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RESUMEN

El higado se encarga del metabolismo de carbohidratos, proteinas vy lipidos,
produccion biliar, almacena glucégeno y participa en la respuesta inmunitaria. En
esta Ultima, las citocinas juegan un papel muy importante durante el dafio hepatico.
En el trabajo se estableci6 un modelo de colestasis in vivo inducido por 17-a
etinilestradiol (EE) durante 7 dias, para determinar si los cambios bioquimicos
plasmaticos, asi como morfolégicos del higado ya reportados anteriormente se
modifican con la dosis y a tiempo determinados en este experimento; ademas, de
analizar el papel de las citocinas y del 6xido nitrico (ON). En este modelo se evalu6 a
la talidomida (T), como un farmaco inmunomodulador y hepatoprotector que se
encuentra en la primera etapa de investigacion preclinica en el area de la
farmacologia hepatica. Se utilizaron 4 grupos de ratas Wistar macho (250 g, n=8) a
las que se les administrd por via s.c. el EE (10 mg/kg) y/o el vehiculo (V,
propilenglicol 0.25 mL) durante 7 dias, asi como la administracién p.o. con vehiculo
(V, carboximetilcelulosa o CMC 0.7%) y/o talidomida (400 mg/kg). En plasma se
determind la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina (FA), y-glutamil
transpeptidasa (y-GTP), concentracion de bilirrubinas directas y totales (BD y BT),
alanina-aminotransferasa (ALT), citocinas como el TNF-a, IL-10, TGF-B, también se
cuantificé la concentracion de 6xido nitrico (ON). En higado se evalué glucégeno
hepatico, grado de peroxidacion lipidica (PL), colagena hepatica por media de la
cuantificacion de hidroxiprolina (HP), las mismas citocinas, ON y se realiz6 la técnica
histoldgica de hematoxilina/eosina (H/E) en muestras de higado.

Al establecer el modelo de dafio hepético con los marcadores mencionados
anteriormente, los resultados sugieren que en el grupo dafado con EE, hay un
cambio significativo en algunos de los marcadores como glucégeno hepatico,
colagena hepatica, PL, FA, y-GTP. En otras determinaciones bioquimicas no se
evidenciaron cambios significativos, tal es el caso de citocinas proinflamatorias,
antiinflamatorias y ON. La prueba donde se evidenciaron algunos cambios
morfolégicos en la ultraestructura hepatica, es en la técnica de H/E, observando
necrosis celular difusa y en parches y dilatacion sinusoidal que involucran el proceso

patolégico de colestasis provocado por estrégenos como el EE.



De manera general, se corrobor6 que el EE causa dafio hepatico, ya que hubo
cambios significativos en pruebas bioquimicas enzimaticas y alteraciones en la
arquitectura hepatica de ratas, aunque no de manera contrastante para producir
colestasis. En el grupo tratado con T (T+EE), a la dosis y tiempo establecido de 400
mg/kg/7 dias, hubo una disminucion de los marcadores de PL, FA. Al realizar el
andlisis histolégico de H/E, observamos una tendencia moderada a revertir el dafo
provocado por EE, como la necrosis hepatocelular difusa, infiltrado linfocitario y
escasa regeneracion hepatocelular sinusoidal. La modificacion de citocinas y ON no
fue significativa al tiempo y dosis determinados en este modelo de dafio hepatico
inducido con EE.

Utilizar pruebas bioquimicas clasicas de laboratorio y la cuantificacion de
citocinas y ON, permite decir que la T a la dosis y tiempo de administracion
propuesto no provocé hepatoproteccién, esto posiblemente por la participacion de
otras moléculas involucradas en la colestasis experimental, por lo que se propone
ajustar la dosis y tiempo de administracion de ambos farmacos para futuros estudios

de investigacion cientifica.



1. INTRODUCCION.

1.1. Anatomia del higado.

El higado es el 6érgano de mayor tamafio y complejidad metabdlica del cuerpo
humano, se localiza en la parte superior del abdomen, debajo del diafragma, encima
del estbmago y de la masa intestinal, ocupando el hipocondrio derecho y la mayor
parte de la region epigastrica; su coloraciéon es rojo parda, visto de cerca parece
estar constituido por una serie de granulillos de diferente color en su centro y en su
periferia. En la figura 1, se aprecia el higado, el cual tiene una masa aproximada de
1.4 kg en el adulto mayor, constituyendo de un 2 a 5 % de la masa corporal del
adulto (Netter, 1981; Testut y Latarjet 1998; Aguirre, 2003).

La forma del higado varia, esto se debe por su capacidad de regeneracion, asi
como la plasticidad del tejido hepatico, permitiendo la adopcién de una gran variedad
de formas, que dependen de la presion ejercida de los érganos vecinos, alteraciones
vasculares y procesos patolégicos (Netter, 1981). Con base en la distribucion
macroscopica de las ramas intrahepaticas de la vena porta, la arteria hepética y los
conductos biliares el higado se divide en dos I6bulos de tamafio semejante, el
derecho y el izquierdo, cada uno tiene cuatro segmentos designados con numeros
romanos, el izquierdo del | al IV y el derecho del V al VIII (Aguirre, 2003).

1.2. Unidades secretoras hepaticas.

Desde tiempo atrds los cientificos han clasificado la unidad anatomica y
funcional del higado, teniendo distintos puntos de vista para concebir las unidades
secretoras hepaticas:

» En el siglo XVII en los trabajos de Wepfer y Malpighio, clasificaron la unidad

estructural del higado denominandola “lobulillo clasico” (Gonzélez et al., 1996;

Kuntz y Kuntz, 2006).

» A mediados del siglo XIX surgié el concepto de “lobulillo portal” de Thiele

(Gonzélez et al., 1996; Kuntz y Kuntz, 2006).



> En el siglo XX se considera como “acino hepatico” de Rappaport (Angeles y
Larriva, 1993; Gonzalez et al., 1996).
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Figura 1. Anatomia del higado humano. (Tomada de: Netter, 1981).



1.2.1. Lobulillo cléasico.

Se considera una estructura en forma de prisma con seccion transversal
hexagonal, como se muestra en la figura 2, en donde cada angulo corresponde a un
espacio porta y en la porcidon central se encuentra la vena o vénula centrolobulillar,
delimitada por tejido conectivo que se condensa en los angulos para formar los

espacios portas (Angeles y Larriva, 1993; Barrao, 1996).

1.2.2. Lobulillo portal.

En la figura 2, se observa de forma triangular y se halla centrado por un
espacio porta y delimitado en cada vértice por tres o0 mas venas centrales. Los
segmentos de células secretoras liberan sus productos en un conducto comdun,
localizado en el centro del lobulillo. Este tipo de unidad estructural del higado permite

explicar la funcién exocrina (Angeles y Larriva, 1993; Barrao, 1996).

1.2.3. Acino hepético.

Esta constituido por pequefios segmentos de 2 lobulillos clasicos delimitados y
2 venas hepaticas terminales. Su forma es oval o romboidal y se encuentra centrado
por un eje terminal portal que contiene ramas de los diferentes componentes del
espacio porta. En cada acino las células se colocan concéntricamente alrededor de
Su eje conectivo, de forma que las mas proximas a éste (Zona ) recibiran la sangre
con mayor concentracién de oxigeno y sustancias nutricias y las mas alejadas por el
contrario (zona Ill) recibiendo sangre de menor calidad, en la zona Il recibira sangre
de calidad intermedia (Gonzalez et al., 1996). Desde el punto de vista funcional, es
adecuado este concepto, aunque también es utilizado ampliamente el concepto de
lobulillo. En los espacios porta se encuentran los siguientes elementos: conductos
biliares, una rama de la arteria hepatica, una rama de la vena porta y canales

linfaticos, rodeados de tejido conjuntivo laxo (Angeles y Larriva, 1993).



Area portal (AP)
Arteria hepatica
Conducto biliar

Lobulillo hepatico

Figura 2. Esquema de las tres concepciones de la unidad funcional del higado.
A) Lobulillo clasico de Wepfler y Malpighio. B) Lobulillo portal de Thiele. C) Acino
hepético de Rappaport o portal (Tomada de: Gartner y Hiatt, 2002).

1.3. El sinusoide hepatico.

Es un canal vascular entre trabénculas hepéticas por donde circula sangre,
esta revestido por células endoteliales, entre ellas se sitan las células de Kupffer.
En la figura 3, se observa que entre los sinusoides y los cordones de los hepatocitos
se encuentran los espacios de Disse, donde se localizan las células de Ito y células
de Pit con caracteristicas similares a los linfocitos y finalmente los hepatocitos
(Angeles vy Larriva, 1993; Barrao, 1996).



Figura 3. Estructura del sinusoide hepatico: A) Célula endotelial. B) Célula de
Kupffer. C) Célula de Ito. D) Célula de Pit. H) Hepatocito. E) Espacio de Disse. L) Luz
del sinusoide. (Modificada de: Barrao, 2002; Gartner y Hiatt, 2002).

1.4. Analisis histolégico del higado: células de revestimiento sinusoidal y

hepatocitos.

1.4.1. Células endoteliales.

Son células alargadas y aplanadas que participan en el transporte activo de
sustancias entre los sinusoides y el espacio de Disse, la coagulacion, la fibrindlisis, la
reaccion inflamatoria, la respuesta inmunitaria, la regulacion de la presién sanguinea,
la angiogénesis y el metabolismo de los lipidos (Aguirre, 2003). Una caracteristica
importante es su aspecto de “lamina perforada” por la existencia de multiples orificios
completos, tienen la funcion de permitir el paso de ciertas moléculas de tamafio
variable, en un momento determinado, colaborando de esta forma con las células
Kupffer y células de Pit en adecuar una respuesta inmunitaria eficaz (Barrao, 1996).



1.4.2. Células de Kupffer.

Llamadas también macrofagos residentes del higado, fueron descubiertas por
Kupffer, en 1876 (Haubrich, 2004). El citoplasma contiene vesiculas, cuerpos densos
y vacuolas, constituyendo un aparato lisosomal muy desarrollado para la fagocitosis
y pinocitosis, desechando lo nocivo por la sangre sinusoidal como hematies viejos,
detritus celulares, bacterias, parasitos y determinadas lineas celulares (Barrao,
1996). La membrana presenta receptores que son activados por sustancias con
poder inmunogénico, siendo capaces de responder a estimulos como endotoxinas o
sustancias inmunomoduladoras, con la produccién y liberacion de productos con
potente efecto bioldgico, mediadores de la inmunidad y de agentes citotdxicos
(Barrao, 1996).

1.4.3. Células estelares hepéticas o de lIto.

Fueron descubiertas por Ito en 1951 y se conocen con los nombres de
adipocitos, pericitos, células almacenadoras de grasa o células estelares hepaticas;
estas emiten brazos citoplasmaticos que se extienden por el espacio de Disse
contactando con la célula endotelial y las microvellosidades de los hepatocitos.
Constituyen el 15 % del total de células del higado (Barrao, 1996; Friedman, 2000;
Aguirre, 2003).

El citoplasma tiene fibras reticulares consideradas como precursoras de
colagena y de grandes gotas de grasa. Sus funciones son almacenar vitamina A del
organismo, sintetizar colagena tipo I, lll y 1V, fibronectina, laminina, acido hialurénico
y otras sustancias habituales en la matriz extracelular. Se ha observado que la
sintesis aumenta de forma evidente en la rata con lesion inducida por tetracloruro de
carbono, ademas de la respuesta inflamatoria, cicatrizacion y la regeneracion
(Barrao, 1996; Aguirre, 2003).



1.4.4. Células de Pit.

Fueron descritas por Wisse en 1976 y se caracterizan por poseer
pseudopodos citoplasmaticos (Gonzélez et al., 1996). Estas células participan en la
defensa natural frente al desarrollo de tumores o a la colonizacion intracelular de
virus, por lo que parece ser que constituyen un elemento efector de respuesta

inmunitaria (Barrao, 1996).

1.4.5. Hepatocitos.

Fueron descubiertos por M. H. Dutrochet, quien reconocio “acumulaciones de
células vesiculares” en tejido hepatico en 1824. Posteriormente fue confirmada la
descripcion y extendida por F. Kiernan (1833), J. Henle (1836) y J. E. Purkinje (1837)
quienes también descubrieron las células (Kuntz y Kuntz, 2006).

Los hepatocitos constituyen el 80 % del volumen total del higado y un 60 a 65
% del nimero total de células presentes en este 6rgano. Son células poliédricas con
un diametro de 20 a 40 um y una vida media de 150 a 200 dias (Kuntz y Kuntz,
2006). El citoplasma contiene abundantes organulos como las mitocondrias,
ribosomas, reticulo endoplasmico rugoso (RER), uno o varios aparatos de Golgi y
lisosomas, esto debido a que desempefia funciones de sintesis, detoxificacion,
excrecion y secrecion. La mitocondria asume la funcion de metabolizar glacidos
(glicdlisis aerdbica) y lipidos (beta oxidacion). La presencia de ribosomas libres y
RER reflejan actividad de sintesis de proteinas tanto las utilizadas o incorporadas
intracelularmente como las secretadas; el ensamble de polipéptidos para la secrecion
se lleva a cabo en el aparato de Golgi, presenta glucégeno y pocas vacuolas
lipidicas; las células ademas desempefian la secrecion exocrina de bilis en el

canaliculo biliar (Angeles y Larriva, 1993).



1.4.6. Matriz extracelular.

La cantidad de colagena puede ser de tipo | y lll, representa del 5 al 10 % del
total del higado (Aguirre, 2003). En el ser humano, la coldgena de tipo | se localiza
en los espacios porta, los vasos sanguineos grandes, las venas eferentes y la
capsula portal (de Glisson). La colagena Ill se encuentra en espacios porta, venas

centrolobulillares y el parénquima.

1.5. Aporte vascular al higado.

La irrigacion sanguinea hacia el higado procede de la vena porta que
suministra sangre rica en nutrientes, aproximadamente un 75 % del flujo total, la cual
proviene del bazo y tubo digestivo que es de 1,500 mL/min y recibe sangre
oxigenada de la arteria hepatica izquierda y derecha, participando con menor
cantidad de flujo (25 %). La sangre sale del higado en la superficie posterior del
organo a través de las venas hepéticas, que vierten su contenido en la vena cava
inferior (Merck, 1999; Aguirre, 2003; Gartner y Hiatt, 2008). La arteria hepatica,
conducto biliar y vena porta, en conjunto reciben el nombre de triada portal, que es
un area en donde los tres lobulillos tipicos estan en contacto, habiendo mas tejido

conjuntivo (Gartner y Hiatt, 2008).

1.6. El sistema biliar.

Elaborar bilis es una funcion exocrina de los hepatocitos, es segregada a una
red de canaliculos biliares intrahepaticos y almacenada en la vesicula biliar. Cuando
se necesita la bilis, es transportada por los conductos extrahepéaticos hasta llegar al
duodeno donde llevan a cabo su funcion, posteriormente los acidos biliares son
reabsorbidos para ser llevados nuevamente al higado y asi ser utiles en la formacion
de la bilis (Garries y Ponce, 1996; Gonzalez et al., 1996).
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1.7. Funcién hepética.

El cuerpo humano trabaja incesantemente ayudado de los 6rganos, siendo uno
de los mas importantes el higado donde se realizan cerca de 500 procesos
bioquimicos distintos que son efectuados en el hepatocito y células sinusoidales
(Aguilar y del Rincon, 2003; Kuntz y Kuntz, 2006). Esas funciones permiten la
homestasis interna, gracias al metabolismo de sustancias como el colesterol, la
vitamina A que participa en diversos procesos fisiologicos, como la formacion de la
rodopsina, un pigmento que participa en la vision, interviene en el desarrollo
embrionario y crecimiento de los huesos entre otras funciones (Diaz-Zagoya, 2003;
Garcia y Ochoa, 2003). El higado también metaboliza compuestos exogenos —
farmacos o insecticidas- y endogenos —esteroides-; desintoxicaciéon de sustancias
como el etanol, toxinas o cualquier otro xenobiotico gracias al complejo proteico
denominado “citocromo p-450” (CYP 450); almacenamiento de glucégeno en higado,
pudiendo guardar de 70 a 80 g del polisacéarido al dia. Ademas, realiza la sintesis de
una gran variedad de productos que se vierten al torrente circulatorio como es la
albumina, una de las proteinas plasmaticas mas abundante, produciéndose 14 g/dia
en el higado; fibrindgeno, la mayor parte de globulinas, proteinas de la coagulacion
como es la heparina que actia como anticoagulante, lipoproteinas plasmaticas que
sirven como precursores de hormonas esteroides y acidos biliares, entre otras
moléculas (Aguirre, 2003; Céardenas, 2003). La funcion exocrina del hepatocito es la

de producir la bilis (Gonzélez et al., 1996).
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2. DANO HEPATICO Y AGENTES INDUCTORES: ANTICONCEPTIVOS
ORALES (AO).

2.1.Dafio hepatico.

2.1.1. Colestasis.

Se define como la condicion patoldgica ocasionada por el estancamiento de
componentes de la bilis, provocando alteraciéon en el flujo biliar, morfologia de los
hepatocitos y las células endoteliales del conducto biliar o colangiocitos (Kasahara et
al., 2002). Esa acumulacion de los constituyentes biliares en los hepatocitos produce
estrés oxidativo, transtorno en la membrana plasmatica, dafio hepatocelular severo y
necrosis o apoptosis probablemente por la actividad detergente de sales biliares
(Kasahara et al., 2002).

La colestasis puede ser intrahepatica como en el caso de la cirrosis biliar
primaria, utilizacion de medicamentos como el paracetamol, glibenclamida,
antibiéticos como la ciclosporina y oxipenicilina, componentes de los AO, y durante el
embarazo; en el caso de la colestasis extrahepética se da como consecuencia de la
obstruccion del conducto biliar, presentandose la colelitiasis, cirrosis hepética e
hipertension portal. Durante el evento patolégico se generan los procesos de
inflamacion, necrosis y fibrosis que son mediados por citocinas (Reyes y Simon,
1993; Kasahara et al., 2002).

2.1.2. Fibrosis hepética.

Es una lesion cronica caracterizada por la activacion de células estelares
hepaticas y un exceso de produccion de matriz extracelular, por lo cual se
incrementa el contenido de colagena tipo |, lll, fibronectina, glicoproteinas,
proteoglicanos y glucosaminoglucanos, aumentando los niveles de 3 a 5 veces el

contenido normal.



Esta patologia se presenta en respuesta a varios estimulos como la hepatitis
especialmente la B y C, abuso del alcohol, algunos medicamentos, hepatotoxinas,
enfermedades metabdlicas, ataque autoinmune al epitelio del conducto biliar, siendo

considerado un proceso reversible (Farrell, 2002; Prosser et al., 2006).

Durante el proceso de fibrogénesis hepatica hay un incremento de citocinas
de forma autocrina, siendo el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1) el
estimulo dominante de la produccién de células estelares hepaticas y una supresion
de la proliferacién de hepatocitos, cambios en la actividad de proteasas, disminucion
de enzimas responsables en la degradacion de matriz extracelular como son las
metaloproteinasas: MMP-2 y estromelisina-MMP-3, e incremento de los inhibidores
tisulares (TIMP) (Farrell, 2002; Shimizu, 2003; Prosser et al., 2006).

