilmente superable por individuos normales (Guenguerich,
1989). Junto con el citocromo P-450, la actividad del sistema monooxigenasa depende de otro
enzima, el NADPH-citocromo P-450 reductasa. Se trata de una flavoproteina, que transfiere
electrones al citocromo P-450 y usa NADPH como equivalente reductor (Porter y Coon,
1991). Al aumentar la actividad del citocromo P-450, se incrementa la de la NADPH-
citocromo P-450 reductasa. El sistema monooxigenasa de funcidn mixta se encuentra
asociado a otra hemoproteina denominada citocromo by, cuyo papel atin no estd perfectamente

esclarecido (Kyle y Farber, 1991).
ROH RH
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La primera monooxigenasa con flavina en su estructura fue purificada en higado de
cerdo como un enzima que catalizaba oxidaciones dependientes de NADPH y O, en
xenobidticos nucleofilicos; hoy en dia se ha visto que todas las existentes son proteinas
integrales de membrana localizadas en diferentes tejidos con un alto grado de homologia
entre si. Son proteinas tetraméricas con subunidades idénticas y un mol de FAD por
subunidad (Ziegler, 1993), presentando un amplio espectro de accién y con actividad
demostrada sobre pesticidas y otros xenobidticos tanto inorgdnicos (Ziegler, 1990) como
orgdnicos con nitrégeno (Ziegler, 1988) azufre (Hodgson y Levi, 1988), fdasforo (Smyser y

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

1.4.2.- El glutation como sistema antioxidante enddgeno

El sistema antioxidante enddgeno estd constituido por antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos. Entre los enzimaticos podemos hablar de 1a superoxido dismutasa, la catalasa,
la glutation reductasa y la glutation peroxidasa y entre los no enzimdticos se encuentran el
glutation, el dcido ascdrbico, y el dcido tirico como compuestos hidrosolubles y la vitamina
E, los carotenos y la melatonina como liposolubles (Groot, 1994; Pierrefiche y Labarit,

1995).

El glutation se encuentra en todos los tejidos de mamiferos, pero su importancia es
mayor en los drganos mdas expuestos a toxinas exdgenas, como es ¢l caso del higado. Dentro
de la cé€lula, puede considerarse al GSH mitocondrial como la defensa principal frente al
estrés oxidativo fisioldgico generado en la respiracién celular y supone un objetivo critico
para las especies toxicas de oxigeno y los metabolitos electrotflicos. El higado ademads, juega
un papel muy importante en la homeostasis del glutation, ya que es el encargado de
suministrar GSH a drganos extrahepdticos a través de sistemas transportadores de membrana
localizados en el polo sinusoidal y en el polo canalicular del hepatocito. Ambos sistemas de
transporte exhiben caracteristicas, algunas de las cuales comunes, como puede ser que ambos
sean bidireccionales y electrogénicos. Entre las caracterfsticas diferentes se encuentra la
atinidad por el GSH y especificidad por cis-inhibicién y trans-estimulacion por aniones

organicos (Ferndndez-Checa et al, 1993). Cabe resaltar también que las mezclas de disulfuros
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pueden afectar notablemente el transporte de GSH a través del sinusoide (Lu er al, 1993).

El glutation realiza su accién como antioxidante enddgeno de manera coordinada con

los sistemas enzimdticos nombrados anteriormente y que se resume en el siguiente esquema:

H,0, ¢—22——0;

Catalasa
—-—-—P-H20+02

R- R-8G
I
Glutation-8
rtransferasa
GP G6PDH
ROH 4/ \ GSSG /\NADPH"/
HZO

SISTEMA ANTIOXIDANTE ENDOGENO

Los radicales libres en forma de anion superdxido (O,°) generan H,0, mediante la
SOD. Este enzima existe en el organismo en dos formas moleculares: la SOD Cu-Zn
abundante en el citoplasma y sensible a cianuro, dimérica y con un peso molecular bajo y
la SOD Fe-Mn localizada en mitocondria, tetramérica e insensible a cianuro. El H,0,
generado en el paso anterior puede ser sustrato de dos enzimas: la catalasa y la glutation
peroxidasa; el segundo parece ser el enzima mds importante, ya que su localizacién a nivel
citoplasmdtico y mitocondrial le hace mds accesible que la catalasa que, se ubica
exclusivamente en fraccion soluble. La glutation peroxidasa, ademds, tiene la capacidad de
eliminar peréxidos no sélo inorgdnicos sino también orgdnicos como pueden ser los que
aparecen en el proceso de la peroxidacidn lipidica. El GSSG formado tiene que ser eliminado

bien directamente via biliar o puede reducirse a GSH mediante la glutation reductasa,
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presente de igual modo en citosol y mitocondrias, precisando para elio el NADPH generado

por la glucosa-6-fostato deshidrogenasa (Inove, 1994).

La relacion entre las dos formas del glutation (GSH/GSSG) es uno de los marcadores
del estado redox tidlico tisular y su alteracion tiene un efecto importante sobre el estado de
oxido-reduccidn de los grupos tidlicos proteicos que influyen en la actividad de procesos
como son la catdlisis enzimdtica, la sintesis de proteinas y la unién a receptores (Gilbert,

1982).

1.5.- Regeneracién hepitica post-necrética

La pérdida de las propias células del higado puede deberse a tres causas: infeccidn,
intoxicacion quimica o hepatectomfa parcial siendo la respuesta celular aparentemente la
misma en cualquiera de estos tres casos. EI modelo de regeneracién hepdtica mas utilizado
para el estudio de la respuesta proliferativa sincronizada se consigue en ratas por
hepatectomia de porciones de higado que pueden superar hasta un 70% del total. Sin
embargo, la caracterizacion de pardmetros relacionados con la proliferacion celular post-
necrdtica presenta un gran interés desde el punto de vista fisiopatoldgico y clinico
(Mehendale, 1991) va que el higado responde a una agresion tdxica que implique necrosis
hepatocelular, induciendo la division de los hepatocitos remanentes. De esta manera, el
higado lesionado es capaz de recuperar tanto la masa como el mimero de células inicial en
un periodo no superior a dos semanas. Experimentos con timidina tritiada han puesto de
manifiesto un elevado porcentaje de niicleos marcados con tritio en higado en regeneracion
en comparacion con higado control, asi como una mayor proporcidn de nicleos hepdticos con
un contenido tetraploide u octoploide de DNA ya que, los hepatocitos con nucleos poliploides
son prueba de un estado de division celular rdpida tipico de regeneracion hepdtica. Durante
mucho tiempo se ha creido que la pérdida en la masa hepatocelular era el agente que
desencadenaba la divisién de las células remanentes, pero en el caso de higados de ratones
transgénicos con una supresion somdtica del gen que codifica para el plasmindgeno activador
tipe uroquinasa fusionado con un promotor de la albimina (Sandgren er af, 1991), se ha

observado regeneracién hepatocelular de las células residentes en los nddulos sin que existan
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pérdidas en la masa o en el nimero de células hepdticas. Esto indica que el agente
desencadenante tiene que ser algun indicador de la funcidn hepdtica y que, sdlo cuando la
masa hepdtica satisface la demanda de funcionalidad es cuando la proliferacion celular cesa

en respuesta a la senal que indica que la regeneracion estd completa.

Aungue son células altamente diferenciadas que se encuentran en estado quiescente,
los hepatocitos tienen la capacidad de dividirse para reemplazar a las células que se han
danado. En condiciones normales la capacidad proliferativa del higado es muy baja y el
hepatocito se encuentra en la fase GO/G1 del ciclo de divisién celular, lo cual no impide que
el higado sea uno de los tegjidos del organismo transcripcionalmente mads activo. La baja
incorporacién de precursores metabdlicos en la molécula de DNA, se debe a que un
porcentaje muy bajo de los hepatocitos (< 1%) se encuentra en la fase S (Cascales y Martin-
Sanz, 1990a). Los hepatocitos en regeneracion, antes de su division, se pueden reconocer por
pérdida del citoplasma baséfilo (dispersion de ribosomas desde el reticulo endopldsmico

rugoso) y deplecion de glucégeno, observdndose, ocasionalmente, mitosis.

La proliferacién del parénquima hepdtico comienza en las zonas periportales y se
desplaza posteriormente hacia las dreas perivenosas. De esta manera, en un plazo de 2 a 3
semanas, el segmento hepdtico remanente recupera tanto el ntimero de células como el peso
originario del higado. En el curso de esta hiperplasia compensatoria, el 90% de los
hepatocitos se divide entre las 24 y fas 48 horas después de la hepatectomia (Michalopoulos,
1990). Para entender la regulacién del crecimiento hepdtico es fundamental conocer [os
cambios que tienen lugar en la funcién del hepatocito después de la hepatectomia parcial. La
regeneracion hepdtica parece presentar una respuesta bifdsica; durante el primer "round” de
division, son los hepatocitos tas unicas células hepdticas que se encuentran involucradas en
la replicacidn del DNA (fase S con maximo a las 24 horas) y en la actividad mitdtica (fase
M con maximo a las 30 horas). El segundo “round" mitético ocurre 24 horas mas tarde, es
menos sincronizado y en €l participan todas las células hepdticas, parenquimales y no
parenquimales {(Fausto, 1992). Durante las transiciones proliferativas se verifica la
desdiferenciacion celular, proceso que implica una regresion de las células adultas hacia un

estado mds primitivo,
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Después de la administracion de una dosis elevada de un hepatotoxico, el higado sufre
necrosis hepatocelular debida al mecanismo de bioactivacion de la toxina. Por mecanismos
atiin no completamente esclarecidos, el higado responde estimulando la divisién y con ello la
regeneracion hepatocelular. A dosis débiles del hepatotdxico, la necrosis afecta solo a pocas
células y la regeneracion tiende a iniciarse aproximadamente a las 6 horas, desapareciendo
a las 24 horas los sintomas de lesién. Es frecuente que reaparezca con posterioridad alguna
muestra de lesion remanente y que entre las 36 y las 48 horas tenga ugar una segunda fase
de division celular (Mehendale, 1991). El extraordinario fendmeno de la regeneracién
hepdtica va unido a otro no menos notable. Las células recién divididas son resistentes a la
accion citotéxica de agentes quimicos. Por tanto, ademds de la reposicion de las células y de
la restauracién de la morfologia hepatolobular, merced a la propiedad de resistencia que
poseen las nuevas células, el tejido hepdtico se encuentra capacitado para superar la
inminencia de una agresion tdxica en las fases posteriores, evitando, por una parte, la
expansion de la lesion y por otra, acelerando el proceso de la recuperacidn total (Mangipudy
et al, 1995). La aparicion del fenoripo resistente en los hepatocitos es una respuesta
adaptativa del higado frente a una amplia variedad de xenobidticos. Esta resistencia es un
mecanismo de adaptacion clonal (gen mdr/) para sobrevivir en un ambiente hostil, el cual
se encuentra involucrado en la promocién tumoral y en la resistencia a la quimioterapia de

muchos canceres humanos (Abraham er af, 1993).

Recientemente s¢ ha descubierto un método de gran valor como diagndstico de rutina
para detectar las células proliferantes, que ha permitido evaluar la regeneracioén hepatica en
muestras humanas. Este método utiliza anticuerpos monoclonales frente a un antigeno nuclear
de células proliferantes (PCNA), factor auxiliar de la DNA polimerasa § (Fairman, 1990).
La deteccidn inmunohistoquimica de este antigeno no depende de la incorporacion de
marcadores externos, como la bromodeoxiuridina o la timidina tritiada y se ha demostrado
que algunos anticuerpos anti-PCNA pueden aplicarse con éxito a tejidos fijados con formol

e incluidos en parafina (Kamel er ¢/, 1991; Kayano et af, 1992),
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1.5.1.- Renovacién celular hepatica

El desarrollo embrionario del higado se inicia a las 3 6 4 semanas de gestacion a
partir del mesodermo. En el interior del mesénquima del septum transversal, se diferencia
y crece una masa de células progenitoras inmaduras que pueden diferenciarse, unas en el
linaje hepatocitico (hepatoblastos), mientras que otras, las que se encuentran en contacto
directo con el mesénquima que rodea al terminal porta, pueden transformarse en células de
la placa ductular que se diferencian en el linaje biliar epitelial (Terada y Nakanuma, 1993;

Cascales, 1994).

