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1. MARCO TEORICO
1.1Generalidades del higado

El higado es la glandula de mayor tamafio, su peso aproximado es de 1 800 g en los
hombres y 1 400 g en mujeres, representa mas o menos 2.5% de la masa corporal
magra?. Esta localizado en el cuadrante superior derecho del abdomen, en el espacio
peritoneal justo por debajo del lado derecho del diafragma (Fig.1). El higado esta
revestido por una capsula de tejido conjuntivo fibroso (capsula de Glisson).?

Desde el punto de vista anatomico, se divide en dos Iébulos predominantes, uno
derecho (siendo el méas grande) y uno izquierdo; el Iébulo derecho tiene dos
secciones de menor tamafo: el I6bulo caudado posterior y el l6bulo cuadrado
inferior;® formados cada uno por segmentos que contienen miles de lobulillos

hepaticos, siendo la unidad funcional basica de este 6rgano.*

Sin embargo, existe otra clasificacion descrita por Claude Couinaud en los afios 50’s,
donde el higado se divide en ocho segmentos (Cuadro 1), cada segmento es
suministrado por una triada portal compuesta por una vena porta, arteria hepatica y

conducto biliar.

Cuadro 1. Segmentos por Couinaud

Segmentos por Couinaud Lobulos
Segmento | Lobulo caudado
Segmento Il Segmento anterior del I6bulo izquierdo
Segmento Il Segmento posterior del I6bulo izquierdo
Segmento IV Segmento medial del I6bulo izquierdo
Segmento V y VI Segmentos anteriores del I6bulo derecho
Segmento VI y VI Segmentos posteriores del I6bulo derecho

El tejido hepatico recibe cerca del 25% del gasto cardiaco, alrededor de 1 500 mL de
flujo sanguineo por minuto por medio de dos fuentes: el flujo sanguineo que proviene

de la vena porta (75%), formada por la confluencia de la vena esplénica y la vena



mesentérica superior, esta irrigacion contiene nutrientes y otro tipo de sustancias; y
el flujo proveniente de la arteria hepética (25%) que surge del eje celiaco, este flujo

es importante para la oxigenacién hepatica.?
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Fig. 1 Localizacion y anatomia del higado

1.2 Anatomia hepatica
El higado consta de muchos tipos de células, en términos generales pueden
clasificarse en células parenquimatosas (hepatocitos) y células no parenquimatosas
(células de Kuppffer, células endoteliales sinusoidales, fibroblastos, células

estelares).®

El tejido hepatico estd formado por unidades funcionales: lobulillos hepatico, este
tiene una forma hexagonal, se constituye alrededor de una vena central (0
centrolobulillar). El propio lobulillo se compone, en esencia, de multiples placas
celulares (hepatocitos) dispuestos en sentido radial en laminas alrededor de la vena
central. Cada hepatocito esta en contacto con la pared de los sinusoides a través del
espacio de Disse (area subendotelial), asi como la superficie de los hepatocitos
circundantes. Los sinusoides estan recubiertos por: células endoteliales, que
constituyen la pared de los sinusoides; células de Kupffer que son macréfagos
especializados; células estelares (también llamadas células de Ito o lipocitos) que

son células que almacenan grasa.®

Esta arquitectura de los hepatocitos alineados con los sinusoides, que consiste en

una capa discontinua de ceélulas endoteliales fenestradas, es decir, tiene poros



transcelulares con un diametro medio aproximadamente de 160 nm (en ratas), lo que
permite la permeabilidad bidireccional y el intercambio de materiales a partir de los
hepatocitos y la sangre, por tal razon la resistencia a la transferencia de sustancias

es baja, regulando el trafico de particulas.

Cada placa de hepatocitos suele componerse de dos células y entre ella se
encuentran los canaliculos biliares que drenan bilis. La bilis es un fluido complejo que
contiene sustancias organicas e inorganicas (agua, electrolitos, sales biliares,
colesterol, fosfolipidos, etc.) disueltas en una solucién alcalina, su funcion es ayudar
a la digestion y a la absorcion de lipidos y vitaminas liposolubles, eliminar los
productos de desecho, la bilis fluye en direccién contraria a la de la sangre.* 8 (Fig.
2).
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Canaliculo beiar

Fig.2 Estructura detallada del lobulillo hepatico. (Tomado de Khalili M, Burman B. 2015)

1.3Unidades morfofuncionales del higado
Se puede diferenciar tres unidades morfofuncionales en el higado:

A. Lobulillo hepatico clasico, el cual tiene una forma hexagonal y se encuentra
alrededor de una vena centrolobulillar y espacios portales con las triadas
portales en sus angulos de la periferia.

B. Lobulillo portal; se basa en el caracter exocrino del higado, teniendo como

principal funcion la secrecion de bilis, por tanto el eje morfoldgico de este
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lobulillo es el conducto biliar interlobulillar de la triada portal del lobulillo
clasico. Tiene un espacio portal en su centro y venas centrolobulillares en sus
extremos.

. Acino hepatico; tiene forma romboidal y es la unidad funcional mas pequefia
del parénquima hepatico. El eje menor del acino esta definido por las ramas
terminales de la triada portal que siguen el limite entre dos lobulillos clasicos.
El eje mayor es una linea perpendicular trazada entre las dos venas
centrolobulillares mas cercanas al eje menor.

El mantenimiento de la homeostasia del higado depende de la funcion
metabdlica de este 6rgano, para llevar a cabo estas funciones, los hepatocitos
son quiescentes o altamente especializados (K. Jungermann), es decir, se
especializan basandose en la posicion a lo largo del eje porto-central. Por
tanto, esta unidad (acino hepatico) es necesaria para entender los patrones de
dafio celular, por lo que se diferencian tres zonas:

[] Zona 1: es la mas proxima al eje vascular del acino. En esta zona los
hepatocitos reciben un excelente aporte de nutrientes y oxigeno, por lo
que tienen un metabolismo mas activo. Estas células son las primeras
expuestas a sustancias toxicas que llegan al higado.

[] Zona 2: es una zona de actividad metabdlica intermedia y se localiza
entre las zonas 1y 3.

[0 Zona 3: es la zona mas préxima a las venas centrolobulillares. Los
hepatocitos de esta zona reciben menos aporte de oxigeno y
nutrientes. (Fig. 3).?
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Fig. 3 Comparacion del lobulillo clasico, el lobulillo portal (punteado amarillo) y el acino portal (linea
verde) con las zonas 1, 2 y 3. (Modificado de Khalili M, Burman B. 2015)

1.4Funciones del higado

El higado es esencial para la vida llevando a cabo una vasta gama de funciones, sin

embargo, realiza sus funciones correspondientes en zonas especificas:
1.4.1 Metabdlicas

El higado desempefia funciones metabdlicas aportando al cuerpo la energia que

necesita, a continuacion se resumiran las funciones metabdlicas de mayor interés:
a) Carbohidratos

Este 6rgano juega un papel importante en el mantenimiento de la glucosa en un
intervalo normal mediante un sistema estrechamente regulado de enzimas y
quinasas que regulan la descomposicién de la glucosa, el almacenamiento como
glucogeno o la sintesis en los hepatocitos (glucogénesis). Este proceso esta bajo el
control de glucorreguladores, entre los cuales la insulina y el glucagén juegan un
papel clave. El higado como 6rgano sensorial detecta un gradiente de concentracion
de glucosa entre la arteria hepatica y la vena porta por los nervios sensores-
efectores intrahepaticos, generando una sefial colinérgica para una captacién neta

de glucosa hepatica dependiente de la insulina.



Los carbohidratos ingeridos en la dieta en forma de polisacéridos (almidén) o como
disacaridos (sacarosa, lactosa), se transforman bajo la accion de enzimas en
monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa, ribosa), llegan al higado por la vena
porta, siendo absorbidos por los hepatocitos. La entrada de glucosa en los
hepatocitos se da por fusién facilitada por transportador de membrana (Glut-2); en el
hepatocito la glucosa es rapidamente transformada en glucosa-6-fosfato y de ahi a
glucosa-1-fosfato, siendo incorporada al glucégeno, reaccion catalizada por la
glucdégeno sintetasa, proceso llamado glucogénesis, principal forma de
almacenamiento de carbohidratos del organismo humano, este proceso se da en los
hepatocitos periportales. En la glucdlisis, que generalmente ocurre en hepatocitos
perivenosos, la fosforilacion de glucosa en glucosa-6-fosfato constituye la primera
etapa, asegurada por una glucoquinasa degradando la glucosa en &cido piravico. La
desfosforilacion de la glucosa-6-fosfato catalizada por la glucosa 6-fosfatasa,
mantiene el ciclo glucosa/glucosa-6-fosfato. El acido pirtvico es precursor del radical

acetilo y del ion acetato, que forman el acetil-coenzima A.

Debido a la alta capacidad del transportador de glucosa (Glut-2) en el higado, los
niveles de glucosa intra y extracelular estan en un equilibrio estricto en los
hepatocitos. Se ha demostrado que la glucoquinasa (GK) es la enzima limitante de la

velocidad para la utilizacién de la glucosa.*

Por otro lado, la fructosa participa en metabolismo de los carbohidratos, esta
controlado por la enzima fosfofructoquinasa, su transformacion en fructosa 1-6-
difosfato podra transformarse en glucosa o glucégeno; produciendo acetil-coenzima
A y gliceraldehido-3-fosfato. De igual forma, la galactosa es fosforilada por una
galactoquinasa transformandose en uridil-difosfo-galactosa, que es utilizada en la
sintesis de diversas glicoproteinas y de glucosaminglicanos.

b) Lipidos

El higado es un importante regulador del metabolismo de los lipidos, desempefiando
un papel central en la sintesis y degradacion (oxidacion) de los acidos grasos. Los

acidos grasos sirven como una fuente importante de energia, son fundamentales



para una variedad de procesos bioldgicos incluyendo la sintesis de los lipidos de la
membrana celular y la generacion de lipidos que contienen mensajeros implicados

en la transduccién de sefales.