2.1.3. Cirrosis.

Es la fase final crénica de diferentes procesos patolégicos en donde se
presenta la regeneracion, necrosis y fibrogénesis, es generalmente irreversible

provocando un transtorno en la circulacion hepatica (Kuntz y Kuntz, 2006).

En esta patologia se presenta un desequilibrio metabdlico por la reduccion de
la masa de hepatocitos y pérdida de la funcionalidad de los mismos. Los pacientes
presentan ictericia, encefalopatia, ascitis, disturbios en la coagulacion,
biotransformacion, desbalance hormonal, infecciones bacterianas o virales, alteracion
en el metabolismo de carbohidratos y proteinas, etc. (Belmont, 1996; Kuntz y Kuntz,
2006).
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Existen varias causas de la cirrosis, las cuales se observan en la figura 4. El
namero de casos clinicos de pacientes de diferentes edades y géneros va en

aumento (http:/sinais.salud.gob.mx).

Por desérdenes Anticonceptivos orales y
genéticos hepatotéxicos diversos

A a

’ Granulomatosa \ ’ Autoinmune ‘

Cirrosis Quimica
biliar < | CIRROSIS |
Mala / \ Por consumo

nutricion ) 4 A 4 de alcohol

Cirrosis biliar Otros tipos
secundaria de cirrosis

Figura 4. Clasificacion etiol6égica de la cirrosis. (Modificada de: Belmont, 1996).



2.2. Agentes inductores de dafio hepatico.

El dafio hepatico puede ser causado por un gran numero de sustancias que se

aprecian en la tabla 1, de las que se deben considerar la dosis y tiempo de

exposicion (Farrell, 2000).

Tabla 1. Agentes nocivos que causan dafio hepatico.

Agente

Arsénico.

Alcohol (EtOH).

Tolueno y xileno.

Amanita phalloides

Hipervitaminosis A

Vitamina Al (retinol).

Metotrexato.

Paracetamol.
Analgésico.

Clorpromazina.
Calmante

Tipo de exposicion

Agua contaminada, exposicion
industrial, pesticidas
herbicidas.

Ingestiobn alcohdlica a altas
dosis y en tiempo prolongado.

Solvente y diluyentes de
pinturas, gomas adhesivas.

Ingestién accidental, con sélo
una seta.

Dosis elevadas de vitamina A.
Depende de la vida media del
retinol (50 dias a un afo).

Ingesta elevada de
metrotexato en el tratamiento
de leucemia linfocitica aguda,
cancer en seno, cabeza, cuello
y pulmones.

Sobredosis del farmaco, ya
que se obtiene sin receta
médica.

Dosis elevada y prolongada en
el tratamiento de la psicosis.
Predomina en mujeres
adultas.

Dafio hepatico

Fibrosis hepatica y cirrosis.

Fibrosis, apoptosis, higado graso,
toxicidad hepética, Peroxidacion
lipidica, dafio a macromoléculas y
alteracion de citocinas que
participan en la inflamacion.
Esteatosis posiblemente lesion
hepatocelular leve. Solo certeza
exposicion prolongada y masiva.
Insuficiencia hepatica fulminante.
Toxicidad.

Hay fibrosis, hipertensién portal,
retardo del crecimiento y cirrosis.
Hay mejoria si se deja de
administrar la  vitamina A,
excepto cuando hay cirrosis

Causa hepatotoxicidad, fibrosis y
algunos casos de cirrosis,
ademas de otras alteraciones
COmo reacciones mucocutaneas y
neumonitis.

Causa necrosis
centrolobulillar.

En modelos de dafio hepatico se
ha visto que causa citotoxicidad a
hepatocitos.

Hay colestasis, presentandose
prurito, ictericia, alteracion de
pruebas de funcionalidad
hepatica e hiperbilirrubinemia.

hepéatica

(Calabresi y Chabner, 1996; Qiu-Ju et al., 1994; Farrell, 2000; Cardenas, 2003;

Gutiérrez-Salinas et al., 2009).
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2.3.1. Anticonceptivos orales (AO).

Los anticonceptivos orales (AO), son un grupo de medicamentos mas
consumidos en el mundo incluyendo México, estos se utilizan para evitar el
embarazo y en la terapia de substitucion hormonal (http://www.forbes.com; Brunton
et al., 2007), que generalmente son una combinacion de un analogo hormonal de
progestina y otro de estrégeno, a distinta dosis (Kalant y Roschlau, 2002; Mycek et

al., 2004). En el mercado farmacéutico se encuentran en las presentaciones que se

muestran en el cuadro sinéptico.

ORALES

ANTICONCEPTIVOS<

[Combinados. Contienen un anélogo de estrogeno (dosis

variable de 20 a 50 ug) y uno de progestina (dosis variable, 1
mg 0 Menos).

Eficacia de 97% a 99%.

Se comercializan en paguetes para 21 dias.

Sélo contienen progestinas. Incluyen la minipildora, los
implantes  subdérmicos de liberacion prolongada vy
formulaciones inyectables intramusculares.

Eficacia de 96 a 97.5%.

Poscoito. Se emplean dosis altas por pildora (0.05 mg de 17
a-etinilestradiol y 0.25 mg de levonorgestrel), ingiriendo la
primer dosis en cualquier momento en término de 72 h del coito
y 12 h después ingerir la segunda dosis (Brunton et al., 2007).
Su eficacia es de 90 al 98%, dependiendo del régimen de 72

Khoras después del coito.

2.3.1.1. Mecanismo de accién y receptores a estréogeno.

Los estrogenos inhiben la secrecion de la hormona foliculo estimulante y las
progestinas inhiben la liberacion de la hormona luteinizante, para producir la
inhibicion del desarrollo del foliculo y la ovulacién, ademas de aumentar la viscosidad
del moco cervical, impidiendo la penetracion de los espermatozoides, asi como

modifica las condiciones para la implantacion alterando el desarrollo del endometrio

(Williams y Stancel, 1996).
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Los estrogenos ejercen sus efectos por la interaccion con receptores
nucleares: receptor estrogénico a (RE-a) y receptor estrogénico 8 (RE-B), los cuales
son factores de transcripcion activados por ligandos que aumentan o disminuyen la
transcripcion de algunos genes (Cheskis et al., 1997). Cuando penetran a la célula
por difusion a través de la membrana plasmatica, la hormona se liga a un receptor
estrogénico en el ndcleo. En dicha zona de la célula el receptor inactivo unido a una
proteina de choque caldrico, se liga al estrégeno, provocando un cambio
conformacional del receptor, lo que ocasiona que se disocien las proteinas de
choque térmico y ocasiona dimerizacion del receptor, lo cual intensifica la afinidad y
la rapidez de union del receptor a DNA (Cheskis et al., 1997). Los receptores de
estrogenos se encuentran en las vias reproductoras femeninas, glandulas mamarias,

hipofisis, hipotdlamo, hueso, higado y otros érganos (Williams y Stancel, 1996).
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3. RESPUESTAS CELULARES A DANO HEPATICO: CITOCINAS.

Las citocinas son proteinas solubles tipo hormona del sistema inmunitario que
se encargan de efectuar la comunicacion celular, son producidas por diversos tipos
celulares en respuesta a varios estimulos. Sus funciones son mediar y regular las
respuestas inflamatorias e inmunitarias iniciando su accion al unirse a receptores
especificos en la superficie de las células diana. Los receptores a citocinas son
proteinas transmembranales y estdn reguladas por sefiales especificas (otra
citocina), estas citocinas se unen a los dominios extracelulares, y posteriormente se
produce una respuesta celular requiriendo la sintesis de “novo” ARNm y proteinas,
este es un acontecimiento breve y autolimitado (Abbas et al., 1998).

De manera general, basandose en la estructura y funcién de las citocinas,
estas se clasifican en interleucinas, factores de crecimiento, interferones, factores de
necrosis tumoral y quimiocinas (Oppenheim y Ruscetti, 2002). Tienen un papel
importante en la regulacion de varias respuestas bioldgicas, asi como respuestas
inmunitarias, inflamacién, hematopoyesis, oncogénesis, neurogénesis y en el
desarrollo temprano embrionario (Ishihara y Hirano, 2002). En cuanto al higado se
refiere, éste es un 6rgano que sintetiza y remueve citocinas, encargandose de eso
las células que lo componen. Se habla de un efecto autocrino cuando la misma
célula produce la citocina, un efecto paracrino cuando se producen citocinas por
estimulacién de células cercanas o células de diferentes tipos (pleiotropicas) que
secretan citocinas a la circulacion endocrina, pudiendo actuar en distintos tipos de
tejidos u érganos, conduciendo a una respuesta inflamatoria (Simpson et al., 1997,
Abbas et al., 1998). (Figura 5).

Las citocinas desencadenan respuestas diversas en el higado, interviniendo
en el metabolismo hepético, regeneracion, dafio hepatico, inflamacién y fibrosis
hepatica. Algunas citocinas que participan en algunos de los procesos mencionados
anteriormente, se muestran en la tabla 2, como el TNF-a, IL-10 y TGF-B (Ashcroft,
1999; Fernandez-Martinez et al., 2004; Yeh et al., 2004; Prosser et al., 2006).
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Figura 5. Mecanismos de induccién de dafio por citocinas y sus propiedades
en el higado. (Modificada de: Simpson et al., 1997; Abbas et al., 1998; Fernandez-
Martinez et al., 2004; Muriel, 2008; http://epidemiologiamolecular.com/citocinas/)



Tabla 2. Citocinas involucradas en el dafio hepético.

Tamario del _
Fuente celular Células diana Efectos
Citocina polipéptido
TNF-a 17 kD = Hipotadlamo . Hipotdlamo = Activacion
= Musculo . Musculo (inflamacion,
Grasa . Higado coagulacion).
Higado . Células = Fiebre,
Células de endoteliales proteinas de
Kuppfer . Neutrofilos fase aguda.
Neutrofilos = Catabolismo
Células (caquexia).
endoteliales = Apoptosis.
Hepatocitos = Choque
séptico.
IL-10 20 kD Células de » Hepatocitos = Factor
Kuppfer. = Células de inhibidor de la
Queratinocitos. Kuppfer sintesis de
Células T. citocinas (IFN-
Macrofagos. Y).
Linfocitos = Inhibe
activacion de
citocinas (IL-1,
IL6 y TNF-q).
TGF-3 14 kD Linfocitos T » Linfocitos T = Inhibe
Macro6fagos » Macréfagos activacion,
= Células de proliferacion
Kupffer = Regula +/-

proliferacion.

= Fibrosis.

(Clemens, 1991; Abbas et al., 1998; Ashcroft, 1999; Oppenheim y Ruscetti, 2002).



3.1. Factor de necrosis tumoral- a (TNF-a).

Esta molécula es considerada un blanco terapéutico con énfasis en sus
actividades inmunoestimulantes y antineoplasicas para la inmunomodulacion de
otras citocinas, ya que tiene un papel fundamental en enfermedades cronicas e
inmunitarias, incluyendo las hepatopatias. EI TNF-a fue identificado inicialmente
como mediador de la necrosis tumoral, posteriormente se investigd que puede
inducir regresion de algunos tumores, servir como mediador circulante de la
caquexia, por lo que recibié la denominacién de caquectina. Se sabe que los efectos
biolégicos dependen en parte de la concentracion de la citocina y la interaccion con
las demas citocinas (Clemens, 1991; Abbas et al., 1998; Oppenheim y Ruscetti,
2002). Hay 2 tipos de TNF, el a y 3, en ambos hay una considerable homologia en su
secuencia de aminoacidos y pertenecen a la familia beta “sandwich”. EI TNF- es
una glicoproteina de 171 aminoécidos, y el TNF-a, una proteina que no presenta
glicosilaciones constituida de 157 aminoacidos, se localiza en el cromosoma 6 de la
especie humana; ambas moléculas comparten un receptor de 70 kD (Clemens, 1991;
Abbas et al., 1998). EI TNF-a se sintetiza como un propéptido que después se
procesa intracelularmente por medio de una enzima convertidora de TNF-a
denominada TACE (del inglés, TNF-a converting enzyme) para pasar a su forma
madura y activa secretada como un trimero compacto formado por 3 subunidades
idénticas de 157 aminoacidos que semeja un cono. En la figura 6, se muestra que el
TNF-a se une como un trimero a su receptor, cada trimero se une a 2 o 3 copias del
receptor de manera simultanea, esto resulta en un enlazamiento cruzado con los
receptores mediados por ligandos, tal enlace transmitira sefiales al interior de la
célula (Oppenheim y Ruscetti, 2002). Se han identificado dos tipos de receptores que
son proteinas transmembranales, el receptor tipo | (TNFRI) y el tipo 1l (TNFRII). Cada
receptor transmembranal posee un dominio citoplasmatico grande y puede transmitir
sefiales a través de la via NFkB que originara la mayor parte de los efectos
inmunoldgicos del TNF-a. EI TNFRI es el mediador principal de la actividad de TNF-

a, en tanto el TNFRII desempefia una funcion auxiliar.
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La porcion citoplasmatica del TNFRI incluye una secuencia de 80
aminoacidos conocida como dominio de muerte celular (Abbas et al., 1998).

Los dominios de muerte de ambos receptores permiten desencadenar la
apoptosis celular cuando se unen con sus ligandos respectivos; también activan la
caspasa-8, que a la vez activa la cascada de caspasas (Abbas et al., 1998;

Oppenheim y Ruscetti, 2002).

Figura 6. Estructura tridimensional del TNF-a. (Tomada

de:ssrl.slac.standford.edu/research/highlights_archive/tnf-alpha.html)

El TNF-a juega un papel interesante en varias formas de lesion hepatica
experimental. En el modelo de colestasis por la ligadura del conducto biliar el TNF-
a, TGF-B e IL-6, contribuyen a determinar la condicion colestética, ademas de causar
muerte celular por necrosis 0 apoptosis a hepatocitos (Plebani et al., 1996; Prosser et
al.,, 2006). Recientemente en el modelo de colestasis inducido por la LCBC
sinergizado por AO durante 14 dias (100 pg/kg/dia de norgestrel y 10 yg/kg/dia de
EE), se encontré que se incrementa la concentracion del TNF-a, por la ingesta de

ambos componentes de AO a las dosis y tiempo administrados (Gonzalez, 2008).
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3.2. Interleucina 10 (IL-10).

Es una citocina con efectos potentes antiinflamatorios y antifibroticos (limuro y
Brenner, 2008). Esta proteina que es vista en la figura 7, es un producto de las
células Th2 activadas y células B; es miembro de la familia de citocinas de cuatro
hélices a y probable actuia como un homodimero (Oppenheim y Ruscetti, 2002). El
receptor a la IL-10 se encuentra dentro de la familia de dos cisteinas/WSXWS y

sefaliza a través de una via Jak/STAT (Abbas et al., 1998).

Figura 7. Estructura tridimensional de la IL-10. (Tomada

de:http://upload.wikimedia.org)

Esta citocina tiene la capacidad de inhibir la transcripcién y traduccién de una
variedad de citocinas proinflamatorias (Muriel, 2008). En el higado la IL-10 se
expresa en hepatocitos, células de Kupffer, células endoteliales sinusoidales, células
estelares y linfocitos infiltrados hepaticos (Muriel, 2008). Varios estudios han
reportado que la IL-10 tiene un papel importante en enfermedades hepaticas, asi
Santucci y colaboradores (1996), investigaron el papel que tiene esta citocina en la
hepatitis experimental inducida por LPS, Le Moine y colaboradores (1995) Ia
investigaron en la hepatitis alcohdlica, y Den Boer y colaboradores (2006) observaron
el papel de esta importante citocina antiinflamatoria en la enfermedad del higado
graso (Muriel, 2008).
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3.3. Factor de crecimiento transformante (TGF-B).

En principio se identific6 como un factor de crecimiento para fibroblastos que
promovia la cicatrizacion, posteriormente se determinaron efectos biolégicos
contrarios (Oppenheim y Ruscetti, 2002). El TGF-B se produce en varios tipos
celulares, incluyendo macrofagos activados, queratinocitos y linfocitos T. En
el humano se expresan 3 tipos de proteinas TGF-B: 1, 2 y 3 de 112 aminoacidos
cada una, siendo productos independientes de genes, aunque todos se unen a 5
tipos de receptores de alta afinidad localizados en las superficies celulares (Clemens,
1991; Oppenheim y Ruscetti, 2002). (Figura 8).

Figura 8. Estructura tridimensional del TGF-B. (Tomada

de:http://commons.wikimedia.org)

El TGF-B1, es una citocina profibrogénica que activa las células estelares
hepéticas produciendo una gran cantidad de componentes de la matriz extracelular y
la formacion de fibrosis, disminuyendo los hepatocitos por la necrosis o apoptosis
(Oppenheim y Ruscetti, 2002; Chong et al., 2006; Prosser et. al., 2006). Son varios
los efectos biolégicos del TGF-B, pudiendo antagonizar el efecto positivo del
crecimiento en fibroblastos, células epiteliales y muasculo, poseer actividades
proinflamatorias actuando como un factor quimioatrayente de neutrofilos y monocitos,
por otra parte, la administracion sistémica del TGF- ejerce efectos antiinflamatorios
(Oppenheim y Ruscetti, 2002).
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4. MODELOS DE DANO HEPATICO Y MARCADORES.

Para comprobar la eficacia de la actividad bioldégica de compuestos para la
terapia hepatica éstos necesitan ser evaluados en estudios preclinicos y clinicos que
determinan la seguridad y efectividad de los compuestos. Al realizar un estudio
preclinico, éste se puede llevar a cabo utilizando uno de los varios modelos de dafio
hepatico que simulan enfermedades hepaticas causadas por diferentes agentes
nocivos que provoca dafio hepéatico agudo o cronico. Los animales utilizados
frecuentemente en experimentos de laboratorio son los roedores, encontrandose la
rata (Ratus ratus) y en menor proporcion el ratdbn (Mus musculus) (Muriel, 2003).
Algunos de los modelos utilizados en la parte experimental hepatica son los que se

mencionan a continuacion:

La administracién de CCl4, es un modelo de dafio hepético agudo o croénico,
en donde se transforma el CCls en el radical triclorometilo (*CCls) por accion del
citocromo CYP2EL, causando estrés oxidativo, peroxidacion lipidica y dafio al DNA.
Se administran 4g/kg de CCls via oral, siendo una forma confiable, simple y
econOmica para ocasionar hepatitis toxica. Este procedimiento produce un dafio
maximo a las 24 horas, estimulacion maxima de regeneracién hepatica a las 72
horas y recuperacién completa de la masa funcional hepatica a los 7 a 10 dias
(Muriel, 2003).

Otro modelo de dafio agudo que provoca sepsis es mediado por
endotoxinas o lipopolisacaridos (LPS) componentes de la pared celular de
bacterias Gram-negativas. La dosis subletal que se usa de LPS son 5 mg/kg, siendo
sacrificadas las ratas a las 24 horas (Ikejima et al., 1998). Los efectos biolégicos que
causan son choque letal y colestasis, induciendo citocinas proinflamatorias como el
TNF-a y algunas interleucinas como la IL-18 e IL-5 (Rodriguez-Garay, 2003;
Fernandez Martinez et al., 2004).
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Un modelo de dafio hepético crénico que simula la cirrosis biliar es la ligadura
del conducto biliar comun. Esta condicién provoca la excrecion hepatocelular de
sales biliares que se acumulan en el higado, al alcanzar concentraciones elevadas
entran en contacto con las membranas ejerciendo su accion detergente sobre ellas,
aumentando la permeabilidad celular y desencadenando eventos fisiopatol6gicos
caracteristicos de las enfermedades hepaticas como la necrosis, inflamacion y
fibrosis (Muriel, 2003; Rodriguez-Garay, 2003).