Interesa conocer de qué manera pueden intervenir las células precursoras en el
proceso de la regeneracion hepdtica. En condiciones normales la renovacion celular en higado
es muy baja y la mayoria de sus células epiteliales se encuentran en estado quiescente (Reid,
1950). Los hepatocitos adultos diferenciados, sin embargo, mantienen la capacidad de uno
o dos "rounds” de replicacion y pueden responder rdpidamente a cualquier agresion hepdtica
que conlleve una pérdida moderada de células. De la misma manera que los hepatocitos, las
células del conducto biliar mantienen la capacidad de replicarse y responden a la obstruccion
biliar y a otras formas de enfermedad del tracto biliar con la proliferacion de estas células.
Hay casos, sin embargo, en los que parece ser que desaparece la capacidad regenerativa de
los hepatocitos maduros y el higado necesita recurrir a poblaciones precursoras para restaurar
su funcionalidad. Existen dos hipdtesis en relacion con la intervencion de las células

precursoras en el proceso de regeneracion hepdtica;

- primera, la hipédtesis del flujo hepdtico vectorial o "streaming liver" que sugiere que el
higado, al igual que ia piel o el intestino, posee una poblacion celular activa precursora que
reemplaza continuamente a aquellas células maduras que han perdido su capacidad de
proliferar {Arber y Zajicek, 1990). Los hepatocitos que se generan en la region periportal,
migran a velocidad casi constante y mueren, al final de su perfodo de supervivencia, en la
regidn perivenosa. Por tanto, si los hepatocitos periportales son las células que proliferan
después de la hepatectomia parcial, el compartimento de células precursoras o progenitoras

ha de ubicarse en esta region del acino. Esta teoria tiene una gran aceptacion, pero
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investigaciones mds recientes rechazan la renovacién vectorial de los hepatocitos en el
interior del acino, y proponen que ésta puede realizarse en cualquier punto del parénquima

hepdtico (Schuler y Salvi, 1991).

- y segunda, la que propone la existencia de células pluripotentes "facultativas”, a modo de
una pequena poblacién de células durmientes que se multiplican sélo cuando el higado sufre
una lesién tan grave que aborta la capacidad regenerativa de los hepatocitos maduros, son
las células precursoras pluripotentes hepdticas las que se activan. Esto da lugar a la
proliferacién rdpida de las células precursoras inmaduras que expresan marcadores tanto de
las lineas celulares precursoras de los hepatocitos (hepatoblastos) como de las lineas celulares
precursoras del epitelio biliar. Estas observaciones han hecho que a estas lineas celulares se
las denomine hepatocitos ductulares y que se sugiera la existencia de una similitud de éstas
con las células ovales debido a que poseen un potencial de diferenciacion bidireccional.
Posteriormente estas células se diferencian en hepatocitos y células epiteliales biliares (Gerber

y Thung, 1993; Travis, 1993).

Uh epitelio
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@ transicion
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Se ha descrito la existencia de células progenitoras del epitelio del conducto biliar en
higado adulto humano (Sell, 1991). Cuando estas células entran en estado proliterativo, lo gue
ocurre en casos de colestasis, expresan una molécula de adhesion celular neural (Roskhams
y Van Den Oord, 1990). Esta molécula no se encuentra en células epiteliales adultas y es
tipica de células epiteliales embrionarias durante el proceso normal de diferenciacion. La
expresion de esta molécula por células del tracto biliar en proliferacidn, es un indice de la

existencia de células progenitoras en la formacion de nuevos canaliculos biliares.

Las células ovales son células epiteliales que proliferan rdpidamente en higado de rata
por efecto de los téxicos que inducen lesidn hepdtica severa. Son células pequenas, redondas,
con una elevada relacidn nucleo/citoplasma que surgen en el drea periportal del acino
hepatico expandiéndose con gran rapidez hacia la region perivenosa. Constituyen una
poblacidn procedente de la proliferacion de células precursoras multipotentes. Para considerar
a las células ovales como células precursoras hepdticas es necesario demostrar que poseen
una serie de propiedades tales como: elevada capacidad de replicacidén, caracteristicas de
hepatoblastos fetales y capacidad de diferenciarse en los dos linajes, el hepatocitico y el
biliar. Estd bien defimdo que las células ovales poseen una elevada capacidad de replicacion
y un ciclo de vida corto. Después de la exposicion a un hepatotéxico estas células son, entre
todas las células hepaticas ensayadas, las que incorporan los niveles mas elevados de timidina
trittada. La proliferacidn de las células ovales se encuentra bajo un control estricto. También
las c€lulas ovales muestran una elevada expresion de oncogenes asociados con el ciclo de
division celular como el ¢-myc, ¢-fos y ¢-ras. Por ejemplo, las células ovales expresan altos
niveles de la protefna p53, producto de un gen supresor que controla la entrada de las células
en el ciclo de division celular. Un argumento mds en apoyo de las células ovales como
presuntas representantes de las células progenitoras hepdticas, es que algunas de ellas se
asemejan a hepatoblastos por su elevada expresion de «-fetoproteina y moderada expresion
de albtiimina. Las células ovales contienen el mRNA de 2,3 kb de la o-fetoproteina,
caracteristico de los hepatocitos fetales, que se encuentra ausente en hepatocitos maduros.
Por tltimo, ciertas células ovales coexpresan marcadores de superficie considerados
especificos de c€lulas hepdticas maduras, tanto de las células del tracto biliar como de los

hepatocitos adultos (Sirica y Mathis, 1990).
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La mayor parte de las células ovales desaparecen por apoptosis y no se diferencian.
Estd demostrado que las células ovales remanentes se diferencian en el linaje biliar, pero no
esta atn del todo claro que puedan diferenciarse en ¢! linaje hepatocitico. La primera
evidencia de esta diferenciacién ha sido la identificacion de células intermedias entre las
células ovales y las hepatociticas en ciertos modelos de hepatocarcinogénesis quimica; estas
células de transicién aparecen como pequenos hepatocitos que expresan o-fetoproteina y
albimina, contienen los mismos isoenzimas fetales que las células ovales y exhiben

marcadores de superficie tipicos de ambas clases de células.

Se desconoce atin el mecanismo que regula la proliferacién y diferenciacion de las
células precursoras en casos de lesidn hepdtica y la influencia de la matriz extracelular,
hormonas y factores de crecimiento en la senalizacion inductora de la proliferacidn de lineas
celulares especificas. Parece ser que las células precursoras exhiben una adaptabilidad y/o
plasticidad frente a la diferenciacion, cuya limitacién atin no se ha definido. La mayor parte
de los conocimientos que se poseen acerca de los mecanismos que regulan la diferenciacion
de las células madres multipotentes deriva de los estudios realizados sobre la mielopoyesis
(Scoazec, 1993). L.a mielopoyesis supone la progresién de tres transformaciones celulares:
la célula madre se diferencia en dos lineas celulares, fa linfoide y la mielotde, que se
diferencian a su vez, en diversos tipos de células progenitoras. Estas células progenitoras,
mediante el estimulo de factores de crecimiento apropiados, entran en una fase de expansion
clonal acoplada a una progresiva diferenciacion. Los dos procesos, multiplicacion y
diferenciacion son paralelos pero inversos, de modo que cuanto mas diferenciada sea una
célula, menor es su capacidad proliferativa. En la mayor parte de los epitelios adultos el
proceso se puede incluir en tres compartimentos: en el primero, se encuentran las c¢élulas
precursoras capaces de autoreplicarse; en el segundo, las células progenitoras que unen a su
capacidad replicativa su tendencia hacia la diferenciacion; y en el tercero, las células
diferenciadas. Esta organizacion permite la renovacion permanente de las células maduras
que mueren una vez finalizado su ciclo de vida normal. Algunos tejidos adultos, como el
muscular y el nervioso, no se ajustan a este modelo porque al carecer de c€lulas precursoras,

sus células diferencitadas no pueden reemplazarse.
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Ya hemos comentado que la existencia en higado de células precursoras es un tema
controvertido. Los investigadores que abogan en contra de esta existencia aluden que si bien
los hepatocitos tienen una supervivencia larga (200 a 400 dias) y su renovacion fisiolégica
es muy baja (menor del 1%), sin embargo, retienen su capacidad replicativa en respuesta a
factores que estimulan el crecimiento, y esta capacidad de proliferacién de los hepatocitos
adultos normales se considera suficiente para permitir la restauracién completa de la masa
hepdtica después de una pérdida por lesion téxica o por hepatectomia asegurando asi la
renovacién y la restauracién de la funcionalidad hepdtica (Fausto, 1990; Michalopoulos,
1990).

1.5.2.- Ciclo de division celular; andlisis de Ia ploidia y distribucién de DNA por

citometria de flujo

La citocinética comprende el estudio del proceso de crecimiento, proliferacién,
diferenciacién, migracién y muerte de las células individuales y poblaciones de células
(Evans et al, 1991). Los estudios de citocinética se basan en el ciclo celular, que se define,
como el tiempo entre el final de la mitosis de las células progenitoras, y el final de la mitosis

de las células hijas.

Para conseguir la multiplicacién por divisién, las células de cualquier tejido
abandonan el estado quiescente (G,) para entrar y proceder a través del ciclo celular. Esto
supone una serie de pasos consecutivos que culminan en la division mitdtica. El ciclo celular
se divide en cuatro fases: G, o fase postmitética, S o periodo de sintesis del DNA, G, o fase
premitética y M o mitosis (Sandberg, 1992). La dnica fase visible al microscopio, es la
mitosis. G, es una fase de latencia, que precede a la replicacion del DNA, donde las células
tienen el mismo contenido en DNA que las G,, pero donde tienen lugar el transporte de
proteinas, una serie de cambios en la concentracién intracelular de iones, el transporte de
nutrientes dentro de la célula y la sintesis de enzimas especificos necesarios para la sintesis
del DNA. Durante la fase S (sintesis del DNA) se verifica la duplicacién del DNA y la
sintesis de la mayoria de proteinas e histonas. La fase G, con dos veces el contenido G,/G,

de DNA es, de nuevo, una fase de latencia que precede a la mitosis sin cambios en el
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contenido de DNA. Aqui tiene lugar la sintesis de RNA y proteinas como preparacion para
la mitosis, y se produce la reparacion de las lesiones de DNA causadas por replicacion
defectuosa o por agentes genotdxicos. Finalmente, las células entran en division en la fase
mitética (M) y las células hijas vuelven a la fase G, (fase quiescente) o a la fase G, (Vielh
et al, 1991). Durante la transicién de G, a G, ocurren algunos cambios en la estructura de

ta membrana celular, la sintesis proteica decrece y cesa la sintesis de RNA.

En general, la fase §, dura entre 7 y 8 horas, 1a G,, entre 2 y 4 horas y la M menos
de 1 hora, mientras que la duracién de la fase G, es la mds variable. En un momento dado
de muestreo de una poblacidn celular, algunas células se encuentran al comienzo y otras
finalizando la replicacidn del DNA, de manera que la distribucion de las células respecto a
su contenido en DNA varfa desde el contenido 2N de la fase G,/G, hasta dos veces este
contenido (4N) de la fase G,/M. Los hepatocitos y células de Kupffer, se encuentran en el
estadio Gy, es decir, normalmente no se dividen, si no es, por ejemplo, tras una hepatectomia

parcial o por el tratamiento con sustancias quimicas.

La fraccion en crecimiento, o fraccion de células, que participa en el ciclo celular,
es un concepto importante en el andlisis de la reparacion tisular tras la lesion celular ya que
la fraccién en crecimiento se incrementa al inicto de la reparacion y decrece cuando la
reparacion es completa, La mitosis también se puede considerar como un marcador del ritmo
de proliferacién mediante el cdlculo del indice mitdtico o proporcion de células en mitosis

en la poblacion celular total, en un tiempo concreto.

