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1. INTRODUCCIÓN

La dicroceliosis es una enfermedad parasitaria muy frecuente en el ganado ovino y bo-

vino de Europa, Asia y América del Norte (Soulsby, 1968) y la especie responsable en nues-

tro país Dicrocoelium dendriticum (Rudolphi, 1819) Looss, 1899 (Digenea). El trematodo se

localiza en los conductos biliares y vesícula biliar de numerosos animales mamíferos, funda-

mentalmente rumiantes, tanto domésticos como silvestres, que actúan como hospedadores

definitivos de dicho trematodo.

De acuerdo con la revisión realizada por Cordero del Campillo y cols. (1994), la espe-

cie D. dendriticum tiene una distribución generalizada en la Península Ibérica, y ha sido hallada

en los siguientes hospedadores definitivos: asno, caballo, cabra, cabra montés, cerdo, conejo,

liebre, oveja, vaca, perro y, ocasionalmente, el hombre.

Existe una amplia información sobre la prevalencia de la parasitosis por D. dendriticum

en el ganado en nuestro país (Del Rio Lozano, 1967; Rojo-Vázquez y cols., 1981; García-

Pérez y Juste-Jordan, 1987a; 1987b; Reina y cols., 1987; Cabanas y cols., 1989; Manga-

González y cols., 1991; González-Lanza y cols., 1993; Ferre, 1994).

La dicroceliosis es mucho más benigna que la fasciolosis, a la que frecuentemente está

asociada, y rara vez es mortal. El desarrollo de tratamientos eficaces contra Fasciola hepatica

ha elevado la importancia relativa de Dicrocoelium dendriticum, también llamado pequeña

duela lanceolada, especialmente en las regiones donde ambas trematodosis coincidían.

Las manifestaciones clínicas de la infección por D. dendriticum son poco llamativas,

cursando con frecuencia de forma crónica con alteraciones digestivas y de la nutrición.

Dichos trastornos, derivados de las alteraciones hepatobiliares que provocan los pará-

sitos, causan un retraso en el crecimiento (Hohorst y Lämmler, 1962), reducción en la produc-

ción de leche (Cavani y cols., 1982) y disminución en el peso de los animales (Boray, 1985),

entre otras.
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La importancia económica y sanitaria de la dicroceliosis se debe, por una parte, a las

comentadas pérdidas indirectas en la producción, así como a las pérdidas directas ocasionadas

por el decomiso de hígados alterados (Del Rio Lozano, 1967; Boch y Supperer, 1982; Lukin,

1980; Karanfilovski, 1983) y, por otra, al propio coste derivado del establecimiento de planes

de profilaxis y de control de la parasitosis, con la aplicación de tratamientos antihelmínticos a

los que deben ser sometidos los animales.

Sin embargo, todavía es escasa la información existente sobre las alteraciones patológi-

cas provocadas por este parásito en condiciones experimentales, lo que hace difícil valorar las

repercusiones económicas.

El control de la dicroceliosis en rumiantes requiere tratamientos intensivos con an-

tihelmínticos y otros fármacos que pueden presentar un transporte y/o metabolismo hepático.

Dado que las células hepáticas en los animales infectados pueden perder parte de su capacidad

metabolizante y presentar alteraciones de tipo oxidativo, así como modificaciones en su fun-

ción secretora, cabe esperar que se vea afectada la eficacia terapéutica de los mismos, pudiendo

sufrir, asimismo, variaciones en la toxicidad de otros fármacos.

Debido a las dificultades que entraña la infección experimental con Dicrocoelium den-

driticum, derivadas de su complejo ciclo biológico, es prácticamente nulo el conocimiento que

se tiene actualmente sobre las modificaciones inducidas por el parásito sobre los sistemas de

biotransformación y los mecanismos de defensa antioxidantes hepatocitarios.

Asimismo, se desconoce el efecto de esta parasitosis sobre los mecanismos de forma-
ción y secrecion de la bilis y, por tanto, su repercusión sobre la eliminación biliar de fármacos
y otros xenobióticos.

El objeto de la presente memoria ha sido investigar, utilizando como modelo cricetos
infectados experimentalmente por la administración oral de metacercarias de Dicrocoelium
dendriticum, las posibles alteraciones que se produzcan en la fisiología hepatobiliar como con-
secuencia de la dicroceliosis, con el fin de dilucidar en lo posible los mecanismos implicados en
las mismas.

Para ello nos planteamos abordar los siguientes objetivos:

- Conseguir la infección experimental de cricetos con una única dosis de metacercarias

de D. dendriticum, y realizar el seguimiento coprológico y la evolución del peso corporal de

los mismos desde el momento de la infección hasta su sacrificio (80 y 120 días postinfección).

- Estudiar macroscópica e histológicamente, al microscopio óptico y electrónico, las

posibles alteraciones originadas en el hígado y en la vesícula biliar por la presencia de D. den-

driticum en los cricetos infectados.
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- Evaluar las posibles alteraciones inducidas por la dicroceliosis experimental sobre el

flujo biliar, la composición de la bilis y los mecanismos de formación de la misma.

- Comprobar los efectos de la dicroceliosis experimental sobre el sistema antioxidante

hepático y valorar la posible existencia de estrés oxidativo derivado de la presencia del parási-

to en el hígado.

- Estudiar los posibles efectos de la dicroceliosis experimental sobre el funcionamiento

del sistema oxidativo microsómico hepático, responsable de la biotransformación hepática de

xenobióticos. Esto podría permitir ajustar las pautas terapéuticas y precisar los tiempos de

espera de los fármacos utilizados en Medicina y Sanidad Animal, mejorando el desarrollo de

los programas de control de esta parasitosis.





2. ANTECEDENTES

2.1. ESTRUCTURA HEPÁTICA

El hígado es un órgano que cumple dos funciones fundamentales en el organismo ani-

mal: funciones de síntesis y funciones de excreción. Para adaptarse a esta compleja funcionali-

dad, presenta una peculiar estructura en la que debemos considerar tanto los propios hepatoci-

tos como las características de la circulación hepática.

El 90% de la población celular total del hígado está contituida por los hepatocitos (pa-

rénquima hepático), encontrándose en menor cuantía las células endoteliales, células de Kupffer

(macrófagos tisulares), las células Pit (de aspecto granular) y las células de Ito (Jacquelyn y

cols., 1993). Los hepatocitos se disponen en láminas celulares que irradian en forma centrífuga

desde la vena central dejando espacios vasculares libres denominados sinusoides.

2.1.1. EL HEPATOCITO

2.1.1.1. MEMBRANA CELULAR

Los hepatocitos, de aspecto poliédrico, son las células responsables de la elaboración

de la bilis canalicular. En la membrana del hepatocito podemos distinguir dos superficies mor-

fológica y funcionalmente diferentes: la superficie basolateral (polo sinusoidal, en contacto

con el sinusoide y polo lateral o intercelular), y la superficie canalicular o apical (polo canali-

cular).

La superficie basolateral está formada por la membrana plasmática del polo sinusoidal

del hepatocito y por la membrana lateral. El polo sinusoidal presenta microvellosidades irre-

gulares que aumentan la superficie de intercambio y se proyectan en el espacio de Disse, que

se separa de los sinusoides por tres tipos de células sinusoidales: células de Kupffer, células

endoteliales y células de Ito (Schachter, 1994). Hay características estructurales que facilitan el

intercambio de sustancias en esta zona, como son la existencia de poros en la superficie sinu-
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soidal y la ausencia de membrana basal en el sinusoide (Reuben, 1984). La membrana lateral

presenta diferenciaciones denominadas complejos de unión, que facilitan la unión entre células.

En los complejos de unión están incluidos los desmosomas, las uniones intermedias, las unio-

nes estrechas y las denominadas uniones gap o hendidura, que facilitan el intercambio interce-

lular (Saez y Hertzberg, 1988), además de representar importantes barreras a la difusión entre

el espacio intercelular y la bilis (Sellinger y Boyer, 1990). Las uniones estrechas juegan un

papel muy importante en el transporte paracelular, facilitando el intercambio de fluidos y elec-

trólitos (Desmet, 1977). Son, además, las principales responsables de la polaridad celular exis-

tente en el hepatocito (Sellinger y Boyer, 1990). La membrana lateral, al igual que la zona si-

nusoidal, se caracteriza por la presencia de una marcada actividad ATPasa Na+-K+ (Poupon y

Evans, 1979; Reuben, 1984).

En la superficie canalicular se encuentran los canalículos biliares, que son pequeños

conductos carentes de pared propia con un extremo ciego en la región pericentral y otro abier-

to en la portal, localizados entre las membranas limitantes de dos o tres hepatocitos vecinos y

que se separan de los espacios intercelulares por complejos de unión (Erlinger, 1993). Los

canalículos están rodeados por una estrecha zona de citoplasma libre de orgánulos, denomina-

da ectoplasma pericanalicular. Esta región se caracteriza por la presencia de un citoesqueleto

que presenta una gran cantidad de microfilamentos, microtúbulos y tonofilamentos, que son

muy importantes tanto en el mantenimiento de la morfología de la membrana canalicular como

en la secreción biliar, ya que estabilizan las estructuras de unión y las microvellosidades de la

membrana canalicular (Sellinger y Boyer, 1990).

2.1.1.2. ORGÁNULOS CELULARES Y CITOESQUELETO

El citoplasma de los hepatocitos está repleto de orgánulos, especialmente de retículo

endoplasmático liso y rugoso, mitocondrias y lisosomas que reflejan la extraordinaria capaci-

dad biosintética y degradativa de estas células. Dependiendo del estado nutricional, el cito-

plasma contiene cantidades variables de vesículas lipídicas y gránulos de glucógeno.

El complejo de Golgi y el sistema de microtúbulos y microfilamentos son, de todos los

elementos intracelulares, las estructuras más directamente relacionadas con la función exocrina

de los hepatocitos (Delpierre y cols., 1988; Erlinger, 1993). El aparato de Golgi desempeña

una gran variedad de funciones hepatocelulares, incluyendo la producción de lipoproteínas

LDL, glicoproteínas y albúmina, y parece estar implicado en la formación de vesículas de exo-

citosis cuyo contenido en determinadas macromoléculas, como ácidos y lípidos biliares, se

vierte como parte de la secreción biliar (Crawford y cols., 1988; Nathanson y Boyer, 1991;

Marks y Larusso, 1993; Erlinger, 1996), contribuyendo así a la formación de la bilis. Se ha

observado que el tratamiento con hormonas tiroideas, que estimulan la formación de la bilis,

aumenta el tamaño del complejo de Golgi (Strange, 1984).
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En fracciones subcelulares de los canalículos biliares y en hepatocitos aislados se ha

comprobado la existencia de un ritmo característico en la actividad de los microfilamentos, que

se modifica por cambios en las concentraciones de calcio y de ácidos biliares (French, 1985).

Por otra parte, la administración de citocalasina B, sustancia que induce la despolimerización

de los microfilamentos, provoca colestasis (Nathanson y Boyer, 1991). Los microtúbulos, a

diferencia de los microfilamentos, se distribuyen por todo el citoplasma y parecen estar impli-

cados en el transporte y secreción de proteínas y enzimas lisosómicas, colesterol, fosfolípidos

y, tal vez, ácidos biliares, ya que se ha demostrado que tras la administración de colchicina,

que causa la polimerización irreversible de los microtúbulos, se reduce el flujo biliar y la secre-

ción de lípidos biliares en hígado aislado y perfundido (Oshio y cols., 1995).

2.1.2. EL SISTEMA BILIAR

Las vías de excreción de la bilis están constituidas por un sistema convergente de con-

ductos que comienza en los canalículos biliares y termina en la desembocadura duodenal del

colédoco o conducto hepático (en especies con o sin vesicula biliar, respectivamente). Esta red

tridimensional de canales está formada por los canalículos biliares, los conductos de Hering o

colangiolos, los conductos interlobulillares, los conductos biliares y, por último, los conductos

hepáticos. El segmento extrahepático del árbol biliar está formado por el conducto hepático

común, en el que confluyen los conductos hepáticos procedentes de cada lóbulo y el conducto

cístico, que drena la vesícula biliar, formando el conducto colédoco, que llega hasta la región del

esfínter de Oddi, situado en la pared del bulbo duodenal (Tavoloni, 1988).

Los canalículos biliares son los conductos más pequeños del árbol biliar, tienen un

diámetro de 1-2 mm, carecen de pared propia y están limitados por dos o más hepatocitos

adyacentes. El resto de las vías biliares tienen pared propia y tanto el tamaño de las células

epiteliales como la luz de los conductos aumentan progresivamente a medida que se aproximan

al intestino (Tavoloni, 1988). El epitelio de los conductos biliares está constituido por células

muy heterogéneas, que constituyen el 3-5% del total de células del hígado, si bien proporcio-

nan un área elevada para las funciones absorbente y secretora (Wheeler y Mancusi-Ungaro,

1966).

La especial disposición anatómica y estructural del árbol biliar tiene una serie de impli-

caciones funcionales importantes. En primer lugar, los canalículos, al estar cerrados por un

extremo y con una relación superficie/volumen muy alta, se encuentran muy bien adaptados

para funcionar como un sistema que permite un flujo inducido por gradientes osmóticos (Ta-

voloni, 1988). Por otra parte, las características morfológicas y funcionales de las células epi-

teliales de la red de conductos biliares intrahepáticos, tales como la reducida o nula permeabili-

dad del epitelio y la abundante vascularización peribiliar, procedente de ramas de la arteria

hepática, sugieren que en ningún punto del árbol biliar existen condiciones favorables para la



28

filtración hidrostática, y que la bilis elaborada por los hepatocitos puede modificarse mediante

procesos de secreción y/o absorción a su paso por las vías biliares (Erlinger, 1993). La vesícula

biliar, también puede modificar la bilis concentrándola, al reabsorber H2O, Na+ y Cl-, y acidi-

ficándola.

2.1.3. ORGANIZACIÓN FUNCIONAL: EL ACINO HEPÁTICO

Los hepatocitos y el sistema biliar están perfectamente relacionados con los elementos
de vascularización del hígado, formando la unidad funcional del mismo, cuyo concepto ha va-
riado con el tiempo. Al hígado llega sangre con dos procedencias diferentes: sangre oxigenada
procedente de la circulación general por medio de la arteria hepática y sangre de la circulación
portal por medio de la vena porta. Ambos tipos de sangre se mezclan en los sinusoides que se
extienden por el parénquima hepático, confluyendo posteriormente en las venas centrolobuli-
llares y después en la vena hepática (Paumgartner y Paumgartner, 1982; Klaassen y Watkins,
1984; Lautt y Greenway, 1987).

Tradicionalmente, se ha considerado al lobulillo hepático como la unidad estructural y
funcional del hígado. Los lobulillos hepáticos son espacios de sección hexagonal, delimitados
en sus vértices por los espacios porta, que contienen la tríada portal. La sangre irriga a los
hepatocitos a partir de los sinusoides y drena en una rama de la vena suprahepática (vena cen-
tral) situada en el centro del lobulillo (Rappaport, 1973; 1980).

Actualmente, se considera que el hígado está constituido funcionalmente por los llama-
dos acinos hepáticos, que son una masa de parénquima hepático dispuesta alrededor de un eje,
el espacio porta, en el que se sitúan las ramas terminales de la vena porta, arteria hepática,
conductillos biliares y vasos linfáticos (Lamers y cols., 1989).

La sangre accede por medio de la vena porta a los sinusoides y discurre hacia las ramas

de la vena suprahepática (Rappaport, 1973; Lautt y Greenway, 1987). Así, los hepatocitos

localizados cerca de los espacios porta son los primeros expuestos a la sangre aferente y reci-

ben, por tanto, las concentraciones más elevadas de solutos y nutrientes. Éstos llegarán en

menor cantidad a los hepatocitos centroacinares (Gumucio y Miller, 1982), estableciéndose un

gradiente de concentración de solutos en la sangre sinusoidal que permite dividir a los acinos

en tres zonas (1, 2 y 3 de Rappaport) desde el espacio porta a la vena central (Klaassen y

Watkins, 1984; Lamers y cols., 1989; Gumucio y Guibert, 1993).

Los hepatocitos y las células que revisten los sinusoides están sostenidos por una fina

red de fibras de reticulina que irradian desde la periferia de la vena central de cada lobulillo para

unirse con la red reticular y con el escaso tejido conectivo de las áreas portales y de la periferia

de los lobulillos. La reticulina es, por lo tanto, casi el único tejido conectivo que sirve de so-

porte al hígado. Esta red se continúa con una cápsula fina, aunque resistente, de tejido conecti-

vo, denominada cápsula de Glisson, que protege la superficie externa del hígado.
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2.2. COMPOSICIÓN Y MECANISMOS DE FORMACIÓN DE LA BILIS

2.2.1. COMPOSICIÓN DE LA BILIS

La bilis es una solución acuosa de compuestos orgánicos e inorgánicos, aproximándose
su densidad a la unidad debido al elevado contenido en agua, con un pH que oscila entre 5,9 y
7,8 según la dieta y la especie, siendo más alcalina en herbívoros que en carnívoros y con una
osmolaridad a su desembocadura en el duodeno similar a la plasmática (300 mosmol/l), modifi-
cándose paralelamente a ésta. Los ácidos biliares, lípidos (colesterol y fosfolípidos) y pigmen-
tos biliares son los principales componentes orgánicos, mientras que el Na+, K+, Cl- y
HCO3- son los electrólitos inorgánicos más abundantes (Erlinger, 1993; 1994).

Los ácidos biliares son compuestos de naturaleza esteroide que se sintetizan exclusi-
vamente en los hepatocitos a partir del colesterol, siendo la etapa inicial y limitante en su sín-
tesis una 7-α-dihidroxilación del ácido 5-β-colanoico, llevada a cabo por la actividad enzimáti-
ca colesterol 7α-hidroxilasa (Russell y Setchell, 1992). Así, se forma un grupo altamente po-
lar, fácilmente soluble en agua, a partir de un grupo polar débil. La conversión del colesterol en
ácidos biliares representa la vía más importante por la cual el colesterol es eliminado del orga-
nismo (Turley y Dietschy, 1988; Russell y Setchell, 1992). La principal forma para regular la
expresión de la enzima en el criceto parece consistir en la inhibición de la transcripción génica
por los ácidos hidrofóbicos procedentes de la circulación enterohepática (Horton y cols.,
1994). En condiciones basales, la actividad 7α-hidroxilasa es mucho más elevada en la rata que
en el criceto (16 veces superior), difiriendo de éste no solo en la expresión basal de la enzima
sino también en su capacidad de ser inducible por el sustrato (Horton y cols., 1994).

En la mayoría de los mamíferos, los ácidos biliares predominantes en la bilis están

constituidos por cadenas de 24 átomos de carbono, generalmente saturadas y polihidroxiladas

y con un grupo carboxilo en la cadena lateral (Hofmann, 1990). En función del lugar de su for-

mación, los ácidos biliares se clasifican en: Primarios, sintetizados en el hígado a partir del

colesterol (ácidos cólico y quenodesoxicólico); Secundarios, formados en el intestino por ac-

ción de la flora bacteriana sobre los ácidos biliares primarios (ácidos desoxicólico y litocólico);

Terciarios, formados en el intestino o en el hígado a partir de los ácidos biliares secundarios,

como los ácidos ursodesoxicólico y sulfolitocólico. La principal biotransformación por acción

bacteriana es una 7-deshidroxilación, paso que es precedido por la desconjugación de los áci-

dos biliares. La deshidroxilación convierte el ácido quenodesoxicólico (AQDC) en ácido litocó-

lico (ALC), el ácido cólico (AC) en desoxicólico (ADC), el ácido α- y β-hiocólico en hiodeso-

xicólico, y el ácido α- y β-muricólico en ácido muridesoxicólico. Existen diferencias entre las

especies en cuanto a la cantidad relativa de los distintos ácidos biliares y a la naturaleza del

aminoácido conjugante. En el criceto, los ácidos biliares mayoritarios son el cólico y el queno-

desoxicólico (Bellentani y cols., 1987; Matejka y cols., 1990). En los fluidos biológicos los

ácidos biliares se encuentran mayoritariamente en su forma aniónica, es decir, como sales

biliares.
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Los principales ácidos biliares son derivados hidroxilados de un núcleo común, el ácido

5-β-colánico (formado a partir del colesterol), pero su estructura difiere en el número de gru-

pos hidroxilos y en la posición de los mismos (α y β) dentro de la molécula general, ciclopen-

tanoperhidrofenantreno.

Sus propiedades son debidas a un equilibrio entre la estructura esteroidea hidrofóbica y

la región hidrofílica que resulta de la yuxtaposición de los grupos hidroxílicos en diferentes

posiciones del anillo y de la carga del anión conjugado con el ácido biliar. Por ser moléculas

anfipáticas presentan capacidad para formar micelas (simples o mixtas) coloidales polimole-

culares formadas en el agua a partir de una concentración micelar crítica determinada y una

cierta temperatura.

Tanto los ácidos biliares primarios como los secundarios se conjugan en el hígado con

glicocola o taurina (Russel y Setchell, 1992) mediante aciltransferasas, probablemente lisosó-

micas, y se secretan a la bilis como aniones (Hofmann, 1994). En algunos mamíferos también

se secretan como ésteres del ácido glucurónico, aunque se desconoce la importancia del fenó-

meno y sus efectos sobre los mecanismos de formación de la bilis (Hagey y cols., 1985).

También parece existir una cierta conjugación con sulfato, o incluso la formación de glucosila-

dos, sin que se hayan descrito conjugaciones con glutatión.

Una biotransformación de los ácidos biliares menos importante es la deshidrogenación

o conversión de los grupos hidroxi en grupos ceto (Hylemon, 1985). Dicha deshidrogenación

puede tener lugar en cualquiera de los grupos hidroxi, siendo más frecuente en unas posiciones

que en otras. Así, en el hombre, presenta la siguiente secuencia: C3 > C7 > C12 (Björkhem y

cols., 1986). Estos hidroxi- cetoácidos pueden ser reducidos tras su captación por los

hepatocitos.

Los lípidos biliares se encuentran en la bilis como una mezcla de vesículas y micelas

que contienen fosfolípidos y colesterol (Yuet y cols., 1996). La fosfatidilcolina es el más

abundante de los fosfolípidos presentes en la bilis, constituyendo el 90-95% de los mismos

(Boyer, 1986). Una pequeña fracción de su secreción biliar está constituida por fosfolípidos

de nueva síntesis (20%) y el resto a partir de los lípidos preexistentes en el hepatocito (Cole-

man y Rahman, 1992). El colesterol se encuentra en la bilis casi en su totalidad en forma no

esterificada (Coleman, 1987). Las fuentes de incorporación al organismo son la absorción del

colesterol de la dieta y la síntesis de novo en los tejidos corporales a partir de acetil CoA,

también de fuentes preformadas que incluyen el colesterol de las membranas intracelulares y

extracelulares del hepatocito, así como el originado a partir de los ésteres de colesterol libera-

dos en el interior del hepatocito mediante la degradación de las lipoproteínas plasmáticas cap-

tadas en el sinusoide (Coleman y Rahman, 1992).



31

La secreción de lípidos biliares parece estar cuantitativamente relacionada con la secre-

ción de ácidos biliares. Se estimula principalmente por los ácidos más hidrofóbicos y no se

induce por aquéllos que no forman micelas y, además, parece depender del sistema de micro-

túbulos (Crawford y cols., 1988; 1991). En cuanto a los pigmentos biliares, en la mayoría de

las especies de mamíferos, aparecen en la bilis en forma de bilirrubina (Muraca y cols., 1988).

Éste compuesto orgánico procede de tres fuentes, siendo la más importante la fracción obteni-

da de la destrucción fisiológica de los hematíes senescentes.

En menor proporción, se encuentra la bilirrubina formada mediante eritropoyesis inefi-

caz por destrucción prematura de los precursores de los eritrocitos en la médula ósea, y la

tercera fuente es la relacionada con la degradación de hemoproteínas no hemoglobínicas (cito-

cromos, catalasas, etc).

Otros compuestos orgánicos presentes en la bilis, aunque en pequeñas concentracio-

nes, son las proteínas. La proteína mayoritaria es la albúmina, derivada del conjunto plasmáti-

co, estando también presentes otras sustancias peptídicas como el tripéptido glutatión ( Lau-

teburg y cols., 1984; Harvey y cols., 1988). Asimismo, la bilis contiene glucosa y metabolitos

de compuestos endógenos, principalmente de hormonas tiroideas y esteroideas (Erlinger,

1993).

Si bien la concentración biliar de compuestos inorgánicos es semejante a la concentra-

ción plasmática, las concentraciones de sodio, potasio, bicarbonato y calcio pueden ser más

altas que las plasmáticas y menores en caso del cloruro, diferencias que son atribuidas a facto-

res tales como la formación de micelas de ácidos biliares con baja actividad osmótica, diferen-

cias del potencial eléctrico entre la luz y el líquido extracelular, y el transporte activo de iones

(Erlinger, 1993).

2.2.2. FUNCIONES DE LA BILIS

La bilis desempeña un papel importante en la digestión y absorción intestinal de nu-

trientes, especialmente grasas y otras sustancias liposolubles, como las vitaminas A, D, E y K

y el colesterol, sobre las que ejerce una acción emulsiva (Carey y cols., 1983).

Contribuye, asimismo, a la neutralización del pH ácido duodenal (Ainsworth y cols.,

1991) y es la vía de eliminación mayoritaria o única de muchos compuestos endógenos o exó-

genos tales como el colesterol, pigmentos biliares, metabolitos de hormonas esteroideas y ti-

roideas, antibióticos, colorantes coléfilos (bromosulfoftaleína, verde de indocianina, rojo fenol,

etc.) y otros xenobióticos (Barnhart y Combes, 1976; Klaassen y Watkins, 1984). La bilis

desempeña, además, un papel importante en la defensa inmunológica local al vehicular inmu-

noglobulina A procedente del hepatocito hacia el intestino (Anwer, 1991).
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2.2.3. MECANISMOS DE FORMACIÓN DE LA BILIS

La formación del flujo biliar es un proceso dependiente de ATP y de la acción coordi-

nada de una serie de proteínas transportadoras en las superficies sinusoidal y canalicular del

hepatocito. En los últimos años se han identificado, clonado y caracterizado un gran número

de proteínas involucradas en la formación de la bilis.

Así, en la membrana sinusoidal de los hepatocitos se encuentra una proteína de trans-

porte multiespecífica u Oatp 1, que media la captación de cationes y aniones orgánicos así

como de compuestos orgánicos anfifílicos; una OCT1 específica en el transporte de cantiones

orgánicos; una Ntcp involucrada en la captación de ácidos biliares y una sGSHT responsable

de la secreción de glutatión a sangre (Müller y Jansen, 1997).

En la membrana canalicular distinguimos una serie de transportadores dependientes de

la hidrólisis del ATP y que por ello se incluyen en una familia denominada ABC (del inglés:

ATP-binding cassette). Así, se encuentra una proteína MDR1 que media la excreción a bilis de

metabolitos catiónicos mayoritariamente hidrofóbicos; una MDR3 (mdr2 en ratón) involucra-

da en la secreción de fosfatidilcolina (Crawford, 1997); una cBST mediadora de la secreción de

sales biliares monovalentes y que es la base molecular del flujo biliar dependiente de los ácidos

biliares; una proteína SPGP que se expresa exclusivamente en el hígado pero cuya función es

todavía desconocida, y una cMOAT/mrp2 responsable de la excreción de conjugados anióni-

cos multivalentes anfipáticos y conjugados de ácidos biliares bivalentes (Müller y Jansen,

1997).

La bilis se produce de forma ininterrumpida en los canalículos biliares, modificándose

al pasar por el sistema de conductos del arbol biliar, por procesos de reabsorción y/o secreción

de agua y electrólitos inorgánicos.

Se ha descartado la filtración como mecanismo de formación de la bilis, debido a que el

flujo biliar es independiente de la presión de perfusión y a que, además, la presión de secreción

biliar excede a la presión de la sangre sinusoidal (Erlinger, 1993; 1994). El flujo biliar se origina

como consecuencia de la formación de un gradiente osmótico entre la sangre, el espacio inter-

celular y los hepatocitos, por una parte, y el espacio canalicular, por otra. Este gradiente está

producido por un transporte de solutos osmóticamente activos desde los hepatocitos al cana-

lículo, y la bilis fluye gracias a que dicho gradiente es disipado constantemente por el movi-

miento de agua y solutos a través de la membrana canalicular y de las uniones estrechas (Se-

llinger y Boyer, 1990).

El transporte de solutos y agua para formar la bilis primaria se realiza a través del he-

patocito, vía transcelular, o por los espacios intercelulares atravesando los complejos de

unión, vía paracelular.
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Por la vía paracelular tiene lugar el paso de electrólitos y pequeñas proteínas, permi-

tiendo la formación de gradientes osmóticos en el espacio canalicular; la permeabilidad de dicha

vía se regula mediante hormonas y por el citoesqueleto (Anwer, 1991).

Podemos distinguir dos fracciones dentro de la secreción biliar, la secreción biliar cana-

licular, dividida en una fracción dependiente de los ácidos biliares y otra independiente de los

ácidos biliares, y la secreción biliar de los conductos (Klaassen y Watkins, 1984; Erlinger,

1993).

La formación de la bilis canalicular puede estimarse por la depuración biliar de diversos

solutos inertes tales como el eritritol o el manitol. Se considera que, en la mayoría de las espe-

cies, estos compuestos fluyen libremente a través del hepatocito, entrando en los canalículos

biliares por difusión sin metabolizarse, ni secretarse o reabsorberse en los conductillos y/o

conductos biliares (Fevery y cols., 1990). Los solutos inertes se caracterizan por presentar

una cinética semejante a la del agua. Son altamente solubles en agua e insolubles en las mem-

branas lipídicas, carecen de carga, no reaccionan con moléculas del plasma o de los tejidos ni

con constituyentes de la bilis, si bien pueden atravesar en cierta medida el epitelio biliar en la

rata (Smith y Boyer, 1982).

2.2.3.1. FRACCIÓN DEPENDIENTE DE LOS ÁCIDOS BILIARES

A la formación de flujo de bilis canalicular que se origina como consecuencia del trans-

porte activo de los ácidos biliares se la conoce como fracción de secreción del flujo biliar de-

pendiente de los ácidos biliares -FDAB- (Lenzen y cols., 1992; Erlinger, 1993).

En 1890, Schiff comprobó que la ingestión de bilis aumentaba el flujo biliar en perros

provistos de una fístula biliar. Actualmente se sabe que los ácidos biliares son los agentes cole-

réticos más eficaces que se conocen (Hofmann, 1994). El flujo de bilis aumenta alrededor de 12

µl por cada µmol de ácidos biliares secretado en el hombre y de 16 µl en la rata (Klaassen y

Watkins, 1984).

Los ácidos biliares estimulan el flujo biliar en muchas especies, dándose una relación

directa entre el flujo y la secreción biliar de estos ácidos (Sellinger y Boyer, 1990). Sin embar-

go, el proceso osmótico no es simple. Cuando la concentración de los ácidos biliares supera la

concentración micelar crítica, se agrupan formando micelas que deben su poder osmótico a los

iones asociados (Cohen y Carey, 1990; Erlinger, 1993). La pendiente de la recta de regresión

que relaciona secreción de ácidos biliares y flujo de bilis es mayor para secreciones de ácidos

biliares bajas que altas, lo que revela el efecto osmótico de los monómeros de ácidos biliares

(Reuben, 1984).
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Sólo una pequeña fracción de los ácidos biliares (alrededor del 10%), equivalente a la
que se pierde por las heces, procede de la síntesis hepática de novo. La mayor parte de los
secretados diariamente son reabsorbidos en el intestino, activamente en el íleon y pasivamente
en el yeyuno y el colon (Carey y Duane, 1994), y conducidos por la vena porta al hígado,
donde son captados con gran eficacia por receptores específicos de la membrana sinusoidal del
hepatocito y de nuevo secretados a la bilis, estableciéndose así la circulación enterohepática de
los ácidos biliares que es el factor regulador más importante en la síntesis de nuevos ácidos
biliares (Carey y Duane, 1994; Hofmann, 1994).

En el transporte hepatobiliar de los ácidos biliares se pueden distinguir tres etapas

consecutivas estrechamente relacionadas e interdependientes: captación o depuración hepática,

transporte transcelular y secreción canalicular.

2.2.3.1.1. CAPTACIÓN HEPÁTICA Y TRANSPORTE INTRACELULAR

Los ácidos biliares se transportan en la sangre unidos a la albúmina y, en menor pro-

porción, a lipoproteínas HDL, LDL y otras proteínas plasmáticas (Roda y cols., 1982). No se

conoce con detalle como se establece la interacción entre los ácidos biliares y los receptores de

la membrana sinusoidal del hepatocito, aunque se ha sugerido que la captación de éstos y otros

aniones orgánicos se realizaría mediante interacciones directas del complejo albúmina-ligando

con el receptor, más que por la pequeña fracción de estos aniones no ligados a la albúmina, que

suele ser un 5% del total (Nathanson y Boyer, 1991).

El proceso de captación hepática de los ácidos biliares parece estar regulada por dos

posibles mecanismos:

a) Un mecanismo acoplado al transporte activo dependiente de Na+ (Reuben, 1984),
en el que la energía necesaria para la captación proviene de la actividad ATPasa Na+-K+, loca-
lizada en la membrana basolateral de los hepatocitos, que mantiene una baja concentración de
Na+ dentro de la célula. Se trata, por tanto, de un transporte activo secundario, ya que no se
utiliza directamente la energía procedente del ATP, sino a través de un gradiente iónico secun-
dario (Paumgartner y Sauerbruch, 1983; Erlinger, 1993; Fitz, 1993). La proteína responsable
de este transporte se denomina Ntcp (polipéptido cotransportador de taurocolato y sodio) y
se encuentra localizada en la membrana basolateral de los hepatocitos (Oude-Elferink y cols.,
1995). El transportador, de 51 kD, ha sido clonado y expresado en oocitos de Xenopus laevis
(Hagenbuch y cols., 1994).

b) Mediante un segundo transportador independiente de sodio, Oatp1 (polipéptido

transportador de aniones orgánicos), de 80 kD, clonado en hígado de rata (Meier, 1996).

Los ácidos biliares se acumulan y concentran en el interior del hepatocito, transportán-

dose posteriormente hacia la membrana canalicular para secretarse en la bilis (Erlinger, 1990).
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El transporte de los ácidos biliares desde el polo sinusoidal hasta la región pericanali-

cular no se conoce con exactitud, proponiéndose dos mecanismos no autoexcluyentes y con

distinta importancia relativa: el transporte vesicular y/o la difusión de los ácidos biliares liga-

dos a proteínas intracelulares (Erlinger, 1993).

Al menos tres proteínas citosólicas estarían implicadas en la fijación intracelular de los

ácidos biliares: la proteína Y, la glutatión S-transferasa y la proteína fijadora de ácidos grasos

(Stolz y cols., 1989; Nathanson y Boyer, 1991; Erlinger, 1993; Azer y Stacey, 1996).

Por otra parte, también se ha demostrado que los orgánulos intracelulares juegan un

papel en el metabolismo intracelular y la secreción de los ácidos biliares. Así, se ha puesto de

manifiesto, mediante estudios autorradiográficos utilizando análogos marcados de ácidos bilia-

res, la presencia de éstos en el retículo endoplasmático y aparato de Golgi (Suchy y cols.,

1983; Lamri y cols., 1988; Crawford y cols., 1994), que se desplazarían luego a través de la

célula por la actividad contráctil del citoesqueleto (Lamri y cols., 1988; Crawford y cols.,

1994); además, los ácidos biliares estimulan el movimiento de vesículas desde el aparato de

Golgi hasta la región pericanalicular (Crawford y cols., 1991).

Sin embargo, se ha demostrado que tras una inyección única de taurocolato en la vena

porta, éste aparece en la bilis a los dos minutos y alcanza un pico a los cinco, lo que indica un

curso más rápido que el transporte vesicular asociado a microtúbulos (Lamri y cols., 1988;

Erlinger, 1993).

Estudios llevados a cabo por diversos autores indican que la colchicina, fármaco inhibi-

dor de los microtúbulos, carece de efectos inhibidores de la secreción de ácidos biliares en con-

diciones basales o a dosis bajas de taurocolato, existiendo, sin embargo, una inhibición mani-

fiesta de su secreción a dosis elevadas del mismo (Gregory y cols., 1978; Crawford y cols.,

1988; Erlinger, 1996). Esto parece indicar que, en condiciones basales, el transporte hepatoci-

tario de los ácidos biliares se realizaría mediante difusión por el citosol unidos a las proteínas

de unión intracelulares (Crawford y cols., 1988), mientras que al aumentar el flujo transhepa-

tocitario de ácidos biliares, éstos usarían la vía vesicular transcitótica dependiente de microtú-

bulos (Coleman, 1987; Crawford y cols., 1988; Nathanson y Boyer, 1991). Este sistema de

transporte parece incluir varios orgánulos, como el retículo endoplasmático liso, el complejo

de Golgi y vesículas de transcitosis (Meier, 1995).

Existe, además, una relación directa entre la utilización de esta vía por los ácidos bilia-

res y la hidrofobicidad de los mismos (Crawford y cols., 1994). No obstante, la significación

relativa de las proteínas citosólicas y los orgánulos celulares en el transporte intracelular de los

ácidos biliares aún no se conoce con exactitud (Erlinger, 1996).
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2.2.3.1.2. SALIDA AL CANALÍCULO

Se considera que la secreción canalicular de los ácidos biliares es generalmente el paso

limitante en su transferencia desde la sangre a la bilis, ya que la velocidad máxima para la cap-

tación basolateral de taurocolato es muy superior a la velocidad de su secreción canalicular

(Nathanson y Boyer, 1991; Azer y Stacy, 1996).

La secreción canalicular de los ácidos biliares es un proceso concentrativo y saturable,

que parece caracterizarse por la participación de algún tipo de transportador (Tuchweber y

cols., 1996). Utilizando vesículas de membranas canaliculares de hepatocitos altamente purifi-

cadas, se ha aislado e identificado una glicoproteína con un peso molecular de 110 kD denomi-

nada cBST (transportador canalicular de sales biliares) que es responsable de la translocación

de los ácidos biliares monovalentes mediante mecanismos dependientes de ATP (Adachi y

cols., 1991; Müller y cols., 1991; Meier, 1996), constituyendo la base molecular del FDAB.

El transporte de los ácidos biliares bivalentes se realiza mediante la proteína cMOAT/mrp2 o

transportador multiespecífico de aniones orgánicos (Paulusma y cols., 1996; Müller y Jansen,

1997).

Existe asimismo una dependencia del voltaje, ya que la hiperpolarización de la mem-

brana canalicular en dupletes de hepatocitos aislados incrementa la secreción biliar en presen-

cia, pero no en ausencia, de taurocolato (Weinman y cols., 1989).

En cualquier caso, parece necesaria la intervención de los microfilamentos y microtú-

bulos en la secreción canalicular de los ácidos biliares (Dubin y cols., 1980; Hofmann, 1990);

tampoco puede descartarse el mecanismo de exocitosis con intervención del retículo endo-

plasmático y/o el aparato de Golgi (Suchy y cols., 1983; Erlinger, 1993). No obstante, la ruta

transcitótica parece estar más relacionada con la regulación de los transportadores de ácidos

biliares en la membrana canalicular que en su transporte intracelular y posterior secreción ca-

nalicular (Crawford y cols., 1994; Erlinger, 1996; Arrese y cols., 1997).

Los ácidos biliares, por su carácter anfótero, forman en el canalículo agregados poli-
moleculares o micelas por encima de una concentración y temperatura micelares críticas. Se ha
propuesto que la formación del flujo biliar que se origina por la secreción de ácidos biliares
sería el resultado de la actividad osmótica del catión inorgánico que acompaña al ácido biliar
para mantener la electroneutralidad (Klaassen y Watkins, 1984); otros autores sugieren que no
son los ácidos biliares los generadores directos del flujo osmótico, sino que actúan como regu-
ladores sobre los sistemas de transporte de otros solutos osmóticamente activos, como el
Na+, HCO3- y Cl-, modificando la permeabilidad de las vías transcelular y/o paracelular (Er-
linger, 1993).

Se define actividad o potencial colerético de los ácidos biliares como el volumen de

flujo biliar que se secreta por cantidad molar de ácidos biliares recuperados en bilis. La activi-
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dad osmótica de los ácidos biliares o capacidad colerética varía de unos ácidos biliares a otros

en función de una serie de factores tales como el estado de conjugación, la relación de concen-

traciones de los diferentes tipos de ácidos biliares, etc. Así, el ácido dehidrocólico tiene un

poder colerético en la rata superior al glicocólico o al taurocólico (Jiménez y cols., 1992).

También se ha observado que la actividad colerética de los ácidos biliares varía con la especie

debido, posiblemente, a las diferencias cualitativas del total y a las propiedades micelares de

los mismos.

Como resultado del transporte de los ácidos biliares se produce un gradiente de con-

centración considerable entre sangre y bilis, siendo la concentración biliar 100 a 1000 veces

superior a las concentraciones plasmáticas en la sangre sistémica o portal. Parte de este gra-

diente de concentración, no obstante, se explica mejor probablemente por la formación de mi-

celas, lo cual evita la reabsorción de los ácidos biliares desde la bilis.

La secreción de colesterol a la bilis está ligada a la secreción de ácidos biliares y fosfo-

lípidos, debido a la capacidad de los ácidos biliares para formar micelas mixtas que incorporan

cantidades elevadas de lípidos biliares. El colesterol sintetizado se transporta desde el retículo

endoplasmático a la bilis mediante un transportador de esteroles denominado proteína-2 (SCP-

2), sin que intervenga el sistema de microtúbulos (Puglielli y cols., 1996). Los fosfolípidos

destinados a ser secretados a la bilis llegan a la cara interna de la membrana canalicular median-

te un transporte vesicular dependiente de microtúbulos (Ahmed y cols., 1995) y/o mediante

proteínas citosólicas transportadoras de lípidos (Cohen y cols., 1994; Cohen, 1996), según la

hidrofobicidad de los mismos. Posteriormente, el transporte de los fosfolípidos desde la cara

interior de la membrana canalicular a la cara exterior se realiza mediante una glicoproteína

transportadora de 170 kD, denominada mdr2 (Beer y cols., 1993; Smit y cols., 1993; Ruetz y

Gros, 1995; Oude-Elferink y cols., 1996). Parece existir otro transportador de fosfatidilcolina

independiente de ATP, distinto de la mdr2, de menor peso molecular (Kullak-Ulblick y cols.,

1996).