4.1. Administracion de 17-a etinilestradiol (EE).

Algunas ocasiones los estrogenos naturales enddgenos y la ingesta de AO
pueden causar dafio hepatico por toxicidad, provocando colestasis durante el
embarazo y en mujeres que reciben el tratamiento de anticoncepcion, asi como
algunas que reciben terapia de reemplazo hormonal en la postmenopausia y han
presentado alguna alteracién hepatica (Yamamoto et al., 2006), por tal motivo, se

han llevado a cabo estudios en un modelo animal.

Se tienen los siguientes reportes en cuanto a induccién de dafio hepatico con
EE a distintas dosis y tiempo de administracion:

Cuando se administra el estrogeno sintético EE y se considera un modelo de
dafio subcrénico que causa colestasis en ratas y ratones (Yamamoto et al., 2006), la
dosis usada es de 5 mg/kg/dia de EE durante 5 dias, por via s.c., utilizando
propilenglicol como vehiculo, el cual no interactia con el farmaco. La via de
administracion puede ser intraperitoneal (Storch y Schachter, 1984; Geier et al.,
2003) o via subcutanea en ratones adultos, dando una dosis de 10 mg/kg de EE con
el mismo vehiculo durante 5 6 21 dias consecutivos, causando hepatotoxicidad,
hepatomegalia, elevacion de &cidos biliares en plasma, inflamacion y colestasis
(Yamamoto et al., 2006). Inan y Cowan (2006), establecen un modelo de colestasis
cronica, utilizando una dosis de 2 mg/kg durante 14 dias, provocando alteraciones en

acidos biliares y fosfatasa alcalina (FA), ademas de prurito (Inan y Cowan, 2006).
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Gardufio y colaboradores (2007), establecieron el modelo a una dosis
aumentada de 10 mg/kg durante 5 dias de tratamiento habiendo una disminucién de
los marcadores utilizados, como el colesterol total, lipoproteinas de baja y alta
densidad y un aumento en la FA.

El dafio colestatico causado por EE se debe a la disminucién del flujo biliar y
deterioro de mecanismos de transporte en la membrana basolateral y canalicular de
hepatocitos (Geier et al., 2003). Ademas, disminuyen los marcadores bioquimicos
como bilirrubinas, colesterol, fosfolipidos y excrecion de sales biliares, incrementando
la actividad de FA, ALT y y-GTP (Rodriguez-Garay, 2003), durante 5 6 21 dias de
exposicion al dafio hepatico (Rahner et al., 1996).

En el trabajo presente se realizaron experimentos en un modelo de colestasis
inducido por EE a una dosis de 10 mg/kg/dia durante 7 dias consecutivos, via
subcutanea, utilizando como vehiculo el propilenglicol. Se evalué el dafio hepatico
con los marcadores de funcionalidad hepética y colestasis que no determinan flujo
biliar, pero si la condicion colestatica, es decir pruebas clinicas de funcionalidad

hepatica de laboratorio, asi como citocinas y oxido nitrico.

4.2. Marcadores del dafio hepético.

Es necesario realizar un panel de pruebas de laboratorio para valorar las
funciones bioquimicas, sintéticas y excretoras que desempefia el higado, ya que nos
ayudard a saber la magnitud del dafio hepético tanto en animales de laboratorio
como en humanos (Woodman, 1988). Algunas de las pruebas de laboratorio

utilizadas son las que a continuacién se mencionan:

La enzima alanina aminotransferasa (ALT), marcador de necrosis 0 muerte
celular, se utiliza para determinar desérdenes que ocurren en el higado, por ende se
utiliza como un marcador dafio hepatocelular, considerandolo un indicador sensible,
aunque inespecifico, de lesibn aguda o crénica de los hepatocitos

independientemente de su etiologia (Kaplan, 1993).
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La fosfatasa alcalina (FA), es una enzima util como marcador de colestasis,
ésta cataliza la hidrélisis de ésteres de fosfato a un pH alcalino 6ptimo. La medicion
se realiza en plasma, pero como es un reflejo de la funcion sistémica, la FA puede
provenir del hueso, intestino delgado, placenta y rifion, por lo que es util cuantificar
la concentracion catalitica de otra enzima, la y-glutamiltranspeptidasa (y-GTP), un
indicador de colestasis, que es muy sensible cuando hay una alteracion hepatica,
pues cuando la y-GTP se encuentra elevada, sugiere que el higado es la fuente de
ese aumento de la concentracion de FA, siendo necesario realizar ambas
determinaciones enzimaticas para dar un mejor diagnostico del dafio hepatico
(Woodman, 1988; Kaplan, 1993).

El producto final de la degradacion del grupo hemo de los eritrocitos es la
bilirrubina. Cuando hay un bloqueo en el tracto biliar, la bilirrubina no se excreta en la
bilis y su concentracion en el plasma aumenta, creando alteracion en el higado, de
tal forma que se puede utilizar como marcador de funcionalidad hepética y de
colestasis. Los derivados obtenidos por la reaccién del plasma con el ion diazonio del
acido sulfanilico (llamada reacciéon de diazo o de Van den Bergh) se detectan
mediante deteccion fotocolorimétrica. La reaccion separa la bilirrubina conjugada de
otra que es soluble en lipidos, reacciona de manera indirecta y representa la forma
no conjugada de la bilirrubina (Kaplan, 1993; Bayon et al., 2003; Méndez-Sanchez et
al., 2003).

El higado almacena la glucosa en forma de glucogeno, el cual juega un papel
importante en el mantenimiento de la concentracion de glucosa en la sangre
mediante procesos metabolicos de glucogendlisis y gluconeogénesis. Cuando
ocurre un descontrol metabdlico, este rgano no funciona adecuadamente, por lo que
se usa como un marcador de funcionalidad hepatica y de estrés al abolirse la
cantidad hepatica durante el dafio (Fernandez-Martinez et al.,, 2001; Garcia
Gutiérrez, 2001).
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La peroxidacion lipidica (PL), es un reflejo entre la interaccion de oxigeno
molecular, radicales libres o especies reactivas de oxigeno y los &cidos grasos
poliinsaturados que sufren dafio oxidativo. El lugar donde se realizan dichas
reacciones es la membrana celular, en especial de los hepatocitos, que cumplen
funciones variadas (Garcia Gutiérrez, 2001). Muchas proteinas pueden ser
indicadores de la capacidad de sintesis del higado, como es el fibrindbgeno,
protrombina y albumina; cuando hay dafio en los hepatocitos, hay una capacidad
reducida de sintesis proteica. Esta Ultima proteina plasmatica, la albumina, se
sintetiza en adultos de 12 a 15 g diarios, teniendo una vida media de alrededor de 20
dias. En general es un indicador poco confiable de sintesis proteica en enfermedad
hepética (Méndez-Sanchez et al., 2003).

La fibrosis hepética refleja cambios cualitativos y cuantitativos de la matriz
extracelular, habiendo gran cantidad de coldgena en un higado fibrético, por lo que la
cuantificacion de hidroxiprolina, un aminoacido que compone a la colagena es un

buen marcador indirecto de la fibrosis (Kaplan, 1993).

La colestasis causa desequilibrio en la sintesis de biomoléculas incluyendo las
citocinas, en donde las concentraciones de las proinflamatorias y pronecroticas como
el TNF-a, IL-1B8, IL-6, profibrogénicas o TGF- aumentan y las citocinas
antiinflamatorias y antifibréticas como la IL-10 disminuyen (Fernandez-Martinez et al.,
2006).

Las técnicas histolégicas (Hematoxilina-Eosina) ayudan a evaluar los cambios
morfologicos en el higado, como la apoptosis de hepatocitos y fibrosis de la matriz
extracelular (Fernandez-Martinez et al., 2006).

El oxido nitrico (ON) es un radical libre con mdultiples actividades biolégicas en
varios 6rganos incluyendo el higado. Se ha visto que el ON esta involucrado en
enfermedades hepaticas, aunque dependiendo de las condiciones experimentales
puede atenuar o incrementar las respuestas fisiopatologicas, como la fibrosis e

inflamacion reflejando el complejo comportamiento en el organismo.
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Esta molécula es muy inestable y rapidamente se convierte en nitratos y
nitritos (NO2"y NO3’) que son cuantificados y usados como un indice de la generacion
de ON. Fernandez-Martinez y colaboradores (2006), encontraron que el ON en
plasma e higado en el modelo de la LCBC fue elevado, demostrando la actividad de
la sintasa del 6xido nitrico (NOS) (Fernandez-Martinez et al., 2006; Muriel, 2006).

5. UNA POSIBLE ALTERNATIVA EN LA TERAPIA HEPATICA: LA
TALIDOMIDA.

El nimero de fitofarmacos y farmacos sintéticos para la terapia hepatica va
aumentando de manera lenta, a pesar de eso son valiosas herramientas terapéuticas
(Muriel, 2003; Gardufio-Siciliano et al., 2007). Una de las alternativas farmacologicas
para el tratamiento de hepatopatias como la colestasis y cirrosis biliar causadas por
AOQ, podria ser la talidomida un agente inmunoterapéutico que se observa en la figura
9. La talidomida, conocida en el mercado farmacéutico mexicano como Talizer tiene
una gran historia farmacologica debido a los efectos causados desde su nacimiento
hasta la actualidad. En 1954 se sintetizd por primera vez por los laboratorios Chemie
Griunenthal en Alemania, posteriormente se comercializd y usé en distintos paises
como Reino Unido, Nueva Zelanda, Australia, Japon y Canada (Marriot et al., 1999).
La estructura quimica de la talidomida (a-N-ftalimidoglutarimida), es un derivado

sintético del &cido glutdmico, consiste en un anillo glutarimida y un anillo ftaloilo.

0
I/

N
\>) o// H

anillo ftaloilo anillo glutarimida

Figura 9. Estructura quimica de la talidomida (a-N- ftalimidoglutarimida).
(Realizada con el software ACD/ChemSketch)
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En los afnos 50’s era el tercer farmaco mas vendido sin toxicidad entonces
reconocida, se utilizé por sus efectos sedantes, hipnéticos y antieméticos, es decir,
para el tratamiento del vomito durante los 3 primeros meses de embarazo. Como
consecuencia de esto entre los afios de 1956 y 1961 nacieron mas de 12,000 nifios
con malformaciones congénitas, siendo la méas evidente la focomelia, seguida de

amelia, malformaciones gastrointestinales, entre otros efectos.

Debido a lo anterior, el 26 de noviembre de 1961 fue retirada del mercado, ya
que se evidencid experimentalmente que la talidomida causé teratogénesis en
conejos (McBride, 1961; Somers, 1962; Williams 1968; Sigala et al., 2001). A pesar
de los antecedentes de la talidomida, en 1965 el dermatélogo Sheskin la utilizé por
su efecto sedante en pacientes con eritema nodoso leproso (ENL), observando que
las lesiones mejoraban sorprendentemente (Sheskin, 1965), debido a sus
propiedades antiinflamatorias investigadas posteriormente. Este acontecimiento fue
el motivo del resurgimiento de la talidomida, despertando el interés de investigar los
posibles mecanismos de accion y la aplicacién del agente inmunoterapéutico en
enfermedades de distinta etiologia relacionadas al sistema inmunitario humano
(Marriot et al., 1991). La talidomida se aprobdé en 1998 por la Administracién de
Alimentos y Drogas de Estados Unidos de Ameérica (FDA) y actualmente se
encuentra en la posicion 197 de los farmacos mas vendidos, por sus efectos
inmunomoduladores, antiinflamatorios y antiangiogénicos en la terapia contra el ENL,
siendo utilizado también en mieloma multiple, condiciones asociadas por la infeccion
de VIH, caquexia, artritis reumatoide, tuberculosis crénica, algunos tipos de cancer y
angiogénesis, entre otras (Marriot et al., 1991; Sigala et al., 2001;

www.celgene.com.mx). La dosis terapéutica de la talidomida, es una mezcla

racémica, de 100 a 400 mg al dia para pacientes con enfermedades de mieloma
multiple (Eriksson, 1995; Mujagi¢ et al., 2002; Kamikawa et al., 2006), es
administrada via oral y se absorbe lentamente en el tracto gastrointestinal,
posteriormente la molécula se rompe por el cambio de pH alcalino (pH 7.4 y 8) y se
transforman en productos que se excretan en la orina (Schumacher, 1965), sélo una

pequefia parte de la talidomida es biotransformada por un complejo enzimatico
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hepético denominado CYP2C que cataliza la molécula mediante hidroxilacion (Ando
et al., 2002).

Se han propuesto mecanismos diversos de accion de la talidomida, siendo el
méas estudiado el de la inhibicion de la sintesis de la citocina pleiotrépica
proinflamatoria y pronecrética, el TNF-a en monocitos humanos primarios
estimulados con LPS in vitro (Sampaio et al., 1991). Otro mecanismo posible
inmunomodulador propuesto de la talidomida, es la inhibicion de la activacion del
factor nuclear de transcripcion kB (NF- kB) en macréfagos primarios infectados con
VIH (Moreira et al., 1997). EI NF- kB envuelve un gran niumero de genes que
participan en respuestas inmunitaria, inflamatorias y de crecimiento. Este es activado
por varios estimulos incluyendo citocinas proinflamatorias como el TNF-a (Sun y
Karin, 2008).
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6. ANTECEDENTES DEL EFECTO DE LOS FARMACOS: 17-a ETINILESTRADIOL
Y LA TALIDOMIDA.
6.1. Antecedentes de los efectos de la terapia estrogénica: 17-a
etinilestradiol (EE).

En principio la dosis del componente estrogénico de los AO eran elevadas
hasta 150 ug, actualmente las dosis son menores oscilando entre los 20 a 50 ug,
proporcionando anticoncepcion segura (Loose y Stancel, 2007). A pesar de eso, en
algunas mujeres, los AO combinados siguen provocando efectos adversos como
vomito, dolor de cabeza, alteracion en el metabolismo de lipidos y aumento de
colesterol, que conlleva a hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares y
puede ser la base para el aumento de la formacién de célculos biliares que reciben la
terapia estrogénica (Williams y Stancel, 1996; Loose y Stancel, 2007). Otras
alteraciones que se relacionan al higado, en algunas mujeres que los consumen o
sintetizan de forma enddgena, son los responsables de la colestasis intrahepatica del
embarazo (Reyes y Simén, 1993), susceptibilidad a desarrollar colelitiasis, incidencia
de adenomas hepaticos, hiperplasia nodular focal (neoplasia benigna),
hepatocarcinogénesis hasta la etapa final que es la cirrosis, ademéas de sinergismo
del dafio hepatico en pacientes con enfermedades hepaticas (hepatitis aguda y
cronica, colelitiasis y carcinoma hepatocelular) que ingieren AO (Yager y Fifield,
1982; Vickers et al., 1989; Connolly y Zuckerman, 1998). Hay que considerar ademas
la dosis y tiempo de exposicion a los AO, sexo, edad, antecedentes de colestasis del
embarazo, hepatitis, colelitiasis, predisposicion genética, geografica e interaccion con

farmacos (Farrell, 2002).

Algunos reportes de casos clinicos son los siguientes:

A) Mujeres sanas de Francia que consumieron AO presentaron alteraciones
en las pruebas de funcionalidad hepatica, como en lipoproteinas de alta densidad,
colesterol y triglicéridos, observando que los estrégenos crean una alteracion en el
metabolismo de lipidos y esto puede ser un factor de riesgo para desarrollar

enfermedades cardiovasculares (Schile et al., 1998).
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B) Ganne-Carrié y colaboradores (2003), reportaron un caso clinico donde una
mujer de 17 afos de edad que ingirid AO durante 15 dias, con una dosis de 150 g
de levonorgestrel y 30 ug de EE, después de 3 meses presento ictericia, prurito,
dolor agudo biliar y vomito, estos signos y sintomas se relacionan con una
enfermedad genética denominada colestasis intrahepatica familiar progresiva tipo 3
(PFICS3, por su nombre en inglés Progressive familial intrahepatic cholestasis type 3),
gue se da por una alteracion del gen humano de resistencia a multimedicamentos 3
(MDR3) que patrticipa en la excrecion biliar fosfolipidica. En este estudio se llega a la
conclusion que las hormonas sintéticas dafan la funcion del gen MDRS3.
Posteriormente Dumont y Jacquemin encontraron que el EE es el responsable de
disminuir la secrecion biliar fosfolipidica en la rata, provocando colestasis (Ganne-
Carrié et al., 2003).

C) Dunn y McNair (2007) estudiaron 2 casos clinicos de mujeres con
colelitiasis, una mujer de 25 aflos que tuvo colestasis durante el embarazo y
posteriormente ingiri6 AO y la otra mujer de 66 afios que estuvo bajo terapia
estrogénica durante la menopausia por tiempo prolongado; ambas presentaban
alteracion en la funcion hepética, observando malestar, prurito, ictericia y pérdida de
peso que llevd a la anorexia, ademas de la alteracion de pruebas de funcionalidad

hepatica.

Se tienen conocimientos escasos de la participacion de citocinas en el dafio
hepatico provocado por la ingesta de AO. Konno y colaboradores (2002), estudiaron
en un modelo de sepsis por lipopolisacarido (LPS) sinergizado con AO, la
exacerbacion del dafio hepatico, (norentindrona y EE), donde la mezcla provocé un
aumento en la produccién del TNF-a por las células de Kuppfer (Konno et al., 2002);
ademas, en un modelo experimental de dafio hepatico de cirrosis biliar como la
ligadura del conducto biliar comin (LCBC) sinergizado con la ingesta de AO
(norgestrel y EE), hubo una modificacion de las concentraciones de citocinas como el
TNF-a, TGF-B e IL-10 involucradas en procesos de inflamacion, fibrosis y necrosis
(Gonzélez, 2008).
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En la colestasis provocada por EE, se ha estudiado el papel del citocromo P-
450 (CYP450) y sus isoformas, ya que participan en la degradacion del farmaco
(Mackinnon et al., 1978; Bolt, 1994), en particular el CYP 450 3A4 que patrticipa en el
catabolismo de estrogenos (17-a estradiol y 3-metil éter mestranol). Cuando se
encuentra disminuido el CYP450, no lleva a cabo la funcion de degradacion del EE lo
que provoca dafio hepatico por acumulacion (Bolt, 1994).

Uno de los metabolitos del EE, el 17 a-etinilestradiol-173 (B -D-glucorénido)
esta involucrado en la colestasis, causando reduccion del flujo y secrecién de acidos
biliares. Este metabolito sufre glucuronidacion en el anillo D y ha sido encontrado en
la orina de mujeres que ingieren los AO (Vore et al., 1983).

Por lo comentado anteriormente, antes de emplear los AO en mujeres, se
debe consultar a un médico especialista (ginecologo o gastroenterélogo) para que
haga un diagndstico clinico apropiado de la salud hepética de mujeres y si existen
indicios o antecedentes de hepatopatias, dar un tratamiento profilactico para la
enfermedad hepética y ofrecer otro método anticonceptivo, tales como el dispositivo
intrauterino (DIU) y los métodos de barrera como el condon y diafragma (Connolly 'y
Zuckerman, 1998).