La citometria de tlujo estd especialmente indicada para el estudio del ciclo celular,
el cual puede ser explorado a lo largo de sus diferentes fases, marcando cada célula con una
tincion especificamente ligada al DNA que permite clasificar las poblaciones celulares en G,
S 6 G,, o bien poblaciones en G, mediante otras tinciones ligadas a DNA y RNA como el
naranja de acridina. La medida del DNA, célula por célula en el ciclo celular, es importante
en los estudios tanto de células cancerigenas como de las células regenerantes ya que ambos
casos presentan alteraciones en la ploidia del DNA (Diez-Fernandez, 1992; Gasco, 1993;

Spyratos, 1993).
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Para el andlisis del DNA se emplean fluorocromos intercalantes o fluorocromos no
intercalantes. Los fluorocromos intercalantes, tales como el yoduro de propidio o el bromuro
de etidio, forman complejos con la doble hélice de DNA por intercalacidn entre los pares de
bases. Entre los numerosos métodos descritos para la tincion del DNA (Crissman er af,
1979), en el presente trabajo se ha utilizado la técnica de Vindelov ef al (1983), que utiliza
el yoduro de propidio y analiza la distribucion del DNA en 10 6 50 x 1000 células. Este
fluorocromo presenta, sobre otros, las propiedades de ser muy estable y poder ser excitado
por un laser de argdn standard, producir histogramas con un coeficiente de variacion bajo
y emitir en la regién naranja-roja del espectro, permitiendo asi el andlisis simultineo del
DNA vy de antigenos celulares con anticuerpos marcados con isotiocianato-fluoresceina. Para
los complejos formados con el yoduro de propidio, las longitudes de onda de mdxima

excitacion y emisién son 545 y 623 nm, respectivamente.

Pero ]a utilidad de la citometria de flujo sobre el estudio de la ploidia de las células
no queda ahi sino que puede detectar con rapidez si se produce una aneuploidia en la
poblacién celular que estd expuesta a un agente, supuestamente toxico. En células en
division, se puede producir una distribucién desigual del DNA en las células hijas; ésto se

puede detectar por un ensanchamiento, en €l pico, obtenido para la fase G, del ciclo celular.

1.5.3.- Factores y mecanismos que controlan el crecimiento hepatico

Los mecanismos que controlan el crecimiento del higado han sido extensamente
investigados mediante la regeneracidn hepdtica inducida tras una hepatectomia parcial. En
este modelo se producen rdpidamente dos fendmenos fundamentales: por un lado la activacion
de genes tempranos inmediatos debido al incremento de los niveles de factores de crecimiento
circulantes, y por otro, la ripida adaptacién metabdlica que permite a los hepatocitos

responder a los factores de crecimiento extra e intrahepdticos que activan numerosos genes.

1.5.3.1.- Reguladores de la proliferacion celular. Niveles de dxido nitrico.

Entre estos agentes que desempenian una mision destacada o son esenciales para la
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entrada de las células en la fase de replicacidon del DNA cabe citar las hormonas, los factores
de crecimiento, las citoquinas, as{ como otras sustancias como el piruvato, el calcio, los
aminodcidos y las poliaminas (Andus et a, 1991). Las sefiales resultantes se producen por
combinacién 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 § (TGFB) y el factor de

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

I. HORMONAS
Insulina y glucagén
Narepinefrina, vasopresina, angiotensina [l y neurotensina
Hormona del crecimiento y factores de crecimiento para insulina 1 y 2 (IGF 1y 2)
Hormona paratiroidea, calcitonina y dihidroxicolecalciferol
Glucocorticoides
Hormona tiroidea
Prolactina
Prostaglandinas
Estrogenos v andrégenos
II. FACTORES DE CRECIMIENTO
A, Estimulantes
Factor de crecimiento epidérmico (EGF)
Factor transtormante del crecimiento o (TGFa)
Factor de creciento hepético (HGF)
Factor de crecimiento de fibroblastos dcido (aFGF)
Sustancia estumuladora de hepatocitos (HSS)
B. Inhibidores
Factor transformante del crecimiento § (TGEFG)
Activina
Inhibidor de la proliferacién hepdtica (HPI)
Inhibidores del crecimiento derivados de plaquetas o« y # (PDGIl o ¥ )
II1. CITOQUINAS
Interlenquinas 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 ser moduladoras del crecimiento, pero las que
mds interés han despertado son la insulina, el glucagén y la norepinefrina ya que, tanto en
hepatocitos in vivo como in vitro, han demostrado modular la actividad de otros efectores,
por ello que hoy en dfa se consideren de gran importancia en la terapeditica a nivel de los

trasplantes (Bucher y Strain, 1992).
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El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es uno de los responsables clave de la
proliferacion celular en higado durante el desarrollo fetal y después de la hepatectomia
parcial o lesion téxica (Stack, 1989). La accién del EGF se encuentra modulada por una serie
de hormonas que intervienen modificando las interacciones entre este factor y su receptor.
El EGF actua sinérgicamente con la insulina y el glucagén en el estimulo de la regeneracion
hepdtica y se ha comprobado que el niimero de receptores EGF hepdticos se regula de
manera especifica seglin el diferente ritmo en la secrecion de la hormona pituitaria (Jamso
et al, 1988). En cultivos primarios de hepatocitos de rata, se ha observado que los estrégenos
antagonizan la unién del EGF a su receptor inhibiendo por ello el efecto mitogénico del EGF
{Francavilla er af, 1987). Los glucocorticoides, por otro lado, actiian modulando ta
fosforilacion de la tirosina del receptor EGF inducida por el propio factor EGF (Karasik y
Kahn, 1988). No obstante, se sabe poco acerca del mecanismo mediante el cual el EGF
estimula la proliferacion celular. El receptor situado en la superficie celular necesario para
la accién del factor contiene una porcidon amino que se une al EGF, un dominio
transmembrana y un dominio quinasa. Estos dos dominios son homdlogos al producto
proteico del oncogen viral erb B. Se ha descrito que el EGF disminuye el nimero de sus
receptores sobre la superficie celular durante el periodo prereplicativo alcanzando su minimo
a las 36-48 horas debido a que al unirse el HGF al receptor, éste se internaliza

(Michalopoulos, 1990).

El factor transformante del crecimiento o (TGFa) y el EGF se unen al mismo
receptor y ambos promueven la sintesis del DNA en hepatocitos de rata. A pesar de que el
TGFa se une al receptor EGF con una afinidad cuatro veces menor que el EGF, su actividad
bioldgica es mds efectiva. Durante la regeneracidn hepdtica inducida por hepatectomia
parcial, la sintesis de TGFa aumenta en hepatocitos y alcanza su maximo en el momento de
mayor sintesis del DNA (Evarts ef af, 1992). La elevacion del TGFe durante las primeras
24 horas que siguen a la hepatectomia parcial coincide con una disminucion en el nlimero de
receptores de EGFE debida a su mayor internalizacién y es paralela a un incremento en el
mRNA de este receptor (Gruppusso et af, 1990). También, durante el desarrollo fetal del
higado en los tltimos estadios de la gestacion se registra un incremento en la expresion del

receptor del EGF (Gruppusso, 1989). La elevacion en el contenido del TGFo es necesaria
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para que los hepatocitos progresen desde G, a S. La expresion de este factor alcanza su
mdximo después de la lesion tdxica con tetraclorure de carbono o galactosamina o tras

hepatectomia parcial.

Otro factor especifico del crecimiento de hepatocitos, desencadenante de la
regeneracion hepdtica en respuesta de la pérdida de hepatocitos es el factor de crecimiento
especifico de los hepatocitos (HGF) (Nakamura ef ¢, 1989). Este factor aparece en suero de
rata después de la hepatectomia parcial y en suero humano después de una hepatitis
fulminante y se ha manifestado como el mitégeno con actividad mds potente en cultivos
primarios de hepatocitos, ejerciendo sus efectos biolégicos a través de un Unico receptor
de superficie (Michalopoulos, 1992). El HGF también denominado hematopoyetina tue
identificado por primera vez en suero de ratas parcialmente hepatectomizadas, mds tarde se
purificé a partir de plaquetas, plasma humano e higado de rata (Asami er al, 1991) y su
secuencia de aminodcidos se ha deducido por clonaje de su DNA complementario (Miyazawa
et al, 1989). El HGF se sintetiza y segrega en higado normal por las células Kupffer y las
endoteliales. Hasta hace poco, el HGF se considerd que poseia una estrecha especificidad
actuando principalmente como mediador humoral de la regeneracién hepatica después de
hepatectomia parcial o lesion hepdtica, sin embargo las investigaciones mas recientes han
demostrado que el HGF es un polipéptido funcional que actia de forma paracrina sobre una
amplia variedad de tipos celulares (Noji er af, 1990}, ya que se expresa en diversos érganos,
se libera por fibroblastos en cultive (Rubin et @I, 1991) y estimula la proliferacion de un
amplio espectro de células. Estudios de Montesano er «f (1991) han revelado una propiedad
adicional del HGF, la capacidad de transmitir informacidn para determinar el reordenamiento
espacial de las células epiteliales; es interesante destacar que entre un niimero de citoquinas
bien caracterizado, solo el HGF induce la tubulogénesis en fibroblastos lo que le atribuye una
funcién morforegulatoria especifica. Se ha demostrado la existencia de elevados niveles de
HGF en suero de ratas después de la necrosis inducida por hepatotoxinas tales como el CCl,

o la D-galactosamina (Andus er af, 1991).

El factor de crecimiento de fibroblustos (FGF) participa también en el desarrolio del

higado fetal (Presta es ¢/, 1989) y en la regeneracién hepdtica post hepatectomia vy post
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necrdtica. A concentraciones 1072 M, el FGF estimula a sintesis del DNA en hepatocitos,
sin embargo, a concentraciones 10 M este factor inhibe ef crecimiento inducido por el EGF.,
Después de la hepatectomia parcial la elevacion en la expresion genética del FGF hepdtico
es anterior a las del TGFa y TGFB. De esta manera, la proliferacion de los hepatocitos se
mnicia inmediatamente después de la necrosis hepdtica y se eleva a medida que surgen primero
el FGF (10”M) y después el TGFa y el EGF, pudiendo continuar mientras los niveles de
TGFS sean bajos (107 M). M4s tarde, la elevacion en las concentraciones del FGF y del

TGFS pone limite a la proliferacién de los hepatocitos (Kan ¢ al, 1989).

En la busqueda de otros factores de crecimiento involucrados en el proceso de la
regeneracion hepdtica, se ha encontrado que el factor de crecimiento de queratinocitos
(KGF), factor considerado miembro de la familia del FGF, estimula tambien 1a sintesis del
DNA en hepatocitos de rata en cultivo primario. La capacidad mitogénica de este factor es
superior a la del EGF y el TGFa y es solo comparable a la del HGF (Itoh er ¢f, 1993). E
KGFL se produce en grandes cantidades en el ileon y parece ser que una vez segregado por
esta porcion del intestino delgado, llega al higado via vena porta y actia sobre la

regeneracion hepdtica como factor endocrino.

Otros factores como la sustancia estimuladora de heparociros (HSS), descubierto por
primera vez en higados de ratas lactantes o regenerantes en 1975, o ¢/ fuctor de crecimiento
derivado del bazo (SDGF) (Suzuki er af, 1992) son mitdgenos hepdticos de los que todavia

no se sabe lo suficiente como para conocer su especificidad celular (Michalopoulos, 1990).

El facror transformante del crecimiento g (TGF (3), al contrario que el TGFa, es un
regulador negativo muy potente de 1a proliferacion de los hepatocitos, tanto en condiciones
normales en las que la proliferacidn celular es muy baja, como en estados de regeneracion
post-necrotica, preneopldsicos y neopldsicos, antagonizando el crecimiento hepdtico inducido
por el TGFw. La familia de los TGES se compone de 3 1soformas siendo el mas relacionado
con los hepatocitos el TGFB1; este factor se secreta bioldgicamente inactivo por lo que se
requiere su activacién proteolitica (Dennis y Ritkin, 1991). La administracion in vivo de

TGFB1 a ratas hepatectomizadas inhibe la sintesis del DNA en higado en regeneracion
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(DuBois et al, 1994). Durante el proceso regenerativo originado por hepatectomia parcial se
eleva notablemente la expresién del TGFBI1 en higado, pero el punto maximo de expresion
del TGFB1 es posterior al del TGFo (Bucher y Strain, 1992). Por técnicas de inmunoensayo
se ha detectado que su expresion comienza en hepatocitos periportales justo antes de
comenzar la sintesis del DNA y luego progresa hacia la region pericentral en el momento que
estos hepatocitos se encuentran en su maxima fase de sintests (Jirtle ef af, 1991). No existen,
sin embargo, muchas evidencias del resto de los factores inhibidores del crecimiento como
son la activina, péptido de alta homologfa con el TGF{, el inhibidor de la proliferacién
hepdtica, o los inhibidores del crecimiento derivados de plaquetas & y 8 (Bucher y Strain,
1992).

