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Abreviaturas

ABREVIATURAS UTILIZADAS

ADN

AlF

Apaf-1

ARN
ATP
ALT
AST
BR

CAD

CAT
CDNB
CID

Cit-c

absorbancia
acido desoxirribonucleico

factor inductor de apoptosis (“apoptosis inducing

factor”)

factor activador de apoptosis (“apoptotic peptidase

activating factor”)

acido ribonucleico
adenosin trifosfato

alanina amino transferasa
aspartato amino transferasa
bilirrubina

desoxiribonucleasa activada por caspasa (“caspase-

activated dexyribonuclease”)
Catalasa

1-cloro-2,4-dinitrobenceno
coagulacién intravascular diseminada

citocromo-c
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dATP
DD
EEM
EDTA
EGTA
ELISA
EROs
FHF
GPx
GR
GSH
GSSG
GST
Glu
Glu-6-P-DH
H-E
hpi

ICAD

desoxiadenosin-trifosfato

dominio de muerte (“death domain”)
error estandar de la media

acido etilén diamino tetraacético
acido etilén glicol tetraacético
ensayo inmunoenzimatico

especies reactivas de oxigeno

fallo hepatico fulminante

glutation peroxidasa

glutatién reductasa

glutatién (forma reducida)

disulfuro de glutation (forma oxidada)
glutation S-transferasa

glucosa

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
hematoxilina-eosina

horas posinfeccion

inhibidor de la desoxiribonucleasa activada por

caspasa (“inhibitor of caspase-activated DNase”)



Abreviaturas

IL interleucina

INF-y interferén-y

kb kilo bases

LDH lactato deshidrogenasa

MAPK proteinas cinasas activadas por mitdgenos (“mitogen-

activated protein kinases”)

NAC N-acetilcisteina

NAD+ nicotin adenin dinucledtido (forma oxidada)

NADP nicotin adenin dinucledétido fosfato (forma oxidada)
NADH nicotin adenin dinucleétido (forma reducida)

NADPH nicotin adenin dinucledtido fosfato (forma reducida)
NF-xB factor de transcripcion nuclear kappa B (“nuclear

factor-kappa B”)

NO oxido nitrico

NOS oxido nitrico sintetasa (“nitric oxide synthase”)
Oy radical anion superoxido

OH- radical hidroxilo

OPT optaldehido

PAP peroxidasa-antiperoxidasa
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pb
PBS
Pm

pi
POD
PMSF
RER

RHD

RL
rpm

RT-PCR

SAM
SH

SDS
SOD

SODm

pares de bases

tampon fosfato salino

peso molecular

posinfeccion

piruvato oxidasa
fenilmetil-sulfonil fluoruro
reticulo endoplasmico rugoso

enfermedad hemorragica del conejo (“rabbit

haemorrhagic disease”)
radical libre
revoluciones por minuto

transcripcion inversa-reaccion en cadena de la
polimerasa (“reverse transcription-polymerase chain

reaction”)
S-adenosil-L-metionina
grupo tiol

dodecil sulfato sédico
superoxido dismutasa

superoxido dismutasa mitocondrial



Abreviaturas

SSF suero salino fisiolégico

TAE tampon acético tris’/EDTA

TEMED tetrametiletilendiamina

TNF-a factor de necrosis tumoral-a. (“tumor necrosis factor-
o)

TNFR receptor del factor de necrosis tumoral (“tumor

necrosis factor receptor”)

U unidad
uv ultravioleta
V voltios

v-GT y-glutamiltranspeptidasa
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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS






Introduccién y Objetivos

El fallo hepatico fulminante (FHF) es un sindrome clinico muy grave
resultante de la necrosis hepatica y del fallo funcional del parénquima hepatico,
de rapida progresion, en un higado previamente sano, asociado con una alta
mortalidad (60-90%), a pesar de los grandes avances que se han producido en
los ultimos afos en la terapia tanto del manejo de los cuidados intensivos
mediante diversos soportes hepaticos bioartificiales como del trasplante
hepatico. Se caracteriza por la presencia de encefalopatia hepatica (EH) junto
con signos de insuficiencia hepatocelular, especialmente ictericia vy
coagulopatia. La mayoria de los pacientes experimentan un deterioro rapido y
mueren a no ser que reciban un trasplante de urgencia. Solo un bajo

porcentaje de estos pacientes recuperan la funcion hepatica normal.

El mayor conocimiento de los mecanismos patogénicos involucrados en
el desarrollo del FHF tiene gran importancia en la busqueda de nuevas
modalidades terapéuticas por lo que se considera que el uso de modelos
animales que brinden la oportunidad de investigar sobre esta grave patologia
tiene una gran trascendencia. De hecho, aunque una de las principales
etiologias de FHF es de naturaleza virica, la mayor parte de los modelos
desarrollados hasta el momento son quirurgicos o utilizan sustancias quimicas
y no reflejan de modo idéneo el patrén de la enfermedad humana de FHF.
Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion han comprobado que la
enfermedad hemorragica del conejo (RHD) presenta caracteristicas
bioquimicas, histolégicas y signos clinicos compatibles con el FHF del hombre
por lo que cumple los requisitos necesarios para ser considerado como modelo

animal del FHF humano.
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La apoptosis es la primera respuesta celular ante las principales
agresiones toxicas, viricas o dafios de isquemia/reperfusién que se producen
en los diversos 6érganos y tejidos. En el higado juega un papel fundamental en
la masiva muerte celular que se produce en el FHF, por lo que se supone que
es uno de los principales mecanismos implicados en la patogénesis del mismo.
De hecho, su inhibicién previene la inflamacion y la fibrosis que se desarrollan
en esta patologia hepatica por lo que se supone que el desarrollo de
inhibidores de la apoptosis seria una estrategia terapéutica de gran relevancia

para mejorar el estado de los pacientes afectados de esta patologia.

Aunque no existe tratamiento efectivo para el FHF, solamente la N-
acetilcisteina, un conocido antioxidante que inhibe la formaciéon de radicales
libres y dona grupos sulfidrilos necesarios para la sintesis de glutatiéon, ha
probado su eficacia en los casos de FHF producido por sobredosis de
paracetamol, mejorando numerosos parametros bioquimicos indicadores de
fallo hepatico. La N-acetilcisteina, ademas, mejora numerosos marcadores de
apoptosis y es un compuesto citoprotector con multiples aplicaciones
terapéuticas entre las que podemos destacar dicha utilizacion en el fallo

hepatico inducido por la sobredosis de paracetamol en el hombre.

Por todo ello, en este estudio el principal objetivo ha sido comprobar el
posible efecto protector de la administracion de N-acetilcisteina en conejos
infectados con el virus de la enfermedad hemorragica del conejo, modelo
animal de FHF de etiologia virica, sobre diversos parametros plasmaticos y
hepaticos indicadores de dafo hepatico asi como sobre diversos marcadores

de muerte celular por apoptosis.




2 REVISION BIBLIOGRAFICA






Revisién Bibliogréfica

2.1. El fallo hepatico fulminante

En el afio 1970, Trey y Davidson definieron la hepatitis fulminante como
un cuadro clinico agudo, de pocas semanas de evolucion y sin evidencias de
enfermedad hepatica previa (Trey y Davidson, 1970). El fallo hepatico agudo o
fulminante (FHF) es un sindrome clinico muy grave asociado con una alta
morbilidad y mortalidad (Lee, 1993), a pesar de los grandes avances que se
han producido en los campos tanto del manejo de los cuidados intensivos
como en el trasplante hepatico (Previs y cols., 1998; Nussler y cols., 2006). El
FHF se caracteriza por un rapido deterioro de la funcidon hepatica con
desarrollo de encefalopatia hepatica en pacientes sin historia previa de
enfermedad hepatica o con alteraciones hepaticas cronicas (O’'Grady y cols.,
1993). Las etiologias del FHF son muy diversas, con variaciones geograficas, e
incluyen hepatitis viricas, hepatotoxinas, anormalidades cardiovasculares,
hepatitis autoinmunes, alteraciones metabdlicas y anormalidades anatémicas
del higado; no obstante, en una gran proporcion de pacientes se desconoce su

etiologia (Riordan y Williams, 2000).

El FHF no se considera como una enfermedad, sino como un sindrome
que se produce como consecuencia del fallo funcional de una gran parte del
parénquima hepatico (Rosser y Gores, 1995). El diagnostico del cuadro se
basa, por un lado, en la ausencia de enfermedad hepatica previa, y por otro, en
la presencia de signos clinicos y analiticos que evidencian la menor funcién
celular hepatica, siendo un buen indice el alargamiento del tiempo de

protrombina que no se corrige con vitamina K.
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2.1.1. Etiologia

Las causas que originan el FHF son diversas y existe una considerable
variacion geografica. Los virus y los farmacos son los responsables de la
mayoria de los casos sin embargo, en un alto porcentaje de los pacientes la
etiologia es indeterminada (O’Grady, 2005). En la mayoris de los casos el FHF
es originado principalmente por infecciones viricas especialmente por el virus
de la hepatitis B pero también por el Ay por el E (Acharya y cols., 2000). Ahora
bien, en paises como el Reino Unido y en los EEUU, mas del 65% de los
casos de FHF son debidos a drogas y farmacos siendo la intoxicaciéon por
paracetamol la principal causa de FHF (Bernal, 2003). En Espafia el principal
responsable es el virus de la hepatitis B mientras que la intoxicacion por
paracetamol es la causa de un bajo numero de casos; y en uno de cada tres

casos no se conoce su etiologia (Escorsell y cols., 2007).

Las causas que originan el FHF las podemos dividir en tres grandes

grupos:
1. Infecciosas (50-70%)
2. Farmacos, toxinas y venenos (20-30%)

3. No toxicas ni infecciosas: vasculares, metabdlicas, miscelaneas,

indeterminadas (5%)
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2.1.1.1. Etiologia infecciosa

La hepatitis virica aguda constituye una de las causas mas frecuentes
de FHF, aunque con una variabilidad geografica en su prevalencia que puede
oscilar desde el 72% en Paris al 33% en Londres (Bernuau y col., 1986;
O’Grady y cols., 1989), con un valor del 40% en el caso de Espafa (Escorsell
y cols., 2007). Los principales virus implicados son los virus de las hepatitis A,
B, Dy E. En el caso del virus A el riesgo de que desencadene hepatitis
fulminante o subfulminante es bajo (0,01%) y del conjunto de las hepatitis
viricas que pueden evolucionar de forma fulminante es la que tiene el mejor
pronéstico. El virus B es la causa principal de FHF a escala mundial, llegando
a ser responsable del 70% de los casos de origen virico (Papaevangelou y
cols., 1984). Las hepatitis producidas por el virus E provocan FHF sobre todo
en mujeres en el tercer trimestre de embarazo con gran incidencia en zonas de

Africa y Asia (Ramalingaswami y Purcell, 1988).

Otros virus implicados en el FHF son los herpes simples tipo 1 y 2,
varicela-zoster, citomegalovirus, Epstein-Barr, adenovirus, paramixovirus y de
forma aislada se han comunicado casos atribuibles a parvovirus B19, cosackie
B y arbovirus, principalmente en pacientes inmunodeprimidos (Bernuau y cols.,

1986; Liang y cols., 1993., Langnas y cols., 1995; Feranchak y cols., 1998).

2.1.1.2. Etiologia toxica

Con excepcion de la hepatitis por paracetamol que es frecuente en
algunos paises, la hepatitis debida a intoxicaciones provoca Unicamente el 1-
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2% de los casos de FHF y en ocasiones se determina la etiologia toxica por
exclusion de otras causas (Bernuau y cols., 1986; Abboud y Kaplowitz, 2007).
El paracetamol es la causa del 50 al 60% de los casos de insuficiencia
hepatica fulminante en el Reino Unido (O'Grady y cols., 1989), predominando
en este caso la intencion suicida sobre el envenenamiento accidental. La tasa
de hospitalizacion debido a una sobredosis accidental o intencionada de
paracetamol se estima en mas de 26.000 casos al afio en USA (Nourjah y
cols., 2006).

Otros agentes causantes de FHF son los anestésicos halogenados,
sobre todo el halotano, los antiinflamatorios no esteroideos, los agentes anti-
BK isoniazida y pirazinamida o los inhibidores de la monoamino oxidasa, sobre

todo si se asocian con inductores enzimaticos (Boelsterli y cols., 1995).

Las setas del género Amanita y disolventes industriales como el
tetracloruro de carbono e hidrocarburos volatiles se encuentran entre los

agentes capaces de causar FHF.

2.1.1.3. Otras etiologias

Aunque con una baja frecuencia también son causas de FHF las
asociadas al embarazo (ruptura hepatica espontanea), enfermedad veno-
oclusiva, sindrome de Budd-Chiari, enfermedad de Wilson, hemocromatosis,
metastasis tumorales, sepsis, isquemia y el fallo del trasplante hepatico
(Grabhorn y cols., 2006; Eisenbach y cols., 2007).

10
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2.1.2. Clinica

Tanto las manifestaciones clinicas como los datos de laboratorio son
comunes en las diferentes etiologias, salvo peculiaridades especificas. La EH
constituye un criterio diagnostico. Casi siempre la hiperbilirrubinemia es de tipo
conjugado y la ictericia es un signo precoz y rapidamente progresivo. Hay un
descenso progresivo del tamafio hepatico con disminucion de la matidez a la

percusion.

Se producen graves trastornos de la coagulacién por diferentes
mecanismos que favorecen el sangrado en diversas localizaciones, siendo la
mas frecuente el tracto digestivo superior (erosiones agudas de la mucosa
gastrica). La insuficiencia renal aparece en el 30-75% de los casos y se asocia
a un peor pronostico. Es habitual la circulacion hiperdinamica, caracterizada
por taquicardia, hipotension, aumento del gasto cardiaco y disminucion de las
resistencias periféricas, relacionado todo ello con un desequilibrio entre

factores vasodilatadores y factores vasoconstrictores a favor de los primeros.

Es comun la hipocapnia secundaria a la hiperventilacion central que se
produce en la EH vy la hipopotasemia secundaria a pérdidas e
hiperaldosteronismo secundario. La hiponatremia es generalmente dilucional.
Pueden aparecer hipomagnesemia e hipocalcemia. Los pacientes con FHF
desarrollan infecciones frecuentes de origen entérico. Siendo frecuentes
también las infecciones por Gram + y hongos, favorecidas por el manejo
diagnéstico y terapéutico de estos enfermos. En su patogenia se implican
alteraciones funcionales de los neutréfilos, disminucion del complemento sérico

y quizas una deficiencia de la funcion de las células de Kupffer.

11
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Analizaremos por sistemas las caracteristicas clinicas y la patogenia de

su afectacion en el curso del FHF.

2.1.2.1. Alteraciones del sistema nervioso central

La patogenia de la EH no es todavia muy conocida, no obstante los dos
factores implicados han sido el incremento de la concentracion de amonio en el
sistema nervioso central y el aumento del acido gamma amino butirico (GABA)

como neurotransmisor inhibidor (Lee, 1993; Mas y Rodes, 1997).

La neurotoxicidad del amonio es bien conocida. Su concentracion en la
sangre y en el liquido cefalorraquideo (LCR) aumenta en el FHF. El amonio
inhibe los canales de cloro, lo que contribuye a la depresion del sistema
nervioso central (SNC), disminuye la neurotransmision glutamatérgica,
causando neurodepresion y ademas altera la barrera hemato-encefalica. No
obstante, existen varias observaciones que van en contra de que el amonio
sea el unico factor en el desarrollo de la encefalopatia: a) la pobre correlacion
entre su concentracion en plasma y LCR y la gravedad de la encefalopatia; b)
la aparicion de encefalopatia con niveles de amonio normales; c) el hecho de
que concentraciones bajas de amonio producen excitacion en lugar de
neurodepresion (Jalan y Haynes, 1997). Se ha propuesto un papel para otras
neurotoxinas derivadas del intestino tales como mercaptanos, fenoles o acidos

grasos de cadena corta.

El estado normal de alerta esta determinado por un fino equilibrio entre
los neurotransmisores excitadores e inhibidores. Por un lado, el glutation es el

neurotransmisor excitador mas importante en el cerebro; en la encefalopatia

12
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sus niveles estan reducidos, los mecanismos de recaptacion estan alterados y
los sitios de unidn presentan una regulacion a la baja. Por otro lado, el GABA
es el principal neurotransmisor inhibidor y su tono esta aumentado en la EH, lo
que se asocia con alteraciones de la funcibn motora y la depresion de
conciencia, dos manifestaciones cardinales de la encefalopatia. El mecanismo
por el cual dicho tono aumenta es desconocido: la disminucién de los
receptores GABA presinapticos y el aumento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica estarian favoreciendo el aumento de la activacion de los
receptores GABA, junto con la sintesis de neuroesteroides por la astroglia
(Basile y Jones, 1997).

Por ultimo, se ha sugerido que el amonio por si solo aumentaria
directamente la neurotransmision GABAérgica (Basile y Jones, 1997). Parece
probable que el amonio, en las concentraciones que comunmente se detectan
en el FHF, contribuye a las manifestaciones de la encefalopatia ya sea
potenciando la neurotransmisién GABAérgica o aumentando sinérgicamente la
accion de los agonistas enddgenos del receptor benzodiacepinico. Este
concepto explica por qué algunos pacientes con encefalopatia tienen niveles
normales de amonio y por qué, en otras circustancias, no responden a los
antagonistas del receptor de benzodiacepinas y racionaliza el tratamiento de la
encefalopatia que esta encaminado tanto a la disminuciéon de los niveles de

amonio como a la disminucion del tono GABAérgico.

No sdlo la encefalopatia, como desorden metabdlico, afecta el nivel de
consciencia de estos pacientes sino también el edema cerebral con aumento
concomitante de la presion intracraneal (PIC). Generalmente progresa

siguiendo cuatro etapas que van desde la confusion con alteraciones de la

13
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personalidad () hasta el coma (IV), pasando por el comportamiento
inapropiado con sopor, letargia, ataxia y asterixis marcada (Il). El grado lll se
caracteriza por estado de estupor, lenguaje inarticulado, solamente se
responden ordenes simples, clonus y Babinski y rigidez. El aumento de la PIC
es poco frecuente en pacientes con encefalopatia grado l/ll; no obstante, en
las etapas tempranas aumentaria el liquido cerebral hasta alcanzar el maximo
en las etapas avanzadas. El edema cerebral aparece en un 50 a 85% de los
pacientes con FHF y encefalopatia grado IIl/IV (Lee, 1993; Atillasoy y Berk,
1995; Mas y Rodes, 1997). El edema cerebral puede conducir a herniacion
cerebral y muerte (25%). Existen dos teorias para explicar la patogénesis: la
hipétesis de la “glutamina” y la hipétesis de la “hiperemia cerebral”. La
hipotesis de la glutamina se basa en el hecho de que el amonio es
destoxificado en el cerebro y convertido en glutamina, cuyos efectos osméticos
en los astrocitos puede conducir al desarrollo de edema cerebral (Blei, 2005;
2008). El hinchazén de los astrocitos puede conducir al desarrollo de edema
cerebral y es un hecho neuropatolégico prominente en el FHF (Blei, 1991; Blei
y cols., 1992; Norenberg y cols., 2007). La concentracion de amonio cerebral
esta relacionada con la herniacién cerebral en pacientes de FHF (Clemmesen
y cols., 1999).

Las células se adaptan a cambios cronicos de la osmolaridad activando
mecanismos de regulacion a corto y largo plazo. La adaptacién aguda supone
una pérdida de osmolitos inorganicos a través de la activacion de canales de
potasio y cloro y del eflujo pasivo de osmolitos organicos (polioles: mioinositol,
sorbitol; aminoacidos y sus derivados: taurina, alanita y prolina; metilaminas,
glicerilfosforilcolina) a través de canales de membrana activados por la
inflamacion (McManus y cols., 1995). En la adaptacién cronica, la hinchazén
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celular inhibe la trascripcion de genes encargados de la sintesis de los
transportadores y de las enzimas responsables de la sintesis de los osmolitos
organicos (Lee, 1993; McManus y cols., 1995). Por lo tanto, no solo influye la
ganancia de glutamina por los astrocitos sino también si existe un tiempo
suficiente para compensar dicho efecto a través de la pérdida de osmolitos
organicos, lo que conduce al edema cerebral. La dependencia temporal
explicaria el desarrollo mas frecuente de edema cerebral en las formas
hiperagudas de FHF (Lee, 1993).

La hipdtesis de la “hiperemia cerebral’” propone que el edema se
produce como consecuencia de una elevacion del flujo sanguineo cerebral, lo
que altera las fuerzas hidrostaticas presentes en los capilares cerebrales.
Estudios realizados en pacientes con FHF (Larsen y cols., 1995a; 1995b;
Strauss y cols., 1997a; 1997b) y en modelos experimentales (Dempsey y Kindt,
1982) indican que las arteriolas cerebrales estan dilatadas. En pacientes con
FHF, la liberacion de endotoxinas desde el intestino a la sangre portal puede
aumentar la concentracién plasmatica del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) y de algunas interleucinas (IL-1p e IL-6) durante la respuesta inflamatoria
del hospedador (Wilkinson y cols., 1978, De-la-Mata y cols., 1990). A su vez,
las citocinas son potentes estimuladores de la enzima oxido nitrico sintetasa
(NOS), por lo que, el estado hiperdinamico de la circulacién sistémica, junto
con el alto gasto cardiaco y la baja resistencia vascular, puede llevar a la
produccién de excesivas cantidades de oxido nitrico (NO) en el endotelio del
enfermo con FHF (Schneider y cols., 1994). Otros estudios sugieren que el
desarrollo de edema cerebral puede depender tanto de la acumulacién de
glutamina en los astrocitos como de los cambios en el flujo sanguineo cerebral
(Master y cols., 1998; Cordoba y cols., 1999).
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Segun otros autores, el higado necrético también podria estar
involucrado en la génesis de la hiperemia cerebral pues la hepatectomia, en
pacientes inestables en espera de trasplante hepatico, conduce a una
estabilizacién de los pardmetros hemodinamicos sistémicos. Aunque, es
posible que las citocinas u otros compuestos liberados por el higado necrético
puedan contribuir a la vasodilatacion cerebral, otras situaciones asociadas con
la necrosis masiva del tejido hepatico, tales como pancreatitis, no estan
asociadas con edema cerebral. Asimismo, se ha indicado que en la cirrosis el
edema puede aparecer en ausencia de necrosis tisular (Cordoba y cols.,
1999).

2.1.2.2. Alteraciones renales y del equilibrio acido-base

Las alteraciones en el equilibrio hidroelectrolitico en el FHF son muy
complejas. Entre el 30 y el 75% de los pacientes con FHF desarrolla
insuficiencia renal oligurica, lo cual agrava el pronédstico. Debido a la
disminucion de la sintesis de urea por el higado, la azoemia no es un buen
indicador de la funcién renal, y se prefiere la creatininemia (Ring-Larse y
Palazzo, 1981).

Algunos pacientes desarrollan necrosis tubular aguda, vinculada al
shock hipovolémico, bacteriemia y nefrotoxicidad inducidas por drogas,
presentandose con un aumento de la natriuria y una orina isosmolar. No
obstante, en la evolucién lo mas frecuente (aproximadamente en el 50% de los
pacientes) es el desarrollo de un fallo renal funcional, habiéndose descartado
los factores prerrenales y la necrosis tubular aguda. Los rifiones de estos

pacientes son histolégicamente normales o casi normales con la funcién
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tubular renal preservada de manera que el trasplante hepatico o la mejoria del

cuadro revierte el fallo renal (Bihari y cols., 1986).

El fallo renal funcional, al igual que en la cirrosis, se relaciona con el
desequilibrio entre los factores neurohumorales vasoconstrictores vy
vasodilatadores renales, a favor de aquellos, secundario a la disminucién del
volumen circulante eficaz por vasodilatacion periférica y esplacnica. Se ha
demostrado a nivel neuronal un aumento de la actividad simpatica con la
existencia de un reflujo hepatorrenal; en lo humoral, un aumento del sistema
renina-angiotensina ll-aldosterona, un aumento de la hormona antidiurética con
refractariedad a la hormona natriurética auricular; y a nivel intrarrenal un
aumento de la endotelina 1 con una disminucion de la calicreina urinaria y una
alteracién de las prostaglandinas renales. De manera que, al igual que en los
pacientes cirréticos con sindrome hepatorrenal, los pacientes con FHF e
insuficiencia renal exhiben una grave vasoconstriccion renal con disminucion
de la perfusion renal y del filtrado glomerular con una funcién tubular
conservada en el contexto de una marcada vasodilatacion sistémica
(Hoofnagle y cols., 1995; Lee, 1997; Wendon y Ellis, 1997). Esta forma de
disfuncién renal no remite a menos que exista una mejoria simultanea de la
funcion hepatica. El prondstico del sindrome hepatorrenal es desfavorable con
una mortalidad del 90%.

Aproximadamente un 50% de los pacientes con FHF exhiben signos
clinicos asociados con hipertensién portal como ascitis y sindrome
hepatorrenal. Se ha sugerido que la hipertension portal podria estar causada
por un aumento de la resistencia hepatica al flujo sanguineo portal como

consecuencia del colapso sinusoidal y distorsion de la arquitectura hepatica
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después de producirse la necrosis hepatocelular extensa (Navasa y cols.,
1992).

La hipopotasemia se produce frecuentemente en las fases tempranas y
puede desencadenar arritmias letales. La hiponatremia es la expresion
bioquimica del aumento de retencién de agua y la disminucion de depuracién
del agua libre. Ello se debe a una disminucion del filirado glomerular, que
determina una menor llegada de orina primaria a los segmentos distales de la
nefrona, junto con el aumento de la hormona antidiurética. La inhibicién de la
secrecion de esta hormona, asi como su inhibicion periférica por la
demecociclina y la expansién del volumen con plasma aumenta la generacion
de agua libre. La hipernatremia puede seguir a la trasfusion de grandes
cantidades de plasma fresco, especialmente en ausencia de diuresis o con el
uso de diuréticos osmoticos. La hipofosfatemia es comun particularmente en

casos de sobredosis por paracetamol (Valla y cols., 1989).

La alcalosis es un hallazgo frecuente en el FHF (Bihari y cols., 1985;
Mizock y Falk, 1992). En etapas tempranas de la EH frecuentemente se
observa una alcalosis respiratoria de origen central, secundaria a algun
mediador toxico. Se asocia con una disminucidon de la disociacién de la
oxihemoglobina, y una disminucion de la perfusién cerebral y del consumo de

O, cerebral.