Finalmente, los fosfolípidos y el colesterol se extraen de la membrana canalicular direc-

tamente hacia el interior de las micelas de sales biliares o de las vesículas por la acción deter-

gente de los ácidos biliares (Coleman y Rahman, 1992).

Las hipótesis para explicar el mecanismo subcelular mediante el cual los ácidos biliares

inducen la secreción de lípidos biliares a la bilis, contemplan un supuesto efecto ejercido den-

tro del hepatocito (Carey y Mazer, 1984; Crawford y cols., 1988). Así, los ácidos biliares

parecen estimular la salida de fosfolípidos desde el retículo endoplasmático a la cara interna de

la membrana canalicular mediante la activación de la proteína transportadora específica de fos-

fatidilcolina (Cohen y cols., 1994). No obstante, la regulación de dicha secreción parece ejer-

cerse principalmente en el canalículo biliar por la interacción entre los ácidos biliares existentes

en la luz del canalículo y la superficie de la membrana canalicular, como se ha indicado en la
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rata (Verkade y cols., 1990; 1995; Crawford y cols., 1995). Los ácidos biliares podrían solubi-

lizar microdominios específicos de fosfolípidos de la membrana canalicular, los cuales serían

reemplazados por vesículas reparadoras de fosfolípidos que provienen del interior del hepato-

cito (Barnwell y cols., 1984; Lowe y cols., 1986).

Al igual que se ha demostrado para la bilirrubina y otros aniones orgánicos, existe un

gradiente de concentración de ácidos biliares desde la zona 1 a la 3 de los acinos hepáticos, de

tal modo que, en condiciones fisiológicas, la mayoría de los ácidos biliares son secretados por

los hepatocitos de la zona acinar 1 (Blitzer y Boyer, 1982; Klaassen y Watkins, 1984).

Sin embargo, no toda la bilis canalicular depende de la secreción de los ácidos biliares.

A la fracción de flujo de bilis que se origina como consecuencia de mecanismos no relacionados

con los ácidos biliares se la denomina fracción de secreción independiente de los ácidos

biliares.

2.2.3.2. FRACCIÓN INDEPENDIENTE DE LOS ÁCIDOS BILIARES

La existencia de este mecanismo de formación de la bilis canalicular se postuló al com-

probar, en hígado aislado y perfundido, que la depuración de solutos inertes podía mantenerse

elevada aunque en el medio de perfusión no hubiese ácidos biliares (Boyer y Klatskin, 1970).

Convencionalmente, esta fracción se ha identificado con la bilis que se formaría en ausencia

teórica de secreción de ácidos biliares. Dicho valor se determina por la intersección con el eje

de ordenadas de la recta de regresión que relaciona el flujo de bilis y la secreción de los ácidos

biliares (Erlinger y cols., 1970).

Estudios posteriores han cuestionado la validez general de esta aproximación matemá-

tica, ya que no es totalmente correcto asumir que la actividad osmótica de los ácidos biliares

no se modifica a concentraciones biliares reducidas, inferiores a la concentración micelar crítica

(Balabaud y cols., 1977). Además, aparte de sus efectos osmóticos, el flujo de los ácidos bilia-

res a través del hepatocito parece afectar a la actividad de otros sistemas de transporte (Erlin-

ger, 1993). No obstante, el método se sigue empleando en la actualidad y constituye, por el

momento, la única vía de aproximación a la realidad fisiológica. Por este procedimiento se ha

calculado que el valor de esta fracción independiente varía en relación con las especies, siendo

del 40% del total del flujo biliar en humanos y del 40-60% en lagomorfos y roedores (Klaassen

y Watkins, 1984; Erlinger, 1993).

El mecanismo de formación de esta fracción del flujo biliar se ha intentado explicar por

la existencia de un transporte mediado por una ATPasa dependiente de Na+-K+, basándose en

experimentos en los que se utilizaron inhibidores o inductores de dichas ATPasas. No obstan-

te, la localización de la enzima no apoya la hipótesis del transporte regulado por sodio a través

de la membrana canalicular (Erlinger, 1993).
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También se ha propuesto un papel del HCO3-, ya que, en hígado de rata aislado y per-

fundido con una solución libre de bicarbonato se produce una disminución en el flujo biliar

independiente de los ácidos biliares de un 50% (Hardison y Wood, 1987). En los túbulos re-

nales o en las células epiteliales pancreáticas, el transporte de HCO3- está regulado por un

sistema de intercambio de Na+/H+, también presente en las membranas basolaterales de los

hepatocitos (Arias y Forgac, 1984; Moseley y cols., 1986). No obstante, su papel en la for-

mación biliar no está totalmente esclarecido.

Se han caracterizado diversos sistemas de transporte de electrólitos en la membrana
plasmática del hepatocito. Además del sistema ya mencionado anteriormente, se han identifi-
cado otros dos sistemas de intercambio: un sistema de intercambio de HCO3-/Cl- en vesículas
de membrana canalicular (Gleeson y cols., 1989; Boyer, 1996) y un sistema de cotransporte
de Na+/HCO3- en vesículas de membrana basolateral (Renner y cols., 1989). No obstante, la
participación de estos iones no está perfectamente establecida y los resultados son aún con-
tradictorios (Graf y Haussinger, 1996).

Diversos estudios implican al glutatión como el principal soluto responsable de la for-
mación del flujo biliar independiente de los ácidos biliares en la rata (Ballatori y Truong, 1989;
1992; Mohan y cols., 1994). Los compuestos que modifican la secreción biliar de glutatión en
hígado aislado y perfundido modifican paralelamente el flujo biliar, existiendo una relación
lineal en diferentes situaciones experimentales entre el flujo biliar y la secreción de glutatión
(Ballatori y Truong, 1989; Hofmann, 1990). No se ha descrito ninguna condición o agente que
pueda alterar selectivamente la secreción de glutatión sin producir un cambio concomitante en
el flujo de bilis. De este modo, el glutatión sería la principal fuerza en la formación de la bilis
canalicular independiente de los ácidos biliares (Hofmann, 1990; Mohan y cols., 1994).

El glutatión se encuentra en la bilis de la rata en concentraciones elevadas, siendo, pro-
bablemente, el componente orgánico más abundante de ésta. Debido al catabolismo intrabiliar
de éste tripéptido, su concentración en la bilis canalicular es más elevada que la que se encuen-
tra en la bilis excretada (Ballatori y Truong, 1992).

El transporte hepatobiliar del glutatión no es el resultado de una simple difusión (Ba-

llatori y Truong, 1989) sino que es un proceso que se realiza mediante, al menos, dos trans-

portadores diferentes que permiten su salida a sangre y a bilis (Fernández-Checa y cols.,

1993b). Estos transportadores son bidireccionales e independientes del sodio y presentan baja

afinidad por el glutatión. El transportador sinusoidal se expresa únicamente en el hígado, mien-

tras que el transportador canalicular existe en todos los órganos examinados (Lu y cols., 1996).

La proteína cMOAT/mrp2 (transportador canalicular multiespecífico de aniones orgánicos),

dependiente de ATP, parece ser la responsable del transporte canalicular de glutatión oxidado

(Leier y cols., 1996), los conjugados de glutatión (Müller y cols., 1994), de glucurónico y de

sulfato y también del transporte canalicular del glutatión reducido (Oude-Elferink y cols.,

1995; Lu y cols., 1996).
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Los conjugados de glutatión tienen un gran poder colerético. Compuestos como el die-

til maleato y la bromosulfoftaleína, que se encuentran en gran parte conjugados con el glutatión

en el hígado, se secretan a la bilis en altas concentraciones. Estas elevadas concentraciones de

glutatión presentes en la bilis crean un gradiente osmótico que obliga a la secreción de agua y

electrólitos. El propio glutatión podría crear un gradiente entre la bilis y el hepatocito (Ballato-

ri y Truong, 1992).

La fracción de secreción independiente de los ácidos biliares también podría formarse

por vía paracelular, mediante el paso de agua y solutos a través de los espacios intercelulares y

los complejos de unión. La permeabilidad de dicha vía se regula por hormonas y por el citoes-

queleto (Anwer, 1991). Si bien no se ha determinado cuantitativamente la importancia del pro-

ceso, parece ser que las uniones estrechas serían permeables a cationes y a pequeñas moléculas

neutras, induciendo movimientos osmóticos de agua (Klaassen y Watkins, 1984; Erlinger,

1993).

El citoesqueleto participa de forma más o menos directa en la formación de la bilis me-

diante el transporte paracelular de electrólitos y pequeñas proteínas, anteriormente citado y,

además, mediante su contracción facilitando el avance de la bilis por el sistema de canalículos y

conductos biliares (Watanabe y cols., 1991).

2.2.3.3. SECRECIÓN BILIAR DE LOS CONDUCTOS BILIARES

El sistema de conductos biliares puede contribuir a la secreción biliar incrementando el

volumen y la composición electrolítica de la bilis canalicular gracias a una secreción de agua,

que depende a su vez de la secreción activa de bicarbonato. El epitelio biliar, tanto intrahepáti-

co como extrahepático, vehicula y modifica la bilis hepatocelular por secreción y/o reabsorción

de fluido y electrólitos, siendo el lugar de mayor actividad transportadora (Tavoloni, 1987;

Strazzabosco y cols., 1991). Este mecanismo presenta una alta sensibilidad a la secretina, la

cual estimula el transporte activo de bicarbonato en las células epiteliales (Erlinger, 1993; El-

sing y cols., 1996; Roberts y cols., 1997).

Se ha demostrado la existencia de una relación lineal entre el flujo biliar y el número de

células de los conductos biliares, de tal modo que la hiperplasia de los conductos biliares indu-

ce una marcada coleresis (González y cols., 1991; López y cols., 1993). Se ha observado esta

misma relación en pacientes cirróticos, que presentan proliferación del epitelio de los conduc-

tos biliares, en los que el flujo biliar y la concentración biliar de HCO3- se incrementan frente a

sujetos sanos (Jiménez y cols., 1992).

Las células del epitelio biliar expresan diversos mecanismos de transporte de

H+/HCO3- que incluyen el intercambio Na+/H+, el cotransporte de Na+/HCO3- y el inter-

cambio de Cl-/HCO3-, entre otros (Strazzabosco y cols., 1991; Villanger y cols., 1993). Si
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bien la localización específica de estos transportadores en la membrana plasmática de las célu-

las epiteliales aún no ha sido establecida para todos ellos, los mecanismos de salida neta de H+

parece que residen en la membrana basolateral, mientras que los de salida de HCO3- lo hacen

en la apical (Strazzabosco y cols., 1996). Mediante técnicas inmunohistoquímicas, se ha loca-

lizado de forma específica un intercambiador de Cl-/HCO3- independiente de Na+, en las

membranas apicales de las células epiteliales biliares, que parece estar implicado en la secre-

ción biliar de bicarbonato (Martínez-Ansó y cols., 1994).

En la mayoría de las especies, incluyendo el hombre, la secreción de HCO3- en los
conductos biliares y la formación de la bilis se estimulan por la acción de la secretina. Si bien
esta coleresis parece estar regulada por el sistema del AMPc (Lenzen y cols., 1992), los meca-
nismos de transporte celulares no se conocen todavía. En estudios realizados en cerdos se in-
dicó que la coleresis inducida por la secretina en los conductos biliares se debería a la fusión de
vesículas intracitoplasmáticas de exocitosis con la membrana basolateral de las células del epi-
telio biliar (Buanes y cols., 1988). Estudios más recientes indican, sin embargo, que los meca-
nismos dependientes de microtúbulos no estarían involucrados en la misma (Dällenbach y
Renner, 1995).

Algunos autores también han descrito una intervención del sistema de conductos bilia-

res en el flujo biliar dependiente de los ácidos biliares. En particular, el ácido biliar hipercoleré-

tico ursodesoxicólico induce una coleresis rica en bicarbonato, que se ha explicado por la recir-

culación de la molécula desde el epitelio biliar a los hepatocitos por medio del plexo capilar

(Anwer y cols., 1989).

El sistema de conductos biliares puede, asimismo, concentrar la bilis canalicular me-
diante la reabsorción de agua siguiendo osmóticamente el movimiento de los compuestos, tan-
to orgánicos como inorgánicos, reabsorbidos activamente por las células epiteliales intrahepá-
ticas (Tavoloni, 1987; Nathanson y Boyer, 1991).

La contribución de la bilis originada en los conductos biliares a la secreción biliar total

varía con la especie, siendo inferior a un 10% en la rata y aproximadamente de un 40% en el

hombre (Tavoloni, 1988).

2.2.3.4. COLERESIS Y COLESTASIS

El flujo biliar puede aumentar (coleresis) o disminuir (colestasis) por acción de diver-

sos compuestos tanto endógenos como exógenos. Entre los compuestos endógenos se encuen-

tran principalmente los ácidos biliares, de los que hemos hablado anteriormente y entre los

exógenos se encuentran diversos aniones y cationes orgánicos, así como compuestos neutros.

Entre los aniones orgánicos podemos citar el verde de indocianina, las cefalosporinas,

la iodipamida, la BSP, el rosa de Bengala, el dietil maleato, el ácido valproico o el rojo fenol
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(Erlinger, 1982; Okolicsanyi y cols., 1986; Collado y cols., 1988; López y cols., 1992), que

estimulan el flujo biliar en diversas especies de mamíferos. La coleresis inducida por los com-

puestos anteriores se debe predominantemente a la actividad osmótica de los mismos y/o de

sus metabolitos excretados en la bilis, de manera similar a como sucede con los ácidos biliares

(Esteller y cols., 1981; González y cols., 1989).

Hay otro grupo de sustancias como son la teofilina, el glucagón (Erlinger y Dhumeaux,

1974) o los barbitúricos (Capron y Erlinger, 1975), que también son capaces de incrementar el

flujo de bilis independiente de los ácidos biliares. Ninguna de las citadas sustancias se excreta

de forma apreciable por la ruta biliar lo que descarta que el aumento del flujo se deba a un efec-

to osmótico. Parece ser que actuarían por estimulación del transporte de sodio ligado a la AT-

Pasa Na+-K+ (Erlinger, 1993). Se ha descrito, de forma excepcional, la existencia de moléculas

capaces de estimular la fracción de secreción dependiente de los ácidos biliares (Ruiz y cols.,

1988).

Algunos ácidos biliares, en especial el ursodesoxicólico y el 7-ceto-litocólico, producen

un incremento en la concentración de bicarbonato en la bilis y aumentan paralelamente el flujo

biliar (Dumont y cols., 1991). Aunque en un principio se postuló que la acumulación de bicar-

bonato puede ser debida a la estimulación de un sistema de transporte de bicarbonato en las

células de los conductos biliares (Hofmann, 1990), actualmente el efecto colerético del ursode-

soxicólico se explica mediante la teoría del "circuito hepatocelular". Según ésta, cuando el ur-

sodesoxicólico alcanza la luz del conducto, como ácido débil se protona, es reabsorbido pasi-

vamente por el epitelio biliar y vuelve a los hepatocitos (Strazzabosco y cols., 1991; Elsing y

cols., 1994).

A dosis elevadas, muchos aniones orgánicos ejercen efectos colestáticos. Es el caso del

verde de indocianina o de la BSP (Priestly y Plaa, 1970). La colestasis puede deberse a una

acumulación intrahepática de esos aniones, con inhibición de la respiración mitocondrial (Burr

y cols., 1977; Gregus y cols., 1979) o de las ATPasas dependientes de Na+-K+ y de Mg2+

(Meijer y cols., 1978) que crean un gradiente que posibilita la entrada de determinados ácidos

biliares a las células hepáticas, existiendo agentes colestáticos que actúan destruyendo dicho

gradiente; entre ellos, los más conocidos son la clorpromazina y el etinil estradiol (Oeldberg y

cols., 1986; Utili y cols., 1992).

Por otra parte, el flujo biliar está relacionado directamente con el movimiento transce-

lular de solutos osmóticamente activos. Por lo tanto, los agentes que inhiban el movimiento

activo o pasivo de estos solutos a través de la célula actuarán favoreciendo la colestasis (Oel-

berg y cols., 1986). Así, las toxinas faloidina y citocatalasina B alteran la estructura de los

microfilamentos con consecuencias diversas, tales como modificaciones de la permeabilidad

paracelular, disminución de la contractibilidad canalicular o reducción de la exocitosis (Phillips

y cols., 1986). El agente inmunosupresor ciclosporina A produce un efecto colestático, el cual
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está relacionado, al menos parcialmente, con alteraciones del sistema de transporte microtú-

bulo-vesicular (Román y cols., 1990; Azer y Stacey, 1996). La administración de dosis eleva-

das del fármaco inmunosupresor Tacrolimus (FK506) induce en la rata una colestasis debida a

una reducción de la fracción independiente de los ácidos biliares, al disminuir la secreción biliar

de glutatión al aumentar su eflujo sinusoidal, acompañada de una disminución menos manifies-

ta de la secreción biliar de bicarbonato (Sánchez-Campos y cols., 1998).

Otra vía de estimulación de la colestasis sería la disminución en el número de recepto-

res para los ácidos biliares asociados a la membrana del hepatocito. Un agente colestático que

presenta este modo de actuación es la cicloheximida, inhibidora de la síntesis de proteínas y,

por tanto, de los receptores proteicos mencionados (Oelberg y cols., 1986).

En ocasiones puede existir una alteración predominante del polo canalicular del hepa-

tocito. Un ejemplo es la colestasis inducida por bilirrubina-manganeso, que se debe a la incor-

poración de los complejos a la membrana canalicular (Witzleben y cols., 1987). En la colesta-

sis causada por litocólico y taurolitocólico se observan alteraciones morfológicas de la mem-

brana canalicular que se han atribuido a una excesiva incorporación de colesterol y reducción

en la fluidez de la misma (Tuchweber y cols., 1992).

Por último, existen mecanismos colestáticos relacionados con el calcio intracelular.

Muchos ácidos biliares a dosis elevadas reducen el flujo biliar como consecuencia de un incre-

mento en la concentración del mismo, bien por su acción como ionóforos, o por la liberación

selectiva de éste desde los compartimentos intracelulares (Nathanson y Boyer, 1991).

2.3. SISTEMAS DE BIOTRANSFORMACIÓN HEPÁTICOS

Los animales, incluyendo los humanos, están expuestos a un gran número de compues-

tos potencialmente tóxicos tanto de origen endógeno como exógeno, y parecen haber desarro-

llado sistemas enzimáticos que facilitan la eliminación de dichos compuestos. El metabolismo

de los xenobióticos se ha desarrollado como una forma de protección contra las toxinas am-

bientales. Esto es especialmente cierto para compuestos lipofílicos, fácilmente absorbibles,

que pueden ser convertidos en derivados polares antes de ser excretados en orina o bilis.

La mayoría de los fármacos y de otros xenobióticos que ingresan en el organismo son

metabolizados y transformados total o parcialmente en otras sustancias. Las enzimas encarga-

das de realizar estas transformaciones, que también pueden actuar sobre diferentes compues-

tos endógenos, se encuentran principalmente en el hígado (Watkins, 1990), en su mayoría en el

retículo endoplasmático, aunque también se localizan en menor concentración en mitocondrias,

núcleo y otras membranas (Loeper y cols., 1990). Dichas transformaciones tienen lugar en

menor proporción en otros órganos tales como el riñón, pulmón, intestino, glándulas adrenales
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y otros tejidos, así como en la propia luz intestinal (por acción bacteriana). Existen pocos

fármacos que no sufren biotransformación y son excretados sin modificar.

El hígado reúne condiciones idóneas para metabolizar fármacos lipofílicos, debido a
que posee un endotelio sinusoidal fenestrado que permite el paso de las proteínas plasmáticas
mediante difusión pasiva desde dichos sinusoides al espacio de Disse. Así, los fármacos liga-
dos a proteínas pueden contactar con la membrana hepatocitaria y desde allí difundir o ser
activamente transportados hasta el interior del hepatocito. Una vez formados, los metabolitos
hidrosolubles pueden ser excretados de nuevo al espacio de Disse para pasar de aquí a los si-
nusoides y a la circulación sistémica disueltos en el plasma, y ser eliminados por el riñón.
También pueden ser excretados a bilis desde el hepatocito, desde donde generalmente pasarán
a las heces, dado que los metabolitos hidrosolubles suelen ser mal absorbidos por la mucosa
intestinal.

Los xenobióticos experimentan cambios metabólicos en el organismo orientados prin-

cipalmente hacia la formación de metabolitos que tengan propiedades fisicoquímicas favora-

bles para su excreción. Los productos de biotransformación son generalmente menos solubles

en los lípidos y son polares por naturaleza. Esta polaridad hace a los metabolitos aptos para

los procesos de excreción regulados por transportadores.

Los compuestos tóxicos de origen endógeno no modifican el material enzimático de un

organismo, sino que son transformados por sistemas enzimáticos ya existentes. En lo que se

refiere a los compuestos exógenos, si bien son transformados por sistemas enzimáticos que a

su vez metabolizan compuestos endógenos, poseen la capacidad de modificar la síntesis de

algunas enzimas, e incluso para desrreprimir o inducir algunos de los sistemas ligados al proce-

so de metabolización.

Las reacciones químicas que participan en el mecanismo de la biotransformación de

compuestos endógenos y xenobióticos se clasifican en reacciones de fase I y de fase II. En la

fase I se producen los procesos de oxidación, reducción e hidrólisis, dando lugar a alguno o

varios de estos resultados: a) inactivación; b) conversión de un producto inactivo en otro acti-

vo; c) conversión de un producto activo en otro también activo cuya actividad terapéutica

puede ser cuantitativamente similar o distinta a la del fármaco original y d) conversión de un

producto activo en otro igualmente activo pero cuya actividad resulta tóxica.

En las reacciones de fase I se introducen grupos -OH, -NH2, -COOH, que hacen posi-

ble que los compuestos experimenten los procesos de conjugación (fase II) de los que resultan

compuestos polares, hidrosolubles y, por tanto, más fácilmente eliminables por la orina y la

bilis.

En las reacciones de fase II tienen lugar los procesos de conjugación o síntesis, que in-

cluyen el acoplamiento entre el fármaco o su metabolito y un sustrato endógeno como el ácido
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glucurónico, sulfúrico, acético o un péptido como el glutatión. Estos agentes conjugantes no

reaccionan directamente con el fármaco o su metabolito sino que lo hacen con una forma acti-

vada del fármaco (generalmente en forma de nucleótidos). Los conjugados formados son solu-

bles en agua y casi siempre inactivos desde el punto de vista farmacológico (Williams, 1971).

Las reacciones de oxidación tienen lugar preferentemente en la fracción microsómica del
hígado y de otros tejidos y, en menor medida, en la fracción mitocondrial; las reacciones de
reducción en la fracción microsómica; las de hidrólisis en el plasma y diversos tejidos, mientras
que las de conjugación se producen en los microsomas y en el citosol del hígado y otros tejidos
(De Bethizy y Hayes, 1989; Jakoby, 1994; Ziegler, 1994).

Una determinada molécula puede ser transformada simultáneamente en varios lugares,

y convertirse simultánea o consecutivamente en múltiples metabolitos. La variedad de meta-

bolitos y la concentración de cada uno de ellos dependerá de la dotación enzimática del

individuo.

2.3.1. REACCIONES DE FASE I

2.3.1.1. EL SISTEMA OXIDATIVO MICROSÓMICO HEPÁTICO: SISTEMAS DE

MONOOXIGENASAS U OXIDASAS DE FUNCIÓN MIXTA

Los sistemas enzimáticos que intervienen en la biotransformación de muchos xenobió-

ticos están ubicados principalmente en el retículo endoplasmático liso hepático. Estas enzimas

están presentes también en el riñón y en el epitelio gastrointestinal, estos últimos localizados

en la punta de la vellosidad (Kolars y cols., 1992). Los xenobióticos absorbidos en el intestino

pueden así ser sometidos al denominado "efecto del primer paso", que representa la acción

combinada de enzimas epiteliales gastrointestinales y hepáticas metabolizadoras, que pueden

evitar la aparición de concentraciones significativas de un fármaco en la circulación después de

su administración oral.

El retículo endoplasmático no puede aislarse como una estructura intacta a partir de

tejidos enteros, pero puede obtenerse selectivamente desde tejidos lisados como un precipita-

do que contiene minúsculas vesículas de membranas rotas denominadas microsomas. El siste-

ma de monooxigenasas se encuentra en la fracción microsómica de muchos tipos celulares,

pero presenta su más alta concentración en los hepatocitos.

Las enzimas microsómicas, adosadas a la estructura membranosa del retículo, catalizan

las conjugaciones de glucurónidos y casi todas las oxidaciones de los fármacos, mientras que en

las reacciones de reducción e hidrólisis intervienen tanto enzimas microsómicas como no mi-

crosómicas. También contribuyen a la biotransformación de los ácidos grasos y hormonas

esteroides e intervienen en la conjugación de la bilirrubina.
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Para que una determinada sustancia sea metabolizada por los microsomas hepáticos ha

de tener un cierto grado de lipofilia para penetrar en el retículo endoplasmático e interactuar

con sus enzimas. La actividad de estas enzimas puede ser inducida por muchos fármacos y

sustancias químicas ambientales, y tanto la susceptibilidad a la inducción como la actividad

enzimática están determinadas genéticamente.

La oxidación es, desde el punto de vista fisicoquímico, la pérdida de electrones por una

molécula o átomo, disminuyendo su carga negativa o aumentando la positiva. En los sistemas

redox, los electrones van recorriendo una serie de moléculas químicas que los transpasan a

otras. En varios sistemas intervienen los citocromos, evitando que la oxidación sea una acción

violenta con una gran pérdida de energía en forma de calor. El mecanismo común mediante el

cual se producen la gran variedad de reacciones oxidativas es la hidroxilación.

Las enzimas que intervienen son oxigenasas microsómicas que utilizan tan sólo un

átomo de la molécula de oxígeno para la oxidación del sustrato, por lo que se llaman monooxi-

genasas, mientras que el otro se reduce para formar agua (por lo que se llaman oxidasas mixtas)

merced a la presencia de un donante externo de electrones que en el hígado es el NADPH (Zie-

gler, 1994).

La fracción microsómica hepática contiene las distintas monooxigenasas que catalizan

la oxidación de una gran cantidad de xenobióticos, de los que el sistema citocromo P-450 es el

más importante (Ziegler, 1994).

Las actividades del sistema monooxigenasa requieren la integridad de un flujo de elec-

trones, siendo componentes esenciales del sistema la flavoproteína NADPH citocromo P-450

reductasa y el citocromo P-450. Éste es el aceptor electrónico terminal y el lugar de unión de

sustratos del sistema oxidasa microsómico de función mixta, siendo, probablemente, el más

versátil y singular de los catalizadores biológicos (Gascon y Dayer, 1993).

2.3.1.1.1. CARACTERÍSTICAS DE LOS CITOCROMOS P-450

Con el término citocromo P-450 se agrupa un amplio conjunto de enzimas cuyo cono-

cimiento ha aumentado de forma extraordinaria en la última década. Especial interés ha desper-

tado su papel primordial en la capacidad hepática para metabolizar xenobióticos y su partici-

pación en los mecanismos de hepatotoxicidad. El citocromo P-450 interviene en el metabolis-

mo oxidativo, indispensable para transformar sustancias químicas endógenas o exógenas para

que posteriormente puedan ser eliminadas. Prostaglandinas, ácidos biliares, esteroides endóge-

nos, carcinógenos y multitud de fármacos, entre otras muchas sustancias, precisan de este

sistema para que el organismo siga manteniendo su funcionalidad (Watkins, 1990). Su localiza-

ción es ubícua, aunque el papel desempeñado por las formas extrahepáticas no está totalmente

establecido.
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El citocromo P-450 es una hemoproteína denominada así porque absorbe luz a una
longitud de onda de 450 nm cuando se expone a monóxido de carbono, propiedad que consti-
tuye también la base de su determinación analítica. El CO bloquea, además, el metabolismo de
muchos fármacos por parte del sistema oxidativo microsómico. En 1958 se puso de manifiesto
la existencia de un pigmento con esas características y se denominó P(pigmento)-450 (Garfin-
kle, 1958; Klingenberg, 1958), identificándose posteriormente mediante estudios espectrofo-
tométricos como una hemoproteína, un nuevo citocromo de tipo b (Omura y Sato, 1964). En
mamíferos, el citocromo P-450 se encuentra en concentraciones variables en microsomas de
hígado, riñón, intestino delgado, pulmón, corteza adrenal, piel, testículos, placenta y otros
tejidos (Sato y Omura, 1978). Las mitocondrias del hígado, del riñón y, especialmente, de las
glándulas endocrinas que metabolizan hormonas esteroides, contienen citocromo P-450. Asi-
mismo, se ha detectado la presencia de pequeñas cantidades de P-450 en las membranas plas-
máticas hepáticas (Romano y cols., 1983).

En realidad el citocromo P-450 consiste en un numeroso grupo de isoenzimas o formas

P-450 que poseen especificidades superponibles hacia muy diversos sustratos (Gonzalez,

1992; Ziegler, 1994), con distintas propiedades inmunológicas, mapas peptídicos, composi-

ción y secuencia de aminoácidos, así como distintos genes y con diferentes mecanismos de

regulación. La exposición a determinados productos exógenos aumenta la actividad metaboli-

zante de ciertos sustratos y no de otros, debido al incremento de determinadas y específicas

formas de citocromo P-450, lo que significa que estas isoenzimas se encuentran sometidos a

mecanismos de control independiente.

El sistema microsómico del hígado, pulmón y piel juega un importante papel en la

conversión de un elevado número de xenobióticos lipofílicos, incluyendo fármacos, insectici-

das, carcinógenos, aditivos alimentarios y contaminantes ambientales, en compuestos más

polares, para que puedan ser más facilmente excretados. El P-450 se considera como un im-

portante mecanismo de destoxificación celular. No obstante, en algunos casos, el metabolismo

por medio del citocromo P-450 de diversos compuestos inicialmente no tóxicos puede generar

intermediarios reactivos que atacan a ciertos constituyentes hepáticos (DNA, lípidos insatu-

rados, proteínas y glutatión) provocando daño celular hepático o cáncer. Por ello, la función de

oxidación mixta dependiente del citocromo P-450 no representa siempre un mecanismo de

destoxificación (Winters y Cederbaum, 1993).

El sistema microsómico citocromo P-450 requiere NADPH o NADH para activar el

oxígeno molecular. Consiste en una flavoproteína y una familia de hemoproteínas relacionadas,

pero distintas. La flavoproteína cataliza la transferencia de electrones desde el NADPH a la

hemoproteína, que es la verdadera monooxigenasa. La reductasa (NADPH-citocromo P-450)

es una flavoproteína monomérica de 74-80 kD que contiene FAD y FMN en una relación 1:1

por molécula de enzima. El citocromo P-450 se encuentra en gran cantidad en la fracción mi-

crosómica, en una relación de 10-100 moléculas de citocromo P-450 por una de reductasa.
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Los microsomas de hígado de rata contienen NADPH P-450 y NADH b5 reductasa,

citocromo P-450 y citocromo b5. Las dos reductasas y el citocromo b5 son proteínas integra-

les de la membrana que son anfipáticas (Winters y Cederbaum, 1993).

Las reacciones catalizadas por las oxidasas microsómicas de función mixta incluyen S-,

N-, y O-desalquilación, hidroxilación, desaminación de aminas primarias y secundarias, desul-

furación, formación de sulfóxidos y epoxidación. En relación con este último tipo de reacción

oxidativa, los intermediarios de alta energía resultantes (epóxidos) pueden atacar al DNA y

RNA celulares así como a proteínas, produciendo toxicidad, muerte celular, mutaciones, y

transformación celular (González, 1989).

Las reacciones catalizadas por el citocromo P-450 pueden clasificarse en tres grupos

distintos: a) metabolismo de constituyentes endógenos como esteroides, colesterol, ácidos

biliares, vitaminas, ácidos grasos y eicosanoides; b) conversión de xenobióticos lipofílicos tales

como fármacos, insecticidas, pesticidas, aditivos alimentarios y derivados, productos del taba-

co y del aire y productos originados al cocinar, a productos más solubles que permitan su des-

toxificación y eliminación del organismo; c) metabolismo de diversos xenobióticos como el

CCl4, benzeno, halotano, acetaminofeno y nitrosaminas, a productos más reactivos que son

tóxicos y/o carcinogénicos (Winters y Cederbaum, 1993).

En cuanto a las funciones metabólicas del citocromo P-450, tiene un papel en la 21-

hidroxilación de esteroides y en la formación de andrógenos y estrógenos (Sato y Omura,

1978; Black y Coon, 1987; Guengerich, 1987). Interviene, asimismo, en la biosíntesis del co-

lesterol y en la conversión de colesterol a ácidos biliares en los microsomas y en las mitocon-

drias hepáticas. Juega, además, un papel crítico en el metabolismo de la vitamina D3. La Ω-

hidroxilación de los ácidos grasos, y el metabolismo del ácido araquidónico pueden producirse

por reacciones dependientes del P-450 (Capdevilla y cols., 1992). Metaboliza también pro-

ductos exógenos tales como fármacos, pesticidas, carcinógenos (incluyendo hidrocarburos

aromáticos policíclicos), nitrosaminas, hidrazinas y arilaminas (Gonzalez, 1989).

El citocromo P-450 también cataliza reacciones reductoras, especialmente bajo condi-

ciones anaeróbicas o de hipoxia, tales como nitro-reducciones (nitropirenos), azorreducciones

(aminobenzenos), deshalogenaciones reductivas (CCl4), etc. Algunos agentes pueden ser oxi-

dados por unas formas de P-450 cuando las concentraciones del sustrato son bajas, utilizando

otras formas distintas a concentraciones elevadas (Vang y cols., 1990). Además, las enzimas

citocromo P-450 pueden actuar en diversas reacciones de hidroxilación de un sustrato depen-

dientes de peróxido (Ortiz de Montellano, 1986).

La velocidad de biotransformación de fármacos por este sistema enzimático está de-

terminada por una serie de factores como son, la concentración de citocromo P-450, de cito-

cromo P-450 reductasa, la presencia de competidores, etc. Numerosos agentes que reaccionan
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con los grupos sulfidrilo o que rompen las interacciones hidrofóbicas, convierten al P-450 en

una forma inactiva llamada P-420 (Tekwani y cols., 1988).

En los microsomas hepáticos de varias especies examinadas se han encontrado múlti-

ples formas de la oxidasa terminal del citocromo P-450. Cada proteína P-450 humana identifi-

cada parece reflejar la expresión de un único gen (Gonzalez, 1989) y estos genes a su vez están

en, al menos, varios cromosomas. Los diferentes citocromos P-450 tienen el mismo centro

catalítico (el hierro hémico), pero difieren en sus grupos proteicos (Nebert y cols., 1989). A

pesar de las marcadas diferencias en estructura, regulación y localización cromosómica, hay

una significativa homología en algunas regiones proteicas de todos los citocromos P-450, lo

que parece indicar una evolución a partir de una forma ancestral común (Nebert y cols., 1987;

1989).

Se ha desarrollado un sistema de clasificación de las distintas formas de citocromo P-

450 basada en su secuencia aminoacídica (Nebert y cols., 1987, 1989, 1991). En este sistema,

las formas de citocromo P-450 están agrupadas dentro de una superfamilia de genes, que a su

vez se divide en familias de genes (cuyos constituyentes presentan una homología en su se-

cuencia aminoacídica mayor del 40%) y, finalmente, en subfamilias de genes (Nebert y cols.,

1987). Las subfamilias, en los mamíferos, presentan una homología superior al 55% en la se-

cuencia de aminoácidos (Watkins, 1992). Se han identificado, al menos, 27 familias de genes P-

450 distintas, de las cuales 10 son comunes a todos los mamíferos. Estas 10 familias com-

prenden a su vez 18 subfamilias de las cuales 16 han sido mapeadas en el genoma humano

(Guengerich, 1992; Winters y Cederbaum, 1993).

La mayoría de las formas relacionadas con el metabolismo de fármacos parecen perte-

necer a tres familias de genes distintos denominadas CYP1, CYP2, y CYP3 (Nebert y cols.,

1991). Aunque parece recomendable usar esta misma terminología para identificar la proteína

que corresponde a cada gen, actualmente se utilizan números romanos para identificar las fa-

milias, letras mayúsculas para las subfamilias en las que se dividen las anteriores, y números

arábicos para las formas individuales de citocromo P-450.

Existen dos formas mayoritarias de citocromo P-450, el P-450 inducible por fenobarbi-

tal (subfamilia P-450 2B) y el P-448 inducible por 3-metilcolantreno (subfamilia P-450 1A).

Las formas mayoritarias de P-450 inducibles por fenobarbital y por hidrocarburos aromáticos

muestran diferencias en el peso molecular, la especificidad por el sustrato, su secuencia ami-

noacídica, su RNAm y DNAc, sus propiedades inmunológicas, la naturaleza de sus inducto-

res, su regulación y sus receptores, así como en el lugar de actuación de la actividad enzimática

asociada (Ioannides y Parke, 1987; 1990). Existen, sin embargo, marcadas diferencias interes-

pecíficas en cuanto a la representación relativa en el hígado de las distintas isoformas. Así, la

subfamilia 3A constituye el 30% del citocromo P-450 total en el hombre (Guengerich, 1992),

siendo la isoenzima 3A4 la más abundante en el hígado humano, pudiendo inducirse por la
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exposición a glucocorticoides, rifampicina, clotrimazol y otros compuestos químicos (Wa-

tkins, 1992). Sin embargo, en la rata, la subfamilia 3A representa un 15% del citocromo total

hepático, mientras que la subfamilia 2C constituye el 65% del mismo (Funae y Imaoka, 1993).

Hay que destacar el interés que en la actualidad ha despertado la isoenzima 2E1 huma-

na, al estar involucrada en los procesos de metabolización hepática de etanol, que a su vez es

inductor de dicho citocromo P-450, y su repercusión en la producción de metabolitos tóxicos

y radicales libres relacionados con la hepatotoxicidad derivada de su administración (Gorsky y

cols., 1984; Koop y Coon, 1986; Ingelman-Sundberg, 1993; Ingelman-Sundberg y cols., 1994;

Kukielka y Cederbaum, 1994; Somani y cols., 1996).

Respecto a las actividades que corresponden a cada isoforma, existen algunas específi-

cas de una isoenzima en particular, mientras que otras actividades pueden desempeñarse por

varias formas distintas de citocromo P-450, por lo que la determinación de dicha actividad no

sirve como marcador exclusivo de una isoenzima. Asimismo, una determinada isoenzima pue-

de presentar varias actividades enzimáticas distintas. Por ejemplo, la actividad etoxiresorufina

O-desetilasa (EROD) es altamente específica de la subfamilia 1A (Lewis y cols., 1995) que,

como hemos indicado, es inducible por compuestos aromáticos como 3-metilcolantreno, y que

parece desempeñar un papel importante en la carcinogénesis en el hombre (Kawajiri y cols.,

1993; Okada y cols., 1994). Sin embargo, las isoenzimas pertenecientes a esta familia también

tienen asociadas actividades anilina hidroxilasa y aminopirina N-desmetilasa, entre otras, que

comparten con otras familias de citocromo P-450.

Es importante destacar la gran heterogeneidad interindividual que muestra el sistema de

los citocromos P-450, tanto en lo que se refiere a su concentración hepática como a su activi-

dad catalítica. Esto refleja, sin duda, diferencias genéticas (Watkins, 1990; 1992), pero también

la influencia sobre el sistema de un elevado número de sustancias y circunstancias, muchas de

las cuales ni siquiera son conocidas (Breimer, 1983).

2.3.2. REACCIONES DE FASE II

Son procesos en los que el organismo incorpora pequeñas moléculas a un determinado

xenobiótico mediante la acción de enzimas transferasas.

La glucuronidación es la reacción de conjugación (fase II) más frecuente en mamíferos

(Dutton, 1980) y tiene lugar principalmente en la fracción microsómica hepática, aunque tam-

bién puede darse en otros tejidos como, por ejemplo, el riñón. Constituye la principal vía de

metabolización de muchos fenoles, alcoholes y ácidos carboxílicos exógenos, así como com-

puestos endógenos tales como la bilirrubina, la tiroxina, y las hormonas esteroides (Chowdhu-

ry y cols., 1986). Entre los fármacos excretados en gran parte como glucurónidos se encuen-
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tran la morfina, el cloranfenicol, salicilatos, así como los metabolitos de la fase I del diacepam,

fenobarbital, etc.

La síntesis de glucurónidos tiene lugar al unirse el átomo C-1 del ácido glucurónico con

un compuesto xenobiótico mediante la acción de las UDP-glucuroniltransferasas microsómi-

cas. La transferencia del ácido glucurónico se realiza a partir del uridindifosfo-ácido glucuróni-

co (UDPGA), que se forma a partir de la glucosa mediante enzimas citosólicas y que consti-

tuye la forma activada del agente conjugante. Puede conjugarse con grupos carboxílicos, así

como con aminas aromáticas y grupos sulfidrilo (Dutton, 1980; Tephly y Burchell, 1990).

La adición de glucuronato aumenta el tamaño de la molécula, y la presencia del grupo

carboxilo libre en C-6 asegura la polaridad del glucurónido formado. Los glucurónidos son ge-

neralmente inactivos y más hidrosolubles (a causa de su gran contenido glucídico hidrofílico)

que los fármacos originales y están ionizados a pH fisiológico. Estas propiedades facilitan su

eliminación del organismo al disminuir su distribución extravascular y al hacerlos más apropia-

dos como sustratos para su excreción mediada por un transportador en la orina y en la bilis. Su

excreción por la bilis parece estar determinada principalmente por su peso molecular.