El mecanismo por el cual los acidos grasos entran en los hepatocitos todavia no ha
sido totalmente elucidado, pero parece que las proteinas trasportadoras de acidos
grasos (FATP) desempefian un papel importante en la captacién hepatocelular.
Ademas, los hepatocitos contienen proteina citoplasmética de unién a &cidos grasos
(FABP1) y la translocasa de acidos grasos (FAT / CD36).

Ademas de la sintesis, la oxidacion y la secrecién de acidos grasos para el transporte
y el almacenamiento en tejidos extrahepaticos, el higado también funciona en el
mantenimiento de los lipidos plasmaticos, a través de su capacidad de ensamblar y
segregar lipoproteinas en la circulacion y tiene un papel central en la eliminacion de

las lipoproteinas de la circulacion.

Asi mismo, en el higado ocurre la lipolisis: degradacion de triglicéridos en glicerol y
acidos grasos, que son degradados en acetil-coA por B-oxidacién mitocondrial. Los
acidos grasos originados en la lipdlisis contribuyen a la novo sintesis de triglicéridos,
excretados en forma de lipoproteinas de muy bajo peso molecular. La lipogénesis,
sintesis de acidos grasos a partir de acetil-coA y de triglicéridos a partir de acidos
grasos Yy glicerolfosfato, es una via alimentada casi exclusivamente por la glucdlisis.
El Acetil-CoA resulta de la accion de una piruvato deshidrogenasa sobre el piruvato
en el interior de la mitocondria; posteriormente, en presencia de la acetil-coA
carboxilasa y citrato en el citoplasma el acetil-coA se convierte en Malonil-CoA, que
es el primer intermediario de la sintesis de acidos grasos. La sintesis de triglicéridos
se hace por esterificacion de acidos grasos libres en el higado. Ademas hay
produccion de fosfolipidos y lipoproteinas, como la apoproteina B, que se ligan a los

triglicéridos y pasan a la circulacion, reaccion estimulada por la insulina.

La sintesis hepatica de colesterol depende de la cantidad absorbida por el intestino
de este esterol, ademas de otros factores como catecolaminas y estrogenos. Se

hace a partir de moléculas de acetil-coA, por intermedio de mevalonato y de



escualeno. El colesterol se excreta en la bilis, siendo convertido en acidos biliares,
pero cerca de 70% del colesterol plasmatico es esterificado a acido graso.3*

c) Proteinas

Tras la alimentacion, el higado capta aminoacidos (a.a.) de la circulacion portal, el
catabolismo de los a.a. en el hepatocito se realiza a través de dos mecanismos:

transaminacion y desaminacion oxidativa.

En la transaminacion, un grupo amino es transferido a un cetoacido (practicamente
siempre, a-cetoglutarato). Ese proceso se realiza por enzimas citosolicas, llamadas
transaminasas o aminotransferasas, de las que dispone de manera muy generosa el
hepatocito (y otros tejidos, como el musculo, el cerebro y el rifién), recibiendo el
nombre del aminoacido que cede el grupo amino o del producto final. Las dos
transaminasas o aminotransferasas mejor conocidas y de mayor uso en el
diagndstico de las enfermedades hepaticas son: aspartato-transferasa (el donador de
NHz es el aspartato), conocida con las siglas ASAT y también TGO (transaminasa
glutdmico-oxalacética, porque el producto final es oxalacetato); la segunda
transaminasa importante es la alanina-transferasa o ALAT (el donador es la alanina),
conocida también como TGP (transaminasa glutdmico-piravica, porque el producto
final es piruvato). Ambas tienen un segundo producto final comudn: el glutamato.
Mientras que el oxalacetato y el piruvato procedentes de la transaminacion pueden
ser utilizados para la sintesis de glucosa, el glutamato sufrird la desaminacion
oxidativa. En el hepatocito la enzima encargada de esta desaminacion es la
glutamato-deshidrogenasa (enzima mitocondrial), cuyo objetivo es la elaboracién de

amoniaco y a-cetoglutarato.’

Por otro lado, el higado sintetiza y secreta continuamente proteinas, siendo esta una
funcién especializada del hepatocito, el reticulo endoplasmatico rugoso es el
organulo encargado de la sintesis de diversas proteinas como: albumina, fibrinégeno
y diversas proteinas mediadoras de reacciones inflamatorias y de la coagulacion
sanguinea. Sin embargo, la sintesis en el higado sélo se puede dar en una poblacion

de hepatocitos, un ejemplo de este caracter local del control de la sintesis se observa



en la llamada fase aguda de la respuesta inflamatoria, en que solo los hepatocitos
situados en posiciones perilobulares, participan en la respuesta primaria.

Cuadro 2. Principales proteinas
Antiproteasas ' a-1l-antitripsina
a-2-macroglonulina

antitrombina

Coagulacion de la sangre Diversos factores de la coagulacion,
fibrinégeno

Enzimas Aminotransferasas, colinesterasa, entre
otras

Hormonas Eritropoyetina

Defensas inmunitarias Proteinas del complemento y [-2-

macroglobulina

Participacion en respuestas Proteinas de fase aguda

inflamatorias

Oncofetal a-fetoproteina

Transporte o unién de proteinas Albumina
Globulina de aunion a corticoesteroides
(transcortina)
Haptoglobinas
Lipoproteinas
Transferrina

Transferritina

Harper. Bioguimica (modificado de Murray y cols. 2010)

1.4.2 Funciones inmunoldgicas

El higado tiene capacidad para influir sobre la respuesta inmunitaria, actia como
primera linea defensiva frente a agentes patdgenos, tdxicos y carcinogénicos
procedentes del aparato digestivo debido a la vascularizacion, en el higado, actian
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como células presentadoras de antigenos (Ag) células de Kupffer como
representantes del sistema mononuclear fagocitico, células endoteliales sinusoidales,

células estelares y los propios hepatocitos.’

Las células de Kupffer son macrofagos hepaticos residentes, moviles, de forma
irregular y se localizan en el lumen de los sinusoides adheridos a las células
endoteliales. El tamafio y la actividad fagocitica (contenido lisosémico y actividad
enzimatica) de las células de Kupffer son mayores en el &rea periportal y menos en
el area pericentral. Las diferencias funcionales en las células de Kupffer periportal y
pericentral también se ilustran mediante un nivel relativamente mayor de sintesis de
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), prostaglandina E2 (PGE2) e IL-1. También, las
células de Kupffer pueden eliminar microorganismos, eritrocitos senescentes y
dafiados y las células neoplasicas circulantes, fagocitar una variedad de materiales
como restos celulares y bacterias o fragmentos bacterianos. Sin embargo, la
fagocitosis por las células de Kupffer desencadena la sintesis de ROS, citocinas y
quimiocinas, que desempefian un papel importante en la defensa, asi como

respuestas inflamatorias.

Por otro lado, el higado interviene en la respuesta inmunitaria a través de la sintesis
de elementos del complemento, el mas importante es la sintesis en el hepatocito de
la fraccion C3, elemento clave en las dos vias de activacién conocidas (clasica y
alternativa). El hepatocito sintetiza, ademas, otras fracciones del complemento: C6,
C8, C9, asi como una fraccion muy especial por sus implicaciones: el C1-INH (C1-

inhibidor esterasa), que es el iniciador de la activacion de la via clasica.>®
1.4.3 Formacion y secrecion de bilis

El higado sintetiza en los hepatocitos acido biliares que conforman la bilis, ya que
es el unico 6rgano que tiene todas las enzimas necesarias para este proceso. Hay
dos vias principales biosintéticas de acidos biliares: la via del acido biliar neutro (o
ruta clasica) es iniciada por el colesterol 7a-hidroxilasa (CYP7ALl), una enzima de la
familia de citocromo P-450 localizada en el reticulo endoplasmico del higado y la via

acida (o via alternativa) es iniciada por el esterol 27-hidroxilasa (CYP27A1), una
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enzima de citocromo P-450 localizada en la mitocondria de la mayoria de los tejidos.
La via neutra es la via principal que sintetiza dos acidos biliares primarios, acido
colico y acido quenodeoxicolico en el higado humano. Existen receptores en la
regulacion de la sintesis de acidos biliares, la secrecion, absorcidon intestinal y
captacion hepatica, como los FXR (receptor farnesoides X) ya que activa la
transcripcion del gen diana en forma estricta, para regular dos mecanismos de
retroalimentacion positiva 0 negativa, de acuerdo con los requerimientos del

organismo.

Los &cidos biliares sintetizados en el higado son inmediatamente secretados en la
bilis, reabsorbidos en el intestino y transportados de vuelta al higado. La circulacién
enterohepatica de los &cidos biliares no solo juega un papel importante en la
absorcion y transporte de nutrientes y eliminacion de metabolitos toxicos y
xenobidticos, sino que también sirve como un control de retroalimentacién de la

sintesis de acidos biliares.

La bilis estd constituida por lo &cidos biliares, pigmentos biliares como los
glucorédnicos (bilirrubina y biliverdina), electrolitos y otras sustancias en una solucién
alcalina. El flujo biliar es centrifugo, es decir, se dirige desde la region de la vena

centrolobulillar hacia el espacio portal (un sentido opuesto al flujo sanguineo).>,®
1.4.4 Detoxificacion

El cuerpo estd expuesto a una variedad de productos quimicos todos los dias en
forma de agentes farmacéuticos, productos quimicos domésticos, suplementos
dietéticos y contaminantes ambientales, muchos de los cuales son extremadamente
toxicos. El higado es el principal 6rgano implicado en el metabolismo de los
xenobibticos, incluidos los productos quimicos y los agentes farmacéuticos.