También es precoz una alcalosis metabdlica y puede deberse a la
hipopotasemia, o ser secundaria al fallo en la alcalinizaciéon de la orina. La
aspiracion gastrica puede potenciar este problema asi como también la

disminucion de la natremia.
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En la evolucion se desarrolla una acidosis metabdlica lactica,
particularmente asociada con la hipoglucemia y el fallo de la circulacién
periférica. Se ha sugerido que la acidosis lactica puede deberse tanto al fallo
de la gluconeogénesis como a un aumento del metabolismo aerdbico. Por
ultimo, puede existir también una acidosis respiratoria por depresion del centro

respiratorio secundario al edema cerebral.

2.1.2.3. Alteraciones respiratorias

En relacion al centro respiratorio, inicialmente se produce una
hiperestimulacion que lleva a una alcalosis respiratoria pero en la evolucion, y
de forma secundaria al aumento de la presion intracraneal, puede desarrollarse
una acidosis metabdlica por depresion del centro respiratorio que conduce al
paro respiratorio.

En relacion con el parénquima pulmonar y del intercambio de gases,
estos pacientes presentan una insuficiencia respiratoria tipo |, debido a una
hipoxemia con normo o hipocapnia. La hipoxemia es secundaria a varios
mecanismos: aspiracion del contenido digestivo en las vias aéreas, edema
pulmonar lesional, atelectasia por secreciones retenidas que no pueden
expectorar, ileo pronunciado con ascenso diafragmatico y neumonia, como
complicacion infecciosa. Se ha descrito un sindrome hepatopulmonar que
consiste en la triada: disfuncion hepatica mas hipoxemia mas dilatacion

vascular pulmonar (Castro y Krowka, 1996).

A nivel macrocirculatorio, el patron tipico del FHF es muy similar al de la

sepsis, con gasto cardiaco aumentado y disminucién de la resistencia vascular

19




Beatriz San Miguel de Vega

periférica, que en la evolucién puede llegar a la hipotensiéon y shock. A veces el
shock puede ser de causa central por depresion del centro vasomotor, siendo

de muy dificil tratamiento (Harrison y cols., 1991).

En la microcirculacion se produce una disminucion de la tasa de
extraccion de oxigeno con una diferencia arterio-venosa del oxigeno
disminuida a pesar de la alta disponibilidad del mismo, lo cual favorece la
lactoacidosis. La correccion de la macrocirculacion con vasoconstrictores e
inotrépicos, empeora la oxigenacion tisular agravando la acidosis metabdlica
(Wendon y Ellis, 1997). Se pueden observar arritmias cardiacas incluyendo
extrasistoles ventriculares, bloqueos vy bradicardia, que pueden ser
secundarias a alteraciones en la oxigenacién del miocardio y aumento de la

presion intracraneal.

2.1.2.4. Alteraciones de la coagulacién

Las alteraciones en el mecanismo de la coagulaciéon son un hallazgo
practicamente constante en el FHF, debido al papel del higado en la sintesis
de los factores de la coagulacién con excepcion del factor VI, que es
sintetizado por el endotelio. El tiempo de protombina (TP) se halla prolongado
(en general <50%), siendo éste un elemento prondstico. El factor VII es el
primero en disminuir por su vida media corta y se afecta poco con el aumento
del catabolismo. El descenso de este factor indica que el dafo hepatico ha
ocurrido independientemente de los factores dependientes de vitamina K y es
un factor prondstico (<15%) y de seguimiento evolutivo. La concentracién de
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fibrindgeno es la ultima en disminuir, ya que el higado preserva la capacidad

de sintetizarlo hasta las etapas finales del FHF.

Si bien puede ocurrir una fibrinolisis y una coagulacion intravascular
diseminada (CID) de bajo grado, estos sindromes son dificiles de distinguir de
los cambios debidos a fallos de la sintesis hepatica. No obstante, la CID puede
acentuarse por complicaciones hemorragicas, reposicion de factores, infeccion
0 endotoxemia. Se altera la funcion y el nimero de plaquetas que se situan por
debajo de 100.000/ul (Lee, 1993).

2.1.2.5. Alteraciones metabdlicas

Una situacion frecuente (mas del 40%) es la hipoglucemia, secundaria
a la alteracion de la gluconeogénesis y a los bajos niveles de glucogeno
hepatico (Lee, 1997). Por otra parte, los niveles de insulina estan elevados por
una disminucién de su metabolismo, lo que aumenta su vida media; este
aspecto junto con la hiponatremia, puede explicar parte de las manifestaciones

encefalicas.

La presencia de hipoglucemia constituye otro elemento prondstico. No
es raro que estos pacientes presenten una pancreatitis asociada que puede

ser causa de ileo o distension abdominal y de la hiperdinamia.
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2.1.3. Anatomia patolégica

En la mayoria de los casos, se produce una necrosis masiva de los
hepatocitos; no obstante, la insuficiencia hepatocelular sin necrosis es
caracteristica del higado graso agudo del embarazo y del sindrome de Reye,
sugiriendo que la muerte real de las células no es un rasgo universal o
esencial. Ciertas condiciones como el dano inducido por disolventes organicos
o0 la intoxicacidon por acetaminofeno afectan en particular a la regién
centrolobulillar. En contraste, el higado graso agudo se caracteriza por la

acumulacién de grasa microvesicular en las células intactas.

Vinculado con el patron enzimatico podemos hablar de dos tipos

anatomopatolégicos de lesién hepatica en el FHF:

En el tipo | aparecen areas confluentes de necrosis hepatocitaria, y
cursa con una elevaciéon muy marcada de las transaminasas séricas (mayores
de 1.000 U/l) y de la bilirrubinemia. Sus causas pueden ser virus hepatotropos,
téxicos como el paracetamol, halotano o isoniazida, intoxicacién por Amanita

phalloides o isquemia hepatica.

El tipo Il se caracteriza por un acumulo microvesicular de grasa en el
citoplasma hepatocitario, sin desplazamiento de los nucleos. Aunque también
aumenta la transaminasemia, lo hace en menor grado. Algunos ejemplos de
este tipo de FHF son la degeneracion aguda grasa del embarazo, el sindrome
de Reye, la toxicidad por tetraciclinas o acido valproico y la hepatitis aguda
alcohdlica (Lee, 1993; 1997).
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2.1.4. Fisiopatologia

La gravedad y duracion del FHF depende, por una parte, del grado de
alteracion de las actividades de sintesis, de biotransformacion y de eliminacion
de endotoxinas resultantes de la pérdida de funcionalidad de los hepatocitos y
las células de Kupffer, junto con los efectos sistémicos de los mediadores
liberados por el higado dafado y, por otra, de la velocidad y extensién a la que
estos acontecimientos se ven equilibrados por la regeneracion hepatica.
Diversas investigaciones sugieren que el dafio hepatico en el FHF es el
resultado tanto de la accién directa del farmaco, toxina, virus u otra causa,
como de la liberacion de citocinas de las células no parenquimatosas
activadas, es decir, las células de Kupffer, las células estrelladas y las células
endoteliales (Andus y cols., 1991; Rosser y Gores, 1995). La activacién de
estos tipos de células puede, ademas, reducir la microcirculacion intrahepatica
en los sinusoides, exacerbando la isquemia local. También se ha indicado que
los pacientes con FHF presentan bajos niveles plasmaticos de fibronectina,
proteina que actia como una opsonina no especifica para las particulas
circulantes, tales como desechos celulares, fibrina y bacterias, ademas de
estar involucrada en la hemostasia. Esta disminucion en su concentracién se
deberia a un incremento en su consumo en el proceso de fagocitosis mas que

a una falta de sintesis en el higado dafiado (Almasio y cols., 2000).

Varios estudios han implicado a las propias células residentes del
higado, especialmente las células de Kupffer y las células endoteliales, en
combinacion con elementos del sistema inmune como participantes en el
proceso destructivo que lleva al fallo hepatico bien sea por necrosis o por

apoptosis (Pessayre y cols., 1999). La apoptosis esta presente en el higado
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tanto durante su desarrollo como en la etapa adulta. Durante la embriogénesis
la apoptosis es necesaria tanto para el desarrollo de las vias biliares como del
parénquima hepatico. El primitivo sistema biliar intrahepatico se desarrolla a
partir de una doble capa cilindrica denominada lamina ductal. Terada y
Nakanuma observaron un incremento de los niveles de Bcl-2 en estadios
tardios del desarrollo de la ldmina ductal si lo comparaban con estadios mas
tempranos (Terada y Nakanuma, 1995). Posteriormente, en malformaciones en
las que persiste la lamina ductal se observé un descenso en el nimero de
células apoptéticas asi como un incremento en los niveles de Bcl-2

comparandolos con fetos control de similares edades (Sergi y cols., 2000).

No se conoce demasiado sobre la implicacion de la apoptosis en el
parénquima hepatico de una persona adulta sana; por el contrario, si se sabe
que la apoptosis esta involucrada en numerosas patologias hepaticas como
son enfermedades hepaticas autoinmunes, hepatitis viricas cronicas, en
procesos hepaticos asociados al consumo de alcohol, en procesos
cancerigenos como en el hepatocarcinoma y el colangiocarcinoma (Guicciardi
y Gores, 2005), y en la patogénesis del FHF el cual se caracteriza por una

incontrolada muerte masiva de hepatocitos (Leifeld y cols., 2006).

La apoptosis de los hepatocitos es el proceso mas importante en el
mecanismo molecular del fallo hepatico (Togo y cols., 2004; Eichhorst, 2005),
porque la apoptosis es la primera respuesta celular del higado ante una amplia
variedad de sustancias toxicas (Doggrell, 2004). La muerte masiva de
hepatocitos por apoptosis se ha puesto de manifiesto en diversos modelos de
FHF como son el inducido por galactosamina mas LPS (Arvelo y cols., 2002;
Wang vy cols., 2003), hepatitis por herpex simples (Hashimoto y cols., 2003) o
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el modelo inducido por la concanavalina A (Trautwein y cols., 1998; Kim y
cols., 2000). Sin embargo, no existen muchos datos sobre la trascendencia de
la apoptosis en el FHF humano (Kasahara y cols., 2000; Ryo y cols., 2000;
Streetz y cols., 2000; McGregor y cols., 2003).

2.1.5. Diagnéstico

La encefalopatia hepatica junto a la aparicion de una coagulopatia en el
contexto de una enfermedad hepatica aguda definen la presencia de una
insuficiencia hepatocitica aguda. Dicho de otra forma, el diagnéstico del FHF
se basa en la presencia de 2 6 3 aspectos clinicos: ictericia y encefalopatia,
junto con algunos datos bioquimicos: aumento de la BR total a expensas de la
directa, prolongaciéon del TP (<50%) y disminucién del nivel plasmatico del
factor V. En general, la prolongacion del TP por debajo del 50% precede en
horas o semanas a la apariciéon de encefalopatia clinicamente evidente
(Caraceni y VanThiel, 1995; Mas y Rodes, 1997).

En muchos casos este sindrome clinico se asocia con edema cerebral,
alteracion de la funcién renal y disfuncién organica multiple. Se pueden
distinguir diferentes patrones de presentacién vinculados a la etiologia del
FHF; por ejemplo, el FHF por sobredosis de paracetamol se presenta
generalmente con encefalopatia y coagulopatia graves que puede progresar
rapidamente al edema cerebral con poca o escasa ictericia; en cambio en los
pacientes con FHF por hepatitis virica a menudo se presenta con intensa
ictericia pero con menos probabilidad de desarrollar edema cerebral (Lee,
1993).
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2.1.6. Clasificacion

Desde que en 1970 Trey y Davidson propusieran una definicion para el
FHF, algunos autores han aportado distintas clasificaciones con el objetivo de
establecer un prondstico y una accion terapéutica en cada caso basandose
fundamentalmente en la duracion del periodo de tiempo transcurrido entre el
inicio de los sintomas clinicos o la aparicion de ictericia y el desarrollo de
encefalopatia. Asi en el King's College Hospital de Londres, O'Grady y
Williams en base al analisis de 635 pacientes comprendidos entre 1972 y 1985
proponen 3 categorias (O Grady y cols., 1993):

1.- Fallo hepatico hiperagudo: cuando la encefalopatia se produce dentro de

los primeros 7 dias desde la aparicion de la ictericia.

2.- Fallo hepatico agudo: cuando el intervalo entre la ictericia y la encefalopatia

se encuentra entre los 8 y los 28 dias.

3.- Fallo hepatico subagudo: cuando la encefalopatia se produce entre las 5 y

las 12 semanas de la aparicién de la ictericia.

Si bien el primer y segundo grupo tienen alta incidencia de edema
cerebral (69 y 56%, respectivamente), el segundo grupo tiene un desfavorable
pronéstico sin trasplante hepatico (7% de supervivencia) a diferencia del primer
grupo (36% de supervivencia) en donde el tratamiento médico adquiere mayor
importancia. El tercer grupo tiene baja incidencia de edema cerebral (14%),
aunque el prondstico con tratamiento médico es también desfavorable (14% de

supervivencia).
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Por otra parte, en el Hospital Beaujou de Paris, Bernuau y Durand

clasificaron el FHF en dos grupos (Bernuau y Durand, 1997):

l.- Fallo hepatico fulminante: cuando la encefalopatia se desarrolla dentro de

las 2 semanas de iniciada la ictericia.

2.- Fallo hepatico subfulminante: cuando el intervalo entre la ictericia y la
encefalopatia se situa entre las 2 y 12 semanas.

Las manifestaciones de hipertension portal, incluyendo ascitis y
hemorragia digestiva por varices esofagicas son mas comunes en el sindrome
de fallo hepatico subfulminante. El espectro de las alteraciones neuroldgicas
también difieren: en el fallo hepatico subfulminante la encefalopatia puede no
producirse hasta muy avanzada la enfermedad, en cambio en el FHF el grado
de EH y su duracién son importantes predictores pronésticos. Aunque el
edema cerebral y la herniacion cerebral es la mayor causa de muerte en el
FHF, con una incidencia superior al 50%, es infrecuente en los fallos hepaticos
subfulminantes y las hepatopatias cronicas, en las que se vale de mecanismos
compensadores que previenen el desarrollo de herniacion cerebral mediante la
inhibicién de los factores que inician el edema vasogénico y citotoxico (Assy y
Minuk, 1997; Williams, 1997).

2.1.7. Tratamiento

El manejo de los pacientes con FHF debe comenzar tan pronto como
sea posible y la remision del paciente a las unidades especializadas es

fundamental (Bernuau, 2004). El tratamiento curativo de los pacientes con FHF
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depende del tratamiento médico y del trasplante de higado (TH). Son
fundamentales tres aspectos: a) la recuperacion espontanea sin secuelas es
posible en algunos pacientes, b) la terapéutica inapropiada, en especial con los
farmacos, puede agravar inesperadamente el estado del enfermo y c) el TH es

un tratamiento eficaz (Bernuau y cols., 1986).

El tratamiento médico va dirigido a proporcionar a estos pacientes
medidas de apoyo, sin que se produzca deterioro yatrogénico alguno, hasta
que se recuperen de manera espontanea o se proceda al TH. A la hora de
considerar el tratamiento médico se debe tener en cuenta tres maximas
fundamentales: 1) la regeneracion hepatica es el objetivo fundamental y debe
intentarse por todos los medios, 2) hay que seguir exhaustivamente el curso de
la enfermedad y repetir periddicamente valoraciones prondsticas y 3) el
metabolismo de los farmacos esta profundamente alterado, por lo que se
deben extremar los cuidados a la hora de prescribirlos (Tygstrup y Ranek,
1981). El tratamiento de este sindrome no puede depender de la atencion
primaria, urgencias, emergencias, sala de hospitalizacién o sala de cuidados
intermedios. Es perentoria la atencion de estos enfermos de entrada en una
Unidad de Cuidados Intensivos, tanto mejor cuanta mas experiencia tenga con
pacientes de este tipo, y con habilidad para el tratamiento del fallo
multiorganico. Cuanta mayor sea la experiencia, mas fidelidad en la valoracion

pronéstica sera factible (Tygstrup y Ranek, 1986).

El apoyo nutricional adecuado requiere de la administracién intravenosa
de 200 a 300 g de dextrosa hipertonica al 10%, a la cual debe afiadirse un
preparado multivitaminico (especialmente del grupo B), potasio, fésforo y

magnesio. Puede ser necesario administrar grandes cantidades de fosfato
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potasico. La ingesta diaria de agua y sodio se ajustara a las disfunciones
neurologicas, hemodinamicas y renales. No se recomienda administrar
soluciones de aminoacidos ni de lipidos, ya que no se ha demostrado que
posean eficacia terapéutica (Gecelter y Gomer, 1995; Chandra y Mehendale,
1996).

Un aspecto crucial en el tratamiento de FHF lo constituye el manejo de
la insuficiencia renal. La oliguria, que sugiere la existencia de hipovolemia
relativa, hace necesario proceder al relleno vascular mediante solucion de
albumina humana. Esta expansion vascular pierde eficacia mas adelante, en el
curso de la insuficiencia hepatica, cuando puede ser un factor importante que
contribuya a elevar la presién intracraneal. Las dosis altas de manitol pueden
también perjudicar la funcion renal. Puede estar indicada la terapéutica de
sustitucion renal durante el intervalo de espera del 6rgano, o como
complemento del TH, debido a que el edema cerebral grave se acompafa a
menudo de insuficiencia renal importante. La dialisis no es por si misma un
tratamiento eficaz y ademas puede tener efectos perjudiciales al eliminar
factores plasmaticos solubles que intervendrian en la regeneracion hepatica
(Mas y Rodes, 1997).

La encefalopatia y el edema cerebral son las causas mas frecuentes de
muerte en estos pacientes debido al enclavamiento cerebral producido por el
aumento de la PIC. En este sentido, los trastornos metabdlicos que son
potencialmente perjudiciales para la funcion cerebral, como la hipoxemia,
hipoglucemia, hiponatremia, hipofosfatemia y acidosis metabdlica, deben

prevenirse y corregirse (Jalan, 2005).
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Debe monitorizarse la PIC fundamentalmente en los casos de EH
avanzada (a partir del grado Ill). Esta técnica lleva consigo riesgo de
complicaciones pero la colocacién de sensores de presion intracraneales,
colocados preferentemente en posicién epidural, que disminuye el riesgo de
complicaciones, se ha mostrado de gran eficacia para la prevenciéon de la
herniacién cerebral secundaria al edema asi como para la seleccion de
pacientes tributarios de TH (Mayberg y Lam, 1996; Cérdoba, 2002).

El manejo de los trastornos metabdlicos obliga a administrar bolos
adicionales de dextrosa y monitorizar cuidadosamente las cifras de glucemia
para detectar y corregir las hipoglucemias, que son asintomaticas la mayoria
de las veces. Hay también que corregir la hipofosfatemia. La alcalosis no debe
tratarse. Si existe acidosis metabdlica hay que diagnosticar y tratar los factores
desencadenantes y perfundir bicarbonato sédico o recurrir incluso a
hemodialisis (Lee, 1997).

Debido a que los trastornos de la coagulacion constituyen el elemento
pronéstico mas valioso en la insuficiencia hepatica, no debe intentarse
corregirlos si no hay hemorragias. La administracion de plasma fresco
congelado no mejora la supervivencia, modifica el estado de la coagulacion
que al ser el pronéstico mas fiel expone al paciente a la indicacién inadecuada
del TH. La trombopenia obliga algunas veces a transfundir plaquetas junto con
pequefias cantidades de heparina para impedir que aumente la CID. Se ha
recomendado prevenir las hemorragias gastrointestinales con antisecretores
tipo antagonistas H2, pero estos pueden ser perjudiciales en los pacientes con

FHF de modo que su uso es controvertido. El sucralfato es tan eficaz como los
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antagonistas H2 en cuanto a prevenir hemorragias digestivas relacionadas con
el estrés (Lee, 1997).

Las infecciones y la sepsis son otra causa importante de muerte.
Recientemente se han asociado valores bajos de fibronectina en plasma con
una mayor mortalidad del FHF al relacionarse directamente con una mayor
incidencia de infecciones llegando incluso a suponer un 75% de las muertes si
no se trata correctamente. No esta demostrada todavia la utilidad terapéutica
de los antibidticos empleados profilacticamente. La bacteriemia y las
infecciones bacterianas parenquimatosas deben tratarse con los antibidticos
adecuados. Los aminoglucdsidos estan contraindicados a causa de que su
nefrotoxicidad aumenta por la insuficiencia hepatica. Las infecciones micéticas,
cuya incidencia aumenta con el uso de antagonistas H2, requieren tratamiento
antifungico en los pacientes con cultivos positivos procedentes de lugares
significativos (Rolando y cols., 1993; 2000).

La regeneracion hepatica es una respuesta fundamental del higado
ante el dano tisular. Se considera que el indice de regeneracién hepatica
puede ser fundamental en el préonostico de estos pacientes (Doria y cols.,
2007). Se ha observado que, tras el tratamiento con el factor de crecimiento
TGFB en un modelo de FHF en ratas provocado por tetracloruro de carbono,
aumentd de forma clara (Armendariz-Borunda y cols. 1993). El agente
antimicrobiano ciprofloxacino también aumenta significativamente la actividad
de regeneracion hepatica en un modelo de FHF en rata, muy probablemente
por bloquear los receptores de la membrana hepatocitaria para el acido y-
aminobutirico, un inhibidor de la regeneracién hepatica, cuyos niveles estan

muy elevados en el FHF (Kaita y cols., 1998). En la regeneracion hepatica
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estan implicadas una compleja red de citocinas y factores de crecimiento que
actuan de una manera ordenada, la anfiregulina, un factor de crecimiento, se
ha observado que contribuye a la regeneracién hepatica en sus fases mas
tempranas tanto en cultivos celulares como en estudios in vivo pudiendo tener
aplicaciones terapeuticas en la fabricacion de medicamentos para el dano
hepatico agudo (Berasain y cols., 2005). Recientemente se ha observado que
la proteina caveolina-1 es esencial para la regeneracién hepatica ya que esta
implicada en la acumulacién y regulacion del metabolismo de los triglicéridos;
ratones sin caveolina-1, deficientes en esta proteina, mueren tras una
hepatectomia parcial a diferencia de los ratones normales que son capaces de
sobrevivir regenerando su higado en pocos dias (Fernandez y cols., 2006;
Frank y Lisanti, 2007). Si bien en cultivos celulares también se han demostrado
estos efectos, para algunos autores las aplicaciones de la caveolina-1 en el

proceso de regeneracion hepatica son minimas (Mayoral y cols., 2007).

El TH constituye hoy en dia el Unico tratamiento curativo del FHF
(Oertel y Shafritz, 2008). Suele realizarse el trasplante hepatico ortotdpico
(THO) vy, debido a las condiciones de emergencia, pueden usarse injertos
incompatibles desde el punto de vista del sistema ABO. Solo se han descrito
algunos casos de trasplante de higado heterotopico. Mas del 12% de los
trasplantes que se realizan son debidos a un FHF; los rangos de supervivencia
de estos pacientes son de un 75-90% (O’Grady, 2005). La muerte cerebral
preoperatoria 0 postoperatoria es una importante causa de mortalidad que
afecta sobre todo a los pacientes en los que se asocia el FHF con la
insuficiencia respiratoria aguda preoperatoria. El principal requisito previo para
el TH en los pacientes afectos de FHF es llegar a un prondstico individual

exacto, con el fin de trasplantar precozmente a los pacientes que, en otro caso,
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fallecerian y, por el contrario, no realizar el trasplante en aquellos otros que
vayan a sobrevivir espontaneamente. Esta decisiéon tienen que tomarla
hepatdlogos con experiencia en pacientes afectos de FHF. A pesar de los
excelentes resultados obtenidos con el TH en el FHF, es preciso tener
precaucion por dos motivos esenciales. En primer lugar, se han apreciado
casos de recuperacion espontanea en pacientes comatosos en los que se
habia decidido el TH, pero que no se habia llevado a cabo por falta de
donante. Estas recuperaciones inesperadas hacen imposible asegurar que
algunos pacientes podrian haber evitado el trasplante. En segundo lugar, se
desconoce todavia el prondstico a largo plazo de la inmunosupresion
continuada, asi como el riesgo real de linfomas o neoplasias al cabo de 20 o
mas anos en estos sujetos trasplantados. Probablemente, los criterios que mas
se adecuen a la seleccion de pacientes en nuestro medio, son los utilizados

por el King's College Hospital (O’'Grady y cols., 1989).

El THO es el medio mas eficaz para restituir rapidamente la funcion
hepatica y tratar el edema cerebral (Boudjema y cols., 1997). Las principales
causas de THO en pacientes con FHF en USA fueron: causa indeterminada,
seguida por distintos tipos de hepatitis. En Reino Unido si bien predomina la
intoxicacion por paracetamol entre las causas de FHF, si consideramos el
THO, las causas mas frecuentes del mismo no son las determinadas por el
acetaminofeno. La edad promedio de los pacientes que reciben THO por FHF
es de aproximadamente 28 anos, siendo menor que la de los pacientes

trasplantados por otras causas que es de 44 afios (Boudjema y cols., 1997).

Debido a la cada vez mayor demanda de 6rganos para el trasplante y la

escasez de éstos, se han desarrollado técnicas para mejorar la utilizacion de
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estos 6rganos y para emplear un mismo 6rgano entre dos receptores. Asi, se
han mejorado las técnicas de trasplante hepatico auxiliar, de higado dividido y

trasplante hepatico de donante vivo relacionado.

El trasplante hepatico auxiliar consiste en que el I6bulo hepatico
derecho o izquierdo del higado del donante se trasplanta mientras que el
higado nativo se mantiene en su lugar. Cuando este higado se recupera del
dafio y se ha regenerado completamente, el injerto puede extraerse o se
puede cesar el tratamiento inmunosupresor. De esta forma, se evita la

inmunosupresion durante toda la vida y la potencial toxicidad medicamentosa.

El trasplante de higado dividido consiste en que un higado puede ser
utilizado por dos receptores, generalmente adulto y nifio. El procedimiento
requiere dividir el higado en sus Iébulos derecho e izquierdo. El trasplante
hepatico de donante vivo relacionado consiste en que uno de los padres cede
al nifio el Iébulo izquierdo o el segmento lateral izquierdo de su higado. Este
método permite que el trasplante sea rapido y el 6rgano de gran calidad
(Metselaar y cols., 1990; McCarthy y Wilkinson, 1999; Belghiti y cols., 2004;
O’Grady, 2007).