Estudios recientes han implicado a las citoquinas tales como IL-1, 1L-6 y TNFa«,
producidas en células no parenquimales activadas, en el proceso regenerativo, y
concretamente a nivel prereplicativo (Kuma ef al, 1990). El pretratamiento con
lipopolisacarido, un activador de la produccion de citoquinas, 24 horas antes de la
hepatectomia parcial, aumenta la sintesis de DNA (Cornell, 1990a); ademds, las
concentraciones séricas de IL-6 se incrementan significativamente tras hepatectomia parcial,
incremento que es inhibido por la administracién de anticuerpos frente al TNFwo, factor que
induce la Iiberacion de I1L-6 (Akerman er ¢/, 1992), Sin embargo, el papei de la [L-1 es mds
complejo, ya que la [IL-1a en combinacién con [L-6 incrementan el indice mitdtico, mientras
que la IL-18 inhibe la proliferacién en hepatocitos en cultivo (Bucher, 1991). La
administracién de TNFa a ratas esiimula la sintesis de DNA unas cuatro veces por encima
del control, no obstante, estos valores no son tan elevados si se comparan con las 50 veces
que se incrementa €sta tras una hepatectomia parcial. Existe cierta controversia sobre el tipo
de células sobre las que produce sus efectos ya gue, seglin Feingold er af (1991), solo actia
sobre macrdofagos hepaticos; hoy en dia, mediante la administracidon de anticuerpos
policlonales del TNFwx | hora antes de la hepatectomia parcial, se ha visto que se inhibe la
sintesis de DNA tanto en las células no parenquimales como en los hepatocitos del higado

regenerante (Akerman ef al, 1992) y por ello que se considere un modulador positivo de la

regeneracion hepdtica.
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En conclusion, EGF, TGFa, FGF y HGF tuncionan como inductores fisioldgicos de
la sintesis del DNA en hepatocitos durante la regeneracion hepdtica a través de mecanismos
autocrinos y paracrinos, El estimulo del crecimiento hepdtico por el EGF y el TGF« se
modula por €l TGFB, el cual se induce un poco después que el TGFw, previniendo asi una
proliferacién celular incontrolada. El destacado papel que juegan estos factores en la
regeneracion  hepdtica se ha visto reforzado por un interesante descubrimiento: [a
regeneracion hepatica inducida por hepatectomfa parcial se encuentra muy retrasada en
ratones atimicos mantenidos en esterilidad vy, por tanto, sin contacto con componentes
bacterianos, tales como el lipopolisacdrido (LPS). Estos ratones fueron asimismo resistentes
al LPS, por una deficiencia en tejido linfoide (Cornell er af, 1990b). EIl retraso en la
iniciacién de su regeneracidén hepdtica puede ser debido a la incapacidad de estos animales

para liberar factores de crecimiento en respuestas a (oxinas alimentarias o ambientales.

El éxido nitrico es un importante mensajero inter ¢ intracelular que desempena
funciones tan diversas como la vasodilatacion, la comunicacidn neuronal y los mecanismos
de defensa (Moncada er al, 1991). El NO es sintetizado a partir de la L-arginina, en
presencia de coenzimas tales como FAD, FMN, NADPH y BH,, por la 6xido nitrico sintasa,
un enzima de la que al menos se han descrito tres isoformas {Albina et al, 1993, Lowenstein
y Snyder, 1992). Las células endoteliales y nerviosas contienen dos diferentes que se
expresan constitutivamente y que requieren Ca** y calmodulina para ser activas, mientras que
la 1soenzima expresada en macréfagos no necesita estos cofactores pero es inducida por
citoquinas y factores de crecimento tales como el IFN-vy 0 el TNF-« (Hauschild ef af, 1990
Yui et al, 1991). La induccion enzimdtica puede ser retro-regulada por TGF-£ y PDGF en
células de mitsculo liso vascular y en macréfagos, donde tres miembros de la familia de los
TGF-3, el 8, 8,y B; bloquean la habilidad del IFN-v para mducir la liberacion de NO (Ding
et al, 1990). Se ha comprobado también que 1a IL.-4 puede inducir la NOS mientras que la
IL-10 la inhibe (Cunha et al, 1992).

1.5.3.2.- Genes tempranos inmediatos

Tras la hepatectomia parcial tienen lugar sucesos muy rapidos que preparan a los
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hepatocitos para ser comipetentes y responder a los factores de crecimiento, permitiendo asi
su progresién hacia el ciclo de division celular (Fausto y Webber, 1993,1994; Fausto N,
1991; Mead ef af, 1990). La activacion de los factores de transcripcidén puede ser uno de los

principales componentes de esta fase inicial.

Los genes que se inducen en Ia transicidén del estado normal quiescente del higado
(G,) a la fase de crecimiento (G,) se denominan genes tempranos inmediatos. Entre ellos se
incluyen NF-«B, AP-1 (Westwick ef af, 1995) y STAT-3 (Cressman ef af, 1995), y muchos
de los protooncogenes implicados en el crecimiento canceroso, tales como c-myc, ¢-fos y ¢-
Jjun (LaBrecque, 1994). Puesto que muchos de los productos de los genes de respuesta
temprana inmediata, son por si mismos factores de transcripeion, la respuesta génica inicial

producida tras la hepatectomia parcial se amplifica.

También son importantes los genes tempranos diferidos que se expresan tras la
transicion G,/G, y que son responsables de la progresién de las fases del ciclo celular hasta
inducir la sintesis del DNA, este es el caso de pS3 y rus ademas de varias ciclinas y quinasas
asociadas que codifican para proteinas con funciones metabolicas esenciales (Fausto y Mead,

1989; Lanahan er af, 1992).

Sin embargo, todavia existen ciertas dudas respecto a las causas que inducen las
modificaciones post-traducctonales de los genes inmediatos que codifican para los factores
de transcripcion. Los estudios mds avanzados han identificado diversas citoquinas y factores
de crecimiento, la 1L.-1 y el TNF« en ¢l caso del PHF/NF«B y la IL-6 y el EGF para el
STAT-3, como los responsables de la cascada de senales responsables de su activacion

nuclear (Scearce ef al, 1996; Taub, 1996).

Todos estos estudios se han realizado en el modelo de regeneracién post-hepatectomia
parcial, sin embargo, poco se sabe de la secuencia de eventos que conileva la regeneracion

hepdtica post-necrdtica inducida por xenobidticos.
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1.6.- Hepatotoxicidad de la tioacetamida

La tioacetamida, al igual que muchos otros agentes hepatotéxicos, se metaboliza
rdpidamente en microsomas de higado de rata dando lugar a la tioacetamida S-6xido, que se
considera el compuesto electrofilico capaz de formar aductos N-e-acetil lisina con las
proteinas y ejercer asi sus efectos necrogénicos (Dyroff y Neal, 1983), cirrogénicos (Sanz
er al, 1995; Sanz er al, 1996a) y carcinogénicos (Becker, 1983). El sistema monooxigenasa
microsémico, dependiente de flavina, el N,N-dimetil anilina N-oxidante (EC 1.14.13.8), es
el sistema enzimdtico responsable del metabolismo de la tioacetamida S-6xido (Chieli y
Mavaldi, 1984). Se han utilizado modelos experimentales de disfunciones hepdticas, inducidas
por diferentes dosis de ticacetamida a ratas, para estudiar en Organo entero parametros
bioquimicos relacionados con la biotransformacién de esta sustancia hepatotoxica y la
funcionalidad hepatica (Cascales y Martin-Sanz, 1990a; Osada er of, 1993; Mangipudi er af,
1995).

1.6.1.- Alteraciones morfoldégicas y variaciones en el ciclo celular

La administracion intraperitoneal a ratas de 2 meses de edad de una dosis subletal de
tioacetamida de 6,6 mmoles/Kg produce necrosis hepatocelular masiva que presenta su
méaximo a las 24 horas de la administracion del hepatotdxico y el subsiguiente proceso
regenerativo. Morfoldgicamente, a las 24 horas, aparecen hemorragias e infiltrados
inflamatortos con leucocitos polimorfonucleares; esta lesion hepatocelular masiva, de
aproximadamente el 50% del tejido, se caracteriza por cariolisis, picnosis y carioresis. A las
48 horas de [a intoxicacion se observa como se mantiene [a necrosis central aunque ya en
tase de resolucion, el infiltrado inflamatorio es de tipo mixto, leucocitos polimorfonucleares
tipicos de inflamacion aguda y linfocitos y monocitos caracteristicos de inflamacion crénica;
también se manifiesta una dilatacion de los sinusoides perivasculares y reacciones fibrosas
asociadas a las venas centrales. A las 72 horas son pocas las zonas que se encuentran todavia
afectadas por la accion del hepatotdxico, aunque persisten las céluias del mfiltrado crénico,
fibroblastos y algunos hepatocitos necrosados a nivel peritérico; los hepatocitos mediozonales

presentan un cierto grado de tumefaccién y abundantes mitosis.
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El porcentaje de células hepaticas en fase S (sintesis), se eleva a partir de las 24 horas
de la administracion del hepatotdxico y alcanza su punto mdaximo entre las 36 y 48 horas con
cotas tan elevadas como 21 y 19 veces, respectivamente, los valores control. Del mismo
modo, a las 24 horas se produce la casi desaparicion de la fraccion tetraploide. Considerando
que el punto minimo de fraccion G2 + M precede en horas al de maxima sintesis del DNA
se deduce que una parte de la fraccidn tetraploide desaparece debido, por un lado, a un
mayor ndice mitdtico y por otro, a que la necrosis afecte mayoritariamente a las células que
se encuentren en G2 + M. La poblacion en fase Gl también se modifica durante el proceso
de necrosis y regeneracidn, llegando a su maximo (94 %) a las 24 horas de la intoxicacion,
punto en el que el pertil de la distribucidén de las distintas poblaciones cambia hacia el tipico
fetal. Es curioso observar como este abrupto cambio de adulto a fetal se verifica en un
periodo de seis horas, desde las 18 a las 24 horas de la intoxicacion; por tanto, cabe insistir
en el hecho de que la necrosis afecta mayoritariamente a las poblaciones tetraploides y que
es realmente la pérdida celular la que desencadena la sintesis del DNA. A las 72 horas aiin
no se ha llegado a establecer el perfil adulto en las poblaciones de hepatocitos (Diez-
Ferndndez er al, 1993).

La autofluorescencia emitida por la mayor parte de las células de mamiferos, paralela
al estado redox de la céiula y por consiguiente a su estado metabdlico, parece que se debe
a la presencia de nucleétidos de flavina y piridina que producen emisién de fluorescencia
cuando se excitan con luz azul-verde y ultravioleta, respectivamente (Shapiro, 1989). Para
que se verifique una respuesta proliferativa en el higado de ratas por efecto del tratamiento
con tioacetamida, las poblaciones remanentes de hepatocitos maduros altamente
diferenciados, con una fluorescencia elevada indice de menor energia, tienen que pasar por
un proceso de desdiferenciacién en el que adquieren propiedades caracteristicas de los
hepatocitos fetales, fluorescencia mas baja que se corresponde con un nivel energético mas
elevado. De estos andhisis se deduce que los hepatocitos aislados de higado en regeneracidn
post-necrdtica, muestran caracteristicas muy diversas en tamaiio, complejidad y fluorescencia
ya que una seric de poblaciones presenta propiedades de hepatocitos adultos, otra de
hepatocitos fetales y otra de hepatocitos con caracteristicas intermedias (Cascales er al,

1992a).
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1.6.2.- Alteraciones funcionales y bioquinticas

La necrosis hepdtica masiva, que a nivel histopatoldgico presenta su maximo a las 24
horas de la administracidn de 1a hepatotoxina, coincide con el punto de méxima actividad de
los enzimas marcadores de la necrosis. Los enzimas ensayados en plasma, las aspartato y
alanina aminotransferasas y la isocitrato deshidrogenasa NADP™, alcanzan valores a las 24
horas de la intoxicacion de 14, 7, y 27 veces, respectivamente. Los cambios observados en
las actividades aminotransferasas son relativamente débiles hasta las 12 horas, momento en
el que se registra una brusca elevacién hacia el punto de mdxima actividad alcanzado a las
24 horas. Las actividades plasmdticas de estos tres enzimas marcadores de necrosis
descienden en las muestras obtenidas a las 48 y a las 72 horas hasta valores cercanos a la

normalidad.