Las reacciones quimicas involucradas en el metabolismo del farmaco generalmente
convierten los productos quimicos en metabolitos mas solubles en agua, haciéndolos
mas faciles para la excrecién eventual en la orina. Mientras que muchas reacciones
catalizadas por las enzimas resultan en mas productos solubles en agua, que son

relativamente menos dafinos, varias de las reacciones mediadas por estas enzimas
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dan lugar a la produccion de intermedios metabdlicos, que son altamente reactivos e

inducen dafio tisular.®

En los hepatocitos se llevan a cabo las reacciones de biotransformacion que se
clasifican en reacciones de fase | y Il. En la fase I, el compuesto puede oxidarse,
reducirse o hidrolizarse por ayuda de un gran nimero de enzimas (monooxigenasa,
alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa) y por miembros de la familia de
los citocromos P450 (CYP450). Lo cual hace que los productos y toxicos se
transforman de poco polares y poco hidrosolubles en productos mucho mas polares
e hidrosolubles que, en consecuencia, son mucho mas facilmente eliminables por la
orina. Las reacciones de fase Il son reacciones de conjugacion para xenobioticos o
toxicos y para la bilirrubina, la reaccion se realiza mediante transferasas (glutation
transferasas, glucuronosiltransferasas, sulfotransferasas, metiltransferasas y N-acetil

transferasas).

Los productos formados son demasiado hidréfilos para difundirse pasivamente a
través de la membrana canalicular en la bilis o a través de la membrana basolateral
hepética en la sangre sinusoidal, ademas existen transportadores miembros de la
familia de proteinas (MRP) dirigida por ATP localizados en la membrana basolateral
de los hepatocitos como: ABCC3 (MRP3), ABCC4 (MRP4), ABCC5 (MRP5) y
ABCC6 (MRP6). >6

1.45 Almacén

El higado actia como 6rgano de depoésito de numerosas sustancias, el
almacenamiento de glucégeno, los depdsitos de vitaminas liposolubles (A, Dy E) y

los metales de hierro en forma de ferritina son ejemplos.

Las células estelares o células de Ito, son células perisinusoidales, tienen papel de
depdsito de grasa ademas almacena vitamina A, siendo el principal almacenador de
esta vitamina. Estas células se localizan en el espacio de Disse adyacente a los

hepatocitos, bajo la capa de las células endoteliales sinusoidales.
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1.5Fisiopatologia de las alteraciones hepaticas

Cualquier dafio persistente en el parénquima hepatico como virus, medicamentos,
toxinas, ingesta de alcohol, y metabolismos alterados; puede provocar un deterioro
tanto morfolégico como funcional en este 6rgano originando alguna lesion hepatica
gravosa. El higado responde a los distintos tipos de agresiones con una serie de

modificaciones como:
1.5.1 Inflamacién

La inflamacion es la respuesta protectora natural de las células inmunes innatas a las
sefales de peligro para eliminar la causa y mantener la homeostasis. La respuesta
inflamatoria en el higado contribuye en gran medida al desarrollo de enfermedades

hepéticas agudas y cronicas.

En las formas agudas de lesién hepatica causada por virus, farmacos o reseccion
hepatica, las respuestas inflamatorias desempefian un papel importante que conduce
a lesiones citotoxicas. La activacion de las células de Kupffer conduce a la
modificacion de su morfologia y expresion superficial de marcadores clasicos de
macréfagos tales como CD68 (ED1) y CD163 (ED2), asi como la produccion de un
gran namero de mediadores inmunes incluyendo citocinas tales como interleucina 1
(IL-1), factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8)

y especies de oxigeno reactivo (ROS).

Las citoquinas proinflamatorias incluyendo TNF-a, IL-1 e IL-6 estdn aumentadas en
la mayoria de los tipos de inflamacion hepatica. TNF-a desempefia un papel
importante en la homeostasis del higado, ya que puede activar las vias
proapoptoticas (caspasas) y antiapoptéticas (NF-kB) en los hepatocitos, contribuir a

la regeneracion hepatica, promover la esteatosis y ejercer efectos metabdlicos.

La homeostasis celular en el higado requiere un equilibrio de rutas intrinsecas
extrinsecas 0 apoptoticas. La apoptosis de los hepatocitos tiene un papel importante

en la lesion hepatica posterior al inicio de la inflamacion en una amplia gama de
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enfermedades hepéticas tales como hepatitis viral, hepatitis alcohdlica, lesion por

isquemia, hepatitis fulminante y cancer.

Sin embargo, dependiendo de la etiologia del dafio hepatico, sera la respuesta y las
vias de sefalizacion que los hepatocitos y las células no parenquimatosas daran

como respuesta a dicha agresion.®

Fig. 4 A) Hepatocitos normales B) Inflamacién lobulillar y esteatosis. (H&E 20X).

1.5.2 Sintesis de proteinas de fase aguda

Cuando existe una alteracion en higado, este responde a la agresion dando como
primera respuesta la inflamacion, en este proceso se desencadenan varias sefiales,
una de ellas es el incremento en citocinas (IL1, IL-6, TFN-a), lo que estimula la
respuesta de fase aguda, es decir, la produccion de proteinas de fase aguda o
reactantes de fase aguda (RFA).2°

Los RFA se expresan durante la inflamacién sistémica aguda y crénica, teniendo un
papel importante en el dafio tisular. Estas proteinas sintetizadas por el higado por lo

general forman parte del grupo de las a1-globulinas y a2-globulinas.
Las proteinas de fase aguda son:

[0 a1-antritipsina
[] Proteina C reactiva
[0 a1-glicoproteina acida
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Los cambios en los niveles de RFA reflejan en gran medida la produccion alterada
por los hepatocitos, cuya concentracion aumenta o disminuye al menos 25%
después de una lesion. Aun no se comprende del todo las causas de los cambios en
la concentracién, pero puede decirse que muchos de los cambios tienen un fin
homeostasico; por otro lado, estas citocinas también suprimen la sintesis de la
albumina, que se denomina un reactantes de fase negativo, porque sus niveles
disminuyen con la inflamacién, otros RAF negativo incluyen la transferrina y

transtiretina.t11

Por otro lado, la proteina C reactiva es la primera de estos reactantes en elevar su
concentracion, esta aumenta rapidamente en respuesta a inflamacién, destruccion
tisular y puede elevarse en inflamacién cronica, sin embargo los demas RFA
alcanzan su maxima concentracion entre 2 y 5 dias. Una respuesta aguda puede

evolucionar a una fase crénica (Fig. 5).1°
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Fig.5 Tiempos para los cambios en algunas proteinas importantes de fase aguda (Modificado de
Barrett K y cols. 2016)
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Por otro lado, cuando el estimulo es continuo, la inflamacion aguda progresa a
cronica, es este cambio hay proteinas que permanecen aumentadas como son las
a2-globulinas (haptoglobina, a2-macroglobulina, ceruloplasmina), por lo que los
reactantes de fase aguda especialmente la proteina C reactiva, a1-antitripsina y al
glicoproteina acida tienden a normalizarse. Sin embargo, la concentracién de estas
proteinas cambia conforme a la progresion del dafio hepatico. Ademés la albumina
se puede encontrar normal o muy disminuida de acuerdo con la cronicidad y ademas

se acompafia con un con aumento de las gama-globulinas.*?

1.5.2.1 Alfafetoproteina

Por otro lado, existen proteinas de fase aguda importantes como lo es la
alfafetoproteina, la cual es sintetizada normalmente en bajas concentraciones, esta
es considerada como una proteina oncofetal, sin embargo, tiene propiedades

importantes cuando existe una alteracion fisiopatoldgica en el higado.

La Alfafetoproteina (AFP) es una glicoproteina con un peso molecular de 65 kDa
aproximadamente sintetizada por las células del saco vitelino, y por el higado.'® Esta
proteina corre en las a1-globinas (Bergstrand y Czar). Se clasifica como un miembro
de la superfamilia de los genes albuminoides que consiste en: albumina, AFP,
proteina de la vitamina D y alfa-albimina. Los primeros estudios identificaron
isoformas y variantes de fijacién a lectina de la AFP que difieren en sus propiedades

fisicoquimicas, pero no en la composicién de aminoacidos.

Al igual que la albumina, se sabe que la AFP sérica se une y transporta una multitud
de ligandos tales como bilirrubina, acidos grasos, retinoides, esteroides, metales
pesados, colorantes, flavonoides, fitoestrégenos y diversos farmacos. Esta familia se
caracteriza estructuralmente por residuos de cisteina que se pliegan en capas que
forman bucles dictados por puentes de disulfuro, dando como resultado un dominio

triple, estructura molecular en forma de U (figura 6).
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Fig. 6 a) molécula de AFP humana, b) molécula de albumina humana y ¢) molécula de proteina de la
vitamina D (Tomado de Gerald J. Mizejewski 2001)

En humanos, los cuatro genes albuminoides se encuentran en el cromosoma 4

dentro de la regién 4q11-q22, abarcando 15 exones y 14 intrones.**

Esté bien establecido que la forma de AFP humana detectada en la mayoria de los
radioinmunoensayos (RIA) y los inmunoensayos enziméaticos (EIA) representa el
polipéptido de 69.000 a 70.000 kD (2.2 kb). Como se demostré en una revision
filogenética de la AFP (Gerald J. Mizejewski), es la porcion amino-terminal (dominio
1) la que distingue la AFP de ratas de otras formas de mamifero como la humana. El
dominio 3 exhibe mayor identidad de secuencia de aminoacidos entre los diversos
mamiferos que los dominios 1 y 2. El dominio 3 también es conocido por contener un
sitio de unién hidrofébico principal sobre AFP humana. Los dominios 1 y 2 contienen
sitios de union tanto para acidos grasos como para bilirrubina; sin embargo, el
dominio 2 también muestra secuencias de aminoacidos relacionadas con las
regiones de adherencia de la matriz celular extracelular, (ECM) y lleva sitios para la

fijacion de carbohidratos por union a aspargina.