En los ultimos afios se han desarrollado una serie de técnicas y
tratamientos tales como los sistemas artificiales de apoyo hepatico, asi como el
trasplante de hepatocitos que es menos invasiva y puede efectuarse repetidas
veces siendo una alternativa al trasplante total del érgano (Bilir y cols., 2000;
Strom y Fisher 2003; Nussler y cols., 2006). En numerosos estudios previos los
hepatocitos aislados de higados de cadaveres fueron infundidos a pacientes
afectados de FHF a la arteria esplénica o a la vena porta mejorando tanto los

niveles de amonio como el TP (Strom y cols., 1997; Bilir y cols., 2000).
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Los sistemas de apoyo hepatico deben cumplir cuatro objetivos: 1)
mantener la funcién metabdlica del hepatocito, 2) estabilizar otros 6rganos
criticos, 3) disminuir las complicaciones extrahepaticas y 4) promover la
regeneracion hepatica. Se pueden clasificar segun su forma de actuar en

dispositivos fisico-quimicos, biolégicos y mixtos.

Los fisico-quimicos consisten en sistemas de hemoperfusion con
laminas de carbon activado cubierto de albumina al cual se le han agregado
resinas sintéticas neutras o de intercambio anidnico junto con geles de
agarosa. También se han desarrollado membranas de hemodialisis

modificadas con mayor permeabilidad.

Los biolégicos consisten en plasmaféresis de alto volumen o
dispositivos conteniendo hepatocitos aislados o componentes hepaticos.
Existen dos sistemas de soporte hepatico extracorporeo mixto donde se utiliza
tejido biolégico combinado con materiales no bioldgicos: el "HepatAssist TM
2000" y el "Extrahepatic Liver-Assist Device", el primero utiliza hepatocitos de
porcino y el segundo una linea celular derivada de hepatoblastoma humano.
Ambos sistemas han demostrado mejorar los parametros clinicos y podrian ser
utilizados como puente para el trasplante, pero aun son necesarios mas

estudios (Kjaergard y cols., 2003; Stadlbauer y cols., 2008).

2.2. Importancia de la apoptosis en el fallo hepatico fulminante

La apoptosis es un proceso activo de muerte celular descrito por

primera vez en Grecia para indicar un deterioro en la funcion celular. En el
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higado este fendmeno fue descrito por Kerr durante un estudio en el cual relatd
la atrofia del 6rgano después de la ligadura de la vena porta (Kerr, 1971). El
proceso conlleva un proceso fisiolégico controlado de eliminacion de
componentes individuales de un organismo sin provocar la destrucciéon o el

dafo del mismo (Kerr y cols., 1972).

También conocida como muerte celular programada, a pesar de que
algunos autores argumentan que no es un sinénimo apropiado (Sloviter, 2002),
se caracteriza por grandes cambios morfologicos en la célula y
predominantemente en el nucleo. Es un mecanismo esencial para el correcto
funcionamiento de los organismos multicelulares jugando un papel
fundamental en una gran variedad de acontecimientos bioldgicos entre los que
se incluyen la morfogénesis, procesos de recambio celular y la eliminacion de
células danadas, infectadas por virus o envejecidas (Reed, 2001; Booy y cols.,
2005; Hashemi y Kroczak, 2005).

Sin embargo, la apoptosis también se ve involucrada en una gran
variedad de patologias como en dafos neurolégicos agudos, procesos
neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares, inmunolégicas y en el

cancer (Antonsson y Martinou, 2000).

El término apoptosis fue introducido por Kerr para describir una forma
de muerte hepatocelular que se producia en patologias de isquemia hepatica
(Kerr, 1971). Estudios posteriores acufan el término apoptosis para describir
una forma de muerte celular con caracteristicas morfoldgicas distintas de la
necrosis (Kerr y cols., 1972; Schwartzman y Cidlowski, 1993). Sin embargo, a
pesar de que la apoptosis y la necrosis se consideran entidades totalmente

distintas, un nuevo punto de vista esta emergiendo y se considera que la
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apoptosis y la necrosis son frecuentemente la consecuencia de los mismos
factores desencadenantes y de las mismas vias de sefalizacién (Malhi y cols.,
2006).

El higado esta continuamente expuesto a una gran cantidad de
sustancias nocivas entre las que podemos incluir toxinas, células tumorales y
patdgenos como los virus. El proceso de apoptosis contribuye a la prevencién
de la replicacion, diseminacion y persistencia de los virus (Ghavami y cols.,
2005; Fisher y cols., 2007).

En el proceso de apoptosis se aprecian cambios morfologicos y
bioquimicos caracteristicos pero, sin duda, una de las caracteristicas mas
destacadas es la ausencia de respuesta inflamatoria. Sin embargo, la
apoptosis hepatocelular en condiciones patolégicas puede causar una reaccion
inflamatoria como consecuencia de un infiltrado de neutréfilos resultado de la
activacion de ceélulas estrelladas y de la fibrosis hepatica (Canbay y cols.,
2004).

Desde el punto de vista morfologico se observan los siguientes cambios

seriados y estereotipados (Palet y Gores, 1995; Kroemer y cols., 2005).
e Contraccion de la célula y disminucién del volumen
citoplasmatico.
e Pérdida de contacto entre células préximas.

e Aparicion del denominado “blebbing” en la membrana celular
(protuberancias o “burbujas” en la superficie celular).

¢ Dilatacion del reticulo endoplasmico.
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e Condensacion de la cromatina.

e Fragmentacion de la célula en multiples vesiculas rodeadas de
membrana celular, conteniendo componentes citoplasmaticos y

nucleares (“cuerpos apoptoticos”).

Estos cambios morfolégicos se pueden observar tanto en cortes
histolégicos como en cultivos celulares (Kiechle y Zhang, 2002). Si bien es
cierto que normalmente se evidencian pocas células apoptéticas puesto que

éstas son eliminadas por células vecinas o por macréfagos (Reed, 2000).

El ADN de una célula apoptdtica se encuentra a menudo fragmentado
en unidades oligonucleosomales denominadas “laddering” de

aproximadamente 180 a 200 pb (Earnshaw, 1995).

Los cambios bioquimicos son mas precoces y no completamente
conocidos. El primer cambio detectado es una modificacion en el potencial
transmembrana mitocondrial (AWYm) que origina traslocacion y liberacion del
citocromo c (Cit-c) al citoplasma celular; también se produce una redistribucion
de los lipidos de la membrana asi como la activacion de proteasas

intracelulares (caspasas).

Las fases mas importantes y representativas de la apoptosis se

resumen en el esquema 1.
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1. activacidn de los I condensacién miclea v
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Esquema 1: Principales etapas de la apoptosis. 1, fase de induccién; 2, 3 y 4, fase efectora; 5,

6, 7 y 8, fase de degradacion.

2.2.1. Familia Bcl-2

Es una familia de proteinas formada por alrededor de 25 miembros que
regulan procesos de permeabilizacion mitocondrial y constituyen un punto
clave en la via intrinseca de la apoptosis celular. La familia Bcl-2 tiene como
caracteristica la homologia de todos sus miembros con Bcl-2 que fue la
primera que se descubrié (Bakhshi y cols., 1985; Tsujimoto y cols., 1985).
Todas las proteinas de esta familia presentan en su estructura al menos una
de cuatro secuencias consecutivas descritas denominadas dominios de
homologia Bcl-2 (BH), y que se numeran desde BH1 hasta BH4 (Reed, 2008).
De estos dominios parece que BH3 esta directamente relacionado con una

funcidn pro-apoptética y el resto de ellos con una funcién anti-apoptoética. En
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funcién de la presencia o ausencia de las regiones de homologia la familia Bcl-

2 se subdivide en 3 subfamilias (Lindenboim y cols., 2000):

e Subfamilia Bcl-2 (anti-apoptotica): Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W,

contienen los cuatro dominios de homologia.

e Subfamilia Bax (pro-apoptética): Bax, Bak, Bok, no presentan el

dominio de homologia BH4.

e Subfamilia BH3 (pro-apoptética): Bad, Bid, Bik, Blk, Gnicamente

poseen el dominio de homologia BH3 en su estructura.

Una caracteristica destacable de esta familia de proteinas es la
capacidad que poseen de dimerizar con ellos mismos y con otros miembros de
la familia. Se ha propuesto que las proteinas proapoptéticas promueven la
muerte celular al unirse a proteinas antiapoptéticas; la susceptibilidad de que
una célula desencadene un mecanismo de apoptosis va a depender de la
relacion existente entre proteinas anti y proapoptoticas (Oltvai y Korsmeyer,
1994)

La proteina Bcl-2 es la proteina prototipo de esta familia, pesa 26 KDa y
posee los 4 dominios que la definen. Bcl-2 es una proteina integral de
membrana y se encuentra en la cara citoplasmatica de la membrana externa
de la mitocondria, el reticulo endoplasmico y la envuelta nuclear. Es en esas
membranas, gracias a que puede formar una estructura similar a un poro,
desarrolla una de sus posibles funciones: modificar el flujo de moléculas o
pequefias proteinas a través de ellas, interviniendo en la estabilidad de
organulos como la mitocondria ante la existencia de posibles dafios. Su

sobreexpresion puede evitar o al menos retrasar varias formas de muerte
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celular programada como las inducidas por retirada de factores de crecimiento,
irradiacion, glucocorticoides y multiples drogas quimioterapicas (Kannan y Jain,
2000).

La proteina Bax fue la primera proteina conocida asociada con Bcl-2 in
vivo. Tiene un peso molecular de 21 KDa y posee la habilidad de suprimir la
capacidad de Bcl-2 para bloquear la apoptosis actuando de este modo como
su antagonista. Se localiza en el citoplasma o indirectamente unido a la
superficie mitocondrial en una célula no apoptética pero ante un estimulo
apoptotico se inserta en la membrana mitocondrial externa (Wolter y cols.,
1997; Antonsson y cols., 2001) lo que provoca la apertura de canales en la

mitocondria que permiten la salida de factores proapototicos de la misma.

2.2.2. Caspasas: la clave en el mecanismo de apoptosis

Las caspasas fueron descritas por primera vez como miembros
ejecutores de la apoptosis en estudios realizados sobre el nematodo
Caenorhabditis elegans (Horvitz y Shaham, 1996). Las caspasas son un grupo
de proteinas perteneciente al grupo de las cistein-proteasas, caracterizadas
por presentar un residuo de cisteina que regula la ruptura de otras proteinas.
En el caso de las caspasas la ruptura se produce a nivel de un residuo de

aspartato de lo que deriva su nombre (cisteinil-aspartato proteasas).

En los mamiferos se conocen mas de 14 caspasas de las cuales no
todas intervienen en procesos de muerte celular; de hecho, algunas de ellas

intervienen en los procesos inflamatorios. La primera proteasa encontrada en
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mamiferos se denomind ICE (interleukin-1B-converting enzime) o caspasa-1
(cisteina-aspartasa-1) (Alnemri y cols., 1996) y es uno de los pocos miembros
de la familia al que no se le ha podido relacionar directamente con el proceso
de la apoptosis, sino mas bien con el de la inflamacion.

Las caspasas son proteasas citoplasmaticas expresadas como
zimogenos inactivos con una estructura bien definida: un pro-dominio N-
terminal muy variable tanto en longitud como en secuencia, con funciones de
regulacién y activacién, y una region catalitica formada por dos dominios uno
grande y otro pequefio que dan lugar a las dos subunidades de la enzima una

vez activada por proteolisis (Thornberry y Lazebnik, 1998) (Esquema 2).

A. Proenzima

| Pro-dominio |  Subunidad grande

Asp _ Asp
Proteolisis
B. Enzima activada
Zona activa

Esquema 2: Representacion esquematica de la activacion de una caspasa.
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Las caspasas pueden ser incluidas en dos categorias:

e Caspasas iniciadoras: caspasas 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10 y 14 que son
activadas por oligomerizacién y se caracterizan por poseer un pro-
dominio largo y estar involucradas en funciones de regulacién de la

activacion de la cascada.

e Caspasas ejecutoras: caspasas 3, 6 y 7 que son activadas por otras
proteasas entre las que se incluyen las caspasas iniciadoras y que se
caracterizan por poseer un pro-dominio corto y actuar al final de la

cascada sobre los componentes celulares proteolizandolos.

2.2.3. Vias de la apoptosis

El Proceso de apoptosis puede ser iniciado por dos vias de activacion:

La via extrinseca se inicia por la implicacion de alguno de los
numerosos receptores de muerte situados en la superficie celular cuando
sobre ellos actua el correspondiente receptor. La gran mayoria de los
receptores de muerte involucrados en esta via pertenecen a la superfamilia del
receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) que contiene un dominio
citoplasmatico implicado en las interacciones proteina-proteina que se
denomina el dominio de muerte (DD) (Locksley y cols., 2001). Los receptores
de muerte mejor conocidos son el receptor de TNF de tipo 1 (TNFR1) y una
proteina relacionada denominada Fas. Es una via muy rapida y de escasa
sofisticacion basada en el reclutamiento de moléculas adaptadoras a través de

sus DD, cuya unica funcion es aproximar y activar a una caspasa iniciadora, la
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caspasa 8 o la caspasa 10 (Chinnaiyan y cols., 1995; Lavrik y cols., 2005), que
a su vez activan por proteolisis a las caspasas ejecutoras o efectoras, tales
como las caspasas-3 y -7 (Esquema 3). Esta via de apoptosis puede inhibirse
por una proteina denominada FLIP que se une a la procaspasa-8. Algunos
virus y células producen FLIP y utilizan este inhibidor para proteger a la células

infectadas y normales de la apoptosis (Moumen y cols., 2007).

En la via intrinseca la mitocondria juega un papel clave experimentando
los principales cambios que se producen durante la apoptosis. Los
mecanismos por los que la mitocondria permite la salida de factores
proapoptéticos aun no estan aclarados. Uno de los mecanismos que permiten
la activacion de esta via mitocondrial es la produccion de un aumento de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial externa lo que provoca la apertura
de poros, denominados poros mitocondriales de permeabilidad transitoria, que
permiten la liberacién de factores proapoptoticos localizados en el espacio
intermembrana al citosol. Entre estos factores podemos destacar el Cit-c o el
factor inductor de apoptosis (AlIF) (Kluck y cols., 1997; Susin y cols., 1999). Un
segundo mecanismo es la generacion de un cambio en el potencial
transmembrana de la membrana mitocondrial interna lo que permite la apertura
de canales en la membrana mitocondrial externa permitiendo la salida de
proteinas localizadas en el espacio intermembrana (Green y Reed, 1998;
Chang y Yang, 2000). La liberacion de estos factores al citoplasma esta a su
vez regulada por la familia de proteinas Bcl-2 (Tsujimoto y cols., 1985; Green y
Reed, 1998; Korsmeyer, 1999; Willis y cols., 2003). La liberacién del Cit-c al
citosol conduce a la formacion de una estructura heptamérica denominada
apoptosoma. Se trata de un complejo de alto peso molecular formado por el
Cit-c, la proteina adaptadora (Apaf-1) y dATP. Apaf-1 se oligomeriza lo que

44




Revisién Bibliogréfica

provoca un reclutamiento simultaneo de la procaspasa 9 que permite su

activacion (Zou y cols., 1999) (Esquema 3).

Radiacion

.‘ Estrés oxidativo
. Ligando
/Férmacas

Receptor BH3

de muerte

i

FAAD

% % Caspasa 8

activada

AIF

Procaspasa 8
@ Citocromo-c
( i Apaf-1

Procaspasa-9

Rotura y activacion de
caspasas ejecutoras # *
(3,6y7)

-y

\ Apoptosoma

Esquema 3: Vias de la apoptosis

2.3. Modelos animales de fallo hepatico fulminante

Existen pocas condiciones en medicina que sean mas graves y
desalentadoras que el FHF. Tanto el conocimiento como el tratamiento de este
sindrome han estado limitados por la falta de modelos animales satisfactorios.
Asi han sido muchos los intentos de desarrollar un modelo adecuado y

reproducible utilizando una gran variedad de especies y de modalidades,
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desde los modelos inducidos por manipulacion quirargica, entre los que se
incluyen la isquemia hepatica, la hepatectomia completa y la utilizacion de
sustancias hepatotdéxicas tales como el acetaminofeno, azoximetano,
concanavalina A, sulfoximina butionina, galactosamina y anatoxina-endotoxina,
entre otras. Sin embargo, hasta el momento actual no se ha descrito un
modelo sencillo que refleje de modo idéneo el patrén de la enfermedad
humana de FHF y los que se utilizan presentan limitaciones importantes

(Newsome y cols., 2000; Rahman y Hodgson, 2000).

El modelo ideal deberia presentar criterios clinicos y bioquimicos bien
definidos que, como los criterios prondsticos del King College para el FHF
(O’Grady y cols., 1989) sean capaces de lograr una estimacion acertada de
prognosis. Sin embargo, hasta la fecha ninguno de los modelos desarrollados
cumple estas premisas. Ademas los criterios clinicos y bioquimicos utilizados
para indicar la existencia del FHF y las dificultades que supone la investigacion
en pacientes, hacen que los modelos animales tengan un papel fundamental

en los estudios futuros.

Un modelo ideal de FHF, segun criterios ampliamente reconocidos por
la comunidad cientifica, deberia cumplir una serie de requerimientos entre los
que se incluyen: que el modelo pueda ser reversible en el sentido de que
algunos animales puedan sobrevivir al proceso si se utiliza un tratamiento
adecuado; los resultados obtenidos deben ser reproducibles, esto es, conducir
a la muerte en un periodo de tiempo determinado y que la extension del dafio
hepatico pueda ser medible y estandarizable. Ademas la muerte debe
producirse por fallo hepatico, es decir, los acontecimientos producidos tras el

dafo tienen que reflejar el patron clinico tipico del hombre y la muerte debe ser
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el resultado directo del dafio producido al higado; por consiguiente, los
animales no tratados deberian morir con signos de fallo hepatico progresivo en
un periodo de tiempo conocido. Ademas, el animal debe ser de un tamano
suficiente como para permitir una adecuada toma seriada de muestras
sanguineas y de diversos tejidos mientras se llevan a cabo los tratamientos
adecuados. Y finalmente todos los métodos utilizados deben presentar el
menos riesgo para las personas involucradas en los estudios (Terblanche y
Hickman, 1991).

2.3.1. Modelos quirargicos

Los modelos quirdrgicos de FHF pueden ser clasificados en tres
categorias: la hepatectomia (total o parcial), la desvascularizacién (total o

parcial) y aquellos que resultan de la combinacion de los dos anteriores.

2.3.1.1. Hepatectomia total y parcial

Los modelos quirtrgicos de eliminacion total y/o parcial del higado se
han desarrollado con éxito en diversas especies animales después del primer
intento realizado en perros (Mann, 1921). En cerdos se describié un modelo
potencialmente reversible, que combina la hepatectomia parcial (70%) con la
derivacion portocava y produce la muerte por FHF después de un periodo de

tiempo suficientemente largo como para permitir estudios sobre soportes
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hepaticos; el animal es de tamafio adecuado y la técnica no presenta peligro

(Filipponi y cols., 1991, Fukueda y cols., 2006).

Se ha podido establecer en ratas que una reseccion del 95% del higado
es un buen modelo de FHF (He y cols., 2003) mientras que en ratones una
hepatectomia de menos del 90% es el limite de seguridad como modelo de
estudio de regeneracion hepatica ya que por encima de dicho valor se

encuentra en un nivel de fallo hepatico mortal (Makino y cols., 2005).

La hepatectomia total del higado presenta los inconvenientes de la
ausencia de productos derivados de la necrosis hepatica y transmisores de
sefales fundamentales en el mecanismo patogénico del fallo hepatico. Por otro
lado, sus ventajas se limitan a la reproductibilidad y a su utilidad para el estudio
de diversos soportes artificiales in vivo en ausencia de los productos téxicos
eliminados o producidos por el higado dafiado. A pesar de los inconvenientes
resefiados la hepatectomia se ha utilizado en ratas para estudios de
regeneracion hepatica (Eguchi y cols., 1996; 1997) y en cerdos como modelo
reproducible para comprobar la eficacia y funcion de diversos sistemas

temporales de soportes hepaticos (Filipponi y cols.,1999).

Se ha podido demostrar en ratas sometidas a diversos grados de
hepatectomia parcial, mediante el analisis de ADN, que el FHF inducido es
consecuencia tanto del incremento de la apoptosis como de la disminucién de

la regeneracion hepatica (Morita y cols., 2002).
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2.3.1.2. Desvascularizacion

La desvascularizacién completa del higado se ha utilizado con éxito
para inducir un fallo hepatico reproducible en cerdos que pueda ser utilizable
para el estudio de diversos sistemas de soportes hepaticos artificiales y/o
bioartificiales (Ytrebo y cols., 2002; Gao y cols., 2005; Sen y cols., 2006) o para
la constatacion del efecto de sustancias antioxidantes tales como la N-

acetilcisteina (Ytrebo y cols., 2001).

Para comprobar la eficacia de diversos sistemas de soporte tanto
artificiales como bioartificiales se utilizan con frecuencia animales como el
cerdo al que se le induce un fallo hepatico mediante la isquemia del érgano por
derivacion portocava y ligadura de la arteria hepatica (Nakazawa y cols., 2002)

o0 mediante desvascularizacion total (Ytrebo y cols., 2002).

También se ha utilizado un modelo de FHF en perros mediante una
derivacion portocava combinada con la ligadura del conducto biliar para
comprobar un nuevo sistema de higado bioartificial mediante la inoculacion de
hepatocitos porcinos en biorreactores (Chen y Ding, 2006). Recientemente, se
ha desarrollado un modelo porcino en el que se combina una reseccion del 75-

80% del higado después de un periodo de isquemia (Ladurner y cols., 2005).

En estudios realizados sobre los dos tipos de modelos quirurgicos de
FHF, se puso de manifiesto que la desvascularizacion parece mas util para
estudiar el desarrollo y tratamiento del FHF causado por la isquemia y sus
efectos secundarios, mientras que la hepatectomia parcial parece superior en
la investigacion del estatus de la falta del higado y el tratamiento del FHF
mediante sistemas de soportes hepaticos bioartificiales (Fruahuf y cols., 2004).
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2.3.2. Modelos inducidos por sustancias quimicas

El uso de agentes quimicos tales como el acetaminofeno, sulfoxinina
butionina o galactosamina aunque en algunos casos pueden reproducir un
numero de importantes caracteristicas clinicas tales como la hipoglucemia,
encefalopatia y aumento de enzimas hepaticas, requieren la administracion
repetida, una monitorizacion estrecha de sus concentraciones o una terapia de
soporte y existen un gran numero de factores que pueden causar variabilidad
entre distintos experimentos. Ademas, la constatacion de hipertension
intracraneal, una de las caracteristicas principales del FHF en el hombre, no
siempre se produce y, en otros casos, tampoco se ha demostrado el aumento
de las toxinas implicadas en la encefalopatia hepatica y el edema cerebral del
FHF del hombre. A pesar de ello el uso de sustancias quimicas hepatotdxicas

se ha utilizado y se usa con frecuencia como modelo de FHF.

El acetaminofeno (paracetamol) es un farmaco de uso comun y que
puede causar dafio hepatico. Recientes estudios proponen que la apoptosis
juega un papel clave en la induccién de fallo hepatico por acetaminofeno
(Ferret y cols., 2001; Kanno y cols., 2000). Sin embargo, los resultados de
numerosos estudios en modelos animales en los que se utiliza el
acetaminofeno para inducir fallo hepatico agudo reflejan resultados no muy
homogéneos debido a la existencia de importantes variaciones en el
metabolismo hepatico de destoxificacion del farmaco relacionadas con la
especie y con la edad (Gregus y cols., 1988; Rahman y cols., 2002). Otros
aspectos importantes que no se han estandarizado en estos modelos y que
conlleva resultados diferentes es la dosis 6ptima del farmaco y la via de

administracion.
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La D-galactosamina es una sustancia que es metabolizada por la via de
la galactosa en el higado, que produce graves alteraciones en el metabolismo
del ARN de los hepatocitos y finalmente la necrosis hepatica por lo que se ha
utilizado para desarrollar modelos de FHF (Keppler y cols., 1968; Newsome y
cols., 2000). Los resultados obtenidos no son muy homogéneos, el intervalo
entre el dafo infringido a los animales y la muerte presenta muy poca
uniformidad, es un producto caro para emplearlo en grandes animales y
finalmente carece de inocuidad (Sielaff y cols., 1995; Rahman y Hodgson,
2000).

El uso de tetraclururo de carbono ha sido ampliamente utilizado como
inductor de dafio hepatico crénico, especialmente como modelo de cirrosis
hepatica primaria (Pavanato y cols., 2003). Ahora bien, como agente inductor
de FHF su uso ha sido muy restringido por ser muy poco reproducible y muy

variable interespecificamente (Shi y cols., 1997; Rahman y Hodgson, 2000).

2.3.3. Modelos viricos

A pesar de que la hepatitis virica es una de las causas mas importantes
de FHF, el uso de agentes infecciosos para desarrollar modelos animales de
FHF ha sido en general muy desafortunado (Khan y cols., 2006) y solamente
ratones trasgénicos que sobreexpresan las proteinas del virus de la hepatitis C
(HBV) o ratones BALB/cj infectados con el MHV-3 han ofrecido alguna luz
sobre los mecanismos del FHF inducido por virus (Ando y cols., 1993; Ding y
cols., 1997). Sin embargo, estos modelos murinos tienen limitaciones

significativas en lo que hace referencia a la ausencia de medidas de la presion
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intracraneal, la principal causa de muerte en el FHF humano, o en los datos
sobre las toxinas implicadas en la encefalopatia hepatica y el edema cerebral
ademas del pequefio tamafo de los modelos que hacen imposible la prueba de
nuevos sistemas de soporte hepatico (Newsome y cols., 2000; Rahman y
Hodgson, 2000).

Nuestro grupo ha descrito un modelo animal de FHF producido por la
infeccion experimental de conejos con el virus de la enfermedad hemorragica
del conejo (RHDV) (Tuidn y cols., 2003). En este modelo se reproducen los
parametros bioquimicos e histolégicos y los signos clinicos mas
representativos del FHF del hombre. Se detecta un aumento significativo en las
actividades plasmaticas de las transaminasas, lactato deshidrogenasa y la
concentracion de bilirrubina. Ademas, se produce un aumento en la
concentracion plasmatica de los aminoacidos aromaticos con una disminucién
significativa del indice de Fischer e hipoglucemia, al igual que en el FHF del

hombre.