6.2. Antecedentes de la talidomida en el dafio hepético.

Durante el dafio hepatico agudo y crénico causado por algun agente
etiologico, hay un desequilibrio de citocinas proinflamatorias, pronecroticas y
profibréticas como IL-1B, IL-6, TNF-a y TGF-3, como las antiinflamatorias (IL-10), que
provoca en el higado procesos como la colestasis, inflamacion, necrosis, apoptosis y
fibrosis (Ferndndez-Martinez et al., 2006), esto se ha comprobado en distintos
modelos experimentales preventivos. La inmunomodulacién que provee la talidomida
atiende a restablecer el balance de citocinas en niveles normales de homeostasis,
disminuyendo algunas citocinas y aumentando otras, provocando efectos biologicos

benéficos en el higado (Fernandez-Martinez et al., 2001; Muriel et al., 2003).
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En los trabajos de Fernandez Martinez y colaboradores, muestran que los
niveles de citocinas pro/antiinflamatorias y ON son modificados a comparacion con
las normales utilizando el modelo de la ligadura del conducto biliar, por lo cual se
define que el desequilibrio interfiere con la enfermedad de la cirrosis biliar
experimental en ratas (Fernandez-Martinez et al., 2006). Posteriormente, se evalud
la talidomida y dos analogos el 3-ftalimido-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanamida (PDP) y
acido 3-ftalimido-3-(3,4-dimetoxifenil)-propanoico, los cuales muestran la actividad
anticolestatica, antinecrética y antifibrética. EI PDP tiene un efecto inhibitorio del
TNF-a mayor que la talidomida y PDA tiene un mejor efecto antinecrético que la
talidomida (Fernandez-Martinez et al., 2001 y 2009).

Muriel y colaboradores en el 2003 reportaron que al provocar la cirrosis con
CCls se induce un incremento en los marcadores bioquimicos utilizados como ALT
(marcador de necrosis), y-GTP, FA (marcadores de colestasis), disminucién de
glucégeno hepatico (funcionalidad hepéatica), peroxidacion lipidica aumentada y
aumento de la coldgena; al administrar la talidomida bajan los marcadores
bioquimicos, evidenciando los efectos antinecroticos, anticolestaticos y antifibréticos
(Muriel et al., 2003).

En otro estudio hepatico realizado en un modelo de cirrosis inducida por
tioacetamida, se concluyé que la talidomida posee efectos antiinflamatorios y
antifibréticos por la supresion en la produccion de TNF-a y TGFB1 en células de
Kupffer, mejorando la necroinflamacion, protegiendo de la cirrosis en las ratas (Yeh
et al., 2004).

En un modelo de cultivo celular (HSC-T6) in vitro estimulados con TGF-B, la
talidomida inhibe al factor de transcripcion NFk-B, de manera concentracion

dependiente, disminuyendo asi al TNF-a. (Chong et al., 2006).
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De manera general, en varios modelos de dafio hepatico inducido por distintos
agentes causales, como el CCls, etanol, iodoacetamida, lipopolisacaridos de E. coli y
la ligadura del conducto biliar comun, la talidomida ha mostrado un efecto
hepatoprotector por la inmunomodulacion de citocinas que participan en la
patogénesis, asi como otras moléculas involucradas en el desequilibrio homestatico
como &cido hialurénico, laminina, procolagena Il y coldgena IV, asi como 6xido
nitrico (Fernandez-Martinez et al., 2001,2008; Enomoto et al., 2002; Muriel et al.,
2003; Enomoto et al., 2004; Yeh et al., 2004; Lv et al., 2006; Paul et al., 2006; Xiao et
al., 2007).
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7. JUSTIFICACION.

La colestasis es un proceso patolégico ocasionado por el estancamiento de la
bilis, que conlleva a la cirrosis. Con base a los datos reportados por la Secretaria de
Salud y Asistencia, en el afio de 2008 en México, la cirrosis y otras enfermedades
relacionadas al higado se consideran la cuarta causa de muerte, representando el
5.3 % del total de la poblacién (Tabla 3). Entre la edad reproductiva de 15 a 64 afios,
las hepatopatias ocupan el segundo lugar como causa de muerte entre la poblacion,
con un 8.9 % (Tabla 4). De las enfermedades hepéticas, las causas son variadas
aunque se hace mayor énfasis en aquellas relacionadas al consumo de alcohol
representando el 80 % y el resto causadas por infecciones virales, exposicion a
compuestos quimicos hepatotdxicos y diversos farmacos a los que la poblacién tiene
mas acceso incluyendo los anticonceptivos orales (AO) (http:/sinais.salud.gob.mx;
Garcia Gutiérrez, 2001). Estos son muy importantes en la terapia anticonceptiva y
postmenopdausica hormonal, por lo que es importante saber los efectos benéficos y
dafinos, a cierta dosis y tiempo de exposicion de los AO en mujeres que los

consumen.

Por los antecedentes del componente estrogénico, 17-a etinilestradiol y la
talidomida, se procedi6 a evaluar a la talidomida (400 mg/kg/dia, durante 7 dias, via
oral), en un modelo de dafio hepatico colestatico inducido por EE, con una dosis de
10 mg/kg/dia durante 7 dias, via subcutanea, y asi poder observar las propiedades
hepatoprotectoras e inmunomoduladoras de citocinas y ON, ya que se tiene escaso
conocimiento sobre la participacion de marcadores de funcionalidad hepatica,
citocinas y ON.

Ademas, que existen pocas alternativas de medicamentos, pudiendo ser la T,

una opcion en el area de la farmacologia hepética.
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Tabla 3. Principales causas de mortalidad general, 2008. Nacional.

Orden Clave CIE Descripcion Defunciones Tasa %
10a. Rev. Y
AO00-Y98 Total 538288 504.6 100.0
1 E10-E14 Diabetes mellitus 75572 70.8 14.0
2 120-125 Enfermedades isquémicas del 59 579 55.8 11.1
corazon
3 160-169 Enfermedad cerebrovascular 30 212 28.3 5.6
4 K70, K72.1, Cirrosis y otras enfermedades 28 422
K73, K74, cronicas del higado 26.6 5.3
K76
5 J40-J44, J67 Enfermedad pulmonar obstructiva 20 565 19.3 3.8
cronica
6 2l Accidentes de vehiculo de motor 16 882 15.8 3.1
7 110-115 Enfermedades hipertensivas 15 694 14.7 2.9
8 J10-J18, J20- Infecciones respiratorias agudas 15 096 14.2 2.8
J22 bajas
9 P00-P96 Ciertas afecciones originadas en 14 767 13.8 2.7
el periodo perinatal
10 X85-Y09, Agresiones (homicidios) 13 900 13.0 2.6
Y87.1
11 NOO-N19 Nefritis y nefrosis 12 592 11.8 2.3
12 E40-E46 Desnutricion calérico protéica 8 310 7.8 15
13 C33-C34 Tumor maligno de traquea, 6 697 6.3 1.2
bronquios y pulmén
14 Cl6 Tumor maligno del estbmago 5509 5.2 1.0
15 B20-B24 VIH/SIDA 5183 4.9 1.0
16 Cc61 Tumor maligno de la préstata 5148 4.8 1.0
17 C22 Tumor maligno del higado 5037 4.7 0.9
18 C50 Tumor maligno de la mama 4 840 4.5 0.9
19 X60-X84, Lesiones autoinfligidas 4 668 4.4 0.9
Y87.0 intencionalmente (suicidios)
20 C53 Tumor maligno del cuello del 4031 3.8 0.7
Utero
R00-R99 Causas mal definidas 10514 9.9 2.0
Las demas 175070 164.1 32.5

1/ Tasa por 100,000 habitantes

Los totales no incluyen defunciones de residentes en el extranjero

2/ V02-V04 (.1, .9), V09.2-V09.3, V09.9, V12-V14 (.3-.9), V19.4-V19.6, V20-V28 (.3-.9), V29-V79 (.4-
.9), v80.3-v80.5, v81.1, v82.1, V83-V86 (.0-.3), V87.0-V87.8, V89.2, v89.9 , Y85.0

Las principales causas de mortalidad estdn basadas en la lista GBD de 165

Fuente: Secretaria de Salud/Direccién General de Informacién en Salud. Elaborado a partir de la base
de datos de defunciones 1979-2008 INEGI/SS y de las Proyecciones de la Poblacion de México 2005
- 2050, y proyeccion retrospectiva 1990-2004. CONAPO 2006.
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Tabla 4. Principales causas de mortalidad en edad productiva (de 15 a 64

afios), 2008. Nacional.

Orden  Clave CIE 10a. Descripcién Defunciones Tasa %
Rev. 1
A00-Y98 Total 202 670 292. 100.0
1
1 E10-E14 Diabetes mellitus 29 554
426 14.6
2 K70, K72.1, Cirrosis y otras enfermedades 18 086
K73, K74, K76  cronicas del higado 26.1 8.9
3 120-125 Enfermedades isquémicas del 14 968
corazén 21.6 7.4
4 2l Accidentes de tréfico de 13 314
vehiculo de motor 19.2 6.6
5 X85-Y09, Y87.1 Agresiones (homicidios) 12689 18.3 6.3
6 160-169 Enfermedad cerebrovascular 7054 10.2 3.5
7 B20-B24 VIH/SIDA 4961 7.2 2.4
8 NOO-N19 Nefritis y nefrosis 4749 6.8 2.3
9 X60-X84, Y87.0 Lesiones autoinfligidas 4 089 5.9 2.0
intencionalmente (suicidios)
10 110-115 Enfermedades hipertensivas 3363 4.8 1.7
11 C50 Tumor maligno de la mama 3275 4.7 1.6
12 J10-J18, J20- Infecciones respiratorias 2 969 4.3 15
J22 agudas bajas
13 C53 Tumor maligno del cuello del 2 446 3.5 1.2
Gtero
14 C16 Tumor maligno del estomago 2371 3.4 1.2
15 J40-J44, J67 Enfermedad pulmonar 2 146 3.1 1.1
obstructiva cronica
16 Uso de alcohol 2 095 3.0 1.0
17 C91-C95 Tumor maligno de traquea, 2 007 2.9 1.0
bronquios y pulmén
18 F10, G31.2 Leucemia 1968 2.8 1.0
19 C81-C90 Linfomas y mieloma multiple 1822 2.6 0.9
20 W65-W74 Ahogamiento y sumersion 1773 2.6 0.9
accidentales
R00-R99 Causas mal definidas 1761 2.5 0.9
Las demas 65210 94.0 322

1/ Tasa por 100,000 habitantes

Los totales no incluyen defunciones de residentes en el extranjero

2/ V02-V04 (.1, .9), V09.2-V09.3, V09.9, V12-V14 (.3-.9), V19.4-V19.6, V20-V28 (.3-.9), V29-V79 (.4-
.9), v80.3-v80.5, v81.1, v82.1, V83-V86 (.0-.3), V87.0-V87.8, V89.2, v89.9 , Y85.0

Las principales causas de mortalidad estan basadas en la lista GBD de 165

Fuente: Secretaria de Salud/Direccion General de Informacién en Salud. Elaborado a partir de la base
de datos de defunciones 1979-2008 INEGI/SS y de las Proyecciones de la Poblacion de México 2005
- 2050, y proyeccion retrospectiva 1990-2004. CONAPO 2006.



8. HIPOTESIS.

Si se administra la talidomida (T) en un modelo de dafio hepatico experimental
de colestasis inducida por 17-a etinilestradiol (EE), se esperan efectos
hepatoprotectores e inmunomoduladores sobre marcadores bioquimicos, algunas

citocinas y oxido nitrico.
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9. OBJETIVOS.

9.1 Objetivo general.

e Evaluar el efecto farmacoldgico de la talidomida (T) en un modelo de dafio
hepético experimental de colestasis inducida por 17-a etinilestradiol (EE) en
ratas.

9.2 Objetivos particulares.

1. Establecer un modelo de dafio hepatico de colestasis inducida por EE con
base en referencias bibliograficas ya reportadas para su utilizacion en este
proyecto.

2. Cuantificar el dafio hepético inducido por EE mediante marcadores
bioquimicos comunes de colestasis, necrosis, funcionalidad y estrés oxidativo,
con el fin de evidenciar si el modelo establecido es util.

3. Evaluar el efecto farmacoldgico de la talidomida en el modelo de colestasis por
EE establecido, por medio de los marcadores de dafio hepatico, para comprobar
sus propiedades hepatoprotectoras.

4. Cuantificar los niveles plasmaticos y hepéticos de algunas citocinas y ON
implicados en el dafio hepatico, con técnicas de inmunoensayo, para determinar
si el efecto deletéreo del EE y el efecto hepatoprotector de la T estan
relacionados con sus propiedades inmunomoduladoras sobre citocinas y ON.

5. Realizar un analisis histopatologico con la técnica de hematoxilina/eosina con
el fin de corroborar el efecto deletéreo del EE y el efecto hepatoprotector de la T

observados con los marcadores bioquimicos de dafio.
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10.MATERIALES Y METODOS.

La investigacion presente se desprendi6 de un proyecto CONACyYT
denominado “Evaluacién farmacoldgica de la aminotalidomida y sus analogos N-
sustituidos en ratas con cirrosis biliar secundaria y administradas con anticonceptivos
orales” (50733-Q).

Se estudio el efecto que tiene uno de los componentes de los AO, el 17-a
etinilestradiol (EE), un estrogeno sintético con efecto dosis-dependiente y el tiempo
de exposicidn, teniendo antecedentes de producir colestasis (Rahner et al., 1996;
Rodriguez Garay, 2003; Gardufio Siciliano et al., 2006; Clerici et al., 2006). Por lo
anterior se decidié administrar una dosis de 10 mg/kg/dia, siendo una dosis doble a
la reportada en la mayoria de los articulos (Rahner et al., 1996; Gardufio Siciliano et
al., 2006), durante 7 dias como lo realizado por Clerici y colaboradores (2006),
siendo administrada en un vehiculo de propilenglicol, via subcutanea, donde
probablemente producira dafio hepatico (Rodriguez Garay, 2003; Gardufio Siciliano
et al., 2006; Clerici et al., 2006). Las pruebas de funcionalidad hepética
convencionales utilizadas para evaluar lo anterior mencionado son determinaciones
bioquimicas enzimaticas, marcadores de colestasis, necrosis, estrés oxidativo,
funcionalidad hepatica y fibrosis que se usan en un laboratorio de analisis clinicos,
citocinas y 6xido nitrico (ON). En el mismo modelo de colestasis, se evalu6 la dosis
terapéutica de la mezcla racémica de la talidomida (400 mg/kg/dia, disuelta en
carboximetilcelulosa, durante 7 dias), la cual ha sido utilizada anteriormente en
estudios de investigacion preclinica y clinica, donde ha mostrado efectos benéficos
hepatoprotectores e inmunomoduladores en modelos “in vivo” y en pacientes con
mieloma multiple (Eriksson et al., 1995; Fernandez-Martinez et al.,, 2001 y 2004;
Mujagic et al., 2002; Muriel et al., 2003; Kamikawa et al., 2006;).
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10.1. Colestasis experimental inducida por 17 a-etinilestradiol.

En el trabajo presente se evalué el efecto colestatico del EE, el cual ha sido
reportado que en ratas ofrece buenos resultados de forma aguda como cronica,
siendo éste un caso intermedio, administrando una dosis diaria de 10 mg/kg, por via
subcutidnea, disuelta en propilenglicol durante 7 dias, ademas se determind la
actividad farmacolégica de la mezcla racémica de T, por sus posibles efectos

hepatoprotectores y la inmunomodulacion de citocinas y ON.

I. Grupos experimentales y tratamiento.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con una masa entre 200 y 250 g,
teniendo 8 ratas por cada grupo experimental sometido en el modelo de dafio
hepético colestatico por EE. Los animales fueron divididos aleatoriamente en 4
grupos, teniendo acceso libre al alimento (Purina-chow dieta estandar; Purina,
E.U.A)) y agua, asi como sujetos a ciclos de luz y oscuridad de 12 h. Todos los
animales recibieron trato humanitario con base en el criterio de la Guia para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (Nacional Institutes of Health Publ. 86-23,
rev. 1985), también de acuerdo a los lineamientos y la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 (Fernandez Martinez et al., 2006).

Se siguio el esquema de tratamiento observado en la figura 10.

Los grupos son los siguientes:

1. Grupo control de controles. Vehiculo de 17-a etinilestradiol + vehiculo de
talidomida. (Vee+Vr). A cada rata sélo se le administré p. o. el vehiculo de T: 1 mL
de solucion de carboximetilcelulosa (CMC) 0.7%, 2 veces al dia (8:00 h y 20:00 h) y
0.2 mL de propilenglicol una vez al dia por 7 dias por s.c. (12:00 h).

2. Grupo control de la Talidomida. Vehiculo de 17-a etinilestradiol + talidomida.
(Vee+T). Se administr6 a cada rata p. o. talidomida (400 mg/kg): 1 mL de
suspension de T, en CMC 0.7%, 2 veces al dia (8:00 h y 20:00 h) y 0.2 mL de
propilenglicol una vez al dia por 7 dias (12:00 h), via s.c.
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3. Grupo dafiado. Vehiculo de talidomida + EE. (Vt+EE). A cada rata se le
administré p. o. el vehiculo de T: 1 mL de solucion de carboximetilcelulosa (CMC)
0.7%, 2 veces al dia, cada 12 h (8:00 h y 20:00 h) y el EE (10 mg/kg): s. c. en 0.25
mL de propilenglicol una vez al dia por 7 dias (12:00 h).

4. Grupo en tratamiento. Talidomida + 17-a etinilestradiol. (EE+T). Se les
administré p. o. T a cada rata (400 mg/kg) suspendida en 1 mL de CMC 0.7%, 2
veces al dia (8:00 h'y 20:00 h) y el EE (10mg/kg): s. c. en 0.25 mL de propilenglicol
alas 12:00 horas.

ESQUEMA DE TRATAMIENTO

| | | | | )
! m a oo o
m u Administracion subcutdnea del 17-o. etinilestradiol (EE) y/o vehiculo (V). n

Administracion oral de la talidomida y/o vehiculo (V).

Dosis de Dosis de
EE=10mg/Kg/7 dfas. T=400mg/kg/7dlas

3 OH
-C=CH
HO Etinil estradiol

Figura 10. Esquema de tratamiento experimental utilizando el modelo de dafio

hepético inducido por 17-a etinilestradiol.

Después de transcurrir los 7 dias de tratamiento farmacoldgico, las ratas
fueron sometidas bajo anestesia leve de éter para posteriormente sacrificarlas
mediante exanguinacion por puncion cardiaca utilizando una jeringa conteniendo

heparina de sodio como anticoagulante. Se removio al higado rapidamente y se
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enjuago en solucion salina isotdnica para posteriormente ser pesado en su totalidad

y tomar la cantidad necesaria para cada determinacion.

Las muestras de plasma e higado se mantuvieron en hielo para llevar a cabo
las determinaciones ese mismo dia, o ser congeladas en nitrodgeno liquido para la
cuantificacion posterior, manteniéndolas en ultracongelacion a -70° C hasta su uso.
Se realizaron las determinaciones bioquimicas en plasma y en higado de los
marcadores de dafio y funcionalidad hepaticos, citocinas, ON, asi como la toma de
muestras de higado en forma de lenglieta en solucion de formaldehido al 10 % en
solucién amortiguadora de fosfatos. El plasma se obtuvo de la sangre colectada y
centrifugada a 3,000 rpm por 10 minutos. Para la determinacion de hidroxiprolina se

sigue la técnica que se encuentra mas adelante.