La mayor parte de las sustancias que son toxicas mediante su biotransformacidn en
intermediarios reactivos, afectan la concentracidn celular del glutation. Los enzimas
marcadores de la lesion hepdtica, la gamma-giutamil transterasa piasmdtica y la glutation S-
transferasa, alcanzan los valores mas elevados en los momentos coincidentes con ¢l punto de
mdxima necrosis hepatocelular, hecho que puede dar lugar a la deplecion transitoria del
glutation observada. A partir de este momento la concentracién de glutation intrahepdtica
aumenta a las 48 y 72 horas. La concentracién de malondialdehido, marcador del grado de
lesion hepatica referida a la peroxidacion lipidica y a la degradacion de las membranas
plasmadticas, muestra un incremento sostenido en el periodo que fluctua entre las 24 y 48
horas, para mas tarde descender. Glutation y malondialdehido muestran perfiles inversos,
pero el descenso del glutation es anterior al incremento del malondialdehido, lo que estd de
acuerdo con ¢l hecho de que una disminucion de glutation moderada no tiene que ir
acompanada de una elevacion del malondialdehido y que la elevacion en la concentracion de

este tltimo ocurre sélo en la fase terminal de la necrosis (Diez-Ferndndez er al, 1993).

Respecto al metabolismo energético, a las 6 horas de !a administracion de
tioacetamida el glucégeno desciende bruscamente, antes de la sintesis del DNA, mostrando

a las 48 horas niveles inferiores al 10% del control. La glucosa plasmatica, sin
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embargo, no experimenta variaciaciones (Cascales er ¢/, 1992a). En el hepatocito de
mamiferos, la degradacién del glucdgeno se controla hormonalmente a través de la formacion
del inositol trifosfato que promueve la liberacion del calcio de los reservorios en el interior
de la célula (Berridge e Irvine, 1984), incrementando el calcio citoplasmdtico desde 0,1-0,2
pM hasta 0,5-1,0 uM. El calcio activa la glucdgeno fosforilasa quinasa y estuimula la
degradacion del glucogeno, mientras que la protefna quinasa C inhibe la glucégeno sintetasa
(Bourne y De Franco, 1989). También el incremento en los niveles de cAMP encontrados
por Rosa et al (1990) en higado en regeneracidn junto con la actividad de la proteina quinasa
dependiente del cAMP, pueden contribuir a la degradacion del glucogeno. La glucoquinasa
(glucosa 100 mM) desciende a las 6 horas, mientras que las hexoquinasas (glucosa 0,5 mM
y fructosa 33 mM) se incrementan paulatinamente hasta alcanzar a las 36 y 48 horas
actividades significativamente elevadas. Los niveles intracelulares del calcio basal en
poblaciones de hepatocitos obtenidos después de la administracion de tioacetamida muestran
un incremento paulatino que alcanza su valor mds elevado a las 24 horas, siendo en este
mismo momento minimo el calcio localizado en reticulo con valores del 10%; €sto se debe
entre otras causas a la inhibicion de la ATPasa microsomal que a las 24 horas solo alcanza
valores del 35%. Estos niveles de calcio producen una estimulacion de la glucégeno

fosforilasa con un maximo del 291% a las 24 horas. (Diez-Ferndndez er af, 1996a).

Los enzimas genecradores de NADPH enzima mdlico y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa sufren un dréstico descenso en sus actividades enzimdticas a las 12-24 horas
del tratamiento para aumentar posteriormente durante el proceso de regeneracidn; no
obstante, si bien el primero tiende a la normalidad, la GOPDH alcanza valores del 230% a
las 48 horas. Estos resultados vienen apoyados por las expresiones respectivas de sus mRNAs
ya que el trdnscrito del enzima mdlico solo alcanza a las 96 horas del tratamiento la mitad
del valor control mientras que la G6PDH alcanza valores del 247% a las 48 horas. El
descenso en el punto de mdxima necrosis se debe a la localizacion perivenosa de ambos
enzimas que disminuyen al ser éstas las células afectadas por el proceso necrético. El hecho
de que Ta glucosa-6-fosfato deshidrogenasa supere los valores controles al final del proceso
estudiado, es debido a que participa activamente en la sintesis del DNA por ser el proveedor

de la ribosa-5-fosfato necesaria para la misma (Diez-Ferndndez ef o/, 1996b).
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Los lisosomas y su composicidn lipidica también juegan un papel fundamental en la
progresion del proceso necrético inducido por tioacetamida, ya que en el punto de méxima
necrosis se produce un incremento en el contenido tanto de sus protefnas como de sus
fosfolipidos debido al aumento en el nimero de lisosomas, y un descenso en su contenido
de colesterol. Sin embargo, estd comprobado que la S-adenosil-metionina actua como agente
protector en el proceso necrdtico debido a su capacidad de prevenir la proliferacion lisosomal

ademads de recuperar los niveles normales de colesterol (Osada er af, 1993).

Todos estos cambios producidos por la tioacetamida pueden resumirse en:

MEMBRANA CELULAR

- pérdida de la permeabilidad de la membrana

CITOSOL

- descenso del enzima mélico y de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

- aumento del calcio citosdlico —» estimulacion de la glucdgeno fosforilasa

MITOCONDRIA

- inhibicién de 1a fosforilacidn oxidativa - descenso del ATP — lesién mitocondrial
RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO

- inhibicién de la ATPasa microsomal - disminucidn de la concentracidn de calcio del reticulo
- desacoplamiento de ribosomas — alteracion de la sintesis de RNA — division mitética a las 36-48 horas
LISOSOMAS

- incremento del volumen lisosomal -+ incremento de proteinas y fosfolipidos

- disminucién de la concentracién de colesterol

NUCLEO

- aumento del nucleolo e incremento del volumen nuclear

" ALTERACIONES HEPATICAS INDUCIDAS POR LA TIOACETAMIDA
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La administracion de una dosis baja de tioacetamida previamente a una dosis subletal
del mismo u ofro agente hepatotdxico consigue un modelo de autoproteccion muy utilizado
para estudiar las causas de la aparicién de poblaciones resistentes. Este fendmeno no se debe,
como se creia en un principio a una disminucion en los niveles de la monooxigenasa
responsable de su biotransformacion, sino a una inicial estimulacion de la division celular y
reparacidén del tejido hepdtico. Este fendmeno de autoproteccién desaparece totalmente
cuando 6 horas antes de la administracion de la dosis subletal se inyecta colchicina, conocido

agente antimitético (Mangipudy er af, 1995; Chanda er af, 19935).

La totalidad de estos estudios, sin embargo, se ha realizado hasta ahora en drgano
completo, por lo que el analizar estos pardmetros a nivel del propio hepatocito, puede
suponer un increible avance en el conocimiento de la lesidn y respuesta directa de las células

parenguimales hepdticas frente a la agresidn téxica.

1.7.- Objetivos del trabajo

La senescencia se caracteriza por una modificacion de la capacidad funcional de las
células hepdéticas que puede conllevar la mayor incidencia de reacciones adversas producidas
por efecto de los tdrmacos. Trabajos previos han detectado cambios en los sistemas
antioxidantes en ratas desde los 2 a los 8§ meses de edad (Sanz er «f, 1996b), pero este
perfodo supone en la rata la etapa de desarrollo, por lo que para el estudio del envejecimiento
ha habido que ampliar el periodo de experimentacion desde los 2 meses hasta los 2 afios y
medio. Para profundizar en el problema, los animales de las diferentes edades se han
sometido a una dosis subletal de un agente hepatotdxico, ya que a las especies reactivas de
oxigeno que se forman espontaneamente en la respiracion mitocondrial y que se acumulan
en edades avanzadas, se unen los metabolitos toxicos generados por el xenobidtico. En
nuestro caso, el hepatotdxico utilizado ha sido la tioacetamida debido al conocimiento del que
disponemos de la secuencia de acontecimientos que fiene lugar en el higado por efecto de la

misma;
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TIOACETAMIDA
formacion de metabolitos reactivos
LESION HEPATICA

oxidacién y deplecidn del glutation
V cociente GSH/GSSG

situacion de estrés oxidativo
oxidacion de tioles proteicos
peroxidacion lipidica

* calcio citosélico

MUERTE CELULAR
necrosis perivenosa masiva
REGENERACION HEPATOCELULAR

t sintesis de DNA en 20 veces
* indice mitético

RESTAURACION DE LA FUNCIONALIDAD

Por ello, nos propusimos 1os siguientes objetivos:

1.- Diagnosticar las modificaciones debidas a la edad en la intensidad, el momento y la

evolucion de la lesién hepdtica inducida por el hepatotdxico tioacetamida.
2.- Determinar las variaciones con la edad en el estado de los sistemas de defensa
antioxidante hepdticos y la situacidn de estrés oxidativo generadas como consecuencia

de la accién del hepatotdxico.

3.- Estudiar la influencia de la edad sobre el proceso de regeneracidn hepdtica post-necrética.



2. MATERIAL Y METODOS
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C2.MA

2 » 1 e Aparatos

- Agitadores magnéticos, Selecta.

- Autoclave Autester-G.

- Balanza de precisién modelo 1203 MP.

- Bafio termostatizado Heto-Denmark.

- Bafio termostatizado con agitacién Unitronic 320 OR.

- Bafio termostatizado hasta 100 °C Precisterm S-140.

- Bomba de perfusién Miniplus-2 de Gilson.

- Bomba de filtracién en vacio Milipore.

- Cdmara de contaje de células Neubauer.

- Campanas de flujo laminar Telstar modelo PV-100.

- Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Minifuge T.

- Centrifuga refrigerada Kontron, modelo Centrikon H-401.

- Citometro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, Sunnyvale, Ca), equipado con un laser de

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

- Contador liquido de centelleo LKB Wallac. 1209 Rackbeta.

- Cronémetros Smiths.

- Cubetas de electroforesis y fuentes de alimentacion (Power 300 y 3000) de la marca Bio-
Rad (Richmond C.A. Estados Unidos).

- Densitémetro laser Molecular Dinamics (Kemsing, Reino Unido).

- Espectrofotémetro UV-V Hitachi, modelo U-2000.

- Granatario Sartorius 1207 MP-2.

- Homogeneizador para pistilo de teflén modelo K43 de Tris-R Instruments (Rockville, N.Y.,
Estados Unidos).

- Incubador de células Heraeus con un 5 %de CO, y saturacién de humedad.

- Jaulas de pldstico de 1a casa comercial Panlab.
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- Lector de placas SLT Lablnstruments 340 ATC. Austria, con impresora Citizem 120D.

- Material quirdrgico: jeringas, pinzas rectas y curvas, tijeras de diversos tamafios, cdnula
de plastico (Braunula 1-G16, Braun Melsungen AG, RFA), hilo de sutura.

- Microcentrifuga Eppendorf, Heraeus Biofuge 13.

- Microscopio dptico Wild-Herbrugg.

- Microtomo de deslizamiento de la casa comercial Reichert.

- pHmetro Radiometer Copenhagen, modelo 52.

- Revelador Curix 60 de Agfa.

- Sonicador Microson Vibra Cell™ (modelo 100 W), Heat systems-ultrasonic Inc.

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

- Ultracentrifuga Kontron, modelo Centrikon T 2080.