Los trastornos de la coagulacién observados en este modelo son la
disminucion de los factores V y VIl y la prolongacion del TP. En las ultimas
etapas de la enfermedad los animales presentan signos neurologicos de
encefalopatia hepatica, coma y muerte cerebral. Asimismo, se indican
incrementos significativos en la expresion de la enzima éxido nitrico sintasa
inducible (iNOS) y del TNF-a (Sanchez-Campos y cols., 2004) al igual que se
ha descrito en pacientes con FHF (Muto y cols., 1988). El TNF-a es un agente
que puede conducir tanto a la proliferacion celular como la apoptosis; su
sobreexpresioén se correlaciona tanto con el indice de apoptosis en el FHF

como con la regeneracion hepatica (Webber y cols., 1998). Por tanto, el
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conjunto de analisis y observaciones recogidas en los animales infectados por
el RHDV refuerza su posible utilizacion para el estudio de la patogénesis y el
tratamiento del FHF, puesto que cumple la mayoria de los requisitos para ser
considerado un buen modelo de FHF (Belanger y Butterworth, 2005).

24. La enfermedad hemorragica del conejo como modelo de fallo

hepatico fulminante

La enfermedad hemorragica del conejo (RHD, del inglés rabbit
haemorrhagic disease) fue identificada por primera vez en China en 1984 (Liu
y cols., 1984). En mayo de 1989 fue inscrita en la Lista B del Cddigo
Zoosanitario Internacional de la Oficina Internacional de Epizootias. El agente
que provoca la enfermedad se inscribe en el género Lagovirus de la familia
Caliciviridae (Ohlinger y cols., 1990; Meyers y cols., 1991); dicho virus no se
replica en ningun otro vertebrado (Gould y cols., 1997), y no se ha sefialado
hasta la fecha su transmision al hombre, aun entre las poblaciones mas

expuestas al virus.

La RHD se caracteriza por una alta morbilidad y una mortalidad cercana
al 95% en los animales adultos, mientras que, los gazapos menores de 8
semanas de edad son resistentes a la infecciéon (Xu y Chen, 1989). Los
conejos mueren en un rango de tiempo definido, entre las 36 y las 54 horas
posinfeccién (p.i.) con signos clinicos caracteristicos de un FHF progresivo y

coma.

53




Beatriz San Miguel de Vega

2.4.1. Patogénesis

Tras la infeccion, el primer 6rgano en el que se detecta el virus es el
higado en el que origina una hepatitis primaria de naturaleza fulminante
caracterizada por necrosis focal. Asimismo, se produce dafio en el endotelio
vascular que origina la puesta en marcha de los mecanismos de la coagulacion
para su reparacion asi como de fibrinolisis, provocando el desarrollo de una
coagulacion intravascular diseminada (CID), lo que se plasma en la presencia
de numerosos trombos de fibrina en los vasos de pequefio calibre de muchos
organos, entre otros, el higado, riidn, pulmoén y cerebro. El consumo de los
factores de la coagulacién junto con la reduccion del nimero de plaquetas y la
prolongacién de los tiempos de trombina y protrombina conduce a una peor
coagulaciéon y a la presencia de hemorragias en diferentes 6rganos. La CID
puede ser responsable de la muerte repentina de algunos animales y juega un
papel muy importante en el desarrollo de la enfermedad; si bien la grave
necrosis hepatica seria el factor determinante de la aparicion de la CID al
inducir una condicién de hipercoagulabilidad en la circulacion sistémica (Ueda
y cols., 1992; Sanchez-Campos y cols., 2004).

El sindrome hemorragico que se observa en los conejos (Duff y cols.,
1994) es secundario a la gran disminucion en la sintesis de los factores de la
coagulacién en su forma inactiva como consecuencia de la grave afectacion
hepatica. Este hecho es caracteristico de ciertas formas de hepatitis (“hepatitis
fulminantes”) humanas (hepatitis A, B y E). De hecho, tanto en la RHD como
en el hombre con hepatitis E se presenta con frecuencia una CID que se ha
atribuido a la intervencién secundaria de endotoxinas bacterianas, después de

la afectacién virica de los hepatocitos (Purcell y Ticehurst, 1988). Entre las
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lesiones mas caracteristicas se observa una necrosis con acumulacion de
pigmentos y de hemosiderina en las células de Kupffer, lesiones que son
comparables a las observadas en las hepatitis A, B y E en el hombre (Carman
y cols., 1998).

En infecciones experimentales, el virus esta presente en los hepatocitos
desde periodos postinfeccion muy tempranos; a las 12 horas postinfeccion
(hpi) se localiza en un 0,03% de los hepatocitos, a las 18 hpi en un 3%, a las
24 hpi en mas del 25% y en el periodo transcurrido entre las 36 y las 48 hpi se
puede encontrar en mas del 50 6 60% (Prieto y cols., 2000).

El cuadro clinico se corresponde con el de una encefalopatia hepatica
como consecuencia de la afectacion del sistema nervioso central por el fallo de

la depuracion hepatica.

Se ha descrito que en esta patologia existe un proceso de muerte
celular programada, y que la apoptosis es una constante en los animales
infectados con el virus de la RHD (Jung y cols., 2000). El fendmeno afecta
principalmente a los hepatocitos, pero también presentan signos tipicos de
apoptosis los macréfagos y las células endoteliales (Alonso y cols., 1998). La
apoptosis de los hepatocitos produce una destruccion parenquimatosa extensa
que causa una hepatitis fulminante letal que es caracteristica de la RHD. Toda
vez que las células apoptdéticas son los lugares de una aumentada actividad
procoagulante, la apoptosis de estas poblaciones celulares podria constituir el
primer paso en la patogenia la CID y una via comun a otras enfermedades
hemorragicas viricas. Las células apoptoéticas pueden encontrarse en diversos

tejidos de conejos infectados por el virus de la enfermedad hemorragica desde
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las 40 hpi si bien se ve incrementada a partir de las 70 hpi en conejos que

mueren espontaneamente (Alonso y cols., 1998).

2.4.2. Cuadro clinico

La enfermedad puede evolucionar de forma sobreaguda, aguda,
subaguda y cronica. La forma de presentacion mas frecuente es la aguda. En
un brote, entre un 5 a un 10% de los animales presentan formas subagudas o

cronicas.

El periodo de incubacién oscila entre las 24 hasta como maximo las 72
horas, y la muerte puede presentarse en las 12-48 horas posteriores a la

repentina aparicién de varios signos clinicos.

La forma sobreaguda esta caracterizada por la muerte repentina de los

animales sin apenas signos previos.

La forma aguda esta caracterizada por signos clinicos compatibles con
los de una encefalopatia hepatica. Se presentan signos generales como
anorexia, fiebre y signos de encefalopatia como apatia, insensibilidad al medio
circundante, postracion, decubito lateral, signos nerviosos (convulsiones,
contracciones, ataxia, paralisis posterior, pedaleo, opistétonos), signos
respiratorios (disnea, epistaxis o descarga muco-hemorragica nasal), signos
oculares y hemorragias por aberturas corporales, antes de la muerte. Los
animales que se recuperan de la forma aguda a veces muestran ictericia
grave, sobreviniéndoles la muerte a las pocas horas (Xu y Chen, 1989). En los

estadios finales de la enfermedad los animales aparecen con una gran
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postracion e insensibles a estimulos externos. Dicha postracién se acompana
de episodios convulsivos, en los que el animal, que normalmente se encuentra
en esta fase en una reaccion postural anormal, apoyado sobre un costado, es
capaz de elevarse del suelo de la jaula acompanando en ocasiones dicho
movimiento de un fuerte chillido. También se observa en algunos animales
ataxia y pardlisis del tercio posterior cuando se intenta colocarlos en una
postura natural (Argiello y cols., 1988). Todas estas manifestaciones clinicas
indican la existencia de una afectacion del sistema nervioso central. La muerte
subita se produce como consecuencia de un fallo multiple pluriorganico
derivado del edema y de la congestion pulmonar, necrosis adrenocortical,

desérdenes circulatorios, renales y necrosis hepatica.

La forma subaguda se caracteriza por signos clinicos similares a los de
la forma aguda pero de naturaleza mas moderada y de mas largo tiempo de

evolucion.

Finalmente en la forma crénica los animales que sobreviven a la
enfermedad muestran hipertermia, depresion y anorexia transitoria vy

seroconvierten entre los 4 y 6 dias postinfeccion.

2.4.3. Lesiones

2.4.3.1. Lesiones macroscopicas

Las lesiones observadas en los animales son variables y pueden ser,

en ocasiones, no muy evidentes. La necrosis hepatica, la esplenomegalia,
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junto con una coagulopatia que origina la presencia de hemorragias

generalizadas, son las lesiones mas frecuentes.

Al realizar la necropsia, las lesiones mas destacables se presentan en
el higado, traquea, rifiones y pulmones, acompafadas de claros signos de
retraso en la coagulacion sanguinea, asi como de la presencia de abundantes
hemorragias en forma de petequias y equimosis en la mayor parte de los
organos. En un elevado numero de casos se observa esplenomegalia y
tumefaccion y hemorragias en el timo; mientras que, s6lo en algunos animales
es detectable la presencia de ictericia. Cuando la necropsia se realiza en
hembras en gestacion muertas por la enfermedad es frecuente la presencia de

abundantes hemorragias en los fetos y en el utero.

Las lesiones mas frecuentes se localizan en el higado que siempre esta
afectado. En las formas de presentacion aguda, el higado esta hipertrofiado,
friable y tiene una coloracién gris-amarillenta; mientras que, en las formas
sobreagudas el higado esta hipertrofiado, presenta una superficie oscurecida y
un dibujo lobulillar muy marcado (Marcato y cols., 1991). Los pulmones
presentan un aspecto claramente edematoso y congestivo, salpicandose de un
numero variable de hemorragias en todos sus lobulos, puntiformes en las
formas sobreagudas y de tamafios variables en las formas de presentacion
aguda. La traquea muestra una mucosa muy congestiva y hemorragica, y con
frecuencia esta repleta de un exudado espumoso sanguinolento, como

consecuencia del edema pulmonar.
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2.4.3.2. Lesiones microscopicas

El higado es el 6rgano mas afectado, mostrando en la mayor parte de
los casos evidentes signos de necrosis aguda multifocal y una rapida
exudacion leucocitaria (hepatitis aguda necrética). La necrosis muestra una
condensacion acidofila (degeneracién acidoéfila subcutanea, ocasionalmente
con la formacion de cuerpos de Councilman) o lisis cistoplasmatica (Mikami y
cols., 1999). Los focos necroticos en muchas ocasiones pueden confluir y
formar extensas areas de necrosis local, principalmente en la periferia de los
I6bulos. Dentro de los pequenos focos necréticos se observan a menudo

microtrombos intrasinusoidales.

Otras lesiones hepaticas son las debidas a fendmenos de apoptosis,
degeneracion hidropica, rotura citoplasmatica, esteatosis microvascular,
binucleacién, megalocitosis de los hepatocitos y depdsito de pigmentos y/o
depositos de hierro. De forma mas infrecuente se observa una moderada
fibrosis periportal (Marcato y cols., 1988; 1991). Se constata asimismo, la

presencia de pequenos focos diseminados de hemorragias intralobulares.

En la traquea y en los pulmones se observan lesiones edematosas y
congestivas asociadas a menudo a la presencia de hemorragias y
microtrombos en los capilares. En el resto de los érganos y tejidos es frecuente
observar fendmenos de cariorrexis del tejido linfoide (bazo, timo, ganglios,
placas de Peyer...) y microtrombos, siendo estos ultimos muy frecuentes en

los capilares de los glomérulos renales (Rosell y cols., 2002).
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2.5. Estrés oxidativo y defensas antioxidantes

El metabolismo del ATP requiere oxigeno. El oxigeno molecular en la
mitocondria se convierte en H,O por un mecanismo de reduccion generandose
radicales superoxido (Oz) que posteriormente originan H,O, y metabolitos
relacionados. Bajo condiciones fisiolégicas estos radicales libres (RL) se
generan en un 15, 45, 35 y 5% en las mitocondrias, microsomas, peroxisomas

y compartimento citosélico, respectivamente (Chance y cols., 1979).

Aunque en las mitocondrias hepaticas se genera aproximadamente el
15% de los RL, esta cantidad es pequefia comparada con la cantidad de
oxigeno utilizado en este organulo, lo cual indica la presencia de un potente
mecanismo que inhibe la formacién de dichos radicales. Los O, se forman
predominantemente en el complejo | y en el complejo Ill de la cadena
respiratoria (Turrens y cols., 1985).

Otra fuente de RL son los peroxisomas. Estos organulos son ricos en
enzimas que generan H,0,. Las enzimas implicadas en la B-oxidacion (proceso
en el que se forma H,0;) se hallan presentes en estos organulos en donde se
degradan cadenas largas de acidos grasos en acidos 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

acido glioxilico, purinas y aminoacidos en los que se forma H,0,.

El citocromo P45 microsomico cataliza reacciones que generan Oy
mediante mecanismos dependientes de NADPH (Kuthan y Ullrich, 1982).
Algunos compuestos que experimentan destoxificacion por reacciones

catalizadas por el citocromo P45, se convierten en intermediarios reactivos que
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inician la peroxidacion lipidica provocando dafio en la membrana microsémica

que causa a su vez dafo hepatocelular (Slater, 1984).

El dafo celular que pueden causar los RL se traduce en peroxidacion

lipidica, inactivacion enzimatica, alteraciones del estado de oxido-reduccion

intracelular y dafio en el ADN (Slater y cols., 1987).

Las células de los mamiferos poseen sistemas de defensa antioxidante,

tanto de naturaleza enzimatica como no enzimatica, para hacer frente a los RL.

Esta defensa antioxidante incluye a varios componentes, tanto endégenos

como exogenos en origen, que funcionan de forma interactiva y sinérgica para

neutralizar los radicales libres (Machlin y Bendich, 1987; Jacob y Burri, 1996).

a)

Actividades superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), glutation disulfuro reductasa (GR) y glutation
transferasa (GST) que catalizan reacciones de neutralizacién de RL

(Inoue y cols., 1992).

Proteinas y péptidos que se unen a metales pesados, como la
ferritina, lactoferrina, albumina y ceruloplasmina, que secuestran al
hierro libre y al cobre, los cuales son capaces de catalizar reacciones
de oxidacién. El tripéptido glutatiéon es el principal compuesto no

enzimatico de defensa antioxidante.

Antioxidantes derivados de nutrientes como el acido ascoérbico
(vitamina C), tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E), carotenoides y
otros compuestos de bajo peso molecular como el acido lipoico. La
vitamina C es considerada como el antioxidante hidrosoluble mas

importante de los liquidos extracelulares y es capaz de neutralizar las
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especies reactivas del oxigeno (EROs) en la fase acuosa antes de
que éstas inicien la peroxidacion lipidica. La vitamina E, es el mayor
antioxidante liposoluble, siendo realmente efectivo en la proteccion
de las membranas celulares. Los betacarotenos y otros carotenoides,
también aportan proteccion antioxidante en tejidos ricos en lipidos,

actuando de forma sinérgica junto a la vitamina E.

d) Numerosos fitonutrientes antioxidantes presentes en una amplia

variedad de comidas vegetales, como son los flavonoides.

2.5.1. Glutation

2.5.1.1. Estructura y propiedades quimicas del glutation

El glutation es el compuesto tiol no proteico mas abundante de las
células de mamiferos, microorganismos y de la mayoria de las plantas. Es un
tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) con dos aminoacidos, glutamato y
glicina, los cuales determinan su disposicion, y otro aminoacido, la cisteina que
es responsable de sus funciones (Esquema 4). El glutatién esta presente en
casi todas las células de los animales, aunque predominantemente en el tejido
hepatico (Hammond y cols., 2001). Su molécula posee dos caracteristicas
fundamentales: por un lado un enlace y-glutamilo y por otro un grupo tiol (SH),
grupo que lo hace extraordinariamente reactivo para las sustancias toxicas, o
no, naturales o exdgenas a la célula e incluso consigo mismo (Meister y
Anderson, 1983). Puede encontrarse predominantemente en la forma reducida

(GSH) y también en la forma oxidada (GSSG). El grupo SH es el responsable
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de su actividad quimica y se estima que mas del 90% del sulfuro no proteico

de la célula esta en forma de GSH (Dickinson y Forman, 2002a).

0 NH, CH,-SH o
N | | 7
C-CH-CH,-CH,-C-NH-CH-C-NH-CH,-C
HO/ | | \OH
o] o]

Enlace
v-carbozilo
y-glutamil  cisteinil glicina

Esquema 4: Estructura quimica del glutation

El GSSG procede de la oxidacion del grupo SH del GSH en el residuo
de cisteina. Hasta una tercera parte del glutation total celular puede
encontrarse como mezcla de disulfuros con otros componentes que poseen
grupos SH, como la cistina, coenzima A y los residuos de cisteina de algunas

proteinas (Lomaestro y Malone, 1995).

Las células eucariotas tienen cuatro reservorios principales de glutation.
Casi el 90% del GSH celular se encuentra en el citosol, el 10% en la
mitocondria y un pequefio porcentaje en el reticulo endoplasmico y en el
nucleo (Lu, 1999; Masella y cols., 2005). En el reticulo endoplasmico, donde el
GSH esta implicado en la formacion de puentes disulfuro proteicos, la relacién
GSH a GSSG es 3:1. En el citoplasma y en las mitocondrias, la razén excede
de 10 a 1. El GSH citosdlico del higado de la rata se renueva rapidamente con

una vida media de 2-3 horas (Dickinson y Forman, 2002b).
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Existen tres elementos clave en la estructura del glutation que

determinan sus funciones:

La union entre el glutamato y la cisteina se realiza a través del grupo
y-carboxilico del glutamato; esta unidn es resistente a todas las
peptidasas con excepcion de la y-glutamiltranspeptidasa (y-GT).
Como quiera que esta enzima se localiza en la superficie externa de
la membrana de los hepatocitos, el glutation es resistente a la
degradacién intracelular y soélo se metaboliza fuera de la célula
(Ballatori y cols., 1986).

La glicina, en posicion C-terminal, protege al péptido de la
degradacion por las y-glutamil ciclotransferasas y es parte esencial en
la especificidad de las enzimas dependientes de glutatién (Dickinson y
Forman, 2002a).

Finalmente, de todos los grupos quimicamente reactivos presentes en
la molécula de glutatién, el grupo mas activo con respecto a su
funcion biolégica y bioquimica es el grupo tiol de la cisteina. Cuando
el GSH es oxidado a su forma GSSG, sus funciones antioxidantes

desaparecen (Dickinson y Forman, 2002a).

2.5.1.2. Biosintesis y degradacion

El higado contiene las concentraciones de GSH mas importantes del

organismo y es unico en dos aspectos en lo que se refiere a la sintesis de GSH
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(DeLeve y Kaplowitz., 1990; 1991). En primer lugar, el hepatocito es el unico
capaz de convertir la metionina en cisteina a través de la via de la
transulfuracion, y en segundo lugar, la tasa de biosintesis de GSH en el
hepatocito esta regulada por su tasa de transporte al plasma, la bilis y la
mitocondria por medio de diferentes sistemas transportadores (Sies y cols.,
1978; Ookhtens y Kaplowitz, 1998). EI GSH es sintetizado a partir de L-
glutamato, L-cisteina y L-arginina por la accién consecutiva de la v-
glutamilcisteina sintetasa (y-GCS) y la glutatiéon sintetasa en dos reacciones
dependientes de ATP (Huang y cols., 1988; Lu, 1999) (Esquema 5).

Glutamato Glicina
ATP i ATP
Cisteina y-Glutamilcisteina _
y-Glutamilcisteina sintetasa Glutatiéon sintetasa

Esquema 5: Sintesis del glutation

La primera etapa en la biosintesis de GSH, limita la velocidad de
reaccion y esta catalizada por la y-GCS, que requiere tanto Mg®* como Mn?".
La y-GCS estd compuesta de una cadena pesada de aproximadamente 73
kDa, y de una cadena ligera con un peso molecular de 31 kDa, que son
codificadas por diferentes genes tanto en el hombre como en la rata (Misra y
Griffith, 1998; Lu, 2000).

El segundo paso en la sintesis de GSH esta catalizado por la glutation
sintetasa. La glutation sintetasa purificada del rifdn de rata tiene un peso

molecular de 118 kDa y esta compuesta aparentemente por dos subunidades
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idénticas (Lu, 1999). Esta segunda reaccion en la sintesis del glutation no esta

sujeta a un proceso de inhibicién por retroalimentacion.

Una vez que se sintetiza el GSH, éste puede ejercer su funcién o bien
ser degradado para participar en otros procesos metabdlicos como el ciclo y-
glutamilo que aporta precursores de aminoacidos para la sintesis del propio
GSH (Dickinson y Forman, 2002a).

Si bien el glutatiéon es sintetizado en el interior de la célula, su
degradacion tiene lugar fuera de la misma. Las enzimas responsables de la
degradacion del GSH son la y-GT y diversas peptidasas, que son proteinas
unidas a la membrana que se localizan en la superficie apical de las células
epiteliales. Tras el catabolismo del glutation se forman los aminoacidos
glutamato, cisteina y glicina, que pueden ser reabsorbidos al interior de la
célula para volver a sintetizar GSH (Paolicchi y cols., 2002). Los individuos que
presentan déficit en la actividad y-GT y los animales de experimentaciéon
tratados con inhibidores de dicha actividad enzimatica, presentan
concentraciones elevadas de GSH en plasma y orina (Anderson y Meister,
1986).

2.5.1.3. Regeneracion

La regeneracion del glutation esta catalizada por la enzima glutation
reductasa (GR), que es la flavoproteina mas ampliamente distribuida
(Esquema 3). Dicha enzima se localiza en el citosol y estd formada por dos

subunidades idénticas (Meister y Anderson., 1983). La enzima no esta
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completamente protegida de la inactivacion y es reactivada por compuestos
oxidados, similares al GSSG y por tioles. La inactivacion se debe a una
modificacién covalente intramolecular, que bloquea la aparicion de ditioles en
el lugar de unién del glutatién, habiéndose descrito la implicacion directa de
cationes metalicos especificos, tales como Zn** o Cd?*', en dicho bloqueo
(Peinado y cols., 1991).

La GR cataliza la reduccion de los GSSG mediante el NADPH
procedente de la fase oxidativa del ciclo de las pentosas fosfato. La actividad
de la GR esta controlada por el estado de 6xido-reduccion del NADPH y por
las concentraciones de glutation. La relacion intracelular de GSSG/GSH se

mantiene generalmente baja, menor de 1:10 por accion de la GR.

H,0, 2 GSH a NADP*
H <j NADPH
20 g GSSG

GPx GR

Esquema 6: Ciclo de oxido-reduccién del glutation

Glu-6-P-DH

Cuando un tejido se expone a una gran cantidad de radicales libres,
puede no ser capaz de mantener la relacién entre ambas formas de glutatién y
se acumula el GSSG. Esto provoca una alteracion del estado de oxido-
reduccion intracelular, inactivacién de enzimas que poseen uno o mas grupos

SH en sus sitios activos, como por ejemplo la S-adenosin-L-metionina
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sintetasa y la formacion de enlaces disulfuro inter o intramoleculares (Lieber y
cols., 1990).

En determinadas circunstancias, la capacidad para reducir el GSSG
puede estar disminuida, acumulandose éste en el interior de la célula, por lo
que se activan los sistemas de transporte para su expulsién desde el polo
canalicular al exterior de la célula (Lauterburg y cols., 1984). La exportacién de
GSSG se ha demostrado experimentalmente en estudios realizados con ratas
y humanos sometidos a ejercicio extenuante con el fin de provocar estrés
oxidativo. Bajo estas condiciones el GSSG plasmatico aumenta en forma
proporcional al GSSG del higado y musculo esquelético (Gohil y cols., 1988).

Una baja concentracion de GSSG en plasma es indicativa de la eficacia
del sistema GPx/GR (Fernandez-Checa y cols., 1997).

2.5.1.4. Funciones bioldgicas

El GSH es el principal tiol intracelular antioxidante, y como tal, participa
en un gran numero de funciones defensivas. Sin embargo, tiene ademas otras

funciones:

1) La destoxificacion de xenobiéticos (como el bromobenceno o el
acetaminofeno) o sus metabolitos. Estos compuestos son electrofilos y forman
conjugados con el GSH de forma espontanea o mediante la accion de la
enzima glutation S-transferasa (GST). Los conjugados formados son
excretados desde la célula y, en el caso de los hepatocitos, a la bilis (Dickinson
y Forman, 2002a).
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2) El GSH interviene en el mantenimiento del estado tiol de las
proteinas para evitar la oxidacion de los grupos SH (Dickinson y Forman,
2002a).

PROTEINA-SSG + GSH — PROTEINA-SH + GSSG

El equilibrio GSSG/GSH regula un gran numero de procesos
metabdlicos celulares que incluyen la actividad de diversas enzimas,
actividades de transporte, y de expresion de genes mediante la alteracién de

los factores de transcripcion (Dickinson y Forman, 2002b).

3) El peréxido de hidrogeno endégeno es reducido por el GSH en
presencia de la GPx dependiente de selenio. Como resultado, el GSH es
oxidado a GSSG, que es a su vez reducido a GSH por la GR a expensas de
NADPH, formando un ciclo de éxido-reduccion. Tanto la GPx como la GST
pueden reducir peréxidos organicos. El perdxido de hidrégeno también puede
ser reducido por la CAT, que esta presente en los peroxisomas (Mates y cols.,
1999).

El estrés oxidativo puede sobrepasar la capacidad de la célula de
reducir el GSSG a GSH, produciéndose un acumulo de GSSG en el citosol.
Para proteger a la célula de un cambio en el equilibrio de oxidoreduccioén, el
GSSG puede ser exportado de forma activa fuera de la célula o reaccionar con

un grupo SH de una proteina (Colell y cols., 1997).

4) Una de las funciones mas importantes del glutation es la de
servir de almacenamiento de la cisteina, ya que este aminoacido es

extremadamente inestable fuera de la célula y de forma rapida se autooxida a
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cistina, en un proceso con potencial formacion de EROs. El ciclo del y-
glutamilo, permite que el GSH sirva como una fuente continua de cisteina
(Orlowski y Meister., 1970).

5) La modulaciéon de procesos celulares fundamentales como la
sintesis de ADN, mecanismos relacionados con los microtubulos y funciones
inmunoldégicas (Dickinson y Forman, 2002b); asi como también interviene en la

espermatogénesis y la maduracién de los espermatozoides (Sies, 1999).

6) El GSH es esencial para la conversidon, catalizada por la
endoperdéxido isomerasa, de prostaglandina H, a prostaglandinas D, y E; (Lu,
1999).