En el caso de las determinaciones de peroxidacion lipidica (PL) y
cuantificacion de proteinas en higado, se homogenizé 0.5 g de higado de rata para
obtener el extracto. En el caso de citocinas y oxido nitrico se realizo el extracto de
higado con las muestras almacenadas en ultracongelacién, siguiendo la siguiente

técnica:

1. Pesar 0.5 g de higado de cada muestra.

2. Adicionar 5 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) fria a pH 7.4, con
coktail de inhibidores de proteasas, posteriormente llevar a cabo Ila
homogenizacion del higado en el homogenizador.

3. Los homogenados se centrifugarona 5500 rpm durante 35 minutos a 4° C en la
centrifuga refrigerada.

4. Se realizo la filtracion de cada muestra con un filtro de 0.45 mm (Millex-HA,
Millipore, Francia).

5. Se centrifugaron las muestras a 12500 rpm durante 45 minutos a 4° C en la
centrifuga refrigerada.

6. Se separo el sobrenadante y se llevé a un tubo eppendorf.
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7. Las muestras se colocaron en el ultracongelador (Thermo Scientific) a una
temperatura de -70° C para posterior analisis de citocinas y 6xido nitrico.

En la figura 11, se muestra lo que se determind en plasma:

1.-Actividad de fosfatasa alcalina (FA).

2.-Actividad de y-glutamiltranspeptidasa (y-GTP).

3.-Actividad de alaninoaminotransferasa (ALT).

4.-Bilirrubinas directas (BD o conjugadas) y totales (BT).

5.-Concentracién de citocinas (TNF-a, TGF-8 e IL-10).

6.-Concentracion de 6xido nitrico (ON).

Concentracion de las citocinas TNF-a,
TGF-B e IL-10

Figura 11. Determinaciones bioquimicas en plasma.
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En la figura 12 se muestran los marcadores que se cuantificaron en higado:

1.- Grado de peroxidacion lipidica (PL).

2.- Cantidad de glucogeno hepético.

3.- Muestras para histologia (tincion de eosina /hematoxilina).

4.- Cuantificacion de colagena (hidroxiprolina o HP).

5.- Concentracion de citocinas (TNF-a, TGF-f e IL-10).

6.- Concentracion de 6xido nitrico (ON).
.En la siguiente seccion se describe cada técnica realizada.

Cantidad de las citocinas
TNF-a, TGF-B e IL-10

Tincién
Hematoxilina-

Glucégeno
hepatico
Eosina

Figura 12. Determinaciones bioquimicas en higado.



10.2. Determinaciones en plasma.

10.2.1. Determinacién de la actividad de Fosfatasa Alcalina (FA).

Este método se basa en la hidrélisis del p-nitrofenilfosfato por la FA, para
producir fosfato inorganico y p-nitrofenol, el que se lee a 410 nm (Bergmeyer et al.,
1983; Berger y Rudolph, 1963).

En los tubos de ensaye la mezcla de reaccién se compuso de: 0.25 mL de
amortiguador de glicina 0.1M, con MgCl2 1mM pH= 10.5y 0.25 mL de substrato de p-
nitrofenilfosfato (100 mg de p-nitrofenifosfato disddico en 25 mL de agua). La mezcla
se incubd en bafio de Maria a 37 °C durante 5 minutos, la reaccion se disparé al
afiadir 50 uL de la muestra plasmatica, después se mezclé suavemente y se incubo
durante 30 minutos a 37 °C. La reaccion se detuvo al adicionar 5 mL de NaOH 0.02
N, se agito por inversion y se leyé a 410 nm en un espectrofotdbmetro.

El blanco fue idéntico a lo descrito, s6lo que en vez de muestra plasmatica se
adicionaron 50 uL de agua, se calibr6 con agua y se leyo el blanco.

La actividad enzimatica se determind al interpolar el valor en una curva
estandar de p-nitrofenol y se reporté en umol de substrato hidrolizado por litro de

plasma por minuto.

-Curva estandar para FA.
Soluciones para la curva estandar:
1.- p-nitrofenol, solucién estandar de 10 umol/mL.
2.- 0.5 mL de solucién 1 estandar llevados a 10 mL con NaOH 0.02 N.
3.- Solucién de NaOH 0.02 N.

El blanco se hizo con 5.5 mL de la solucion 0.02 N leyendo a 410 nm.
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Tabla 5. Curva estandar para FA.

Tubo Sol. 2 (mL) Sol. 3 (mL) p mol de substrato
numero
1 0.5 5.0 0.25
2 1.0 4.5 0.50
3 2.0 3.5 1.00
4 3.0 2.5 1.50
5 4.0 15 2.00
6 5.0 1.0 2.50

10.2.2. Determinacion de la actividad de y-glutamil transpeptidasa (y-
GTP).

En este método se utilizd como substrato la glutamil-p-nitroanilida que en
presencia de la enzima y-1-glutamil transpeptidasa y del receptor del grupo y-1-
glutamilo, como lo es la glicil-glicina, produjo la y-glutamilglicina y p-nitroanilina que
pudo cuantificarse con un espectrofotometro a 410 nm (Glossman y Neville, 1972).
Se realiz6 una curva estandar para comparar los resultados obtenidos en los grupos

experimentales y se leyeron las muestras a la misma absorbencia.

-Técnica: En un tubo de ensaye de vidrio de 13x100 mm se agregaron los
siguientes reactivos: 400 uL de tris-HCI 200 mM a pH= 8.2, 100 uL de MgCl2 200
mM, 100 uL de glicil-glicina 40 mM pH= 8.2 y 200 uL de y-glutamil-p-nitroanilida 10
mM. La mezcla de reaccion se incubo en bafio de Maria a 37 °C durante 10 minutos
y se inicio la reaccion al agregar 200 uL de plasma. Se agitd e incubé a 37 °C
durante 30 minutos, la reaccion enzimatica se detuvo con 2 mL de &cido acético 1.5

M. Se ley6 a 410 nm en el espectrofotémetro.
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La actividad enzimatica se determind interpolando el valor de la muestra en

una curva estandar de p-nitroanilina y se reporté en umol de substrato hidrolizado por

litro de plasma por minuto. Se calibré con agua y no se requirié de blanco.

-Curva estandar para y-GTP.

Solucion 1.- Se pesaron 13.81 mg de p-nitroanilina y se llevaron a 250 mL con acido

acético 1.5 M.

Tabla 6. Curva estandar para y-GTP.

Tubo

Nimero

1

o N o o B~ W N

10.2.3.
(ALT).

Sol. 1 Agua nmol/mL
(nL) (uL)
50 1950 10
100 1900 20
150 1850 30
250 1750 50
375 1625 75
500 1500 100
750 1250 150
1000 1000 200

Determinacién de la actividad de alanina-aminotransferasa

Se siguié la técnica descrita por Reitman y Frankl (1957), para obtener

piruvato a partir de la reaccion de transaminacién entre la alanina y el acido a-

oxoglutarico. Es un marcador de necrosis hepatica muy sensible y usado en el

laboratorio. Las muestras se leyeron a 515 nm. Se realiz6 una curva estandar para
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ALT con solucion estandar de piruvato (1 umol/m) haciendo las lecturas a la misma

absorbencia. Se realiz6 de la siguiente manera:

Se rotularon los tubos blancos y problema para cada muestra.

Blanco (mL) Problema (mL)

1.-  Solucién de substrato 0.25 0.25

2.-  Suero problema - 0.05

3.- Mezclar y agitar suavemente, incubar a 37 °C durante 60 min.
4.- Reactivo cromdgeno 0.25 0.25

5.- Plasma 0.05 -

6.- Incubar a 37 °C durante 15 min.

7.- NaOH 0.4 N. 2.5 2.5

8.- Leer los tubos a 515 nm.

-Curva estandar para ALT.

Reactantes:
a) Amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4: Se mezclaron 840 mL de solucién 0.1 M
de fosfato disddico con 160 mL de solucion 0.1 M. de fosfato monopotésico.
b) Solucion de substrato: Se disolvieron 1.78 g de D/L alanina 'y 30 mg de &cido alfa-
oxoglutérico en solucién amortiguadora; se afiadieron 0.5 mL de hidréxido de sodio 1
Ny se llevé a 100 mL con solucion amortiguadora. Se refrigeré a 4 °C.
c) Reactivo cromégeno: Se disolvieron 200 mg de 2,4-dinitrofenilhidrazina en acido
clorhidrico 1 N caliente y se complet6 hasta un litro con HCI 1 N, asi la solucién que
se preparé fue 1 mM.
d) Solucion estandar de piruvato (1 pmol/mL): Se disolvieron 11 mg de piruvato

sédico en 100 mL de solucién amortiguadora. Se preparé el mismo dia que se utilizé.
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Se prepard una serie de tubos como se indica en la siguiente tabla.

Tabla 7. Curva estandar para ALT
Tubo ndmero
Solucion 1 2 3 4 5 6 7
Substrato
(uL) 250 225 200 175 150 125 100
Estandar de
Piruvato
(uL) 25 50 75 100 125 150
Amortiguadora
de
Fosfatos 50 50 50 50 50 50 50
(nL)
Reactivo de
cromogeno 250 250 250 250 250 250 250
(nL)
NaOH
0.4 N 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
(mL)

umol de
piruvato --  0.025 0.075 0.1 0.125 0.150
0.05

10.2.4. Determinacion de Bilirrubinas directas y totales (BD y BT).

Se utilizé un kit marca Teco diagnostics de México para la cuantificacion de
BD y BT, estas pruebas se consideran marcadores de colestasis y funcionalidad
hepatica, que son usadas en la clinica. Se realizo la medicion de las muestras de

bilirrubinas a 560 nm.



-Reactantes:
1.- Nitrito de sodio
2.- Acido sulfanilico
3.- Acelerador
4.- Reactivo diazo (1 gota de nitrito de sodio + 1.5 mL de ac. sulfanilico), se

preparé en el momento la cantidad necesaria.
-Técnica:
1) Se marcaron los tubos de ensaye como B (blanco), BD (bilirrubina directa), BT

(bilirrubina total) y se procedi6 de acuerdo al siguiente esquema:

Tabla 8. Preparacion de tubos para cuantificacion de bilirrubinas.

Solucion B BD BT
(mL) (mL) (mL)

Agua 1.80 1.80 --
Acelerador -- -- 1.80
Ac. 0.15 -- --
Sulfanilico
Reactivo -- 0.15 0.15
diazo
Plasma 0.05 0.05 0.05

Los tubos blanco se utilizaron para las dos bilirrubinas.
1) Se mezclaron bien y dejaron en reposo durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

2) Se determing la absorbencia a 530 nm. El color es estable por 30 minutos.
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Curva estandar de bilirrubinas.
Reactantes:
1.- Nitrito de sodio
2.- Acido sulfanilico
3.- Acelerador
4.- Reactivo diazo (1 gota de nitrito de sodio + 1.5 mL de ac. sulfanilico), se
prepar6 en el momento la cantidad necesaria.
5.- Patrén: 0.10 mg/mL.

Técnica:
1) Se marcaron los tubos de ensaye de acuerdo al esquema y se siguid el orden
de adicion de los reactivos:
Tabla 9. Curva estandar de bilirrubinas.

TUBO CONC. AGUA PATRON REACTANTES
NUMERO  (umol/L)  (pL) (uL) (mL)
Acelerador Sulfanilico Diazo

Blanco 0 120 0 1.68 0.2 0
1 0.855 115 5 1.68 0 0.2
2 1.710 110 10 1.68 0 0.2
3 3.421 100 20 1.68 0 0.2
4 6.841 80 40 1.68 0 0.2
5 10.262 60 60 1.68 0 0.2
6 11.973 50 70 1.68 0 0.2

2) Se mezclaron bien y se dejaron en reposo durante 5 minutos exactamente a
temperatura ambiente.

3) Se determiné la absorbencia a 530 nm. El color es estable por 30 minutos.



10.3. Determinaciones en higado.

10.3.1 Determinacion del glucégeno hepatico.

Se hizo la cuantificacion del glucégeno con la técnica de la antrona en medio
acido. Las muestras se leyeron en un espectrofotobmetro a 620 nm y los resultados se
expresaron como gramos de glucogeno por 100 g de higado. (Seifter et al., 1950).

Se realizo lo siguiente:
1) Se pesaron 0.5 g de higado en tubos de tapon esmerilado, se adicionaron 1.5 mL
de KOH al 30%, se taparon e hirvieron en bafio de agua durante 30 minutos.
2) Después de enfriarse se pas6é el contenido cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 25 mL, se aford con agua agitando muy bien.
3) Del matraz anterior se tomaron de 40 a 160 pL con pipeta volumétrica, se llevaron
a 1 mL en tubos de 13 x 100 mm esmerilados, por duplicado, se preparé ademas un
tubo blanco que contuvo 1 mL de H20 y otros 2 estdndares con 20 uL de una
solucién de glucosa estandar (1 mg/mL) y se llevaron a 1 mL con agua.
4) Se prepar6 una solucion de antrona 0.2% en H2SOa4 concentrado. Se afiadieron
(con ayuda de una bureta) 2 mL a cada tubo agitando suavemente y enfriando sobre
hielo.
5) Se taparon los tubos frios y pusieron en un bafio de agua hirviendo por 15 min.
6) Se enfriaron de inmediato sobre agua con hielo. Se leyeron a 620 nm.
Célculos:

20 X Am/1.11 X Ae = ug de glucdgeno en la alicuota

Am = Absorbencia de la muestra.

Ae = Absorbencia del estandar.

Los resultados se expresaron como gramos de glucégeno por 100 g de

higado.

56



10.3.2. Determinacion del grado de peroxidacion lipidica (PL)

Esta técnica es colorimétrica y se basa en el método del acido tiobarbiturico,
que reacciona con las especies reactivas del malondialdehido (Buege y Austin,
1978). Se hizo una dilucion 1:10 del homogenado de higado y se tomaron 20 uL
para determinar proteinas. Se expres6é como nmoles de MDA/mg proteina. La lectura

se realizé a 532 nm.

Reactantes:
- Tris HCI 150 mM pH=7.4
- Acido tricloracético (TCA) al 15%
- Acido tiobarbitirico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15% (se prepar6 en el
momento la cantidad necesaria).
Procedimiento:
- Se pesaron 0.5 g de higado.
- Se homogenizaron en 5 mL de agua.
- Se tomaron 300 uL del homogenado al 10% y se agregd 700 uL de Tris-HCI 150
mM para completar 1 mL.
- Se incubaron a 37 °C por 30 minutos.
- Se agregaron 2 mL de TBA al 0.375% disuelto en TCA al 15%.
- Se pusieron a ebullicion por 45 minutos.
- Se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante se ley6 a 532 nm.
Célculos:
C=A/EL=Ax19.2308
Donde:
C es la cantidad de nmoles de MDA en la muestra final
A Es la absorbencia de la muestra
L Es la longitud de la celda (1 cm para equipo Shimadzu UV-1203)

& Es el coeficiente de extincién del malondialdehido (MDA)=1.56 x 10° cm'* M
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Considerar que 19.2308 es el factor final para calcular las nmoles de MDA en
la muestra de higado en los volumenes y diluciones trabajados a la absorbencia
determinada. Se hizo una dilucion 1:10 del homogenado y se tomaron 20 uL para
determinar proteinas.

- Se expres6 como nmoles de MDA/mg proteina.

10.3.2.1. Determinacién de proteinas (Método de Bradford).

Se utilizo el reactante de Bradford, siguiendo la técnica que lleva el mismo
nombre (Bradford, 1976). Se hizo reaccionar el reactante de Bradford con la dilucién
del homogenado del higado, posteriormente se leyeron las muestras a 595 nm. Los
resultados se compararon con una curva estandar de albumina sérica bovina.

A continuacién, se muestra con detalle la descripcibn de preparacion de
reactante y de la técnica.

Reactante de Bradford (Bradford, 1976):

- Acido fosférico al 85%........ 100 mL

- Alcohol etilico.................. 50 mL

- Azul de Coomasie G-250....100 mg

- Aforado a un litro con agua.

Técnica:

1) Se tomaron 100 uL del homogenado y se llevaron a 1,000 pL en agua bidestilada.
2) Se tomaron alicuotas para proteinas y se llevaron a 100 uL con agua (20 uL de la
dilucién anterior + 80 uL de agua bidestilada).

3) El blanco se preparé con 100 pL de agua.

4) Se anadieron 2.4 mL de reactivo.

5) La absorbencia se leyé a 595 nm.

6) Se prepar6 una curva de calibracion utilizando albumina sérica bovina (1mg/mL).
Con: 0, 10, 15, 25, 20, 30, 35, 40, 45, 50 pl.

7) Los tubos se aforaron con agua a 100 plL.
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10.3.3. Determinacion de colagena hepéatica (hidroxiprolina o HP).

La técnica utilizada se basa en la descrita por Rojkind y Gonzalez (1974).

1. Se pes6 0.1 g de higado de rata previamente seco con papel filtro y se coloc6 en
una ampolleta.

2. Se agregaron 2 mL de HClI 6N y se sellaron con el mechero o soplete,
posteriormente se colocaron a 100 °C en el horno durante 24 h.

3. Una vez hidrolizada la muestra, se destaparon las ampolletas y se colocaron
nuevamente en el horno a temperatura de 60 °C aproximadamente 24 h o hasta
que se secaron.

4. Las muestras ya secas se resuspendieron con 1 mL de solucién amortiguadora
(Sol. 1); se agitaron vigorosamente en el vortex y se vaciaron en tubos de ensaye,
las ampolletas se lavaron con 1 mL de la misma solucién. Se centrifugaron a 3000
rpm durante 15 min.

5. En un tubo conteniendo una pequefia porcion de anorita (carbén activado) se
deposito el sobrenadante, se agité durante un minuto, se centrifugé a 3000 rpm
por 15 min, si se observaba que el sobrenadante no quedaba claro se repetia este
paso.

6. Se tomd 1 mL del sobrenadante mas 1 mL de H20 y 1 mL de cloramina T (Sol. 2).
Se dejé reposar exactamente 20 minutos a temperatura ambiente. Se hizo un
blanco s6lo con 2 mL de H20, es decir en vez del mL del sobrenadante.

7. Transcurridos los 20 min, se adicionaron 0.5 mL de tiosulfato de sodio 2 M, 1 mL
de NaOH 1N y aproximadamente 2 g de NaCl . Se agitaron inmediantemente para
detener la reaccion.

8. A cada tubo se agregaron 6 mL de tolueno y se agitaron 1 minuto justamente.

9. Se extrajo la capa de tolueno y se desechd. La porcion acuosa se cubrié y se
colocé en un bafio de agua hirviendo durante 20 minutos.

10. Los tubos se enfriaron 15 minutos preferentemente en refrigerador. Ya frios se

les adicionaron 6 mL de tolueno se agitaron durante 1 min.