Los glucurónidos que se excretan en la bilis pueden sufrir hidrólisis en el intestino, libe-

rándose entonces el fármaco, que puede ser reabsorbido estableciéndose un ciclo enterohepáti-

co. Esta hidrólisis es realizada en el intestino grueso por acción de la enzima ß-glucuronidasa

bacteriana, presente sobre todo en la especie E. coli. Esta reacción es necesaria para liberar a

los ácidos biliares de sus conjugados en el intestino, permitiendo que jueguen su papel esencial

en la absorción de las grasas.

Exceptuando la glucuronidación, el resto de las reacciones de conjugación o síntesis (fa-

se II) están catalizadas por enzimas no microsómicas. En general, las reacciones de síntesis

pueden producirse cuando un fármaco o un metabolito de fase I contiene un grupo funcional

como -OH, -COOH, -NH2 o -SH. Una de las reacciones de mayor interés es la conjugación

con el glutatión, que consideraremos en el apartado siguiente como una de las principales de-

fensas antioxidantes del organismo.

2.4. DEFENSAS ANTIOXIDANTES HEPÁTICAS

Para el metabolismo del ATP se requiere oxígeno. El sistema de transporte de electro-

nes mitocondrial consume el 85-90% del oxígeno utilizado por la célula (Shigenaga y cols.,

1994). La mitocondria, al ser el principal consumidor de oxígeno molecular de las células, es

una fuente importante de intermediarios reactivos de oxígeno. En condiciones fisiológicas, es-

tos radicales se generan en un  45, 35, 15 y 5% en los microsomas, peroxisomas, mitocondrias

y compartimento citosólico, respectivamente (Chance y cols., 1979).
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Así, la cantidad de radicales libres generada en las mitocondrias es pequeña comparada

con la cantidad de oxígeno utilizada por este orgánulo, lo cual indica la presencia de un potente

mecanismo que inhibe la formación de especies reactivas de oxígeno. En condiciones fisiológi-

cas, la reducción del oxígeno a H2O en la cadena respiratoria es incompleta e implica la forma-

ción de intermediarios de oxígeno tóxicos (Martensson y Meister, 1989), como superóxidos

(O2-) que posteriormente originan H2O2 y metabolitos relacionados, así como óxido nítrico

(NO.) y monóxido de carbono (CO). Si el H2O2 no se reduce a H2O, provoca, al interaccionar

con metales de transición como el hierro, la formación de radicales hidroxilo que inducen pero-

xidación lipídica dañándose la estructura y función de la membrana mitocondrial (Cadenas,

1989; Martensson y Meister, 1989).

Sólo un 2-5% del oxígeno consumido en la mitocondria origina radicales superóxido,

formándose predominantemente en el complejo I y en el complejo III de la cadena respiratoria

(Turrens y cols., 1985). Otra fuente de radicales libres son los peroxisomas. Estos orgánulos

son ricos en enzimas que generan H2O2. Las enzimas implicadas en la β-oxidación (proceso

en el que se forma H2O2) se hallan presentes en estos orgánulos en donde se degradan cadenas

largas de ácidos grasos en ácidos grasos de cadena media que se transfieren a la mitocondria

por la lanzadera de carnitina. Los peroxisomas también contienen enzimas implicadas en el

metabolismo del ácido glioxílico, de purinas y de aminoácidos, formándose H2O2.

El óxido nítrico (NO.) y el CO se producen por acción de la forma inducible de la NO

sintetasa y por la hemooxigenasa, respectivamente. El NO., intermediario reactivo de nitróge-

no, es un pequeño radical hidrofóbico sin carga cuya regulación en el organismo es de gran im-

portancia, llevando a cabo diversas funciones (Kotska, 1992; Snyder y Bredt, 1992; Feldman

y cols., 1993). Entre sus acciones fisiológicas se encuentran la regulación de la presión sanguí-

nea, la destrucción de agentes patógenos en el sistema inmunitario y su función como neuro-

transmisor retrógrado de gran importancia en la memoria a largo plazo (Snyder y Bredt, 1992).

Sin embargo, cuando su concentración es elevada puede dañar directamente proteínas con hie-

rro y sulfuro (Moncada y Higgs, 1993) y otras metaloproteínas (Radi, 1996). Además, puede

reaccionar con radicales superóxido dando lugar a peroxinitrito, una molécula muy reactiva

capaz de atacar diversas moléculas de elevada importancia biológica.

El citocromo P-450 microsómico cataliza reacciones que generan O2- mediante meca-

nismos dependientes de NADPH (Kuthan y Ullrich, 1982; Ortiz de Montellano, 1986). Al-

gunos compuestos que sufren destoxificación por reacciones catalizadas por el citocromo

P450 se convierten en intermediarios reactivos que inician la peroxidación lipídica provocando

daño en la membrana microsómica que causa a su vez daño hepatocelular (Slater, 1984).

El daño celular causado por los radicales libres incluye peroxidación lipídica, inactiva-

ción enzimática, alteración del estado redox intracelular y del material genético, etc. (Slater y

cols., 1987). Para evitar estos problemas, las células de los mamíferos poseen un sistema de
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defensa antioxidante tanto de naturaleza enzimática como no enzimática, constituido por an-

tioxidantes endógenos como por ejemplo la vitamina C, vitamina E, ubiquinol, carotenoides,

bilirrubina y glutatión, que tras eliminar los radicales libres se regeneran, excepto la bilirrubina

que sufre degradación irreversible. Las actividades enzimáticas antioxidantes, que están distri-

buidas por todo el organismo, dependen del consumo de oxígeno, de la tasa metabólica, de la

concentración de iones metálicos presente y de la cantidad de ácidos grasos existente. Las de-

fensas antioxidantes enzimáticas incluyen la actividad superóxido dismutasa (SOD), catalasa

(CAT), glutatión peroxidasa (GPx), glutatión disulfuro reductasa (GR) y glutatión S-

transferasa (GST) (Inoue, 1994). Para minimizar los efectos tóxicos de los radicales libres

formados es necesario un adecuado equilibrio de las enzimas antioxidantes señaladas (Sies,

1993). La regulación de las enzimas antioxidantes depende principalmente de su sustrato (ra-

dicales libres y especies reactivas de oxígeno), de la producción de cosustratos y de la afinidad,

selectividad y especificidad por ese sustrato.

El estrés oxidativo puede definirse como una alteración en el sistema antioxidante, el

cual no es capaz de contrarrestar adecuadamente los radicales libres y especies de oxígeno

reactivo y detener las reacciones en cadena de peroxidación lipídica. El estrés oxidativo puede

producirse por la realización de ejercicio extenuante, algunos fármacos, procesos patológicos y

una combinación de éstos y otros factores.

2.4.1. GLUTATIÓN

El glutatión es un tripéptido (α-γ -glutamil-L-cisteinil-glicina) con dos aminoácidos,

glutamato y glicina, los cuales determinan su disposición, y otro aminoácido, la cisteína, que es

la responsable de sus funciones. El glutatión está presente en casi todas las células animales,

aunque predominantemente en el tejido hepático. Se produce exclusivamente en el citosol ce-

lular, pero el 10-15% del formado se localiza en la mitocondria (Fernández-Checa y cols.,

1991), con la ayuda de un transportador mitocondrial que lleva el glutatión citosólico a la ma-

triz mitocondrial (Griffith y Meister, 1985; Martensson y cols., 1990; Fernández-Checa y

cols., 1991).

La molécula de glutatión posee dos características que lo hacen particularmente intere-

sante: por un lado un enlace γ -glutamilo y por otro un grupo tiol (SH), grupo que lo hace ex-

traordinariamente reactivo para sustancias endógenas o exógenas, e incluso para consigo mis-

mo (Meister y Anderson, 1983).

El glutatión reducido (GSH), es el principal antioxidante del organismo, siendo capaz

de contrarrestar los metabolitos reactivos derivados de fármacos y otros compuestos quími-

cos. El glutatión funciona, directa o indirectamente, en muchos fenómenos biológicos impor-

tantes incluyendo: destoxificación de electrófilos inestables para la formación de tioésteres;
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proporcionar una forma adecuada para el almacenamiento y transferencia interórganos de cis-

teína; mantenimiento del estado tiol, esencial para las proteínas en la prevención de la oxida-

ción de los grupos -SH o para reducir los puentes disulfuro inducidos por estrés oxidativo;

reducción de peróxidos de hidrógeno y de peróxidos orgánicos, actuando como cosustrato de la

enzima glutatión peroxidasa; conjugación con compuestos endógenos y exógenos, reacción

catalizada por la glutatión S-transferasa; un papel importante en el metabolismo de las prosta-

glandinas, leucotrienos y varias hormonas; mantenimiento de las vitaminas E y C en su estado

reducido; participación en la reducción de ribonucleótidos a desoxirribonucleótidos y, final-

mente, regulación de procesos relacionados con los microtúbulos (Fernández-Checa y cols.,

1993a).

El GSH se sintetiza a partir de sus precursores aminoacídicos en todas las células de

mamíferos. El hígado es único en la biosíntesis de glutatión en dos aspectos. Primero, es el

único órgano capaz de formar cisteína a partir de metionina mediante la vía de la transulfura-

ción y, segundo, exporta GSH al plasma y a la bilis (Sies y cols., 1978; Lauteburg y cols.,

1984). La síntesis de GSH a partir de sus aminoácidos constituyentes implica dos pasos en-

zimáticos que requieren ATP. El primer paso en la biosíntesis de glutatión es el limitante de la

velocidad de reacción y está catalizado por la γ -glutamilcisteína sintetasa (GCS) la cual requie-

re Mg2+ o Mn2+ (Kretzschman y cols., 1989). Esta enzima está constituida por dos subuni-

dades diferentes que se disocian por tratamiento con ditiotreitol (Yan y Meister, 1990). La

actividad catalítica reside en la subunidad pesada y se inhibe por el glutatión (retroalimenta-

ción negativa) (Seeling y Meister, 1984). La subunidad ligera es inactiva enzimáticamente (Yan

y Meister, 1990). Cataliza la unión isopeptídica de glutamato y de cisteína para formar γ -

glutamilcisteína. La regulación de la GCS es de vital importancia en la homeostasis del GSH. El

segundo paso en la síntesis de glutatión está catalizado por la glutatión sintetasa (Jackson,

1969; Shan y cols., 1990), la cual está formada por dos subunidades idénticas. Dicha enzima

posiblemente esté regulada por el ADP y no está sujeta a retroalimentación negativa por el

glutatión.

La degradación del glutatión está catalizada por la γ -glutamiltranspeptidasa (GGT) por

transferencia del grupo γ -glutamilo a sus aceptores. La enzima se encuentra mayoritariamente

en la superficie externa de las membranas celulares, si bien el glutatión intracelular es su prin-

cipal sustrato (Meister y Anderson, 1983). Debido a que la actividad GGT es muy elevada en

las células renales, su depuración se produce en primer lugar en el riñón (Griffith y Meister,

1979; Speisky y cols., 1990). El riñón también elimina glutatión por filtración glomerular, pro-

ceso que es seguido por su degradación cuantitativa catalizada por la GGT presente en la cara

luminal del borde en cepillo de las células del túbulo proximal. Se ha estimado que, aproxima-

damente, dos terceras partes del glutatión plasmático en la rata son metabolizadas por el riñón

(Inoue, 1994).
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La degradación del glutatión extracelular catalizada por la GGT, se considera como un

proceso esencial en la recuperación de los aminoácidos constituyentes del glutatión intracelular

(Hirata y cols., 1984). Individuos que presentan déficit en la actividad GGT y animales de

experimentación tratados con inhibidores de dicha actividad enzimática, como la acivicina,

presentan concentraciones elevadas de glutatión en el plasma y la orina (Anderson y Meister,

1986). La actividad GGT en el hígado de ratas adultas es muy baja (Orlowski y Wilk, 1976) y

se encuentra predominantemente en las estructuras biliar y canalicular, sin acceso inmediato al

glutatión reducido presente en la sangre sinusoidal; por lo cual, el hígado ha sido considerado

como un órgano incapaz de utilizar el glutatión circulante. Esta visión, no obstante, ha sido

modificada posteriormente al comprobarse que en el hígado de rata intacto se detecta cierta

actividad GGT en la zona basolateral de los hepatocitos, dotando al hígado de la rata de la

capacidad de retirar cantidades pequeñas pero significativas de glutatión desde la circulación

(Speisky y cols., 1987).

El glutatión puede conjugarse directamente con gran variedad de compuestos tóxicos de

forma espontánea (no enzimática) o mediante la acción de un grupo de enzimas tisulares cono-

cidas como glutatión transferasas (GST), las cuales pueden ser inducidas (Pickett y Lu, 1989).

Se ha comprobado la existencia de GST en cantidades relativamente importantes en distintos

tejidos de mamíferos, pero fundamentalmente en el hígado (Jakoby, 1978). Así, por ejemplo,

en el hígado de rata, las GST suponen el 10% de la proteína soluble total (Ketterer y cols.,

1983).

El GSH es convertido a GSSG (glutatión forma oxidada) por una glutatión peroxidasa

(GPx) que contiene selenio, la cual cataliza la reducción de H2O2 y de peróxidos orgánicos,

proceso de gran importancia en la protección de las membranas lipídicas de la oxidación. De

hecho, una de las principales funciones celulares del glutatión es el mantenimiento estructural

de las membranas (Kosower y Kosower, 1978). Hay evidencias de que diversas glutatión

transferasas pueden también catalizar dichas reacciones. Estas enzimas están asociadas en las

mismas fracciones cromatográficas a actividad glutatión peroxidasa (Meister y Anderson,

1983; Ketterer, 1986).

Entre las actividades enzimáticas antioxidantes se encuentra la actividad peroxidasa,

presente en muchas especies de mamíferos y en muchos tejidos de éstas siendo considerada

como la principal defensa frente a H2O2 (Flohé, 1982). Está representada por un lado por

algunas isoenzimas de la GST y, por otro, por una enzima tetramérica de localización citosóli-

ca en un 75%, encontrándose el resto en la mitocondria (Green y O'Brien, 1970), y que con-

tiene selenio en forma de seleniocisteína en el centro activo de cada subunidad y que constitu-

ye la forma enzimática de actividad peroxidasa más común en los mamíferos (Rotruck y cols.,

1973; Jenkins, 1993). Las primeras poseen una función catalítica frente a peróxidos orgánicos

similar a la glutatión peroxidasa pero no reducen el H2O2. Las actividades glutatión peroxidasa
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selenio dependiente y selenio independiente son específicas para GSH, que actúa como donan-

te de electrones en la reacción. La deficiencia en selenio provoca gran variedad de perturbacio-

nes bioquímicas, destacando la depleción de la actividad glutatión peroxidasa. Como adapta-

ción se produce un aumento de la actividad GST y de la concentración plasmática de glutatión

(Hafeman y cols., 1974; Hill y cols., 1987).

Los mecanismos mediante los cuales la peroxidación lipídica causa alteración celular no

se conocen con exactitud, si bien se sabe que la alteración de los lípidos de la membrana puede

hacer perder la funcionalidad de ésta y alterar sus enzimas. Asimismo, diferentes radicales

libres, altamente reactivos, generados en el proceso de peroxidación lipídica, pueden atacar

directamente o inactivar enzimas u otros constituyentes celulares. Además, al degradarse los

lípidos de la membrana, se pueden formar aldehídos reactivos y otros compuestos, los cuales

son tóxicos por sí mismos.

Estos mecanismos pueden tener la misma importancia y de hecho tienen una acción

simultánea o consecutiva. Pese a que la formación de aldehídos citotóxicos, con una vida media

relativamente larga, es menor en comparación con la de los radicales libres, los primeros pue-

den explicar los efectos a largo plazo promovidos por la peroxidación de los lípidos (Ester-

bauer, 1982). La restitución de los grupos -SH, o bien una adecuada concentración de glutatión

pueden ser capaces de inhibir, en cierta medida, la peroxidación de los lípidos de membrana en

determinadas condiciones (Anundi y cols., 1979).

La integridad de la membrana celular se atribuye a un adecuado estado del glutatión, ya

que éste y las enzimas correspondientes protegen los lípidos de la membrana de las agresiones

externas. Ciertos lípidos estructurales de la membrana como el L-tocoferol ejercen asimismo

una protección pasiva por su propia localización (Romero y Cadenas, 1987).

La regeneración del glutatión está catalizada por la enzima glutatión reductasa (GR),

actividad observada por primera vez en 1930, y cuya purificación se ha realizado en diversas

etapas (Meister, 1975). Dicha enzima es la flavoproteína más ampliamente distribuida, está

formada por dos subunidades idénticas y se localiza en el citosol. La inactivación de la enzima

se debe a una modificación covalente intramolecular, que bloquea la aparición de ditioles en el

lugar de unión del glutatión (López-Barea y cols., 1990). La enzima tiene dos subunidades

idénticas y cada subunidad contiene tanto el sitio de unión para el GSSG, como aquél en el

cual se reduce (Meister y Anderson, 1983). Como sustratos efectivos se encuentran el GSSG

y los disulfuros mixtos de glutatión y de γ -glutamilcisteína, y de GSH y CoA (Meister y An-

derson, 1983) así como entre el GSH y varias proteínas.

La glutatión reductasa cataliza la reducción de disulfuros de glutatión por NADPH

procedente de la fase oxidativa del ciclo de las pentosas fosfato (Meister, 1975; Holmgrem,

1980; Schirmer y cols., 1989). Su actividad está controlada por el estado redox del NAD(P)H
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y las concentraciones de glutatión. La relación intracelular de GSH/GSSG es generalmente su-

perior a 10:1, por acción de la glutatión reductasa. Al mantener esta relación elevada, la célula

conserva su capacidad de combatir el estrés oxidativo. Cuando un tejido se expone a gran can-

tidad de radicales libres, éste puede no ser capaz de mantener esta relación y se acumula

GSSG. Esto provoca la alteración del estado redox intracelular, la inactivación de enzimas que

poseen uno o más grupos sulfidrilos en sus sitios activos y la formación de enlaces disulfuro

inter o intramoleculares (Lieber y cols., 1990).

La mayoría del GSSG formado intracelularmente puede ser reducido por la glutatión
reductasa, sin embargo, en situaciones de estrés oxidativo en las que la formación de glutatión
oxidado supera la capacidad de ser regenerado mediante la GR, abandona el hepatocito hacia la
bilis, fundamentalmente, y en menor medida hacia la sangre (Sies y cols., 1978; Akerboom y
cols., 1982; Kaplowitz y cols., 1983; Lauteburg y cols., 1984; Akerboom y Sies, 1989). El
flujo de GSSG hacia la bilis ha sido demostrado en hígado aislado y perfundido (Sies y cols.,
1978; Ballatori y cols., 1989) y en hígado de rata "in vivo" (Eberle y cols., 1981). El sistema
de transporte canalicular de GSSG es compartido con los conjugados de glutatión y, posible-
mente, con el GSH, mediante un transportador multiespecífico de aniones orgánicos, depen-
diente de ATP, denominado cMOAT/mrp2 (Akerboom y cols., 1982; Akerboom y Sies,
1989; Oude Elferink y cols., 1991; Leier y cols., 1996). En ausencia de estrés oxidativo tanto
la secreción a la bilis de glutatión como la secreción a los sinusoides se realiza fundamental-
mente en su forma reducida (Adams y cols., 1983).

Además del glutatión existen otros antioxidantes de bajo peso molecular en el hígado,

como la vitamina C, vitamina E, ubiquinol, carotenoides y bilirrubina (Machlin y Bendich,

1987). La vitamina C, al igual que el glutatión, elimina los radicales libres en plasma, citosol y

otros compartimentos acuosos. Sin embargo, la vitamina E y otros antioxidantes hidrofóbicos

actúan fundamentalmente en las membranas y en las bicapas lipídicas. Ambas actuaciones se

complementan, ya que los radicales libres formados en medios hidrófobos son eliminados por

antioxidantes de medios acuosos (Inoue, 1994). Tanto la vitamina C, la vitamina E como el

GSSG, se regeneran enzimática o no enzimáticamente tras ejercer su actividad antioxidante. La

regeneración enzimática generalmente requiere la presencia de NADPH y NADH como cofac-

tores (Sato y cols., 1990).

2.4.2. ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS ANTIOXIDANTES

Además de las actividades citadas anteriormente, relacionadas con el ciclo redox del

glutatión (GPx y GR), existen otras actividades enzimáticas antioxidantes, como la catalasa y

la superóxido dismutasa, que intervienen en la protección tisular frente al daño oxidativo.

La catalasa se localiza principalmente en los peroxisomas del hígado y del riñón y en

los microperoxisomas de otros tejidos. En el hígado existe también actividad en los microso-
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mas y en el citosol (Thomas y Aust, 1985). La concentración intracelular de H2O2 se controla

mediante la actividad catalasa y la actividad glutatión peroxidasa (Chance y cols., 1979; Borg y

Schaich, 1984). La actividad catalasa presenta un Km mucho mayor que la glutatión peroxida-

sa para el peróxido de hidrógeno (Burk y cols., 1978; Jenkins, 1993), por lo que está implicada

en la destoxificación de H2O2 cuando su concentración es elevada, mientras que la glutatión

peroxidasa actúa a concentraciones bajas del mismo. En órganos que poseen una elevada acti-

vidad catalasa, como es el hígado, la concentración de peróxido de hidrógeno es generalmente

baja. Las actividades glutatión peroxidasa y catalasa presentan una correlación negativa en su

concentración (Inoue, 1994). La glutatión peroxidasa complementa a la catalasa constituyendo

un sistema reductor de H2O2, pero supera a la actividad catalasa en la eliminación de otros

peróxidos intracelulares tóxicos (Suttorp y cols., 1986).

La actividad catalasa puede alterarse en condiciones fisiológicas especiales y en condi-

ciones patológicas. Así, el ejercicio físico aumenta la actividad catalasa en el hígado y en el

riñon (Alessio y Goldfarb, 1988; Radak y cols., 1996). En ciertas enfermedades inflamatorias

y neuromusculares también aumenta dicha actividad (Mezes y cols., 1987). La actividad cata-

lasa está regulada por su único sustrato, el peróxido de hidrógeno. Las mitocondrias de la ma-

yoría de los mamíferos carecen de actividad catalasa, por lo que el glutatión de la matriz mito-

condrial es la única defensa posible frente a los peróxidos de hidrógeno formados en la cadena

de electrones (Chance y cols., 1979; Radi y cols., 1991).

La mitocondria, como se ha comentado, es una fuente importante de especies de oxíge-

no reactivo, siendo el glutatión mitocondrial especialmente importante en la destoxificación de

los peróxidos de hidrógeno y otros peróxidos orgánicos que se generan en la mitocondria, par-

ticipando en un ciclo redox mediante las actividades glutatión peroxidasa y glutatión reductasa

(Reed, 1986). El glutatión mitocondrial mantiene la viabilidad celular mediante la regulación de

la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna a través del mantenimiento de los grupos

sulfidrilo en estado reducido (Beatrice y cols., 1984). El estrés oxidativo y una disminución

importante de glutatión afectan al estado redox de la mitocondria, existiendo una correlación

entre la disminución del mismo y la incapacidad de la mitocondria para secuestrar calcio (Mar-

tensson y Meister, 1989). Así, la administración de etanol disminuye el glutatión intramito-

condrial al alterar la fluidez de la membrana interna de la misma (Colell y cols., 1997) con la

consecuente alteración en su funcionamiento (Meredith y Reed, 1988; Martensson y Meister,

1989; Martensson y cols., 1989).

La mitocondria no contiene catalasa y, por lo tanto, la destoxificación de los hidrope-

róxidos formados depende exclusivamente de la glutatión peroxidasa y del sistema redox del

glutatión (Radi y cols., 1991).

Los aniones superóxido se dismutan por la acción de la actividad superóxido dismuta-

sa, produciendo peróxido de hidrógeno y oxígeno "singlet" (1O2). Existen dos formas de SOD,
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el homodímero que contiene cobre y zinc (CuZnSOD), que se encuentra en el citosol y en la

matriz nuclear, y un homotetrámero que contiene manganeso (MnSOD) y que se encuentra

predominantemente en la matriz mitocondrial (Deby y Goutier, 1990). En los hepatocitos de

la rata, el 70% de la actividad CuZnSOD se encuentra en el citosol, siendo los lisosomas el

orgánulo donde se encuentra en mayor abundancia (Harris, 1992). La actividad SOD se regula

a través de su biosíntesis, la cual depende de la oxigenación tisular (Gregory y Fridovich,

1973; Rister y Baehner, 1976), como se comprobó en ratas sometidas a tensiones de oxígeno

elevadas (Crapo y Tierney, 1974).

Respecto a la regulación de la actividad CuZnSOD, modificaciones en la dieta o la ad-

ministración de agentes quelantes de metales pueden limitar su expresión en los tejidos. En la

rata, una deficiencia importante de cobre es decisiva en la actividad enzimática, mientras que la

deficiencia de zinc no parece tener tanta repercusión (Harris, 1992). Cuando disminuye la ac-

tividad enzimática de una de las formas de SOD, aumenta la otra como mecanismo

compensador.

La actividad SOD mitocondrial hepática, pero no la citosólica, aumenta significativa-

mente tras 10 semanas de entrenamiento físico (situación en la que también aumenta la peroxi-

dación lipídica), lo cual está en concordancia con las conclusiones de autores que afirman que

la SOD mitocondrial es la única forma que puede ser inducida (Oberley y cols., 1987). La acti-

vidad SOD evita el daño oxidativo derivado del ejercicio extenuante en el hígado y en el riñón

(Radak y cols., 1996). El fallo en la respuesta antioxidante de la actividad MnSOD frente al

daño oxidativo se plantea como una posible causa en la etiología de la oncogénesis (Oberley y

Oberley, 1988). Además, la SOD parece proteger frente a los efectos letales de la radiación

ionizante mediante la dismutación de los radicales de oxígeno formados (Kent y Blekkenhorst,

1991).

2.5. DICROCELIOSIS

2.5.1. INTRODUCCIÓN

El género Dicrocoelium (Dujardin, 1845) se encuadra en la Subfamilia Dicrocoeliinae

(Looss, 1899), de la Familia Dicrocoeliidae (Odhner, 1901). Dicha Familia, de acuerdo con La

Rue (1957) pertenece a la Superfamilia Plagiorchioidea, al Suborden Plagiorchiata, al Orden

Plagiorchiida y al Superorden Epitheliocystida. No obstante, no existe un criterio unánime

entre los diversos autores en cuanto a la denominación de los distintos taxones, como se pone

de manifiesto en la revisión realizada por Cabanas (1995). Las especies más importantes del

género Dicrocoelium que parasitan rumiantes son: D. dendriticum (Rudolphi, 1819) Looss,

1899; D. hospes (Looss, 1907) y D. chinensis (Tang y Tang, 1978). La descripción de D.

dendriticum fue tardía, pues se confundió durante mucho tiempo con una forma inmadura de
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Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758), ya que ambos trematodos se encuentran con frecuencia

parasitando, al mismo tiempo, el hígado de los rumiantes.

La dicroceliosis es una enfermedad parasitaria debida a la presencia y acción de D.

dendriticum en los conductos biliares y en la vesícula biliar de numerosos animales mamíferos,

tanto domésticos como silvestres, que actúan como hospedadores definitivos de dicho trema-

todo. Así, el ganado ovino, bovino, caprino y antilopino está frecuentemente infectado por

este parásito, encontrándose además en otras especies de mamíferos, incluido el hombre (Ma-

pes, 1950; Mapes y Baker, 1950; Mapes, 1951; Del Rio Lozano, 1967; Malek, 1980). Por

otra parte, Krull (1956) probó como hospedadores definitivos de D. dendriticum en el labora-

torio ejemplares de ratón albino, rata, ratón silvestre, criceto, cobaya y gato. Dicho autor con-

cluyó que el criceto dorado (Mesocricetus auratus) especialmente, y el conejo, eran buenos

hospedadores, mientras que el cobaya era menos adecuado y el ratón albino actuaba como

hospedador ocasionalmente.

Respecto a su distribución, es cosmopolita, aunque hay regiones con mayor incidencia,
como son el área Mediterránea, Países del Este y Centro de Europa, principalmente, habiendo
sido descrita también en China, Japón, Canadá, India, Filipinas, Brasil, Colombia y Cuba, en-
tre otros países (Steele, 1982). Hay que resaltar la importancia epidemiológica de los hospe-
dadores definitivos silvestres como reservorios que mantienen la parasitosis en las distintas
zonas. Respecto a su distribución en España, D. dendriticum  ha sido hallado en todas las re-
giones (Cordero del Campillo y cols., 1994), siendo la incidencia de la infección muy alta en
todas ellas.

La dicroceliosis es una zoonosis rara pero posible, adquirida generalmente por la inges-
tión accidental de hormigas con las frutas o legumbres mal lavadas. La existencia de infecciones
en el hombre está muy ampliamente extendida, habiéndose descrito en España, entre otros
muchos países (Steele, 1982; Mohamed y Mummery, 1990; Theodoridis y cols., 1991).

En general, la dicroceliosis es más benigna que la fasciolosis, a la que frecuentemente
está asociada, y rara vez es mortal. La importancia económica y sanitaria se debe, por una
parte, a las pérdidas directas ocasionadas por el decomiso de los hígados afectados (Del Rio
Lozano, 1967; Boch y Supperer, 1982; Lukin, 1980; Karanfilovski, 1983) y, por otra, a las
pérdidas indirectas ocasionadas por los trastornos digestivos y de la nutrición derivados de las
alteraciones hepatobiliares con las que cursa la dicroceliosis, como son un retraso en el creci-
miento (Hohorst y Lämmler, 1962), reducción en la producción de leche (Cavani y cols.,
1982) y disminución en el peso de los animales (Boray, 1985), entre otras.

2.5.2. CICLO BIOLÓGICO

D. dendriticum  requiere dos hospedadores intermediarios en su ciclo biológico. El de-

sarrollo larvario hasta la fase de cercaria tiene lugar en un caracol terrestre y el enquistamiento
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de esta fase y la adquisición de la capacidad infectante para el hospedador definitivo se produ-

ce en una hormiga.

Hasta que Krull y Mapes (1952d, 1953) consiguieron cerrar por primera vez el com-

plejo ciclo de D. dendriticum, al encontrar metacercarias de dicho digenea en hormigas (Formi-

ca fusca), y administrar posteriormente hormigas parasitadas o las metacercarias extraídas de

las mismas a corderos libres de infección, se realizaron, durante más de un siglo, numerosos

estudios tendentes a su esclarecimiento, los cuales fueron recopilados por Mapes (1951) y

Del Rio Lozano (1967).

En el hospedador definitivo, los adultos de tipo distoma, que miden de 6 a 10 mm de

longitud por 1,5-2,5 mm de anchura, tienen un cuerpo de color pálido, aplanado en sentido

dorso-ventral, con la máxima anchura cerca de la mitad del mismo, siendo más afilado en su

parte anterior que en la posterior. Su tegumento liso permite que se transparente el útero y las

vitelógenas, que son de color marrón-rojizo, y se diferencia así de Fasciola hepatica, cuyo

tegumento está provisto de espículas. Esta característica, junto con su menor tamaño, explica

su menor efecto lesivo en el hígado.

El ciclo comienza cuando, en el hospedador definitivo, dichos parásitos adultos, que
viven en los conductos biliares y en la vesícula biliar, después de la fecundación depositan los
huevos embrionados en los conductos biliares, de los que pasan al intestino a través del con-
ducto colédoco vehiculados en la bilis, para ser evacuados con las heces del hospedador. Los
huevos, de 36-50 µm x 22-40 µm de tamaño, son operculados, de pared gruesa y color marrón
oscuro, con dos manchas grandes más intensas que se corresponden con las masas germinales.

Una característica epidemiológica muy importante es la alta resistencia de los huevos a

los factores ambientales, pudiendo sobrevivir a temperaturas tan bajas como de -20°C a -50°C

y soportando desecación a altas temperaturas (Boray, 1985). La supervivencia de los huevos

en heces ovinas y en condiciones naturales es máxima en los meses de invierno (generalmente

mayor del 85%) y mínima en los meses de verano, alcanzando su valor más bajo en agosto. Es,

por tanto, marcadamente estacional. Asimismo, la supervivencia de los huevos parece ser in-

dependiente de la edad de los mismos (Alunda y Rojo-Vazquez, 1983).

Según Kopp (1975), la mayor concentración de huevos en las heces se encuentra en los

meses de primavera, siendo mucho mayor en hospedadores adultos que en jóvenes (en función

de la mayor carga parasitaria). En este sentido, se suele admitir la existencia de dos máximos de

eliminación de huevos al año, uno en primavera y otro en otoño, influenciados por la distinta

composición de la bilis derivada del cambio del contenido graso en la alimentación (Alunda,

1984).

La eclosión del huevo y la liberación del miracidio que contiene tienen lugar únicamente

en el tubo digestivo de numerosas especies de moluscos terrestres, que actúan como primeros
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hospedadores intermediarios, por la acción de diversos estímulos fisicoquímicos (Ractliffe,

1968; Mitterer, 1975). El miracidio, de 20 por 25 µm, posee cilios en la parte anterior y una

papila provista de un estilete, pero carece de manchas oculares. El miracidio libre atraviesa la

pared intestinal del molusco, pierde los cilios y se asienta en los espacios interlobulares del

hepatopáncreas cercanos al corazón y al riñón (Álvarez-Nogal y cols., 1992). Allí se trans-

forma en esporocisto madre o de primer orden que, al no poseer pared propia, toma la forma

del espacio en que se aloja. A partir de las masas germinales del esporocisto madre se diferen-

cian los esporocistos hijos o de segundo orden, cuyo tamaño oscila entre 140 y 4.005 µm

(Manga-González, 1987) de acuerdo con su grado de madurez y con la especie de molusco que

lo alberga, principalmente. Los esporocistos hijos son sacciformes, poseen pared propia y

tocostoma. Migran hasta asentarse en diferentes partes del hepatopáncreas del molusco y, en

las infecciones intensas, pueden localizarse también en el aparato reproductor. Las masas ger-

minales, que llenan los esporocistos hijos inmaduros, se transforman en cercarias de tipo Dis-

toma y Xifidiocercaria. El cuerpo de dichas cercarias mide de 360-760 µm de longitud por 50-

165 µm de anchura, y tiene en su parte anterior la ventosa oral, que incluye la boca y un estile-

te perforador, y en la parte central la ventosa ventral. Además, la cercaria posee una larga cola

de 200 a 1.000 µm de longitud.

El período transcurrido desde la ingestión del huevo por el caracol hasta que la cercaria

está madura, de 3 a 6 meses mínimo (Svadzhyan, 1951; Krull y Mapes, 1952c; Tarry, 1969;

González-Lanza y cols., 1994), varía principalmente con la especie de molusco y con la tem-

peratura.

Las cercarias maduras abandonan los esporocistos por el tocostoma y se dirigen, a tra-

vés del aparato circulatorio, a la cámara respiratoria del molusco, donde son recubiertas por

mucus formando pequeños grumos mucosos de 1 a 2 mm, conteniendo un número generalmen-

te elevado de cercarias. Varios de estos grumos se asocian a modo de racimo y constituyen la

bola de mucus que puede llegar a albergar de 300 a 7800 cercarias (Neuhaus, 1936; Del Rio

Lozano, 1967; Alzieu y Ducos de Lahitte, 1991). Mediante los movimientos respiratorios del

caracol, dichas bolas de mucus son expulsadas al exterior por el pneumostoma (orificio respi-

ratorio) y permanecen adheridas al borde del manto del molusco, hasta que son depositadas

sobre las plantas u otros soportes al desplazarse el caracol.

La especie de caracol más importante desde el punto de vista epidemiológico en la

provincia de León parece ser Cernuella (Xeromagna) cespitum arigonis, distribuida por toda

la provincia (Alunda, 1984).

Cuando las bolas de mucus, en condiciones adecuadas, son ingeridas por distintas es-

pecies de hormigas de la familia Formicidae, que actúan como segundos hospedadores inter-

mediarios, las cercarias atraviesan el buche de las hormigas, con la ayuda del estilete, y se loca-

lizan en el abdomen o gaster, donde se enquistan, perdiendo la cola y transformándose en me-
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tacercarias en las primeras horas tras su ingestión (Hohorst y Graefe, 1961; Hohorst, 1962).

Alguna de ellas (a veces 2 ó 3), llamada "larva cerebral", se aloja en el ganglio subesofágico de

la hormiga. Al descender la temperatura, la metacercaria (o metacercarias) alojada en el ganglio

subesofágico altera el comportamiento de la hormiga, al provocar en ella una parálisis de los

músculos mandibulares (tetania), lo que hace que se fije a la hierba. Esto facilita enormemente

la ingestión por el hospedador definitivo, mediante el proceso de pastoreo, de las hormigas

infectadas. Para llegar a ser infectantes, las metacercarias necesitan vivir en el interior de la

hormiga aproximadamente 45 días.

La especie de hormiga Formica rufibarbis (Formicinae) actúa como segundo hospeda-
dor intermediario de D. dendriticum en zonas situadas en la cuenca baja del Bernesga y Porma,
y en las proximidades de la confluencia de dichos ríos con el Esla. Ejemplares de esta especie
pueden permanecer en fase de tetania entre Mayo y Octubre a una temperatura comprendida
entre 16°C y 28°C (Campo, 1996).

Cuando los hospedadores definitivos ingieren las hormigas infectadas, las metacercarias
maduras se desenquistan en el tubo digestivo y por vía del conducto colédoco (Krull, 1958;
Svadzhyan, 1959) y, a veces de la circulación portal (Srivastava y cols., 1978), llegan al híga-
do, situándose en los conductos biliares, donde se transforman en vermes adultos. No existe
unanimidad entre los autores en cuanto a la ruta seguida por las metacercarias desde que se
desenquistan en el estómago o en el intestino, por la acción del jugo gástrico y la bilis, respec-
tivamente, sobre la envuelta protectora (Krull, 1958; Srivastava y cols., 1978) y la posterior
ruptura por la propia metacercaria activada (Steele, 1982), hasta que se establecen en el siste-
ma biliar de los diferentes hospedadores definitivos. De acuerdo con las experiencias realizadas
por Hohorst y Lämmler (1962) en el criceto dorado, y por Krull (1958) en el criceto dorado y
en el ratón albino, las metacercarias migran desde el intestino a los conductos biliares del híga-
do a través del conducto colédoco. Sin embargo, distintos estudios parecen indicar que si bien
la vía común a través de la cual los trematodos acceden al sistema biliar es el conducto colédo-
co, en ciertas circunstancias no muy bien establecidas pueden alcanzar este sistema a través de
la circulación portal, localizándose en los espacios intercelulares en el hígado, y estableciéndo-
se posteriormente en los conductos biliares (Ayupov, 1967; Srivastava y cols., 1978).

Respecto al tiempo empleado en el proceso, Krull (1958) señaló como mínimo una ho-

ra para que las metacercarias se establecieran en el sistema biliar del criceto, observando, ade-

más, que a las 24 horas la mayor parte de los parásitos ya se hallaban en los conductos biliares

del criceto. Sin embargo, Hohorts y Lämmler (1962), establecieron que se requerían 4 horas

para que las metacercarias llegaran a los conductos biliares en el criceto.

La prepatencia es de aproximadamente 55 días postinfección (d.p.i.) (47 según Salimo-

va, 1972; de 47 a 48 según Chandra, 1973; de 49 a 79 de acuerdo con Campo y cols., 1993), y

el período de vida de D. dendriticum en la oveja es de, al menos, 6 años, de acuerdo con Ki-

rkwood y Peirce (1971).
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2.5.3. MANIFESTACIONES CLÍNICAS Y ALTERACIONES MORFOPATOLÓGICAS

EN LA DICROCELIOSIS

2.5.3.1. SINTOMATOLOGÍA Y ALTERACIONES BIOQUÍMICAS

Existe diversidad de criterios respecto a la influencia de la intensidad y de la duración

de la infección en el desarrollo del cuadro clínico y lesivo. Algunos autores consideran que la

intensidad de la infección es el principal factor en el desarrollo del proceso patológico (Mar-

chand, 1966; Prunescu y cols., 1979), mientras otros consideran que el cuadro de lesiones se

incrementa sólo con la duración de la infección (Soulsby, 1965, citado por Sinclair, 1967). Para

algunos investigadores tanto la intensidad como la duración de la infección determinan el alcan-

ce de las lesiones orgánicas (Malek, 1980; Borchet, 1981).

La sintomatología varía según la fase y la carga parasitaria que soporte el hospedador,

aunque en general cursa con mayor gravedad en el ovino que en el bovino, donde suele desa-

rrollarse como un proceso subclínico. La forma aguda de la parasitosis, que se correspondería

con una migración larvaria masiva en infecciones muy intensas, ha sido descrita en ovino pero

nunca en bovino. La dicroceliosis crónica, descrita como la forma clínica más común en todas

las especies, cursa en general con manifestaciones clínicas ligeras, aún cuando pueden encon-

trarse normalmente miles de parásitos adultos por animal, dada la longevidad del parásito en el

hospedador definitivo y la continua reinfección a lo largo de la vida del animal. En el período

inicial se limita a anorexia y apatía mientras que en la fase siguiente se puede observar ya adel-

gazamiento progresivo, ligera anemia y diarrea esporádica. En la fase terminal, en animales con

las defensas disminuidas, puede coexistir la dicroceliosis con metritis, sarna etc. En las infec-

ciones muy intensas podemos encontrar caquexia y ascitis como resultado de la grave cirrosis

biliar. No es infrecuente la parasitación mixta con F. hepática (Toparlak y Gul, 1988), así co-

mo la complicación de la parasitosis con infecciones que derivan en hepatitis colibacilar y pió-

gena (Quiróz, 1984), lo que dificulta el establecimiento de las alteraciones patológicas debidas

exclusivamente a D. dendriticum.