2.6. N-acetil-L-cisteina

La N-acetil-L-cisteina (NAC) es un compuesto tidlico, precursor del
GSH que ha sido utilizado en la clinica durante los ultimos 45 afios y que esta
presente en numerosos vegetales entre los que podemos destacar ajos,
cebollas, pimientos y esparragos (Hsu y cols., 2004; Demirkol y cols. 2004). La
NAC tuvo su primera aplicacion en el tratamiento de enfermedades
congestivas y obstructivas pulmonares asociadas con hipersecrecién mucosa
tales como la bronquitis crénica y la fibrosis quistica debido a sus propiedades
mucoliticas. La NAC se ha usado también como farmaco alternativo en el
tratamiento de la intoxicacion por paracetamol (Kelly, 1998). En la actualidad la
NAC se emplea en el tratamiento del sindrome de distrés respiratorio en

adultos, en casos de inmunodeficiencia en humanos causada por infeccion
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virica, en enfermedades pulmonares y cardiacas y en hepatitis (Sarnstrand y

cols., 1995; Laurent y cols., 1996; Nakamura y cols., 2002; Pan y cols., 2003).

2.6.1. Quimica y farmacocinética

La NAC es una variante acetilada del aminoacido L-cisteina de peso

molécular 163,2 KDa (Ziment, 1988) (Esquema 7).

H H
HO |
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Esquema 7: Estructura quimica de la N-acetil-L-cisteina

La NAC es rapidamente absorbida por via oral, si bien experimenta una
metabolizacién importante en las células del intestino delgado y del higado que
produce la incorporaciéon de la NAC a proteinas formando un importante
numero de metabolitos; de hecho, solo un pequefio porcentaje de la NAC llega
intacto al plasma y secundariamente a los tejidos (De Caro y cols., 1989;

Gregory y Kelly, 1998).
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Solo el 3% de la NAC es excretada en las heces tras su administracion
por via oral lo que indica la completa absorcién de la NAC y de sus
metabolitos. Por regla general las concentraciones mas elevadas de la NAC
aparecen en el plasma en menos de una hora tras su administracién oral. Su
vida media en plasma se estima en 2,15 horas y a las 10-12 horas de su

administracién ya no se detecta.

La gran diversidad de aplicaciones farmacolégicas de la NAC se debe
principalmente a las propiedades quimicas del grupo tiol de la molécula, lo que
incluye sus actividades nucleofilica y de oOxido-reduccion que la confieren

propiedades antioxidantes (Cotgreave, 1997).

2.6.2. Mecanismo de accion

La mayoria de los efectos beneficiosos de la administracion oral de la
NAC son debidos bien a la capacidad de reducir extracelularmente la cistina a

cisteina, o bien a la capacidad de donar grupos SH.

Al ser una sustancia donadora de grupos SH, la NAC puede estimular
la sintesis de GSH, favorecer la actividad de la enzima GST, favorecer la
destoxificacion y actuar directamente sobre los radicales libres de oxigeno (De
Vries y De Flora, 1993).

La NAC funciona como un antioxidante que reduce eficientemente las
EROs, formandose en dicho proceso disulfuro de NAC como principal producto
final (Moldeus y cols., 1986). Ademas de su capacidad para interaccionar

directamente con especies oxidantes y con radicales libres, la NAC ejerce su
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efecto antioxidante indirectamente favoreciendo la sintesis de glutatién el cual

a su vez actia como sustrato de la GPx (Hoffer y cols., 1996).

Se ha podido comprobar, tanto en estudios realizados in vivo como in
vitro, que la NAC es capaz de aumentar la biosintesis intracelular de GSH; de
hecho, la NAC favorece la captacion de cistina de las células en cultivo para la
posterior biosintesis de GSH (Issels y Nagele, 1989). Asi mismo puede
incrementar las concentraciones del tripéptido en eritrocitos (Bernard y cols.,
1997) y en células de higado y pulmén (De Flora y cols., 1985) y recuperar los
valores normales de GSH tras una disminucion provocada experimentalmente
(Nakata y cols., 1996). También se ha indicado que la NAC ejerce un efecto
protector contra la citotoxicidad inducida por el insecticida “Paraquat” al actuar
como un precursor del GSH y aumentar sus concentraciones intracelulares
(Hoffer y cols., 1996). Los efectos toxicos de la ciclosporina A han sido
prevenidos por la NAC al disminuir la peroxidacion lipidica, mejorar los niveles
plasmaticos de ALT, AST y mejorar las enzimas antioxidantes (Kaya y cols.,
2008).

La NAC se ha empleado como un antidoto en la intoxicacion por
acetaminofeno (paracetamol) por su capacidad para actuar como precursor del
GSH intracelular (Corcoran y Wong, 1986). Dos isoenzimas del citocromo P45
convierten el paracetamol en un metabolito reactivo la N-
acetilbenzoquinonimina  que  disminuye el glutation  hepatico vy
consecuentemente dafa el higado. El paracetamol ademas de disminuir los
niveles de glutation también inhibe la actividad de la GST citosdlica. La
administracion de NAC, una hora después de la intoxicacién, puede prevenir

ambos efectos (Pratt e loannides, 1985). Cuando la NAC se administra
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simultaneamente con el paracetamol aumenta la supervivencia y se reduce el

dafio hepatico (Bray y cols., 1992).

La NAC puede mantener la sintesis de GSH incluso en situaciones en
las que su demanda esta incrementada tal y como ocurre en la metabolizacién
del paracetamol; sin embargo, en ausencia de incrementos en los niveles de
estrés, la NAC parece no tener efectos en los niveles de GSH en plasma; de
hecho, la administracion de NAC a voluntarios sanos, no incrementa los
niveles de cisteina total, ni los niveles de glutation mientras que su
administracion junto con el paracetamol si incrementa los niveles de estas

sustancias (Burgunder vy cols., 1989).

El esteroisémero D de la NAC no es apto para la biosintesis del GSH y
esta desprovisto de un efecto protector en ratones tratados con paracetamol;
sin embargo, el esteroisdmero L previene el dafo hepatico y la deplecién del
tripéptido (Whitehouse y cols., 1985).

El efecto beneficioso de la NAC y de los ésteres del GSH en la
prevencion del dafio hepatico inducido por el paracetamol, se debe a que es un
precursor en la sintesis del GSH y no a una reaccion directa de estas
moléculas con el metabolito reactivo del paracetamol. La NAC estimula la
sintesis de glucogeno en higado de rata aislado y perfundido (ltinose y cols.,
1989). Ademas, la NAC aumenta la velocidad de almacenamiento de
glucogeno in vivo. De hecho, la accion protectora de la NAC frente a la
deplecion de glucégeno producida por paracetamol es consecuencia tanto de
la aceleracion de la biotransformacion del paracetamol como de la estimulacion

de la sintesis de glucégeno (ltinose y cols., 1989).
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La NAC también parece mejorar la regeneracién hepatica cuando se
administra conjuntamente con la ciprofloxacina en pacientes que sufren FHF
secundario a una hepatitis isquémica. Del mismo modo consigue recuperar
tanto los parametros bioquimicos como de oxigenacién tisular (Assy y cols.,
2007).

La NAC corrige la disminucion en la concentracion de GSH y resulta un
perfecto preservador de la membrana celular y de las actividades CAT, SODm

y GPx en ratas con obstruccion biliar (Pastor y cols., 1997).

El tratamiento con NAC in vivo aumenta la destoxificacién por el higado
y pulmén de algunos agentes mutagénicos al promover la sintesis y
metabolismo del GSH vy restringir la biotransformacion del agente mutagénico o
carcinogénico en sustancias o metabolitos mas téxicos (De Flora y cols.,
1985). Aunque la NAC no parece aumentar la concentracion del citocromo P-
450 en los microsomas hepaticos y pulmonares si parece estimular las
enzimas citosdlicas involucradas en la reduccién del NADP y en la reduccion

del GSH y en la destoxificacion de xenobioticos (De Flora y cols., 1985).

Dado que el grupo SH es esencial para la defensa contra las EROs no
es de extrafiar que la NAC sea un potente destructor del &cido hipocloroso y
sea capaz de reducir los radicales hidroxilo (OH) y el perdoxido de hidrogeno
(H20,) (Aruoma y cols., 1989).

La NAC ha sido empleada con éxito como agente protector frente a las
radiaciones; al parecer ejerce este efecto al modificar las concentraciones
endogenas de interleucina (IL)-1, factor de necrosis tumoral (TNF)-a e

interferon (INF)-y proporcionando proteccion al sistema hematopoyético frente
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a la radiaccion. In vitro, se ha comprobado que las concentraciones bajas de
NAC incrementan significativamente las concentraciones de IL-1a y B e IL-2
mientras que, las concentraciones elevadas provocan una menor
concentracion de citocinas (Baier y cols., 1996). In vivo la NAC ofrece
protecciébn contra los rayos y mejorando las defensas enzimaticas
antioxidantes, inhibiendo la peroxidacion lipidica y reduciendo la fragmentacion
del ADN (Mansour y cols., 2008).

Para servir como precursor en la sintesis del glutation en los
hepatocitos la NAC es diacetilada convirtiéndose en una de las defensas
antioxidantes mas importantes (Gonzalez-Mangado y Morera Prat, 2001).
Ademas, se ha demostrado que la NAC experimenta una importante
desacetilacion en el intestino de la rata, siendo la cisteina el principal
metabolito que ingresa en la circulacion portal (Cotgreave y cols., 1991). La
desacetilacion de la NAC es especifica, ya que el isbmero D se metaboliza
muy poco tanto en tejidos de rata como en humanos lo mismo que sucede con
el homodisulfuro de L-NAC (Sjédin y cols., 1989). Diversos trabajos realizados
en humanos han puesto de manifiesto que tras la administracién intravenosa
de NAC, ésta es desacetilada por las células endoteliales, las cuales utilizan la
cisteina formada en dicho proceso para la biosintesis intracelular de glutation a
la vez que ponen a disposicion de otros tipos celulares dicho sustrato

(Cotgreave y cols., 1991).

En trabajos experimentales realizados con ratas a las que se les induce
una colitis por acido acético se ha comprobado que la administracion de NAC
reduce la extension del dafo en la mucosa del colon, atenua el incremento en

la actividad mieloperoxidasa y en los niveles de malondialdehido y restaura la
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disminucion en las actividades de enzimas antioxidantes y otras sustancias

tales como el GSH (Cetinkaya y cols., 2005).

La NAC también ha sido empleada satisfactoriamente como agente
antifibrético en modelos animales de fibrosis pulmonar (Serrano-Mollar y cols.,
2003); tanto la disminucién de los depésitos de fibrina como el descenso de los
niveles de TBARSs y el incremento del glutation hepatico se consiguieron tras la
induccion de fibrosis hepatica por el agente dimetilnitrosamina (Vendemiale y
cols., 2001) si bien la disminucién de la fibrosis hepatica no se pudo mejorar
tras la oclusion del conducto biliar (Tahan y cols., 2007).

Estudios in vitro demuestran que la NAC inhibe la apoptosis inducida
por el cisplatino en lineas celulares cancerigenas, inhibiendo tanto la via
intrinseca como la extrinseca de la apoptosis (Wu y cols., 2005). También
mejora significativamente los efectos secundarios que origina este toxico tras
el tratamiento de quimioterapia (Dickey y cols., 2005). Ademas, es esencial la
eleccion de una dosis y una via adecuada para la administracion de la NAC
puesto que pueden afectar a sus propiedades beneficiosas (Dickey y cols., en

prensa).

Los efectos secundarios que se producen tras la administracion de una
dosis oral elevada de NAC son frecuentes pero no graves; lo mas comun es
que aparezcan nauseas, vomitos, diarreas, reacciones alérgicas en la piel y
dolor de cabeza (Kelly, 1998; Kao y cols., 2003). También se puede producir
una reaccion anafilactica frente a la NAC con liberacion de histamina y
aparicion de sarpullido, prurito, angioedema, broncoespasmo, taquicardia y
cambios en la presion arterial (Ziment, 1988; Kelly, 1998). Diversos estudios

realizados en animales en relacién con su posible efecto téxico frente al
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embrion han obtenido resultados contradictorios por lo que no es
recomendable la administracion de NAC durante el embarazo y de realizarse

debe hacerse con mucha precaucion (Tenenbein, 1984).
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Materiales y Métodos

3.1. Aparatos

Los medios instrumentales utilizados en el presente estudio han sido

los siguientes:

Autoclave: Raypa, modelo Sterilmatic.

Aparato de transferencia: Bio Rad, Transblot SD.

Balanzas de precision: Sartorius, modelo 135925.
Sartorius, modelo R200D.
Banos termostaticos: Selecta, modelo 135925.

Selecta, modelo CE95.
Selecta, modelo Unitronic 32.
Centrifugas: Beckman, modelo XL-100K. Rotor 70:1 Ti.
Eppendorf, modelo 5451C.
Sorvall, modelo RC-5B.
Cubetas de electroforesis horizontal: BioRad, Sub-cell GT.
Serva, Blue Marine 100.
Espectrofluorimetro: Hitachi, modelo F-2500.
Espectrofotometro: Hitachi, modelo U-2000.
Milton Roy, modelo Spectronic 2001.
Escaner para diapositivas: Nikon LS-30®.
Fuente de alimentacion:  Bio-Rad modelo 200/2.
Granatario: Sartorius, modelo 1216 MP.
Homogeneizador: Polytron.
Material quirargico: Bisturis (hoja 24), pinzas, tijeras, agujas,

jeringuillas, canulas, guantes estériles, etc.
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Material de laboratorio de caracter general: Pipetas y micropipetas
automaticas, agitadores de tubo, gradillas, frigorificos, arcones
congeladores de -80°C, ordenadores, etc.
Microscopios 6pticos: Nikon OPTIPHOT-2.

Nikon Eclipse E 400®.

Nikon Provise AX 70®.

Microscopio electréonico: JEOL JEM1010.
Microtomo de rotacién: Leitz 1512.
Pelicula para diapositivas: Ektachrome 100 ASA.
pHmetros: Crison, modelo 2001.

Meteor, modelo 991 A.

3.2. Soluciones

82

Las principales soluciones y/o productos utilizados en la realizacion de

este estudio han sido los siguientes:

Pentobarbital sédico (Sigma Chemical Co, San Louis, USA) se disuelve

en solucién salina hasta una concentracion final de 5 mg/ml.
Suero salino fisiologico (SSF): NaCl 154 mM.

N-acetilcisteina (Sigma Chemical Co, San Louis, USA) 150 mg/Kg en
SSF.
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3.3. Animales

Se emplearon 64 conejos machos de raza Nueva Zelanda Blanca de 9-
10 semanas de edad con un peso comprendido entre los 2 y los 2,5 Kg. Los
animales se mantuvieron en jaulas individualizadas con comida y agua “ad
libitum” en una habitacion climatizada a 22°C con un ciclo de luz/oscuridad de

12 horas. Durante una semana se les mantuvo en periodo de aclimatacion.

3.4. Diseno experimental

3.4.1. Obtencion del inéculo virico

La cepa de virus utilizada fue AST/89 cedida amablemente por el Dr.

Prieto Martin del Laboratorio de Sanidad Animal de Asturias.

El in6culo virico (cepa AST/89) para la infeccion experimental se
prepard6 a partir de higados de animales recién muertos previamente
inoculados con el virus de la RHD. Los higados se homogeneizaron al 10% en
PBS de pH 7,2 y sometidos a dos centrifugaciones sucesivas (500 xg durante
20 minutos y 6.000 xg durante 30 minutos). El sobrenadante se filtr6 a través
de un tamano de poro de 0,2 uym, y se conservo en alicuotas a -80°C.

3.4.2. Titulacion del virus

Para titular el virus de la RHD empleamos la técnica de

hemoaglutinacion. Se utilizaron glébulos rojos humanos del tipo 0, que fueron
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recogidos frescos en solucién de Alsever y se mantuvieron durante 8-10 horas.
A continuacion, se centrifugaron y lavaron con PBS. Tras una nueva
centrifugacion, los gldbulos rojos se resuspendieron en PBS y se realizaron
diluciones dobles seriadas de los sobrenadantes filtrados de los
homogeneizados de tejido hepatico en placas de microtitulacion de fondo
redondo. Las placas se sellaron con pelicula plastica adhesiva para evitar la
evaporacion y se incubaron toda la noche a 4°C. La dilucién mas alta en la que
se observé hemoaglutinacién completa contiene una unidad hemoaglutinante

en el volumen del indculo virico depositado (Imagen 1).

Imagen 1: Titulacién del virus por la técnica de hemoaglutinacion

3.4.3. Inoculacion de los animales

El estudio se llevo a cabo en dos fases:

En una primera fase se estudio la supervivencia y la fragmentacion del

ADN; para ello se emplearon 20 conejos. Tras el periodo de aclimatacion la
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mitad de los animales (n=10) recibieron diariamente durante una semana una
inyeccién intraperitoneal (i.p.) de NAC (150 mg/Kg) diluido en SSF y la otra
mitad el mismo volumen pero unicamente de SSF. El séptimo dia todos los
animales fueron inoculados por via intramuscular con 2 x 10* unidades
hemoaglutinantes de la cepa AST/89 del virus de la RHD. A estos animales se

les dejé morir espontaneamente.

En la segunda fase, llevada a cabo sobre 44 animales, se realizaron
estudios en sangre y en tejido hepatico; para ello, la mitad de los animales
(n=22) recibieron una dosis diaria de 150 mg/Kg de NAC por via intraperitoneal
durante 7 dias y los otros 12 recibieron, durante el mismo tiempo y por la
misma via SSF. El séptimo y ultimo dia, ademas de las dosis correspondientes
de NAC y SSF, los 40 animales fueron inoculados por via intramuscular con 2

x 10* unidades hemoaglutinantes de la cepa AST/89 del virus de la RHD.

Se emplearon como grupo control 4 animales, dos de cada grupo (NAC
y SSF, respectivamente) que, una vez extraida la sangre correspondiente,
fueron sacrificados mediante una inyeccidn intravenosa de pentobarbital
sodico. El resto de animales fueron sacrificados a las 12, 24, 36, y 48 hpi

mediante una inyeccién de pentobarbital sédico.

Los grupos experimentales utilizados en nuestro estudio fueron los

siguientes:

e Grupo control (Grupo C)
e Grupo de animales infectados (Grupo RHD)

e Grupo de animales infectados y tratados con NAC (Grupo RHD + NAC)
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3.4.4. Recogida de muestras

La extraccion de sangre se realizé en la vena marginal de la oreja. En
los animales control se realizé antes del sacrificio; y en los animales
infectados, en el momento de la inoculacion (tiempo 0) y a las 12, 24, 36 y 48

hpi.

Los higados se extrajeron de todos los animales infectados a medida

que fallecian y de los animales control de forma programada.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos heparinizados, para
determinar los parametros bioquimicos. El plasma, resultante de la
centrifugacion durante 10 minutos a 2.500 xg a 4°C, se congel6 a -80°C hasta
la realizacion de los andlisis. En todos los casos se realizaron las necropsias
de los animales infectados y controles, se extrajo el higado, se peso, se troced
y se tomaron 3 muestras por animal. La primera se incluyé en formalina al
10%, para estudios histolégicos e inmuhistoquimicos, la segunda, tras su
lavado en SSF frio se congel6 inmediatamente por inmersion en nitrogeno
liquido y se conservo a -80°C hasta su utilizacion para los estudios de biologia
molecular, y, la tercera muestra, de un tamafio aproximado de 0,5 cm? se
introdujo en un eppendorf con glutaraldehido y se empled para microscopia

electrénica.
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3.5. Métodos analiticos

3.5.1. Determinaciones en plasma

3.5.1.1. Actividad aspartato aminotransferasa (AST)

Fundamento:

La actividad de la aspartato aminotransferasa (AST, ASAT, GOT,
glutamato oxalacetato, EC 2.6.1.1), se determind en plasma mediante una
prueba comercial (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) basada en el
método de Deneke y Rittersdorf (1985).

La AST cataliza la reaccion de a-cetoglutarato y acido alanin sulfinico a

piruvato y glutamato.

En una segunda reaccion, el piruvato se hidroliza bajo la accién de la
piruvato oxidasa (POD) a acetilfosfato, anhidrido carbdnico y peréxido de
hidrégeno (H,O,). En presencia de POD, el H,O, oxida la forma reducida e

incolora del indicador a la forma azul.
Método:

La determinacion se realizd6 mediante tiras reactivas especificas para la
enzima, en las que se depositaron 32 pl de la muestra. A través de una
medicion cinética a 567 nm en un autoanalizador (modelo Reflotrén), se obtuvo

directamente la actividad enzimatica de la AST en U/I.
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3.5.1.2. Actividad alanino aminotransferasa (ALT)

Fundamento:

La actividad de la alanina aminotransferasa (ALT, ALAT, GPT,
glutamato piruvato transaminasa, EC 2.6.1.2), se determind en plasma
mediante una prueba comercial (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania)
basada en el método de Deneke y Rittersdorf (1984).

La ALT cataliza la reaccién de a-cetoglutarato y alanina a piruvato y

glutamato.

En una segunda reaccion, el piruvato se hidroliza bajo la accién de la
POD a acetilfosfato, anhidrido carbdnico y perdoxido de hidrogeno (H,O;). En
presencia de POD, se oxida la forma reducida e incolora del indicador a la

forma azul.
Método:

La determinacion se realizé mediante tiras reactivas especificas para la
enzima, en las que se depositaron 32 pl de la muestra. A través de una
medicion cinética a 567 nm en un autoanalizador (modelo Reflotrén), se obtuvo

directamente la actividad enzimatica de la ALT en U/I.
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3.5.1.3. Actividad lactato deshidrogenasa (LDH)

Fundamento:

La actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27) se analiz6
en plasma mediante una prueba comercial (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Alemania) de determinacién cinética segun el método de Weisshaar y cols.,
(1975).

La LDH cataliza la reaccion de piruvato y NADH a L-lactato y NAD".
Método:

Se utilizé un espectrofotdmetro Milton Roy Spectronic, ajustando la
absorcion a 340 nm. Se empled una cubeta con 1 cm de paso de luz. La

temperatura de medicion fue de 37°C.

3.5.1.4. Concentracion de glucosa

Fundamento:

Para determinar la concentracidén de glucosa en plasma se utilizé una
prueba comercial (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) segun el
método descrito por Werner y cols. (1970) que se basa en la transformacion de
glucosa en glucosa-6-fosfato bajo la accion de la hexoquinasa y de ésta en 6-

fosfogluconato mediante la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
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Reactivos:
La mezcla reactiva contiene:

e Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (0,35 U/ml)
e Hexoquinasa (8 U/ml)

o ABTS (2,2-azino-di-3-etil-benzotiazolina-acido sulfénico-6-sal

diaménica) (1,0 mg/ml)
Método:

En un tubo de ensayo se colocaron 40 pl de plasma y 1 ml de solucion
reactiva, se incubaron a 25°C durante 30 minutos y se ley6 la absorbancia a
340 nm.

Posteriormente, se determiné la absorbancia de una muestra estandar
cuya concentracion de glucosa era de 0,505 mM. La concentracién de glucosa

en la muestra se calculé mediante la siguiente ecuacion:

NM = 5,55 X A muestra / A estandar

3.5.1.5. Concentracion de bilirrubina

Fundamento:

La bilirrubina (BR) total se une en presencia de cafeina con el acido

sulfanilico diazotado para formar un colorante azoico (Vink y cols., 1988).
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Método:

Se utilizé una longitud de onda de 578 nm con una cubeta de un cm de
paso de luz. La temperatura de incubacion fue de 20-25°C. Se midi6 la

extincidon de la muestra frente al blanco.

3.5.2. Determinaciones en higado

3.5.2.1. Estudio histopatoldgico e inmunohistoquimico

Para los estudios de microscopia Optica se recogieron muestras de
higado que se fijaron inmediatamente en formalina tamponada al 10%. Tras su
deshidratacion e inclusion en parafina Gurr se procedid a la obtencion de
cortes seriados de 4 um de grosor, mediante la utilizacion de un microtomo de
rotacion 1512 (Leitz), con adaptador para casettes y cuchillas recambiables. La
técnica de tincibn empleada para el estudio histopatolégico fue la de
hematoxilina-eosina (H-E).

Para los estudios de la expresion inmunohistoquimica de la proteina
VP60 del virus se realizaron cortes de tejido de 5 um que se tifieron por el
método de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) (Sternberg y cols., 1970). La
peroxidasa enddgena es bloqueada por inmersion de las secciones
histolégicas, durante 10 minutos, en peréxido de hidrogeno al 3% en metanol
preparado en el momento, seguido por tratamiento con tripsina al 1% en

cloruro calcico (pH 7,8) durante 10 minutos a 37°C. Las secciones se lavaron
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con agua corriente y se aclararon con un tampoén de solucion salina/Tris con el
1,6% de NaCl (TST) y se incubaron con una mezcla al 10% (v/v) de un suero
de cabra normal y al 3% (p/v) de albumina sérica bovina en TST, durante 15
minutos. Después del secado, las secciones se incubaron durante toda la
noche a 4°C con un antisuero frente a la VP60 obtenido en cobaya y diluido
1/2.000. Varias secciones de cada grupo de experimentos se emplearon como
controles séricos mediante la omisién del suero inmune primario y su
sustitucion con suero preinmune. Después de lavar con TST, todas las
secciones se incubaron a temperatura ambiente, durante 30 minutos, con una
dilucién 1:20 de anti-inmunoglobulinas de cobaya obtenidas en cabra (SIGMA)
y a continuaciéon con un complejo PAP de cobaya (1:4.000), lavando entre
ambas incubaciones con TST. Para visualizar los inmuno-complejos se utilizd
el tetracloruro de aminobencidina; las secciones se contrastaron ligeramente
con hematoxilina de Mayers. Las células positivas se contaron en 10 campos,

escogidos al azar, a 200 aumentos.

Para poner de manifiesto la expresion de la caspasa-3, tras el secado
de las laminas se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo policlonal de
la caspasa-3 a dilucién 1:50. Posteriormente, se incubd durante 1 hora con el
anticuerpo secundario diluido 1:4.000; mas tarde, se aplicd el sistema de
deteccion de inmunohistoquimica formado por la inmunoglobulina anticonejo
biotinilada y el conjugado estreptavidin peroxidasa. Ambos reactivos detectan
el antigeno presente en el tejido reaccionando con el anticuerpo primario. Para
que esta reaccion fuera visualizada se aplicd una gota de solucion sustrato
cromogena diaminobencidina liquida (DAB) al 0,1% durante 10 minutos a

temperatura ambiente utilizando como colorante de contraste la hematoxilina.
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3.5.2.2. Obtencion de homogeneizado total

Se homogeneizaron 0,2 g de higado con 1 ml de tampén Tris/HCI (10
mM; pH 7,4). El homogeneizado obtenido se pasé a un eppendorf y se
centrifugé a 12.000 xg durante 30 minutos a una temperatura de 4°C. El

sobrenadante se alicuoté en diversos tubos eppendorf y se almacené a -80°C.