11. De la fase de tolueno se tomaron alicuotas por duplicado de 1 mL y se les
agregaron 4 mL del reactivo de Ehrlich, se agitaron fuertemente.
12. Se dejaron reposar durante 30 minutos para que se llevara a cabo la reaccion
colorida. Pasados los mismos, se leyeron a 560 nm.
Reactantes:
Solucion 1. Amortiguadora de acetato de sodio — acido citrico, pH = 6. (Relacién para
un litro):
50 g de &cido citrico.
120 g de acetato de sodio (3H20).
34 g de hidréxido de sodio.
15 mL de acido acético glacial.

La soluciéon amortiguadora se mantiene en refrigeracion y es estable por meses.

Solucién 2. Solucién de cloramina T. (Relacién para 10 mL): 0.141 g de cloramina—T
se mezclaron con 2 mL de agua destilada, 3 mL de etilenglicol y 5 mL de solucion
amortiguadora. Esta solucién se debe preparar en el momento de usarse.

Solucién 3. Reactante de Ehrlich: a) Se tomaron 27.4 mL de H2SO4 concentrado y se
agregaron lentamente a 200 mL de alcohol etilico absoluto en un vaso sobre hielo.

b) Se pesaron 120 g de p-dimetilaminobenzaldehido y se disolvieron en 200 mL de
alcohol etilico absoluto.

La mezcla de acido-etanol (a) se agrego lentamente y con agitacion a la solucién
(b) en hielo, el recipiente se cubrié con papel aluminio (solucion fotolabil). Se agitd
durante 15 minutos y se saco del hielo, se siguié agitando hasta que se disolvié. La
solucion se puede almacenar en el refrigerador por varias semanas. Los cristales que
precipitaron por el enfriamiento se disolvieron calentando en bafio de Maria la

solucion y agitandola.
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-Curva estandar para hidroxiprolina.

Se pesaron 10 mg (76.26 umol) de hidroxiprolina (HP) y se llevaron con agua a un
volumen de 76.26 mL, lo que dio una solucion cuya concentracion fue de 1 umol/mL

=1 nmol/uL.

Tabla 10. Curva estandar para hidroxiprolina (HP).

Tubo ndmero HP H20 HP
pl mL nmoles

1 10 1.99 10
2 20 1.98 20
3 50 1.95 50
4 70 1.93 70
5 100 1.90 100
6 150 1.85 150
7 200 1.80 200
8 300 1.70 300
9 400 1.60 400
10 500 1.50 500
Blanco -- 200 -

1. Se colocaron en un tubo con rosca y tapon, se les adicioné 1 mL de cloramina T.
Se dejaron reposar 20 min a temperatura ambiente.

2. Pasados los 20 min se detuvo la reaccién por la adicion de 500 pL de tiosulfato de
sodio 2M, con 1 mL de NaOH 1N y con aproximadamente 2 g de NaCl. Se agitaron
inmediatamente (de esto depende que se detenga la reaccion).

3. Se agregaron 6 mL de tolueno a cada muestra y se agité durante 1 minuto.

4. Se extrajo la capa de tolueno, se desechd y el contenido acuoso se cubrié con su
respectivo tapdn y se coloco en un bafio de agua hirviendo durante 20 min.

5. Los tubos se enfriaron y nuevamente se les agregaron 6 mL de tolueno y se

agitaron durante justo 1 minuto.



6. Se tomo por duplicado una alicuota de 1 mL de la fase de tolueno y mezcld con 4
mL de reactivo de Ehrlich y se agité vigorosamente.
7. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 minutos para

desarrollar color. Se leyeron en espectrofotdmetro a 560 nm.

Célculos:
| Curva Estandar.
i) Se usa un frasco de 10 mg de cis-4-OH L-prolina (Sigma H-1637) cuyo P.M. =
131.13 g. Considerando que 131.13 g ----- 1 mol
131.13 mg ----- 1 mmol
10 mg ----- X =0.07626 mmol
X =76.26 umol aforar

i) 10 mg de HP = 76.26 pumol ------ 76.26 mL
Por tanto 76.26 ------ 76.26 mL
X =mmmmmmee 1.0 mL

X =1 umol/mL = nmol/uL
II) Determinacién de Colagena.
i) Considerando que la molécula de colagena esta constituida por tres cadenas alfa,
cuyo peso individual es de 96,000 d, y que a su vez cada cadena contiene 100
residuos de hidroxiprolina (HP), tenemos:
96,000 x 3y 131.1 x 100 x 3
288,000 g colagena-------- 39,330 g HP
s [ —— X =0.137 g HP
por lo que el contenido de HP
288,000 g ------- 100%
39,330 g ------- X =13.66%
es de 13.66% (m/m) en una molécula de colagena.
i) El resto de los calculos se demuestra con un ejemplo.
Al =0.1287
A2 =0.1431
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Blanco = 0.0578

m = 0.0019 nmoles

A =0.1359

A —bco. =0.0781

A =0.0781 x 3 = 0.2343 Se multiplica por tres, ya que se toma una alicuota de 1 mL
de la muestra disuelta en 3 mL de amortiguador de citrato de sodio.
A/m=0.2343/0.0019=123.32 nmoles Interpolacién en la curva estandar

123.32 ------ 0.1 g higado Se multiplica x 10,

X - 1 g higado ya que la muestra

X =1233.2 inicial es de 0.1 g.
131.13 g --- 1X10° nmol Céalculo de g en la muestra,
X ----- 1233.2 nmol respecto a los nmoles en un mol de HP.
X =0.0001617 g
1g----- 1000 mg Calculo de mg de HP
0.0001617 g --- X por gramo de higado.
X=0.1617 mg
X =0.1617 mg HP/g higado
Por ultimo:
0.1617 mg HP ---- 13.66% 13.66% de 100%
X ---- 100%

X ---- 1.1837 mg HP

X = 1.1837 mg colagena/g higado

Célculo por factor comun:

b = interseccion con la ordenada.

A-bco=A/mx3x10x131.1+ 1x10°x1000x 7.32-b

(10 x 10 ° x 1000 = 10®)
A/Imx3x131.1x10-5x7.32-b
A/m x 2878.96 x 10 (= 0.0288) — b
mg Colagena/g higado = A/m X 0.0288 - b
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10.3.4. Determinacion de citocinas y ON en plasma e higado.

Se utilizaron Kkits para cuantificacibn de citocinas por anticuerpos
monoclonales recombinantes de rata (r)-TNF-a, IL-10 y TGF-B por el método de
ELISA (inmunoensayo), marca Biosource Internacional Inc. E.U.A. La técnica se
siguid tal cual esta descrita por el proveedor y se llevaron a cabo las diluciones
adecuadas cuando fue requerido.

En el caso del ON, se utilizaron filtros (Filter units with microporous durapore
PVDF Membrane) para remover particulas y algunos precipitados de cada muestra,
se centrifugaron a 12,000 rpm por 60 minutos a 4°C. Posteriormente se utilizo el kit
para cuantificar de forma indirecta el 6xido nitrico, siguiendo la técnica descrita en el
instructivo del ensayo del kit (Cayman Chemical Co., MI, EUA). Las muestras fueron
leidas en el lector de ELISA a 450 nm (Ferndndez-Martinez et al., 2006).

10.3.5. Andlisis histoldgico.

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Patologia Experimental,
perteneciente al CINVESTAV en la ciudad de México, ademas se conté con la
colaboracion de la Dra. Elizabeth Pérez Herndndez del Hospital de Ortopedia, Dr.
Victorio de la Fuente Narvaez (IMSS).

Se realiz6 la técnica de tincibn Hematoxilina/Eosina (H/E) para evidenciar el
nacleo en color azul y el citoplasma de los hepatocitos tefiido de color rosa. Se llevo
a cabo el siguiente procedimiento:

Los cortes de higado se depositaron en un vial conteniendo una solucion
fijadora de formaldehido (formol) al 10% en PBS.

Los cortes se lavaron con agua corriente, se deshidrataron en alcoholes y
embebieron en parafina. Se hicieron cortes de 6-7 micras de grosor y se cubrieron

con silano. Se realizo lo siguiente:
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a) Tincién de H/E.

1) Las rebanadas se desparafinaron y rehidrataron con xileno, alcohol absoluto y

alcohol al 95%.

2) Se aplicé la hematoxilina de Harris durante 15 min.

3) Se enjuagaron en agua corriente por 2 minutos.

4) Se diferenciaron en alcohol acido con 3 a 10 inmersiones. Se verifico la

diferenciacion con microscopio, los nucleos se distinguen y el fondo debe ser de

color muy tenue o incoloro.

5) Se lavaron en agua corriente brevemente.

6) Se sumergieron en agua amoniacal o saturada de carbonato de litio hasta que las
secciones fueron de color azul brillante.

7) Se lavaron en agua corriente de 10 a 20 minutos.

8) Se tifieron con eosina de 15 a 20 minutos dependiendo del tiempo de preparacion
de la eosina y el grado de contraste deseado (contratefiido).

9) Se lavaron con alcohol al 95%.

10) Se lavaron con alcohol absoluto, al menos dos cambios.

11) Se lavaron con xileno 2 cambios.

12) Se montaron en el polimero Permount o balsamo.

10.4. Analisis estadistico.

Las pruebas estadisticas aplicadas a los datos de cada grupo experimental del
modelo de colestasis inducido por EE y administradas con la talidomida, fue el
analisis de varianza (ANOVA) de una via, para la comparacion de todos los grupos
contra todos, es la llamada comparacién mdultiple pareada total del método de
Student-Newman-Keuls; esta prueba proporciona la diferencia estadisticamente
significativa con una P< 0.05. La prueba se corrié en un paquete de Systat Software
version Sigma Stat 3.1 (U.S.A)).

Se presentan las graficas de barras en la seccion de resultados que
contemplan el valor promedio en cada determinacion, con una n de 8, +/- el error

estandar indicado en la parte superior.
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11. RESULTADOS

11.2.Resultados de los marcadores bioquimicos de dafio hepético en

plasma.

11.2.1. Resultados de fosfatasa alcalina (FA).

Con respecto a la determinacion de la actividad de FA, que es un marcador de
colestasis, no hay diferencia estadisticamente significativa de los grupos estudiados
con respecto al grupo control (Vt+Vee), excepto en el grupo control de EE (VT+EE).
El grado de colestasis se determina por el aumento en la actividad de FA en los
grupos con dafio hepético por EE. En este caso, con la administracion de la
talidomida se observa una disminucion significativa de la actividad de la FA,

observandose en la figura 13.
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Figura 13. Actividad enzimatica de fosfatasa alcalina (FA).

La actividad enzimatica fue determinada en muestras de plasma de ratas con vehiculo del EE
(V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia durante 7 dias con
talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0.7%). Cada barra representa el valor
promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8 animales + error estandar.
a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. grupo control dafiado (Vt+EE). p < 0.05,
ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.
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11.2.2. Resultados de y-glutamiltranspeptidasa (y-GTP).

En la figura 14 se observa una elevacion de mas del doble en la actividad
enzimatica de y-GTP, que es el marcador mas sensible a colestasis por la
administracion de T; por el contrario la dosificacion de EE inhibe a tal marcador de
manera significativa con respecto del control de vehiculos.

La administracion conjunta incrementa de forma marcada su actividad, aunque

de manera intermedia al ser comparada con ambos farmacos administrados por

separado.
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Figura 14. Actividad enzimatica de y-glutamiltranspeptidasa (y-GTP).

La actividad enzimatica fue determinada en muestras de plasma de ratas con vehiculo de EE
(V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia durante 7 dias con
talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0. 7%). Cada barra representa el valor
promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8 animales + error estandar.
a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control dafiado (VT+EE). p < 0.05,
ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.
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11.3. Resultados de Ila cuantificaciéon de bilirrubinas directas vy
bilirrubinas totales (BD y BT).

Las bilirrubinas plasmaticas son indicadores de funcionalidad hepética y de
colestasis. Las bilirrubinas directas o conjugadas fueron detectadas en el grupo
control (Vt+VEee), observando una tendencia ligera a aumentar la concentracion de
bilirrubina en el grupo control dafado (Vt+EE), aunque no hay una diferencia
significativa; sin embargo, en el grupo de la talidomida hay una disminucién de la
concentracion de las bilirrubinas directas en comparacion del grupo control (V1+Veg),
pero no es estadisticamente diferente. En el grupo T+EE hay un incremento de 4
veces con respecto al grupo V1+Vee (P< 0.05), observandose en la figura 15 A.

En la cuantificacion de bilirrubinas totales se observa una tendencia creciente
a aumentar la concentracibn de la misma en los grupos experimentales. La
administracion de T incrementa la concentracion de BT sin alcanzar diferencia
estadistica, pero la administracion de EE (VT+EE) induce un aumento contrastante y
significativo de casi 3 veces con respecto al grupo control (figura 15 B); aln mas, se
sugiere nuevamente un efecto sinérgico por la administracibn concomitante de
ambos farmacos, ya que como se observa la concentracién de BT se eleva 400% al
compararse con el grupo Vr+Vee. Incluso, una explicacion probable es que la
mayoria de las bilirrubinas no se conjugaron, por lo que las bilirrubinas indirectas o

no conjugadas son las que estan en aumento en los grupos experimentales.
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Figura 15. Bilirrubinas directas y bilirrubinas totales (BD y BT).
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La concentracién plasmatica de bilirrubinas A) directas y totales B) fue determinada en muestras de
plasma de ratas con vehiculo de EE (V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos
veces al dia durante 7 dias con talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0. 7%).
Cada barra representa el valor promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras
de 8 animales + error estandar.

a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control dafado (VT+EE). p < 0.05,
ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.
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11.3.1. Resultados de alanina-aminotransferasa (ALT).
La actividad enzimética de la ALT, que es un indicador de necrosis, no tiene
diferencia estadistica significativa en ningln grupo con respecto al grupo Vt+VEeg, y

se nota una leve tendencia a la baja en todos ellos (Figura 16).
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Figura 16. Actividad enzimatica de alanina-aminotransferasa (ALT).

La actividad enzimatica fue determinada en muestras de plasma de ratas con vehiculo de EE
(V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia durante 7 dias con
talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0. 7%). Cada barra representa el valor
promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8 animales * error estandar.
a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control dafiado (VT+EE). p < 0.05,

ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.
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11.4.Resultados de los marcadores bioquimicos de dafio hepéatico en

higado.

11.3.1 Resultados de glucégeno hepatico.

El contenido de glucégeno en el higado indica metabolismo y funcionalidad. El
grupo control (Vt+Vee) posee una cantidad normal de glucégeno, en el caso del
grupo Vee+T, el marcador disminuye someramente pero no es estadisticamente
diferente, pues la talidomida no modifica esta reserva de energia en el higado. El
grupo al que se administré el EE (VT+EE) perdié de forma contrastante (P< 0.05) el
contenido de glucégeno. EIl grupo de EE+T muestra un incremento escaso en la
cantidad de glucégeno, pero no es de forma significativa, por lo que la talidomida no
previno la caida del glucdégeno hepatico durante el tratamiento, lo cual se muestra en

la figura 17.
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Figura 17. Glucdgeno hepético.

El contenido de glucégeno hepatico fue determinado en muestras de higado de ratas con vehiculo de
EE (V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia durante 7 dias con
talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0.7%). Cada barra representa el valor
promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8 animales + error estandar.
a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control dafiado (VT+EE). p < 0.05,
ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.
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11.3.2. Resultados de peroxidacién lipidica (PL).

La cuantificacion de las especies reactivas al acido tiobarbittrico es un indicador
del grado de peroxidacion lipidica (PL) de la membrana celular hepatica. En la figura
18 se observa que existe aproximadamente el mismo nivel de PL entre el grupo
control (Vt+Vee) y el grupo Vee+T. De manera evidente y significativa
estadisticamente, el grado de peroxidacion aumento casi al doble en el grupo control
dafiado (VT+EE) y al ser comparado con el grupo administrado con talidomida
(Vee+T), ésta previene su aumento, ya que disminuye la peroxidacion (P < 0.05);

sugiriendo que probablemente esta molécula sea buen atrapador de radicales libres.
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Figura 18. Peroxidacién lipidica hepatica (PL).

El grado de peroxidacion lipidica fue determinado en muestras de higado de ratas con vehiculo de EE
(V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia durante 7 dias con
talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0.7%). Cada barra representa el valor
promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8 animales + error estandar.
a: Diferente vs. Grupo control (VT+Vee). b: Diferente vs. Grupo control dafiado (VT+EE). p < 0.05,
ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.
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11.3.3. Resultados de colagena hepéatica (HP).

La cantidad de colagena hepatica es un indicador de fibrosis. En el grupo
control (VT+VEee), es evidente que el contenido de coldgena es menor a comparacion
de los demas grupos, habiendo diferencia estadisticamente significativa en los 2
grupos tratados con EE (VT+EE y EE+T), con respecto al grupo control (V1+Vee). La
administracion de T no previno el incremento de la colagena, como se aprecia en la

figura 19.

Figura 19. Colagena hepatica (HP).

La cantidad de colagena hepatica fue determinada en muestras de higado de ratas con
vehiculo de EE (V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia durante 7
dias con talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0.7%). Cada barra representa el
valor promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8 animales + error
estandar.

a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control dafiado (VT+EE). p < 0.05,
ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.

11.4. Resultados de la cuantificacion de citocinas y 6xido nitrico hepaticos

y plasmaticos.

Se cuantificaron tres citocinas que estan involucradas en el dafio hepatocelular,
asi como la cuantificacion indirecta del 6xido nitrico. A continuacion, se describen los

resultados obtenidos.
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11.4.1. Resultados del factor de necrosis tumoral a (TNF-a), en higado y

plasma.

La concentracion plasmatica del TNF-a indica la presencia de uno de los
promotores enddgenos de inflamacion, necrosis, apoptosis y fibrosis mas
importantes en el dafio hepatocelular. La presencia del TNF-a. no fue detectable en 3
de los 4 grupos: V1+Veg, VeetT y EE+T, excepto en el grupo dafiado con EE, en
donde hay un incremento en la concentracion plasmatica de esta citocina pero sin
diferencia significativa, como se muestra en la figura 20 A. En la figura 20 B, se
observa que la cantidad hepética de TNF-a es cuantificable e idéntica en los grupos
control (V1+Vee y Vee+T), pero para el caso de los grupos donde se administro EE,
incluso el grupo en tratamiento con T, presentan cantidades similares de la citocina
hepética, habiendo una disminucion significativa en ambos casos con respecto al
grupo control Vt+VEee.

A)

250

200 A

150 -

100 A

50

TNF-o plasmatico (pg/mL)

74



B)

400

300 A

200 -

100 A

TNF-a, hepatico (pg / mg higado)

o

\K*\'ee @ e

Figura 20. Concentracion plasmatica y hepéatica del factor de necrosis

tumoral a (TNF-a).

La concentracion A) plasmatica y B) hepatica de la citocina fue determinada por ELISA de ratas
con vehiculo de EE (V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia
durante 7 dias con talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0.7%). Cada barra
representa el valor promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8

animales + error estandar.
a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control dafiado (VT+EE). p < 0.05,

ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.

11.4.2. Resultados del factor de crecimiento transformante B (TGF-B), en

higado y plasma.

El TGF-B es un marcador de fibrosis. La presencia del TGF-B en plasma fue
detectable en todos los grupos experimentales, aunque no hay diferencia
estadisticamente significativa entre ellos, como se determina en la figura 21 A. La
concentracion del TGF-B en higado aumenté en los grupos donde se administro la T
(Vee+T), siendo méas notorio en el grupo tratado (EE+T), aunque no hay diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo control, tal como se aprecia en la

figura 21 B, esto debido probablemente a la variabilidad biologica.
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Figura 21. Concentracion plasmatica y hepatica del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B).