Respecto a los efectos de la dicroceliosis sobre distintos parámetros hemáticos, bio-

químicos y enzimas marcadoras hepáticas séricas, existen pocos datos debido a las dificultades

en la consecución de infecciones experimentales con D. dendriticum en los hospedadores defi-

nitivos. Los cambios patológicos originados por la parasitosis en el hígado derivan en un in-

cremento en las actividades séricas de las enzimas alaninoaminotransferasa (ALT), asparta-

toaminotransferasa (AST) y γ -glutamiltranspeptidasa (GGT) (Ranucci y Grol-Ranucci, 1978;

Reinhardt, 1978).

Por otra parte, en la dicroceliosis aguda se incrementa la tasa microbiana de la bilis,

mientras que disminuye en la crónica. Según el estudio realizado por Campo (1996) en corde-

ros infectados experimentalmente con D. dendriticum, los valores de los parámetros bioquími-
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cos no se alteraron prácticamente en los animales infectados respecto a los testigos, sin embar-

go sí se incrementaron, en general, los de las enzimas marcadoras hepáticas, sobre todo AST y

ALT en los corderos infectados con la dosis más alta de metacercarias.

En el ganado ovino infectado naturalmente con D. dendriticum se incrementaron los

valores de AST, ALT, proteínas totales, albúmina, globulinas, urea, fósforo, leucocitos y eosi-

nófilos, y disminuyeron los de eritrocitos, colesterol y calcio. El valor del incremento o del

descenso, según los casos, de algunos de los parámetros alterados por D. dendriticum estaba

relacionado con la dosis infectante (Salimova y Salimov, 1972; Petrov y Abalikhin, 1983), o

con la menor carga parasitaria (Ranucci y cols., 1981; Theodoridis y cols., 1991).

2.5.3.2. HALLAZGOS HISTOPATOLÓGICOS

Lesiones macroscópicas:

Las alteraciones macroscópicas inducidas por D. dendriticum, tanto en infecciones na-

turales como experimentales, se centran en el hígado, en las vías biliares extrahepáticas y en la

vesícula biliar, localizaciones habituales de este parásito en el hospedador definitivo. En la

oveja, tras la infección natural con este trematodo, se han descrito hígados más endurecidos de

lo normal, con cicatrices y con los conductos biliares extrahepáticos distendidos por la presen-

cia de parásitos y moco en su interior (Mapes, 1951; Krull y Mapes, 1952a). Igualmente,

Massoud (1981) describió diferentes hallazgos macroscópicos en la dicroceliosis ovina adqui-

rida de forma natural, tales como induración y presencia de cicatrices hepáticas, engrosamiento

y dilatación de los conductos biliares, que en algunas áreas incluso aparecían saculados, y dis-

tensión de la vesícula biliar.

Por lo que se refiere a las infecciones experimentales en el ganado ovino con D. dendri-

ticum, se ha señalado únicamente la existencia de un hígado agrandado, de bordes redondeados,

ligeramente marrón y una vesícula biliar distendida que contenía, frecuentemente, bilis translú-

cida (Aliev, 1968). Otros autores comprobaron un engrosamiento de los conductos biliares

principales y aumento de secreción de aspecto mucoso en ovejas infectadas en condiciones

naturales y experimentales con D. dendriticum (Wolff y cols., 1984). En los primeros días

postinfección, cuando la vía de migración de los parásitos inmaduros es el sistema portal, pue-

den causar congestión y engrosamiento del hígado, con cambios en su color y consistencia,

pudiendo aparecer pequeñas hemorragias subcapsulares (Steele, 1982)

En la fase crónica de la dicroceliosis, Dhar y Singh (1963b) observaron un progresivo

endurecimiento del hígado, así como un engrosamiento, dilatación y aspecto tortuoso de las

vías biliares y, finalmente, una considerable dilatación de la vesícula biliar, conteniendo gran

número de parásitos y abundante bilis verdosa. En el hombre se han descrito nódulos necróti-

cos en el hígado, relacionados con infecciones parasitarias, sobre todo subcapsulares pero
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también localizados en el seno del parénquima, de 0,3 a 0,5 cm, delimitados por una cápsula

blanquecina, los cuales contenían un material sólido amarillento (Tsui y cols., 1992; Nakashi-

ma y cols., 1994).

Lesiones microscópicas:

Fase aguda:

Durante la fase aguda de la dicroceliosis parecen ser las vías biliares las más afectadas

(Poljakova-Krusteva y cols., 1974), pudiendo observarse la existencia de una inflamación cata-

rral, así como de una discreta proliferación epitelial de estas estructuras (Cheng, 1978; Drabick

y cols., 1988). No obstante, se han observado otras alteraciones, principalmente de los vasos

sanguíneos (distensión de la luz, descamación y proliferación del endotelio) y de las células

hepáticas (picnosis, aspecto reticulado del citoplasma, presencia de pigmento biliar) en infec-

ciones experimentales con D. dendriticum (Aliev, 1968).

Atendiendo a la probable existencia de dos rutas migratorias seguidas por las metacer-

carias en el hospedador definitivo, Rosicky y Groschaft (1982) establecieron diferentes lesio-

nes en la fase inicial de la dicroceliosis. Así, cuando la migración se efectúa a través del conduc-

to colédoco, existe cierta ectasia, atrofia y degeneración de este conducto, que evolucionan a

una inflamación catarral del mismo. Por vía portal, las alteraciones en el epitelio intestinal son

mínimas. Asimismo, en relación con esta vía, se ha descrito la existencia de una migración de

las formas juveniles del parásito desde los vasos de los espacios porta, primero al tejido con-

juntivo y luego al parénquima, donde acuden gran número de histiocitos y eosinófilos (Breza y

Svarc, 1968, citado por Rosicky y Groschaft, 1982).

Fase crónica:

En infecciones prolongadas por D. Dendriticum en el ganado ovino (dicroceliosis cró-

nica) se produce una colangitis crónica en los conductos biliares de mayor calibre (Mapes,

1951; Marchand, 1966; Cheng, 1978; Borchert, 1981). Además de esta inflamación se han

descrito otras alteraciones en estos conductos, tales como soluciones de continuidad en la pa-

red (Pegreffi, 1957), dilatación (Cheng, 1978; Borchert, 1981), fibrosis (Lapage, 1982) y proli-

feración papilar de su mucosa (Soulsby, 1965; Sinclair, 1967; Massoud, 1981; Wolff y cols.,

1984).

En las células hepáticas se han observado cambios degenerativos y necrosis, con susti-

tución del área afectada por tejido fibroso (Marchand, 1966; Price y Child, 1971; Massoud,

1981). Por el contrario, hay autores que consideran que el parénquima hepático no está afecta-

do (Borchet, 1981). En los primeros trabajos sobre esta parasitosis, se describieron alteracio-

nes irreversibles de la arquitectura normal del hígado, concretamente cirrosis (Mapes, 1951;

Krull y Mapes, 1952a; Soulsby, 1965; Sinclair, 1967). Con posterioridad, otros investigadores
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coincidieron en señalar un incremento del tejido conectivo fibroso, el cual delimitaba áreas no-

dulares de hiperplasia o regeneración, típicas de una cirrosis biliar (Boch y Supperer, 1982).

Sin embargo, Drabick y cols. (1988) consideran que en la dicroceliosis crónica se produce una

fibrosis peribiliar, pero no una verdadera cirrosis.

Según el estudio realizado por Campo (1996), en corderos infectados experimental-

mente, la localización del parásito en los conductos biliares septales y conducto hepático pro-

voca hiperplasia, incremento de la actividad secretora así como atrofia y necrosis marcadas del

epitelio, debidas a la irritación mecánica del propio parásito y efecto erosivo de su ventosa. En

relación con estos conductos, se comprobó la presencia de leucocitos globulares y un infiltrado

inflamatorio, fundamentalmente de acúmulos nodulares de linfocitos, relacionados con la res-

puesta inmune al parásito.

Cuando se utilizó el criceto como animal de experimentación, además de hiperplasia

biliar y cirrosis portal, se observaron granulomas de cuerpo extraño que contenían células gi-

gantes multinucleadas, organizadas alrededor de los huevos del parásito, en el parénquima he-

pático (Prunescu y cols., 1979). Asimismo, se ha descrito en los espacios porta la existencia

de infiltrados de células inflamatorias, principalmente linfocitos y macrófagos, acompañados

de fibrosis, así como una hiperplasia papiliforme del epitelio biliar en cricetos infectados con

D. dendriticum (Sánchez-Campos y cols., 1996).

En el hombre, a pesar de su baja frecuencia, se ha descrito una moderada fibrosis portal

(Roche, 1948), una colangitis crónica e incluso alteraciones nerviosas, debidas a la llegada del

parásito o sus huevos por vía sanguínea al cerebro (Siguier y cols., 1952, citado por Malek,

1980). Por último, señalar que, según Soulsby (1988), en la dicroceliosis crónica se produce

una cirrosis generalizada, iniciándose la fibrosis en los espacios porta y extendiéndose más

tarde de forma interlobulillar y perilobulillar, provocando por último un cuadro semejante a

una cirrosis portal.

Respecto a los estudios histoquímicos realizados en hígados parasitados, se ha descrito

la pérdida total de la reserva celular de glucógeno de los hepatocitos en las últimas etapas de la

infección, aumentando la infiltración de grasas neutras y apareciendo depósitos de lipofucsina

(Dhar y Singh, 1963a; Rahko, 1972). El incremento en el depósito lipídico en las células pa-

renquimatosas también ha sido descrito en el criceto por Prunescu y cols. (1979).

2.5.4. PATOGENIA

En la patogenia de la dicroceliosis parecen estar involucrados diversos factores. Así, se

ha sugerido la existencia de una acción mecánica ya que, aunque las formas adultas de D. den-

driticum se localizan principalmente en los conductos biliares de mayor tamaño, su plasticidad

y su reducido tamaño les permite acceder a ramificaciones biliares más finas situadas en el
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interior del hígado, donde pueden ejercer una acción mecánica obstructiva (Dhar y Singh,

1963b; Poljakova-Krusteva y cols., 1974; Boch y Supperer, 1982; Wolf y cols., 1984; Alzieu

y Ducos de Lahitte, 1991). El acceso a partes más o menos internas del hígado depende de la

especie de hospedador definitivo infectado, en función del tamaño de los conductos biliares

respecto al parásito; si bien el efecto obstructivo se producirá en el punto hasta el cual puedan

acceder los mismos. Como consecuencia de la misma, se produce estasis biliar y congestión

pasiva del hígado.

Por otra parte, el parásito contacta con la mucosa de los conductos biliares principales,

comprimiento las vellosidades y produciendo la descamación de las células epiteliales. Esta

acción irritativa en los conductos biliares conduce a una mayor formación de mucina y a la

proliferación de las células secretoras, además de a colangitis y colangiectasia y, en estados

avanzados de la infección, a cirrosis biliar y degeneración celular (Dhar y Singh, 1963b; Boch y

Supperer, 1982; Wolf y cols., 1984; Alzieu y Ducos de Lahitte, 1991). Se ha sugerido que la

irritación de la mucosa de los conductos biliares se deriva de la acción erosiva de las ventosas

del parásito (Dhar y Sing, 1963b; Rahko, 1972).

A diferencia de F. hepatica, las formas adultas de D. dendriticum no son hematófagas,

sino que se alimentan de bilis, de células epiteliales de los conductos biliares descamadas y de

mucus (Alzieu y Ducos de Lahitte, 1991). El metabolismo del parásito en dicha localización es

de tipo fermentativo, como un mecanismo de adaptación a su medio dada la baja tensión de

oxígeno existente en la bilis (Von Brand, 1966; Moss, 1970). El parásito no es capaz de oxidar

completamente los sustratos, dando lugar a productos finales parcialmente oxidados como el

ácido láctico y ácidos grasos volátiles (Köhler y Stahel, 1972; Köhler y Hanselmann, 1973).

Se han observado en el curso de la dicroceliosis cambios patológicos en otros órganos

además del hígado, que parecen derivarse de los efectos tóxicos de los productos metabólicos

producidos por el parásito (Dhar y Sing, 1963b; Aliev, 1968). La acción tóxica de D. dendriti-

cum ha sido muy discutida. En un principio se pensó que el parásito podría secretar una sus-

tancia tóxica capaz de iniciar el proceso patológico (Mapes, 1951), como se indicó para F.

hepática. Posteriormente, se consideró más probable que esta acción tóxica de D. dendriticum

se debiera, sobre todo, a los efectos de sus productos metabólicos que, desde la bilis, alcanza-

rían el torrente sanguíneo, provocando una intoxicación (Krull y Mapes, 1952b; Dhar y Singh,

1963b; Aliev, 1968; Steele, 1982; Alzieu y Ducos de Lahitte, 1991). Esta posibilidad se ha

confirmado en el criceto dorado (Kajubiri, 1982).

Entre otros mecanismos patogénicos, el parásito parece ejercer en el hospedador defi-

nitivo una acción inoculadora, sobre todo de gérmenes anaerobios tipo Clostridium y poseer

una cierta acción cancerígena, al promover la proliferación del epitelio de los conductos biliares

(Alzieu y Ducos de Lahitte, 1991).



69

La respuesta inmune en el hospedador definitivo a la infección experimental con D.

dendriticum fue estudiada por primera vez por Renz (1972). Existe disparidad de opiniones a

este respecto. Se ha descrito en el criceto dorado y en el conejo una respuesta humoral inmune

frente al parásito (Schröder y Geyer, 1976; Bode y Geyer, 1981). Sin embargo, el hecho de

que los animales se reinfecten contínuamente y que la carga parasitaria sea mayor en animales

de mayor edad parecen indicar la ausencia de protección frente a la parasitosis (Fromunda y

cols., 1968). El parásito induciría la formación de anticuerpos fijadores de complemento en el

hospedador definitivo, si bien no aportarían protección inmunitaria por lo que existiría una

reinfección permanente (Alzieu y Ducos de Lahitte, 1991). En ovejas infectadas con F. hepati-

ca se ha indicado, asimismo, la limitada protección que aportan los anticuerpos frente al pará-

sito (Haroun y Hillyer, 1986; Hughes, 1987)

En la actualidad se ha comprobado que la infección con este parásito induce en el hos-

pedador definitivo una respuesta inmune local, en la bilis, mediante la formación de anticuer-

pos frente a proteínas somáticas solubles de las formas adultas del parásito. La respuesta in-

munitaria comprende distintos isotipos de IgA o de IgA e IgG1 y es muy específica para D.

dendriticum (Wedrychowicz y cols., 1995).





3. METODOLOGÍA

3.1. ANIMALES

Para la realización de este trabajo se han utilizado cricetos macho (Mesocricetus aura-

tus) de raza "Syrian Golden" y pesos comprendidos entre 80 y 100 g, en el momento de reali-

zar la infección experimental y entre 110-130 g, en el momento de la intervención quirúrgica

(Animalario, Universidad de León). Los animales fueron alimentados con una mezcla de dietas

estándares para ratas y conejos (Panlab, Barcelona).

Todos los experimentos se llevaron a cabo con animales que tenían libre acceso a la

comida y al agua. Las condiciones del fotoperíodo (12h de oscuridad/12h de luz), temperatura

(22°C) y humedad (45-55%) se mantuvieron constantes durante todo el tiempo que duró la

infección experimental.

Los protocolos seguidos en los procedimientos experimentales con los animales se rea-

lizaron de acuerdo con las indicaciones de la Guide to the Care and Use of Laboratory Animals

(Canadian Council on Animal Care, NIH Publicación nº 80-23, revisada en 1985), utilizada de

forma rutinaria en nuestro laboratorio.

3.2. INFECCIÓN EXPERIMENTAL CON DICROCOELIUM DENDRITICUM

La dicroceliosis se indujo en los cricetos mediante la administración intragástrica de 40

metacercarias de Dicrocoelium dendriticum vehiculadas en 500 µl de solución salina (NaCl 154

mM) facilitadas por la Estación Agrícola Experimental de León, Consejo Superior de Investi-

gaciones Científicas (CSIC).

Las metacercarias fueron obtenidas de hormigas infectadas de la especie Formica rufi-

barbis Fabricius, 1794 (Formicidae, Formicinae) procedentes de una zona cercana a León en la

que, con anterioridad, había sido detectada la infección por D. dendriticum en los moluscos,

primeros hospedadores intermediarios, y en el ganado ovino, hospedador definitivo. La reco-
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gida de las hormigas en fase de tetania se efectuó desde mayo a octubre, principalmente a pri-

meras horas de la mañana y, algunas veces, por la tarde.

La extracción de las metacercarias de las hormigas recolectadas se efectuó mediante la

disección de las mismas al estéreomicroscopio, en una placa de Petri con solución salina (NaCl

154 mM), abriendo el abdomen con la ayuda de dos agujas enmangadas muy finas y cortas,

procediendo, una vez extraídas, a su recuento.

La recolección de las heces de los cricetos se inició a la sexta semana postinfección y se

continuó semanalmente hasta su sacrificio, con el fin de seguir su cinética de eliminación. Las

muestras de heces se procesaron por el método de sedimentación, y el recuento de huevos por

gramo de heces (hpg) se realizó al microscopio óptico en cámaras McMaster.

3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL

Los cricetos infectados se distribuyeron en dos grupos experimentales según el inter-

valo de tiempo transcurrido desde la infección hasta la intervención quirúrgica: el Grupo D80
y el Grupo D120 mantenidos durante 80 y 120 días, respectivamente. Asimismo, y en los

mismos períodos, eran intervenidos animales control (Grupo C), grupo formado por cricetos

que recibieron por vía intragástrica 500 µl de solución salina.

Se realizaron 4 tipos de experimentos:

1) Experimentos tipo A

Los animales recibieron una infusión de solución salina durante el experimento.

Se llevaron a cabo en los siguientes grupos de animales:

Grupo C: cricetos control.

Grupo D80: cricetos infectados, 80 días postinfección (d.p.i.).

Grupo D120: cricetos infectados, 120 días postinfección (d.p.i.).

2) Experimentos tipo B

Los animales recibieron durante el experimento una infusión de taurocolato.

Se llevaron a cabo en los siguientes grupos de animales:

Grupo C: cricetos control.

Grupo D80: cricetos infectados, 80 d.p.i.

Grupo D120: cricetos infectados, 120 d.p.i.
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3) Experimentos tipo C

Los animales recibieron durante el experimento una infusión de manitol [14C].

Se llevaron a cabo en los siguientes grupos de animales:

Grupo C: cricetos control.

Grupo D120: cricetos infectados, 120 d.p.i.

4) Experimentos tipo D

Los animales recibieron previamente al experimento una administración intraperitoneal

de colchicina y durante el mismo una infusión de solución salina.

Se llevaron a cabo en los siguientes grupos de animales:

Grupo C: cricetos control.

Grupo D120: cricetos infectados, 120 d.p.i.

3.4. PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO Y DESARROLLO DE LOS EXPERIMENTOS

Con objeto de evitar la posible influencia de las variaciones circadianas en los diferen-

tes parámetros estudiados (Tuñón y cols., 1992), todos los experimentos se iniciaron a la

misma hora del día (9-10 a.m.).

3.4.1. EXPERIMENTOS TIPO A (CONDICIONES BASALES)

El proceso comenzaba con la anestesia del animal, previa pesada del mismo. El anesté-

sico utilizado fue pentobarbital sódico (Nembutal N.R.), administrado por vía intraperitoneal

a una dosis de 50 mg/kg de peso corporal, disuelto en solución salina. La profundidad de la

anestesia se controló mediante los reflejos plantar y oculoparpebral.

Una vez pelado y afeitado el campo operatorio, el animal se fijaba a una placa-

quirófano, colocándole junto a una lámpara térmica con objeto de mantener constante la tem-

peratura corporal entre 36,5-37°C, evitando así los efectos negativos de la hipotermia sobre la

secreción biliar (Klaassen, 1974). La temperatura era monitorizada contínuamente mediante

una sonda digital colocada en el recto del animal.

Tras laparotomía ventral media, se disecaba el conducto colédoco por encima de la de-

sembocadura de los conductos pancreáticos y, a través de una incisión en pico de flauta, se

introducía una cánula de polietileno (PE-10, Biotrol Pharma, París, Francia).
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Se procedía, asimismo, a la disección y canulación de la vena yugular derecha, introdu-

ciendo en ella un catéter (0,5 x 0,9 mm Braun, Melsungen AG, Alemania) provisto de solución

anticoagulante (heparina al 0,05% en solución salina).

En todos los casos se esperaba un tiempo de 30 minutos, después de la interrupción de

la circulación enterohepática al canular el colédoco, antes de la recogida de la primera muestra

de bilis para evitar los posibles efectos del estrés quirúrgico sobre la secreción biliar. Pasado

este período de recuperación se procedía a la recogida de muestras de bilis, de 20 minutos cada

una, durante 100 minutos.

toma de muestras de bilis

toma de muestras de sangre

infusión de manitol 14C

infusión de solución salina

infusión de taurocolato

inyección de colchicina

DESARROLLO DE LOS EXPERIMENTOS

A

0        20    40    60   80    100      (min)

B

0      20 40  60 80  100       120     (min)

C

0    20 40 60 80  100   120  140  160  180 (min)

0        20    40    60   80    100      (min)

D
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Para la recogida de las muestras de bilis se utilizaron viales previamente pesados y

mantenidos en un baño de hielo, que tras la recogida de la bilis se pesaban de nuevo para de-

terminar el flujo biliar por diferencia de pesada. Durante el desarrollo del experimento, la pér-

dida de agua y electrólitos por parte de los cricetos se compensaba mediante la infusión intra-

venosa (i.v.) de solución salina a razón de 2 ml/h.

Posteriormente, se procedía a la recogida de sangre mediante la disección y canulación

de la arteria carótida derecha, introduciendo en ella un catéter (0,5 x 0,9 mm Braun, Melsungen

AG, Alemania) provisto de solución anticoagulante (heparina al 0,05%). El plasma resultante

de la centrifugación de las muestras de sangre durante 15 minutos (2.000 xg), se congelaba a -

40°C, al igual que la bilis, hasta el momento de la realización de los análisis.

Finalizados los experimentos se procedía al sacrificio de los animales por exanguina-

ción. Se perfundía rapidamente el hígado a través de las venas hepáticas con solución salina

fría con el fin de eliminar la sangre existente en el mismo, se extraía, pesaba y congelaba a -

80°C.

En los cricetos infectados en los que se llevó a cabo el recuento de las formas adultas

de D. dendriticum, inmediatamente tras su sacrificio, y sin perfundir el hígado, se realizó la

extracción del mismo y se diseccionó para la obtención y recuento de los vermes alojados en

los conductos biliares. 

Asimismo, se extrajeron los parásitos de la vesícula biliar y se observó la presencia de

huevos en la bilis contenida en la misma.

3.4.2. EXPERIMENTOS TIPO B (INFUSIÓN DE TAUROCOLATO)

Se administró, por vía intravenosa, taurocolato a los cricetos control y a los cricetos in-

fectados de 80 y 120 d.p.i. El procedimiento quirúrgico se llevó a cabo de igual manera que en

los experimentos tipo A. El muestreo de la bilis se realizó cada 20 minutos, y tras la recogida

de tres muestras de bilis basales, se procedió a la sustitución de la infusión de solución salina

por una infusión de taurocolato sódico vía i.v. (0,5 µmol/100 g de peso corporal.min) vehicu-

lado en solución salina a 37°C y a una velocidad de infusión constante de 2 ml/h, durante una

hora. Se recogieron durante la infusión 3 muestras de bilis, tras lo cual se procedió a la recogida

de sangre arterial y del hígado tal y como se ha descrito para los experimentos tipo A.

3.4.3. EXPERIMENTOS TIPO C (INFUSIÓN DE MANITOL [14C])

El procedimiento quirúrgico se llevó a cabo tal y como se ha descrito para los experi-

mentos tipos A y B, realizándose, además, la ligadura de los pedículos renales. Tras la recogi-

da de dos muestras basales de bilis de 20 minutos cada una, se procedió a la infusión de mani-
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tol [14C] vía i.v. (0,5 µCi/h), vehiculado en solución salina a 37°C y a una velocidad de infu-

sión constante de 1 ml/h, durante 140 minutos. Cuando el flujo biliar alcanzó el estado esta-

cionario (a los 70 minutos desde el comienzo de la infusión) se procedió a la extracción de una

muestra de sangre arterial, que se repitió al finalizar los experimentos. Los animales eran sacri-

ficados al final de los mismos por exanguinación y los hígados eran extraídos, pesados y con-

gelados a -80°C.

3.4.4. EXPERIMENTOS TIPO D (INYECCIÓN DE COLCHICINA)

Se procedió a la administración intraperitoneal de colchicina vehiculada en solución sa-
lina (0,2 mg/100 g de peso corporal) a los cricetos control y a los cricetos infectados, realizán-
dose el procedimiento quirúrgico a las 3 horas de su administración de igual manera a lo descri-
to en los experimentos tipo A. Tras el período de recuperación, se procedió a la recogida de
muestras de bilis de 20 minutos cada una durante 100 minutos. Durante el desarrollo del expe-
rimento, la pérdida de agua y electrólitos por parte de los cricetos se compensaba mediante la
infusión intravenosa de solución salina a razón de 2 ml/h. Al finalizar los mismos se procedía a
la recogida de sangre arterial, que se congelaba a -40°C para su conservación, y se sacrificaban
los animales por exanguinación. Se perfundía rapidamente el hígado a través de la vena hepáti-
ca con solución salina fría con el fin de eliminar la sangre existente en el mismo, se extraía, pe-
saba y congelaba a -80°C.

3.5. ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO

Para los estudios de microscopía óptica (realizados en el Departamento de Patología

Animal: Medicina Animal, de la Universidad de León) se recogieron muestras del hígado y de

la vesícula biliar, fijándose inmediatamente en formol al 4%. Tras su deshidratación e inclusión

en parafina Gurr se procedió a la obtención de cortes seriados de 4 µm de grosor, mediante la

utilización de un microtomo de rotación 1512 (Leitz), con adaptador para casettes y cuchillas

recambiables. Las técnicas de coloración empleadas para el estudio histopatológico fueron las

siguientes: hematoxilina-eosina (H-E), tricrómicos de Masson-Goldner y Gallego, ácido

peryódico de Shiff (PAS) y plata metenamina de Gomori.

Para la observación del hígado en cortes semifinos y ultrafinos, se tallaron pequeños
bloques del mismo. Las muestras se fijaron con glutaraldehído al 2,5% en tampón fosfato
Sörensen 0,1 M de pH 7,4-7,6, durante media hora a 4°C, realizando posteriormente tres la-
vados de 30 minutos cada uno con solución tampón y una post-fijación en tetróxido de osmio
al 1%, en tampón fosfato Sörensen durante una hora, a la misma temperatura. Para la realiza-
ción de los cortes semifinos y ultrafinos se utilizó un ultramicrotomo LKB V. Las cuchillas de
vidrio de 45°, fueron confeccionadas en un "Knifemarker" (LKB) y los bloques se tallaron en
un aparato tallador (Reichert-Jung TM 60). Los cortes semifinos de 0,5-1 µm de espesor se
depositaron sobre gotas de agua bidestilada, colocadas en un portaobjetos y se extendieron con
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la ayuda de una platina caliente (90°C). Los cortes ultrafinos, de aproximadamente 70 nm de
grosor (interferencia plateada-dorada), se montaron sobre rejillas de cobre de 150 mesh, o bien
100 mesh con película soporte de formvar al 0,025%. Los cortes semifinos fueron teñidos en
caliente con una solución acuosa de azul de toluidina al 1%. Para los cortes ultrafinos se rea-
lizó una doble tinción positiva con acetato de uranilo y citrato de plomo.

En los estudios de microscopía óptica se utilizó un microscopio Leitz Diaplan con
óptica PL Fluotar. Los estudios ultraestructurales se llevaron a cabo en un microscopio elec-
trónico de transmisión "JEOL, 100 CX", del Servicio de Microscopía Electrónica de la Uni-
versidad de León. Las fotografías macroscópicas fueron realizadas con una cámara Nikon AF
50 provista de un objetivo AF Micro Nikkor 60 mm y película para diapositivas Ektachrome
160 tungsteno. Las microfotografías se obtuvieron mediante películas Ektachrome 100 ASA
de Kodak para diapositivas y 100 ASA Super G Plus Fujicolor, en un microscopio Olympus
Provis AX70 equipado con óptica plana apocromática. Las ultramicrofotografías se realizaron
con una película "Kodak Imagecapture AHU microfilm 5460".

3.6. SOLUCIONES UTILIZADAS

Colchicina

La colchicina (Sigma Chemical Co., San Luis, USA) se disolvía en solución salina.

Heparina

La heparina de 5.000 U al 5% (Leo, Madrid) se diluía 1:100 con solución salina para
obtener una concentración final de 0,05%.

Manitol [14C]

El manitol [14C] (Dupont, Boston, USA) se disolvía en solución salina.

Pentobarbital sódico

El pentobarbital sódico (Sigma Chemical Co, San Luis, USA) se disolvía en solución
salina en una concentración de 5 mg/ml.

Solución salina

Fisiológica: al 0,9% preparada disolviendo NaCl (Panreac, Madrid) en agua destilada
hasta una concentración final de 154 mM.

Taurocolato sódico

El taurocolato sódico (Sigma Chemical Co., San Luis, USA) se disolvía en solución
salina.
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3.7. APARATOS UTILIZADOS

Analizador de gases

Ciba-Corning, modelo 178.

Autoanalizador

Boehringer Mannheim, modelo Reflotrón II.

Balanzas de precisión

Sartorius, modelo 2842.

Sartorius, modelo R200D.

Baños termostáticos

Selecta, tipo 135925.

Selecta, tipo Unitronic 320 OR.

Bomba peristáltica

Bromma, modelo LKB 2132.

Centrífugas

Jouan, modelo BR 3.11.

Sorvall, modelo RC-5B.

Beckman, modelo L8-70M Ultracentrífuga.

Beckman, modelo XL-70 Ultracentrífuga.

Contador de centelleo

Beckman, modelo LS 6000TA.

Cromatógrafo de gases

Hewlet Packard, modelo HP 5890A serie II.

Cromatógrafo líquido (HPLC)

Spectra-Physics.

Compuesto de:

- Bomba ternaria de HPLC, modelo Sp 8800.

- Detector, modelo Spectra Chrom 200.

- Integrador, modelo Chronject.

- Inyector automático, modelo Sp 8780.
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Desecador de nitrógeno

The Meyer, N-EVAP.

Espectrofluorímetro

Sim Aminco, modelo LH-700.

Espectrofotómetros

Milton Roy, modelo Spectronic 2001.

Hitachi, modelo U-2000.

Espectrómetro de masas

Hewlet Packard, mocelo HP 5972A.

Granatario

Sartorius, modelo 1216 MP.

Homogeneizadores

B. Braun, tipo 853202.

Kinemática AG, modelo Polytron.

Material de cirugía

Agujas, bisturís, cánulas, catéteres, pinzas, suturas, tijeras, etc.

Material de laboratorio de carácter general

Agitadores de tubos, arcones congeladores, frigoríficos, micropipetas automáticas, y

demás aparatos de uso normal en un laboratorio de fisiología.

pHmetro

Crison, modelo 2001.
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3.8. MÉTODOS ANALÍTICOS

3.8.1. DETERMINACIONES EN PLASMA Y BILIS

3.8.1.1. FLUJO BILIAR

La determinación del flujo biliar se realizó gravimétricamente por diferencia de pesada
de los viales de recogida de las muestras, previamente tarados, y su peso con la bilis corres-
pondiente a un período de tiempo determinado. La densidad de la bilis se considera aproxima-
damente igual a la unidad (Klaassen, 1974). El flujo se expresó tanto por peso corporal (µl/100
g.min) como por peso hepático (µl/gh.min).

3.8.1.2. ACTIVIDADES TRANSAMINASAS (ALT Y AST) EN PLASMA

Fundamento:

Las actividades de las transaminasas aspartato aminotransferasa (AST; ASAT; GOT;
glutamato oxalacetato transaminasa; EC 2.6.1.1), y alanina aminotransferasa (ALT; ALAT;
GPT; glutamato piruvato transaminasa; EC 2.6.1.2), se determinaron en plasma mediante una
prueba comercial (Boehringer Mannheim, Alemania).

La AST cataliza la reacción de α-cetoglutarato y ácido alanínsulfínico a piruvato y glu-
tamato. La ALT cataliza la reacción de α-cetoglutarato y alanina a piruvato y glutamato.

AST
α-cetoglutarato + ác. alanínsulfínico ---------------> piruvato + glutamato + SO32-

ALT
α-cetoglutarato + alanina ----------------> piruvato + glutamato

El piruvato formado se hidroliza bajo la acción de la piruvato oxidasa (POD) a acetil-

fosfato, anhídrico carbónico y peróxido de hidrógeno. En presencia de POD, el H2O2 oxida la

forma reducida e incolora del indicador a la forma que presenta color azul.

POD
piruvato + PO43- + H2O + O2 ---------> acetilfosfato + CO2 + H2O2

POD
H2O2 + indicador (reducido) ----------> indicador (oxidado) + H2O

Método:

La determinación se realizó mediante tiras reactivas en las que se depositó la muestra.
A través de una medición cinética a 567 nm en un autoanalizador, se siguió el desarrollo del
color como medida de la actividad enzimática de la ALT o de la AST.
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3.8.1.3. MANITOL [14C] EN PLASMA Y BILIS

La radioactividad derivada de la infusión de manitol [14C] existente en plasma y en bi-

lis se midió en un contador de centelleo.

Se diluyeron 50 µl de plasma o bilis en 5 ml de líquido de centelleo (Fórmula-989 Uni-

versal High Flash. Point LSC Cocktail. Biotechnology Systems. Dupont), obteniendo los re-

sultados en dpm (desintegraciones por minuto). La depuración biliar de manitol [14C] se cal-

culó multiplicando el flujo biliar (expresado en µl/gh.min) por la relación bilis/plasma (B/P) de

la radioactividad (dpm) obtenida.

3.8.1.4. ÁCIDOS BILIARES EN BILIS

Fundamento:

Se llevó a cabo por el método enzimático de Talalay (1960), utilizando la actividad 3-

α-hidroxiesteroide deshidrogenasa (E.C.1.1.1.50, grado III, Sigma Chemical Co). La concentra-

ción de ácidos biliares se detecta por la cantidad de NADH generado durante la oxidación del

grupo hidroxilo de la posición tres de la molécula.

La reacción está catalizada por una 3-α-hidroxiesteroide deshidrogenasa dependiente

de NAD+, procedente de Pseudomonas testosteronii.

Método:

La mezcla de incubación contenía:

- 650 µl de tampón pirofosfato sódico (0,1 M); pH 9,4.

- 50 µl de NAD+ (5 mM).

- 100 µl de hidrato de hidrazina (1 M).

- 0,5 U de 3-α-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

- 10 µl de bilis.

Tras incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, se determinó la absorbancia a

340 nm. El cálculo de las concentraciones de ácidos biliares se realizó mediante una recta pa-

trón elaborada con cantidades crecientes de ácido taurocólico (de 5 a 80 mM).

3.8.1.5. BICARBONATO EN BILIS

Se determinó mediante lectura directa en un analizador de gases de una muestra de bilis

recogida en un tubo de microhematócrito en ausencia de oxígeno.
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3.8.1.6. GLUTATIÓN EN BILIS

Fundamento:

Para la determinación de la concentración de glutatión en bilis se siguió el procedimien-

to descrito por Tietze (1969), según la modificación de Griffith (1980). La suma de las formas

reducida y oxidada de glutatión puede ser determinada usando el ensayo de cinética, en el cual,

cantidades catalíticas de GSH o de GSSG y glutatión reductasa producen la contínua reducción

del 5-5'-ditiobis (2-ácido nitrobenzoico) o DTNB, gracias al NADPH. La formación de 5-tio-

2-nitrobenzoato (TNB) se midió espectrofotométricamente a 412 nm.

Método:

Se incubó, a 30°C y durante 3 minutos, la siguiente mezcla:

- 700 µl de NADPH (0,3 mM en tampón fosfato sódico 0,1 M/EDTA 6 mM;

pH 7,5).

- 100 µl de ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (6 mM en el mismo tampón).

- 200 µl de la muestra diluida (dilución 1:1.000 de la bilis en tampón).

Tras la adición de 50 U/ml de glutatión reductasa se monitorizó el incremento de la ab-

sorbancia a 412 nm durante 5 minutos a 30°C. Como blanco reactivo se utilizó la mezcla de

incubación sustituyendo la muestra por tampón fosfato/EDTA. Se realizó una recta patrón

con concentraciones crecientes de GSH (de 0,65 a 6,5 mM).

3.8.1.7. FOSFOLÍPIDOS EN BILIS

Fundamento:

La determinación de fosfolípidos (lecitina, esfingomielina y lisolecitina) en bilis se rea-

lizó mediante un método enzimático comercial PAP 150 (BioMérieux, Marci-l'Etoile, Francia),

basado en la hidrólisis de los mismos por la acción de la enzima fosfolipasa D, liberándose

colina que es estimada mediante la reacción de Trinder.

Fosfolipasa D
Fosfolípidos + H2O ----------> ácido fosfatídico + colina + ácido lipofosfatídico +

N-acilesfingosilfosfato

Método:

La solución reactiva contenía:

- Tampón Tris (20 mM); pH 7,8.
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- Fenol (10 mM).

- Colinoxidasa (2.000 U/l).

- Fosfolipasa D (600 U/l).

- Peroxidasa (1.000 U/l).

- Amino-4-antipirina (0,5 mM).

Se incubó durante 10 minutos a 37°C una solución que contenía 20 µl de bilis o de pa-
trón y 1 ml de la solución reactiva. La absorbancia de la mezcla se leyó a 505 nm de longitud
de onda frente a un blanco de solución reactiva. Las concentraciones de fosfolípidos en bilis se
calcularon mediante una recta patrón con soluciones crecientes de fosfolípidos (de 1 a 4 mM).

3.8.1.8. COLESTEROL EN BILIS

Fundamento:

La concentración de colesterol en bilis se determinó mediante el método enzimático
comercial CHOD-PAP (Merck, Darmstadt, Alemania) que se basa en la transformación del
colesterol esterificado en colesterol libre y la formación posterior de un cromógeno.

colesterol-esterasa

Colesterol esterificado --------------------------> colesterol + ácidos grasos

colesterol-oxidasa
Colesterol ------------------------------------> 4-colesten-3-ona + H2O2

peroxidasa
2 H2O2 + fenol + amino-4-antipirina ----------------------> quinoneimina + H2O

Método:

La solución reactiva, con un volumen final de 1 ml, contenía:

- Tampón PIPES (ácido piperazina dietano sulfónico) (0,1 M).

- Fenol (12 mM).

- Amino-4-antipirina (2 mM).

- Colesterol esterasa (120 U/l).

- Colesterol oxidasa (100 U/l).

- Peroxidasa (1.000 U/l).

A la solución reactiva se le añadieron 10 µl de bilis o de patrón, incubándose la mezcla
durante 5 minutos a 37°C. Se realizó un blanco problema de cada muestra conteniendo 1 ml de
agua destilada y 10 µl de muestra, y un blanco reactivo con 1 ml de muestra reactiva.
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Se leyó la absorbancia de las muestras a 500 nm de longitud de onda frente al blanco de

solución reactiva. Para el cálculo de las concentraciones se realizó una recta patrón con solu-

ciones crecientes de colesterol (de 0,32 a 3,88 mM).

3.8.1.9. DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE LITOGÉNICO

Fundamento:

El índice de litogenicidad de la bilis está determinado por la relación molar de las con-
centraciones de colesterol, fosfolípidos y ácidos biliares, así como la concentración biliar de
lípidos totales. Aunque el índice litogénico se calcula habitualmente mediante las tablas de
Carey (1978), en el presente estudio, dado que la concentración biliar de colesterol fue inferior
a la menor de las recogidas en las citadas tablas, se calculó por el método de Thomas y
Hoffman (1973).

Método:

El valor del índice de litogenicidad viene expresado por el cociente entre el porcentaje

molar de colesterol de la muestra y el porcentaje molar de colesterol a saturación; este último

se obtiene matemáticamente con la siguiente ecuación:

% molar de colesterol a saturación = 3,082 - 0,0804x + 117,05x2 - 204,94x3

Donde: x = lecitinas/(ácidos biliares + lecitinas), expresado en mM.

3.8.1.10. ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA EN BILIS

Fundamento:

La actividad fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1.) se determinó mediante una prueba comer-

cial (Boehringer Mannheim, Alemania). En la reacción se emplea como sustrato para-

nitrofenilfosfato que, por acción enzimática, pierde el grupo fosfato, aceptándolo el agua y

produciéndose para-nitrofenol, compuesto intensamente amarillo, con un máximo de absorción

a 400 nm.

La reacción es la siguiente:

fosfatasa alcalina

p-nitrofenilfosfato + H2O ----------------------> fosfato + p-nitrofenol

Método:

Se mezclan 10 µl de bilis con 600 µl de solución reactiva, vertiéndose inmediatamente
en una cubeta. Se lee la absorbancia, medida frente al aire, repitiéndose las lecturas 1, 2 y 3
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minutos después. Tras obtener el valor medio de los incrementos de absorbancia por minuto
(∆E/min), los valores de la actividad de la fosfatasa alcalina en la muestra se calculan según la
siguiente fórmula:

Fosfatasa alcalina (U/l) = 3.300 x ∆E405nm/min

3.8.1.11. DETERMINACIÓN CUALITATIVA Y CUANTITATIVA DE ÁCIDOS

BILIARES POR CROMATOGRAFÍA DE GASES - ESPECTROMETRÍA DE MASAS

(GC-MS)

El método GC-MS para la determinación cualitativa y cuantitativa de los ácidos bilia-
res en la bilis se realizó en el Departamento de Fisiología y Farmacología de la Universidad de
Salamanca. Dicha determinación se llevó a cabo según una adaptación descrita por Luengo
(1995) de los diferentes métodos descritos por otros autores (Axelson y Sjövall, 1974; Min-
grone y cols., 1983; Sjövall y cols., 1985; Batta y cols., 1989; Malavolti y cols., 1993).