3.5.2.3. Obtencion de la fraccion citosolica

Para la obtencion de la fraccion citosélica hepatica se procedié a la
homogeneizacion de 1 g de higado en 10 ml de tampdn manitol, sacarosa,
EDTA (pH 7,4) y, posteriormente, se centrifugdé a 750 xg durante 15 minutos a
4°C recogiéndose el sobrenadante que se centrifugd de nuevo durante 15
minutos a 12.000 xg; finalmente, el sobrenadante obtenido se centrifugd
nuevamente a 100.000 xg durante 1 hora. Se recogio6 este ultimo sobrenadante

y se almacend a -80°C hasta la realizacion de los analisis.

3.5.2.4. Concentracion de proteina

Fundamento:

Se empleé una modificacién del método de Lowry y cols. (1951)
realizada por Markwell y cols. (1978) que se basa en la reduccion de la
proteina con el cobre en medio alcalino y la posterior reduccién del acido

fosfomolibdico fosfotungstico con la proteina tratada.
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Método:
Los reactivos que se utilizaron para éste método analitico fueron:
e Reactivo A: carbonato sodico (2%) hidroxido sodico (0,4%)
tartrato sédico (0,16%) y dodecil sulfato sédico (1%)
o Reactivo B: sulfato de cobre (4%)
e Reactivo C: Folin Ciocalteu (50%)
La mezcla de incubacion contenia en un volumen final de 2 ml los
siguientes reactivos:
e Muestra
e Agua destilada
e ReactivoD (100 ml de A + 1 ml de B)
Tras incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos, se afadié a
la mezcla anterior el reactivo C y, posteriormente, se incubd a temperatura
ambiente durante 45 minutos en oscuridad. Transcurrido este tiempo se

procedié a leer espectrofotométricamente la absorbancia a una longitud de
onda de 650 nm.

Para calcular la concentracion de proteina presente en las muestras se
elabord una recta patréon utilizando como solucion madre albumina bovina
(fraccion V, Sigma). El rango de medidas fue de 0,0625 a 1 mg de proteina por

ml de agua destilada. La concentracion de proteina se expresé en mg/ml.
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3.5.2.5. Concentracion de glutatiéon reducido (GSH)

Fundamento:

Se siguid el procedimiento descrito por Hissin y Hilf (1976), basado en
la reaccion especifica del GSH con el optaldehido (OPT) a pH 8,0 formandose
un producto altamente fluorescente que se activa a 350 nm con un maximo de
emision a 420 nm. Para ello, se utilizaron los sobrenadantes de
homogeneizados hepaticos preparados en tampoén fosfato sédico/EDTA (0,1
M); pH 8,0 y H3PO, al 25% y centrifugados a 105.000 xg durante 30 minutos a
4°C.

Método:

Se incubd, a temperatura ambiente y durante 15 minutos, la siguiente
mezcla:

¢ 1,8 ml de tampon fosfato/ EDTA (0,1 M; pH 8,0)

¢ 0,1 ml de homogeneizado diluido (0,5 ml en 4,5 ml del mismo

tampon)
¢ 0,1 ml de OPT (7,5 uM)
Se midié la fluorescencia en un espectrofluorimetro a 350 nm de
excitacion y 420 nm de emision. Como blanco reactivo se utilizé la mezcla de

incubacion sustituyendo los 100 pyl de muestra diluida por tampén
fosfato/EDTA.
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Para el calculo de las concentraciones se realizd una recta patrén con
soluciones crecientes de GSH de 0,81 a 32,54 nM.

3.5.2.6. Concentracion de glutation oxidado (GSSG)

Fundamento:

Se determind segun el método de Hissin y Hilf (1976), con algunas
modificaciones. Dicho método se basa en la reaccion del GSSG con el
fluoréforo OPT a pH 12; a este elevado pH del medio, la conversion de
glutation reducido a glutation oxidado es practicamente nula. Para la
realizacion de la técnica, se utilizaron los mismos sobrenadantes de
homogeneizados hepaticos descritos en el aparato anterior, usandose

inmediatamente tras su obtencion.
Método:

Se introdujeron, en tubos de rosca, 0,5 ml de vinilpiridina y 1 ml de
sobrenadante de homogeneizado hepatico. La mezcla se agitdé vigorosamente
durante 30 minutos. Posteriormente, se afadieron 9 ml de NaOH (0,1 N) y se

agito de nuevo.

Se incubo, a temperatura ambiente durante 15 minutos en oscuridad las

siguientes sustancias:

e 0,1 ml de la mezcla anterior

e 1,8 mlde NaOH (0,1 N)
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e 0,1 mlde OPT (7,5 uM)

Se midié la fluorescencia en un espectrofluorimetro a 350 nm de
excitacion y 420 nm de emision. En el blanco reactivo se sustituyeron los 0,1
ml de la mezcla con la muestra por NaOH (0,1 N), con el fin de estimar la
fluorescencia debida a la vinilpiridina. Para el calculo de las concentraciones se
realizé una recta patréon con soluciones crecientes de GSSG de 0,33 a 1,63
mM.

3.5.2.7. Actividad glutation peroxidasa (GPx)

Fundamento:

La actividad GPx (EC 1.11.1.19) se determind segun el método de
Guntzler y Flohé (1985). La determinacién espectrofotométrica de la actividad
GPx conlleva la medida de la oxidacion de NADPH por la GR.

Dicha oxidacion puede ser registrada espectrofotométricamente a 340

nm.
Método:
La mezcla de incubacion contenia:

e 50 pl de tampon fosfato (0,1 M; pH 7,0)
e 50 ul de muestra (fraccion citosdlica hepatica)

e 100 pl de GR (2 U)
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e 50 plde GSH (40 mM)
e 50 ul de NaN; (20 mM)

e 50 ul de NADPH (2,4 mM)

Se determind la variacion de la absorbancia a 340 nm, inducida por el
consumo de NADPH que no depende del hidroperoxido, tras la incubacién de
la mezcla durante 5 minutos a 25°C. Posteriormente, se afadieron 100 ul de la
solucién de peroxido de hidrogeno 2 mM y se registrd0 nuevamente la

disminucion de la absorbancia a esta misma longitud de onda.

El coeficiente de extincion molar del NADP* es de 6,2 mM'.cm™. La

concentracion se obtuvo de la forma siguiente:

AE/mi
C= min x dilucion utilizada
7.6 mM.cm’

3.5.2.8. Actividad glutation reductasa (GR)

Fundamento:

Se llevé a cabo por el método de Pinto y cols. (1984). La GR es una

flavoproteina que cataliza la reduccion del GSSG en presencia de NADPH.

La oxidacion de NADPH es seguida espectrofotométricamente a 340

nm.
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GSSG + NADPH' + H* —CR__ | 2 GSH + NADP*

Método:

La mezcla reactiva contiene, en un volumen final de 1 ml, los siguientes
reactivos:
e Tampon fosfato potasico (0,1 M, pH 7,0)
e GSSG (20 mM)
e NADPH (2 mM en tampdn Tris/HCI 10 mM; pH 7,0)
e H,0O destilada
e Fraccion citosdlica
Se determind el descenso de la absorbancia del NADPH a 340 nm, a
30°C, durante 5 minutos. La actividad GR de la muestra se calculd
considerando un coeficiente de extincion molar para el NADPH de

7,6 mM'cm™. Los valores se expresaron en nmol de NADP* formados/mg de

proteina.minuto.
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3.5.2.9. Actividad glutation-S-transferasa (GST)

Fundamento:

Se determind utilizando la reaccion del glutation con 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) (Habig y cols., 1974), un sustrato de amplio espectro

para la actividad catalitica de todas las isoformas de GST.
Método:

La mezcla de incubacién contenia, en un volumen final de 1 ml, los
siguientes reactivos:
e Tampon fosfato sédico (0,2 mM; pH 6,5)
e CDNB (20 mM)
e GSH (20 mM)
Dicha mezcla se incubd a 25°C durante 3 minutos y posteriormente se

afadié la muestra (fraccion citosdlica), y se monitorizd el incremento de

absorbancia a 340 nm durante 3 minutos.

La actividad GST se calculd considerando un coeficiente de extincion
molar del CDNB de 9,6 nM'cm™. Los valores se expresaron en nmol de CDNB

formados/ mg de proteina.minuto.
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3.5.2.10. Western blot

La determinacion de las proteinas Bax, Bcl-2, Cit-c, Fas-L y PARP se

llevo a cabo por Western blot utilizando el sistema de Laemmli (1970).
Reactivos:
e Tampodn de lisis: NaCl 140 mM; EDTA 15 mM,; glicerol 10%; Tris
20 mM; pH 8,0.

e Mezcla de inhibidores de proteasas; PMSF, aprotinina e

inhibidor de tripsina.

e Solucion de ebullicion: H,O; Tris/HCI 2 M; glicerol 60%; SDS
10%; pirrolina 0,5%.

e Tampodn de electroforesis: Tris 25 mM; glicina 0,2 M; SDS 3,5
mM; pH 8,8.

e Tampodn de transferencia; Tris 25 mM; glicina 0,2 M y metanol
20%.

e PBS: NaCl 0,14 M; KH,PO, 1,4 mM; NaHPO, 8 mM; KCL 2,7
mM.

e PBS-Tween 0,05%.

e Solucién de bloqueo y de incubacién de anticuerpos: 2% de

leche en polvo desnatada en PBS-Tween.
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Método:

Una vez obtenidos los homogeneizados y su posterior cuantificacion se

procedio a:
a) Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se tomaron entre 15-100 pg de proteina a la que se le afiadié solucién

de ebullicion y se incubd durante 2 minutos a 100°C.

A continuacion se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida

(10-12%) en tampon de electroforesis.
Para la realizacion del gel se prepar6 la siguiente mezcla:
e 3 ml de mezcla acrilamida/bisacrilamida (Sigma, Chemical Co.
San Louis, USA).
e 4,75 ml del tampdn Tris/HCI 0,75 M; pH 8,8.
e 0,5mlde SDS al 2%.
e 0,43 ml de persulfato amonico al 1%.

e 0,3mlde TEMED al 1%.

1 ml de H,O milliQ.
b) Transferencia

Las proteinas separadas se transfieren a una membrana de

nitrocelulosa para permitir su exposicién a los anticuerpos.
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Para realizar la transferencia, una vez extraido el gel se equilibra en
tampon de transferencia. La transferencia se realiza a 13 V durante 20
minutos. Para comprobar que la transferencia habia sido realizada con éxito se
introdujo la membrana de nitrocelulosa en una solucion de rojo Ponceau para
visualizar las proteinas totales. La membrana se lavé en agitaciéon con PBS.
Posteriormente, se sometid a la solucion de bloqueo durante 30 minutos a
37°C.

a) Incubacién con anticuerpos

La membrana se incub6 toda la noche con los anticuerpos especificos
para Bax, Bcl-2, Cit-c, Fas-L y PARP (Santa Cruz Biotechnology, INC).
Transcurrido este periodo se lavo seis veces con PBS-Tween. Posteriormente,
se incubd con un anticuerpo antiglobulina de conejo o ratéon unido a HRP
(DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). Finalmente, se volvié a lavar seis veces con
PBS-Tween.

b) Revelado

La deteccién de la proteina se realizé por quimioluminiscencia
utilizando la prueba comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, UK) exponiendo la membrana durante 1 minuto a la mezcla reactiva
comercial. Posteriormente, se introduce en un cassette junto con una pelicula
(Amersham Hyperfilm ECL, UK) durante aproximadamente 5 minutos. Tras el
revelado y secado de la pelicula se lleva a cabo la cuantificacion de las bandas
por densitometria utilizando un software comercial Fluor-S-Multimager (Bio
Rad).
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3.5.2.11. Extraccioén y purificaciéon del ADN

Para la obtencion de ADN a partir de higado se empled una prueba
comercial (DNeasy"“Tissue QUIAGEN). Se tomaron 25 mg de muestra que se
colocaron en un eppendorf de 1,5 ml y se anadieron 180 ul de tampon ATL; a
continuaciéon se adicionaron 20 pl de proteinasa K y la mezcla se incubd a
55°C durante toda la noche. Se pipetearon en el eppendorf 40 yl de RNasa (1
mg/ml) y se agité vigorosamente. Tras ello se afiadieron 200 ul de tampon AL y
se incubd a 70°C durante 10 minutos. Se lavé el ADN con 1 ml de etanol al
70%. El contenido se pipeted a una columna de ADN donde se afadieron 500
pl de tampdn AW1 y se centrifugd 1 minuto a 8.000 xg; se desecho la parte
inferior resultante y sobre la columna de extracciéon de ADN se afiadieron 500
pl de tampdn AW2 centrifugando durante 3 minutos a 14.000 xg y descartando
nuevamente la parte inferior de la columna. Finalmente, se afiadieron 200 ul de
tampdn AE y se centrifugd 1 minuto a 8.000 xg obteniéndose de esta forma el
ADN diluido.

La pureza del ADN se estimé espectrofotométricamente, midiendo la
absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm de longitud de onda, aplicando la

siguiente formula:

A 260
Pureza =

A 280

Siendo: A 260 Y A 250 las absorbancias a 260 nm y a 280 nm de longitud

de onda, respectivamente.
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3.5.2.12. Cuantificacion del ADN

Método:

Se midioé la fluorescencia en un espectrofluorimetro, a 260 nm de

excitacion y 280 nm de emision, de la siguiente mezcla:

e 693 ul de tampdn TAE 1x
e 7 ulde muestra

Como blanco reactivo se utilizaron 700 ul de tampén TAE.

Para el calculo de las concentraciones se consideré que una unidad de
absorbancia a 260 nm equivale a 50 ug de ADN. El resultado se expresé

como pg/ml.

3.5.2.13. Electroforesis del ADN en gel de agarosa

Fundamento:

Se utilizé el método descrito por Sambrook y Russell (2001) que
consiste en separar, identificar y purificar distintos fragmentos de ADN segun

su peso molecular mediante electroforesis.
Reactivos:

e Agarosa
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e Tampdn TAE 50x: Tris 2 M; EDTA 0,5 M; acido acético glacial
5,7%; pH 8,0

e Bromuro de etidio

e Tampon de carga 1x (azul de bromofenol 1,25%; azul de xileno
0,25%; sacarosa 40%)

e Marcador de peso molecular del ADN (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania) que incluye fragmentos desde 75 a 1.000 pb
Método:

Los geles de agarosa se prepararon a partir de la siguiente mezcla:

e 2gdeagarosa
e 100 ml del tampén TAE 1x
e 5 ul de bromuro de etidio

Se mezclaron 1 ug de ADN previamente extraido con 2 ul de tampén de
carga y se depositaron en el gel previamente elaborado. Del marcador de peso

molecular se utilizaron 0,7 ug, mezclados con 0,4 ul de tampdn de carga.

Los fragmentos de ADN se separaron en una cubeta de electroforesis
que contenia tampén TAE 1x, estableciéndose una diferencia de potencial
entre ambos polos de 80 V durante el tiempo necesario para la correcta
resolucion de las bandas de ADN que fue de aproximadamente 2 horas. El
seguimiento de la electroforesis se realizd observando el gel sobre un
transiluminador de luz ultravioleta, ya que el bromuro de etidio actia como

agente intercalante y permite visualizar las bandas de ADN.

106




Materiales y Métodos

Uno de los principales marcadores bioquimicos indicativos de muerte
celular por apoptosis es la separacion y ruptura del ADN cromosémico por

zonas internucleosomales en fragmentos de aproximadamente 200 pb.

3.5.2.14. Actividad enzimatica de las caspasas -3 y -8

Para su cuantificacion se empled una técnica fluorogénica. Se utilizé un
sustrato compuesto por una secuencia peptidica reconocida por la caspasa 3
(N-acetil-aspartil-glutamil-valil-aspartato amida, Ac-DEVD), dicho péptido esta
conjugado con un compuesto fluorescente basado en la cumarina denominado
7-amino-4-metil cumarina (AMC). El conjugado Ac-DEVD-AMC no tiene
capacidad fluorescente, pero cuando es roto por accion de la caspasa 3 activa,
el producto resultante emite fluorescencia que puede ser cuantificada.

Reactivos:

e Tampodn de ensayo a pH 7,5, conteniendo HEPES 10 mM,
EDTA 2 mM, CHAPS 0,1%, DTT 5 mM y glicerol 1%

e Ac-DEVD-AMC 10 mM en dimetilsulféxido (DMO)
Método:
La mezcla reactiva contenia:

e 50 ug de proteina

e 10 pl de sustrato
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e Tampodn de ensayo hasta completar 1.000 pl

Para calcular el valor inicial (t=0) se ley6 la fluorescencia que emitia la
mezcla en un fluorimetro a una longitud de onda de excitacién de A=380 nmy a
una longitud de onda de emision de A=460 nm. A continuacion, se incubd la
mezcla en un bano termostatizado a 37°C hasta pasar 15 (t=15), 30 (t=30) y 45
(t=45) minutos, tras los cuales se procedid a realizar nuevas lecturas de

fluorescencia.

Una vez medida la fluorescencia de las muestras se calcularon los
incrementos de fluorescencia correspondientes a los tres intervalos de tiempo
ensayados, comprobandose que los ensayos eran lineales. El resultado se
expres6 en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) por minuto y mg de

proteina.
UAF/min/mg prot = (UAT45 — UAT,)/min reaccién/mg proteina

Para la cuantificacion de la actividad de la caspasa-8 se utilizd una
técnica fluorogénica similar a la anteriormente descrita. El sustrato empleado
en este caso fue el Ac-IETD-AFC, formado por el péptido N-acetil-isoleucil-
glutamil-treonil-aspartato amida (Ac-IETD) conjugado con el derivado
cumarinico 7-amino-4-trifluorometil-cumarina (AFC). Dicho conjugado no tiene
capacidad fluorescente, pero cuando es roto por accion de la caspasa-8

previamente activada, el producto resultante emite fluorescencia.
Reactivos:

e Tampodn de ensayo a pH 7,5, conteniendo HEPES 10 mM,
EDTA 2 mM, CHAPS 0,1%, DTT 5 mM y glicerol 1%
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e Ac-IETD-AFC 10 mM en DMO
Método:
La mezcla reactiva contenia:

e 50 ug de proteina
e 10 pl de sustrato

e Tampodn de ensayo hasta completar 1.000 pl

Para cuantificar la actividad de la caspasa-8 se incubd la mezcla en un
bafo termostatizado a 37°C realizandose lecturas de la fluorescencia emitida a
15, 30 y 45 minutos. Los incrementos de fluorescencia correspondientes a los
tres intervalos de tiempo estudiados eran lineales, expresandose el resultado

en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF) por minuto y mg de proteina.

UAF/min/mg prot = (UAT45 — UAT,)/min reaccién/mg proteina

3.5.3. Tratamiento estadistico

Para la expresion de los resultados se calcul6 el valor de la media y el

error estandar de la media (E.E.M.).

Para el analisis estadistico de los resultados se realizdé el test de
analisis de varianza (ANOVA). Ademas, en aquellos grupos donde aparecian

diferencias significativas, se realizaba posteriormente el test de Newman-
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Keuls. Los estudios de regresion se llevaron a cabo por el método de los

minimos cuadrados.

Para el tratamiento de los datos y para el analisis estadistico de los
datos se utiliz6 un programa Statistica 4.9 para Windows (Statsoft, Tulsa,
USA), mientras que, para su representacion grafica se utilizé Excel 2000 para
Windows (Microsoft Redmon USA).
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Resultados

4.1. Efectos de la NAC sobre la supervivencia en conejos infectados con
el virus de la RHD

El peso de los animales era similar en ambos grupos experimentales al
comienzo de nuestro estudio; tampoco se apreciaron diferencias significativas

tras los 7 dias de tratamiento (Tabla 1).

Peso corporal (Kg)

Dia 0 Dia 7
RHD 2,27 £ 0,01 2,39 +0,02
RHD + NAC 2,24 + 0,02 2,34 + 0,02

Tabla 1: Evolucion del peso corporal en los 7 dias de tratamiento en los distintos

periodos y grupos estudiados (n=24).

Para los estudios de supervivencia se emplearon 20 conejos. La mitad
recibieron una inyeccion i.p. de NAC o del mismo volumen de SSF durante 7
dias, el séptimo dia a todos los animales se les administré 2x10* unidades
hemoaglutinantes del virus de la RHD por via im. y se les dejé6 morir
espontaneamente. En la Figura 1 se recoge el porcentaje de animales vivos a
lo largo del tiempo en ambos grupos de estudio. Como se observa en la Figura
1, a las 24 hpi, el porcentaje de animales vivos en ambos grupos es del 100%;
sin embargo, a las 36 hpi se observan marcadas diferencias entre los dos

grupos: asi, mientras que en el grupo RHD la supervivencia fue del 33%, en el
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grupo RHD + NAC fue del 90% en el mismo periodo y a las 48 hpi estos
valores fueron del 17% y del 45%, respectivamente. Solo un animal no tratado
y dos tratados con NAC sobrevivieron mas de 72 h. Nuestros resultados
indican, por tanto, que aunque la administracion de la NAC en los animales
infectados no evita la muerte de la mayor parte de los animales, es capaz de

aumentar de forma significativa el tiempo de supervivencia.

/. RHD+NAC
100 1 -\ . RHD

80
& 60
(8]
C V2N
S 40
g *
s
(-D 20 4\ Y

L |
0 T T T
24 hpi 36 hpi 48 hpi 60 hpi 72 hpi

Figura 1: Porcentaje de animales vivos en los distintos periodos y grupos
estudiados (n = 3-20).

4.2. Efectos de la NAC sobre la anatomia e histologia hepatica en conejos
infectados con el virus de la RHD

En las necropsias el higado mostraba una apariencia palida,
consistencia friable, con una marcada delimitaciéon de los lobulillos hepaticos y

en ocasiones hemorragias puntiformes (Imagen 2).
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Imagen 2: Aspecto del higado en los animales infectados con el virus de la

enfermedad hemorragica de los conejos.

El examen histologico al microscopio éptico de las biopsias hepaticas
de animales pertenecientes al grupo control demostré un aspecto normal del
tejido (Imagen 3). A las 24 hpi, en los animales infectados sin tratamiento
antioxidante, se observa una modificaciéon de la estructura hepatica, con
numerosos hepatocitos sin ndcleo y un infliitrado inflamatorio presente en
numerosas zonas. En este mismo periodo, los higados de los animales
infectados tratados con el antioxidante poseen practicamente una apariencia

normal (Imagenes 4 y 5).
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Imagen 3: Hallazgos histolégicos del higado de conejos pertenecientes al grupo

control. Tincién PAP contrastada con hematoxilina. Aumentos 200x.

Imagen 4: Hallazgos histolégicos del higado de conejos pertenecientes al grupo RHD a las 24
hpi. Tincién H-E. Aumentos 200x y 400x.
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las 24 hpi. Tincién H-E. Aumentos 100x y 200x.

Entre las 36 y 48 hpi, se observaron multiples areas de necrosis
asociadas con hemorragias e infiltracién de neutrofilos asi como una gran
vacuolizacion del citoplasma. También fue un hallazgo comun la picnosis y
cariorrexis de las células necréticas. Debido a la disociacion de los hepatocitos,
las laminas hepaticas se hacen discontinuas e irregulares, con neutréfilos y
células de Kupffer rodeando con frecuencia a los hepatocitos dafiados y en
algunas areas, se observaron pequenos focos de necrosis hepatica. A menudo
se presentaban microtrombos intrasinusoidales y, de forma ocasional, se
observaron cuerpos acidodfilos. ElI dafio de la arquitectura hepatica resulta
menos evidente en los animales pertenecientes al grupo RHD+NAC (Imagenes
6y7).

En los animales que sobrevivieron a la infeccion se detecta la presencia
de seudoldbulos por la marcada fibrosis existente tras la recuperacion

espontanea de la funcionalidad hepatica (Imagen 8).
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Imagen 6: Hallazgos histolégicos de los animales pertenecientes al grupo RHD entre las 36 y 48

hpi. Tincién H-E. Aumentos 10x y 400x.

Imagen 7: Hallazgos histolégicos de los animales pertenecientes al grupo RHD+NAC entre las
36 y 48 hpi. Tincién H-E. Aumentos 200x y 400x.
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Imagen 8: Hallazgos histolégicos de los animales supervivientes al virus de la RHD. Tincién H-

E. Aumentos 10x y 100x.

El examen histolégico mediante microscopia electrénica nos indica que
en los periodos iniciales de la enfermedad, el higado de los conejos infectados
no presenta cambios ultraestructurales apreciandose una imagen similar a la
encontrada en los animales control. Sin embargo, a partir de las 36 hpi, en los
hepatocitos localizados en las proximidades de un foco inflamatorio, se aprecia
una intensa vacuolizacion del citoplasma asi como la presencia de cuerpos
autofagicos, numerosas gotas de lipidos e hinchamiento de las mitocondrias.
También en los animales infectados se aprecia en todos los casos una intensa

degeneracion del reticulo endoplasmatico rugoso (RER).

La principal diferencia que se detecta mediante microscopia electrénica,
entre los grupos de conejos RHD y RHD+NAC, se observan en el nucleo que
muestra una marcada agregacion de la cromatina en los animales
pertenecientes al grupo RHD, mientras que, el ndcleo de los animales
pertenecientes al grupo RHD+NAC tiene una apariencia similar a la de un

animal del grupo control (Imagen 8).
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Imagen 9: Aspecto del nucleo de hepatocitos de los distintos grupos estudiados entre las 36 y
48 hpi. Aumentos 8.000x.

La presencia del VP60, principal antigeno virico, se puso de manifiesto
por inmunofluorescencia desde las 12 hpi; si bien en este periodo temprano se
detectd tan solo en algun hepatocito aislado (Imagen 9). A las 24 hpi, ya se
puede apreciar en mas de un 25% de los hepatocitos (Imagen 10) y en los
periodos mas avanzados de la infeccidn (36 a 48 hpi) entre el 50 y 70% de las

células fueron positivas al antigeno virico (Imagen 11).