Tiene una vida media plasmética es de 5.5 dias, el nivel méas alto en el plasma fetal
(3 mg/mL) se alcanza durante las semanas 12 a 14 de la gestacion; a partir de la

semana 16 el nivel sérico empieza a descender hasta llegar a valores de 8 ng/mL en
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los primeros afios de vida.'®* Cifras de AFP entre 100 y 350 ng/mL sugieren
carcinoma hepatico y valores >400 ng/mL generalmente confirman la neoplasia. El
incremento de la concentracion de AFP en suero en adultos sugiere el desarrollo de
diversos procesos patoldgicos, en primer lugar se ha descrito los tumores malignos
como el cancer de higado primario, sin embargo, también se ha visto incrementado

en pacientes con hepatitis aguda.

En humanos, la estructura del glicano en la AFP producida por un hepatoma difiere
de la producida por un tumor del saco vitelino. Las cadenas de azlcar no estan
codificadas genéticamente, sino que dependen del conjunto de enzimas de
glicosilacion presentes en el reticulo endoplasmico (RE) y el complejo de Golgi de la
célula huésped. Sin embargo, estas enzimas tienen diferentes distribuciones
tisulares, y las variantes de la AFP se deben a las diferentes vias especificas del
tejido implicadas. Asi, la AFP derivada del saco vitelino difiere de la AFP de origen
hepatico. Las dos formas, encontradas en hepatoma y suero fetal, presentan puntos

isoeléctricos de pH 4,8 y 5,2 respectivamente.

Estudios recientes informan que la AFP tiene diferentes funciones en el organismo,
tal parece que puede regular el crecimiento mediante varios mecanismos, que
pueden incluir la regulacion apoptoética, la modulacion de sefializacién citoplasmica y
la desensibilizacién del receptor en células del higado siguiendo varias vias de
sefalizacion. Ademas, otra funcién que se ha atribuido el transporte de acidos grasos
en células que proliferan activamente, lo que requiere un mayor suministro de
energia, por otro lado, AFP puede interactuar efectivamente con los macréfagos,
estimular la proliferacién y diferenciacion de diversos tipos celulares, sin embargo, a
pesar de un estudio intensivo, muchas funciones de la AFP siguen siendo bastante

misteriosas y contradictorias.'4
1.5.3 Regeneracion

Los casos de dafo importante de tejido, especialmente en los tejidos derivados del
endodermo, los organos afectados tienen la capacidad de expandirse en tamafo e

intentan restaurar la totalidad de la funcion original aumentando el tamafio del 6rgano
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residual para aproximarse finalmente a la inicial. El higado ha recibido atencion
especial debido a su gran capacidad regenerativa, ya que supera a otros 6rganos en
la velocidad, magnitud y la capacidad de mudultiples repeticiones de su respuesta

regenerativa.

La pérdida de tejido en un entorno clinico se produce como resultado de una lesion
difusa aguda, mediada por productos quimicos toxicos, virus, anormalidades
metabdlicas o trastornos vasculares agudos. Tales episodios conducen a una
pérdida masiva de hepatocitos y comprometen la capacidad del 6rgano para
proporcionar funciones vitales para la homeostasis del cuerpo. Tales episodios estan
asociados con el desarrollo paralelo de una respuesta tanto inflamatoria como
regenerativa. Aunque las respuestas tisulares en el entorno agudo y cronico estan
probablemente mediadas por los mismos mecanismos de sefalizacién, los
resultados netos son a menudo diferentes, con ofensas cronicas que dan lugar a

distorsion de la arquitectura del tejido hepatico.

La proliferacién de los hepatocitos progresa desde las areas periportales a las areas
pericentrales del lobulillo, en condiciones basales los hepatocitos permanecen en
estado “quiescente” o fase GO (G cero) del ciclo celular, pero, a diferencia de otros
tejidos, mantienen la capacidad de reiniciar el ciclo celular ante cualquier lesion,
pérdida de tejido hepatico o a estimulos exdgenos (factores de crecimiento,
mitégenos); es un proceso muy rapido que se inicia en segundos y termina en pocos
dias 5-7 dias, dependiendo de la edad, el volumen de restauracion hepatico, los
mecanismos que interviene en la sefializacion: autocrinos, paracrinos y endocrinos,
los genes responsables de la proliferacion celular, la morfogénesis y la regulacion

del metabolismo.1®

La regeneracion celular se inicia con el reconocimiento de patrones dependiendo la
etiologia, lo cual genera una respuesta inmune innata con la activacién de las
fracciones C3a y C5a del complemento, produccion de TNF-a, sintesis de IL-6, IL-1,
IL-18 que estimulan la division de los hepatocitos mediante la transicion del estado
basal GO a la primera fase G1 del ciclo celular. Se ha descrito un aumento de los

factores de transcripcion preformados en el citosol como respuesta a la unién de las
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citocinas a sus receptores: el transductor de sefal y activador de la transcripcion
STAT3 (activador de la transcripcién y transductor de la sefial 3), factor nuclear
Kappa-b (NF-Kb) y la proteina activadora 1 (AP-1); que estimulan la sintesis de

proteinas y la expresion de los genes necesarios para iniciar el ciclo celular.

La proliferacion celular se sucede en un orden cronoldgico y secuencial; primero se
dividen los hepatocitos y posteriormente las células de Kupffer y endoteliales,
seguido de la neoformacion de vasos y de los canaliculos biliares, hasta reproducir la

estructura hepatica.

A diferencia de otros 6rganos sdlidos como la piel o el intestino, la regeneracién
hepatica se debe a la proliferacion de los hepatocitos maduros y de las células
mesenquimales, y no a la proliferacion - diferenciacion de las células madre

pluripotenciales.> 1°
1.6 Factores de riesgo

Las enfermedades cronicas no transmisibles causan aproximadamente dos terceras
partes de las muertes en el mundo. Los principales factores de riesgo que se asocian
son: el consumo de tabaco, una dieta inadecuada, sedentarismo y el abuso del

alcohol.

Las enfermedades del higado (EH) son relativamente frecuentes y generalmente
asintomaticas, por lo tanto los individuos no son diagnosticados a tiempo, lo cual
tiene un gran impacto en la salud publica, ya que el diagnéstico y tratamiento precoz
puede evitar que miles de personas desarrollen en silencio una cirrosis o cancer de
hepatico. Algunos factores de riesgo para el desarrollo de EH son: género, historia
familiar, factores genéticos, factores metabdlicos, factores culturales; dentro de este
rubro, el consumo excesivo de alcohol es la principal causa del desarrollo de EH,
ademas de otras practicas actuales entre los jovenes como la combinacion de bebida

con otras como son las bebidas energizantes.®
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1.6.1 Consumo de alcohol

El alcohol/etanol es una sustancia de bajo peso molecular (PM = 46) lo cual le
confiere la volatilidad, su formula quimica: CH; —CH, —OH. Es el principal
componente de las bebidas alcohodlicas. Otras caracteristicas que lo definen es
miscible en agua, lo que le permite llegar a cualquier célula del organismo; ademas
su liposolubilidad es suficiente para permitir rebasar las barreras lipidicas que se
oponen a su penetracion en las estructuras celulares como son las membranas. Es
un liquido incoloro y su densidad es de 0.79 gr/cc. Ademéas es un producto
energético, cada gramo de etanol genera a través del metabolismo oxidativo 7.2

Kca|.17, 18

Segun la OMS, el alcohol es una sustancia psicoactiva con propiedades causantes
de dependencia, que ha sido utilizado ampliamente en muchas culturas durante
siglos.’® Ademas el alcohol es toxico para el organismo ya que puede generar dafios
en diferentes tejidos incluso la muerte cuando es ingerido en cantidades excesivas.
Estas bebidas se obtienen por los procesos de fermentacion o destilacion y
dependiendo de su procedimiento se conseguiran bebidas de diferente graduacion
alcohdlica. El etanol o alcohol es probablemente la droga méas antigua que se

conoce.1®
0 Vodka

El vodka o 'wodka', es la bebida alcohdlica nacional de Rusia y Polonia, su
significado es el de 'agtita’, una forma de llamar al agua. ?° La elaboracién del vodka
pasa por varias etapas desde la fermentacion hasta la adiciéon de agua, siendo este
proceso que detonara su sabor final y la graduaciéon (40°) junto con aromatizantes y
saborizantes, actualmente el consumo de esta bebida en los jovenes se realiza en

combinacion con bebidas energizantes.?!
»  Epidemiologia

El consumo de alcohol tiene un impacto socio-econémico, lo que es un problema

sanitario de primer orden; cada afio se producen 3.3 millones de muertes en el
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mundo aproximadamente, en México es la cuarta causa de mortalidad (8.4%), el uso
nocivo de este es un factor casual en mas de 200 enfermedades segin la OMS.°

Los patrones de consumo de alcohol varian segun la cultura, el pais, el género, el
grupo de edad, las normas sociales. EI consumo de bebidas alcohdlicas entre
jovenes es un tema controversial, pues al mismo tiempo en que hay prohibiciones de
venta y oferta de esas sustancias, la obtencién y el consumo son practicas
frecuentes e inclusive incentivadas en el hogar y hasta en ambientes publicos. La
sociedad se muestra ambivalente ante esa cuestion: por un lado condena el abuso y
por otro permite que se estimule el consumo con imagenes divulgadas a través de
los medios de comunicacién, principalmente la television. Por lo que el alcohol es
unas de las sustancias psicoactivas que los jovenes consumen mas precozmente. La
prevalencia corresponde al grupo de 12-24 afios con un mayor indice en hombres

gue en mujeres.??