Se procedió a separar un grupo de ácidos biliares mayoritarios según sus tiempos de
retención por cromatografía de gases antes de ser tratados con espectrometría de masas. Los
ácidos biliares elegidos para el método de separación, identificación y cuantificación de ácidos
biliares en muestras de bilis fueron: ácido cólico (AC), ácido quenodesoxicólico (AQDC), áci-
do desoxicólico (ADC) y ácido litocólico (ALC), entre otros.

3.8.1.11.1. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA

3.8.1.11.1.1. DESAMIDACIÓN ENZIMÁTICA

Fundamento:

Los ácidos biliares deben desconjugarse para obtener ácidos biliares libres que puedan
derivatizarse, para posteriormente ser inyectados en el equipo de GC-MS.

La desamidación enzimática se basa en la desconjugación de la molécula del ácido biliar
de su aminoácido conjugante (taurina o glicina) mediante hidrólisis enzimática con la enzima
colil-glicil-hidrolasa (CGH; EC 3.5.1.24) (Setchell y Matsin, 1983).

Reactivos:

- Tampón fosfato sódico (100 mM); pH 5,6.

- Colil-glicil-hidrolasa, 3 U para cada muestra/500 µl del mismo tampón.

- Etanol.

- Metanol.

- Acetona al 10%.

- NaOH (0,1 N).



86

Método:

A 30 µl de bilis se le añadieron 100 µl de etanol, 4,5 ml de tampón fosfato y 500 µl de

la enzima, agitándose e incubándose la mezcla 16 horas a 37°C. Se añadieron posteriormente

15 ml de NaOH y se agitó. La muestra se pasaba por un cartucho C18 (SepPak, Water-

Millipore), para extraer los ácidos biliares libres por cromatografía. Dicho cartucho era pre-

viamente activado con 5 ml de metanol seguidos de 5 ml de agua, lavándose posteriormente

con 10 ml de agua seguidos de 3 ml de acetona al 10% y, finalmente, otros 10 ml de agua. Los

ácidos biliares se extraían añadiendo 4 ml de metanol.

3.8.1.11.1.2. DERIVATIZACIÓN

Tras la desconjugación, y antes de proceder a la derivatización de los ácidos biliares li-

bres, se añadía a la muestra una cantidad conocida de un patrón interno (10-100 pmoles) con el

fin de corregir los posibles errores cometidos en la manipulación posterior de las muestras

(derivatización, inyección en GC-MS, etc).

El patrón interno elegido fue el 5-β colestano (Crosignani y cols., 1991) debido a la si-

militud de su estructura química con la de las diferentes familias de ácidos biliares, al menos en

cuanto al anillo esteroideo se refiere. El 5-β colestano se disolvió primero en hexano y de esta

solución se escogió el volumen necesario para añadirlo a cada muestra.

Con la derivatización se pretende conseguir una reducción de la polaridad de las molé-

culas de los ácidos biliares para que éstas se volatilicen con mayor facilidad a las temperaturas

empleadas en el método de GC-MS. Además, con este proceso aumentamos la masa de la

molécula del ácido biliar, de manera que la fragmentación de la misma por bombardeo electró-

nico dará lugar a iones característicos, diferenciados y fáciles de identificar. Para lograr este fin

se llevaron a cabo dos procedimientos sucesivos: metilación y sililación.

3.8.1.11.1.3. METILACIÓN

Fundamento:

La metilación es una reacción química que consiste en la conversión del grupo carboxilo

(-COOH) de la cadena lateral del ácido biliar en un grupo metil éster (-COOCH3), en presen-

cia de diazometano (Howard-Black, 1983; Setchell y cols., 1983).

Reactivos:

- Diazometano (C2N2), que se genera por destilación: reacción química gota a gota en-

tre una solución concentrada de N-metil-N-nitroso-p-toluen sulfonamida (Diazald) en éter
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etílico, y otra alcohólica concentrada de KOH, a una temperatura de 60-63°C. La solución

etérea de diazometano, obtenida por condensación, se recoge sobre hielo.

- Reactivo de Folk: cloroformo y metanol, 2:1.

Método:

La muestra que contiene los ácidos biliares se deseca después de haber añadido el pa-

trón interno y se redisuelve en 2 ml de reactivo de Folk. A continuación se le añaden 4 ml de

solución etérea de diazometano (preparado en fresco), se mezcla suavemente y se deja 15 mi-

nutos a temperatura ambiente. El exceso de reactivo se elimina con una corriente de nitrógeno.

3.8.1.11.1.4. SILILACIÓN

Fundamento:

La sililación es una reacción química que consiste en la conversión de el/los grupo/s -

OH que contenga el anillo esteroideo del ácido biliar, en derivados trimetil silil éter [-OSi

(CH3)3] (Almé y cols., 1977).

Reactivos:

- Piridina.

- 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano.

- Clorotrimetilsilano.

- Hexano.

Método:

La sililación se realiza mediante la adición de 300 µl de una mezcla de reacción que con-

tiene piridina, hexametildisilazano y clorotrimetilsilano (3:2:1) preparada en fresco y sobre

hielo. Esta reacción se lleva a cabo durante 1 h, a 48°C y en atmósfera de nitrógeno. Al térmi-

no de la sililación el exceso de reactivo se elimina por una corriente de nitrógeno.

Los derivados metilados y sililados de los ácidos biliares contenidos en las muestras se

extrajeron con 0,2-2 ml de hexano; de este modo quedan listos para su posterior inyección en

el GC-MS.

3.8.1.11.2. MÉTODO DE GC-MS

Las muestras de ácidos biliares (derivatizados) se disuelven en hexano (0,2-1 ml), in-

yectándose 3 µl en un cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de masas.
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3.8.1.11.2.1. CROMATOGRAFÍA DE GASES

Inyector:

Se utilizó un inyector capilar. El modo de inyección utilizado fue "sin división" (spli-

tless) realizada de forma manual. El método splitless se emplea para el estudio de componen-

tes traza, como en nuestro caso son los ácidos biliares. El tiempo en el que la válvula permane-

ce abierta para que la muestra pase a la columna (o el tiempo de splitless) es de 2 minutos. La

temperatura del inyector se mantuvo constante a 290°C y se realizaron las siguientes rampas

de presión:

- De 12,1 psi a 25 psi (velocidad: 70 psi/min) y mantenida durante 2 minutos.

- De 25 psi a 12,1 psi (velocidad: 70 psi/min).

- Constante a 12,1 psi hasta el final del proceso (60 min y 30 sg).

Horno:

Se programaron las siguientes rampas de temperatura:

- Inicialmente, a 55°C durante 4 min.

- De 55°C a 225°C a 40°C/min. Se mantuvo así durante 5 minutos.

- De 225°C a 295°C a 2 °C/min. Se mantuvo así durante 12 minutos.

Columna:

La columna utilizada fue de sílica gel funcida, modelo HP-5 M.S. (Crosslinked 5% pH

Mesilicone, 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm. Hewlett Packard). La presión del gas conductor en la

cabeza de columna fue de 12,1 psi. Como la columna está ubicada dentro del horno (sin tocar

nunca sus paredes), la programación de la temperatura del horno es la misma que la de la co-

lumna, de manera que una adecuada programación de temperatura multirrampa permite separar

satisfactoriamente los diferentes componentes de la muestra: de mayor a menor volatilidad y

según su coeficiente de reparto.

Gas conductor:

Se utilizó helio. Su flujo a través de la columna fue de 1 ml/min.

3.8.1.11.2.2. ESPECTROMETRÍA DE MASAS

El espectrómetro de masas está acoplado al cromatógrafo de gases descrito anterior-
mente. Las moléculas, separadas por cromatografía de gases en la columna, cuando llegan al
espectrómetro de masas se ionizan mediante impacto electrónico. La energía del bombardeo
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electrónico utilizada fue de 70 eV, y la temperatura de la fuente iónica se fijó en 280°C. Las
diferentes masas obtenidas como consecuencia del impacto electrónico son características de
cada tipo de ácido biliar porque su formación depende, sobre todo, de la estructura química de
estos compuestos. En el cromatograma aparecen, en función del tiempo de retención, diferen-
tes picos que corresponden a la suma de todos los impactos de las partículas de diferente valor
de m/z (masa/carga) que se han generado a partir de las distintas moléculas de los ácidos bila-
res. La altura de estos picos en el cromatograma depende, a su vez, de la concentración de la
molécula en el volumen inyectado.

La cuantificación de los ácidos biliares se realizó mediante el uso de estándares exter-
nos de calibración, usando como patrones los ácidos biliares cólico, quenodesoxicólico, desoxi-
cólico, ursodesoxicólico y litocólico. Los demás ácidos biliares, identificados por comparación
de sus espectros de masas con los recogidos en la bibliografía (Thoma y cols., 1985; Lawson y
Setchell, 1988; Kimura, y cols., 1989; 1994; Dumaswala y cols., 1993), se cuantificaron utili-
zando la recta de calibración del ácido cólico.

3.8.2. DETERMINACIONES EN HÍGADO

3.8.2.1. OBTENCIÓN DE HOMOGENEIZADO FRESCO

Se homogeneizó 1 g de hígado en 4 ml de tampón fosfato potásico (0,1 M; pH 7,4).

3.8.2.2. OBTENCIÓN DE LA FRACCIÓN CITOSÓLICA

Para la obtención de la fracción citosólica hepática, se procedió a la homogeneización
del hígado en tampón fosfato potásico (0,2 M); pH 7,4 (1 g + 4 ml) y posterior centrifugación
a 105.000 xg durante una hora y a 4°C, recogiendo el sobrenadante que constituye dicha
fracción.

3.8.2.3. OBTENCIÓN DE LA FRACCIÓN MICROSÓMICA

Se homogeneizó 1 g de hígado con 3 ml de tampón sacarosa (0,25 M)/Tris-ClH (0,05
M); pH 7,4 y se centrifugó durante 20 minutos a 48.000 xg y a 4°C. Se recuperó el sobrena-
dante y se pasó a tubos de ultracentrífuga, volviendo a centrifugar durante 60 minutos a
105.000 xg y 4°C. Se descartó el sobrenadante y se limpió la pared del tubo para eliminar los
restos de lípidos. El precipitado, donde se encuentra dicha fracción, se resuspendió en 1,5 ml
del mismo tampón, homogeneizando de nuevo.

3.8.2.4. OBTENCIÓN DE LA FRACCIÓN MITOCONDRIAL

Para la obtención de la fracción mitocondrial hepática se homogeneizó 1 g de hígado

con 10 ml de tampón: manitol (0,25 M), sacarosa (70 mM) y EDTA (2 mM); pH 7,4 y se
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centrifugó durante 10 minutos a 754 xg y a 4°C. Se recogió el sobrenadante y se repitió la ope-

ración resuspendiendo el precipitado obtenido con el fin de recuperar la fracción mitocondrial

que pudiera no haber sido extraída en el primer paso. Tras unir ambos sobrenadantes, se cen-

trifugaron durante 10 minutos a 12.000 xg y a 4°C, desechando tras este paso el sobrenadante

obtenido y resuspendiendo el precipitado, donde se encuentra la fracción mitocondrial, en 4 ml

de tampón: manitol (0,25 M), sacarosa (70 mM) y hepes (3 mM); pH 7,4. Se centrifugó de

nuevo 10 minutos a 12.000 xg a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipi-

tado mitocondrial en 1,5 ml de tampón de sacarosa (0,25 mM) y EDTA (2 mM); pH 7,4,

homogeneizando de nuevo y conservándolo a -80°C hasta el momento de realizar las determi-

naciones analíticas correspondientes.

3.8.2.5. CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS

Fundamento:

Se utilizó una modificación del método de Lowry y cols. (1951) realizada por
Markwell y cols. (1978) basada en la reducción de la proteína con el cobre en medio alcalino y
la posterior reducción del ácido fosfomolíbdico fosfotúngstico con la proteína tratada.

Método:

Los reactivos a utilizar en este método son:

Reactivo A: carbonato sódico 2%, hidróxido sódico 0,4%, tartrato sódico 0,16% y do-

decil sulfato sódico 1%.

Reactivo B: sulfato de cobre 4%.

Reactivo C: Folin Ciocalteu 50%.

Se incubó durante 15 minutos a la temperatura del laboratorio y en ausencia de luz, la

siguiente mezcla:

- 5 µl de muestra.

- 495 µl de agua destilada.

- 1,5 µl de reactivo D (100 ml de reactivo A + 1 ml de reactivo B).

Posteriormente se adicionó 150 µl de reactivo C y se incubó a temperatura ambiente
durante 45 minutos en oscuridad.

La lectura de la absorbancia se realizó a una longitud de onda de 650 nm. Para el cálculo

de las concentraciones se elaboró una recta patrón utilizando albúmina bovina (fracción V,

Sigma) con concentraciones entre 0,125 y 1,0 mg de proteína por ml de agua destilada.
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3.8.2.6. CONCENTRACIÓN DE GLUTATIÓN REDUCIDO (GSH)

Fundamento:

Se siguió el procedimiento descrito por Hissin y Hilf (1976), basado en la reacción es-

pecífica del GSH con el optaldehído (OPT) a pH 8,0 formándose un producto altamente fluo-

rescente que se activa a 350 nm con un pico de emisión a 420 nm. Para ello, se utilizaron los

sobrenadantes de homogeneizados hepáticos preparados en tampón fosfato sódico/EDTA

(0,1 M); pH 8,0 y H3PO4 al 25% y centrifugando a 105.000 xg durante 30 minutos a 4°C.

Método:

Incubación, a temperatura ambiente y durante 15 minutos, de la siguiente mezcla:

- 1,8 ml de tampón fosfato/EDTA (0,1 M); pH 8,0.

- 0,1 ml del homogeneizado diluido (0,5 ml en 4,5 ml del mismo tampón).

- 0,1 ml de optaldehído (7,5 µM).

Se midió la fluorescencia en un espectrofluorímetro a 350 nm de excitación y 420 nm

de emisión. Como blanco reactivo se utilizó la mezcla de incubación sustituyendo los 100 µl

de muestra diluida por tampón fosfato/EDTA.

Para el cálculo de las concentraciones se realizó una recta patrón con soluciones cre-

cientes de GSH (de 0,81 a 32,52 mM), expresándose los resultados como µmol de glutatión

reducido/g de hígado.

3.8.2.7. CONCENTRACIÓN DE GLUTATIÓN OXIDADO (GSSG)

Fundamento:

Se determinó según el método de Hissin y Hilf (1976), con algunas modificaciones. Es-

tá basado en la reacción del glutatión oxidado con el reactivo fluorescente OPT a pH 12. A

este elevado pH del medio, la conversión de glutatión reducido a glutatión oxidado es practi-

camente nula. Para la realización de la técnica, se utilizaron los mismos sobrenadantes de ho-

mogeneizados hepáticos descritos en el apartado anterior, usándose inmediatamente tras su

obtención.

Método:

Añadir a tubos de rosca una cantidad de vinilpiridina, equivalente a 0,5 ml, con la ayu-

da de una espátula y 1 ml del sobrenadante de homogeneizados hepáticos. Agitar vigorosa-

mente durante 30 minutos. Añadir posteriormente 9 ml de NaOH (0,1 N) y volver a agitar.
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Incubar, a Tª ambiente y durante 15 minutos en oscuridad, la siguiente mezcla:

- 0,1 ml de la mezcla anterior.

- 1,8 ml de NaOH (0,1 N).

- 0,1 ml de OPT (7,5 µM).

Medir la fluorescencia en un espectrofluorímetro a 350 nm de excitación y 420 nm de

emisión. Como blanco reactivo se utilizó la mezcla de incubación sustituyendo los 0,1 ml de la

mezcla con la muestra por NaOH (0,1 N). Se realizó, además, otro blanco sustituyendo en la

mezcla de incubación el OPT por NaOH (0,1 N), con el fin de estimar la fluorescencia debida a

la vinilpiridina. Para el cálculo de las concentraciones se realizó una recta patrón con solucio-

nes crecientes de GSSG (de 0,33 a 1,63 mM en NaOH 0,1 N), expresándose los resultados en

µmol de glutatión oxidado/g de hígado.

3.8.2.8. ACTIVIDAD -GLUTAMILCISTEÍNA SINTETASA (GCS)

Fundamento:

Se siguió el procedimiento descrito por Sekura y Meister (1977). Está basado en la

utilización de los sobrenadantes de homogeneizados hepáticos obtenidos tras la centrifugación

a 5.000 xg durante 10 minutos de una muestra constituida por 1 gramo de hígado y 9 ml de

tampón: NaOH (0,1 M), ClK (150 mM), 2-mercaptoetanol (5 mM) y Cl2Mg (1 mM);

pH 7,0.

Método:

Se añadieron 50 µl de sobrenadante a 500 µl de mezcla constituida por los siguientes

reactivos disueltos en tampón Tris-ClH (0,1 M); pH 8,2:

- L-glutamato sódico (10 mM).

- L-α-amino butirato (10 mM).

- MgCl2 (20 mM).

- ATP-Na2 (5 mM).

- EDTA-Na2 (2 mM).

- Albúmina bovina (10 µg/500 µl).

Tras incubar la mezcla con agitación durante 15 minutos a 37°C se le añadían 500 µl de

ácido tricloroacético (TCA) al 10 % y seguidamente se centrifugaba a 2.000 xg durante 10 mi-

nutos, midiento el fósforo inorgánico liberado en el sobrenadante. Los resultados se expresaron

como nmol de fósforo inorgánico liberados/mg de proteína.min.
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3.8.2.9. ACTIVIDAD -GLUTAMILTRANSPEPTIDASA (GGT)

Fundamento:

Se realizó por el método de Meister y cols. (1981). La GGT cataliza la transferencia
del grupo γ -glutamilo del glutatión, de derivados S-sustituidos del glutatión y otros compues-
tos γ -glutamilo, a numerosos aceptores. Muchos γ -glutamil derivados pueden actuar como
dadores del mismo, en las reacciones catalizadas por esta enzima.

GGT
glicil-glicina + γ -glutamil-p-nitroanilida ---------->L-γ -glutamil-glicil-glicina+ p-nitroanilina

Método:

Preparar el reactivo GGT, consistente en:

-Tampón Tris-HCl (0,1 M); pH 8,2.

-γ -glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida (2,9 mM).

-glicil-glicina (100 mM).

Mezclar en un tubo 900 µl de reactivo GGT con 100 µl del homogeneizado fresco. In-
cubar a 37°C durante 15 minutos en un baño de agitación, y detener posteriomente la reacción
añadiendo 1 ml de ácido acético (4 N), momento en el cual se produjo un cambio de color.

A continuación los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a 2.000 xg. La p-
nitroanilina producida en la reacción es directamente proporcional a la cantidad de p-
nitroanilida liberada por unidad de tiempo y presenta un máximo de absorbancia a 410 nm, con
un coeficiente de extinción molar, a esta longitud de onda, de 8,8 mM-1cm-1. La actividad γ -
glutamil transpeptidasa se expresa en nmol de p-nitroanilina liberada/mg de proteína.min.

3.8.2.10. ACTIVIDAD GLUTATIÓN S-TRANSFERASA (GST)

Fundamento:

Se determinó utilizando la reacción del glutatión con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB) (Habig y cols., 1974), un sustrato de amplio espectro para la actividad catalítica de
todas las isoformas de GST.

Método:

La mezcla de incubación contenía, en un volumen final de 1 ml, los siguientes reactivos:

- Tampón fosfato sódico (0,2 M); pH 6,5.

- CDNB (20 mM).

- GSH (20 mM).
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Dicha mezcla se incubó a 25°C durante 3 minuntos y posteriormente se añadió la
muestra (fracción citosólica), y se monitorizó el incremento de absorbancia a 340 nm durante 3
minutos.

La actividad glutatión S-transferasa se calculó considerando el coeficiente de extinción
molar del CDNB de 9,6 mM-1cm-1. Los valores se expresaron en nmol de CDNB forma-
dos/mg de proteína.min.

3.8.2.11. ACTIVIDAD GLUTATIÓN PEROXIDASA SELENIO DEPENDIENTE

(GPX SE DEP.)

Fundamento:

Se determinó mediante el método de Guntzler y Flohé (1985). La determinación espec-
trofotométrica de la actividad glutatión peroxidasa conlleva la medida de la oxidación de
NADPH por la glutatión reductasa. Dicha oxidación se registra espectrofotométricamente a
340 nm.

GPx
2GSH + ROOH ----------------------------> GSSG + ROH + H2O

GR

GSSG + H+ + NADPH -------------------> 2GSH + NADP+

Método:

La mezcla de incubación contenía en un volumen final de 800 µl los siguientes

reactivos:

- Tampón fosfato potásico (0,1 M); pH 7,0.

- Muestra enzimática (fracción citosólica).

- Glutatión reductasa (2U).

- GSH (40 mM).

- NaN3 (20 mM)

- NADPH (2,4 mM).

Se determinó el descenso de la absorbancia a 340 nm, provocada por el consumo de
NADPH no dependiente del hidroperóxido, incubando la muestra durante 5 minutos a 25°C.
Posteriormente, se añadieron 100 µl de la solución de peróxido de hidrógeno 2 mM y se re-
gistró nuevamente la disminución de la absorbancia a la misma longitud de onda.

Para determinar la actividad glutatión peroxidasa se utilizó un coeficiente de extinción
molar del NADP+ de 6,2 mM-1cm-1. La actividad glutatión peroxidasa selenio dependiente se
expresó en nmol de NADP+ formados/mg de proteína.min.
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3.8.2.12. ACTIVIDAD GLUTATIÓN PEROXIDASA SELENIO INDEPENDIENTE

(GPX SE INDEP.)

El procedimiento a seguir es el mismo que para la actividad glutatión peroxidasa selenio
dependiente descrita en el apartado anterior, salvo que se utilizó hidroperóxido de cumeno
como sustrato del enzima en lugar de peróxido de hidrógeno. Se determinó la disminución de la
absorbancia a 340 nm provocada por el consumo de NADPH no dependiente del hidro-
peróxido.

Se incubó la mezcla durante 5 minutos a 25°C y posteriormente se añadieron 100 µl de
la solución de hidroperóxido de cumeno (15 mM) registrando el descenso de la absorbancia a la
misma longitud de onda que para la actividad anterior.

Para el cálculo de la actividad glutatión peroxidasa se utilizó un coeficiente de extinción
molar del NADP+ de 6,2 mM-1cm-1. Los valores se expresaron en nmol de NADP+ forma-
dos/mg de proteína.min.

Por este procedimiento se calculó la actividad glutatión peroxidasa total y mediante la

diferencia con la actividad selenio dependiente, medida con anterioridad, obtuvimos el valor de

la forma selenio independiente.

3.8.2.13. CONCENTRACIÓN DE PRODUCTOS DE REACCIÓN DEL ÁCIDO

TIOBARBITÚRICO (TBARS)

Fundamento:

Se realizó una determinación de los productos de reacción del ácido tiobarbitúrico
(TBARS) según el método descrito por Wills (1987), con ligeras modificaciones. Se determinó
la magnitud de peroxidación lipídica mediante la cuantificación de los aldehídos formados por
degradación de los hidroperóxidos, incluyendo el malondialdehído que se utilizó como
estándar.

Método:

Se incubó, durante 30 minutos a 90°C, la siguiente mezcla reactiva:

- 1 ml de homogeneizado fresco (1g de hígado + 5 ml de tampón fosfato potásico

0,1M; pH 7,4).

- 2 ml de una solución de: ácido tricloroacético (15%), ácido tiobarbitúrico (0,37%) y

ácido clorhídrico (0,25 N).

Se enfrió en hielo, y se centrifugó a 2.000 xg durante 15 minutos. Se leyó la absorban-

cia del sobrenadante en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 535 nm. Para la reali-
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zación del blanco se sustituyó la muestra por tampón fosfato (0,1 M; pH 7,4). Para el cálculo

de la concentración de malondialdehído se utilizó un coeficiente de extinción molar de 1,55 x

105 M-1cm-1. Los resultados se expresaron en nmol de aldehído formados/mg de proteína.

3.8.2.14. DETERMINACIÓN DE HIDROPERÓXIDOS (DCF)

Fundamento:

Se realizó una determinación de hidroperóxidos según el método de la diclorofluores-
ceína descrito por Cathcart y cols. (1983). Se basa en la oxidación de la diclorofluorescina a su
forma fluorescente, diclorofluoresceína (DCF), en presencia de H2O2 y de hematina.

Método:

Partimos de una mezcla de 200 µl de muestra (homogeneizado fresco) y 2,9 ml de un
reactivo que contiene:

- Hematina (1 mg/100 ml de tampón fosfato sódico 25 mM; pH 7,2).

- NaOH (0,01 N).

- DCF (1 mM) en etanol.

Se incubó a 50°C durante 50 minutos bajo atmósfera de argón. Tras la incubación se
enfriaron los tubos en agua con hielo y se determinó la fluorescencia a 470 nm de excitación y
550 nm de emisión. Para el cálculo de los resultados se realizó una recta patrón con distintas
concentraciones de una solución de hidroperóxido de cumeno (de 0,4 a 4 µM), expresándose
los resultados como pmol de DCF formados/mg de proteína.

3.8.2.15. ACTIVIDAD SUPERÓXIDO DISMUTASA (SOD)

Fundamento:

Se determinó por el método de Mirsa y Fridovich (1972) que se basa en la inhibición
por la superóxido dismutasa (SOD) de la formación de adenocromo en la autooxidación de la
epinefrina. La formación de adenocromo está mediada por radicales superóxido, catalizando la
superóxido dismutasa la disminución de este radical de acuerdo a la siguiente reacción:

SOD
2 O2- + 2H+ ------------------------> H2O2 + O2

La epinefrina permanece estable en soluciones ácidas, pero espontáneamente se oxida

en soluciones básicas, favoreciendo la formación de adenocromo. Basándose en este fenómeno,

la SOD se puede medir espectrofotométricamente siguiendo el cambio de absorbancia de la

epinefrina a 480 nm, donde presenta un pico de absorción.
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SOD
epinefrina -----------------> adenocromo

Método:

La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 1 ml los siguientes reactivos:

- Tampón bicarbonato sódico (0,05 M); pH 10,2.

- Muestra (fracción citosólica).

- Epinefrina (4 mM).

Se midió la absorbancia a 480 nm y a 30°C.

Se elaboró una recta patrón con concentraciones crecientes de SOD (20 a 100 nM) pa-
ra determinar a qué concentración de la misma se producía la inhibición de la autooxidación de
la epinefrina en un 50%. Los resultados se expresaron en U de SOD/mg de proteína. Una uni-
dad de actividad enzimática se define como la cantidad de enzima que es capaz de inhibir el
50% de la autooxidación de la epinefrina.

3.8.2.16. ACTIVIDAD CATALASA (CAT)

Fundamento:

La actividad catalasa se determinó por el método de Chance y Machley (1955).

La catalasa cataliza la ruptura del peróxido de hidrógeno de acuerdo con la siguiente

reacción:

catalasa
2H2O2 ---------------------> 2 H2O + O2

La velocidad de descomposición del H2O2 se mide espectrofotométricamente a 230

nm, ya que el H2O2 tiene el máximo de absorbancia a esta longitud de onda.

Método:

La mezcla de incubación contenía en un volumen final de 980 µl los siguientes

reactivos:

- Tampón Tris/HCl (1M), EDTA (5 mM); pH 8,0.

- H2O2 (10 mM).

Esta mezcla se agitó e incubó a 37°C durante 10 minutos; transcurrido este período de

tiempo se le añadió etanol absoluto y muestra (fracción citosólica). A continuación se midió la

absorbancia a 230 nm durante 4 minutos a 37 °C.
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Para el cálculo de la actividad catalasa se utilizó un coeficiente de extinción molar del
H2O2 de 0,071 mM-1cm-1. Los resultados se expresaron en µmol de H2O2/mg de proteí-
na.min.

3.8.2.17. ACTIVIDAD GLUTATIÓN REDUCTASA (GR)

Fundamento:

Se determinó por el método de Pinto y cols. (1984). La glutatión reductasa es una fla-

voproteína que cataliza la reducción del disulfuro de glutatión (GSSG) en presencia de

NADPH. La oxidación de NADPH es seguida espectrofotométricamente a 340 nm.

GR

GSSG + NADPH + H+ ------------> 2 GSH + NADP+

Método:

La mezcla reactiva contiene:

- Tampón fosfato potásico (0,2 M), EDTA (2mM); pH 7,0.

- GSSG (20 mM).

- NADPH (2mM) en tampón Tris-HCl (10 mM); pH 7,0.

- H2O destilada.

- Muestra enzimática (fracción citosólica).

Se determinó el descenso de la absorbancia del NADPH a 340 nm, a una temperatura
de 30°C, durante 5 minutos. La actividad glutatión reductasa se calculó considerando un coefi-
ciente de extinción molar para el NADPH de 7,6 mM-1cm-1. Los valores se expresaron en
nmol de NADP+ formados/ mg de proteína.min.

3.8.2.18. CITOCROMO P-450

Fundamento:

Se siguió el procedimiento descrito por Omura y Sato (1964). El principio de la deter-
minación espectrofotométrica del citocromo P-450 microsómico se basa en que la hemoproteí-
na reducida, combinada con monóxido de carbono, presenta un espectro de absorción caracte-
rístico con un máximo a los 450 nm.

Método:

Se diluyó la fracción microsómica en tampón fosfato potásico (0,2 M; pH 7,4), repar-
tiendo la muestra en dos cubetas de espectrofotómetro, añadiendo seguidamente trazas de
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ditionita sódica y mezclando por inversión. Posteriormente se realizó un barrido de espectro
entre 400 y 500 nm para establecer la línea base del aparato.

En una de las cubetas se burbujearon, en campana de extracción, de 30 a 40 burbujas de

monóxido de carbono (1 burbuja/sg), procediendo inmediatamente a realizar un barrido de es-

pectro entre 450 y 490 nm en un espectrofotómetro de doble haz, tomando como valor el re-

sultado de restar el máximo de absorbancia a 450 nm y el mínimo de absorbancia a 490 nm. La

concentración de citocromo P-450 de la muestra se calculó considerando el coeficiente de ex-

tinción del citocromo P-450 de 91 mM-1cm-1, y se expresó en nmol de citocromo P-450/mg

de proteína.

3.8.2.19. ACTIVIDAD NADPH-CITOCROMO C (P-450) REDUCTASA

Fundamento:

Se determinó por el método de Peterson y cols. (1978). El citocromo c (P-450) oxidado

(férrico) pasa a su forma reducida (ferroso) como consecuencia de la actividad enzimática de la

NADPH-citocromo c reductasa (EC 1.6.2.4.). El citocromo c reducido resultante presenta un

máximo característico de absorbancia a 550 nm que, sin embargo, no se observa en su forma

oxidada.

Método:

Añadir inicialmente a dos cubetas de espectrofotómetro (una de referencia y otra para

la prueba):

- 1 ml de citocromo c (0,125 mM).

- 0,2 ml de KCN (15 mM).

- 0,1 ml de fracción microsómica.

- Tampón fosfato sódico (0,1 M); pH 7,6. (Completando a un volumen final de 2,5 ml

para la cubeta de referencia y de 2,4 ml para la cubeta prueba).

La reacción se inició cuando, tras 3 minutos de incubación a 37°C, se añadió 0,1 ml de

NADPH (10 mM) a la cubeta prueba, procediendo inmediatamente a determinar el incremento

de la absorbancia a 550 nm en un espectrofotómetro de doble haz, a una temperatura de 37°C.

La actividad NADPH-citocromo c reductasa de la muestra se calcula considerando el

coeficiente de extinción del citocromo c reducido de 21 mM-1cm-1. Los valores se expresan en

nmol de citocromo c (P-450) reducido formados/mg de proteína.min.
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3.8.2.20. ACTIVIDAD 7-ETOXICUMARINA O-DESETILASA

Fundamento:

La determinación está basada en el método de Ullrich y Weber (1972), modificado por
Lake y cols. (1982). La O-desetilación de la 7-etoxicumarina da como resultado la formación
de 7-hidroxicumarina, que se puede estimar por espectrofluorimetría.

Método:

La mezcla reactiva contenía:

- 150 µl de NADP+ (1,5 µmoles).

- 150 µl de ácido isocítrico (15 µmoles).

- 150 µl de isocitrato deshidrogenasa (1U).

- 150 µl de sulfato de magnesio (10 µmoles).

- 800 µl de Tris/HCl (50 mM; pH 7,4) en la prueba y el blanco y 600 µl en el estándar.

- 50 µl de fracción microsómica.

Mezclar e incubar en un baño con agitación a 37°C, durante 5 minutos. Añadir 500 µl
de solución sustrato [7-etoxicumarina (2 mM) en Tris/HCl] sólo a los tubos prueba. Agitar e
incubar otros 10 minutos. Adicionar 1 ml de sulfato de zinc (5%) y 1 ml de hidróxido de bario
saturado a todos los tubos para detener la reacción. Añadir seguidamente 500 µl de solución
sustrato al blanco y a los estándares.

Mediante la adición de 0,1 ml de 7-hidroxicumarina (0,1 mM) a la mezcla reactiva ante-
rior obtuvimos el estándar de la determinación.

Tras centrifugar a 2.000 xg, durante 15 minutos y a 4°C, se recogió 1 ml del sobrena-
dante desproteinizado y se añadieron 2 ml de tampón glicina NaOH (0,5 M; pH 10,5). Se
midió la fluorescencia en un espectrofluorímetro a 380 nm de excitación y 452 nm de emisión.
La actividad 7-etoxicumarina O-desetilasa de la muestra se expresó en nmol de 7-
hidroxicumarina formados/mg de proteína.min.

3.8.2.21. ACTIVIDAD ANILINA HIDROXILASA

Fundamento:

Según el procedimiento descrito por Imai y cols. (1966), modificado por O'Brien y
Rahimtula (1978). Está basado en la capacidad del p-aminofenol para acoplarse al fenol en un
medio alcalino y dar un compuesto azul que presenta un máximo de absorbancia a 630 nm.
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anilina hidroxilasa

anilina --------------------------------> p-aminofenol

Método:

La mezcla reactiva contenía en un volumen final de 950 µl los siguientes reactivos:

- Tampón Tris-ClH (0,1 M); pH 7,5.

- Fracción microsómica (3 mg de proteína).

- Solución de hidrocloruro de anilina (5 mM).

Después de incubar un minuto a 37°C, añadir 50 µl de hidroperóxido de cumeno (1,5

mM), para comenzar la reacción. Agitar durante 2 minutos y añadir 150 µl de ácido tricloroa-

cético (70%) para detener la reacción.

Se centrifugó la mezcla para eliminar la proteína desnaturalizada (2.000 xg durante 10

minutos), recogiendo 1 ml de sobrenadante, que añadimos a 1 ml de solución de carbonato

sódico (1 M). Se añadió, tras agitar, 1 ml de solución de fenol (2% en hidróxido sódico 0,5 M).

Tras incubar 30 minutos a temperatura ambiente, se midió la absorbancia a 630 nm.

La actividad anilina hidroxilasa se calculó mediante la realización de una recta patrón

con concentraciones crecientes de p-aminofenol (de 0,025 a 0,2 mM), expresando los resulta-

dos en nanomoles de p-aminofenol formados/mg de proteína.min.

3.8.2.22. ACTIVIDAD AMINOPIRINA N-DESMETILASA

Fundamento:

La actividad aminopirina N-desmetilasa se determinó por el método descrito por Nash

(1953), que consiste en la estimación de la producción de formaldehído usando el reactivo de

Nash.

Método:

La mezcla de incubación contenía, en un volumen final de 1 ml, los siguientes reactivos:

- Glucosa-6-fosfato (50 mM).

- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (4U/muestra).

- MgCl2 (5 mM).

- Nicotinamida (25 mM).

- Semicarbazida (50 mM).

- Aminopirina (10 mM).
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- Fracción microsómica.

- Tampón Tris-ClH (50 mM); pH 7,5.

- NADPH (0,5 mM).

La reacción comenzó al añadir el NADPH a la mezcla reactiva, procediendo a incubar

durante 45 minutos, a 37°C. La reacción se detuvo por adición de 0,25 ml de ZnSO4 (25%) y

0,25 ml de Ba(OH)2 saturado. La mezcla se centrifugó a 2.000 xg durante 5 minutos, recogien-

do 0,75 ml de sobrenadante y añadiéndolos a 0,75 ml de reactivo de Nash (0,16 ml de acetila-

cetona en 20 ml de acetato amónico 4 M). Se incubó a 60°C durante 30 minutos. Tras enfriar a

temperatura ambiente, se determinó la absorbancia a 415 nm.

El cálculo de la actividad aminopirina N-desmetilasa se realizó mediante una recta pa-

trón determinada con soluciones crecientes de formaldehído desde 0,05 a 1 mM. Los resulta-

dos se expresaron en pmol de formaldehído formados/mg de proteína.min.

3.8.2.23. ACTIVIDAD ERITROMICINA N-DESMETILASA

Fundamento:

La actividad eritromicina N-desmetilasa se determinó por el método descrito por Nash

(1953), que consiste en la estimación de la producción de formaldehído utilizando el reactivo

de Nash.

Método:

La mezcla reactiva contenía los siguientes reactivos:

- 300 µl de tampón fosfato potásico (0,1 M); pH 7,4.

- 100 µl de EDTA (0,05 mM).

- 100 µl de fracción microsómica.

- 100 µl de eritromicina (0,6 mM).

Tras incubar la mezcla a 37°C durante 5 minutos, se añadieron los siguientes reactivos:

- 100 µl de MgCl2 (0,5 mM).

- 100 µl de NADP+ (0,5 mM).

- 100 µl de Glucosa 6-fosfato (5 mM).

- 100 µl de Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (1U/ muestra).

Tras incubar la mezcla a 37°C durante 15 minutos, la reacción se detuvo adicionando

0,1 ml de ácido tricloroacético al 10 %, centrifugando posteriormente durante 5 minutos a
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2.000 xg y a 4°C. A 0,5 ml del sobrenadante obtenido se le añadieron 0,5 ml del reactivo de

Nash (0,16 ml de acetilacetona en 20 ml de acetato amónico 4 M), agitando e incubando la

mezcla a 60°C durante 30 minutos. Tras enfriar a temperatura ambiente, se determinó la ab-

sorbancia del cromóforo a 415 nm.

El cálculo de la actividad eritromicina N-desmetilasa se realizó mediante una recta pa-

trón determinada con soluciones crecientes de formaldehído desde 0,05 a 1 mM. Los resulta-

dos se expresaron en nmol de formaldehído formados/ mg de proteína.min.

3.8.2.24. ACTIVIDAD COLESTEROL 7 -HIDROXILASA

Fundamento:

Se determinó según el método de Hylemon y cols. (1989), con algunas modificaciones.

Se utilizó un método espectrofotométrico por HPLC en fase reversa, valorando la cantidad de

7α-hidroxicolesterol formado después de la conversión enzimática del 7α−hidroxi-4-colesten-

3-ona por la actividad de la colesterol oxidasa. Como estándar interno se usó 7β-

hidroxicolesterol.

Método:

Se procedió a añadir 1 mg de proteína microsómica a 0,75 ml de la siguiente mezcla de

reacción:

- Tampón fosfato potásico (0,1 M; pH 7,4) conteniendo:

- NaF (50 mM).

- DTT (5 mM).

- EDTA (1 mM).

- Glicerol al 20%.

- CHAPS al 0,015%.

Se incubó durante 5 minutos a 37°C, añadiéndose posteriormente 0,25 ml de un siste-

ma regenerante que contenía:

- NADPH (0,5 mM).

- MgCl2 (5 mM).

- Isocitrato sódico (5 mM).

- Isocitrato deshidrogenasa (0,075 U).

La mezcla de reacción, con un volumen final de 1 ml, se incubó durante 20 minutos a

37°C en un baño con agitación fuerte. Pasado ese tiempo, se adicionó 15 µl de colato sódico al
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20% y 1 µl de 7β-hidroxicolesterol, que se utilizó como estándar interno. La reacción se inició

al adicionar 5 µl de colesterol oxidasa al 1%. La mezcla de reacción se incubó 15 minutos a

37°C, deteniéndose la reacción transcurrido este tiempo al añadirse 2 ml de etanol al 95%.

La extracción de los metabolitos del colesterol (7α-hidroxi-4-colesten-3-ona y 4-

colesten-3-ona) de la mezcla de reacción se realizó adicionando 5 ml de éter de petróleo. Se

incubó durante 10 minutos a 37°C y, finalmente, se centrifugó la mezcla a 2.000 xg durante 3

minutos. Esta operación de extracción se repitió tres veces.

Recogida la fase etérea, se desecó bajo atmósfera de nitrógeno a 40 °C. El extracto se

resuspendió en 0,1 ml de cloroformo-metanol (1:1) y se analizó mediante HPLC. Las condi-

ciones del análisis fueron las siguientes:

- Columna: de fase reversa C-18 (Merck, Lichrosorb, RP-18), con un diámetro de poro

de 10 µm.

- Fase móvil: constituida por una solución de acetonitrilo, metanol y agua (75:15:10).

- El flujo: se estableció inicialmente en 0,80 ml/min, incrementándose a los 30 minutos

a 2 ml/min durante 20 minutos.

- Longitud de onda: La cantidad de producto formado se cuantificó por su absorbancia

a 240 nm, operando el detector de ultravioleta a 0,10 AUFS (unidades de absorbancia).

Para el cálculo de las concentraciones se realizó una recta de regresión de las recupera-

ciones de 5 muestras con 5 concentraciones diferentes de 7β-hidroxicolesterol, 7α-

hidroxicolesterol, y colesterol, previamente transformados en sus correspondientes 7β-

hidroxi-4-colesten-3-ona, 7α-hidroxi-4-colesten-3-ona y 4-colesten-3-ona.