120




Resultados

Imagen 10: Deteccion inmunohistoquimica del antigeno VP60 en el higado de los
conejos infectados con el virus de la RHD a las 12 hpi. Tincién PAP contrastada

con hematoxilina. Aumentos 100x.

Imagen 11: Deteccién inmunohistoquimica del antigeno VP60 en el higado de los
conejos infectados con el virus de la RHD a las 24 hpi. Tincién PAP contrastada

con hematoxilina. Aumentos 100x.
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Imagen 12: Deteccion inmunohistoquimica del antigeno VP60 en el higado de los
conejos infectados con el virus de la RHD entre las 36 y 48 hpi. Tincién PAP

contrastada con hematoxilina. Aumentos 100x.

Con el fin de poner de manifiesto la presencia de células en apoptosis,
se determind por inmunohistoquimica la expresién hepatica de la caspasa 3.
En los conejos pertenecientes al grupo RHD se puede observar un elevado
numero de hepatocitos positivos a la tincion. Por el contrario, en los animales
pertenecientes al grupo RHD+NAC, las células positivas se limitan
fundamentalmente a las areas periportales y solo un escaso numero de células
individualizadas en otras regiones del acino hepatico (Imagen 12). A las 36 hpi,
existen diferencias significativas entre ambos grupos experimentales ya que el
porcentaje de células positivas en los animales pertenecientes al grupo RHD
fue de 34,7t6,6 frente a 12,1£3,2 en el grupo RHD+NAC. En conejos
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pertenecientes al grupo control no se observaron células positivas a la caspasa
3.

Grupo RHD Grupo RHD + NAC

Imagen 13: Deteccion inmunohistoquimica de la expresién hepatica de la caspasa 3 entre las 36

y 48 hpi. Aumentos 10x.

4.3. Efectos de la NAC sobre diversos parametros plasmaticos
indicadores de dano hepatico en conejos infectados con el virus de la
RHD

En la Tabla 2 se muestra la evolucion de los parametros plasmaticos
indicadores de dano hepatico analizados en los animales infectados con el
virus de la RHD con y sin tratamiento antioxidante. Elos periodos anteriores a
las 36 hpi, la mayor parte de los parametros analizados fueron similares en
ambos grupos experimentales.

Las actividades plasmaticas de la ALT y de la AST se incrementaron de

forma marcada a partir de las 36 hpi, siendo este aumento mucho mas
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manifiesto en los animales sin tratamiento antioxidante; las actividades ALT y
AST alcanzaron pues los valores mas elevados entre las 36 y las 48 hpi,
apreciandose ademas diferencias significativas entre el grupo tratado con el
antioxidante respecto a los animales pertenecientes al grupo RHD.

En relacién con las actividades plasmaticas de la y-GT y LDH, se
observa un aumento desde las 24 hpi aunque no llega a ser significativo hasta
las 36 hpi; a partir de este momento, los valores fueron significativamente
diferentes con respecto a los periodos basales. Aunque los aumentos fueron
mas marcados en el grupo de conejos infectados sin tratamiento antioxidante,
las diferencias no llegan a ser estadisticamente significativas con respecto a
los conejos del grupo RHD+NAC (Tabla 2).

Las concentraciones de BR total en plasma se incrementan
notablemente a partir de las 24 hpi en los animales sin tratamiento antioxidante
llegando a valores un 55% superior a los de nivel basal; ademas, se aprecian
ya desde dicho periodo diferencias significativas no solo en relacion con el
periodo basal sino también con respecto al grupo RHD. Las concentraciones
de BR contindan subiendo hasta alcanzar los niveles maximos en los periodos
mas vanzados de la infeccibn manteniéndose las diferencias significativas

entre ambos grupos experimentales.

Las concentraciones de glucosa experimentan a partir de las 24 hpi una
disminucion gradual que llega a ser significativa entre las 36 y 48 hpi en los

animales del grupo RHD en relacidén con sus niveles basales.

124




Resultados

adHy odnub [e 03oadsal uod GO‘0>d# ‘1eseq opouad e 0}oadsal U0 GO ‘0>dx
"Sojewue gL e g ap ‘W 3 3 F Solpal saiofe) - sopelpnise sodnib A sopouad sojusip soj us soonewseld soljsweled * Z ejqel

vLFLL £LLFLS L7¢6 ZL 706 LLFELL LFOLL ¥ F0€L €L F80L LF26 9766 (1p/Bw) N9
#EEOF L'L £LE0TFEET SL0F6L0 | Je0Feel | «SL0FL90 | wse0FeeL | 1zoFeo0 | ssoFes'o | vioFiso | vi'oFo90 (1p/Bw) yg
L.G08 F £82'L £L9F 0L5'L £82F2EL 212 ¥ 9501 8z ¥ GEl 187%622 SL 766 ZLFe8 eLFLL 8z F ¥zl (/n) Ha
«0Z ¥ 55 «SZTF20L LTFCY +6l F G L T2 62 T GE ZF L €0FLL (24 1¥9 (un) 199
#262 F 80§ 4281 F618T #8l 769 ZLZF08L 6F€E 0€ ¥ 08 -4 zFel ¥yl EEe4 (/n) 1SV
#G0E T 1.28 621 F89LL #66 T v8l V6T F 685 6F 69 GLF.8 eFeL 87F18 9F ¥ LF.8 (vn) 1v
OVN+QHY aHy OVN+aHY aHy OVN+QHY aHy OVN+aHY aHy OVN+QHY aHy
1dy g 1dy 9¢ 1y ¥ Idy zi |eseq

125




Beatriz San Miguel de Vega

4.4. Efectos de la NAC sobre el estrés oxidativo hepatico en conejos

infectados con el virus de la RHD

En la Tabla 3 y en la Figura 2, incluidas en esta seccion, se muestran
los parametros hepaticos analizados en los animales sacrificados a las 12, 24,
36 y 48 hpi en los grupos RHD y RHD + NAC y su comparacién con el grupo

control.

Las concentraciones hepaticas del GSH y GSSG fueron determinadas
mediante fluorimetria. La concentracion hepatica de GSH se mantiene préxima
a los niveles del grupo control hasta las 24 hpi para disminuir en los periodos
posteriores alcanzando, en el periodo 48 hpi, valores un 50% menores que las

de los animales control en los dos grupos de animales infectados.

En la Figura 2 se observa la relacién existente entre la forma oxidada y
reducida del glutation (GSSG/GSH) en higado, uno de los mas importantes
marcadores de estrés oxidativo. Dicha relaciéon se eleva significativamente a
partir del periodo de 36 hpi en ambos grupos experimentales en relaciéon con
los animales control; si bien este incremento fue significativamente menor en
animales tratados con NAC (-40%). A las 48 hpi, las diferencias entre ambos
grupos experimentales se mantienen alcanzando, en este momento, un valor

un 45% mas elevado en el grupo RHD en relacion con el grupo RHD+NAC.
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Figura 2: Relacion hepatica GSSG/GSH en los distintos periodos y grupos estudiados. Valores
medios + E.E.M. de 2-12 conejos. *P<0,05 con respecto al grupo control; #P<0, 05 con respecto

al grupo RHD.

La actividad GPx en los grupos de animales infectados se mantiene
similar a los valores de los animales control hasta las 24 hpi; en este periodo,
se aprecia una disminucion en los animales pertenecientes al grupo RHD del
30% con respecto a los animales control y unas diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo RHD+NAC que se mantienen en los

posteriores periodos estudiados.
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Las actividades GR y GST muestran una disminucién gradual desde las
primeras hpi, si bien no es hasta las 36 hpi, cuando se alcanzaron valores
estadisticamente significativos. Esta actividad fue aproximadamente un 40%
menor en los animales pertenecientes al grupo RHD a las 48 hpi, mientras que
en los animales del grupo RHD+NAC fue del 30% en el mismo periodo de
estudio pero sin llegar a alcanzar diferencias significativas entre ambos grupos

experimentales.

4.5. Efectos de la NAC sobre la expresion y actividad hepatica de

marcadores apoptoticos en conejos infectados con el virus de la RHD

Para evaluar los efectos del tratamiento de la NAC sobre marcadores
de apoptosis, se determiné la expresion de la proteina Fas-L, Bcl-2, Bax, Cit-c
y PARP mediante Western blot.

Como puede observarse en la Figura 3, la expresién de la proteina de
membrana Fas-L se encuentra incrementada de forma significativa en relacion
con los animales control ya desde las 12 hpi, en los dos grupos de conejos
infectados. Esta significativa activacion de la expresion de FasL se mantiene
con valores similares en todos los periodos de estudio y en ambos grupos

experimentales.
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Figura 3: Expresion hepatica de Fas-L en los distintos periodos y grupos estudiados. La imagen
superior muestra el Western blot representativo de cada grupo experimental. La imagen inferior
muestra la representacion en U.A. Valores medios + E.E.M. de 2-12 conejos. *p<0,05 con

respecto al grupo control.

La familia de proteinas Bcl-2 son importantes reguladores de la
apoptosis. Estas proteinas se localizan principalmente en la membrana
mitocondrial y regulan la apoptosis en parte por controlar la liberacién del Cit-c
al citosol. Los miembros de esta familia pueden clasificarse en proteinas
proapoptéticas, dentro de la cual podemos incluir a Bax y antiapoptéticas, entre

las que se encuentra Bcl-2.

El estudio de la concentracién de la proteina proapoptotica Bax

mediante Western blot (Figura 4), pone de manifiesto que el virus de la RHD
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provoca un aumento de su expresion a las 36 y 48 hpi; dicha expresion se
redujo con el tratamiento antioxidante de forma significativa en esos mismos

periodos.
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r N\ N NN N
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Figura 4: Expresion hepéatica de Bax en los distintos periodos y grupos estudiados. La imagen
superior muestra el Western blot representativo de cada grupo experimental. La imagen inferior
muestra la representacion en U.A. Valores medios + E.E.M. de 2-12 conejos. *p<0,05 con

respecto al grupo control; *P<0,05 con respecto al grupo RHD.

Como se observa en la Figura 5 la proteina antiapoptotica Bcl-2
experimenta un significativo incremento a las 12 hpi siendo mucho mas
marcado en los animales tratados con el antioxidante (+30%) en relacién con

los animales no tratados y alcanzando en este periodo diferencias significativas
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entre ambos grupos experimentales. A partir de este momento se produce una
disminucion en la expresion de dicha proteina hasta que practicamente llega a

desaparecer a las 48 hpi, en ambos grupos experimentales.
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Figura 5: Expresion hepatica de Bcl-2 en los distintos periodos y grupos estudiados. La imagen
superior muestra el Western blot representativo de cada grupo experimental. La imagen inferior
muestra la representacion en U.A. Valores medios + E.E.M. de 2-12 conejos. *p<0,05 con

respecto al grupo control; *P<0,05 con respecto al grupo RHD.

La relacion Bax/Bcl-2 es un importante indicador de la susceptibilidad
de la célula a desencadenar el proceso de apoptosis (Yang y Korsmeyer,

1996). Como se puede observar en la Figura 6, en los primeros periodos de
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estudio (12 y 24 hpi) se produce una disminucion significativa de la relacién en
ambos grupos experimentales con respecto al periodo control. Sin embargo, a
las 36 hpi, si bien en los animales pertenecientes al grupo RHD+NAC se
mantiene similar al grupo control, en el caso de los animales que no reciben
tratamiento la relacién entre ambas proteinas aumenta, debido al aumento de
la expresion de la proteina proapoptética que se produce en este grupo
experimental, existiendo desde este momento diferencias siginificativas entre
el grupo tratado y no tratado con el antioxidante. A las 48 hpi, estas diferencias
son mas marcadas de forma tal que la relacion Bax/Bcl-2, en los animales
pertenecientes al grupo RHD+NAC, es 3 veces menor que la de los conejos
del grupo RHD.

500 Bl RHD
I RHD+NAC

400 1

300 1

200 1

100 A

Relacién Bax/Bcl-2 (%)

Control 12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi

Figura 6: Relacién Bax/Bcl-2 en los distintos periodos y grupos estudiados. Valores medios +
E.E.M. de 2-12 conejos. *P<0,05 con respecto al grupo control; *P<0,05 con respecto al grupo
RHD.

Como se observa en la Figura 7, el virus de la RHD indujo un

incremento significativo en la concentracion citosolica del Cit-c, lo que implica
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una salida del mismo desde la mitocondria. La administracion de NAC
disminuye significativamente dicho incremento en todos los periodos de
estudio exceptuando a las 48 hpi. A las 24 hpi se alcanzaron unos valores un
35% mas bajos en relacion con el mismo periodo de estudio en los animales
no tratados con el antioxidante, lo que nos indica un efecto protector de la NAC

sobre la integridad mitocondrial.
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Figura 7: Expresién hepatica del Cit-c en los distintos periodos y grupos estudiados. La imagen
superior muestra el Western blot representativo de cada grupo experimental. La imagen inferior
muestra la representacion en U.A. Valores medios + E.E.M. de 2-12 conejos. *p<0,05 con

respecto al grupo control; *P<0,05 con respecto al grupo RHD.
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La expresion de la enzima nuclear PARP se puede observar en la
Figura 8. En los periodos de 36 y 48 hpi se produce la proteolisis de PARP
como se pone de manifiesto por la aparicion del fragmento de 85 kDa en los
animales pertenecientes al grupo RHD. Por otro lado, los animales tratados

con la NAC muestran una reduccion significativa de la ruptura de la enzima.
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Figura 8: Expresion hepatica de PARP en los distintos periodos y grupos estudiados. La imagen
superior muestra el Western blot representativo de cada grupo experimental. La imagen inferior
muestra la representacion en U.A. Valores medios + E.E.M. de 2-12 conejos. *P<0,05 con

respecto al grupo control; *P<0,05 con respecto al grupo RHD.
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4.6. Efectos de la NAC sobre la fragmentacion del ADN en el higado de

conejos infectados con el virus de la RHD

Una de las caracteristicas bioquimicas asociadas a la apoptosis es la
pérdida de integridad del ADN mediante su fragmentacion por la accién de una
endonucleasa. Por ello, y con el fin de poner de manifiesto la existencia o no
de apoptosis en nuestro modelo animal de FHF, determinamos en primer lugar
la fragmentacion del ADN ya que es una de las técnicas mas empleadas para
la deteccion de la apoptosis de un modo cualitativo (Imagen 14). Esta ruptura
se produce a nivel internucleosomal de modo que los fragmentos de ADN que
se originan tienen una longitud multiple de 180-200 pb.

PM C C+NAC RHD RHD+NAC
4 \

14 A
] |

Imagen 14: Electroforesis de ADN hepatico en gel de agarosa en los distintos

grupos experimentales entre las 36 y 48 hpi.
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Como era de esperar no observamos evidencias de apoptosis en los
animales pertenecientes al grupo control (Imagen 14). Sin embargo, en los
animales del grupo RHD resultd evidente la fragmentacion del ADN que,

practicamente, no fue detectable en el grupo RHD+NAC.

4.7. Efectos de la NAC sobre la actividad hepatica caspasa-3 y -8 en

conejos infectados con el virus de la RHD

En la Figura 9 podemos obsevar la cuantificacion de la actividad
caspasa-3 mediante fluorimetria. Detectamos un incremento significativo desde
las 36 hpi y 48 hpi en ambos grupos experimentales si bien, en el grupo tratado

con NAC los valores resultaron significativamente menores.
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* #
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o

control 12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi

Figura 9: Actividad hepética de la caspasa-3 en los distintos periodos y grupos estudiados.
Valores medios = E.E.M. de 2-12 conejos. *p<0,05 con respecto al grupo control; *P<0,05 con

respecto al grupo RHD.
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Los resultados mostrados hasta el momento muestran una clara
activacion de muchos de los parametros indicativos de la via intrinseca de la
apoptosis en los animales infectados con el virus de la RHD, y que el
tratamiento con la NAC inhibe practicamente la activacién de la mayor parte de

los marcadores analizados.

B RHD
30, [ RHD+NAC

25+

204

Caspasa-8
UAF/min/mg proteina
o

control 12 hpi 24 hpi 36 hpi 48 hpi

Figura 10: Actividad hepatica de la Caspasa-8 en los distintos periodos y grupos estudiados.
Valores medios + E.E.M. de 2-12 conejos. #P<0,05 con respecto al grupo control; *P<0,05 con

respecto al grupo RHD.

En nuestro modelo de FHF no observamos ninguna modificacion
significativa en la actividad caspasa-8 ni entre periodos ni entre grupos de
tratamiento; si bien, en los animales infectados no tratados se puede observar
un ligero incremento en su expresion respecto a los no tratados con NAC entre
las 24 y las 36 hpi (Figura 10).
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Discusion

5.1. Efectos de la NAC sobre la supervivencia de los conejos infectados
con el virus de la RHD

El virus de la RHD es un miembro de la familia Caliciviridae que
provoca, tanto en conejos domésticos como silvestres, una enfermedad fatal
que fue descrita por primera vez en China en 1984 (Liu y cols., 1984). Esta
enfermedad se caracteriza por una grave necrosis hepatica con una evolucion
muy rapida que provoca la muerte entre las 48 y las 72 horas tras la infeccién
en el 90% de los casos (Park y cols., 1995; Alonso y cols., 1998). Hallazgos
clinicos, cambios en la bioquimica sanguinea asi como en la Pl confirman que
la RHD es un modelo 6ptimo para el estudio del FHF (Tufion y cols., 2003;
Bélanger y Butterworth, 2005).

El FHF es un proceso que progresa rapidamente y tiene unos indices
de mortalidad muy altos a pesar de los grandes avances que se han
conseguido en su tratamiento (Williams, 1996; O’Grady, 2000). Sin embargo, el
trasplante hepatico sigue siendo hasta la fecha el unico tratamiento curativo,
pero éste se ve muy limitado por la escasez de érganos y por la necesidad de
inmunosupresores durante toda la vida. Ademas, numerosos pacientes mueren
mientras esperan el trasplante (Stockmann, 2000). Por ello, es muy importante
alargar la vida de estos pacientes asi como tratar de mejorar las condiciones
neurolégicas y bioquimicas de los mismos para poder disponer de un mayor
tiempo de actuacion.

La NAC ha sido empleada en la clinica desde hace aproximadamente
45 afos principalmente por sus propiedades antioxidantes. En los casos de

FHF provocados por dosis altas de paracetamol, se utiliza con frecuencia la
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NAC; de hecho, se ha constatado una evidente mejoria en diversos
parametros tales como la incidencia de edema cerebral, el fallo renal, la
hipotension asi como un mayor indice de supervivencia de los pacientes que
reciben el tratamiento con el antioxidante frente al grupo de pacientes que no
lo reciben (Keasy y cols., 1991) y una reducién de la mortalidad en pacientes
afectados de FHF (Harrison y cols., 1990). También mejora la supervivencia en

cerdos sometidos a un proceso de isquemia hepatica (Fukuzawa, 1995).

Existen distintas teorias que intentan explicar los efectos de la NAC
sobre el dafio hepatico agudo; una de ellas indica que mejora la oxigenacién
de los tejidos, una complicacion casi siempre presente en el FHF (Harrison y
cols., 1991). Otro posible mecanismo de accidon es mejorar la circulacion
sanguinea regional o recuperar las defensas antioxidantes (Devlin y cols.,
1997) y corregir la acidosis de los tejidos al mejorar la microcirculacion (Spies y
cols., 1994).

Nuestros resultados confirman, en el modelo virico de FHF, que la
administracién de NAC produce un alargamiento en la supervivencia de los
animales infectados por el virus de la RHD que reciben tratamiento
antioxidante con respecto a los que no lo reciben. En concreto, es a las 36 hpi
donde se aprecian los resultados mas significativos puesto que la
supervivencia de los animales pertenecientes al grupo RHD en este periodo es
del 33% frente a un 91% de los animales pertenecientes al grupo RHD+NAC.
Estos resultados son muy importantes no solo porque la supervivencia en si
misma es mayor (sobrevivieron dos conejos del grupo RHD+NAC respecto a
uno tan solo del grupo RHD) sino porque al retrasar el momento de la muerte

en la mayoria de los conejos aporta un tiempo extra que puede ser
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fundamental tanto para la obtencién de un donante adecuado para realizar un

trasplante o para que el propio higado se recupere de forma espontanea.

5.2. Efectos de la NAC sobre la anatomia e histologia hepatica en conejos

infectados con el virus de la RHD

Los animales infectados con el virus de la RHD presentaban claros
sintomas de la enfermedad, observandose disnea respiratoria, anorexia,
opistétonos, postracion asi como sintomas neurolégicos (convulsiones, ataxia,
paralisis de miembros posteriores) que progresaban rapidamente a un estado
de coma y muerte cerebral en las fases mas terminales lo que determinaba la

muerte por FHF.

La necropsia de los animales infectados por el virus de la RHD
mostraba la presencia de trombos en los principales vasos sanguineos, mas
frecuentemente en la arteria pulmonar, suprahepatica asi como en ramas de la
arteria aorta. Los 6rganos mas afectados a nivel macroscopico eran sin duda el
higado y el pulmdn; apreciandose en este ultimo numerosas hemorragias. En
la traquea se observa un contenido espumoso sanguinolento y el higado
adquiere una consistencia friable y en ocasiones presenta zonas con
hemorragias puntiformes. Todos nuestros hallazgos coinciden con los descritos
con anterioridad por diversos autores (Capucci y cols., 1991; Ramiro-lbafiez y
cols.,1999; Mikami y cols., 1999).

Desde el punto de vista histologico, la extensa necrosis coagulativa es
un hallazgo clasico que aparece en el FHF (Rahman y Hodgson, 2000). La
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RHD en conejos adultos es una enfermedad aguda y letal, y se considera
como principal causa de muerte las multiples y difusas zonas de necrosis y la
CID en el higado (Xu y Chen, 1989; Marcato y cols., 1991; Plassiart y cols.,
1992). Nuestro resultados concuerdan con los obtenidos en estudios previos
de nuestro grupo en los que se apreciaron en las muestras histologicas
amplias zonas de necrosis asociadas con hemorragias e infiltrado inflamatorio
(Tunodn y cols., 2003). También detectamos la presencia de microtrombos en
pequenos vasos sanguineos caracteristicos de la CID. La CID ha sido
extensamente descrita en distintos 6rganos de conejos fallecidos por el virus
de la RHD (Marcato y cols., 1991; Fuchs y Weissenbdck 1992; Ueda y cols.,
1992). Algunos autores atribuyen la CID a la intervencion secundaria de
endotoxinas bacterianas tras la penetracion del virus en los hepatocitos
(Marcato y cols., 1988; Purcell y Ticehurst 1988). La NAC atenua los dafios
observados mediante microscopia optica; lo que puede ser debido a que logra
recuperar el equilibrio entre estrés oxidativo y defensas antioxidantes que se

ve alterado en el FHF.

Los hallazgos histologicos, en los animales que sobreviven a la
enfermedad, confirman una clara recuperacion del higado alcanzando
practicamente una apariencia normal con la excepcion de la existencia de

abundante tejido fibrético dividiendo al higado en una especie de seudolébulos.

En las muestras de los animales infectados no tratados se observan
tanto células normales como apoptoticas en base a sus modificaciones
hepaticas estructurales y en la condensacion de la cromatina en el nucleo. Se
observa asimismo una vacuolizacién del citoplasma de los hepatocitos

situados en las proximidades de los focos inflamatorios asi como el
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hinchamiento de las mitocondrias con pérdida de las crestas mitocondriales y
una menor densidad en la matriz mitocondrial lo cual puede ser indicativo de la
presencia de apoptosis. Estos resultados coinciden con los obtenidos en
conejos infectados con el virus de la RHD de 4 semanas de edad (Ferreira y
cols., 2004) y con la presencia de células apoptéticas en muestras hepaticas
de ratas a las que se les induce un FHF apreciandose la ultraestructura tipica
de agregacién y condensacién de la cromatina, cavidades en el nucleo y
condensacion del citoplasma con aumento del tamafio de las mitocondrias (Liu
y cols., 2007).

Los resultados de inmunohistoquimica confirman la presencia del virus
de la RHD en el tejido hepatico ya a las 12 hpi; si bien en este momento su
presencia se limita a un numero pequefio de hepatocitos localizados en las
areas centroacinares que incluso puede pasar inadvertido. A las 24 hpi el
numero de hepatocitos infectados es de aproximadamente el 25-30%, y
alcanza a las 48 hpi a mas de un 70% de hepatocitos; resultados que fueron
similares a los obtenidos previamente en distintos estudios (Jung y cols., 2000;
Prieto y cols., 2000).

5.3. Efectos de la NAC sobre diversos parametros plasmaticos en conejos

infectados con el virus de la RHD

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que
aproximadamente el 90% de los conejos mueren espontaneamente en un
rango de tiempo definido, entre las 36 y las 48 hpi, con signos bioquimicos de

FHF progresivo y coma. El dafio hepatico se hace evidente por los incrementos
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significativos en las actividades de las transaminasas y de la bilirrubina que
mostraron los animales infectados. Estas enzimas se localizan en los
hepatocitos y en condiciones fisiolégicas no son difundidas fuera de la célula;
ahora bien, cuando el hepatocito es dafiado y la membrana plasmatica se
rompe, se liberan al medio extracelular pudiendo detectarse niveles anormales
en plasma. Las actividades AST y ALT se emplearon como indicativas del
grado de dano hepatico (Abboud, 2007; Alipour y cols., 2007). Unos niveles
elevados de ALT se relacionan con procesos inflamatorios en el higado
(Schmitz y cols., 2006). Los niveles de ALT y AST se encuentran también
incrementados en pacientes afectados de FHF (Doria y cols., 2007; Eisenbach
y cols., 2007).

En nuestro estudio los conejos infectados tratados con la NAC se
reduce de forma muy significativa la actividad de las diversas enzimas
hepaticas que se ven incrementadas en el FHF indicando el efecto protector
del compuesto sobre el dafio hepatico producido por el virus, lo que confirma
otros resultados descritos previamente en los que la NAC consigue reducir los
niveles de las transaminasas hepaticas en distintos modelos de dafio hepatico
(Ronis y cols., 2005;Alipour y cols., 2007; Tahan y cols., 2007).

La disminucién en las concentraciones de glucosa que detectamos en
el grupo de animales infectados sin tratamiento y la alteracién en su regulacion
podrian ser el resultado de un fallo tanto en la gluconeogénesis como en la
depuracion de la insulina en el higado dafado (Sielaff y cols., 1995). Aunque la
hipoglucemia también se produce en diferentes modelos animales de FHF en
perro, cerdo y conejo (Blitzer y cols., 1978; Takada y cols., 2003), no es un

resultado repetitivo y de hecho en muchos modelos animales la glucemia
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apenas se modifica, lo cual parece ser una consecuencia de una
gluconeogénesis compensadora del rifidn y/o la inhibicién de su captacion por
érganos periféricos (Eguchi y cols., 1996; Arai y cols., 2001). La correccién de
los niveles de glucosa es un tratamiento que se realiza de forma rutinaria ante
un caso de FHF y en nuestros resultados los animales tratados con NAC
presentaron valores de glucemia significativamente superiores que los

animales sin tratar.