2000 2006 o) )

I Hombres I Mujeres Tatal

¥ Personas que refirieron consumna de bebida alcohdlica de forma diaria, semanal, mensual u ocasional
en el ditimo afo.
Intervalos de confianza al 95%

Fig. 7 Consumo actual de alcohol.* Poblacion de 20 afios o0 més. México, ENSA 200
ENSANUT 2006 y 2012 (Tomado de Encuesta Nacional de Salud 2012)

México mantiene restricciones para la venta y el consumo de alcohol en personas
menores de 18 afios de edad; sin embargo, de acuerdo a la Encuesta Nacional de
Adicciones (ENA), del 2008 a 2011 crecio el numero de bebedores; esta practica
tiene un inicio temprano, poco mas de la mitad (55%) de la poblacion que ha

consumido alcohol, inici6 antes de los 17 afios.!8
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[ Metabolismo del etanol

Después de ser ingerido el etanol pasa al sistema digestivo, 30% de él es absorbido
por el estbmago y el resto por el duodeno y yeyuno; pasa rapido al torrente
sanguineo y se distribuye en el agua corporal total (0.5 a 0.7 L/kg) 30 minutos
después de ingerido, si el estbmago esta vacio, se alcanzan las concentraciones
maximas en la sangre.?® Una vez en el torrente sanguineo a través de las venas que
forman la vena porta, el etanol llega al higado, en este se metaboliza
aproximadamente de un 80 a un 90%. En promedio, un individuo adulto puede
metabolizar entre 7 y 10 g de alcohol por hora. Sin embargo, esta tasa varia entre
individuos y es influenciada por los polimorfismos de la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) y la actividad del sistema de oxidacién microsdmica del etanol
(CYP450 2E1).?* En el hepatocito existen tres vias metabdlicas que oxidan al etanol

a acetaldehido:
A) VIA DE LA ALCOHOL DESHIDROGENASA

Es la principal via, involucra la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), una familia de
las enzimas citosolicas que catalizan la conversion de alcohol en acetaldehido (Fig.
8). Estas enzimas se localizan principalmente en el higado, pero estan presentes en
pequefias cantidades en otros 6rganos, como el cerebro y estbmago. Existen
variaciones genéticas considerables de las enzimas ADH, se han identificado 5
clases de isoenzimas de ADH hepdticas (I a V) con distinta afinidad por el etanol y
codificadas en 7 locus genéticos diferentes, lo que repercute en la velocidad con que

se metaboliza el etanol.

En el proceso de conversion de etanol en acetaldehido por acciéon de la ADH, el ion
hidrogeno se transfiere del alcohol al cofactor dinucleétido de nicotinamida y adenina
(NAD*) para formar NADH. Como resultado neto, la oxidacién de alcohol genera un
exceso de equivalentes reductores en el higado, principalmente en forma de NADH.
La produccion excesiva de NADH parece contribuir a los trastornos metabdlicos que

acomparfan al alcoholismo cronico.
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B) SISTEMA DE OXIDACION MICROSOMICA DEL ETANOL (MEOS)

Este sistema enzimético esta localizado en el reticulo endopldsmico del hepatocito y
es el mecanismo principal de adaptacion en el alcoholismo cronico cuando se
encuentra saturada la capacidad de la ADH. Utiliza NADPH como cofactor en el
metabolismo del etanol y esta constituido principalmente por la forma 2E1 del
citocromo P-450 (Fig. 8). Produce un exceso de radicales libres (anion superéxido
02~, peréxido de hidrégeno H202, radical hidroxilo OH™) y subsiguiente estrés

oxidativo con dafio hepatocitario.?®

c) VIA DE LA CATALASA

Se localiza en los peroxisomas y mitocondrias de los hepatocitos y su papel en el
metabolismo del etanol es minimo, limitado por la cantidad de peroxido de hidrogeno
(H202) que genera esta reaccion (Fig. 8).2° Sin embargo, en el alcoholismo crénico
parece tener un papel mas destacado, principalmente en Organos extrahepaticos

como el sistema nervioso.

El acetaldehido (ACH) producido por las tres vias metabdlicas antes mencionadas es
metabolizado a acetato por la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) que se
encuentra en la mitocondria del hepatocito, esta enzima necesita del NAD* como
cofactor para oxidar al acetaldehido por lo que se incrementa NADH en la
mitocondria. El producto de esa reaccion que es el acetato, se puede degradar hasta
CO:2y agua, o usarse para formar acetil-CoA.?> 27

La velocidad de eliminacion del etanol es de 100 mg/kg/h, las vias de eliminacion
son: pulmonar (50-60%), entero hepéatica (25-30%), orina (5-7%), sudor, lagrimas,

jugo gastrico, saliva y leche materna.?*
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Fig. 8 Metabolismo del etanol por las tres vias (Modificado Schuckit MA. 2016)
[0 Intoxicacion por el etanol

La intoxicacidbn es un sindrome clinico producido por el consumo de bebidas
alcohdlicas de forma brusca y en cantidad superior a la tolerancia individual de la
persona. De acuerdo con el tiempo de consumo las intoxicaciones pueden ser:
agudas, si la exposicion es de corta duracion con absorcion rapida debido a dosis
Gnicas o multiples en un periodo breve. El trastorno se manifiesta con rapidez, y la
muerte o curacion tienen lugar a corto plazo; y crénicas, que son por exposicion
repetida al téxico durante un tiempo prolongado y que resulta en procesos agudos

dentro de la intoxicaciéon o cuadros crénicos por dosis Unica del toxico.?’
[0 Diagndstico clinico

Algunos estudios tienen alta sensibilidad, pero la mayoria son poco especificos para
detectar una hepatopatia ademas pueden alterarse en otros procesos. Entre estas

pruebas se encuentra:

v' Concentracion de ASAT y ALAT,

v Niveles de gamma-glutamil transferasa
v Proteinas totales, albumina

v" Prolongacién del tiempo de protrombina
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También existen otras herramientas para el diagnostico con las pruebas de
imageneologia, exploraciéon fisica, ademas existen otro tipo de estudios que son
invasivos como la biopsia hepatica. Sin embargo todos estos biomarcadores se
encuentran alterados o con un cambio significativo cuando existe una etapa de

progresion de dafio tardia.!3 26
1.6.2 Consumo de bebidas energizantes

Desde hace algunos afios el mercado ha sido inundado por las bebidas
denominadas “energizantes”, estas bebidas surgieron en Escocia y en Japon, y
fueron creadas para incrementar la resistencia fisica, tener una mayor concentracion,
aumentar el estado de alerta mental, evitar el suefio, proporcionar sensacion de
bienestar, estimular el metabolismo, por lo que el mercado de estas bebidas esta

orientado a la gente joven, estudiantes y deportistas basicamente.?82°

Las bebidas energizantes (BE) son bebidas sin alcohol generalmente gasificadas
compuestas por: cafeina, carbohidratos (sacarosa, glucosa, glucorolactona,
fructosa), taurina, guarana, inositol, vitaminas (grupo B) y otros ingredientes como

aditivos, conservantes, saborizantes y colorantes.3¢

Sin embargo, en los Ultimos afios estas bebidas son utilizadas como un
acompafante de bebidas alcohdlicas, dejando atras los efectos fisiopatoldgicos que

puede ocasionar esta combinacién.?®
[0 Epidemiologia

El uso de BE se ha popularizado y ha alcanzado altos niveles de ventas, actualmente
el consumo de estas bebidas inicia desde los 12 afios, el 07 de octubre de 2016 en
México se emiti®6 un comunicado por parte de la Procuraduria Federal del
Consumidor (PROFECO) y la Comunién Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS) para evitar el consumo de bebidas alcohdlicas con bebidas
energizantes, ya que anteriormente no existia alguna norma que regulara este
consumo.?* No obstante la venta de estas bebidas esta autorizada por la Secretaria

de Salud como suplementos alimenticios por lo que la COFEPRIS busca introducir
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cambios en la Norma Oficial Mexicana 218 para obligar a las empresas fabricantes a
clarificar las leyendas en sus etiquetas y advertir a los consumidores de los peligros
gue implica beberlas junto con alcohol, ademas del consumo precoz en menores de

edad. 23,24
[0 Metabolismo de los componentes de las BE

El higado metaboliza lo ingredientes que contienen este tipo de bebidas, los cuales

son absorbidos y llegan por la vena portal.
A) Metabolismo de los carbohidratos

Los principales carbohidratos que provienen de las BE son glucosa, fructosa, la
conduccion de la glucosa y otras hexosas la efectian transportadores especificos
gue se localizan en la membrana del hepatocito, en particular el receptor GLUT-2,
este se sitla en la membrana sinusoidal y tiene la caracteristica de ser insensible a
la accion de la insulina. Una vez en el interior del hepatocito, la glucosa sigue dos

caminos: la glucdlisis o la sintesis de glucégeno.3!
B) Metabolismo de la cafeina

La cafeina se absorbe en el intestino delgado, tiene una biodisponibilidad del 100%,
alcanza la concentracion plasmatica maxima en 30-60 minutos, se metaboliza en el
higado por el sistema enzimatico del citocromo P-450 principalmente por la
isoenzima CYP1A2, por lo que el metabolismo de este componente varia entre cada
individuo debido a la capacidad de dicha isoenzima.

La cafeina por desmetilacion se transforma en paraxantina (84%), teobromina (12%)
y teofilina (4%). Posteriormente se metaboliza también por la CYP1A2 en
monoxantinas, que seran sustrato de la xantina-oxidasa.®®

La enzima xantina-oxidasa se encuentra exclusivamente en el higado y la mucosa
del intestino delgado, esta enzima al oxidar a las monoxantinas dara la formacion de
acido Urico, cuando la BE se consume en exceso habra una acumulacién de
producto, lo cual puede causar problemas al organismo como la enfermedad de gota.

Su eliminacion es via renal.35
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[] Metabolismo de la taurina

La cisteina se metaboliza de manera irreversible para producir ya sea taurina, sulfato
inorganico, o glutation (GSH). Por lo tanto, la utilizacion de cisteina para la
generacion de GSH y para la generacion de la taurina son competitivos. Lo cual
puede ser regulado por la necesidad de GSH en los sistemas biolégicos en
dependencia de la necesidad celular.