La concentracion A) plasmatica y B) hepatica de la citocina fue determinada por ELISA de ratas
con vehiculo del 17-a etinilestradiol (V=propilenglicol 0.2 mL), 17-a etinilestradiol (EE=10mg/Kg) y/o
administradas dos veces al dia durante 7 dias con talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo
(V=CMC 0.7%). Cada barra representa el valor promedio de experimentos desarrollados por duplicado
con muestras de 8 animales + error estandar.

a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control dafado (VT+EE). p < 0.05,
ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.
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11.4.3. Resultados de Interleucina 10 (IL-10), en higado y plasma.

La figura 22 A, muestra los niveles plasmaticos de la citocina antiinflamatoria
mas potente, la IL-10. Los niveles basales de esta proteina no son cuantificables en
los grupos control, ni en el grupo dafiado con EE, pero si en el grupo dafiado que
recibi6 tratamiento (EE+T), donde hay una elevacién en la concentracion de la IL-10
aungque no hay significancia estadistica. En la figura 22 B, la cantidad de IL-10 en
higado aumento en el grupo Vee+T, habiendo significancia estadistica con respecto
al grupo control (Vt+Vee). En el grupo dafiado (VT+EE), el nivel de IL-10 disminuye
comparado con el grupo (Vee+T); cuando son administrados ambos farmacos, el
inductor del dafio EE y la T, esta ultima disminuye aun mas el nivel de la citocina,

pero no hay significancia estadistica.
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Figura 22. Concentracion plasmatica y hepatica de interleucina 10 (IL-10).

La concentracion A) plasmatica y B) hepaética de la citocina fue determinada por ELISA de ratas
con vehiculo de EE (V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia
durante 7 dias con talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0.7%). Cada barra
representa el valor promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8
animales + error estandar.

a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control dafado (VT+EE). p < 0.05,
ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.

11.4.4. Resultados de 6xido nitrico (ON) en higado y plasma.

Se cuantificé indirectamente el 6xido nitrico a través de sus productos de
oxidacion, nitratos y nitritos (NOs™ y NOz ). En la figura 23 A, donde se muestran los
resultados de ON plasmaético, solo el grupo Vee+T exhibe diferencia significativa con
respecto al grupo control V1+Vee. Los niveles de ON en el grupo dafiado como en el
grupo con la T se mantiene la concentracion de ON.

La cantidad de Oxido nitrico hepatico en el grupo Vee+T es contrastante en
comparacion de los demas grupos, habiendo diferencia significativa con respecto al
grupo Vt+Vee. En el grupo EE+T, se obtienen valores similares al grupo dafado
VT+EE, por lo que no hay diferencia estadistica significativa en ambos grupos con
respecto al grupo control de controles teniendo el mismo perfil que el plasmatico, lo

cual se muestra en la figura 23 B.
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Figura 23. Concentracion plasmatica y hepatica de 6xido nitrico (ON).

La concentracion A) plasméatica y B) hepética de 6Oxido nitrico fue determinada por ELISA de ratas
con vehiculo de EE (V=propilenglicol 0.2 mL), EE (10mg/Kg) y/o administradas dos veces al dia
durante 7 dias con talidomida (T=400mg/kg) suspendida en vehiculo (V=CMC 0.7%). Cada barra
representa el valor promedio de experimentos desarrollados por duplicado con muestras de 8
animales * error estandar. a: Diferente vs. Grupo control (VT+VEE). b: Diferente vs. Grupo control
dafiado (VT+EE). p < 0.05, ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls.
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11.5. Analisis histolégico.

Al realizar el examen microscoépico de las muestras de higado de ratas de los
grupos experimentales, preparadas con la tincion de hematoxilina/eosina (H/E), en
los grupos control: Vt+Vee y Vee+T se observa de manera general, la morfologia
hepatica normal (Figura 24A, 25A; 24B, 25B). Al comparar los resultados con los
grupos experimentales sometidos al agente inductor de dafio (VTt+EE) y el grupo
profilactico (EE+T), se observan diferencias en la arquitectura hepética. En el grupo
VT+EE, el EE causa cambios estructurales importantes, como la dilatacion sinusoidal,
vacuolacion citoplasmatica de algunas células e infiltrado linfocitico, ademas se
observa necrosis hepatocelular difusa y en parches (Figura 24C, 25C). Con estas
caracteristicas descriptivas del higado nos permite decir que el EE causa dafio
hepatocelular, apoyando al padecimiento colestatico. En el grupo profilactico, la
talidomida tiende a mejorar la arquitectura hepética, observando menor necrosis
hepatocelular en parches (Figura 24D). A pesar de eso sigue habiendo infiltrado
linfocitario y dilatacion sinusoidal en algunas zonas hepaticas, presentandose escasa

regeneracion hepatocelular sinusoidal (Figura 25D).
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Figura 24. Tincion histolégica de hematoxilina/eosina (H/E), en muestras de
higado de rata Wistar.

A: Fotografia representativa de la morfologia hepatocelular normal, del grupo control de controles,
Vr+Vee, donde se aprecia el parénquima hepético y en la parte superior derecha, la vena central.
538x.

B: Fotografia representativa de la morfologia hepatocelular normal, al administrar sélo la talidomida,
observandose la vena porta y arteria hepatica del grupo Vee+T. 551x.

C: Fotografia representativa del efecto del 17-a etinilestradiol, donde se muestra el dafio
hepatocelular, como es la dilatacion sinusoidal e infiltrado linfocitico perteneciente al grupo
V1+EE.550x.
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D: Fotografia representativa del efecto de la administracion de ambos farmacos, 17-a etinilestradiol y

talidomida, apreciandose menor tendencia a la necrosis y ligero cambio en la dilatacion sinusoidal. Se

observa la triada portal. EE+T. 139x.

Figura 25. Tinciéon histolégica de hematoxilina/eosina (H/E), en muestras de

higado de rata Wistar.

VC: Vena central.

A: Fotografia representativa de la morfologia hepatocelular normal del grupo Vt+Vee, donde se
aprecia el parénquima hepatico y la vena central. 570x.

B: Fotografia representativa de la morfologia hepatocelular normal, al administrar sélo la talidomida,
observandose ligera necrosis hepatocelular en parches, ademas se observan 2 triadas portales.Vee+T.
562x.

C: Fotografia representativa del efecto del 17-a etinilestradiol, donde se muestra el dafio
hepatocelular, donde hay dilatacion sinusoidal, infiltrado linfocitico, necrosis hepatocelular en parches

y vacuolacion citoplasmica. VT+EE. 539x.

82



D: Fotografia representativa del efecto de la administracion de ambos farmacos, 17-a etinilestradiol y
talidomida, apreciandose menor tendencia a la necrosis, aln se observa la necrosis hepatocelular y

dilatacién sinusoidal. Se observa diada portal. EE+T. 527x.
12. DISCUSION.

La colestasis se define como la condicion en la que el flujo biliar es alterado,
trayendo consecuentemente la acumulacién de los constituyentes biliares en los
hepatocitos produciendo estrés oxidativo, disrupcion de la membrana plasmatica y
dafio severo a los hepatocitos, habiendo apoptosis y/o necrosis, probablemente
debido a la propiedad detergente de las sales biliares; ademas, hay un reemplazo del
area necrotica por tejido conectivo fibrético asi como reclutamiento de mediadores
centrales de procesos patolégicos mencionados anteriormente que producen una
respuesta de inflamacion como son las citocinas (Fernandez-Martinez et al., 2001,
Kasahara et al., 2002; Kuntz y Kuntz., 2006). En la condicion patolégica mencionada
al principio, la talidomida ha mostrado ser un medicamento con propiedades
antiinflamatorias, antinecréticas, antifibroticas y anticolestaticas, al actuar en la
inmunomodulacion de citocinas involucradas en la patologia (Fernandez-Martinez et
al., 2001), como son las citocinas proinflamatorias tal es el caso del TNF-a y las
citocinas antiinflamatorias como la IL-10; asi, el farmaco actia sobre estas moléculas
regulandolas al inhibir de forma selectiva la produccién e incrementando la
degradacion del RNAm del TNF-a, y al promover la produccion de la IL-10
(Fernandez- Martinez et al., 2001 y 2004).

Para confirmar el efecto hepatoprotector e inmunomodulador de la T en la
colestasis, se estableci6 un modelo de dafio hepatico experimental por colestasis
inducida con EE, un estrogeno sintético que es utilizado en la hormonoterapia
anticonceptiva y la menopausia, por lo que es importante estudiar este modelo de
dafio hepatico. Se tienen reportes de que la administracion aguda o crénica del
farmaco, con una dosis de 5 mg/kg de EE durante 5 dias (Rodriguez Garay, 2003), o
la dosis de 2 mg/kg de EE durante 14 dias, muestran deterioro del higado (Rodriguez
Garay, 2003; Inan y Cowan, 2006); a 21 dias de exposicion con 5 mg/Kg, se observa

un aumento en la permeabilidad a moléculas pequefias por las uniones estrechas e
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incrementan en grado variable los marcadores enzimaticos y sales biliares en suero
(Rahner et al., 1996). En otro estudio cientifico se determiné la colestasis inducida
con una dosis de 5 mg/kg/dia durante 7 dias (Clerici et al., 2006). Por lo anterior, en
el presente trabajo se hizo una modificacion en la dosis y tiempo de exposicion al EE
de 10 mg/kg durante 7 dias y en este mismo modelo se evalud el posible efecto
hepatoprotector de la T utilizando una bateria de marcadores bioquimicos en plasma
e higado como la actividad enzimatica de y-GTP, FA, ALT, concentracion de BD y
BT, peroxidacion lipidica, glucogeno hepatico, colagena hepatica, TNF-a, IL-10, TGF-

B y ON, ademas se realiz6 la técnica histolégica de H/E, para mostrar la colestasis.

Un marcador bioquimico enzimatico atil para evaluar el dafio hepatico por
colestasis es la FA, enzima que esta presente en la membrana canalicular de los
hepatocitos, ésta se detecta en el suero y dependiendo de la cantidad de FA
presente se infiere que hay dafio en células hepaticas (Fernandez-Martinez et al.,
2006; Garduio Siciliano et al., 2006). Los resultados obtenidos, sugieren que en el
grupo dafado VT+EE, la FA se encuentra aumentada al doble con respecto al control
V1+Vee. En investigaciones anteriores se observa que la concentracion catalitica de
la enzima FA a diferente tiempo de exposicion del EE se incrementa de manera
variable (Simon y Arias, 1973; Accantino et al., 1998; Gardufio Siciliano et al., 2006;
Henriquez-Herndndez et al., 2006). Los resultados no aclaran el mecanismo
involucrado en el incremento de la actividad de FA en ratas tratadas con EE, pero se
infiere que el incremento en la sintesis de la enzima puede ocurrir por el incremento
de contenido intracelular de A&cidos biliares (Arrese et al.,, 1995). Ademaés, la
administracion de EE estad asociada a cambios significativos en la ultraestructura
hepética, como lo observado anteriormente (Accatino et al., 1998). En las muestras
se observa dilatacion sinusoidal, una lesién que se caracteriza por una dilatacion de
sinusoides en ausencia de cualquier restriccion estructural o hemodinamica del flujo
de salida de sangre desde el higado, en donde los estrégenos, son la causa principal

de dilatacion sinusoidal inducida por farmacos (Rodés et al., 2001).
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En el grupo experimental al que se le administr6 la T, muestra efectos
benéficos anti-colestéaticos al disminuir la FA de manera significativa, inclusive los
resultados son semejantes a los valores que muestra el grupo control Vr+Vee. La
talidomida probablemente tiene la actividad inhibitoria en la regulacion de la sintesis
“de novo” a nivel transcripcional/traduccional de la enzima (Fernandez-Martinez et
al., 2006).

La y-GTP es una enzima embebida en la membrana plasmatica y es util como
marcador de colestasis y dafio hepatico (Glossman y Neville, 1972; Fernandez-
Martinez et al., 2001). En este trabajo se observé que en el grupo dafiado con EE
(VT+EE), la concentracién catalitica disminuye casi a la mitad con respecto al grupo
control (V1+Vee), habiendo diferencia significativa; el grupo dafiado (VT+EE), es
diferente estadisticamente con respecto al grupo en tratamiento (EE+T), sugiriendo
cambios en la actividad enzimatica. En estudios realizados anteriormente en el
modelo de colestasis inducido con el mismo estrégeno, EE, hay una variacion en los
valores de actividad enzimatica de y-GTP (Arrese et al., 1995; Rahner et al., 1996;
Henriquez-Hernandez et al., 2006). Rahner y colaboradores (1996), demostraron que
la actividad de la enzima y-GTP incrementa dependiendo al tiempo de exposicion al
EE; Henriquez-Herndndez y colaboradores (2006), no detectaron la actividad
enzimatica de y-GTP, aunque otros marcadores moleculares como los genes que
participan en la sintesis de acidos biliares y metabolismo del farmaco, reflejan
cambios en la expresién de proteinas involucradas en la colestasis (Henriquez-
Hernandez et al., 2006). En un estudio realizado en mujeres que consumen AO, a
distintas dosis de estrogenos (EE) y diferentes tipos de progestinas (norgestrel,
levonorgestrel), se observa que hay un incremento significativo de los niveles de y-
GTP, confirmando el efecto de ambas moléculas en conjunto (Schile et al., 1998).
De acuerdo a los resultados observados en este trabajo con el marcador enzimatico

de y-GTP, probablemente la molécula de EE, no tiene significancia en la patogenia
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de la colestasis (en este trabajo), tal como ha sido demostrado con la actividad de
otras enzimas como Na* K*-ATPasa, al estar en niveles normales 6 disminuida y a
pesar de eso presentar colestasis (Arrese et al., 1995; Accatino et al., 1998). Otra
posibilidad es que a esa dosis y tiempo de administracion el EE posee un efecto
inhibitorio en la sintesis o actividad intrinseca de la y-GTP y contraria por completo a
la T. En los grupos VeetT y EE+T, la talidomida puede estar actuando de forma
similar que el acido ursodesoxicolico (UDCA), ya que previene cambios en la
excrecion biliar de FA, a pesar que la actividad enzimatica de y-GTP se encuentra
incrementada en fracciones de la membrana canalicular y sinusoidal del higado en
grupos administrados con UDCA y UDCA+EE (Arrese et al.,, 1995). La talidomida
probablemente incrementa la sintesis y activacion de la enzima y-GTP pero inhibe a
la FA.

En el diagndstico de enfermedades del higado en el hombre y animales, es util
la ALT, enzima citosélica de los hepatocitos que es un buen marcador de dafio
hepético y necrosis (Reitman y Frankl., 1957; Fernandez-Martinez et al., 2001). Los
resultados obtenidos en la determinacién de ALT, muestran que no hay diferencia
significativa entre los grupos en tratamiento, lo cual ha sido observado anteriormente
cuando se administra EE en un modelo similar (Crocenzi et al., 2006). El analisis
histol6gico sugiere hepatotoxicidad por EE, presentdndose en algunas areas
necrosis individual focal, en parches y difusa. En el grupo administrado con la
talidomida no modifico la actividad enzimatica de la ALT, observando lo mismo con la
tincion de H/E.

La bilirrubina es el resultado de la degradaciéon del grupo hemo de las
proteinas sanguineas, es utilizada como marcador de funcionalidad hepética y
colestasis. Los hepatocitos captan la bilirrubina, la conjugan en su interior y luego la
secretan a la bilis, cualquier alteracién en el metabolismo de la bilirrubina propicia la
acumulacion de ésta en el plasma, siendo cuantificables en forma de BD o

conjugadas que sufren esterificacion con radicales de carbohidratos, como el acido

86



glucuronico. Las BT son la suma de BD y las bilirrubinas no conjugadas o indirectas
(Bl) (Woodman, 1988; Bayon et al., 2000).

De acuerdo a los resultados encontrados en este estudio experimental, en el
grupo al que se administro EE, las BD y BT fueron incrementadas, aunque sélo de
manera significativa las BT, indicando que las Bl se encuentran en aumento,
probablemente por un defecto en la conjugacion de las BD generado por la
administracion de EE (Baydn et al., 2000). En cuanto a las BD aumentadas aunque
no significativamente, puede que haya una alteracién en la secrecion de bilis por la
afectaciéon de mecanismos de transporte en la membrana canalicular (Bossard et al.,
1993; Bayon et al., 2000) como la proteina Mrp-2, que se encuentra en la membrana
canalicular, que transporta sustancias conjugadas como las BD. En un estudio ajeno
a éste, la expresion y funcion de Mrp 2 en el modelo de colestasis por EE, fue
reducida, indicando la participacién en el deterioro de secrecion biliar (Ruiz et al.,
2007). En general el EE aumentd la capacidad de excretar bilirrubinas, como lo
observado anteriormente (Henriqguez- Hernandez et al., 2006), ademas de haber
cambios en la morfologia hepética (Accatino et al., 1998). La administracion de la T
aumenta las BT, sugiriendo cambios importantes en la funcionalidad hepética, a
pesar de eso, las muestras histoldgicas tefiidas con H/E, no presentan dafio en toda
la muestra, son solo en algunas partes, habiendo aun necrosis focal individual y en
parches asi como dilatacion sinusoidal causada por el EE. Haciendo una busqueda
en relacion a los resultados, se encontr6 que las bilirrubinas tienen nuevas e
interesantes propiedades bioquimicas, siendo ésta probablemente una de ellas,
donde junto con la talidomida muestra proteccidén en contra del estrés oxidativo como
se observa en la gréfica de peroxidacion lipidica;, ademas la bilirrubina tiene
propiedades antiapoptéticas asi como un papel en la inmunomodulacion (Aller et al.,
2008).