5.4. Efectos de la NAC sobre diversos parametros hepaticos en conejos

infectados con el virus de la RHD

El higado es altamente sensible a los mecanismos que se
desencadenan durante el shock circulatorio, la CID, el trasplante hepatico o
cualquier proceso quirurgico donde este érgano se encuentre involucrado.
Durante estas condiciones patolégicas pueden formarse EROs que ocasionan
danos en diversas funciones celulares puesto que, por lo general, tienen la
capacidad de unirse a lipoproteinas, acidos nucleicos y proteinas modificando
su estructura normal. De hecho, durante la respuesta inflamatoria aguda, la
activacion de los neutrofilos induce un dano en los tejidos por la produccién y
liberacion de EROs y proteinas citotdxicas al liquido extracelular (Kettle y
Winterbourn., 1997). Ademas las EROs pueden danar directamente la
mitocondria provocando un incremento de la permeabilidad mitocondrial lo que
puede desencadenar tanto un proceso de muerte celular por apoptosis como
necrosis. La decision de que se produzca necrosis o apoptosis parece

depender de la concentracion celular de ATP (Leist y Nicotera, 1997).
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Durante este proceso y en determinadas enfermedades hepaticas se
produce un incremento en la generacion de EROs que pueden llegar a superar
las defensas antioxidantes del organismo y en consecuencia instaurar el
denominado estrés oxidativo, lo que puede suponer un dafo en los diferentes
organos y tejidos, entre ellos el higado (Jung y Henke, 1996). Cuando las
EROs comienzan a acumularse, los hepatocitos ponen en marcha sus
mecanismos de defensa a través de varias enzimas antioxidantes como son la
superoxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa, glutatiéon peroxidasa, etc.
(Meister y Anderson, 1983; Reddy y cols., 2004). Nuestros resultados ponen
de manifiesto que en nuestro modelo de FHF la actividad de las principales
enzimas antioxidantes disminuyen de forma significativa y que esta
disminucion es mas acusada en los periodos finales de la infeccién como ya
habiamos descrito en estudios previos (Sanchez-Campos y cols., 2004). Si
bien la NAC mejora los resultados obtenidos, en ningun caso, consiguen
alcanzar significacion estadistica con respecto a los obtenidos en el grupo de

animales no tratados.

El GSH, principal antioxidante endégeno no enzimatico, también juega
un papel importante en la eliminacién de las EROs al convertirse en GSSG a
través de una reaccién catalizada por la GPx, que protege la célula de los
efectos dafinos de la mayoria de EROs, hidroperéxidos organicos y peroxido
de hidrogeno (Michiels y cols., 1994). Este tripéptido esta presente en el
higado en altas concentraciones (Hammond y cols., 2001) y tiene una gran
importancia en la medida en que es la fuente de este tiol para muchos otros
tejidos, siendo el origen del 90% del GSH circulante (Ji y cols., 1998). El
glutatién es transportado desde el citosol, donde tiene lugar su sintesis, hasta
la mitocondria donde actia como sustrato antioxidante. La existencia de
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alteraciones en la membrana mitocondrial puede disminuir el transporte de
glutation desde el citosol a la mitocondria (Krahenbuhl y cols., 1995). Dado que
la mitocondria es el lugar principal donde se producen los RL, si existe
alteracién de la membrana y deplecion del glutation mitocondrial, se puede
incrementar la produccién de EROs facilitando asi el desarrollo de estrés
oxidativo. La deplecién del glutation origina una disminucion de la capacidad
antioxidante de los tejidos y es indicativa de un dafo postisquémico (Casini y
cols., 1987; Pompella y cols., 1988). Este proceso se asocia al desarrollo de
enfermedades graves como intoxicaciones, diabetes, sepsis, procesos
inflamatorios del pulmén, enfermedades coronarias y hepaticas, cancer,
pancreatitis y estados de inmunodeficiencia (Exner y cols., 2000; Arman y
cols., 2001; Pastore y cols., 2003).

Nuestros datos ponen claramente en evidencia que el FHF inducido por
el virus de la RHD cursa tanto con deplecion del glutation como con un
incremento significativo en la relacion GSSG/GSH. La relacién GSSG/GSH es
un indice muy util para determinar el estrés oxidativo tanto en tejidos como en
fluidos biolégicos (Sies, 1999) coincidiendo con resultados que indican que la
marcada disminucion del glutation intracelular conlleva a una mayor
susceptibilidad de las células a ser dafadas por agentes citotoxicos en otras

situaciones patologicas (Chen y Waxman, 1994).

Ademas, en nuestro modelo de FHF también se produce una marcada
reduccion en la actividad de las principales enzimas involucradas en la
resistencia contra el estrés oxidativo como son la GPx, GRT y la GST

(Sathyasaikumar y cols., 2007). Todo ello pone de manifiesto la importancia
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que tiene el estrés oxidativo en esta patologia y los efectos beneficiosos que

se podrian obtener de su disminucion.

La NAC es un compuesto tidlico que contiene un grupo sulfidrilo;
favorece la sintesis de GSH, principalmente cuando la demanda esta
incrementada, como sucede durante el estrés oxidativo, o durante ciertos
procesos patologicos (Cetinkaya y cols., 2005). La NAC estimula la sintesis de
glutation aumentando la actividad de la GST (De Vries y De Flora; 1993). La
NAC es un potente antioxidante que favorece la eliminacion de las EROs si
bien es cierto que reacciona mejor con el acido hipocloroso y con el radical
hidroxilo que con el peréxido de hidrogeno y con el radical superdxido (Aruoma
y cols., 1989). Existen numerosos estudios en los que se indica que el
tratamiento con NAC mejora los niveles de GSH hepatico en diferentes
situaciones tales como el envejecimiento (Morrison y cols., 2005), diversos
mecanismos de isquemia y reperfusion (Nagasaki y cols., 1998; Sener y cols.,
2003, Sehirli y cols., 2003; Weinbroum 2005), tratamiento con etanol (Ronis y

cols., 2005) y alta radiacién (Mansour y cols., 2008) entre otros.

En nuestro estudio, sin embargo, el pretratamiento con NAC no se
tradujo en un aumento significativo en los niveles de GSH y en la actividad de
la GST lo que puede ser debido a que la administracion del antioxidante se
realizé en los periodos anteriores a la infeccidon en los no existia una mayor
demanda de glutation. Ademas, nuestros estudios se realizaron desde las 12
hasta las 48 hpi, periodo de tiempo superior a las aproximadamente 8 horas en
las que se ha establecido la vida media en plasma de la NAC (Burgunder y
cols., 1989; Cotgreave 1987; Helbling y cols., 1996). Ahora bien, si hemos

comprobado una diferencia significativa entre ambos grupos experimentales en
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la relacion GSSG/GSH en los periodos finales de la enfermedad debido a que
la NAC evita el aumento de la concentracion del glutation oxidado y pone de
manifiesto, por tanto, la existencia de un menor estrés oxidativo en el grupo de

conejos tratados con la NAC.

El incremento en el estrés oxidativo induce la apoptosis de hepatocitos
y contribuye de forma importante a la patofisiologia del FHF (Togo y cols.,
2004; Eichhorst, 2005). Numerosos estudios relacionan el estrés oxidativo con
la apoptosis. Se ha comprobado en cultivos celulares de HepG2 que una
exposicion a cadmio provoca la generacién de EROs lo que desencadena un
proceso de apoptosis en las mismas (Oh y Lim, 2006). Del mismo modo la
exposicion a H,O, y FeSO, en ratas adultas provoca la apoptosis de miocitos
ventriculares a través del camino dependiente de la mitocondria (Aoki y cols.,
2002).

Por otra parte, la concentraciéon de GSH en los tejidos es un importante
factor en la proteccion contra la apoptosis (Masella y cols., 2005; Cazanave y
cols., 2007), de forma que su deplecion se ve frecuentemente acompafiada de
esta forma de muerte celular programada. Durante las fases mas tempranas
de la apoptosis las células tienden a exportar su GSH produciéndose un
descenso importante de los niveles celulares de glutatién (Kaplowitz., 2000).
Por ello, la NAC al estimular la sintesis de glutatién y mejorar los indicadores
del estrés oxidativo, podria ejercer un efecto protector en la muerte celular por

apoptosis principalmente a nivel mitocondrial.
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5.5. Efectos de la NAC sobre marcadores de apoptosis en el higado de

conejos infectados con el virus de la RHD

El FHF se presenta por un desequilibrio entre la muerte y la
regeneracion hepatocelular (Thomson y Arthur, 1999). Por regla general se
reconocen dos tipos principales de mecanismos de muerte celular: la necrosis
y la apoptosis (Wyllie y cols., 1980; Riordan y Williams, 2003). La necrosis es
una muerte celular incontrolada, a menudo es el resultado de un dafio
imprevisto y grave que conlleva la lisis celular y se acompafa de una
respuesta inflamatoria. Por otro lado la apoptosis 0 muerte celular programada,
es una muerte meticulosa, ordenada que conlleva la activacién de numerosos
genes y responde a estimulos tanto fisioldgicos como patolégicos. Si bien
ciertos autores (Park y cols., 1995) describen el tipo de destruccidon hepatica en
la RHD como tipica de una necrosis, otros autores sugieren que la patologia de
la RHD es debida al proceso de apoptosis (Alonso y cols., 1998; Jung y cols.,
2000; Ramiro-lbafiez y cols., 1999). Por ello parece probable que la anulacién
de esta via llevaria a una mayor supervivencia de las células infectadas

pudiendo prevenirse o alargar la supervivencia en este proceso.

Nuestros resultados indican la presencia en el tejido hepatico de ambos
tipos de muerte celular; confirmando, por tanto que en el FHF se encuentran
implicados ambos procesos. Si bien, por los resultados que hemos obtenido
hasta el momento, la muerte celular por apoptosis parece ser mas manifiesta
que la necrosis; sobre todo, teniendo en cuenta que las células apoptdticas son
eliminadas por los fagocitos rapidamente y eso conlleva que con frecuencia se

pueda infravalorar con la mayor parte de las técnicas al uso.
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En nuestro modelo se observa una marcada fragmentacion del ADN
hepatico asi como la presencia de numerosas células apoptéticas
caracteristicas visualizadas mediante microscopia electronica en las que se
puede apreciar una marcada condensacion de la cromatina asi como una
vacuolizacion del citoplasma, resultado que era de esperar dado que las
EROs, presentes en nuestro modelo de FHF, causan dafos a nivel del ADN e
inducen citotoxicidad. Nuestros resultados revelan que la NAC, al incrementar
las defensas antioxidantes enddégenas entre otras posibles razones, reduce la
fragmentacién del ADN hasta niveles similares a los de un animal control.
Dichos resultados coinciden con diversos estudios que demuestran que la NAC

reduce los dafos al ADN (Santra y cols., 2007; Mansour y cols., 2008).

Ademas, para confirmar que en el tejido hepatico se produce apoptosis
analizamos tanto la actividad como la expresiéon por inmunohistoquimica de la
principal caspasa ejecutora de la apoptosis, la caspasa-3. De todas las
caspasas, la caspasa-3 ha sido caracterizada como la mas directamente
vinculada a la apoptosis. Pertenece a una familia de proteinas que se activa en
cascada y que se expresa durante la apoptosis. La expresion
inmunohistoquimica de la caspasa-3 pone de manifiesto in situ el nimero de

células que experimentan apoptosis.

En las secciones de higado pertenecientes al grupo RHD se observaron
numerosas células positivas a caspasa-3 distribuidas por todo el parénquima
hepatico. Sin embargo, en el higado de los animales tratados con la NAC las
células positivas que se observan se sitluan principalmente en las zonas
periportales, siendo el numero de células positivas significativamente menor en

relacion con el grupo anterior. La NAC reduce el numero de hepatocitos
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apoptoticos al disminuir la activacion de la caspasa-3. De igual modo la
actividad de la caspasa-3 muestra un incremento marcado desde las 36 hpi en
los conejos infectados obteniéndose unos valores significativamente menores
en los conejos tratados con el antioxidante, coincidiendo con lo descrito en

otros modelos animales de FHF (Wang y cols., 2007).

La activacion de la caspasa-3 puede desencadenarse por distintas
senales que involucran tanto receptores intra como extracelulares. Entre las
muchas sustancias téxicas que pueden desencadenar este proceso se
encuentran las EROs que se producen en la mayoria de los tejidos en
situaciones de isquemia, entre ellos en el higado (Hiranuma y cols., 2007;
Santra y cols., 2007). Estas sustancias pueden actuar bien a través de los
receptores de membrana como el TNF y Fas, o bien dafando directamente la
mitocondria, pudiendo desencadenar respectivamente, las denominadas vias
extrinseca e intrinseca de la apoptosis. La decision de que se produzca una u
otra en muchos casos dependera de la concentracion celular de ATP (Leist y
Nicotera, 1997).

En la via extrinseca, la union de diferentes ligandos como TNF y Fas, a
sus receptores desencadena una cascada de reacciones que tendra como
consecuencia final la activacion de caspasas efectoras y la muerte de la célula.
En nuestro modelo hemos detectado una importante expresion del receptor
Fas-L desde las etapas mas tempranas de la enfermedad; de hecho ya a las
12 hpi se produce una estimulacién muy marcada del mismo manteniéndose
en estos niveles a lo largo del estudio sin que apreciaramos diferencias
significativas ni entre los distintos periodos de estudio ni tras el tratamiento

antioxidante.
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Aunque no esta totalmente aclarada la implicacion de Fas-L en la
patogénesis del FHF, se ha indicado que los pacientes afectados de FHF
presentan unos niveles muy elevados del mismo (Mita y cols., 2005), al igual
que en diversos modelos animales de dafio hepatico (Galle y cols., 1995;
Zhang y cols., 2000). En nuestro modelo habiamos observado en estudios
previos un incremento significativo en los niveles de TNF-a a partir de las 36
hpi (Sanchez-Campos y cols., 2004). Parece ser que Fas favorece la
disminucion del GSH hepatico, debido a una salida del mismo de las células
incrementando a su vez la concentracion del GSSG posiblemente debido a la
formacion de EROs (Van den Dobblesteen y cols., 1996; Ding y cols., 2004).
Un incremento en los niveles basales del GSH hepatico previene la activacion
de Fas y por tanto la apoptosis (Cazanave y cols., 2007); en nuestro estudio, a
pesar de que la NAC aumenta los niveles de GSH lo hace de forma insuficiente
para inhibir el receptor Fas. Una vez expresado el ligando Fas, se une a su
receptor trasmembrana desencadenando una cascada de reacciones entre las
que se encuentran la activacion de caspasas iniciadoras como la caspasa-8
que tendra como consecuencia final la activacion por proteolisis de caspasas

ejecutoras o efectoras tales como la caspasa-3 o -7.

En nuestro estudio si bien no encontramos diferencias significativas en
la actividad caspasa-8 ni con el tratamiento ni con respecto a los animales
control si observamos un ligero aumento de la misma tras la infeccion virica.
De hecho, los hepatocitos son considerados células en las que un incremento
por pequefio que sea en la actividad de la caspasa-8 puede ser suficiente para
inducir la apoptosis (Perez y cols., 2005). Todo ello nos sugiere que la
activacion de la via extrinseca de la apoptosis podria actuar en nuestro modelo

mas bien a través de las diferentes vias de las proteinas kinasas activadas por

155




Beatriz San Miguel de Vega

mitdgenos (MAPK) que se encuentran activadas en numerosos procesos
viricos como son la influenza, hepatitis C y otros (Sumbayev y Yasinka, 2006;
Takeda y cols., 2008).

En la via intrinseca de la apoptosis la mitocondria ejerce un papel clave;
es la llave que coordina los centros especificos tanto de sefales intrinsecas
como extrinsecas de la apoptosis y experimenta marcados cambios
morfoldégicos y bioquimicos durante esta muerte celular (Newmeyer y
Ferguson-Miller, 2003). La regulacion de la apoptosis en esta via es debida a
la familia de Bcl-2; esta familia incluye miembros antiapoptéticos, como Bcl-2,

Bcl-X, o Bel-w y miembros proapoptoticos, como Bax, Bid o Bak.

Bcl-2 actua previniendo la muerte celular, mientras que Bax, que forma
heterodimeros con Bcl-2, parece acelerar las sefales de muerte celular (Oltvai
y cols., 1993) y la relacion existente entre el miembro antiapoptético Bel-2 y el
proapoptético Bax determina la susceptibilidad de la célula a que se
desencadene la apoptosis (Yang y Korsmeyer, 1996). En nuestro modelo de
FHF se produce un incremento en la expresién de Bax mientras que, por el
contrario, la de Bcl-2 se reduce significativamente a las 36 y 48 hpi en conejos
no tratados con el antioxidante. El tratamiento con NAC logra prevenir
significativamente estos cambios de forma que la relacion existente entre
Bax/Bcl-2 se mantiene practicamente inalterada durante la infeccion
experimental. La NAC atenua la disminucion de la expresion de la proteina Bcl-
2 y el incremento de la proteina Bax inducida por la infeccion virica, indicando

el efecto antiapoptético que la NAC ejerce a este nivel.

Una deplecion en los niveles de ATP puede provocar la traslocacion de

Bax desde el citosol a la membrana mitocondrial externa por mecanismos que
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no estan totalmente esclarecidos. La traslocacion de Bax provoca una
disfuncién de la mitocondria que origina un cambio en la permeabilidad del
poro mitocondrial lo que incita la liberacion al citosol de ciertas proteinas
mitocondriales localizadas en el espacio intermembrana, como son el Cit-c, el
factor inductor de apoptosis (AIF) o la endonucleasa G. En nuestro estudio,
observamos un aumento en la expresion del Cit-c en el citosol en los animales
infectados lo que respalda la implicacion de la via intrinseca en el mecanismo
de la apoptosis en nuestro modelo animal. La NAC retrasa el aumento en la
expresion de Cit-c hasta periodos posteriores de la infeccion, lo que sugiere el
efecto proteccién del antioxidante. De hecho, se ha sugerido que el nivel sérico
del Cit-c podria ser usado como un posible marcador del FHF en el hombre
(Sakaida y cols., 2005).

Dentro de la mitocondria, en la cadena de transporte electrénico, el Cit-
C se encuentra generando energia necesaria para la vida de la célula. Fuera de
la mitocondria el mismo Cit-c es un activador de la apoptosis, puesto que se
une con un cofactor especifico conocido como Apaf-1 y la procaspasa-9 en
presencia de dATP formando un complejo llamado apoptosoma. La
procaspasa-9 sufre autoproteolisis, se vuelve activa y activa a su vez a otras

caspasas como la caspasa-3 (Pandey y cols., 2000; Renatus y cols., 2001).

El AIF y la endonucleasa G una vez liberados pueden ser traslocados al
nucleo y pueden participar en la fragmentacion del ADN como se ha puesto de
manifiesto en gran variedad de lineas celulares (Daugas y cols., 2000; van Loo
y cols., 2001; Widlak y Garrard, 2005). AIF parece ser el responsable de la
condensacioén de la cromatina y de la ruptura del ADN en fragmentos de peso

molecular elevado (50-300 kb) (Susin y cols.,, 1999); en cambio, la
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endonucleasa G parece ser la responsable de la ruptura del ADN en unidades
oligonucleosomales responsables de la escalera del ADN en los geles de
agarosa (Zhang y cols., 2003; Widlak y Garrard, 2005).

La caspasa-3 también se ve involucrada en la fragmentacion del ADN
puesto que activa la endonucleasa encargada de la fragmentacion del ADN
denominada CAD. Esta enzima se encuentra normalmente en el citoplasma de
forma inactiva, por efecto del inhibidor ICAD que posee sitios de corte por
caspasa-3. Durante el proceso de apoptosis, ICAD es degradado por la
caspasa-3 y esto libera y permite la activacion de la nucleasa CAD, que realiza

su funcion sobre el nucleo de la célula. (Nagata, 2000).

Otros procesos se encuentran en asociacion con las CAD para acelerar
la apoptosis como, por ejemplo, la inactivacién de enzimas implicadas en la
reparacion del ADN. El enzima poli(ADP-ribosa) polimerasa o PARP, fue la
primera proteina identificada como sustrato de las caspasas. PARP esta
implicada en la reparacion del DNA dafiado, y funciona catalizando la sintesis
de poli(ADP-ribosa), que se une a las cadenas rotas de ADN y modifica a las
proteinas nucleares (Soldani y Scovassi, 2002). Esta capacidad de reparar las
lesiones de ADN desaparece por efecto de las caspasas. La caspasa-3 es
responsable de la ruptura de PARP, lo que provoca la aparicion de un

fragmento de 85-KDa que indica que la célula esta sufriendo apoptosis.

En nuestro modelo se produce una significativa proteolisis de PARP
puesta de manifiesto por la presencia de un fragmento de 85-KDa en el nlcleo
de las células hepaticas de los animales infectados a las 36 y 48 hpi lo que
confirma a su vez la activacién detectada de la caspasa-3; por el contrario, los

animales tratados con el antioxidante muestran una menor proteolisis hepatica
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de PARP lo que se manifiesta en una menor activacion de la caspasa-3 como

ya se indico anteriormente.

Todos nuestros resultados ponen pues de manifiesto que la NAC
bloquea la apoptosis de un modo similar a como lo hacen algunos inhibidores
de las caspasas (McGowan y cols., 1996; Chen y cols., 2005; Santra y cols.,
2007). La NAC evita la pérdida del potencial de membrana mitocondrial,
previniendo la salida del Cit-c de la mitocondria al citosol, inhibiendo la
fragmentacion del ADN asi como disminuyendo la activacion de la caspasa-3
(Bajt y cols., 2006; Kin y cols., 2007; Wang y cols., 2007). Por ello, podria ser
considerada no solo un excelente antidoto en los casos de FHF inducido por
intoxicacion por paracetamol, sino en otros procesos graves de FHF inducidos

por agentes viricos.
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Conclusiones

CONCLUSION PRIMERA

Los resultados del presente estudio confirman que el virus de la
enfermedad hemorragica del conejo induce en estos animales un fallo hepatico
fulminante, con caracteristicas clinicas y bioquimicas que permiten considerar
la infeccion experimental como un modelo animal idéneo de este sindrome en

humanos.

CONCLUSION SEGUNDA

La N-acetilcisteina alarga de forma significativa el tiempo de
supervivencia de los conejos con fallo hepatico fulminante inducido por la
infeccidon experimental con el virus de la enfermedad hemorragica del conejo,
lo que se traduce en un aumento de la ventana terapéutica para su resolucion.

Este efecto se produce sin que el antioxidante inhiba la infectividad del virus.
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CONCLUSION TERCERA

La N-acetilcisteina disminuye la oxidacion del tripéptido glutation en el
higado lo que conduce a una disminucién de la relacion existente entre las
formas oxidada y reducida del mismo, que sugiere un papel protector frente al
estrés oxidativo producido por el virus de la enfermedad hemorragica del
conejo. El efecto antioxidante de la N-acetilcisteina puede jugar un papel en la
inhibicion de la apoptosis y en el aumento de supervivencia de los animales

con fallo hepatico fulminante tratados.

CONCLUSION CUARTA

El virus de la enfermedad hemorragica del conejo activa de forma
significativa tanto la via extrinseca como la via intrinseca de la apoptosis. De
hecho, induce de forma significativa la expresion del receptor del ligando Fas
desde las etapas mas tempranas de la enfermedad e incrementa la expresién
de la propteina proapoptotica Bax, la salida de citocromo-c de la mitocondria al
citosol y la ruptura de la caspasa-3. La activacion de la muerte celular por
apoptosis se confirma por la presencia de fragmentacion del ADN en gel de
agarosa, la condensacién de la cromatina del hepatocito y la marcada
activacion de la expresion inmunohistoquimica de la caspasa-3 en el

parénquima hepatico.
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CONCLUSION QUINTA

La administraciéon de N-acetilcisteina a los conejos con fallo hepatico
fulminante no modifica significativamente la activacion del ligando Fas, uno de
los principales mediadores de la via extrinseca de la apoptosis. Una posible
causa de la falta de proteccion del antioxidante frente a dicha activacion
pudiera ser que la dosis utilizada del farmaco haya sido insuficiente para
revertir la gran activacion que produce el virus de la enfermedad hemorragica
del conejo sobre dicho intermediario y/o que las vias de las quinasas activadas
por mitdgenos sean predominantes en nuestro modelo animal de fallo hepatico

fulminante.

CONCLUSION SEXTA

La N-acetilcisteina reduce la apoptosis en el fallo hepatico fulminante
producido en los conejos infectados por el virus de la enfermedad hemorragica.
Mejora la relacion entre marcadores antiapoptéticos y proapoptédticos en
beneficio de los primeros lo que evita la liberacion del citocromo-c de la
mitocondria al citosol, la activacion de la caspasa-3, y la ruptura proteolitica de
la enzima poli(ADP-ribosa) polimerasa marcadores de la via intrinseca de la
apoptosis que se activan tras el dafno mitocondrial. Esta accion antiapoptética
probablemente esté relacionada con la reduccion del estrés oxidativo inducida
por el antioxidante lo que implicaria un menor dafio de diversos organulos que
como la mitocondria regula la liberacion y expresion de distintos mediadores de

esta via de la apoptosis.
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CONCLUSION FINAL

Los resultados obtenidos confirman el efecto protector de la N-
acetilcisteina frente a las alteraciones oxidativas y la apoptosis en el modelo de
fallo hepatico fulminante inducido por el virus de la enfermedad hemorragica
del conejo. El aumento significativo del tiempo de supervivencia de los conejos
infectados tratados con el antioxidante puede ser vital para la resolucion

natural o terapéutica de dicho sindrome.

Dado que el fallo hepatico fulminante esta asociado con un alto riesgo
de resultados fatales y que el trasplante ortotépico del higado no siempre esta
disponible en el momento adecuado, la inhibicion del estrés oxidativo y/o la
intervencion directa sobre las vias de la apoptosis pueden ser dianas
moleculares para el uso terapéutico de antioxidantes que como la N-
acetilcisteina contribuyen al soporte temporal en espera del transplante o de
que el higado se regenere de forma espontanea.
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