- Vacumm-Blot modelo Vacu Gene ™XL con bomba de vacio modelo 5KH 33EN25T.

2.2.- Productos

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

- Los 4cidos, bases y las sales minerales utilizados fueron de las casas comerciales Merck
y Panreac, en su grado analitico.

- Los sustratos, coenzimas y enzimas fueron suministrados por las casas comerciales Sigma
y Boéhringer Manheim.

- Heparina sodica de la casa Leo.

- Solucién fisioldgica de Ibys.

- Colagenasa de Boehringer.

- Medios DMEM con rojo fenol y RPMI con y sin rojo fenol de Bio-Whittaker (Walkesville,
Estados Unidos).

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

- Sephadex G-50 por Pharmacia.

- Resina AG S0W-X8 de BioRad.

- La agarosa y los medios para el crecimiento de bacterias fueron de Hispanagar (Barcelona,

Espafia).
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- Membranas de nylon NYTRAN NY 13N 0,45 um para RNAs de Schleicher y Schuell
{Darmstadt, Alemania).

- Peliculas de autorradiografia Hyperfilm MP y el [o-*?P]dCTP de Amersham (Reino Unido).

- La *H]-timidina y el liquido de centelleo BetaMax™ de ICN.

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

- Multiprimer DNA labelling y Tumor necrosis factor alpha [(m)TNFa] mouse ELISA
system de Amersham.

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

2.3.- Animales

Se utilizaron ratas macho de 2 meses (200-250 g), seis meses (350-400 g), un afio
(450-500 g), afio y medio (500-550 g) y dos afios y medio (550-650 g) de 1a raza Wistar con
libre acceso a pienso de la casa comercial Sanders S.A. y agua, que se mantuvieron en jaulas

de pléstico expuestas a un ciclo de 12 horas de luz y control de temperatura.

2.4. Tratamiento con tioacetamida

Grupos de ratas se inyectaron por via intraperitoneal con una dosis subletal de
tioacetamida (500 mg/Kg de peso corporal), preparada extempordneamente disuelta en CINa
0,15 M. Paralelamente se llevaron los controles consistentes en ratas que recibieron, por via
intraperitoneal, dosis de 0,5 ml de CiNa 0,15 M. Los tratamientos se realizaron a primera
hora de la mafiana y cada experimento se repitid cuatro veces. Las ratas se sacrificaron a
determinados tiempos después de la administracidn del hepatotdxico (0, 12, 24, 48, 72 y 96
horas), por distintos procedimientos segin el pardmetro a evaluar. En unos casos se obtuvo
la sangre y posteriormente se extrajo un l6bule del higado para su estudio histoldgico y en
otros, las ratas se utilizaron para la obtencién de hepatocitos por perfusién con colagenasa.

El anestésico utilizado en ambos casos fue pentobarbital sédico (nembutal) (50mg/Kg).
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2.5.- Obtencidn de suero

Los sueros se obtuvieron, tanto de ratas control como de ratas inyectadas
intraperitonealmente con una dosis subletal de tioacetamida (500 mg/kg). Las ratas se
anestesiaron con nembutal (50 mg/Kg), y tras proceder a la apertura de la regién abdominal
se obtuvo la sangre por puncidn cardiaca. La sangre se mantuvo a 4 °C durante 24 horas y
posteriormente, se centrifugd a 3.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, obteniendo asf el

suero como sobrenadante.

2.6.- Obtencién y fijacién de muestras para la preparacién de cortes de tejido

Tras la extraccidn de sangre se obtuvieron muestras de higado que se utilizaron para
su observacién morfoldgica. Las muestras de higado se fijaron en formol al 10%, se
deshidrataron en concentraciones crecientes de alcohol y xilol y se incluyeron en parafina.
Se realizaron cortes de 5 micras, se eliminé la parafina, se hidrataron y se tifieron con una
mezcla de hematoxilina-eosina. Posteriormente se procedid a su deshidratacién y montaje.
Con estas preparaciones se llevé a cabo la observacién morfolégica y la determinacién del

indice mitético (Garcia del Moral et al, 1993).

2.6.1.- Cdlculo del indice mitético

El indice mitético (IM) se define como la relacidn existente entre el nimero de
mitosis y el nimero de células (Simpson er al, 1992). La estimacién del mimero de células
se hizo, utilizando el objetivo de 40x, por contaje del nimero de niicleos celulares que son
interceptados por una linea (n) que coincide con el didmetro del circulo. Se estudiaron diez
campos y la fdrmula empleada para estimar el nimero de células por campo es la del drea

del circulo: A = =r’, donde r (radio) = n/2.

2.7.- Aislamiento y cultivo celular: hepatocitos, macréfagos y fibroblastos NIH 3T3

El aislamiento de los diferentes grupos celulares en las ratas tratadas con tioacetamida
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(500 mg/Kg de peso del animal) y en los controles correspondientes, se llevé a cabo por el
método cldsico de perfusién hepdtica con colagenasa (Hue ef al, 1978) en el caso de los
hepatocitos y mediante administracién intraperitoneal de PBS cuando se aislaron los

macréfagos. Los fibroblastos corresponden a la linea celular NIH 3T3.

2.7.1.- Obtencién de hepatocitos

El aislamiento de los hepatocitos se llevd a cabo por perfusion in situ del higado con
medio Hepes (Hepes 20 mM, KCI 5 mM, SOMg 1 mM, POH,K 5 mM, CINa 150 mM y
glucosa 10 mM) con colagenasa, de acuerdo con el método cldsico de Krebs er al (1974) y
modificado por Hue er al {1978) que permite obtener hepatocitos con un elevado grado de
viabilidad.

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico disuelto en solucién salina (CINa
al 0,15 M), por via intraperitoneal en dosis de 50 mg/Kg. La heparinizacién se realizé por
via femoral (2,5 ml/Kg de heparina Leo al 1%), para evitar la coagulacién sanguinea y
facilitar el lavado del higado de su contenido hemdtico. Posteriormente se procedié a la
apertura de la regién abdominal y se introdujo en la vena porta una cdnula de plastico
(Braunula 1-G16, Braun Melsungen AG, RFA), que se fijé por medio de dos ligaduras con
hilo de sutura. La cdnula se conectd al catéter que hizo fluir el medio a través del higado con
un flujo constante a 40 ml/min. Para facilitar el drenaje se produjo una abertura en la vena
cava inferior por debajo de la desembocadura de las venas renales. Inmediatamente se abrié
la cavidad tordcica y se seccionaron los dos nervios frénicos, con objeto de evitar posibles
espasmos en el diafragma que pudieran obstruir el flujo de salida a nivel de la vena
suprahepdtica. A continuacién se abri6é un orificio en la orejuela derecha del corazén por el
cual se introdujo otro catéter de pldstico y se cerrd la abertura de la vena cava inferior. Se
desecharon los primeros 200 ml del medio de perfusién con el objeto de eliminar la sangre
y lavar el higado, y a los 100 ml restantes, se le adicionaron 50 mg de colagenasa (0,38
U/mg Boehringer) y Cl,Ca 5 mM. Tras 5-10 minutos de perfusién con el medio adicionado
de colagenasa, se procedié a la diseccion y disgregacion del higado. La suspensién asi

obtenida se filtrd a través de gasa para eliminar los trozos no digeridos, y se centrifugé a
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baja velocidad (a 50 g, 2 minutos). El sedimento de células se resuspendié en PBS y

centrifugé para eliminar los restos de membranas. Esta (iltima operacién se realizd dos veces.

La viabilidad de los hepatocitos se determiné mediante tincién de exclusién con una
solucién de Azul de Tripdn (0,2% en suero salino). Las células muertas o con la membrana
plasmdtica dafiada aparecen tefiidas al observarlas al microscopio 6ptico, mientras que las que
mantienen su membrana integra aparecen sin tefiir. El contaje de las células se realizé en una
cdmara de Neubauer, La viabilidad de las células se considerd éptima con valores superiores
al 90%. Unos hepatocitos se procesaron para DNA y otros se congelaron en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -80 °C.

2.7.2.- Preparacién y cultivo de macréfagos

La obtencién se realizd siguiendo el método descrito por Hortelano er al (1995),
segun el cual, ratas macho Wistar controles de dos meses fueron sacrificadas por dislocacién
cervical. Tras retirar la piel de la cavidad abdominal, se inyectaron intraperitonealmente unos
50 ml de PBS frio, procediendo a aplicar un masaje en la zona. Transcurridos 10 minutos,
se recuperd el liquido ascitico que fue cenirifugado en frio durante diez minutos a 200 g. El
sedimento obtenido (constituido por macrdfagos y linfocitos), se resuspendié en RPMI 1640
y suero fetal bovino (FCS) inactivado al 10%, sembrando las células en una placa estéril
(10%/cm?) y manteniéndolas durante una hora en incubacién a 37 °C; de este modo, los
macréfagos quedan adheridos al fondo de la placa. Posteriormente, se retiré el sobrenadante,
lavdndose la placa tres veces con PBS frio para eliminar las células no adheridas y los
linfocitos en suspensién. Los experimentos se llevaron a cabo en medio RPMI sin rojo fenol.
Para la determinacién de nitritos, se adicionaron sueros al 10% de animales tratados y
controles, incubdndose las células durante 24 horas. Como positivo se utilizd PDBu
(25 ng/ml). Para determinar la concentracién de proteinas, las células se extrajeron con 200
ul de NaOH 50 mM.
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2.7.3.- Condiciones de cultivo de fibroblastos NIH 3T3, adiciéon de sueros y

determinacién de la incorporacién de timidina tritiada

Los fibroblastos de la linea celular NIH 3T3 se resuspendieron en medio DMEM con
FCS al 10% y se dispusieron 600.000 células por placa de cultivo (1,5 cm de didmetro)
manteniéndose a 37 °C en un incubador en atmésfera de aire con CO, al 5%. Después de
varios dfas, se aspiré el medio y tras lavar con PBS, se adiciond tripsina y se dejé actuar
durante 3 ¢ 4 minutos. Cuando la monocapa presentd un aspecto granular, sefial de que las
células se han despegado, se adicion6 DMEM y FCS al 10% y se recogié el medio en un
tubo estéril que se centrifugé a 800 rpm durante 10 minutos. El precipitado obtenido se
resuspendid en DMEM con 10% de FCS y se sembrd en placas de 96 pocillos a razén de
50.000 células por pocillo.

Después de 2 6 3 dias, se aspird el medio y se afadid medio fresco adicionado de
FCS al 0,2%. Después de 2 horas de incubacidn se afiadieron los sueros estériles procedentes
de ratas tratadas con tioacetamida y ratas control al 10% y se incubaron durante 24 horas.
Pasado este tiempo se determiné la sintesis de DNA siguiendo el método de Huang et al
(1989), que conlleva la eliminacion del medio y adicién de medio fresco con FCS inactivado
al 0,2% y 0,2 uCi de PH]-timidina por pocillo. Al cabo de 24 horas se aspiré el medio y se
lavaron todas las placas con PBS procediendo a la adicién de los reactivos necesarios para
recoger las células, para ello se afiadié NaOH 10 mM y SDS 0,1 %, lavdndose la capa celular
dos veces con agua. Todo ello se transfirid a tubos donde se afiadieron 1-2 ml de dcido
tricloroacético al 10%. Después de 15 minutos a 4 °C se filtraron, se secaron los filtros y
se mantuvieron a 4 °C durante 24 horas para evitar fendmenos de quimioluminiscencia.

Pasado este tiempo se midié la radiactividad en un contador de centelleo.
2.8.- Preparacion de fracciones subcelulares
Muestras de 4 x 10° hepatocitos se homogeneizaron en frio, en vaso provisto de

pistilo de teflén, con 3 ml de sacarosa 0,25 M (la solucién se prepard sobre tampoén Tris
0,2M a pH 7,4, afadiendo DTT 5 mM). La relacién de dilucién del extracto obtenido
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resultd ser de 1:4. Posteriormente, el homogenado se centrifugd a 10.000 g durante 30
minutos a 4 °C. Después de separar el sobrenadante, éste se volvid a centrifugar a
105.000 g durante 45 minutos a 4 °C correspondiendo el precipitado a la fraccién

microsomal y el sobrenadante a la fraccién citosélica (Diez-Ferndndez, 1992).