La concentracion de la taurina en un tejido especifico esta determinada no sélo por
su capacidad de sintesis, sino ademas por la captacion de la taurina que realizan los
tejidos desde el plasma sanguineo, mediante fendmenos de transporte. Se sabe que
la taurina comparte junto a la 3-alanina, la glicina y la hipotaurina, el mismo carrier o
transportador ya que éstos compuestos tienen semejanza estructural con este
aminoéacido. En hepatocitos, el transporte de este aminoacido se asocia a un sistema
de consumo de oxigeno que requiere energia. Sin embargo, la biosintesis de taurina
en el higado es limitada, particularmente en el caso de una enfermedad hepatica,
donde la capacidad biosintética podria reducirse. Por lo tanto, la absorcién exégena
a través de la dieta (incluyendo BE), es en gran parte responsable del mantenimiento
de la alta concentracion intracelular de taurina que explica sus multiples funciones
fisiolégicas y farmacoldgicas, incluyendo la estabilizacién de la membrana plasmatica
celular, osmoregulacion, neuromodulacion, neurotransmision, la antioxidacion, la

destoxificacion de acidos biliares en el higado.

Adicionalmente, es importante remarcar que las principales sales biliares en los
mamiferos, es decir las formas ionizadas de acidos biliares, se sintetizan a partir del
colesterol en el higado y luego conjugarse (N-acil amidados) con glicina o taurina. La
composicién de sales biliares biliar en el ser humano difiere significativamente de la
de la rata. En los seres humanos, la mayoria de las sales biliares se conjugan con
glicina, mientras que, en las ratas, la mayoria de las sales biliares se conjugan con
taurina. La bilis humana, pero no la bilis de rata, contiene amidacion sulfatada y no
sulfatada de litocolato, por esta razén es importante resaltar que un sobre consumo
de taurina en las bebidas energizantes puede promover una mayor formacion de
sales biliares que alteren el funcionamiento celular. 36 37
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1.7Enfermedades hepéticas

En la clinica las enfermedades hepéticas por lo general se presentan agrupadas en
patrones que suelen clasificarse como: hepatocelulares, colestasicos (obstructivos) o
mixtos. En las enfermedades hepatocelulares (como las hepatitis virales o la
hepatopatia alcohdlica) predominan lesion, inflamacion y necrosis hepatica. En
las enfermedades colestasicas (como colelitiasis, obstruccidon maligna, cirrosis biliar
primaria o muchas enfermedades hepéticas inducidas por farmacos) predominan las
caracteristicas de inhibicion del flujo biliar. En la forma mixta se observan signos de
lesiones hepatocelular y colestasica (como en las formas colestasicas de la hepatitis

viral y en muchos trastornos del higado inducidos por farmacos).
La valoracion de los pacientes con hepatopatia debe dirigirse a:

a) Establecer el diagnoéstico etiologico: El diagndstico debe centrarse en el tipo
de enfermedad (p.ej. hepatocelular, colestasica o mixta)

b) Determinar la gravedad de la enfermedad (grado): El grado se refiere a la
valoracion de la gravedad o actividad de la enfermedad: activa o inactiva y
leve, moderada o grave.

c) Establecer el estadio de la enfermedad (estadificacion). En la estadificacion se
estima el curso de la evolucién natural de la enfermedad, si es aguda o

crénica, precoz o tardia, precirrética, cirrética o terminal.33

Por otro lado la enfermedad hepatica aguda aparece de forma abrupta en un corto
periodo de tiempo debido a la ingestién de sustancias toxicas (farmacos o toxinas),
infecciones (hepatitis virica) o a la perfusibn sanguinea inadecuada (hepatitis
isquémica). Sin embargo cuando se mantiene la lesion de modo continuo en los
hepatocitos durante un periodo superior a 6 meses, se produce una enfermedad
hepatica cronica, la cual se caracteriza por la inflamacion y la necrosis hepatica
acompafnada de diversos grados de fibrosis. Las causas pueden ser variadas, como
una ingestion excesiva de drogas o etanol, hepatitis virica activa, hemocromatosis,
enfermedad de Wilson o enfermedades autoinmunes, como la cirrosis biliar primaria.

La lesion hepética cronica puede estar descompensada o estar compensada y cursar

30



de forma asintomatica. El hepatocarcinoma es una de las complicaciones de la

enfermedad crdnica.3*
1.7.1 Fibrosis

Las enfermedades hepaticas que cursan con un proceso inflamatorio durante cierto
tiempo, producen una acumulacion progresiva de fibras de colageno en el
parénquima hepatico llamada fibrosis. La fibrosis hepética ocurre frecuentemente
cuando se produce una lesion cronica. Se inicia con la activacion de las células de
Kupffer, que producen citocinas, como el factor de crecimiento transformante B (TGF-
B), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), el factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (PDGF), IL-10 y radicales libres que, a su vez, provocan la activacion y
transformacion de las células de Ito o células estelares en miofibroblastos
proliferativos. Estas células producen proteinas, como colageno | y colageno lll,
elastina o fibronectina que se depositan en la matriz extracelular.®® La distribucién de
este material fiboroso en el lobulillo hepéatico depende del tipo de hepatopatia, por
ejemplo, en la hepatopatia alcohdlica, la fibrosis se localiza inicialmente en la zona
perisinusoidal y pericentral conduciendo al desarrollo de conexiones fibrosas entre
las estructuras vasculares, seguidas de la pérdida tanto de la naturaleza fenestrada
del endotelio sinusoidal como de las microvellosidades de los hepatocitos, incidiendo
a su vez no solo en la acumulacion de matriz extracelular (tejido conjuntivo no
funcional), sino también en la interrupcion de la vascularizacién normal del 16bulo
hepatico, lo que contribuye al deterioro de la funcién del 6rgano.®® En fases
avanzadas, las bandas de colageno son muy evidentes y unen varios espacios porta,
que se denominan puentes de fibrosis. Esta condicién precede a la formacion de
nédulos de regeneracion y, por tanto, al desarrollo de cirrosis. Cuando existe una
necrosis, el higado tiene una gran capacidad de regeneracion hepatocitica que
sustituye en poco tiempo el tejido necrético y reestablece la arquitectura hepatica
normal. Durante este proceso reparativo hay una reaccion inflamatoria junto a un
depdsito de matriz extracelular constituido por colageno no fibrilar, que servira de
tejido de sostén para los hepatocitos regenerados y que contribuye a recomponer el

lobulillo hepético dafiado. Sin embargo, si la necrosis hepatica se mantiene, este
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proceso reparativo se perpetda, con el tiempo la capacidad de regeneracion hepética
disminuye, mientras que aumenta considerablemente la produccion de matriz

extracelular, que se deposita de manera desorganizada en el lobulillo hepatico.

Al mismo tiempo, se altera el proceso de descomposicion o degradacion del
colageno, en un tejido sano existe equilibrio entre la sintesis (fibrogénesis) y la
degradacion (fibrdlisis) del tejido matricial; la fibrosis aparece cuando se altera ese
equilibrio, es decir, cuando el tejido se acumula a un ritmo mas rapido del que puede

ser degradado y eliminado por el higado. 383°

Fig. 9 Fibrosis (Tricrémica de Masson) (Modificado de Monga 2011)

1.7.2 Cirrosis

Se puede definir la cirrosis hepatica como un “sindrome anatomoclinico” que
corresponde a la fase terminal de muchas enfermedades hepaticas de etiologia
diversa que tienen una historia natural progresiva. Es una alteraciéon histopatologica
difusa del higado caracterizada por perdida del parénquima hepético, formacion de
septos fibrosos y ndédulos de regeneracion estructuralmente anormales, dando lugar
a una distorsiéon de la arquitectura hepatica normal y a una alteracion de la anatomia
de la vascularizacion hepatica y de la microcirculacion. Deriva de la palabra griega
OKIpPOG en latin (scirro) que se traduce tanto por “amarillo grisaceo” como por “duro”

y se refiere a la coloracién y consistencia que adquiere el higado en este proceso.

Los siguientes mecanismos fisiopatoldgicos son importantes en el desarrollo de
cirrosis hepética de cualquier etiologia:
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a) Necrosis o lisis de hepatocitos con pérdida del parénquima hepatico e
inflamacion.

b) Fibrogénesis (depdsito de matriz extracelular).

c) Cambios en el crecimiento celular (hiperplasia, regeneracion).

d) Alteraciones vasculares y circulatorias.

La necrosis y lisis de hepatocitos e inflamacién crénica y continua constituyen un
estimulo y factor perpetuador de proliferacion y crecimiento de los hepatocitos y del
proceso de fibrogénesis. En la cirrosis de igual forma se producen citocinas
profibrogénicas tales como factor transformante del crecimiento 1 (TGF-B1) que
inician y perpetdan la activacion de las células estelares hepaticas transformadas en
el fenotipo de miofibroblastos. Los miofibroblastos se contraen, proliferan y producen
colageno y otros componentes de la matriz extracelular. La destruccion del
parénquima combinada con la regeneracion e  hiperplasia de células
parenquimatosas, la estrangulacion fibrética del tejido hepatico y las alteraciones
vasculares contribuyen a la transformacién nodular del higado.*° Debe sefialarse que
la arquitectura del higado puede variar y que dentro del mismo higado se pueden
observar grados variables de regeneracion. Los nédulos parenquimatosos creados
por las bandas de fibrosis que entrecruzan el parénquima pueden variar en tamafio y
constituirse en micronddulos (menos de 3 mm de didmetro) o macronédulos (3 mm a
varios centimetros de diametro). La cirrosis hepatica predispone al desarrollo de
hepatocarcinoma. Por otro lado, las complicaciones de la cirrosis son las mismas
independientemente de la causa, por lo que se pueden clasificar la cirrosis en
compensada y descompensada segun las caracteristicas que presente los

pacientes.*!
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Fig 10. Cirrosis (Tricromica de Masson 10X) (Modificado de Monga 2011)

1.7.3 Cancer

El hepatocarcinoma (HC) (originado de los hepatocitos) constituye el tumor hepatico
primario mas comun. Los pacientes con cirrosis, sin importar la causa son los que
tienen mayor riesgo de desarrollar este padecimiento. EI HC se caracteriza por vias
angiogénicas activadas, proliferacion de células endoteliales, aumento de la
densidad de la microvasculatura y un aporte sanguineo casi exclusivo por parte de
ramas derivadas de la arteria hepética. Esta arterializacion evoluciona gradualmente
desde los ndédulos displasicos hasta el HC y produce el patron hipervascularizado
tipico del HC. La angiogénesis tumoral en el HC no es autolimitada en el tiempo y
conlleva a formacion de vasos anormales caracterizados por lumen amplio,
dilataciones aneurisméticas, flujo sanguineo irregular, regiones de estasis, alta

permeabilidad, filtraciones o sangrados.*?