Los marcadores de dafio hepatico actian de distinta manera y no hay un
patrén, lo cual ha sido observado anteriormente en un modelo de dafio hepatico

parecido a éste (Crocenzi et al., 2006).
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El glucogeno hepéatico es un polisacarido que se considera la fuente de
almacenamiento principal de energia en el organismo. La sintesis y/o degradacion de
esta molécula mediante procesos de sintesis de glucégeno y glucogendlisis
respectivamente, es de vital importancia para el mantenimiento de la concentracion
de niveles de glucosa en la sangre (Fernandez-Martinez et al., 2008). Esta molécula
se encuentra principalmente en el higado y en menor proporciéon en muasculo, por lo
qgue la cuantificacion de este carbohidrato sirve para detectar la funcionalidad del
organo. En este modelo de colestasis inducido por la inyeccion del EE muestra
niveles reducidos del glucégeno hepatico en el grupo dafiado (VT+EE) con respecto
al grupo control (V1+Vee), bajando de 3.01+0.21 a 0.51+0.09 g de gluc6geno/100 g
de higado, esto es evidente cuando existe un dafio hepético (Muriel et al., 1999). En
relacion al glucdogeno hepético, se sabe que el TNF-a esta relacionado en el
metabolismo y produccion de ON y que a la vez el ON juega un papel importante en
el metabolismo del glucégeno hepéatico en el modelo de sepsis bacteriana
(Fernandez-Martinez et al., 2008). En este modelo de colestasis inducido por EE, el
TNF-a en plasma en el grupo dafiado aumenta, pero su concentracidon no es
significativa y tampoco la produccion de ON es modificada, pudiendo decir que la
disminucién de glucégeno hepatico parece no estar relacionada al TNF-a y ON.
Posiblemente el glucégeno hepético disminuye debido a la respuesta del dafio que
sufren los hepatocitos creando un desequilibrio metabdlico, pues disminuye la
glucégeno sintasa y eleva la actividad de la glucogeno fosforilasa al mismo tiempo
(Fernandez-Martinez et al., 2004 y 2008). Es mas factible que el efecto del EE
estrese al higado e induzca disminucion del glucégeno. La T tiende a aumentar los
niveles de glucogeno hepatico, sin diferencia significativa con respecto al grupo
dafiado con EE. No se tiene informacion con respecto a este marcador utilizado en el
modelo experimental de colestasis por EE, pero al comparar con resultados del
modelo de dafio hepéatico inducido con LPS se observan resultados similares a este
estudio. Fernandez-Martinez y colaboradores (2008), evidencian que la T no muestra
un efecto benéfico, pero si sus analogos que participan en la regulacion del
glucégeno hepatico. La talidomida no revertio el efecto del EE, pero tampoco provoco
mas dafo al higado, ya que hubo ligeros cambios en el tejido hepatico (Figura 25D).
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En relacién con la peroxidacion lipidica o PL, es una prueba que nos ayuda a
dilucidar el efecto dafiino a las células por la perturbacion del equilibrio entre la
produccion y la eliminacion de radicales libres, asi como el nivel antioxidante
reducido, condicién que puede perjudicar irreversiblemente a moléculas organicas,
provocando estrés oxidativo lo que consecuentemente puede acabar en apoptosis
(Pincemail et al., 2007; Gutiérrez Salinas et al., 2009). El estrés oxidativo es un
mecanismo importante de dafio en el higado (Prosser et al., 2006; Pincemail et al.,
2007), y se observd en este modelo de colestasis. Las especies reactivas a oxigeno
estan involucradas en la necrosis y apoptosis de hepatocitos y contribuyen a la
activacion de las células estelares hepaticas (Prosser et al., 2006). El efecto de los
radicales libres en la membrana celular se mide por medio de sus productos de la
reaccion de las moléculas con los lipidos (Muriel, 1997). En relacion a los resultados
de la determinacion de PL, el EE posiblemente dafia la membrana celular de los
hepatocitos, generando radicales libres y por ende estrés oxidativo, tal como se ha
observado en trabajos anteriores que hablan sobre especies reactivas a oxigeno
causadas por el consumo de AO (progestina-estrogeno:EE) (Pincemail et al., 2007).
Pincemail y colaboradores (2007), demostraron en un analisis realizado en mujeres
que oscilan entre los 40 y 48 afios, que al consumir diferentes dosis de AO, éstas
presentaron niveles elevados de perdxidos de lipidos. Se sabe que en mujeres y en
ratas de laboratorio, el aumento de peréxidos de lipidos en plasma es debido al uso
de estrégenos, estos Ultimos son capaces de inducir estrés oxidativo, sin embargo,
aun no es claro el papel del estrés oxidativo mediado por estrégenos. Es importante
mencionar que existen datos contradictorios a lo anteriormente mencionado, donde
los estrégenos (17 B-estradiol, estriol), poseen efectos antioxidantes en la terapia de
sustitucion hormonal (Clemente et al., 1999; Telci et al., 2002). En el grupo donde se
administra la T, se observa una disminucion significativa de PL, permitiendo
comentar que probablemente esté asociada con propiedades antioxidantes,
actuando como un atrapador de radicales libres (Muriel, 1997).
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La coldgena hepatica, es una proteina que forma fibras. Las fibras de
colagena son secretadas por células de tejido conjuntivo como fibroblastos. Esta
molécula se origina de tropocolageno, el cual esta formado por 3 cadenas
polipeptidicas, cada cadena denominada también cadena alfa, est4 constituida por
un polipéptido, formado por una repeticion de 3 aminoacidos siendo ricas en prolina,
hidroxiprolina y glicina, las cuales son fundamentales en la formacion de la

superhélice (Brunton et al., 2007).

En este experimento se determind la cantidad de hidroxiprolina, para asi
cuantificar indirectamente la cantidad de colagena hepéatica, siendo éste un indicador
de fibrosis. Los resultados comentados anteriormente nos evidencian una sintesis
incrementada de colagena hepética en el grupo administrado con EE, sugiriendo
dafio hepatocelular y probablemente fibrosis, aunque no de forma marcada como en
modelos evaluados a tiempo prolongado como el de CCls (Muriel et al; 2003) vy el
modelo de la LCBC (Fernandez-Martinez et al; 2001). Posiblemente hay una
alteracion en la proliferacion de células estelares hepaticas (Fernandez-Martinez et
al., 2001) que participan en la produccion de componentes de la matriz extracelular
en el dafo hepatico, siendo apoyado con los resultados encontrados en PL,
sugiriendo ademas estrés oxidativo por las especies reactivas a oxigeno, que
contribuyen a la activacion de las células, como en lo reportado anteriormente
(Prosser et al., 2006; Pincemail et al., 2007).

La fibrosis es el exceso de produccion y acumulaciéon de colagena, ademas de
otros componentes de la matriz extracelular, como las metaloproteinasas, inhibidores
de las metaloproteinasas, factores de transcripcion y TGF-f3, que activan o inducen el
proceso patolégico (Fernandez-Martinez et al.,, 2008 y Turkay et al.,, 2008). La
talidomida no muestra efectos anti-fibrogénicos significativos al utilizar los
marcadores de la colagena hepatica y TGF-B; a pesar de los resultados encontrados
anteriormente en otros modelos experimentales de dafio hepatico (Fernandez-
Martinez et al., 2001; Yeh et al., 2004; Lv et al., 2006; Paul et al., 2006; Xiao et al.,
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2007). En el caso de la colagena hepatica, s6lo hay una tendencia a disminuirla,
posiblemente actla inhibiendo ligeramente la enzima prolil 4-hidroxilasa la cual
cataliza la formacion de 4-hidroxiprolina en la colagena.

A pesar del conocimiento del papel que juega la citocina TGF- con funciones
bimodales, comportandose como profibrogénica, proinflamatoria o antiinflamatoria en
procesos patoldgicos, aun es escasa, controversial y dificil de describir la interaccién
con sistemas especificos (Ashcroft, 1999), siendo de igual forma en este modelo de
colestasis por EE en ratas. Los resultados nos indican que al administrar los
farmacos EE y T, el TGF-B se encuentra presente con valores parecidos a los
controles. Esto parece indicar que probablemente otras moléculas y no TGF-8,
participan en la fibrogénesis en el modelo de colestasis por EE. No hubo una
descompensacion excesiva de algunas moléculas cuantificadas en el modelo
experimental, hay niveles normales de TGF-3, concentraciones estables de ON, aun
asi no es significativa la mejoria, debido a los resultados obtenidos en los demés

marcadores de dafio hepatico.

Otra de las moléculas interesantes que se han estudiado en el dafio hepético,
es la citocina antiinflamatoria y antifibrogénica IL-10, producida en los macréfagos y
linfocitos (Clemens, 1991). Esta proteina inhibe la sintesis de citocinas
proinflamatorias como la IL-6 y TNF-a por las células THi1 de monocitos y macréfagos
(Fernandez-Martinez et al.,, 2004; Muriel, 2008); incrementa la actividad de la
colagenasa, durante la activacion de las células estelares hepaticas, esto para evitar
la acumulacion de las células (Friedman, 2000). En las graficas de cuantificacion de
la concentraciéon de IL-10 plasméatica y hepatica, no hay diferencia significativa
respecto a los grupos tratados con los farmacos, aunque hay una ligera disminucion
de la IL-10 hepatica en el grupo administrado con EE. Esto lleva a asumir que
probablemente hay participacion de la citocina, pero no es significativa tal

disminucién al tiempo expuesto al agente inductor de dafio hepatico.

La talidomida no induce la regulacion de TNF-a ni TGF-B, ya que

posiblemente no participan en el mecanismo de accion del modelo experimental a la
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dosis y tiempo expuesto, aunque se observo que causa deterioro hepatocelular. En
el grupo control de la T, la concentracion de IL-10 aumenta, respecto al grupo
control, lo que sugiere la evaluacion de la T a diferentes dosis y tiempo de

exposicion.

En condiciones patolégicas la INOS puede ser expresada en hepatocitos y
colangiocitos, asi como células estelares hepaticas y células de Kuppfer (Inan y
Cowan, 2006). El ON puede estar involucrado en la colestasis, asociandolo al prurito
(Inan y Cowan, 2006). En nuestro modelo de dafo hepético, el ON plasmatico y
hepético no muestra algun cambio en el grupo tratado con EE, aunque si en el grupo
control de la T, pero al administrar ambos farmacos no muestra diferencia
significativa. Algunos datos sugieren que no necesariamente tiene que haber un
aumento de ON, cuando hay una patologia, tal como lo reportan Ma y Wang (1998),
donde los niveles de ON en pacientes con colestasis intrahepatica pruritica son
bajos, eso depende de la susceptibilidad, variabilidad biolégica, genética y funcional.

La concentracidon de ON plasmatico y hepéatico se ve modificada de igual
forma y manera significativa en el grupo Vee+T, mostrando un perfil similar en los
grupos. Estos resultados al principio causan controversia aunque en la bibliografia se
sabe que esta molécula tiene funciones bimodales, comportandose de manera
benéfica o dafiina dependiendo de su concentracion, en este caso no hay efecto
dafino. En este modelo a dosis y tiempo establecidos, el EE no causa efecto sobre el
ON, probablemente cuando se cuantifico la molécula, no se encontraba en su pico
mas alto de concentracion, esto porque en el marcador de PL si hay diferencia
significativa, por ejemplo, a 14 dias de administracion de EE a dosis de 2 mg/kg, hay
cambios en el marcador de ON, estando asociado con el prurito (Inan y Cowan,
2006). Al administrar ambos farmacos vemos que no se modifican las
concentraciones de ON, por lo que al parecer no actiua sobre éste, con la dosis y

tiempo establecido.
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13. CONCLUSIONES.

1. La administracion del EE a la dosis de 10 mg/kg/7 dias, mostré un efecto
deletéreo solo sobre algunos marcadores bioquimicos de dafio, ya que elevo
la actividad enzimatica de FA y la concentracién de BT, ambos marcadores
de colestasis y funcionalidad hepatica; ademas, incrementé el grado de PL y
la cantidad de colagena hepatica, marcador de estrés oxidativo, y de fibrosis,
respectivamente. Sin embargo, el resto de los indicadores de dafio hepético
no fueron alterados y, en comparacion con estudios previos donde utilizan
otros marcadores, se puede decir que no se logré establecer un modelo de

colestasis adecuado.

2. Al evaluar la T, a la dosis de 400 mg/kg/7 dias, sbélo se observd la
disminucién del grado de PL y de la actividad enzimatica de la FA, por lo que
no provocO hepatoproteccion en el dafio hepatico escaso inducido por EE,

esto al menos con los marcadores comunes utilizados en este experimento.

3. Los niveles plasmaticos y hepaticos de citocinas y ON, en general, no fueron
modificados significativamente, por lo que se sugiere que estas moléculas no
estan implicadas en el dafio hepatico modesto por EE con la dosis y el
tiempo determinados. Asi mismo, la administracion de la T no mostré el
efecto hepatoprotector por inmunomodulacién, ya que no disminuyo las
citocinas proinflamatoria TNF-a, ni la citocina profibrogénica TGF-3, asi como
no elevd la citocina anti-inflamatoria IL-10 y tampoco mostré6 un efecto

significativo sobre el ON.

4. El EE causa un dafio morfolégico hepatocelular ligero, con lesiones de
dilatacion sinusoidal, vacuolacion citoplasmatica de algunas células e
infiltrado linfocitico, ademas de necrosis hepatocelular difusa y en parches;

sin embargo la T no vuelve a la ultraestructura hepatocelular normal.



14. PERSPECTIVAS.

Debido a los resultados encontrados en el trabajo presente, al utilizar ciertas
dosis de EE y T, éstas alteran algunos marcadores que indican funcionalidad
hepética, colestasis y algunas citocinas, por lo que se sugiere que en trabajos de
investigacion futuros se determine el papel del EE a la misma dosis pero mayor
tiempo de exposicidén (14 dias), esperando un dafio hepatico generalizado al utilizar
las mismas determinaciones clinicas de laboratorio, asi como algunas citocinas y
ON, ademés de probar en el mismo modelo de colestasis el papel de la T, con una
dosis menor (100 mg/kg/dia) a la utilizada en este estudio, para ver si tiene el efecto
hepatoprotector por inmunomodulacién de algunas citocinas, ON, marcadores de
dafio hepético, andlisis histopatoldégico y posteriormente analizar la expresion
proteica de las citocinas involucradas en la colestasis. Todo esto, utilizando pruebas

clasicas de laboratorio, ELISA y técnicas de biologia molecular.
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15. GLOSARIO.

Angiogénesis: Desarrollo de un suplemento sanguineo para nutrir a un tejido,
puede ser promovido por citocinas.

Apoptosis: Programa de muerte celular controlada genéticamente, que se
activa como parte del desarrollo normal o como consecuencia de un dafio
celular.

Caquexia: Estado caracterizado por la pérdida de masa corporal, balance
negativo de nitrégeno y pérdida de muchos tejidos conocido como sindrome
de desgaste.

Carcinoma: Neoplasia epitelial maligna que tiende a invadir los tejidos
circundantes y a metastatizar en regiones distantes del organismo.

Células B: Linfocitos que se desarrollan en la medula ésea de los adultos y
gue en su etapa madura produce anticuerpos.

Células T: Linfocitos que se diferencian primariamente en el timo y son
fundamentales para el control y desarrollo de las respuestas inmunitarias.
Cirrosis: Enfermedad cronica del higado, consistente en la muerte progresiva
del tejido hepatico normal y su sustitucién por tejido fibroso, lo que conlleva a
un desequilibrio funcional y hemodinamico.

Colagena: Se caracteriza por formar fibras insolubles con gran resistencia a la
traccion. Es la proteina mas abundante en los mamiferos, constituyendo la
cuarta parte de su peso total. Principal elemento fibroso de la piel, huesos,
tendones, cartilagos, vasos sanguineos y dientes. Sirve para mantener las
células juntas formando unidades discretas.

Colangiocitos: Células endoteliales del conducto biliar.

Colestasis: Es resultado del fallo de la secrecion biliar en los hepatocitos o
células ductulares, que bloguean el flujo biliar. Clinicamente vy

bioquimicamente se caracteriza por presentar diferentes grados de ictericia,

95



prurito y niveles elevados de enzimas como fosfatasa alcalina, &cidos biliares

y colesterol.

ELISA: Inmunoensayo acoplado a enzima. Medio sensible de cuantificacion
de antigeno por la cubierta especifica de anticuerpo acoplado a la enzima y
puede sintetizarse facilmente en un producto medible.

Eritema Nodoso Leproso: Una afeccion en pacientes con lepra, en la cual se
enrojecen algunas areas de la piel cuando se congestionan los vasos
sanguineos pequenos.

Estrégeno: Esteroide que tiene funcion hormonal en el cuerpo humano. La
molécula sintética se utiliza como un componente de los anticonceptivos
orales en mujeres. Cuando es consumido en dosis elevadas y tiempo
prologado puede producir varios efectos dafinos.

Estudio clinico: Estudio en el cual se prueba la eficacia de un farmaco en un
grupo de pacientes, usando un protocolo de tratamiento especifico.
Fibronectina: Componente de tejido conjuntivo. Es una proteina adhesiva de
la superficie celular que facilita a las células la interacciébn con la matriz
extracelular, desempefia papel clave en la migracion y en la cicatrizacion.
Fibrosis: Deposicion excesiva de proteinas de la matriz extracelular
cicatrizante, principalmente la colagena tipo | y Ill, pudiendo llegar al deterioro
del 6rgano hasta la cirrosis.

Glicoproteina: Proteina covalentemente modificada por la adicion de uno o
mas cadenas de carbohidratos.

Glucosaminoglucanos: Componente de la matriz extracelular, cuando se
encuentran en exceso indica una alteracidbn que probablemente conlleve a
fibrosis.

Hepatomegalia: Aumento de tamafo del higado y con ello un descontrol
funcional.

Isoforma: Es una version de una proteina con pequefias diferencias de otra
isoforma de la misma proteina. Se pueden producir diferentes formas de una

proteina a partir de genes diferentes pero relacionados entre si, o pueden
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derivarse del mismo gen por splicing alternativo.

Inflamacion: Respuesta defensiva del organismo frente a un agente irritante o
infeccioso. Puede ser aguda o cronica, caracterizada por edema e infiltracion
celular.

Laminina: Glicoproteina adhesiva de la matriz extracelular. Facilita que las
células epiteliales puedan fijarse al tejido conjuntivo que tienen debajo, tiene
una elevada afinidad por la colagena IV, un componente de las membranas
basales.

Linfocito: Célula movil perteneciente a la serie blanca con gran nudcleo y
escaso citoplasma. Realiza multiples funciones en los mecanismos de defensa
inmunitaria. Se distinguen dos tipos: los T o timodependientes y los B
dependientes de la “Bursa” o de la médula 6sea.

Linfocito T colaborador: Célula T CD4+ efectora, referida también como Th2,
que en respuesta al reconocimiento del antigeno asociado a las moléculas de
MHC de una célula B produce en ésta una serie de estimulos que resultan en
una produccion de anticuerpos mas eficiente. En este proceso las principales
citocinas secretadas son la IL4 e IL5.

Linfocito T inflamatorio: Célula T CD4+ efectora, referida también como TH1,
que tienen como funcion principal la activacion de macrofagos. El
reconocimiento del antigeno induce la produccion de interferon gamma y el
factor de necrosis tumoral (TNF).

Macréfago: Leucocito mononuclear que interviene en la captacion,
transformaciébn y  presentacion del antigeno a los linfocitos
inmunocompetentes y que posee capacidad fagocitica.

Metaloproteinasas: Enzimas que degradan la matriz extracelular. Estas son
reguladas por diferentes mecanismos como las TIMP’s o enzimas inhibidoras
de las metaloproteinasas. que permiten el control de su actividad degradativa
extracelular.

Mol: Masa molecular en gramos de un compuesto.
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Necrosis: Es la muerte patolégica de un conjunto de células o de cualquier
tejido del organismo, provocada por un agente nocivo que causa una lesién
tan grave que no se puede reparar o curar. Una vez que se ha producido y
desarrollado, la necrosis es irreversible.

NF-kB: Factor nuclear k-B que esta involucrado en la transcripcion de genes
envueltos en la respuesta inmune, inflamatoria y crecimiento, este puede ser
activado por citocinas proinflamatorias.

Progestina: Molécula sintética que tiene efectos parecidos a las hormonas
sexuales naturales como la progesterona, tiene efectos dafinos sobre el
higado cuando se consume en dosis elevada y tiempo prolongado.

Proteina: Macromolécula compuesta por una o varias cadenas polipeptidicas,
cada una de las cuales tiene una secuencia caracteristica de aminoéacidos,
unidos por enlaces peptidicos.

Proteoglicano: Quimicamente es una proteina unida a un carbohidrato. Es un
componente de la matriz extracelular, y juega un papel importante en el

proceso de fibrosis.
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