Los resultados obtenidos en las muestras problema se extrapolaron a esta recta patrón,

obteniéndose directamente sus concentraciones, que se expresaron en nmol de 7α-

hidroxicolesterol formados/mg de proteína.min.

3.8.2.25. FLUIDEZ DE LA MEMBRANA MICROSÓMICA

Fundamento:

Se determinó por el método de Shinitzky y Barenholz (1978), consistente en la esti-

mación de la polarización de la fluorescencia del 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) incluido en

el núcleo hidrofóbico de la membrana microsómica, mediante un espectrofluorímetro a una

longitud de onda de excitación de 360 nm y de emisión de 432 nm. La fluidez de la membrana
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microsómica se expresó como polaridad, que es el valor inverso de la misma y se calcula según

la razón:

P=(Ip-It)/(Ip+It)

Siendo Ip e It las intensidades de fluorescencia paralela y perpendicular a la luz de ex-

citación, respectivamente.

Método:

La mezcla de incubación contenía en un volumen final de 2 ml los siguientes reactivos:

-Fracción microsómica previamente diluida en el tampón de dicha fracción.

- DPH (50 µM).

La mezcla se agitó durante dos horas en oscuridad y a temperatura ambiente. Transcu-

rrido este tiempo se midió la polaridad con agitación y a 25°C.

3.9. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO

Para la expresión de los resultados se calculó la media y el error estándar de la media

(EEM). La significación de la diferencia entre las medias de los diferentes grupos se calculó

por aplicación del test ANOVA y seguidamente por el test de Newman-Keuls. Los estudios

de regresión se llevaron a cabo por el método de los mínimos cuadrados.

El análisis estadístico de los resultados se realizó utilizando el programa Statistica 4.5

para Windows (Statsoft, Tula, USA).





4. RESULTADOS

4.1. EFECTOS DE LA DICROCELIOSIS EXPERIMENTAL SOBRE DIVERSOS

PARÁMETROS HISTOLÓGICOS Y BIOQUÍMICOS

La presencia de dicroceliosis subclínica se confirmó por el descubrimiento de huevos

del parásito en las heces de los animales a partir de la octava semana postinfección (49-57

d.p.i.), los resultados de las actividades enzimáticas plasmáticas y los hallazgos macroscópi-

cos e histopatológicos. Se observó un incremento progresivo del número de huevos por gramo

de heces al avanzar el período postinfección (80 d.p.i.: 282±44 hpg; 120 d.p.i.: 545±46 hpg).

La recuperación media de formas adultas del parásito, del hígado, los conductos biliares y la

vesícula biliar fue de 17±2 vermes/criceto.

En la Tabla I se muestran los efectos de la dicroceliosis sobre el incremento de peso

corporal diario, el peso hepático y la relación hepatosomática. Los pesos corporales se deter-

minaron antes de la anestesia y los pesos hepáticos después del sacrificio de los animales al

finalizar el experimento.

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

Incremento de peso (g/día)

Peso hepático (g)

Rel. hepatosomática (%)

0,29±0,02

4,20±0,09

3,50±0,07

0,27±0,01

3,20±0,13*

2,70±0,08*

0,16±0,01*

4,12±0,23

3,60±0,10

Tabla I. Incremento diario de peso corporal, peso hepático y relación hepatosomática en animales control y
en animales infectados a los 80 y 120 d.p.i. Valores medios ± EEM de 30-40 cricetos. *P<0,05.

Como puede observarse, la ganancia de peso corporal diaria, expresada en gramos/día,

fue significativamente inferior en el grupo de animales afectados de dicroceliosis a los 120

d.p.i. respecto al grupo control (-45%), siendo especialmente manifiesta la disminución en la

evolución del peso corporal a medida que avanza el período desde la infección (Figura 1).
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Figura 1. Evolución del peso corporal en el tiempo en animales control (AC) y en animales infectados (AD),
desde el momento de la infección hasta los 120 d.p.i. Valores medios ± EEM de 30-40 cricetos.

El peso hepático y la relación hepatosomática disminuyeron significativamente en los

cricetos infectados a los 80 d.p.i. respecto a los cricetos control (-24% y -23%, respectiva-

mente), recuperando a los 120 d.p.i. los valores mostrados por los cricetos control.

Respecto a los hallazgos observados tras el estudio macroscópico, las alteraciones ob-
servadas en el hígado y en la vesícula biliar fueron similares en los animales infectados a los 80
y 120 d.p.i., si bien se comprobó la existencia de cierta relación entre la cronicidad del proceso
y una mayor intensidad de las mismas. Los conductos biliares extrahepáticos, hepático, cístico
y colédoco aparecían engrosados y ectásicos. Concretamente, el conducto hepático, a diferen-
cia de lo observado en los cricetos control, destacaba sobre la superficie visceral del lóbulo
izquierdo lateral (Foto. 1). En todos los animales infectados se comprobó la repleción de la
vesícula biliar, al contener abundante secreción y, en ocasiones, parásitos adultos (Foto. 1). El
hígado, en general, aparecía aumentado de tamaño, observándose en numerosos animales áreas
amarillentas, a veces difusas, pero más frecuentemente circunscritas a la superficie visceral de
determinados lóbulos hepáticos (caudado, izquierdo lateral e izquierdo medial), a diferencia de
los animales control (Foto. 2 y 3).

El estudio estructural llevado a cabo en los cricetos infectados a los 80 d.p.i. indica,

como lesiones generales y más características, la existencia de colangitis y colangiectasia en los

conductos biliares septales e interlobulillares, así como una hepatitis portal asociada a fibrosis.

Los conductos biliares septales aparecían ectásicos con hiperplasia de su epitelio (Foto. 4 y

5). Entre dicho epitelio, cilíndrico alto, se identificaron células caliciformes aisladas, positivas

con tinción de ácido peryódico de Shiff (PAS) y plata metenamina. En ocasiones, en la luz de
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estos conductos se observaron secciones del parásito adulto (Foto. 4). Los infiltrados inflama-

torios, de carácter difuso, estaban constituidos por células mononucleadas (linfocitos, macró-

fagos y algunas células plasmáticas) y eosinófilos. A veces, los linfocitos se disponían for-

mando agregados (Foto. 5). Se observó, asimismo, una fibrosis periductal asociada a dichos

conductos, de mayor intensidad en dos de los cricetos en los que se llevó a cabo el estudio

histopatológico, como pudo comprobarse mediante el empleo de técnicas especiales (tinción

tricrómico de Masson y plata metenamina) (Foto. 5).

En varios cricetos infectados a los 80 d.p.i. se comprobó la existencia de una intensa

hepatitis portal, caracterizada por la presencia de abundantes linfocitos, macrófagos, algunos

de ellos cargados con un pigmento pardo, positivo al PAS, y eosinófilos (Foto. 6 y 7). Asi-

mismo, en dichos cricetos la fibrosis portal fue más acusada que en el resto de animales (Foto.

6), extendiéndose a los septos en uno de ellos (fibrosis septal). En el resto de los animales

pertenecientes a este grupo la hepatitis fue leve, observándose sólamente células inflamatorias

dispersas. Se observó, asimismo, en aproximadamente la mitad de los animales examinados,

una proliferación de los conductos biliares, destacando la presencia de numerosos conductos

biliares tapizados por un epitelio cúbico bajo, localizados generalmente en las áreas porta, con

la excepción de uno de los cricetos en el que se extendieron a los septos (Foto. 6 y 7). Por otra

parte, en dos de los cricetos infectados a los 80 d.p.i. los sinusoides aparecieron ectásicos,

conteniendo, además, en uno de ellos pequeños acúmulos focales de linfocitos y eosinófilos.

En el otro animal, y en las proximidades de los espacios porta, se identificaron fibras colágenas

(fibrosis perisinusoidal).

Finalmente, debemos destacar la presencia de un huevo del parásito en un espacio por-

ta rodeado por macrófagos, formando un granuloma, hallazgo observado en un único animal,

así como la existencia de una degeneración vacuolar/hidrópica multifocal en los hepatocitos de

otro criceto.

Las alteraciones histopatológicas más características puestas de manifiesto en los crice-

tos infectados a los 120 d.p.i. fueron, como en el grupo anterior, las observadas en los conduc-

tos biliares (colangitis y colangiectasia) y en los espacios porta (hepatitis y fibrosis portal), si

bien fueron, en general, más intensas que a los 80 d.p.i.

En los conductos biliares septales se observaron frecuentemente parásitos adultos en

su luz, así como una hiperplasia intensa del epitelio de los conductos, con zonas de pseudoes-

tratificación e, incluso, de hiperplasia papilar, a diferencia de los animales control (Foto. 8, 9 y

10). Se observó, además, en uno de los cricetos estudiados una necrosis focal de dicho epitelio.

Se identificaron también lifocitos y eosinófilos intraepiteliales, demostrándose sólamente la

actividad secretora en células caliciformes aisladas en el seno de dicho epitelio de los conduc-

tos biliares, mediante técnicas de PAS y plata metenamina (Foto. 10). En todos los animales

infectados a los 120 d.p.i. los infiltrados inflamatorios asociados a dichos conductos fueron
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intensos, observándose la existencia de agregados linfoides en muchos de ellos. Igualmente, se

comprobó una intensa reacción fibrosa, no sólo alrededor de los conductos de mayor calibre,

sino también relacionada con los conductos biliares interlobulillares de las áreas porta

(Foto. 9).

Se comprobó la existencia de una proliferación de los conductos en los espacios porta

y en los septos en dos de los cricetos estudiados.

En uno de ellos, se identificaron, además de los conductos biliares neoformados con luz

angosta y tapizados por un epitelio simple cúbico, otros conductos dilatados y tapizados por

un epitelio simple cúbico bajo o plano, localizados en el seno de abundante estroma conjuntivo

(Foto. 11).

En tres de los cricetos infectados a los 120 d.p.i., considerados en el estudio estructu-

ral, se identificó un escaso número de granulomas, localizados en los septos (próximos a los

conductos biliares septales) o en los espacios porta, organizados alrededor de huevos del pará-

sito (Foto. 12). Dichos granulomas estaban constituidos fundamentalmente por macrófagos,

los cuales se disponían alrededor de dichos huevos formando, en ocasiones, células gigantes y

eosinófilos. Externamente contenían linfocitos dispersos y escasas fibras colágenas de disposi-

ción concéntrica (Foto. 13).

Al comparar con los cricetos control, únicamente en un animal perteneciente a dicho

grupo (120 d.p.i.) se observó una degeneración vacuolar/hidrópica multifocal de los hepatoci-

tos (Foto. 14 y 15), siendo dicho proceso degenerativo más leve en el resto de los cricetos,

afectando a determinadas áreas del parénquima hepático y acompañándose, en un animal, de

una infiltración grasa multifocal.

Respecto al estudio ultraestructural, en el citoplasma de los animales infectados a los

120 d.p.i. se observaron grandes acúmulos de glucógeno, formando gránulos electrodensos a

modo de rosetas (partículas α) que ocupaban la mayor parte de la célula a diferencia de los

animales control, en los cuales dichos acúmulos eran más pequeños y con menor densidad de

gránulos (Foto. 16 y 17).

Asimismo, en los hepatocitos de los animales infectados se comprobó una mayor pre-

sencia de peroxisomas con inclusiones cristalinas en su interior así como de lisosomas en for-

ma de cuerpos homogéneos, densos (lisosomas primarios) o bien con material en digestión en

su interior (lisosoma secundario) (Foto. 18 y 19). Igualmente, se observaron mitocondrias

dilatadas con matriz menos densa y con crestas disminuidas en número o desintegradas (tume-

facción mitocondrial) (Foto. 19). Los canalículos biliares, localizados entre hepatocitos veci-

nos, aparecían dilatados y carecían de microvellosidades, a diferencia de los animales control

(Foto. 20 y 21).
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Fotografía 1.- Conductos biliares extrahepáticos dilatados en la cara visceral del hígado. Parásito adulto en
el interior de la vesícula biliar. 120 d.p.i.

Fotografía 2.- Hígado correspondiente a un criceto control.

Fotografía 3.- Hígado. Áreas amarillentas en la cara visceral, preferentemente en el lóbulo izquierdo lateral.
120 d.p.i.
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Fotografía 4.- Conducto biliar septal ectásico con parásitos en su luz. 80 d.p.i. Tricrómico de Masson-
Goldner. 87x.

Fotografía 5.- Conductos biliares septales. Intensa reacción fibrosa y acúmulos linfoides subepiteliales. 80
d.p.i. Tricrómico de Masson-Goldner. 44x.

Fotografía 6.- Espacios porta. Abundantes células inflamatorias, neoformación de conductos biliares y mar-
cada fibrosis. 80 d.p.i. Tricrómico de Masson-Goldner. 110x.
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Fotografía 7.- Espacios porta. Proliferación de estructuras de los conductos biliares y macrófagos cargados
con pigmento PAS positivo. 80 d.p.i. PAS. 220x.

Fotografía 8.- Conductos biliares septales tapizados por un epitelio simple cúbico y rodeados por escasas fi-
bras conjuntivas. Criceto control. PAS. 220x.

Fotografía 9.- Conducto biliar septal hiperplásico con numerosos pliegues. Fibrosis alrededor del mismo y
de conductos biliares interlobulillares en el espacio porta. 120 d.p.i. PAS. 110x.
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Fotografía 10.- Detalle del conducto biliar septal de la figura 9. Pseudoestratificación del epitelio de los
conductos biliares y diferenciación de células caliciformes. 120 d.p.i. PAS. 440x.

Fotografía 11.- Espacio porta. Conductos biliares neoformados ectásicos en el seno de abundante tejido con-
juntivo. 120 d.p.i. Tricrómico de Masson-Goldner. 220x.

Fotografía 12.- Espacio porta. Huevos del parásito rodeados por macrófagos y eosinófilos. 120 d.p.i. H-E.
220x.
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Fotografía 13.- Granulomas en espacios porta. Restos del huevo (*), macrófagos, células gigantes multinu-
cleadas, linfocitos y fibras conjuntivas. 120 d.p.i. Tricrómico de Masson-Goldner. 160x.

Fotografía 14.- Parénquima hepático normal. Hepatocitos, células de Kupffer y espacio porta con vena porta y
conducto biliar interlobulillar. Criceto control. H-E. 220x.

Fotografía 15.- Hepatocitos globosos con citoplasma claro (degeneración hidrópica) y espacio porta con hi-
perplasia y dilatación de los conductos biliares. 120 d.p.i. H-E. 220 x.
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Fotografía 16.-  Hepatocito. Se observan mitocondrias entre cisternas de retículo endoplásmico granular y
partículas de glucógeno en forma de gránulos α. Criceto control. 24.000x.

Fotografía 17.- Hepatocito. Abundantes acúmulos de partículas de glucógeno. 120 d.p.i. 12.000x.

Fotografía 18 .- Hepatocito. Citoplasma ocupado por numerosos cuerpos electrodensos (lisosomas). 120
d.p.i. 8.000x.
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Fotografía 19.- Detalle de un hepatocito con lisosomas secundarios, peroxisomas y tumefacción mitocon-
drial. 120 d.p.i. 20.000x.

Fotografía 20.- Canalículo biliar con numerosas microvellosidades. Criceto control. 20.000x.

Fotografía 21.- Canalículo biliar dilatado con pérdida de microvellosidades. 120 d.p.i. 20.000x.
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Como se muestra en la Tabla II, las actividades de las transaminasas plasmáticas aspar-
tato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) aumentaron significativamente
en los animales infectados respecto a los animales control, siendo este incremento más mani-
fiesto a los 120 d.p.i. (+500% y +250%, respectivamente) que a los 80 d.p.i. (+80% y
+171%, respectivamente).

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

AST (U/l)

ALT (U/l)

21,8±2,3

43,9±6,7

39,3±4,6*

119±25*

130±44*

153±43*

Tabla II. Actividades enzimáticas plasmáticas AST y ALT en animales control y en animales infectados a los
80 y 120 d.p.i. Valores medios ± EEM de 15 cricetos. *P<0,05.

4.2. EFECTOS DE LA DICROCELIOSIS EXPERIMENTAL SOBRE LOS

MECANISMOS DE FORMACIÓN DE LA BILIS

En el presente apartado se recogen los datos indicativos del funcionamiento biliar en
los cricetos infectados, considerando el flujo biliar así como la concentración y secreción de los
solutos generadores del mismo, tanto de la fracción dependiente como de la fracción indepen-
diente de los ácidos biliares.

La Tabla III y Figura 2 muestran el flujo biliar en condiciones basales correspondiente
a los grupos de cricetos infectados y a los cricetos control (experimento tipo A). El flujo biliar,
que aparece expresado en relación al peso corporal y al peso hepático, fue significativamente
mayor en los animales infectados a los 120 d.p.i. respecto a los animales control (+20%), sin
que se modificara significativamente a los 80 d.p.i.

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

Flujo biliar

(µl/100g.min)

(µl/gh.min)

4,58±0,16

1,39±0,06

4,54±0,23

1,48±0,07

5,41±0,22*

1,67±0,06*

Tabla III. Flujo biliar basal en animales control y en animales infectados a los 80 y 120 d.p.i. Valores me-
dios ± EEM de 20-30 cricetos. *P<0,05.

Con el fin de establecer si la coleresis observada en los cricetos infectados a los 120
d.p.i. tenía su origen en el canalículo y/o en los conductos biliares, se procedió al estudio com-
parado de la secreción biliar en dicho grupo de cricetos infectados y en los cricetos control tras
la administración de manitol [14C] (experimento tipo C).

En la tabla IV aparecen indicados los valores de la relación bilis/plasma (B/P) de mani-
tol y de la depuración de dicho soluto, así como el flujo biliar procedente de los conductos
biliares en ambos grupos.
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Figura 2. Flujo biliar basal en los cricetos control y en los cricetos infectados a los 80 y 120 d.p.i. (experi-
mento tipo A). Valores medios ± EEM de 20-30 cricetos. *P<0,05.

Control 120 d.p.i.

B/P manitol

Depuración manitol (µl/gh.min)

Flujo de los conductos (µl/gh.min)

0,72±0,06

1,01±0,14

0,43±0,10

1,07±0,14*

1,33±0,13*

0,32±0,07

Tabla IV. Relación bilis/plasma (B/P), depuración de manitol [14C] y flujo biliar de los conductos biliares
en animales control y en animales infectados a los 120 d.p.i. (experimento tipo C). Valores medios ± EEM de 10 crice-
tos. *P<0,05.

La relación bilis/plasma y la depuración de manitol [14C] fueron significativamente su-

periores en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. (+49% y +32%, respectivamente) respecto

a los cricetos control (Tabla IV, Figura 3).
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Figura 3. Relación bilis/plasma (B/P) y depuración de manitol [14C] en animales control y en animales in-
fectados a los 120 d.p.i. (experimento tipo C). Valores medios ± EEM de 10 cricetos. *P<0,05.
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La depuración biliar de manitol representa el flujo biliar canalicular, por lo que al restar

su valor del flujo biliar total obtenemos el flujo biliar originado en los conductos biliares. La

contribución del flujo biliar de los conductos biliares al flujo biliar total, expresado como por-

centaje, fue del 20% en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. frente al 30% observado en los

cricetos control.

Descartado como origen de la coleresis la contribución del flujo biliar formado en los

conductos biliares y con el fin de establecer la contribución relativa de la fracción biliar inde-

pendiente de los ácidos biliares (FIAB) a la coleresis canalicular observada en los cricetos in-

fectados a los 120 d.p.i. en condiciones basales (experimento tipo A), se determinaron la con-

centración y la secreción biliar de glutatión total (oxidado y reducido) y de bicarbonato, solu-

tos responsables de la formación de dicha fracción.

La Tabla V muestra los valores de dichos parámetros en la bilis de los cricetos infecta-
dos y de los cricetos control, así como la concentración y la secreción biliar de la enzima hepá-
tica γ -glutamiltranspeptidasa (GGT).

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i

Glutatión

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

2,18±0,25

10,4±1,1

3,07±0,31

1,86±0,16

9,65±1,22

3,41±0,42

2,39±0,16

13,6±1,4*

4,11±0,46*

HCO3-

(meq/l)

(µeq/100g.min)

(µeq/gh.min)

45,5±4,6

222±31

74,2±9,7

34,2±2,7*

176±20

49,9±6,0*

43,6±1,7

263±15

72,1±5,0

GGT

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

1,11±0,14

4,13±0,41

1,23±0,14

1,13±0,12

5,30±0,72*

1,99±0,32*

0,98±0,07

4,91±0,51

1,42±0,15

Tabla V . Concentración y secreción biliar de glutatión total, bicarbonato y  γ-glutamiltranspeptidasa (GGT)
en animales control y en animales infectados (experimento tipo A). Valores medios ± EEM de 20 cricetos. *P<0,05.

La secreción biliar basal de glutatión fue significativamente superior en los animales in-

fectados a los 120 d.p.i. (+34%), respecto a los animales control, sin que se estimulara signifi-

cativamente dicha secreción a los 80 d.p.i. (Figura 4).

Como se indica en la Tabla V, tanto la concentración como la secreción biliar basal de

bicarbonato disminuyeron de forma significativa en los animales infectados a los 80 d.p.i. (-

25% y -33%, respectivamente) respecto a los animales control, sin que se modificara a los 120

d.p.i. La secreción biliar de GGT aumentó significativamente en los cricetos infectados a los
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80 d.p.i. (+62%) respecto a los cricetos control, no mostrando diferencias significativas a los

120 d.p.i.
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Figura 4. Secreción biliar de glutatión total en animales control y en animales infectados (experimento tipo
A). Valores medios ± EEM de 20 cricetos. *P<0,05.

Respecto a la contribución de la fracción dependiente de los ácidos biliares (FDAB) al

flujo biliar basal en los cricetos infectados y en los cricetos control (experimento tipo A), se

determinaron la concentración y la secreción biliar de los ácidos biliares en dichos grupos (Ta-

bla VI).

Se observó un significativo incremento en la secreción biliar basal de ácidos biliares

(+59%) en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. respecto a los cricetos control, sin que se

modificara significativamente a los 80 d.p.i. (Tabla VI, Figura 5).

Con el fin de establecer si el origen del incremento en la secreción de los ácidos biliares

observado en los animales a los 120 d.p.i. se debía a un estímulo de su síntesis, se determinó la

actividad colesterol 7α-hidroxilasa microsómica hepática (enzima que cataliza el paso limitante

en la síntesis), que no resultó modificada en los cricetos parasitados ni a los 80 ni a los 120

d.p.i. (15,2±1,3 y 15,3±0,9 nmol/mgp.min, respectivamente) con relación a los valores obser-

vados en los cricetos control (14,8±1,0 nmol/mgp.min).

En la Tabla VI y en la Figura 5 se indican, además, la concentración y la secreción biliar

basal de fosfolípidos y de colesterol en los cricetos control y en los cricetos infectados a los

80 y 120 d.p.i.

La secreción biliar de fosfolípidos y de colesterol aumentó significativamente en los

cricetos infectados a los 120 d.p.i. (+99% y +108%, respectivamente) respecto a los cricetos

control, mientras que en los animales infectados a los 80 d.p.i. dicha secreción de lípidos bilia-

res permaneció prácticamente sin modificación respecto a controles (Tabla VI y Figura 5).
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Control 80 d.p.i. 120 d.p.i

Ácidos biliares

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

18,8±1,6

83,9±7,0

22,1±2,2

21,9±3,2

75,1±8,1

27,7±3,5

22,6±1,6

115±11*

35,1±3,5*

Fosfolípidos

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

1,03±0,19

5,11±0,67

1,44±0,20

1,22±0,44

3,96±0,89

1,50±0,32

1,73±0,39*

9,74±1,55*

2,87±0,44*

Colesterol

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

0,55±0,05

2,96±0,19

0,79±0,07

0,59±0,06

2,93±0,38

0,99±0,15

0,75±0,07*

5,57±,60*

1,64±0,19*

Tabla VI. Concentración y secreción biliar basal de ácidos biliares, fosfolípidos y colesterol en animales
control y en animales infectados (experimento tipo A). Valores medios ± EEM de 15-20 cricetos. *P<0,05.
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Figura 5. Secreción biliar basal de ácidos biliares, fosfolípidos, colesterol y fosfatasa alcalina en animales
control y en animales infectados (experimento tipo A). Valores medios ± EEM de 15-20 cricetos. *P<0,05.
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Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

Fosfatasa alcalina

(U/l)

(µU/100g.min)

(µU/gh.min)

38,2±3,7

198±29

62,3±5,5

41,3±2,2

225±19

83,3±6,2*

41,4±3,4

267±26*

80,7±7,4*

Tabla VII. Concentración y secreción biliar basal de fosfatasa alcalina en cricetos infectados y en cricetos
control. Valores medios ± EEM de 15-20 cricetos. *P<0,05.

Como se indica en la Tabla VII y en la Figura 5, la secreción biliar basal de la enzima

fosfatasa alcalina se incrementó de forma significativa en los animales afectados de dicrocelio-

sis a los 80 y 120 d.p.i. (+34% y +30%, respectivamente) en comparación con los animales

control.

Mediante los resultados recogidos en las Tablas VI y VII, podemos establecer la capa-

cidad solubilizante de los ácidos biliares sobre la secreción de los lípidos biliares y de la fosfa-

tasa alcalina en condiciones basales. En los animales infectados a los 120 d.p.i., se observó un

aumento en la secreción de fosfolípidos y de colesterol por nmol de ácidos biliares secretados

(82 pmol de fosfolípidos/nmol de ácidos biliares y 47 pmol de colesterol/nmol de ácidos bilia-

res, respectivamente) respecto a los cricetos control (65 pmol de fosfolípidos/nmol de ácidos

biliares y 36 pmol de colesterol/nmol de ácidos biliares, respectivamente), sin que se modifica-

ra esta capacidad secretora de los ácidos biliares a los 80 d.p.i. (54 pmol de fosfolípidos/nmol

de ácidos biliares y 36 pmol de colesterol/nmol de ácidos biliares). La secreción basal de fosfa-

tasa alcalina respecto a la secreción de los ácidos biliares no aumentó como consecuencia de la

dicroceliosis (3 µU de fosfatasa alcalina/nmol de ácidos biliares y 2,3 µU de fosfatasa alcali-

na/nmol de ácidos biliares en los cricetos a los 80 y 120 d.p.i., respectivamente, frente a 2,8

µU de fosfatasa alcalina/nmol de ácidos biliares en los cricetos control).

El índice litogénico de la bilis, indicativo de la saturación en colesterol de la misma, no

resultó modificado como consecuencia de la dicroceliosis (80 d.p.i.: 0,80±0,11; 120 d.p.i.:

0,92±0,11), respecto a los cricetos control (0,88±0,08).

Con el fin de establecer la existencia de posibles cambios cuantitativos o cualitativos en

los ácidos biliares individuales secretados en condiciones basales en los animales parasitados

respecto a los animales control (experimento tipo A), se estudió el perfil biliar de dichos solu-

tos mediante la técnica analítica de cromatografía de gases/espectrometría de masas (GC-MS).

Dicha técnica permitió identificar y cuantificar en la bilis las formas libres de los ácidos

biliares principales: cólico (AC), quenodesoxicólico (AQDC), desoxicólico (ADC) y litocólico

(ALC), y de otros ácidos biliares menos abundantes, como aquéllos que contienen grupos ceto

en su molécula.
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La Tabla VIII muestra la proporción de los ácidos biliares principales en la bilis de los

cricetos infectados y de los cricetos control, expresada como % respecto al total de ácidos

biliares detectados mediante la técnica de GC-MS.

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

AC (%)

AQDC (%)

ADC (%)

ALC (%)

75,2±3,7

17,1±3,4

5,4±0,5

0,59±0,09

66,1±5,5

23,7±5,4

7,4±1,3*

0,44±0,06

68,5±4,0

21,3±4,4

7,2±1,0*

0,52±0,10

AC+ADC/AQDC+ALC

AC+AQDC/ADC+ALC

5,31±1,38

15,8±1,7

3,71±1,11

12,7±2,4

4,10±1,01

12,2±1,6*

Tabla VIII. Perfil biliar de los ácidos biliares principales en la bilis (%) y relaciones entre la secreción biliar
de los ácidos biliares pertenecientes a la familia del ácido cólico y del ácido quenodesoxicólico y entre los ácidos
biliares primarios y secundarios en cricetos infectados y cricetos control. Valores medios ± EEM de 10 cricetos.
*P<0,05.

Los resultados de estas determinaciones muestran que el ácido biliar mayoritario en los

cricetos control y en los cricetos infectados fue el ácido cólico, seguido del ácido quenodesoxi-

cólico, ambos ácidos biliares primarios en esta especie.

Como se indica en la Tabla VIII, se observó un aumento significativo en la proporción

del ácido desoxicólico (ADC) en la bilis de los cricetos infectados a los 80 y 120 d.p.i. (+37%

y +33%, respectivamente). La relación entre los ácidos biliares primarios y secundarios

(AC+AQDC/ADC+ALC) disminuyó de forma significativa a los 120 d.p.i. (-23%) respecto a

los cricetos control, sin que se modificaran significativamente a los 80 d.p.i. (Figura 6).
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Figura 6. Relación entre la secreción biliar de los ácidos biliares primarios (AC+AQDC) y secundarios
(ADC+ALC) en cricetos infectados y en cricetos control. Valores medios ± EEM de 10 cricetos. *P<0,05.
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La relación entre los derivados del ácido cólico y los derivados del ácido quenodesoxi-

cólico (AC+ADC/AQDC+ALC) no se modificó significativamente como consecuencia de la

dicroceliosis.

En la Tabla IX aparece indicada la proporción de diversos ácidos biliares minoritarios

presentes en la bilis de los animales infectados y de los animales control, expresada como %

respecto al total de los ácidos biliares detectados por la técnica de GC-MS.

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

3α, 12β−dihidroxi-5β-colanoico (%)

3α,7α,12β-trihidroxi-5β-colanoico (%)

12α-hidroxi-3ceto-5β-colanoico (%)

3α,12α-dihidroxi-7ceto-5βcolanoico (%)

3α,7α-dihidroxi-12ceto-5βcolanoico (%)

0,29±0,04

0,19±0,04

0,22±0,06

0,91±0,28

0,03±0,02

0,31±0,04

0,24±0,03

0,64±0,30*

0,88±0,10

0,16±0,06*

0,40±0,08

0,32±0,03*

0,11±0,04*

1,29±0,41

0,29±0,11*

Tabla IX.  Perfil biliar de diversos ácidos biliares minoritarios en la bilis expresado como % del total de los
ácidos biliares presentes en la misma, en los cricetos infectados y en los cricetos control. Valores medios ± EEM de 10
cricetos. *P<0,05.

La proporción del ácido biliar 3α, 7α, 12β-trihidroxi-5β-colanoico fue significativa-

mente superior en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. respecto de los cricetos control

(+68%), sin que resultara significativamente modificada a los 80 d.p.i.

La proporción del ácido biliar minoritario 3α, 12β-dihidroxi-5β-colanoico en la bilis no

varió significativamente como consecuencia de la dicroceliosis.

El estudio de la secreción biliar de los ácidos biliares con un grupo ceto en el anillo es-

teroideo (cetoácidos biliares) en los cricetos infectados y en los cricetos control (Tabla IX,

Figura 7), puso de manifiesto la existencia de un aumento significativo en la proporción del

ácido 3α, 7α-dihidroxi-12-ceto-5β-colanoico en los cricetos infectados a los 80 d.p.i. (+433%)

y a los 120 d.p.i. (+867%) y del ácido 12α-hidroxi-3-ceto-5β-colanoico en los cricetos infec-

tados a los 80 d.p.i. (+191%) respecto a los cricetos control.

Si bien la proporción del cetoácido 3α, 12α-dihidroxi-7ceto-5β-colanoico se mostró

aumentada en el grupo de cricetos infectados a los 120 d.p.i. respecto a los cricetos control

(+42%), este incremento no fue significativo.

La proporción de cetoácidos totales se mostró aumentada, aunque no significativamen-

te, en los animales infectados a los 80 d.p.i. (1,68±0,34%) y a los 120 d.p.i. (1,70±0,48%)

respecto a los animales control (1,16±0,29%) (Figura 7).
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Cuando se utilizó la técnica analítica de GC-MS, la recuperación media calculada con

respecto a la determinación enzimática de los ácidos biliares totales descrita en el apartado

"Metodología" fue superior en al menos un 50%, lo que podría deberse a la existencia de áci-

dos biliares con conjugaciones en posición C3 y a la presencia de grupos ceto en dicha posi-

ción, como se indica anteriormente, que harían indetectables dichos ácidos biliares para la téc-

nica enzimática.

0

0.25

0.5

0.75

1

12 -h
id

ro
xi

-3
-c

et
o-

5

-c
ol

an
oi

co
 (

%
)

120 d.p.i.

80 d.p.i.

Control

*

0

0.5

1

1.5

2

3 ,1
2

-d
ih

id
ro

xi
-7

-c
et

o-
5

-c
ol

an
oi

co
 (

%
)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

3 ,7 -d
ih

id
ro

xi
-1

2-
ce

to
-5

-c
ol

an
oi

co
 (

%
)

*

*

0

0.5

1

1.5

2

2.5

C
et

oá
ci

do
s 

bi
lia

re
s 

to
ta

le
s 

(%
)

*

Figura 7. Perfil biliar de las especies de cetoácidos biliares detectadas en la bilis de los cricetos control y de
los cricetos infectados a los 80 y 120 d.p.i. (%) y proporción de cetoácidos totales en la bilis en dichos grupos. Valo-
res medios ± EEM de 10 cricetos. *P<0,05.

En el experimento tipo A se estableció, asimismo, la relación entre el flujo biliar y la

secreción biliar de los ácidos biliares en los animales control y en los animales infectados a los

120 d.p.i. (Figura 8), grupo en el que ambos parámetros se encontraban aumentados.

Al establecer dicha relación, en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. y en los cricetos

control, se obtuvieron las correspondientes rectas de regresión (control: y = 0,0468x + 0,216;

r2=0,57; 120 d.p.i.: y = 0,0336x + 0,554; r2=0,67) (Figura 8), cuya pendiente se corresponde

con la FIAB (expresada en µl/gh.min).
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Figura 8. Relación entre el flujo biliar basal y la secreción biliar de ácidos biliares en los cricetos infectados
a los 120 d.p.i. y en los cricetos control (experimento tipo A).

Al restar el valor de dicha pendiente del flujo biliar total (Tabla III) se obtiene la

FDAB, pudiendo establecer la contribución relativa de ambas fracciones al flujo biliar total.

La contribución de la FIAB al flujo biliar total, expresada como %, fue superior en los

animales infectados (30%) respecto a los cricetos control (14%), resultando, por tanto, dismi-

nuida la contribución relativa de la FDAB al flujo biliar total en el grupo de animales infecta-

dos a los 120 d.p.i.

La coleresis de origen canalicular observada en dicho grupo tiene su origen, no obstan-

te, tanto en un aumento de la FDAB como de la FIAB, al encontrarse estimuladas, como he-

mos indicado, tanto la secreción de los ácidos biliares como del glutatión, si bien parece ser

mayor la contribución de éste último al aumento del flujo biliar basal observado a los 120 d.p.i.

Los resultados obtenidos en el experimento tipo B, consistente en el estudio de la fun-

ción biliar tras la administración de taurocolato sódico, que estimula una coleresis de origen

canalicular, a los animales control e infectados, quedan recogidos en las Tablas X y XI.

Tras la administración de taurocolato se observó un incremento del flujo biliar respecto

al flujo biliar existente en condiciones basales, si bien dicho incremento fue mucho más mani-

fiesto en los animales control (+109%) que en los animales infectados a los 80 y 120 d.p.i.

(+74% y +49%, respectivamente), encontrándose el flujo biliar reducido en los cricetos infec-

tados a los 120 d.p.i. (-20%) respecto a los cricetos control (Tablas III y X) (Figura 9).
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Control 80 d.p.i. 120 d.p.i

Flujo biliar

(µl/100g.min)

(µl/gh.min)

9,91±0,79

2,91±0,23

8,26±0,51*

2,62±0,17

8,12±0,33*

2,34±0,13*

Ácidos biliares

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

18,8±1,6

599±22

178±13

21,9±3,2

499±19*

177±9

22,6±1,6*

484±34*

141±11*

Fosfolípidos

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

2,10±0,20

20,6±3,7

5,99±1,3

2,21±0,45

17,3±2,4

6,71±1,08

2,50±0,09*

22,0±1,0

6,54±0,40

Colesterol

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

0,64±0,11

6,60±1,11

1,83±0,34

0,57±0,10

6,71±1,08

1,81±0,35

0,89±0,07*

7,70±0,27

2,29±0,27

Tabla X. Flujo biliar, concentración y secreción biliar de ácidos biliares, fosfolípidos y colesterol en anima-
les control e infectados a los 80 y 120 d.p.i., tras la administración de taurocolato sódico (experimento tipo B). Valo-
res medios ± EEM de 15 cricetos. *P<0,05.

La secreción biliar de ácidos biliares fue significativamente inferior en los cricetos infec-

tados a los 120 d.p.i. (-21%) respecto a los cricetos control, sin que se modificara significati-

vamente la secreción biliar de lípidos biliares como consecuencia de la dicroceliosis (Tabla X,

Figura 10).

En los cricetos infectados a los 80 d.p.i. no se observaron diferencias significativas ni

en el flujo biliar ni en la secreción biliar de los ácidos y lípidos biliares (Figuras 9 y 10).
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Figura 9. Flujo biliar tras la administración de taurocolato en cricetos infectados y en cricetos control (expe-
rimento tipo B) e incremento del flujo biliar respecto al flujo biliar basal (%) (experimento tipo A). Valores medios ±
EEM de 15 cricetos. *P<0,05.
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La secrecion biliar de fosfatasa alcalina tras la administración de taurocolato no mostró

diferencias significativas entre los cricetos infectados y los cricetos control (Tabla XI y

Figura 10).

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

Fosfatasa alcalina

(U/l)

(µU/100g.min)

(µU/gh.min)

36,9±2,0

426±48

118±14

42,4±3,5

363±41

135±13

51,2±4,1*

474±40

141±10

Tabla XI. Concentración y secreción biliar de fosfatasa alcalina tras la administración de taurocolato (expe-
rimento tipo B) en cricetos infectados y en cricetos control. Valores medios ± EEM de 15 cricetos. *P<0,05.
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Figura 10. Secreción biliar de ácidos biliares, fosfolípidos, colesterol y fosfatasa alcalina en animales con-
trol e infectados a los 80 y 120 d.p.i., tras la administración de taurocolato sódico (experimento tipo B). Valores me-
dios ± EEM de 15 cricetos. *P<0,05.

Como puede desprenderse de los resultados indicados en la Tabla X, tras la adminis-

tración de taurocolato aumentó la capacidad solubilizante de fosfolípidos y de colesterol por

los ácidos biliares en los animales infectados a los 120 d.p.i., tal como indicamos en condicio-

nes basales (experimento tipo A).

Se observó un aumento en la secreción de los fosfolípidos y del colesterol por nmol de

ácidos biliares secretados a los 120 d.p.i. (46 pmol de fosfolípidos/nmol de ácidos biliares y 16
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pmol de colesterol/nmol de ácidos biliares) respecto a los cricetos control (34 pmol de fosfolí-

pidos/nmol de ácidos biliares y 10 pmol de colesterol/nmol de ácidos biliares).

Se incrementó, asimismo, la capacidad de secretar fosfatasa alcalina por acción de los

ácidos biliares a los 120 d.p.i. (1 µU de fosfatasa alcalina/nmol de ácidos biliares) respecto a

los controles (0,66 µU de fosfatasa alcalina/ nmol de ácidos biliares), sin que dicha capacidad

de secretar lípidos biliares y fosfatasa alcalina a la bilis se modificara significativamente a los

80 d.p.i. (38 pmol de fosfolípidos/nmol de ácidos biliares, 10 pmol de colesterol/nmol de áci-

dos biliares y 0,76 µU de fosfatasa alcalina/nmol de ácidos biliares).

Con el fin de esclarecer el mecanismo colerético derivado del incremento de la secreción

de los ácidos biliares, que se acompaña a su vez de un aumento en la secreción de lípidos bilia-

res en los cricetos infectados a los 120 d.p.i., se administró colchicina, fármaco inhibidor de los

microtúbulos, a dichos cricetos y a cricetos control (experimento tipo D). Simultáneamente se

llevó a cabo el experimento tipo A con un nuevo grupo de cricetos control y cricetos infecta-

dos a los 120 d.p.i. (grupos Control N y 120 d.p.i. N).

Como aparece indicado en la Tabla XII, el incremento del flujo biliar y de la secreción
biliar de ácidos y lípidos biliares en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. sin tratar (N), res-
pecto a los cricetos control, fueron similares a lo indicado previamente en el experimento tipo
A (Tablas III y VI).

Control N 120 d.p.i. N Control C 120 d.p.i. C

Flujo biliar

(µl/100g.min)

(µl/gh.min)

5,38±0,55

1,72±0,19

6,19±0,41

1,96±0,08

4,59±0,33

1,55±0,11

4,93±0,24#

1,65±0,14#

Ácidos biliares

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

19,8±2,0

103±11

33,5±3,9

19,6±1,7

136±15*

42,1±4,5*

17,2±1,5

85,1±7,0

27,4±2,4

18,7±1,6

86,9±8,2#

28,5±2,5#

Fosfolípidos

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

1,81±0,19

9,35±0,98

2,93±0,36

1,77±0,15

12,9±1,4*

3,90±0,34*

1,86±0,15

8,73±0,62

2,95±0,21

1,94±0,19

9,52±0,99#

3,17±0,35#

Colesterol

(mmol/l)

(nmol/100g.min)

(nmol/gh.min)

0,66±0,04

3,21±0,39

0,99±0,11

0,65±0,03

4,65±0,39*

1,44±0,12*

0,57±0,05

2,63±0,19

0,89±0,07

0,50±0,06#

2,99±0,28#

1,00±0,11#

Tabla XII. Flujo biliar, concentración y secreción biliar de ácidos biliares y de lípidos biliares en cricetos
control y en cricetos infectados a los 120 d.p.i. sin tratar (N) y tras la administración de colchicina (C). Valores medios
± EEM de 10 cricetos. *P<0,05 respecto a controles no tratados. #P<0,05 respecto a infectados no tratados.
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Tras la administración de colchicina no se observaron diferencias significativas en di-
chos parámetros en los cricetos infectados respecto a los controles tratados ni a los controles
no tratados. El flujo biliar y la secreción biliar de ácidos biliares, fosfolípidos y colesterol en
los cricetos infectados tratados fue significativamente inferior respecto a los cricetos infecta-
dos no tratados (-16%, -32%, -19% y -31%, respectivamente) (Figura 11).
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Figura 11. Flujo biliar y secreción biliar de ácidos biliares y de lípidos biliares en cricetos control y en cri-
cetos infectados a los 120 d.p.i. sin tratar (N) y tras la administración de colchicina (C). Valores medios ± EEM de 10
cricetos. *P<0,05 respecto a controles no tratados. #P<0,05 respecto a infectados no tratados.