Macroscopicamente el HC se presenta como una masa grande con nodulos satélites
0 como multiples nddulos diseminados en todo el higado. Microscépicamente las
células semejan o difieren de los hepatocitos de acuerdo a su diferenciacion. Los
ndcleos pueden ser de homogéneos a grandes y pleomorficos y el citoplasma puede
contener inclusiones de grasas, bilis, glébulos hialinos que contienen globulinas o
fetoproteinas. Las células neoplasicas se disponen en cordones, hojas, mantos,
estructuras nodulares o nidos, con patrones compactos, seudoglandulares,
macrotrabeculares (Fig. 11).4%
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Fig. 11 A) Aspecto macroscépico de un hepatocarcinoma; nédulos irregulares, lobulados, mal
limitados con areas de necrosis y otras blanquecinas, “carnosas”, sélidas. B) Aspecto
microscopico de hepatocarcinoma; las células neoplasicas son semejantes a los hepatocitos,
grandes, con leve variacion en la forma y tamafio de los nucleos. (Modificado de Valencia y
cols. 2015)

El desarrollo de un HC avanzado incluye una serie de intrincadas alteraciones que
son producidas por sucesos epigenéticos (cambios potencialmente heredables que
no se encuentran codificados en el ADN, como la adicion de grupos metilo a las
citocinas).*
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo indiscriminado de la combinacién de alcohol y otras sustancias como son
las bebidas energizantes dentro de la poblacién adulta joven representa un riesgo
para la salud, ya que su consumo excesivo puede generar dafios hepaticos
irreversibles como fibrosis, cirrosis y cancer. Durante la progresion del dafio hepatico
gue es producido por este tipo de consumos, existen cambios fisiopatolégicos que

alteran ciertas proteinas que son sintetizadas en este tipo de érgano.

La deteccion de cambios progresivos asociados al dafio celular hepatico crénico, se
encuentra limitado por los laboratorios clinicos, debido a que los biomarcadores
clasicos usados para dicho efecto son poco especificos de tejido, caso concretos
transaminasas y algunas otras enzimas. Otras moléculas que se asocian con dafio
hepatico como las bilirrubinas, se hallan en dependencia del catabolismo de la
hemoglobina y el dafio observado por cierre de canaliculos biliares. Siendo estos
poco especificos en estados tempranos de la alteracion y presentando un grado de
sensibilidad mayor cuando se asocian etapas tardias. Otras metodologias como son
electroforesis de proteinas séricas presentan mayor sensibilidad, pero poca
especificad asociada al diagnéstico preciso, ademas de ser limitadas como pruebas
de gabinete en la mayoria de los laboratorios. Es por ello que se ha planteado la

siguiente pregunta cientifica:

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La cuantificacién de alfafetoproteina podra servir como un biomarcador del grado
dafo-lesién en un modelo de consumo crénico de alcohol, bebida energizante y su

combinaciéon?
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4. JUSTIFICACION

Actualmente el consumo de alcohol en combinacién con otras sustancias como las
bebidas energizantes se ha visto incrementado en la poblacion adulta joven, los
consumidores hablan de una reduccion en los efectos del alcohol que produce esta
combinacion, sin embargo, no se consideran los efectos adversos que puede
provocar esta practica. Debido a la poca eficacia diagnostica de los paneles de dafio
hepatico, es imprescindible que existan nuevos biomarcadores que puedan

establecer es ambiente anatomofuncional con precision.

La proteina alfafetoproteina, que tradicionalmente se ha considerado como un
marcador tumoral, también es una proteina de respuesta de fase aguda, que muestra
de manera interesante cualidades de expresion en estado de renovacion acelerada
en los hepatocitos, lo que le confiere un relevancia en el diagnostico de
enfermedades crénicas que sufre este tejido en sus etapas tempranas.

Es por ello que la finalidad de este proyecto es valorar a esta proteina en un modelo
animal que permita hacer el seguimiento de progresién del dafio, en relacion a ello se
sabe que el consumo de alcohol es un buen modelo de estudio de inflamacion
hepatica crénica, adicionalmente a ello, la asociacibn con bebidas energizantes
permitira discriminar el tipo de lesion probablemente generada en poblacién que

consume en combinacién o por separado a las bebidas.
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5. OBJETIVOS
5.10bjetivo general

Valorar el comportamiento de alfafetoproteina en higado asociado al consumo
cronico de alcohol, bebida energizante y su combinacion en un modelo de ratas

Wistar, como modelo de estudio de dafio-lesion hepética.

5.20bjetivos particulares

En animales con consumo crénico de alcohol, red bull y su combinacion:

[0 Valorar el panel enziméatico y proteico asociado al grado de lesién hepatica.

[] Evaluar las concentraciones de alfafetoproteina sérica y tisular (hepéatica).

[0 Determinar el grado de lesion/regeneracion tisular asociado al consumo de las
bebidas.
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6. HIPOTESIS
6.1 Hipotesis nula

No existen cambios en alfafetoproteina durante el consumo crénico de alcohol, red
bull y su combinacion, por tanto no puede ser utilizado como un biomarcador de dafio

hepatico.

6.2 Hipotesis alternativa

Existen cambios en alfafetoproteina como un marcador sérico e histolégico durante
el consumo crénico de alcohol, red bull y su combinacién, por lo que puede ser

utilizado como un biomarcador de dafio hepatico.
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7. DIAGRAMA DE TRABAJO
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8. METODOLOGIA

8.1 Material y métodos

8.1.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron 40 ratas Wistar macho adultas con un peso de 250-300g del Bioterio
Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla. Las cuales se
alojaron en una jaula de policarbonato, en una habitacidon con las instalaciones de
clima controlado (22 + 20°C) y luz regulada, con 12:12h ciclos dia-noche, con acceso
libre a comida y agua. Todos los procedimientos estan descritos en la norma NOM-
062-Z00-1999.

8.1.2 Grupos experimentales

El estudio se conformd por cuatro grupos: control [C] (agua potable), alcohol [A] (2.5
g/Kg), bebida energizante [BE] (7.5 mL/kg) y la combinacion de alcohol y bebida
energizante [A+BE] (2.5 g/kg + 7.5 mL/kg) (Diaz y cols.). Todo fue administrado por
via oral durante 60 dias. Su alimentacion fue con alimento 5001 de la marca

comercial Labdiet Rodent.
8.1.3 Obtencién de la muestra sanguinea.

Se suspendié el consumo de alimento y bebidas 4 a 5 horas antes de realizar el
procedimiento. Tras anestesiar a las ratas (ketamina + xilazina 0.2 ml/100 g, via
intraperitoneal) se procedid a tomar muestra por puncion intracardiaca y se extrajo
700uL de sangre (aproximadamente). La muestra se recolectd en un tubo
eppendorf, se centrifugé a 8000 r.p.m. durante 10 minutos para la obtencién del
suero. Ademas se recolectd plasma en un tubo azul (citrato de sodio) y se centrifugd

a 1500 g por 15 minutos.
8.1.4 Obtencidén y preparacion de tejido hepatico

Una vez extraida la muestra sanguinea se llevo a cabo la perfusion intracardiaca,

para ello, se hizo pasar solucion salina isotonica a través de la arteria que lleva
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sangre del corazon al higado para eliminar el exceso de sangre. Posteriormente se
realizé la hepatectomia con una incision a lo largo de la parte media del abdomen,
posteriormente se identificé el higado (6rgano de color rojo purpureo con forma de un
cuadrilatero irregular aplanado) el cual se encuentra en el lado derecho fijado a la

cara inferior del diafragma y a la pared ventral del abdomen.

Para la determinacion tisular se realizé un homogenado con 50 mg de tejido en 300

ul de PBS, el cual se centrifugd a 12000 r.p.m. por 10 minutos. (Anexo 11)
8.1.5 Determinaciones séricas

Se midieron parametros bioquimicos séricos de: alfafetoproteina, proteinas totales,
albumina, bilirrubinas, ALAT, ASAT, (GT, proteina C reactiva, TP, fibrinbgeno

después de la obtencion del suero y plasma.
[] Alfafetoproteina

La cuantificacion de alfafetoproteina se realizé por inmunoensayo enzimatico (ELISA)
mediante una fase solida de inmunoadsorcion unido a enzima, basado en el principio
del sandwich. El sistema utiliza un anticuerpo anti-AFP para la inmovilizacion en fase
sélida (pocillos de microtitulacion) y otro anticuerpo anti-AFP monoclonal de raton en
la solucién conjugada anticuerpo-enzima (peroxidasa de rabano). La muestra
problema (suero) se afiade a los pocillos de microtitulacion revestidos con anticuerpo
AFP y se incuba con el buffer. Si la AFP humana esta presente en la muestra, se
combinara con el anticuerpo en el pocillo. El pocillo se lava a continuacion para
eliminar cualquier espécimen residual, y se afiade anticuerpo AFP marcado con
peroxidasa de rabano (conjugado). El conjugado se unira inmunolégicamente a la
AFP en el pocillo, dando como resultado que las moléculas de AFP se encuentren
entre la fase sdlida y los anticuerpos unidos a la enzima. Después de una incubacién
a temperatura ambiente, los pocillos se lavan para eliminar los anticuerpos marcados
no fijados. Se afiade una solucion de TMB y se incuba durante 20 minutos, dando un
color azul como resultados de la reaccion enzimatica que se llevé a cabo. Se para la

reaccion mediante la adicion de HCI 2N, y el color se cambia a amarillo y se mide
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espectrofotométricamente a 450 nm. La concentracion de AFP es directamente
proporcional a la intensidad de color de la muestra de ensayo. (Anexo 1)

[ Proteinas totales

Los enlaces peptidicos de las proteinas en un medio alcalino reaccionan con el ion
cuprico, lo cual forma un complejo color violeta azulado; ademas contiene yoduro

como antioxidante. Segun la reaccion siguiente:

Proteina + Cu?* ——— Complejo Cu — Proteina
pH alcalino

La intensidad del color formado es proporcional a la concentraciébn de proteinas
totales en la muestra. (Anexo 2)

[ Albdmina

La albumina se combina con el verde de bromocresol a pH ligeramente &cido,
produciéndose un cambio de color del indicador, de amarillo verdoso a verde azulado

proporcional a la concentracion de albumina presente en la muestra. (Anexo 3)

Albumina + BCG E‘l Complejo albumina - BCG
p .