2.9.- Determinacién de actividades enzimadticas

Las determinaciones enzimdticas se llevaron a cabo en suero y en las diferentes
fracciones subcelulares del extracto hepdtico, en condiciones 6ptimas de pH y temperatura,
a saturacion de sustrato y cofactores. En todos los casos se siguid una cinética de orden 0,
al menos durante 2 min. Las actividades enzimaticas se determinaron directamente por
reacciones acopladas a la oxidacion-reduccién del par NAD*/NADH, siguiendo el cambio
de densidad 6ptica a 340 nm, y empleando en los cdlculos un coeficiente de extincién para
el NADH = 6,2 x 10°° M! cm™! (extincidn de 1 pmol de NADH en 1 ml de solucién).

2.9.1.- En suero

Se midieron en suero las actividades enzimdticas de la aspartato aminotransferasa
(ASPT) y la vy-glutamil transferasa (GGT), enzimas que podemos considerar determinantes

del grado de necrosis y funcionalidad hepdtica, respectivamente.

2.9.1.1.- Aspartato aminotransferasa (ASPT)

La actividad de este enzima se determiné espectrofotométricamente en suero,
midiendo la disminucidn de la densidad éptica a 340 nm, producida por la oxidacién del
NADH a NAD™ en la reaccién acoplada de reduccién del oxalacetato a malato, catalizada

por la malato deshidrogenasa (Rej y Horder, 1984), segiin la siguiente reaccion:

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

oxalacetato > malato
/\
NADH NAD*

La concentracion que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta fue la siguiente:
tampén fosfato 0,8 mM a pH 7,6; NADH 0,2 mM; 2-oxoglutarato 15mM a pH 7; aspartato
0,8 mM y 20ug de malato deshidrogenasa.

2.9.1.2.- y-glutamil transferasa (GGT)

Tanto en suero de ratas control como de ratas tratadas con tioacetamida se midié la
variacién de absorbancia a 405 nm utilizando: Tris 125mM pH 8,5, glicilglicina 75 mM y
v-glutamil-p-nitroanilida 5 mM, segiin el método de Wahlefeld y Bergmeyer (1987). La v-
glutamil transferasa cataliza la transferencia de un grupo -y-glutamilo de la ~y-glutamil-p-
nitroanilida a un dipéptido aceptor, la glicilglicina. La velocidad de formacién de p-
nitroanilida determinada a 405 nm, es proporcional a la concentracién catalitica de y-glutamil

transferasa en la muestra ensayada.

GGT

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

2.9.2.- En hepatocitos aislados

En los hepatocitos aislados segin el apartado de métodos 2.7.1, se han medido
actividades enzimdticas determinantes de lesion hepdtica y otros enzimas implicados en la
funcionalidad.

2.9.2.1.- FAD monooxigenasa

La FAD monooxigenasa o amino oxidasa de funcién mixta se determiné por el

método de Sum y Kasper (1982), midiendo espectrofotométricamente a 420 nm el derivado
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p-nitroso de la N,N-dietilanilina (DMA). Para ello, la fraccién microsomal (3-4 mg de
proteina) se incubd en presencia de glicina 0,1 M, buffer pirofosfato 0,025 M pH 8,4, 1,5
pmoles de NADP™, 0,5 umoles de glucosa 6-fosfato, 15 umoles de MgCl,, 2 U.1. de glucosa
6-fosfato deshidrogenasa y 3 pumoles de N,N-dimetilanilina, durante 5 minutos a 37 °C,
obteniendo de esta forma el derivado N,N-dietilanilina N-6xido. Tras precipitar las proteinas
con 4cido tricloroacético 0,9 N se ajusté a pH 9,4 con KOH 6 N y se extrajo con éter
dietilico para eliminar la N,N-dietilanilina no utilizada en la reaccién. Posteriormente se
acidificé con CIH 1 N y NO,Na 0,11 N y se calenté a 60 °C durante S minutos, con el fin
de reducir el N-6xido a N,N-dietilanilina, compuesto responsable de la coloracién al formar
el p-nitroso derivado correspondiente. La actividad enzimdtica se calcula utilizando et

coeficiente de extincion de 8,2 cm*/mmol.

2.9.2.2.- Citocromo P-450 Reductasa NADPH

Esta reductasa es una flavoproteina microsémica, que transfiere equivalentes
reductores desde el NADPH al citocromo P-450, durante la oxidacion de xenobidticos
(Holtzman, 1979). Como la reduccion del citocromo P-450 es dificil de medir directamente,
se utiliza normalmente un método que emplea citocromo ¢ exdgeno como aceptor de
electrones (Schenkman, 1972). El principio del ensayo se basa en el hecho de que el
citocromo ¢ oxidado (Fe**) se convierte en reducido (Fe?*), el cual alcanza su absorcidn
mdxima a 550 nm. Por tanto, la actividad enzimdtica puede ser evaluada por medida directa
del incremento en absorbancia a 550 nm, en funcién del tiempo. La actividad se mide en un
espectrofotémetro termostatizado a 25 °C. Una alicuota de la fraccidn microsémica (25-
50 pg de proteina) se incuba en 1ml de tampon fosfato 0,1 M a pH 7,2, en presencia de 0,1
pmol de EDTA, 50 umoles de CNK, 0,05 pmol de citocromo ¢ y 0,1 gmol de NADPH.
La actividad enzimdtica se calcula utilizando el coeficiente de extincién de 21

cm?/mmol.

2.9.2.3.- Citocromo b; reductasa NADH

Esta reductasa es otra flavoproteina microsémica, que transfiere equivalentes



MATERIAL Y METODOS Pdgina 63

reductores desde el NADH al citocromo by (Mihara y Sato, 1978). Esta puede determinarse
midiendo su actividad como ferrocianuro NADH reductasa utilizando por ello ferrocianuro
potésico exdgeno como aceptor de electrones, el cual alcanza su absorcién mdxima a 420 nm.
La actividad se mide en un espectrofotémetro termostatizado a 25 °C. Una alicuota de la
fraccién microsémica (25-50 pg de proteina) se incuba en 1 ml de tampodn fosfato 0,1 M a
pH 7,5, en presencia de 0,1 pmol de NADH. La actividad enzimdtica se calcula utilizando

el coeficiente de extincion de 1,02 em?/mmol.
2.9.2.4.- Glutation S-transferasa (GST)

La actividad de la glutation S-transferasa se determind en la fraccion soluble obtenida
al centrifugar el homogenado realizado con tampodn fosfato a 10.000 rpm durante 30 minutos,

segin el método de Habig er al (1974), midiendo la variacién de absorbancia a 340 nm con

glutation reducido 0,1 mM y CDNB (1-cloro 2,4-dinitrobenceno) 0,1 mM, segun la reaccién:

NO, NO,

GST
NO;@CI + GSH > NO@SG + HCI

La concentracidn que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta fue ia siguiente:

1-cloro 2,4-dinitrobenceno 0,5 mM; glutation 0,5 mM; fosfato potdsico 0,5 M a pH 6,5.

2.9.2.5.- Superdxido dismutasa (SOD)

La actividad enzimdtica de la superdxido dismutasa, se determind segiin el método
de Del Maestro ef al (1983). Este método se basa en la autooxidacién del pirogalol debido
a que la SOD reacciona con el radical superéxido O,” lo cual hace decrecer dicha

autooxidacién. El fundamento de la reaccién SOD es como sigue:

SOD
2 0, + 2H* > H,0,
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Los reactivos utilizados fueron: tampén Tris-HCI 50 mM a pH 8,2 con
dietilentriamina pentacético (DTPA) 1 mM, pirogalol 24 mM en CIH 10 mM y cianuro
sédico 0,33 M. La reaccidn se inicia por adicidn de la solucién de pirogalol sobre la muestra
y se registra el cambio de densidad dptica a 420 nm, frente al blanco (tampén Tris-HCI
50mM pH 8,2 y pirogalol 24 mM en HCl 10mM), durante 2 a 3 minutos. La unidad de
actividad enzimética de la superéxido dismutasa, se define por su capacidad para inhibir €l

50 % la autooxidacién del pirogalol.

Se determinaron la SOD total, SOD no enzimdtica y SOD real, utilizando diferentes
extractos. Para la determinacién de SOD total, se utilizo el extracto sin dializar, para la SOD
no enzimética se calent¢ el extracto a 100 °C durante 2 minutos y para determinar la SOD
real, se utilizé un extracto dializado, que contiene SOD sensible e insensible al CNK. Como

blanco se empled un extracto dializado y calentado.

2.9.2.6.- Catalasa (CAT)

La medida de la actividad enzimdtica de la catalasa, peroxido de hidrégeno
oxidoreductasa, se llevd a cabo en fraccién soluble de homogenados de hepatocitos, siguiendo
el método descrito por Aebi (1987), que mide la actividad enzimdtica a partir de la
descomposicion del H,0O, con liberacién de O,. El H,0, muestra un incremento continuo en
la absorcién conforme decrece la longitud de onda. La descomposicién del H,O,, se puede

determinar directamente por la disminucion de la absorbancia a 240 nm.

catalasa
2 H,0, > 2H0+ 0,

catalasa
ROOH + AH, > H,O0+ ROH + A

La concentracién de los reactivos en la cubeta fue la siguiente: tampdn fosfato 50 mM

pH 7 y perdxido de hidrégeno 10 mM.
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2.9.2.7.- Glutation peroxidasa (GP,)

La actividad de la glutation peroxidasa se determind espectrofotométricamente en
fraccién soluble de hepatocitos de rata, segiin el método de Giinzler et al (1974) modificado
por nuestro grupo, midiendo la disminucién de la densidad éptica a 340 nm, producida por

la oxidacién del NADPH, segiin las siguientes reacciones:

GP,
() 2GSH + ROOH > GSSG + ROH + H,0

GR
(II) GSSG + NADPH + H* ————> 2GSH + NADP*

La concentraciéon que dichos reactivos alcanzaron en la cubeta fue la siguiente:
tampon fosfato potdsico 45 mM pH 7,4, dietilentriamina pentacético (DTPA) 0,45 mM; GSH
2 mM; glutation reductasa (GR) 1 U/ml; NADPH 0,2 mM y rercbutil hidroperéxido
(t+-BOOH) 0,6 mM.

2.9.2.8.- Glutation reductasa (GR)

La actividad de este enzima, GSSG oxidoreductasa, se determiné
espectrofotométricamente en fraccion soluble, siguiendo el método de Goldberg y Spooner
(1987), midiendo la variacién de la densidad éptica a 340 nm, producida por la oxidacién

del NADPH, segun la reaccién siguiente:

GR
GSSG + NADPH + H¥ ——— > 2 GSH + NADP*

Esta reaccion, si bien es reversible, se encuentra muy favorecida en el sentido de la
formacién de glutation reducido. La concentracién de los diferentes reactivos en la cubeta
fue la siguiente: tampodn fosfato 100 mM pH 7,2; EDTA 0,5 mM; GSSG 2,20 mM vy
NADPH 0,17 mM.
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2.9.2.9.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

La actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, se determiné en fraccién soluble
hepética, de acuerdo con el método de Deutsch (1987), por el aumento de absorbancia a
340 nm, debido a la reduccién del NADP”*, en presencia de glucosa 6-fosfato.

La reaccién catalizada es:

G6PDH
Glucosa-6-P + NADP* > 6-fosfogluconolactona + NADPH + H*

Fundamento:

G6PDH
Glucosa-6-P + NADP* —— > 6-fosfogluconolactona + NADPH + H* (1)

Lactonasa
6-Fosfogluconolactona + H,0O > 6-Fosfogluconato (2)

6-PGDH
6-Fosfogluconato + NADP* > Ribulosa-5-P + NADPH + H* (3)

La reaccién problema (1), se acopla sucesivamente con la (2) para proporcionar el
sustrato de la reaccién indicadora (3). La reduccién de NADP™* en la reaccion (3) se puede
medir espectrofotométricamente por el aumento de densidad dptica a 340 nm. La reaccién
(1) es practicamente irreversible, por lo que la reaccion total se encuentra desplazada hacia
la derecha, de manera que la reduccion del NADP™* es reflejo cuantitativo de la actividad de
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La concentracidn que los diferentes reactivos alcanzaron

en la cubeta fue la siguiente: NADP* 0,38 mM; Glucosa-6-fosfato 3,3 mM; MgCl, 6,3 mM.
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2.10.- Determinacion de la concentracién de metabolitos

La determinacién de la concentracion de metabolitos se llevé a cabo en muestras de
hepatocitos aislados y células en cultivo, congelados en N, liquido y conservados a -80 °C,

segin las técnicas que a continuacién se describen para cada uno de ellos.