4.3. EFECTOS DE LA DICROCELIOSIS EXPERIMENTAL SOBRE EL SISTEMA

GLUTATIÓN Y LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES HEPÁTICAS

El glutatión es una de las moléculas de mayor importancia que intervienen en las reac-
ciones de destoxificación siendo, además, junto con sus actividades enzimáticas relacionadas,
uno de los sistemas antioxidantes hepáticos de mayor relevancia. Por ello, el paso siguiente en
nuestro estudio fue evaluar la influencia de la dicroceliosis sobre el sistema glutatión y las
principales actividades enzimáticas antioxidantes hepáticas en los períodos de la infección
considerados (experimento tipo A).

Los datos de los parámetros considerados en este apartado, en conjunto, permiten
comparar la capacidad antioxidante del glutatión, así como la situación de algunos mecanismos
antioxidantes en ambos grupos, control e infectados.
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La Tabla XIII y la Figura 12 recogen los valores de las concentraciones de proteínas

hepáticas totales y de la fracción citosólica del hígado, así como la concentración citosólica

hepática de glutatión reducido (GSH) y glutatión oxidado (GSSG) en los animales infectados

con D. dendriticum  a los 80 y 120 d.p.i. y en los animales control.

Asimismo, se incluyen los valores medios de las actividades γ -glutamilcisteína sinteta-

sa (GCS) y γ -glutamiltranspeptidasa (GGT), enzimas que participan en la síntesis y en la

degradación del glutatión, respectivamente, correspondientes a cada grupo

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

Proteínas totales (mg/gh)

Prot. citosólicas (mg/gh)

GSH (µmol/gh)

GSSG (µmol/gh)

GCS (nmol/mgp.min)

GGT (nmol/mgp.min)

232±9

91,2±8,0

7,12±0,24

0,08±0,03

135±8

4,23±0,28

231±13

105±7

7,15±0,28

0,25±0,06*

171±6*

3,43±0,24*

235±10

126±6*

7,07±0,19

0,19±0,01*

162±8*

3,62±0,22*

Tabla XIII. Concentraciones de proteínas hepáticas totales y de la fracción citosólica hepática, glutatión re-
ducido (GSH) y oxidado (GSSG) y actividades enzimáticas de diversas enzimas relacionadas con el sistema glutatión.
Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.

Como puede observarse en la Tabla XIII, la concentración citosólica de GSSG fue sig-

nificativamente superior en los cricetos infectados a los 80 d.p.i. (+213%) y a los 120 d.p.i.

(+138%), respecto a los cricetos control, sin que se modificara la concentración hepática de

GSH como consecuencia de la dicroceliosis.

Por otra parte, la dicroceliosis indujo un incremento significativo de la actividad enzi-

mática GCS (80 d.p.i.: +27%; 120 d.p.i.: +20%) y un descenso significativo de la actividad

GGT (80 d.p.i.: -19%; 120 d.p.i.: -14%) respecto a los animales control (Figura 12).

En la Tabla XIV se recogen los valores de la relación entre las concentraciones hepáti-

cas de glutatión oxidado y reducido (GSSG/GSH) y de la concentración de hidroperóxidos,

determinada mediante la técnica de la diclorofluoresceína (DFC), ambas indicativas de estrés

oxidativo. Aparecen indicados, asimismo, los valores de la concentración hepática de los pro-

ductos de reacción del ácido tiobarbitúrico (TBARS), parámetro marcador de peroxidación

lipídica.

La concentración de TBARS y la relación GSSG/GSH hepáticas aumentaron significa-

tivamente como consecuencia de la dicroceliosis, tanto a los 80 d.p.i. (+40% y +300%, respec-
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tivamente), como a los 120 d.p.i. (+84% y +200%, respectivamente) (Figura 13), sin que se

modificara significativamente la concentración hepática de hidroperóxidos en los animales in-

fectados respecto a los animales control.
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Figura 12. Concentraciones hepáticas de glutatión reducido (GSH) y glutatión oxidado (GSSG) y activida-
des enzimáticas hepáticas γ-glutamilcisteína sintetasa (GCS) y γ-glutamiltranspeptidasa (GGT) en animales infectados
y en animales control. Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

Relación GSSG/GSH

TBARS (nmol/mgp)

DCF (pmol/mgp)

0,01±0,004

9,02±0,47

126±19

0,04±0,01*

12,6±0,8*

158±17

0,03±0,002*

16,6±2,3*

131±12

Tabla XIV. Relación entre las concentraciones hepáticas de glutatión oxidado y reducido (GSSG/GSH), con-
centración hepática de los productos de reacción del ácido tiobarbitúrico (TBARS), y determinación de la concentra-
ción de hidroperóxidos (DCF). Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.

La Tabla XV muestra las actividades enzimáticas antioxidantes glutatión reductasa

(GR), glutatión S-transferasa (GST), glutatión peroxidasa (GPx) total, selenio dependiente y

selenio independiente, superóxido dismutasa (SOD) y catalasa en el citosol hepático de los

animales control y de los animales infectados.
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Figura 13. Relación entre las concentraciones hepáticas de  glutatión oxidado y reducido (GSSG/GSH) y
concentración hepática de los productos de reacción del ácido tiobarbitúrico (TBARS) en cricetos infectados y cricetos
control. Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.

La dicroceliosis cursó con un incremento de la actividad glutatión peroxidasa total cito-
sólica, tanto a los 80 d.p.i. (+18%) como a los 120 d.p.i. (+35%), aumentando la actividad
glutatión peroxidasa selenio dependiente de forma significativa a los 120 d.p.i. (+46%) respec-
to a los animales control (Figura 14), sin que se modificara la actividad glutatión peroxidasa
selenio independiente como consecuencia de la dicroceliosis.

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

GPx total (nmol/mgp.min)

GPx Se dep. (nmol/mgp.min)

GPx Se ind. (nmol/mgp.min)

GR (nmol/mgp.min)

GST (µmol/mgp.min)

SOD (U/mgp)

Catalasa (µmol/mgp.min)

570±63

416±64

154±7

199±14

4,77±0,21

16,0±1,0

297±14

674±41*

516±51

158±32

173±12

5,10±0,35

13,0±1,3*

327±30

769±81*

608±85*

161±15

156±8*

5,60±0,22*

10,0±0,8*

324±17

Tabla XV. Actividades enzimáticas citosólicas glutatión peroxidasa (GPx) total, selenio dependiente y sele-
nio independiente, glutatión reductasa (GR), glutatión S-transferasa (GST), superóxido dismutasa (SOD) y catalasa en
cricetos control e infectados. Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.

Como se indica en la Tabla XV, las actividades enzimáticas citosólicas superóxido

dismutasa (SOD), que cataliza la eliminación de radicales superóxido, y glutatión reductasa

(GR), enzima responsable de la reducción de GSSG a GSH, resultaron significativamente dis-

minuidas en los animales parasitados respecto a controles, descendiendo la actividad enzimáti-

ca SOD en ambos períodos de la infección (80 d.p.i.: -19%; 120 d.p.i.: -38%) (Figura 15); la

actividad GR sólo disminuyó de forma significativa a los 120 d.p.i. (-22%) (Figura 16).
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Figura 14. Actividades enzimáticas citosólicas glutatión peroxidasa (GPx) total y glutatión peroxidasa se-
lenio dependiente (GPx Se dep.). Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.
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Figura 15. Actividad enzimática citosólica superóxido dismutasa (SOD) en cricetos infectados y en cricetos
control. Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.

La actividad citosólica glutatión S-transferasa (GST), que cataliza la conjugación de
metabolitos tóxicos con el GSH, aumentó significativamente en los animales infectados a los
120 d.p.i. (+17%) respecto a los animales control, sin que se modificara significativamente a
los 80 d.p.i. (Figura 16). La actividad enzimática citosólica catalasa no se alteró significativa-
mente como consecuencia de la dicroceliosis (Tabla XV).

En la Tabla XVI se incluyen los valores de concentración de proteína mitocondrial he-
pática y de las actividades enzimáticas antioxidantes mitocondriales glutatión peroxidasa total,
selenio dependiente e independiente y superóxido dismutasa.

Como se indica en la Tabla XVI, la actividad mitocondrial GPx total aumentó significa-
tivamente como consecuencia de la dicroceliosis (80 d.p.i.: +44%; 120 d.p.i.: +42%), aumen-
tando la actividad GPx selenio dependiente (80 d.p.i.: +73%; 120 d.p.i.: +41%) (Figura 17) sin
que existieran diferencias significativas en la actividad selenio independiente entre los cricetos
infectados y los cricetos control, de forma similar a lo indicado para dicha actividad enzimática
en el citosol (Figura 14).
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Figura 16. Actividades enzimáticas citosólicas glutatión reductasa (GR) y glutatión S-transferasa (GST) en
animales infectados y en animales control. Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

Prot. mitocondrial (mg/gh)

GPx total (nmol/mgp.min)

GPx Se dep. (nmol/mgp.min)

GPx Se ind. (nmol/mgp.min)

SOD (U/mgp)

29,5±2,4

243±21

135±17

120±10

2,97±0,16

27,0±2,0

349±14*

234±16*

116±22

2,38±0,24*

29,4±1,2

345±21*

190±14*

140±12

1,82±0,19*

Tabla XVI. Concentración mitocondrial de proteínas (Prot. mitocondrial) y actividades mitocondriales glu-
tatión peroxidasa (GPx) total, selenio dependiente e independiente y superóxido dismutasa (SOD), en cricetos parasi-
tados y en cricetos control. Valores medios ± EEM de 10 cricetos. *P<0,05.

La actividad mitocondrial SOD disminuyó como consecuencia de la dicroceliosis tanto

a los 80 (-20%) como a los 120 d.p.i. (-39%) respecto a controles, de forma paralela a su alte-

ración citosólica (Figuras 15 y 18).

En el presente estudio, se han considerado las relaciones entre diversas enzimas antio-

xidantes como parámetros orientativos del estado del sistema antioxidante y de su adaptación

a una situación de daño oxidativo (Tabla XVII, Figura 19).

Como se indica en la Tabla XVII, la relación entre las actividades citosólicas GPx to-

tal/GR, así como la relación entre las actividades catalasa/SOD resultaron significativamente

aumentadas en los cricetos infectados, tanto a los 80 d.p.i. (+25% y +19%, respectivamente)

como a los 120 d.p.i. (+63% y +85%, respectivamente) respecto a los cricetos control

(Figura 19).
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Asimismo, la relación entre las actividades GPx total/SOD citosólicas fue significati-

vamente superior en los animales afectados de dicroceliosis a los 120 d.p.i. (+95%), pero no a

los 80 d.p.i., respecto a los cricetos control (Figura 19).

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

GPx total/GR

Catalasa/SOD

GPx total/SOD

3,22±0,35

19,7±1,1

41,6±6,0

4,03±0,30*

23,5±2,2*

50,1±4,7

5,24±0,41*

36,5±4,2*

80,9±12,7*

Tabla XVII. Relación entre diversas actividades enzimáticas antioxidantes citosólicas en cricetos infectados
y cricetos control. Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.
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Figura 17. Actividades enzimáticas mitocondriales glutatión peroxidasa (GPx) total y glutatión peroxidasa
selenio dependiente (GPx Se dep.). Valores medios ± EEM de 10 cricetos. *P<0,05.
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Figura 19. Relación entre diversas actividades enzimáticas antioxidantes citosólicas en cricetos infectados y
cricetos control. Valores medios ± EEM de 10-15 cricetos. *P<0,05.

4.4. EFECTOS DE LA DICROCELIOSIS EXPERIMENTAL SOBRE EL SISTEMA DE

MONOOXIGENASAS DEPENDIENTES DEL CITOCROMO P-450

En los experimentos tipo A, asimismo, se estudió el efecto de la dicroceliosis experi-
mental sobre el sistema de monooxigenasas dependientes del citocromo P-450, que es el más
representativo de todas las reacciones de fase I.

En la Tabla XVIII se muestran los valores de las concentraciones de proteínas y cito-
cromo P-450 microsómicas hepáticas y de la actividad NADPH citocromo c-reductasa, así
como las actividades enzimáticas de varias monooxigenasas dependientes del citocromo P-450
en los grupos de cricetos control e infectados. Estos parámetros permiten valorar los efectos
de la dicroceliosis sobre el funcionamiento del sistema oxidativo microsómico hepático.

La concentración microsómica de citocromo P-450 disminuyó significativamente en los

animales infectados a los 80 y 120 d.p.i (-31% y -28%, respectivamente) en comparación con

los animales control (Tabla XVIII, Figura 20).

Como puede observarse en la Tabla XVIII, la dicroceliosis cursó con un descenso se-
lectivo en las actividades de las monooxigenasas dependientes del citocromo P-450. Así, las
actividades enzimáticas anilina hidroxilasa y etoxicumarina O-desetilasa microsómicas hepáti-
cas disminuyeron de forma significativa en los animales afectados por la dicroceliosis, tanto a
los 80 d.p.i. (-55% y -33%, respectivamente) como a los 120 d.p.i. (-43% y -41%, respecti-
vamente) en comparación con los cricetos control.

Asimismo, las actividades aminopirina N-desmetilasa y eritromicina N-desmetilasa
también resultaron significativamente disminuidas en la etapa más avanzada considerada de la
infección (-45% y -72%, respectivamente), pero sin que se modificaran significativamente a
los 80 d.p.i. respecto a los cricetos control (Figura 21).



139

Control 80 d.p.i. 120 d.p.i.

Proteínas microsómicas

(mg/gh) 27,4±1,2 26,6±1,8 22,2±1,2*

Citocromo P-450

(nmol/mgp) 0,29±0,02 0,20±0,03* 0,21±0,03*

NADPH cit. c-reductasa

(nmol/mgp.min) 45,3±2,9 45,6±2,9 158±11*

Aminopirina N-desmetilasa

(pmol/mgp.min) 1,10±0,05 1,12±0,08 0,61±0,16*

Etoxicumarina O-desetilasa

(nmol/mgp.min) 1,55±0,25 1,04±0,17* 0,91±0,07*

Eritromicina N-desmetilasa

(nmol/mgp.min) 7,14±1,02 7,69±0,44 2,00±0,35*

Anilina hidroxilasa

(nmol/mgp.min) 4,86±0,45 2,20±0,38* 2,78±0,35*

Fluidez de membrana

(P) 0,21±0,002 0,21±0,005 0,21±0,008

Tabla XVIII. Concentración microsómica hepática de proteínas, citocromo P-450, actividad NADPH cito-
cromo c-reductasa y diversas actividades de monooxigenasas dependientes del citocromo P-450. Valores medios ±
EEM de 15 cricetos. *P<0,05.

0

0.1

0.2

0.3

0.4

C
it

oc
ro

m
o 

P
-4

50
 (

nm
ol

/m
gp

)

120 d.p.i.
80 d.p.i.
Control

*
*

Figura 20. Concentración hepática de citocromo P-450 en animales control y en animales infectados. Valores
medios ± EEM de 15 cricetos. *P<0,05.

La fluidez de la membrana microsómica, expresada como su valor inverso (polaridad),

no presentó diferencias significativas entre los cricetos control y los cricetos infectados, ni a

los 80 ni a los 120 d.p.i. (Tabla XVIII). La actividad NADPH citocromo c-reductasa aumentó

significativamente a los 120 d.p.i. respecto a los cricetos control (+249%), sin que resultara

modificada significativamente a los 80 d.p.i. (Figura 22).
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Figura 21. Actividades enzimáticas microsómicas hepáticas anilina hidroxilasa, etoxicumarina O-desetilasa,
aminopirina N-desmetilasa y eritromicina N-desmetilasa en cricetos infectados y en cricetos control. Valores medios ±
EEM de 15 cricetos. *P<0,05.
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Figura 22. Actividad NADPH citocromo c-reductasa hepática en cricetos control y en cricetos infectados. Va-
lores medios ± EEM de 15 cricetos. *P<0,05.



5. DISCUSIÓN

5.1. EFECTOS DE LA DICROCELIOSIS EXPERIMENTAL SOBRE DIVERSOS

PARÁMETROS HISTOLÓGICOS Y BIOQUÍMICOS

El criceto sirio dorado es el mamífero de elección en trabajos experimentales con Di-

crocoelium dendriticum debido al reducido tamaño de su hígado, a la adecuada disposición de

los parásitos en los conductos biliares, al alto porcentaje de metacercarias que se desarrollan y

al tamaño relativamente elevado que alcanzan los parásitos en el mismo (Krull, 1956).

Efectivamente, en nuestro estudio, la detección de huevos del parásito en las heces de
los animales infectados a partir de la octava semana postinfección, el aumento en las
actividades ALT (alanina aminotransferasa) y AST (aspartato aminotransferasa), así como los
hallazgos macroscópicos e histopatológicos, indican la existencia de un daño hepático derivado
de la dicroceliosis que confirma, por tanto, la fiabilidad del modelo animal elegido para el
estudio del funcionamiento hepático.

Las actividades enzimáticas séricas AST y ALT, enzimas procedentes del parénquima

hepático, no específicas del suero, aumentaron en los animales infectados con D. dendriticum

respecto a los controles, de forma más manifiesta cuanto más avanzada se encuentra la parasi-

tación. Este aumento en las actividades de dichas enzimas séricas coincide con lo descrito por

otros autores en el curso de la dicroceliosis en la oveja (Dementev y cols., 1978; Ranucci y

Grol-Ranucci, 1978; Reinhardt, 1978; Campo, 1996).

La elevación de las actividades séricas de las enzimas comentadas está asociada a esta-

dos patológicos que cursan con daño celular y aumento de la permeabilidad de la membrana

plasmática o bien a necrosis de las células.

Resultados similares se han descrito en el curso de la fasciolosis en la rata y en el gana-

do ovino y bovino (Pullan y cols., 1970; Sykes y cols., 1980; Galtier y cols., 1983; 1985;

1987; 1991; 1994; Bulgin y cols., 1984; González y cols., 1991; Elsheikh y cols., 1992; Ferre

y cols., 1994; 1995; López y cols., 1994), mostrándose elevadas dichas actividades en plasma
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fundamentalmente en las primeras etapas de la infección, cuando los parásitos inmaduros mi-

gran por el parénquima hepático, con una tendencia a su normalización en la fase crónica, coin-

cidiendo con la localización del parásito en los conductos biliares y con la regeneración hepáti-

ca. Por tanto, ambas actividades son, junto con la actividad GGT plasmática, indicadoras del

estadio de la infección (Rowlands y Clampitt, 1979; Sykes y cols., 1980; Bulgin y cols., 1984;

Galtier y cols., 1986; Ferre y cols., 1994). Asimismo, se ha descrito un incremento en la acti-

vidad sérica ALT en el transcurso de la hepatitis crónica en el criceto (Brunnert y Altman,

1991).

Los resultados obtenidos en dichas actividades enzimáticas plasmáticas señalan la exis-

tencia de daño hepatocelular en el curso de la dicroceliosis subclínica en el criceto, siendo dicho

efecto lesivo de mayor entidad cuanto mayor es el tiempo transcurrido desde la infección, a

diferencia de lo descrito en el curso de la fasciolosis.

Las alteraciones macroscópicas que se observaron en la dicroceliosis experimental en el

criceto coinciden con lo indicado en estudios previos realizados en óvidos y bóvidos (Mapes,

1951; Dhar y Singh, 1963b; Massoud, 1981; Wolf y cols., 1984; Somvanshi y cols., 1992) y

se resumen en un endurecimiento del hígado, engrosamiento, dilatación y aspecto tortuoso de

las vías biliares y dilatación de la vesícula biliar, que contiene un gran número de parásitos.

Como lesiones histopatológicas, coincidiendo con nuestros resultados, se ha descrito en distin-

tas especies la existencia de infiltración leucocitaria, colangitis y fibrosis biliar, representativas

de la infección por el trematodo (Borchert, 1981; Massoud, 1981; Alzieu y Ducos de Lahitte,

1991), así como la hiperplasia del epitelio de los conductos biliares septales y del conducto

hepático derivada de la localización del parásito (Dhar y Singh, 1963b; Rahko, 1972; Campo,

1996) y cambios degenerativos en las células hepáticas (Marchand, 1966; Price y Child, 1971;

Rahko, 1972; Massoud, 1981; Steele, 1982), con la existencia de infiltración lipídica, como se

ha descrito en el criceto (Prunescu y cols., 1979). Dichos autores indican, en la misma especie,

el desarrollo de granulomas de cuerpo extraño, conteniendo células gigantes multinucleadas,

organizadas alrededor de los huevos del parásito en el parénquima hepático, de forma similar a

lo indicado en el presente trabajo.

En nuestro estudio, los animales infectados experimentalmente con D. dendriticum

mostraron una menor ganancia de peso corporal respecto a los cricetos control durante el

tiempo transcurrido desde la infección. Todos los estudios coinciden en señalar como manifes-

taciones más características de la dicroceliosis las alteraciones digestivas y de la nutrición, es-

tando ampliamente descritas la pérdida de peso e incluso la emaciación en las infecciones más

intensas, de forma semejante a como se ha puesto de manifiesto en animales infectados con

Fasciola hepatica, como consecuencia de la disminución de la ingestión de alimentos en la fase

de migración de los parásitos por el parénquima hepático (Sinclair, 1967; Berry y Dargie,

1976; Sykes y cols., 1980; Ferre y cols., 1994).
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Nuestros resultados coinciden con estudios previos realizados en animales infectados

con D. dendriticum en los que se observó un menor incremento del peso corporal (Sinclair,

1967). Asimismo, en corderos infectados en la naturaleza con D. dendriticum  se indicó la exis-

tencia de una ganancia de peso corporal inferior a los no infectados (Rosef y cols., 1985). No

obstante, es muy dificil evaluar la disminución de peso en los animales parasitados de forma

natural con D. dendriticum ya que, con frecuencia, también lo están por F. hepatica y/o por

otros parásitos. Si bien son escasos los trabajos experimentales realizados sobre este tema,

parece existir una relación directa entre la evolución del peso corporal y la carga parasitaria

(Hohorst y Lämmler, 1962; Salimova, 1972).

Por otra parte, los cricetos infectados a los 80 d.p.i. mostraron un peso hepático y una

relación hepatosomática significativamente inferior a los cricetos control. La disminución del

peso hepático observado en los cricetos infectados a los 80 d.p.i., podría derivarse del efecto

lesivo ejercido por el parásito sobre el parénquima hepático y los conductos biliares, actuándo

bien mediante una acción mecánica o bien química, y que parece corroborarse tanto por las

lesiones histológicas como por las alteraciones de las enzimas marcadoras de daño hepatoce-

lular descritas. Al disminuir el peso hepático de manera más marcada que el peso corporal, la

relación hepatosomática resultó asimismo reducida.

Estos hallazgos no coinciden con lo indicado en ratas y ovejas infectadas con Fasciola

hepatica, en las cuales la relación hepatosomática aumentó respecto a los animales control

(Berry y Dargie, 1976; Sykes y cols., 1980; Galtier y cols., 1983; 1985; 1987; González y

cols., 1991; Ferre y cols., 1994), posiblemente como una consecuencia de la inferior ganancia

de peso observada en los animales infectados durante la migración de los parásitos por el pa-

rénquima hepático. No obstante, hay que considerar, como posible explicación de dicha dis-

crepancia, la divergencia existente en los mecanismos patogénicos de ambos parasitos en el

hospedador definitivo, como son las distintas características migratorias, tamaño y alimenta-

ción de los mismos, lo que motiva la distinta evolución del cuadro clínico y de las lesiones en

el tiempo en ambas parasitosis.

A diferencia de los resultados observados en la fase inicial considerada por nosotros de

la parasitosis, en los cricetos infectados a los 120 d.p.i., el peso hepático y la relación hepato-

somática no difieron de los mostrados por los cricetos control. La recuperación de la masa

hepática y, por tanto, de la relación hepatosomática, podría explicarse como una consecuencia

de la proliferación de los conductos biliares y de la existencia de una intensa reacción fibrosa,

más manifiestas cuanto más avanzada es la fase considerada, que darían lugar a un aumento del

peso del hígado que, como indicaremos posteriormente, está asociado a un incremento de la

función biliar en los cricetos infectados a los 120 d.p.i.

En nuestro estudio, la recuperación de las formas adultas del parásito del hígado, de los

conductos biliares y de la vesícula biliar representó un 43% del total de metacercarias adminis-
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tradas. Estudios previos indican un porcentaje de vermes recuperados en cricetos infectados

del 68% de la dosis infectante (Hohorst y Lämmler, 1962). Se ha descrito un porcentaje del

50% de parásitos recuperados en el criceto cuando se administra una dosis infectante de 40

metacercarias (Krull, 1956), dosis elegida para la realización del presente estudio. Ahora bien,

la carga parasitaria recuperada en las infecciones experimentales con D. dendriticum puede

variar en función de la duración de la infección y de la metodología utilizada en la extracción de

los vermes (Wolff y cols., 1984).

5.2. EFECTOS DE LA DICROCELIOSIS EXPERIMENTAL SOBRE LOS

MECANISMOS DE FORMACIÓN DE LA BILIS

La bilis es una solución acuosa de compuestos orgánicos e inorgánicos secretada por

los hepatocitos al canalículo biliar y que se modifica a su paso por los conductillos y los con-

ductos biliares mediante procesos de reabsorción y/o secreción de agua y electrólitos. Pode-

mos distinguir dos fracciones dentro de la secreción biliar, la secreción biliar canalicular, dividi-

da en una fracción dependiente de los ácidos biliares (FDAB) y otra independiente de los áci-

dos biliares (FIAB) y la secreción biliar de los conductos (Klaassen y Watkins, 1984). Los

ácidos biliares juegan un papel fundamental en la formación de la bilis, actuando como solutos

osmóticamente activos responsables de la formación de la denominada fracción de secreción

dependiente de los ácidos biliares. La secreción activa de los ácidos biliares y sus conjugados

representa, al menos, el 40-50% del flujo biliar canalicular; la secreción biliar canalicular inde-

pendiente de los mismos se produce por la secreción de compuestos orgánicos distintos. Los

conductos biliares segregan además un fluido enriquecido en bicarbonato que es estimulado por

la acción de la secretina (Erlinger, 1993; Elsing y cols., 1996; Roberts y cols., 1997).

El flujo biliar no experimentó modificaciones significativas en los cricetos infectados a

los 80 d.p.i. respecto al de los cricetos control. Sin embargo, en la fase más avanzada de la

infección considerada en nuestro estudio (120 d.p.i.) el flujo biliar aumentó significativamente.

Con el término coleresis se define el aumento del flujo biliar provocado por la acción de diver-

sos compuestos tanto endógenos como exógenos.

Con el fin de establecer si la coleresis observada en los cricetos infectados a los 120

d.p.i. tenía su origen en el canalículo o en los conductos biliares, se procedió al estudio compa-

rado de la secreción biliar tras la administración de manitol [14C] a ambos grupos, infectados

(120 d.p.i.) y control. La medida de la depuración biliar de carbohidratos inertes, tales como el

eritritol o el manitol, ha sido ampliamente utilizada para diferenciar el flujo biliar de origen

canalicular del producido en los conductos. Se considera que, en la mayoría de las especies,

estos compuestos fluyen libremente a través del hepatocito, entrando en los canalículos bilia-

res por difusión sin metabolizarse, ni secretarse o reabsorberse en los conductillos y/o conduc-

tos biliares (Fevery y cols., 1990). La validez de este método ha sido cuestionada al existir
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evidencias de que estos solutos son capaces de atravesar en cierta medida el epitelio biliar

(Smith y Boyer, 1982); ahora bien, esta reabsorción parece afectar tan sólo al 10% del total de

soluto inerte excretado en la bilis (Tavoloni y cols., 1986). Los resultados obtenidos en el pre-

sente trabajo indican la existencia de un aumento en la depuración biliar de manitol, lo que su-

giere que la coleresis observada en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. tendría su origen en el

canalículo.

La secreción biliar canalicular puede modificarse durante su tránsito a través del árbol

biliar (Peterson y Fujimoto, 1973; Strazzabosco y cols., 1991). Se ha sugerido la existencia de

reabsorción de agua y de electrólitos por el epitelio biliar intrahepático al observarse que, en el

perro y en el mono, la relación de la concentración en bilis y en plasma del eritritol era supe-

rior a la unidad (Tavoloni, 1988). En nuestro estudio, la relación bilis/plasma de manitol [14C]

fue superior a la unidad en los cricetos infectados a los 120 d.p.i., lo que parece indicar la exis-

tencia de procesos de reabsorción de la bilis canalicular a su paso por los conductos biliares.

La contribución del árbol biliar a la formación de la secreción biliar total fue inferior en los cri-

cetos infectados a los 120 d.p.i. respecto a la mostrada en los cricetos control (20% y 30%,

respectivamente).

Por tanto, el incremento del flujo biliar observado a los 120 d.p.i. se explicaría como el

resultado de dos acciones opuestas. Por una parte, la secreción biliar canalicular se encontraría

estimulada como consecuencia de la dicroceliosis, mientras que, por otra parte, se incrementa-

ría la función de reabsorción frente a la función secretora de los conductos biliares sobre dicha

bilis canalicular.

La proliferación de estructuras semejantes a conductos biliares intrahepáticos en el

hombre se asocia, fundamentalmente, a situaciones en las que existe obstrucción extrahepática,

observándose también en diversas enfermedades infecciosas y por la acción de agentes tóxicos

(Popper, 1986; Alpini y cols., 1988; 1989). En distintos animales, esta reacción hiperplásica

puede inducirse por ligadura del conducto biliar común (Alpini y cols., 1988; Slott y cols.,

1990; Sirica y Williams, 1992; Bravo y cols., 1997), por infección con Fasciola hepatica (Isse-

roff y cols., 1977; Foster, 1981; López y cols., 1993; Ferre y cols., 1995), Schistosoma man-

soni (Bedi e Isseroff, 1979; DaSilva y cols., 1985), Eimeria stiedai (Esteller y cols., 1990), y

por una gran variedad de fármacos (Richards y cols., 1982; Alpini y cols., 1989), así como por

regímenes alimentarios que conducen a carcinoma hepatocelular (Sirica y Cihla, 1984; Yoko-

hama y cols., 1986).

Se ha descrito, como mecanismo patogénico del parásito, un efecto irritativo del mismo

sobre la mucosa de los conductos biliares de mayor tamaño, lo que podría explicar la prolifera-

ción observada. Algunos autores han sugerido que las ventosas del parásito podrían ser las

responsables de las erosiones y alteraciones mecánicas observadas en la mucosa de dichos

conductos (Dhar y Singh, 1963b; Rahko, 1972). Sin embargo, no hay que descartar el posible
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incremento de la presión biliar provocado por la acción mecánica obstructiva del propio pará-

sito (Alzieu y Ducos de Lahitte, 1991) o de productos tóxicos liberados por el mismo, como

factores desencadenantes de la división de las células del epitelio biliar, al igual que se ha des-

crito para explicar la hiperplasia observada en infecciones con Fasciola hepatica (Isseroff y

cols., 1977; Foster, 1981; López y cols., 1993).

Esta disminución de la contribución del árbol biliar a la secreción biliar total, observada

en la dicroceliosis, está en discrepancia con lo descrito en diversas situaciones patológicas que

cursan, asimismo, con hiperplasia del epitelio biliar. Así, el flujo biliar de los conductos en la

rata, que en condiciones basales representa el 10% del flujo biliar total, se incrementa con el

aumento en el número de células de los conductos biliares que tiene lugar en diferentes condi-

ciones experimentales (Accatino y cols., 1979; Alpini y cols., 1988; 1989). Se ha demostrado

la existencia de una relación lineal entre el flujo biliar y el número de estas células, de tal modo

que una gran hiperplasia de los conductos biliares induce una marcada coleresis (González y

cols., 1991; Jiménez y cols., 1992; López y cols., 1993). En nuestro estudio, los cambios his-

topatológicos descritos en el sistema de conductos biliares de los cricetos infectados, consis-

tentes en una proliferación y una fibrosis en la pared de los mismos, parecen inducir una ma-

yor contribución de la reabsorción de agua y electrólitos por el epitelio biliar intrahepático,

frente a su capacidad secretora.

Con el fin de establecer la contribución relativa de la FDAB y de la FIAB a la coleresis

canalicular, puesta de manifiesto tras el estudio de la depuración de manitol [14C] en los crice-

tos infectados a los 120 d.p.i., se determinaron la secreción biliar de ácidos biliares y de gluta-

tión, involucrados, respectivamente, en la formación de cada una de dichas fracciones.

Diversos investigadores apuntan que la secreción activa de glutatión a la bilis, junto

con la de bicarbonato (Hardison y Wood, 1987), son las principales fuerzas en la formación de

la bilis canalicular independiente de los ácidos biliares (Ballatori y Truong, 1992; Mohan y

cols., 1994). El papel del glutatión en la formación de la bilis se ha puesto de manifiesto me-

diante estudios realizados en ratas mutantes adultas Groningen Yellow, que carecen de activi-

dad γ-glutamiltranspeptidasa (GGT) (Dijkstra y cols., 1990) y estudios sobre la inhibición de

su degradación por acción de la acivicina, sustancia que bloquea la acción de la GGT (Ballatori

y Truong, 1992). Así, se ha demostrado en hígado de rata aislado y perfundido que cualquier

compuesto que aumente o disminuya la secreción biliar de glutatión produce cambios similares

en el flujo biliar existiendo una relación lineal, en diferentes situaciones experimentales, entre

flujo biliar y secreción biliar de glutatión (Ballatori y Truong, 1989; Hofmann, 1990).

En el presente estudio, la secreción biliar de glutatión aumentó significativamente en

los cricetos infectados a los 120 d.p.i. respecto a los cricetos control, sin que se modificara

significativamente la secreción de bicarbonato. El marcado incremento observado de la secre-
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ción de glutatión y, por tanto, de la FIAB, podría explicar, al menos en parte, la coleresis ob-

servada en dicho grupo.

Como se comentará con mayor profundidad en el siguiente apartado, la concentración

hepática de los TBARS y la relación hepática entre el glutatión oxidado y reducido

(GSSG/GSH), marcadoras de estrés oxidativo, aumentaron significativamente en los cricetos

infectados a los 80 y 120 d.p.i. En situaciones en las que un exceso de GSSG no puede redu-

cirse por la acción de la actividad glutatión reductasa (GR) y se acumula en el hígado, como

sucede en nuestro estudio, éste se elimina a la bilis (Sies y cols., 1978; Eberle y cols., 1981;

Kaplowitz y cols., 1983; Lauteburg y cols., 1984; Akerboom y Sies, 1989), lo que podría

explicar el aumento de la secreción biliar de glutatión y, por tanto, el aumento de la FIAB que

se produce en los cricetos infectados a los 120 d.p.i.

Además, en los animales parasitados, la actividad enzimática hepática γ -

glutamilcisteína sintetasa (GCS), enzima limitante en la síntesis de glutatión (Kretzschmar y

cols., 1989), resultó significativamente aumentada, mientras que la actividad γ -

glutamiltranspeptidasa (GGT) hepática, enzima que hidroliza el glutatión en sus aminoácidos

constituyentes (Meister y cols., 1981), disminuyó de forma significativa como consecuencia

de la dicroceliosis. La regulación de la GCS es de vital importancia en la homeostasis del GSH.

La inducción de dicha enzima parece estar asociada a una sobreexpresión del transportador

canalicular MRP1, que participa en el transporte de conjugados de glutatión y GSSG (Müller

y Jansen, 1997) y parecen estar correguladas (Ishikawa y cols., 1996), lo que parece apoyar el

incremento en la secreción biliar de glutatión comentado anteriormente.

El origen de las alteraciones oxidativas producidas por la dicroceliosis no se conoce ac-

tualmente, pero podrían estar implicados productos metabólicos tóxicos liberados por el pará-

sito que, desde la bilis, alcanzarían el torrente sanguíneo, ejerciendo su acción lesiva en el híga-

do (Krull y Mapes, 1952b; Dhar y Shing, 1963b; Aliev, 1968; Steele, 1982; Alzieu y Ducos

de Lahitte, 1991).

Respecto a la contribución de la FDAB a la coleresis canalicular descrita en los cricetos

infectados a los 120 d.p.i., en el presente trabajo se ha observado un marcado incremento en la

secreción biliar de los ácidos biliares y, por tanto, en el flujo biliar dependiente de los mismos,

en dicho grupo respecto a los cricetos control. En el grupo de cricetos infectados a los 80

d.p.i., dicha secreción y, por tanto, la FDAB, no experimentaron modificaciones significativas.

Como hemos indicado, existe una relación directa entre el flujo biliar y la secreción biliar de

ácidos biliares (Sellinger y Boyer, 1990), por lo que el aumento en su secreción explica, al me-

nos en parte, la coleresis canalicular observada en nuestro estudio.

En resumen, el aumento del flujo biliar observado a los 120 d.p.i. se acompañó de un

aumento paralelo en la secreción biliar de ácidos biliares y de glutatión, lo que parece indicar
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que tanto la FDAB como la FIAB participan en la coleresis de origen canalicular descrita en

esta fase de la infección.

La conversión del colesterol en ácidos biliares primarios (cólico y quenodesoxicólico),

se realiza en una cascada de reacciones enzimáticas que tienen lugar en los microsomas, el cito-

sol, las mitocondrias y los peroxisomas hepáticos. La primera reacción del proceso enzimático

es una 7α-hidroxilación que constituye la reacción limitante del mismo (Danielsson y cols.,

1976; Shefer y cols., 1970; Russell y Setchell, 1992), si bien existe otra vía de síntesis distinta,

iniciada por una colesterol 27α-hidroxilasa a través de la denominada "ruta ácida" (Axelson y

Sjövall, 1990; Axelson y cols., 1992; Shoda y cols., 1993), que pueden afectar a la concentra-

ción y al perfil biliar de los ácidos biliares. Con el fin de establecer si el origen del incremento

en la secreción de los ácidos biliares observado en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. se

debía a un incremento en la síntesis de estos compuestos, se determinó la actividad colesterol

7α-hidroxilasa microsómica hepática, que no resultó modificada por la dicroceliosis. Este re-

sultado parece indicar la ausencia de estímulo en la síntesis hepática de los ácidos biliares, por

lo que el aumento de su secreción biliar podría explicarse por un aumento de su salida a la bilis.

Los ácidos biliares hidrófobos, por sus propiedades detergentes, pueden dar lugar a es-

trés oxidativo al desestabilizar la estructura de las membranas (Hofmann y Roda, 1984), y al

activar la capacidad oxidativa de las células de Kupffer, lo que genera intermediarios reactivos

de oxígeno (De Lange y Glazer, 1990; Lujubuncic y cols., 1996). Con el fin de establecer la

existencia de posibles cambios cualitativos de los ácidos biliares que pudieran estar involucra-

dos en el estrés oxidativo observado en los animales infectados, se estudió el perfil de los áci-

dos biliares en la bilis, observándose tan sólo pequeñas modificaciones en dicho perfil y sin

que se detectara ningún aumento en la hidrofobicidad de los mismos como consecuencia de la

dicroceliosis.

Los ácidos biliares están sometidos a una serie de reacciones que los modifican por la

acción de microorganismos presentes en el intestino (Whiting, 1986). En una de dichas reac-

ciones los grupos hidroxilo se oxidan a grupos ceto, dando lugar a mono-, di- y tri-ceto deriva-

dos que se reducen a su paso por el hígado a su forma hidroxilo original. Los cetoderivados

también pueden formarse en situaciones en las que los ácidos biliares actúan como último paso

de una cadena de reacciones de peroxidación lipídica (De Lange y Glazer, 1990). Los fosfolí-

pidos, tanto de las membranas del tracto biliar como los que se encuentran en la bilis, pueden

ser vulnerables a la oxidación inducida por muchos xenobióticos que se excretan total o par-

cialmente en la bilis (Klaassen y Watkins, 1984). Los ácidos biliares, a concentraciones fisioló-

gicas, junto con otros compuestos como el glutatión, son antioxidantes efectivos que eliminan

los radicales libres de oxígeno facilitando la dismutación de los radicales superóxido mediante

su oxidación directa a ceto derivados (De Lange y Glazer, 1990). Este papel antioxidante lo

desempeñan fundamentalmente en la bilis y en el intestino (De Lange y Glazer, 1990).
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Aunque la mayoría de las oxidaciones del grupo 7α de los ácidos biliares se lleva a cabo

por la acción de las bacterias intestinales, recientes investigaciones ponen de manifiesto la exis-

tencia de una actividad enzimática dependiente de NADP(+), que no pertenece a ninguna fa-

milia de citocromo P-450, denominada 7α-hidroxicolesterol deshidrogenasa. Esta actividad

enzimática está presente en el hígado de criceto en alta concentración, catalizando la formación

de 7-cetocolesterol, que a su vez puede regular el metabolismo de los ácidos biliares (Song y

cols., 1996).

En nuestro estudio, el principal cetoácido encontrado en la bilis de los cricetos control

ha sido el ácido 7ceto, 3α, 12α dihidroxi, 5β-colanoico. La presencia en la bilis de dicho ácido

biliar aumentó significativamente en los cricetos infectados, representando en algunos de ellos

hasta el 2,5 % del total de los ácidos biliares. El incremento en la formación de cetoácidos bilia-

res parece ser más el resultado que la causa de la modificación del estado redox del hepatocito

descrito anteriormente. Así, la protección que ejercen los ácidos biliares frente a la peroxida-

ción de proteínas y de lípidos parece tener una significación fisiológica. El metabolismo del

propio parásito podría estar relacionado con este cambio y con la disminución observada en

los animales infectados a los 120 d.p.i. de la relación existente entre los ácidos biliares prima-

rios y los secundarios.

Los cricetos infectados a los 120 d.p.i. mostraron un aumento en la secreción biliar de

fosfolípidos y de colesterol respecto a los cricetos control. Como hemos indicado, la secreción

de los lípidos biliares está relacionada cuantitativamente con la secreción de los ácidos biliares

(Crawford y cols., 1988; 1991). Según se ha indicado en un apartado anterior, la secreción de

los lípidos biliares se produce por dos mecanismos, uno dependiente y otro independiente de

la secreción de los ácidos bilares. Este último es minoritario y se ha sugerido que es debido a la

existencia de un proceso secretor regulado a través de vesículas que se produce en ausencia de

aquéllos (Coleman y cols., 1989). Con respecto al primero, se requieren ácidos biliares para la

secreción eficiente de lípidos, aunque hay que tener en cuenta que son dos procesos separa-

dos, produciéndose en primer lugar la secreción de los ácidos biliares a la luz canalicular (Co-

leman y cols., 1989; Nathanson y Boyer, 1991) desde donde actúan extrayendo fosfolípidos y

colesterol desde microzonas de la membrana canalicular ricas en dichos lípidos (Verkade y

cols., 1990). El incremento en la secreción de lípidos biliares observado en nuestro estudio

podría deberse, por tanto, al aumento de la secreción biliar de los ácidos biliares, que actuarían

desde el canalículo solubilizando los lípidos de la cara externa de la membrana canalicular.

La secreción biliar de fosfatasa alcalina, enzima localizada en la membrana canalicular de los

hepatocitos, también resultó aumentada en los cricetos infectados respecto a los cricetos control.

Si bien existe una fracción significativa de fosfatasa alcalina que se secreta a la bilis

independientemente de los ácidos biliares (Wielandt y cols., 1993), la otra fracción biliar de la

enzima depende de la secreción de los mismos (Price y cols., 1972; Holdsworth y Coleman,

1975; Hatoff y Hardison, 1982). La secreción de fosfatasa alcalina a la bilis se explica
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principalmente por la solubilización de la enzima de la membrana canalicular por acción de los

ácidos biliares presentes en el canalículo (Vyvoda y cols., 1977; Coleman y cols., 1979). El

aumento en la secreción biliar de la fosfatasa alcalina observado en los animales infectados a los

120 d.p.i. podría, por tanto, deberse al incremento de la secreción de ácidos biliares constatado

en dicho grupo.

En nuestro estudio, la capacidad solubilizante de los ácidos biliares sobre los lípidos

biliares resultó aumentada en los cricetos infectados a los 120 d.p.i. respecto a los cricetos

control, existiendo, por tanto, un desacoplamiento entre la secreción de ácidos biliares y de

lípidos biliares. En la diabetes inducida con estreptozotozina en la rata, se observó un incre-

mento en la concentración de los fosfolípidos secretados por µmol de ácidos biliares secreta-

dos (Villanueva y cols., 1990), de forma similar a lo descrito en nuestro estudio.

La capacidad de los ácidos biliares para estimular la secreción de los lípidos biliares

depende de, al menos, 3 factores: su concentración intracanalicular, su perfil en la bilis y la

concentración biliar de los aniones orgánicos desacoplantes (Apstein y Robins, 1982; Apstein,

1984; Gurantz y Hofmann, 1984), a los que habría que añadir otro parámetro que es la com-

posición lipídica de la membrana canalicular (Coleman y cols., 1989; Smit y cols., 1993). La

habilidad de los ácidos biliares para promover la secreción de lípidos bilares aumenta al modi-

ficarse el perfil biliar de los mismos, según su hidrofobicidad (Alvaro y cols., 1986). En nues-

tro estudio, no se observaron diferencias en el perfil biliar de los ácidos biliares, por lo que

puede descartarse como mecanismo mediante el cual aumentaría la capacidad solubilizante de

los ácidos biliares.

La secreción de fosfolípidos y de colesterol también puede resultar incrementada res-

pecto a la secreción de los ácidos biliares en aquellas condiciones en las que aumenta la dispo-

nibilidad de ambos lípidos biliares a la acción detergente de los ácidos bilares sobre la cara ex-

terna de la membrana canalicular, al aumentar su transporte intracelular o su paso de la cara

interna a la externa de la membrana canalicular, lo que a su vez depende de la proteína mdr2

(Groen y cols., 1996; Oude-Elferink y cols., 1996)

El índice litogénico de la bilis indica la saturación en colesterol de la misma. La dicroce-

liosis no parece afectar al índice litogénico de la bilis ya que no existieron diferencias significa-

tivas entre los animales control e infectados en dicho parámetro.

Con el fin de esclarecer el mecanismo colerético derivado del aumento de la secreción

de los ácidos biliares, que se acompaña a su vez de un aumento en la secreción de lípidos bilia-

res en los cricetos a los 120 d.p.i., se administró colchicina, fármaco inhibidor de los microtú-

bulos. Diferentes estudios indican que el transporte intracelular de vesículas juega un impor-

tante papel en la llegada de colesterol y fosfolípidos a la cara interna de la membrana canalicu-

lar del hepatocito, y se sabe, asimismo, que la estimulación de la secreción biliar de lípidos por
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la acción de los ácidos biliares puede deberse a un aumento en su transporte mediante la vía

transcitótica (Cohen, 1996). La colchicina carece de efectos sobre la secreción basal de los áci-

dos biliares o sobre la secreción de taurocolato [14C] a dosis muy bajas, pero reduce la secre-

ción de los lípidos biliares (Crawford y cols., 1988). Sin embargo, al aumentar la concentración

de los ácidos biliares, la colchicina inhibe la secreción de los mismos asociada a una disminu-

ción paralela en la secreción biliar de los fosfolípidos y del colesterol (Erlinger, 1996).

En nuestro estudio, el tratamiento con colchicina revierte el aumento del flujo biliar y
de la secreción biliar de ácidos y lípidos biliares observados en los animales parasitados no
tratados. La vía de transporte vesicular transcitótica parece jugar, por tanto, un papel impor-
tante en la secreción de los ácidos y lípidos biliares en los animales infectados a los 120 d.p.i.
La reducción del flujo biliar que se produjo tras el tratamiento con colchicina en los animales
infectados, fue inferior a la producida en la secreción de los ácidos biliares, lo que concuerda
con lo indicado de que la coleresis observada en los animales a los 120 d.p.i. también depende-
ría de un aumento en la FIAB.

Además, tras el tratamiento con colchicina, el desacoplamiento entre la secreción biliar

de los ácidos biliares y lípidos biliares observado en los animales parasitados no tratados de-

saparece. El aumento en la capacidad solubilizante de los ácidos biliares sobre los lípidos bilia-

res en condiciones basales parece derivarse, por tanto, de un aumento en la disponibilidad de

colesterol y de fosfolípidos a la acción aquéllos sobre la cara externa de la membrana canalicu-

lar al encontrarse estimulado su transporte transcitótico como consecuencia de la dicroceliosis.

Los mecanismos mediante los cuales el parásito estimula la secreción de los ácidos bi-
liares sensible a la actuación de la colchicina son desconocidos. Sin embargo, la estimulación
del sistema de transporte vesicular podría derivarse del efecto de diversas sustancias tóxicas
liberadas por el parásito o de sus propios metabolitos sobre dicho sistema. Como se ha indi-
cado anteriormente, existen referencias de que la acción tóxica de D. dendriticum en el hígado
se debería, principalmente, a los efectos de sus productos metabólicos vehiculados a la sangre
desde la bilis. Una posible explicación podría ser la existencia de sustancias que, excretadas
por el parásito a la bilis fueran reabsorbidas, accediendo de nuevo al hígado vía porta o a través
de las arterias peribiliares, y que en los hepatocitos estimularan el transporte vesicular
transcitótico.

Dicrocoelium dendriticum, a diferencia de otros trematodos hematófagos como Fas-

ciola hepatica, se alimenta de bilis, mucina y células epiteliales descamadas (Alzieu y Ducos

de Lahitte, 1991). El aumento en la secreción de ciertos componentes biliares puede suponer,

por tanto, un aumento en la fuente de alimento para el parásito, lo que podría tener una signi-

ficación fisiológica como mecanismo adaptativo del mismo.

Tras la administración de taurocolato, que produce una coleresis de origen canalicular, a

los animales infectados y controles, se observó un incremento del flujo biliar respecto al flujo
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existente en condiciones basales, si bien la coleresis observada fue mucho más marcada en los

animales control que en los animales infectados a los 120 d.p.i.

El valor máximo de la secreción de los ácidos biliares en los animales control indica que,

posiblemente, no se alcanzó la tasa de secreción máxima, ya que la suma de la secreción basal

de los ácidos biliares (22 nmol/gh/min) y de la concentración administrada del ácido biliar exó-

geno (140 nmol/gh/min) fue inferior al valor máximo de secreción biliar. Ahora bien, en anima-

les infectados a los 120 d.p.i., este valor se redujo de forma significativa por debajo de la suma

de las tasas de secreción de los ácidos biliares endógenos y del taurocolato administrado. Bajo

nuestras condiciones experimentales, el máximo en la secreción de ácidos biliares puede asu-

mirse como la capacidad secretora máxima (SRmax).

Estudios previos sugieren que la tasa de secreción máxima de los ácidos biliares podría

depender de la habilidad del hepatocito para restaurar la pérdida contínua de lípidos de la

membrana canalicular en la bilis (Yousef y cols., 1987), por la acción detergente de los ácidos

biliares. Los lípidos biliares parecen transportarse hacia la membrana canalicular mediante ve-

sículas ricas en fosfatidilcolina procedentes del retículo endoplasmático. Tras su inserción en

la membrana canalicular constituirían las microzonas más ricas en esta sustancia (Coleman y

Rahman, 1992). La integridad funcional de los mecanismos de transporte vesicular, relaciona-

dos con los mecanismos de reparación de la membrana, es imprescidible en la protección de los

hepatocitos contra el efecto lesivo de los ácidos biliares durante la formación normal de la bilis

(Crocenzi y cols., 1997).

En situaciones en las que se produce un estímulo de la vía de transporte vesicular, co-

mo sucede en nuestro estudio, existe un incremento en la secreción de ácidos biliares y de lípi-

dos biliares, así como de otros constituyentes de la membrana canalicular, como la enzima

fosfatasa alcalina. En tal situación podría superarse la capacidad del hepatocito de restituir los

lípidos biliares extraídos de la membrana canalicular como respuesta a la administración de

ácidos biliares exógenos, a partir de las reservas intracelulares (Lowe y cols., 1986), lo que a su

vez induciría una disminución de la SRmax del taurocolato.

Por otra parte, la SRmax de taurocolato puede disminuir en situaciones en las que la ac-

tividad de los propios sistemas de transporte canalicular de los ácidos biliares se encuentre

reducida (Azer y Stacey, 1996). Estudios previos llevados a cabo por Akerboom y cols.

(1984), indican que la salida canalicular de taurocolato está estrechamente relacionada con el

contenido intracelular de GSSG, existiendo una disminución de la misma al administrar com-

puestos que aumentan la concentración de GSSG, tales como hidroperóxido o diamida. En

nuestro estudio, el incremento en la concentración hepática de GSSG descrito en los cricetos

infectados puede estar relacionado con la disminución de la SRmax del taurocolato observada

en dichos animales.
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Si bien existe una menor coleresis y una menor secreción de ácidos biliares en los crice-

tos infectados a los 120 d.p.i. respecto a los cricetos control, tras el tratamiento con taurocola-

to, la secreción biliar de fosfolípidos, colesterol y fosfatasa alcalina correspondientes a la

SRmax del taurocolato no presentó diferencias significativas entre ambos grupos. Existe, por

tanto, un desacoplamiento entre la secreción biliar de los ácidos biliares y de los lípidos bilia-

res, como ya indicamos para la secreción biliar basal. Se han descrito varias situaciones en las

que la secreción biliar de los lípidos puede aumentar respecto a la secreción de los ácidos bilia-

res, como consecuencia de tratamientos hormonales con etinil estradiol (Kern y cols., 1977),

progesterona (Nervi y cols., 1983) o triyodotironina (Gebhard y cols., 1992) o de ciertas alte-

raciones en la dieta (Smit y cols., 1994). El desacoplamiento observado en nuestro estudio

podría explicarse como una consecuencia de la estimulación de la vía vesicular de transporte

existente en los animales infectados a los 120 d.p.i., que incrementaría la secreción de lípidos

biliares, acompañado de una posible alteración en el sistema de transporte canalicular de los

ácidos biliares, al producirse un acúmulo intrahepatocitario de GSSG. El sistema de transporte

canalicular de los ácidos biliares, como hemos indicado, consiste en un transportador (cBST)

dependiente de ATP (Meier, 1996), que constituye el paso limitante en la secreción a la bilis

de los ácidos biliares (Nathanson y Boyer, 1991; Azer y Stacey, 1996). Al disminuir la con-

centración de los ácidos biliares en el canalículo en los animales infectados respecto a los ani-

males control, el arrastre de los lípidos de membrana por su acción detergente sería menor, lo

que justificaría la ausencia de diferencias significativas en la secreción de fosfolípidos y de

colesterol detectada entre ambos grupos, a pesar de que su transporte hacia la membrana cana-

licular se encuentre estimulado.

La existencia de una circulación colehepática de los ácidos biliares es compatible con la

existencia de un incremento en la salida de los lípidos biliares (Dumont y cols., 1980). Así, los

ácidos biliares serían reabsorbidos por el epitelio biliar, captados por los hepatocitos a su paso

por el hígado y secretados de nuevo, estimulando el flujo biliar canalicular y aumentando la

secreción de lípidos biliares. Sin embargo, si está circulación existe, no parece intervenir en

muchos de los cambios de la función biliar observados en la dicroceliosis, tales como el aumen-

to del flujo biliar y de la secreción de ácidos biliares. De igual manera, en nuestro estudio no se

detectaron ácidos biliares con un pKa elevado en la bilis de los animales infectados, siendo ésta

una característica de los ácidos biliares relacionada con su circulación enterohepática, así como

tampoco aumentó la secreción biliar de bicarbonato, lo que difiere de lo indicado en situaciones

en las que existe circulación colehepática de los ácidos biliares.

Si bien hay que ser cautelosos a la hora de interpretar estos hallazgos, ya que en los

animales parasitados existe un proceso inflamatorio y una compleja diversidad de lesiones

histopatológicas, estos resultados indican que, en ausencia de administración de ácidos biliares

exógenos, la estimulación de los mecanismos sensibles a la acción de la colchicina parece con-

tribuir sustancialmente a la secreción de los ácidos biliares en la dicroceliosis. Este mecanismo,
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probablemente, es el responsable del aumento inducido por el parásito en la secreción biliar de

los ácidos biliares, el colesterol, los fosfolípidos y las proteínas de la membrana canalicular, los

cuales pueden jugar un papel nutricional importante en la fisiología del parásito.

También contribuyen a la formación de la bilis canalicular diversos cambios metabóli-

cos inducidos en el hígado por la presencia del parásito, mediante la inducción de estrés oxida-

tivo, lo que provoca el aumento de la secreción biliar de glutatión. Además, en los animales

infectados a los 120 d.p.i., la contribución de la bilis de los conductos biliares, pobre en nu-

trientes, a la secreción biliar total está reducida, no diluyéndose así la bilis canalicular. Los

cambios inducidos por la dicroceliosis sobre la función biliar del hospedador definitivo parecen

depender estrechamente de la duración de la infección, siendo prácticamente inexistentes en la

primera etapa considerada de la misma (80 d.p.i.), pero que se van produciendo según aumenta

el tiempo de permanencia del parásito en los conductos biliares. Si dichos cambios tienen una

base evolutiva, jugando un papel en la fisiología del parásito o bien se trata de un fenómeno

derivado del proceso infeccioso, es una interesante cuestión que requiere investigaciones

posteriores.

5.3. EFECTOS DE LA DICROCELIOSIS EXPERIMENTAL SOBRE EL SISTEMA

GLUTATIÓN Y LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES HEPÁTICAS

La formación de intermediarios reactivos de oxígeno, tales como el anión superóxido,

peróxido de hidrógeno, radical hidroxilo y oxígeno "singlet" (1O2), en los sistemas biológicos

depende del consumo de oxígeno y su producción puede causar daño celular mediante proce-

sos de peroxidación lipídica. Además, la producción de radicales libres altera la estructura de

las proteínas de membrana (Zhang y cols., 1990), y ambos procesos pueden dar lugar a altera-

ciones en las actividades enzimáticas asociadas a la membrana.

Se han descrito distintas situaciones patológicas en las cuales la existencia de estrés

oxidativo y el aumento en la peroxidación lipídica se ha asociado con distintos tipos de daño

hepático (Mourelle y Mezza, 1990; Panozzo y cols., 1995). El daño tisular que hemos descri-

to en la dicroceliosis podría deberse, al menos en parte, a la generación de especies reactivas de

oxígeno. Así, en la oveja, la fasciolosis experimental induce un incremento simultáneo del cal-

cio citosólico y una disminución del glutatión citosólico a las 8 semanas postinfección, cuando

el proceso degenerativo celular hepático es máximo (Galtier y cols., 1986). Se han descrito

alteraciones similares en ratas a las 3 y 6 semanas postinfección (Galtier y cols., 1987). El

desarrollo de peroxidación lipídica ha sido descrito en hígado de ratas infectadas con F. hepati-

ca (Facino y cols., 1989; González y cols., 1991; Galtier y cols., 1994). Se ha sugerido que el

daño celular oxidativo observado en el curso de la fasciolosis sería una consecuencia de la des-

trucción tisular producida por las secreciones tóxicas de los parásitos (Galtier y cols., 1987).
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Nuestros resultados indican que la dicroceliosis experimental, al igual que la fasciolosis,

cursa con peroxidación lipídica, como se desprende del aumento significativo observado en la

concentración hepática de los TBARS. La peroxidación lipídica derivada del estrés oxidativo

produce malondialdehído, que puede interactuar con el DNA y causar citotoxicidad

(Chaudhary y cols., 1994).

La determinación de los TBARS es el método más frecuentemente utilizado para valo-

rar la producción de malondialdehído como marcador de peroxidación lipídica. Ahora bien, este

método está sometido a crítica debido a las drásticas condiciones usadas en la prueba, que

pueden inducir la producción artificial de malondialdehído y, además, porque algunas molécu-

las no lipídicas pueden ser fuente de los TBARS. Por dichas razones, deberían usarse al menos

dos métodos distintos para establecer la existencia de peroxidación lipídica (Sergent y cols.,

1995).

El GSH juega un papel fundamental, como antioxidante endógeno, en el mantenimiento

del estado redox de la célula, pudiendo consumirse mediante reacciones de conjugación con

compuestos endógenos y exógenos o mediante su oxidación a la forma disulfuro (GSSG) que

se elimina principalmente a la bilis (Sies y cols., 1978; Kaplowitz y cols., 1983; Lauteburg y

cols., 1984). La relación GSSG/GSH es un índice alternativo ampliamente utilizado en la de-

terminación de la existencia de estrés oxidativo en los tejidos (Werner y Cohen, 1993). Dicha

relación se mantiene muy baja en condiciones fisiológicas por la acción de la glutatión reducta-

sa, conservando así la célula su capacidad de combatir el estrés oxidativo. Cuando un tejido se

expone a gran cantidad de radicales libres dicha relación aumenta, provocando una alteración en

el estado redox intracelular que puede dar lugar a la inactivación de distintas enzimas (Lieber y

cols., 1990). Como hemos indicado, los animales infectados experimentalmente mostraron un

incremento significativo de esta relación.

A pesar del aumento de dichos marcadores de peroxidación lipídica y de estrés oxidati-

vo (TBARS y GSSG/GSH), la concentración hepática de DCF, índice de la concentración de

hidroperóxidos, no resultó modificada por la parasitosis. Este hecho puede deberse a un posi-

ble aumento en la degradación de los hidroperóxidos, como se ha indicado en ratas intoxicadas

con etanol (Sergent y cols., 1995). En la actualidad no se conocen los mecanismos mediante los

cuales el parásito causa alteraciones oxidativas en el hígado pero, aparte del efecto irritativo

desarrollado por el parásito, podrían estar relacionadas con la secreción de toxinas o de pro-

ductos derivados de su metabolismo.

Las células de los mamíferos poseen, además de GSH, distintas defensas antioxidantes

frente a los radicales libres, que incluyen las actividades enzimáticas superóxido dismutasa

(SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión transferasa (GST) (Inoue,

1994). Estas enzimas realizan su función de forma acoplada para eliminar los intermediarios

reactivos de oxígeno. Así, la SOD cataliza la conversión de radicales superóxido a peróxido de
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hidrógeno, actuando seguidamente la catalasa que reduce dicho peróxido de hidrógeno a agua y

oxígeno. La GPx protege a la célula del daño derivado de diversas especies oxidantes, tales

como el peróxido de hidrógeno e hidroperóxidos orgánicos (Michiels y cols., 1994), que actúan

causando peroxidación lipídica. Los resultados observados en este estudio sobre las distintas

actividades del sistema enzimático antioxidante hepático indican que la dicroceliosis experi-

mental influye de manera específica en la en la capacidad de defensa del hígado frente a un

daño oxidativo.

La elevación significativa de la actividad enzimática glutatión peroxidasa total citosólica

y mitocondrial en los animales infectados, debida fundamentalmente al aumento de la actividad

GPx selenio dependiente, es de mayor entidad cuanto más prolongado es el período postinfec-

ción, lo que podría representar un cambio adaptativo frente al potencial daño hepático y re-

flejar la habilidad del hígado para eliminar el exceso de especies reactivas de oxígeno. Este au-

mento compensatorio de la actividad GPx selenio dependiente ha sido descrito en distintas

situaciones, tales como el ejercicio extenuante o ciertas enfermedades hepáticas, que cursan

con estrés oxidativo (Ji y cols., 1988; Pastor y cols., 1997). El hígado utiliza una elevada con-

centración de GSH en la reducción de peróxidos de hidrógeno y de peróxidos orgánicos, reac-

ciones catalizadas por la GPx, por las cuales se transforma en GSSG. Este es un proceso de

gran importancia en la protección de las membranas lipídicas contra la oxidación. De hecho,

una de las principales funciones celulares del glutatión es el mantenimiento estructural de las

membranas (Kosower y Kosower, 1978).

La actividad glutatión reductasa (GR) complementa la acción de las citadas enzimas an-

tioxidantes al convertir el glutatión oxidado en reducido (Michiels y cols., 1994). La actividad

GR disminuyó en los animales infectados, de forma más manifiesta a los 120 d.p.i., lo que

parece indicar la existencia de una respuesta adaptativa subcelular en el hígado distinta para las

diversas actividades enzimáticas del sistema antioxidante en el curso de la infección. Al dismi-

nuir la capacidad de regenerarse el GSSG por la acción de la GR, se produciría un acúmulo de

glutatión oxidado en el hepatocito con los efectos ya descritos sobre el estado redox intracelu-

lar. Como hemos indicado en el apartado anterior, el exceso de GSSG se elimina fundamental-

mente en la bilis, lo que podría explicar el aumento de la secreción biliar de glutatión y, por

tanto, de la FIAB observadas en los cricetos infectados a los 120 d.p.i.

Existe un aumento en la relación GPx/GR en los cricetos infectados, que es más mani-

fiesto cuanto más avanzada es la etapa de la infección. Dicha elevación puede ser indicativa de

la existencia de daño oxidativo ya que la célula consume más GSH del que es capaz de regene-

rar, con lo que disminuye su capacidad de eliminar los peróxidos de hidrógeno y los hidrope-

róxidos orgánicos derivados de la presencia del parásito, a pesar de que los cambios en las ac-

tividades GCS y GGT, descritos en el apartado anterior, producen un aumento de la síntesis y

una disminución de la degradación del GSH.
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Otra de las actividades enzimáticas perteneciente al sistema antioxidante celular es la

actividad superóxido dismutasa. Hemos observado una disminución en la actividad SOD, tanto

citosólica como mitocondrial, en los animales infectados, que es de mayor entidad según avan-

za el período postinfección. Dicha disminución podría deberse a la elevada formación de peró-

xidos de hidrógeno derivados de la dismutación de aniones superóxido como consecuencia del

aumento en la producción de dichos aniones asociados a una situación de estrés oxidativo

(Hodgson y Fridovich, 1975; Santiard y cols., 1995). Se ha descrito un hallazgo similar en

ratas a las que se les administró etanol de forma crónica (Nanji y cols., 1995; Sergent y cols.,

1995). La actividad SOD mitocondrial también disminuyó en ratas sometidas a estrés oxidati-

vo mediante la oclusión y reperfusión de la vena cava suprahepática, como consecuencia de la

pérdida de integridad de la membrana mitocondrial y del aumento en la formación de peróxidos

de hidrógeno (González-Flecha y cols., 1993). La mitocondria es una fuente importante de

intermediarios reactivos de oxígeno, por lo que la inhibición de la actividad SOD mitocondrial

puede incrementar aún más la producción de aquéllos, facilitando de esta forma el desarrollo

del estrés oxidativo derivado de la dicroceliosis.

Diversas relaciones entre diferentes actividades enzimáticas antioxidantes se han utili-

zado como índices de estrés oxidativo. Éstas pueden orientar sobre el estado y los posibles

mecanismos adaptativos del sistema de enzimas antioxidantes en una situación de daño oxida-

tivo (Hong y Johnson, 1995; Somani y cols., 1997). En nuestro estudio, la relación entre las

actividades catalasa/SOD aumentó significativamente en los cricetos infectados, siendo esta

elevación más manifiesta a medida que evolucionaba el proceso. La relación GPx total/SOD

sólamente aumentó significativamente a los 120 d.p.i.

Los aumentos de dichas relaciones enzimáticas parecen indicar cierta incapacidad de

tales enzimas para eliminar de una forma suficientemente eficiente las especies reactivas de

oxígeno generadas, lo que confirmaría los resultados obtenidos respecto a los aumentos en la

concentración hepática de TBARS y en la relación GSSG/GSH y, por tanto, en la existencia de

estrés oxidativo.

Las glutatión S-transferasas (GST) son una familia de enzimas que catalizan la conju-

gación de una amplia variedad de compuestos electrófilos hidrófobos y tienen, además, activi-

dad GPx selenio independiente (Inoue, 1994). Se ha descrito una disminución en la actividad

GST citosólica en ratas y en ovejas infectadas con Fasciola hepatica (Galtier y cols., 1986;

1987; 1991; Biro-Sauveur y cols., 1995), lo que podría explicar la alteración en la excreción

biliar de compuestos tales como sulfobromoftaleína que se conjuga con el glutatión en el híga-

do (González y cols., 1991). En contraste con estos resultados, observados en la fasciolosis,

en el presente trabajo la actividad GST aumentó en los cricetos infectados a los 120 d.p.i, sin

que se modificara a los 80 d.p.i.
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Como hemos indicado, la regulación del sistema de enzimas antioxidantes en respuesta

al estrés oxidativo parece depender de la evolución de la dicroceliosis en el criceto, aumentando

las consecuencias nocivas cuanto más prolongado es el período desde la infección (120 d.p.i.).

La inadecuada actividad de las enzimas antioxidantes observada conlleva una disminu-

ción en la capacidad de protección de la célula frente al estrés oxidativo, da lugar a un mayor

daño oxidativo tisular e inicia un círculo vicioso con un aumento en la producción de radicales

libres que supera la capacidad antioxidante hepática, lo que a su vez favorece un mayor daño

oxidativo.

Los cambios específicos encontrados en las actividades enzimáticas antioxidantes y en

el sistema glutatión pueden estar relacionados con distintos factores, tales como la posible

acción específica de los productos tóxicos derivados del metabolismo de los parásitos adultos,

la respuesta inflamatoria de los animales a la presencia del parásito y/o la particular localiza-

ción de las enzimas en diversas áreas de los lóbulos hepáticos.

En resumen, los hallazgos encontrados en el presente trabajo indican que, a pesar de

que la dicroceliosis cursa con la activación de algunas enzimas antioxidantes y un incremento

en la síntesis de glutatión, existe una ineficiente eliminación de las especies de oxígeno reactivo

lo que conlleva un daño oxidativo en el hígado que es de mayor entidad cuanto más prolongado

es el período postinfección.

5.4. EFECTOS DE LA DICROCELIOSIS EXPERIMENTAL SOBRE EL SISTEMA DE

MONOOXIGENASAS DEPENDIENTES DEL CITOCROMO P-450

Los resultados obtenidos en el presente estudio, respecto a los efectos de la dicrocelio-

sis sobre el funcionamiento del sistema oxidativo microsómico hepático, ponen de manifiesto

la existencia de una disminución significativa en la concentración de citocromo P-450 en los

animales infectados a los 80 y a los 120 d.p.i. respecto a los animales control. Una reducción

similar ha sido observada en ratas y en ovejas infectadas con Fasciola hepatica durante el pe-

ríodo correspondiente a la migración de los parásitos a través del parénquima hepático (Galtier

y cols., 1983; 1986; 1987; 1994; Facino y cols., 1985; Elsheikh y cols., 1992; López y cols.,

1994; Biro-Sauveur y cols., 1995). Esta deplección puede ser debida a un incremento del cata-

bolismo del citocromo o a una inactivación del mismo, unido a una disminución en su síntesis.

Así, la aparición del citocromo P-420, durante algunas infecciones parasitarias (fasciolosis y

amebiasis hepáticas), indica la existencia de una degradación del citocromo P-450 a sus formas

catalíticamente inactivas (Tekwani y cols., 1988).

Como hemos indicado, el citocromo P-450 funciona como oxidasa terminal del sistema

de monooxigenasas microsómico encargado del metabolismo tanto de compuestos endógenos

como de xenobióticos (Ziegler, 1994). Todos los citocromos P-450 hepáticos son proteínas
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integrales de membrana, habiéndose caracterizado distintas isoformas que se agrupan dentro de

una superfamilia de genes, que integra a su vez distintas familias de genes entre las que desta-

can: la CYP1, la CYP2 y la CYP3, a las que pertenecen la mayoría de las isoenzimas P-450

relacionados con el metabolismo de fármacos (Nebert y cols., 1991). Las distintas familias de

proteínas no sólo se diferencian en su estructura y propiedades fisicoquímicas, sino también

en su especificidad por distintos sustratos (Gonzalez, 1992; Ziegler, 1994).

Las actividades monooxigenasas determinadas en el presente estudio, representativas

de dichas familias de citocromo P-450, han sido progresiva y diferencialmente alteradas por la

infección. Así, las actividades anilina hidroxilasa y etoxicumarina O-desetilasa disminuyeron

en ambos períodos postinfección, mientras que las actividades aminopirina N-desmetilasa y

eritromicina N-desmetilasa sólo se mostraron reducidas en la fase más avanzada de la parasito-

sis (120 d.p.i.).

De forma similar, se ha descrito en el curso de la fasciolosis una inhibición selectiva de

las isoformas del citocromo P-450 inducibles por el fenobarbital, sin que se modificaran las

isoformas inducibles por metilcolantreno (Tujenkji y cols., 1988). En la rata, la fasciolosis

altera las actividades microsómicas aminopirina N-desmetilasa y anilina hidroxilasa, sin afectar

a las actividades NADPH citocromo c reductasa y 7-etoxicumarina O-desetilasa (Galtier y

cols., 1983; 1985). Sin embargo, en estudios posteriores se detectó una alteración de la activi-

dad 7-etoxicumarina O-desetilasa en ratas infectadas con F. hepatica (Galtier y cols., 1994;

López y cols., 1994). La disminución en la concentración del citocromo P-450 microsómico y

en las actividades monooxigenasas asociadas, descritas en la fase aguda de la fasciolosis, varían

según sean o no tratados los animales infectados con fenobarbital o con aroclor 1254, lo que

sugiere que ciertas isoenzimas del citocromo P-450 estan selectivamente alteradas por la fas-

ciolosis (Galtier y cols., 1985).

En ovejas infectadas con F. hepatica, las actividades aminopirina N-desmetilasa, 7-

etoxicumarina O-desetilasa y anilina hidroxilasa también disminuyeron (Galtier y cols., 1986;

Elsheikh y cols., 1992). Se ha demostrado que la exposición a diversos agentes químicos puede

inducir alteraciones selectivas en la actividad de una o más familias del citocromo P-450 (Ioan-

nides y Parke, 1987; 1990; Watkins, 1992). Asimismo, se han descrito en ovejas y en ratas

infectadas con F. hepatica diferencias en la alteración de las distintas actividades según la fase

de la enfermedad (Galtier y cols., 1983; 1986; 1987; Facino y cols., 1985; Elsheikh y cols.,

1992; Biro-Sauveur y cols., 1995).

Diversos mecanismos pueden ser la causa de la alteración selectiva de diversas monoo-

xigenasas en los cricetos infectados. Las enzimas citocromo P-450 están integradas en la mem-

brana como proteínas embebidas en la matriz, por lo que, en situaciones en las que la fluidez

de la misma se vea alterada, puede verse afectada la función de dichas actividades enzimáticas
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microsómicas como consecuencia de una posible modificación de la movilidad lateral y/o rota-

cional de diversos componentes del sistema oxidativo microsómico.

Se ha demostrado, en diversos modelos experimentales, que la función de las activida-

des citocromo P-450 puede verse afectada por la existencia de alteraciones en la fluidez micro-

sómica. Así, en ratones con obesidad congénita existe una disminución en la afinidad con la que

la benzfetamina y la anilina se unen al citocromo P-450 que parece estar asociada a una dismi-

nución en la fluidez de la membrana microsómica hepática (Rouer y cols., 1980). Por otra par-

te, se ha indicado la existencia de una relación directa entre la fluidez de la membrana microsó-

mica y la actividad colesterol 7 α-hidroxilasa microsómica (Freese y cols., 1987), así como

también se ha observado una correlación positiva entre la actividad aminopirina N-desmetilasa

y la fluidez de la membrana en hígados cirróticos (Reichen y cols., 1992). De forma semejante,

en la infección experimental de ratas con F. hepatica, la depleción del citocromo P-450 y la

inhibición de algunas de las actividades monooxigenasas microsómicas se asoció a una altera-

ción en el estado físico de dicha membrana (López y cols., 1994).

La ausencia de cambios en la polarización de la membrana microsómica en los animales

infectados respecto a los controles, en nuestro estudio, indica que podemos descartar como

causa de las alteraciones del metabolismo de los fármacos y otros xenobióticos inducidas por

la dicroceliosis una alteración en el estado físico de dicha membrana. Debe existir, por tanto,

otro mecanismo responsable de la disminución en la función microsómica de los hígados infec-

tados. La reducción en las actividades de las monooxigenasas estudiadas puede ser debida, al

menos en parte, a la disminución de la concentración hepática del citocromo P-450.

La alteración específica de diferentes isoenzimas de citocromo P-450 puede estar rela-

cionada, como se ha sugerido por diversos autores en el curso de la fasciolosis (Galtier y cols.,

1985; 1986; 1987; 1991; Elsheikh y cols., 1992; López y cols., 1994), a una acción específica

de la excreción de sustancias tóxicas o a productos propios del metabolismo del parásito. En el

caso de la fasciolosis, estas sustancias tóxicas parecen actuar durante la migración histofágica

de los vermes a través del parénquima hepático (Jubb y cols., 1993). Mediante estudios ul-

traestructurales se ha indicado que, en la infección por Fasciola hepatica, la disminución en la

actividad de las oxidasas de función mixta era debida, probablemente, a un daño directo sobre

el retículo endoplasmático de los hepatocitos causado por los parásitos en su migración

(Tekwani y cols., 1988). Así, tanto la concentración del citocromo P-450 como las actividades

de las monooxigenasas dependientes del mismo, que se encontraban alteradas en la fase aguda

de la enfermedad, recuperaron los valores normales al alcanzar la fase crónica, cuando el pará-

sito se localiza en los conductos biliares (Galtier y cols., 1983; 1985; 1986; 1994; Elsheikh y

cols., 1992; López y cols., 1994). En nuestro estudio, existe una alteración progresiva de las

actividades de las monooxigenasas micrósomicas por acción del parásito, indicando un mayor

efecto lesivo cuanto mayor es el tiempo transcurrido desde la infección.
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Teniendo en cuenta la evolución en el tiempo de las alteraciones observadas y las ca-

racterísticas migratorias de D. dendriticum, las excreciones tóxicas o metabolitos producidos

por él podrían actuar alcanzando el parénquima hepático a través del torrente sanguíneo desde

su localización en los conductos biliares y ejercer, posteriormente, su acción lesiva en el

mismo.

Como hemos indicado, el parásito podría ejercer su acción tóxica mediante una altera-

ción del estado redox intracelular causando peroxidación lipídica, lo que a su vez podría expli-

car, al menos en parte, el daño hepático observado y la presumible reducida capacidad para la

biotransformación de fármacos y otros xenobióticos derivada de esta parasitosis. Aunque los

radicales libres pueden interactuar con cualquier estructura, son los ácidos grasos poliinsatura-

dos, que forman parte de la mayoría de las estructuras membranosas de la célula, los más sus-

ceptibles (Halliwell y Chirico, 1993). Además, la producción de radicales libres altera la es-

tructura de las proteínas de membrana (Zhang y cols., 1990), y ambos procesos pueden dar

lugar a alteraciones en las actividades enzimáticas asociadas a la membrana como son las acti-

vidades de las monooxigenas dependientes del citocromo P-450 (Pastor y cols., 1996).

Asimismo, la particular localización de dichas enzimas en áreas específicas de los ló-

bulos hepáticos podría ser una explicación plausible de su inhibición selectiva por la dicroce-

liosis, posibilidad descrita también en el caso de la fasciolosis (Galtier y cols., 1986; López y

cols., 1994).

En resumen, el presente estudio muestra que el efecto de la dicroceliosis experimental

sobre las enzimas metabolizadoras de fármacos en el criceto, podría alterar la capacidad del

hígado para biotransformar fármacos y otros xenobióticos, lo que puede tener consecuencias

fisiológicas, farmacológicas y/o toxicológicas en los animales parasitados. De esta forma, los

fármacos utilizados en el tratamiento de la dicroceliosis o de cualquier otra patología pueden

acumularse en el organismo del animal, debido a alteraciones en su proceso de excreción, oca-

sionando un riesgo potencial no sólo para dichos animales, sino también para los humanos que

consuman leche y carne con residuos químicos. Es necesario, por tanto, considerar las pautas

terapéuticas utilizadas en el tratamiento de la dicroceliosis con el fin de evitar una posible toxi-

cidad de los mismos y mejorar la eficacia de los tratamientos.





6. CONCLUSIONES

CONCLUSIÓN PRIMERA

La dicroceliosis experimental origina en el criceto, a los 120 d.p.i., una coleresis de ori-

gen canalicular, como sugiere el aumento de la depuración biliar de manitol [14C]. Dicha colere-

sis se acompaña de un incremento en la secreción de los ácidos biliares y del glutatión a la bilis,

lo que parece indicar la participación tanto de la fracción dependiente como de la fracción in-

dependiente de los ácidos biliares en el fenómeno colerético.

CONCLUSIÓN SEGUNDA

Los cambios histopatológicos descritos en el sistema de conductos biliares de los crice-

tos infectados, consistentes en una hiperplasia de su epitelio y una fibrosis de la pared de los

mismos, parecen inducir un incremento de su función de reabsorción frente a su función secre-

tora, reduciéndose la contribución de los conductos biliares a la secreción biliar total.

CONCLUSIÓN TERCERA

El incremento de la secreción biliar de los ácidos biliares se acompaña de un aumento

en la secreción de fosfolípidos, colesterol y proteínas de la membrana canalicular. Dicho efecto

parece derivarse de una estimulación de la vía de transporte mediado por vesículas, sensible a

la acción de la colchicina, sin que se encuentre estimulada la síntesis de los ácidos biliares ni se

observen modificaciones importantes en su perfil biliar.

CONCLUSIÓN CUARTA

La administración de taurocolato sódico a los 120 d.p.i. induce una menor respuesta

colerética y una disminución en la tasa de secreción máxima de los ácidos biliares, indicando la

existencia de una alteración en los mecanismos de transporte canalicular de los mismos cuando

su concentración hepática es elevada.
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CONCLUSIÓN QUINTA

La dicroceliosis experimental cursa en el criceto con una modificación de las reacciones

de destoxificación de fase I, como indica la alteración específica y progresiva de diferentes

isoenzimas del citocromo P-450, sin que se modifique el estado físico de la membrana en la

que se encuentran integradas. Dicha alteración podría deberse a una acción específica de la

excreción de sustancias tóxicas o a productos propios del metabolismo del parásito.

CONCLUSIÓN SEXTA

La dicroceliosis experimental origina en el criceto un fenómeno de estrés oxidativo

puesto de manifiesto por el incremento de la concentración de TBARS y de la relación gluta-

tión oxidado/glutatión reducido en el hígado. A pesar de producirse una activación progresiva

de algunas de las enzimas antioxidantes y un incremento en la síntesis de glutatión, existe una

eliminación insuficiente de radicales libres con aparición de un daño oxidativo en el hígado.

CONCLUSIÓN SÉPTIMA

El aumento de la secreción biliar de glutatión observado a los 120 d.p.i. parece derivar-

se del aumento de su síntesis y de la disminución de su degradación. La mayor secreción del

tripéptido a la bilis se relaciona con la necesidad de eliminar el exceso de glutatión oxidado

formado en el hígado como consecuencia del estrés oxidativo causado por el parásito.

León, 25 de Septiembre de 1998

Fdo: Sonia Sánchez Campos
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