2.10.1.- Citocromo P-450

El Citocromo P-450 se determind espectrofotométricamente, por el método de Omura
y Sato (1964), midiendo €l espectro de absorcién caracteristico, con un mdximo a 450 nm,
que se produce al reducirse el Fe** del grupo hemo, por unién de la hemoproteina con
mondxido de carbono. La determinacion se llevé a cabo en la fraccién microsomal, en
muestras con una concentracion de proteinas de 2 mg/ml, y en presencia de ditionito sédico.
Se registré la linea base entre 400 y 500 nm observando la diferente absorcién a 450 nm, tras
ser burbujeada la muestra problema con monéxido de carbono. La concentracién de
citocromo P-450, se calcula utilizando el coeficiente de extincién de 91 cm?/mmol y los
resultados se expresan como nmoles de citocromo P-450 por mg de proteina de la fraccién

microsomal.

2.10.2.- Citocromo bg

El citocromo bs es otra hemoproteina, presente en la fraccién microsomal. El
fundamento del método (Bagglioni et al, 1970) es la determinacién del espectro redox del
NADH reducido versus citocromo oxidado. La reduccion del citocromo b, es catalizada en
presencia del enzima microsomal NADH-citocromo b, reductasa. Para su determinacion se
lleva a cabo el registro de la absorbancia entre 400 y 500 nm y tras adicionar una pequeiia
cantidad de NADH en una de las dos cubetas, que contienen la solucién de la fraccion
microsomal, se vuelve a realizar el espectro de absorcién. La concentracion de citocromo by

se calcula utilizando el coeficiente de extincién de 185 cm? mmol.
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2.10.3.- Glutation reducido (GSH), glutation oxidade (GSSG) y GSH/GSSG

4 x 10° hepatocitos se homogenizaron con 0,25 ml de dcido picrico al 1%, se
sonicaron y se centrifugaron a 10.000 g durante 20 minutos a 4°C. El glutation total se
determind por el método de Griffith {1980), monitorizando los cambios ¢n la absorbancia a
412 nm en presencia de dcido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 0,6 mM, NADPH
0,3 mM y 0,5 unidades de glutation reductasa en buffer fosfato 0,125 M pH 7.5. La
velocidad de la reaccién es proporcional a la concentracién de glutation y se basa en la
formacion de S tio-2-nitrobenzoato:

glutation reductasa
GSSG > 2 GSH

NADPH NADP*

2 GSH + DTNB > GSSG + 2 TNB

El glutation oxidado se determind tratando previamente el sobrenadante obtenido de
la homogeneizacién con 10 ul de 2-vinilpiridina que se acompleja con el GSH. En ambos

casos se utilizaron curvas de calibrado con GSH 0,1 mM y GSSG 0,1 mM, respectivamente.

2.10.4.- Grupos tiélicos de las proteinas

A 4 x 10° hepatocitos se afiadieron 0,25 ml de TCA al 12% y 0,5 ml de buffer
compuesto por Na,HPO,-2H,0 95 mM; Na,HPO,H,0 5 mM pH 8 y EDTA 5 mM; se
sonicaron la células y se centrifugaron a 4 °C a 800 rpm durante 10 min, siguiendo el
método de Di Monte et al (1984). El precipitado se resuspendié en 1 ml de TCA al 5%
lavando dos veces y centrifugando a 1000 rpm 5 y 10 min respectivamente. El precipitado
se resuspendié ahora en 1 ml de Tris-CIH 0,5 M pH 7,6 y de ahi se tomaron 20 ul para
medir protefnas, 450 ul a los que se afadieron 50 ul de reactivo de Ellmann's (10 mM en
metanol) y 450 ul a los que se adicionaron 50 pl de N-etilmaleimida (5 mM en buffer) y
50 ul de Ellmann’s para utilizarlo como blanco. Se midié la absorbancia a 412 nm tras 20

min de reaccion.
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2.10.5.- Malondialdehido

El malondialdehido se determiné por el método de Niehaus er al (1969). 4 x 10°
hepatocitos se homogenizaron con 1 ml de TCA al 0,1% y después de centrifugar a
15.000 g durante 10 minutos, 0,5 ml del sobrenadante se incubaron con 1,5 ml de dcido
tiobarbitirico {TBA) 0,5% en TCA al 20% a 90 °C en bafio de agitacién durante 20
minutos. Pasado este tiempo, se paré la reaccién poniendo los tubos en bafio de hielo. Tras
centrifugar a 10.000 g durante 5 minutos, se midié la densidad Gptica en el sobrenadante a
532 nm.

2.10.6.- Factor de necrosis tumoral o (TNF-o)

La determinacidn de los niveles de TNF-o en los sueros de animales tratados con
tioacetamida y controles se llevé a cabo siguiendo el protocolo de Amersham basado en una
técnica de ELISA que utiliza un anticuerpo para el (m) TNF-« conjugado con peroxidasa.

La sensibilidad del método tiene un rango de 50-2450 pg/ml.

2.10.7.- Oxido nitrico (NO)

La liberacién de 6xido nitrico en los cultivos de macréfagos se determind por la
acumulacién de nitritos y nitratos (NO total) segin el método de Griess, que consiste en la
formacién de un complejo diazo entre el dcido sulfanilico y el éxido nitrico, y posterior
reaccion con el naftil-etilenodiamino para dar un complejo coloreado (Green et al, 1982).
Asi, se transfirieron 200 @ del medio de cultivo a un eppendorff, y los nitratos se redujeron
a nitritos con 0.5 unidades de nitrato reductasa (Boehringer) en presencia de NADPH 50 uM
y FAD 5 uM (Schmidt er al, 1992). El exceso de NADPH que interfiere en la determinacidn
quimica de los nitritos, se oxidd en presencia de 0.2 mM de piruvato y 1 ug de lactato
deshidrogenasa. Los nitritos se determinaron con el reactivo de Griess, por la adicién de
dcido sulfanilico ImM y HCl 100 mM. Tras incubar durante 5 minutos, los tubos fueron
centrifugados y tras una primera fectura de la absorbancia a 548 nm, se afiadié naftiletileno

diamino 1 mM. La reaccién se completé tras 15 minutos de incubacidn, compardndose la
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absorbancia obtenida a 548 nm con la correspondiente a un patrén de NaNQO,.

2.11.- Determinacién de proteinas

Las protefnas se evaluaron por el método de Bradford (1976) utilizando albimina de
suero bovino como patron y reactivo de Coomasie. Este método se basa en la reaccién, por
fuerza idnica, entre grupos sulfonados 4cidos presentes en el azul Coomasie y grupos amino
libres presentes en aminodcidos bdsicos, principalmente arginina, lisina e histidina. Los
cambios de absorbancia a 595 nm son directamente proporcionales a la concentracién de

proteina.

2.12.- Preparacién de pldsmides. Obtencién de insertos

Bacterias Escherichia coli DHS5« se hicieron competentes por el método de Hanahan
modificado (Sambrook et al, 1989), transformdndose posteriormente con 1 ng del pldsmido
que contenia el inserto empleado en el andlisis por Northern Blot. Las bacterias
transformadas se crecieron en placas de medio LB (triptona 10 g/l, extracto de levadura
5 g/l y CINa 10 g/1) a las que se afnadid el antibiético ampicilina al que eran resistentes en

virtud del pldsmido introducido.

Las colonias de bacterias transformadas con el pldsmido se crecieron en 100 ml de
medio EB-+antibidtico (50 ug/ml de ampicilina), manteniéndose durante toda la noche a 37
°C con agitacién constante. El cultivo de bacterias se centrifugé a 3.000 g durante 3-5 min,
tras lo cual se resuspendid suavemente en medio TE-glucosa (Tris-CIH 10 mM pH 8, EDTA
1 mM, glucosa 50 mM), al que se afiadid una punta de espdtula de lisozima con el fin de
romper la pared bacteriana. La resuspension se mantuvo 15 minutos a temperatura ambiente,
afladiendo la solucidn de lisis (NaOH 0,2 M, SDS 1%) durante 5 minutos; después con el
objeto de precipitar las proteinas y el DNA cromosémico, se afiadieron 4,5 ml de acetato
potdsico SM pH 4.5 y se incubd a 4 °C durante 15 minutos, elimindndose posteriormente por
filtracién. El DNA plasmidico se precipité con isopropanol y se aiiadieron 50ul/ml de RNAsa

A 10 mg/ml, incubando a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se afadieron
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250 pg/ml de proteinasa K y se incubé 2h a 50 °C.

Finalmente, se extrajo €l DNA plasmidico con 500 ul de una mezcla 1:1 (v/v) de
fenol/cloroformo; este proceso se repitid hasta que no se aprecié interfase. El DNA se
precipité a -20 °C durante toda la noche con 0,1 voliimenes de acetato sédico 3 M pH 4,5
y 2 volimenes de etanol absoluto. La cantidad de pldsmido obtenido se analizé
espectrofotométricamente y por electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampén TBE (Tris
0,02 M pH 8,5, EDTA 0,4 mM, dcido bérico 0,2 M).

Los insertos se obtuvieron por digestion de los pldsmidos con los enzimas de
restriccion adecuados. Para ello, se mantuvo durante toda la noche a la temperatura
adecuada, una mezcla de reaccidn que contenia, en un volumen final de 150 ul, tampdn de
restriccién 1x, 200 ug del pldsmido a digerir y una unidad/ug pldsmido de cada uno de los
enzimas de restriccidn. El inserto se separé del plasmido digerido por electroforesis en gel

de agarosa de bajo punto de fusién al 1% y extraccién con fenol/cloroformo.

El inserto se precipitd con acetato sédico 3 M ( 0,3 M, concentracion final) y 2,5
volimenes de etanol absoluto, manteniéndolo toda la noche a -20 °C. Después de la
precipitacién, las muestras se centrifugaron a 4 °C a 13.000 rpm, se lavé el precipitado con
etanol al 75% y el DNA se resuspendié en medio TE 10:1. La valoracién del inserto se

realizé electroforéticamente en un gel de agarosa al 1% empleando marcadores de DNA.

Los pldsmidos pGEM4Z de 2,746 kb con los ¢cDNAs de catalasa, superdxido
dismutasa de Cu-Zn (Cu-Zn SOD), superdxido dismutasa de Mn (Mn SOD) y glutation
peroxidasa (GPx) fueron generosamente cedidos por el Dr. Jonathan L. Tilly (Tilly y Tilly,
1995). El ¢cDNA correspondiente a la 18S ribosomal fue sintetizado en el Imperial Cancer
Research (Londres) y cedido generosamente por el Dr. E. Rozengurt. Sus caracteristicas

particulares se muestran en la siguiente tabla:
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Plasmido Resistencia Enzimas de Inserto (kb)
restriccion

Mn SOD pGEM4Z Amp BamHI 0,396
HindIII

Cu-Zn SOD pGEMA4Z Amp BamHI 0,380
HindIII

Catalasa pGEM4Z Amp BamHI 0,424
HindIII

GPx pGEM4Z Amp BamHI 0,316
HindIII

185 pBR322 Tet —_ 0,2

2.13.- Determinacion de trdnscritos de ciertos enzimas

Una vez obtenidos los insertos correspondientes se procedié a determinar
cuantitativamente los niveles de sus trdnscritos tanto en animales controles como en los

intoxicados, asi como sus modificaciones a lo largo de la edad.

2.13.1.- Aislamiento del RNA de muestras de hepatocitos

Para la extraccion de RNA de muestras de hepatocitos se siguié el método descrito
por Chomzynsky y Sacchi (1987). El método se basa en las propiedades tnicas de las
molécul