[0 Bilirrubinas

La bilirrubina se convierte en azobilirrubina mediante el acido sulfanilico diazotado
midiéndose fotométricamente. De las dos fracciones presentes en suero, bilirrubin-
glucurénido y bilirrubina libre ligada a la albimina, sélo la primera reacciona en
medio acuoso (bilirrubina directa) precisando la segunda la solubilizacién con cafeina
para que reaccione (bilirrubina indirecta). En la determinacion de la bilirrubina
indirecta se determina también la directa, correspondiendo el resultado a la bilirrubina

total.

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de bilirrubina

presente en la muestra ensayada. (Anexo 4)
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[ ALAT

La alanina aminotrasferasa (ALAT) cataliza la transferencia reversible de un grupo
amino de la alanina al a-cetoglutarato con formacion de glutamato y piruvato. El
piruvato producido es reducido a lactato en presencia de lactato deshidrogenasa

(LDH) y NADH, siguiendo la reaccién:

L — Alanina + o — Cetoglutarato T Glutamato + Piruvato
Piruvato + NADH + H™ —> Lactato + NAD*

La velocidad de disminucién de la concentracion de NADH en el medio, determinado
fotometricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de ALT en la muestra

ensayada. (Anexo 5)
0 ASAT

La aspartato aminotransferasa (ASAT) cataliza la transferencia reversible de un
grupo amino del aspartato al a-cetoglutarato con formaciéon de glutamato y
oxalacetato. El oxalacetato producido es reducido a malato en presencia de malato
deshidrogenasa (MDH) y NADH; segun la reaccién:

L — Aspartato + a — Cetoglutarato o Glutamato + Oxalacetato
Oxaloacetato + NADH + H* — Malato + NAD*

La velocidad de disminucién de la concentracion de NADH en el medio, determinada
fotométricamente, es proporcional a la concentracién catalitica de ASAT en la

muestra. (Anexo 6)
0 GT

La [J-glutamil transferasa ([J-GT) cataliza la transferencia de un grupo [J- glutamilo de
la [J-glutamil-p-nitroanillida al dipéptido aceptor glicilglicina, segun la siguiente

reaccion:
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L —y — Glutamil — 3 — carboxi — 4nitroanilida + Glicina

— L — y — Glutamil — glicilglicina + Acido 5 — amino — 2 — nitrobenzoico

-
La velocidad de formacion del &cido 5-amino-2-nitrobenzoico determinado
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de [J-GT en la

muestra. (Anexo 7)
[l Proteina C reactiva

La prueba usa el método de inmunodeteccion en sandwich, de tal manera que el
anticuerpo detector en el buffer se une al CRP en la muestra y los complejos
antigeno-anticuerpo son capturados por otro anticuerpo CRP que han sido
inmovilizados en la tira de prueba mientras la mezcla migra a través de la matriz de
nitrocelulosa. La intensidad de la sefial de fluorescencia del anticuerpo detector
refleja la cantidad de antigeno capturado y esto es procesado por el lector ichroma™

gue muestra la concentracion de CRP en el espécimen. (Anexo 8)
0 TP

EL ensayo mide el tiempo transcurrido hasta la formacién del coagulo después de la
mezcla del plasma citratado con Tromboplastina (TP), el cual es un extracto de tejido
rico en Factor Tisular, fosfolipidos, calcio y conservantes. La coagulacién se inicia
por activacion del FVII con el Factor Tisular. La medida del tiempo de protrombina
(TP) sirve como test rapido y sensible para determinar trastornos del sistema
extrinseco de la coagulacién (factores I, V, VIl y X), ademas del control de la

actividad hepética de sintesis en las enfermedades del higado. (Anexo 9)
00 Fibrindbgeno

El fibrindbgeno (factor 1) es una proteina sintetizada en el higado, sirve para formar el
coagulo, en presencia de un exceso de trombina, se transforma en fibrina. El tiempo
de formacion del coagulo es inversamente proporcional a la concentracién de
fibrindbgeno presente en la muestra de plasma. La determinacion de fibrindégeno por el

tiempo de coagulacion de trombina esta basada en el método descrito por Clauss. En
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presencia de altas concentraciones de trombina, el tiempo necesario para la
formacién del coagulo en el plasma diluido es inversamente proporcional a la

concentracion de fibrindgeno. (Anexo 10)

Las determinaciones bioquimicas se cuantificaron en un analizador automatizado de
quimica clinica (AUTOKEM 1l), los reactivos que se utilizaron fueron de la marca
SPINREACT, la determinacién de alfafetoproteina se realizé en un fotbmetro para
pruebas de ELISA (STAT FAX 303) y fue del reactivo Diagnostic Automation / Cortez
Diagnostics, Inc. Para la determinacion de PCR se realizé en el lector i-CHROMA y
los reactivos fueron de la misma casa comercial, ademas para la determinacion de
TP vy fibrinbgeno se ocupd el equipo Coatron M1, el reactivo utilizado para estas
determinaciones fue de SPINREACT.

8.1.6 Determinaciones tisulares

A partir del homogenado (Anexo 11) se realiz6 la cuantificacion de alfafetoproteina y
proteinas totales.

[0 Alfafetoproteina

La cuantificacibn de alfafetoproteina se realiz6 por inmunoensayo enziméatico
(ELISA) mediante una fase solida de inmunoadsorcion unido a enzima, basado en el

principio del sdndwich, siguiendo el mismo procedimiento antes descrito. (Anexo 1)
[] Proteinas totales tisulares

Para la determinacién de proteinas totales en el homogenado del tejido hepatico se
utilizé el método de Bradford, el cual se basa en la unién especifica del colorante
azul de Coomassie brillante G250 (CBBG) a los residuos de Arg, Trp, Tyr, His y Phe
de las proteinas. El CBBG se une a los residuos de las proteinas produciendo una
absorbancia maxima a 595 nm; es necesario construir una curva de calibracion para

determinar la concentracidon de las muestras. (Anexo 12)
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La determinacion de proteinas tisulares Unicamente se utilizé para la ajustar la

concentracion de AFP en el tejido.
8.1.7 Analisis histolégico

Los tejidos obtenidos tras la hepatectomia se fijaron en formalina buferada al 4%, se
deshidrataron los tejidos por medio de xiloles y alcoholes, estos ultimos a diferentes
porcentajes y finalmente se realizé el infiltrado con parafina hasta la completa
inclusién del tejido, tomando en cuenta la orientacion del tejido. Los tejidos fueron
cortados en un micrétomo Leica RM2125 (Anexo 13) a un grosor de 3um y colocados
en portaobjetos previamente embebidos en poli-L-lisina al 0.1% para las tinciones
histoldgicas e inmunohistoquimicas. Posteriormente se tifieron los cortes siguiendo
los protocolos correspondientes a las técnicas de tincion para hematoxilina-eosina,
Tricromica de Masson, y la tincion de Acido Peryodico de Schiff (PAS) e

inmunohistoquimicas AFP y Ki 67.

El andlisis de las fotomicrografias para H&E y Tricrémica de Masson se utilizo el
indice de METAVIR, para la tincién de PAS y las inmunohistoquimicas se utiliz6 un

contador de células, ImageJ.
[] Tincién de H&E

Esta técnica se basa en la afinidad acido-base. Es una coloracion topogréfica para el

estudio de la estructura general de los tejidos.
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La hematoxilina es un colorante bésico, el cual tifie los componentes acidos de los
tejidos como los nucleos celulares por su contenido en ADN, se observan de color
azul-violaceo. Por otro lado la eosina es un colorante &cido, que tifie los
componentes basicos de los tejidos como las proteinas citoplasmaticas, se observan

de distintas tonalidades (rosa, naranja y rosa). (Anexo 14)
00 Tricrémica de Masson

Como su nombre indica esta tincion emplea tres colorantes, hematoxilina, fucsina y
azul de anilina. Esta tincion es muy util para poner de manifiesto las fibras de
colageno tipo |, y el tejido conectivo en general; ademas estos colorantes usados
pueden diferenciar el ndcleo celular y el citoplasma. (Anexo 15)

[1 Acido Peryédico de Schiff (PAS)

El 4cido peryddico oxida glucégeno, mucoproteinas y otros carbohidratos de alto
peso molecular a aldehidos. Estos reaccionan con el reactivo incoloro de Schiff, y
tiien de un color rojo rosado brillante. La intensidad de la tinciébn depende del

namero de grupos aldehidos liberados por el acido peryédico. (Anexo 16)
[l Score de METAVIR

El indice o score de METAVIR define el grado de fibrosis y el grado de
necroinflamaciéon asociada a un dafio hepéatico crénico por la evaluacién
histopatoldgica en una biopsia. Para la necroinflamacion se define como: 0, sin
dafio; Al, dafo leve; A2, dafio moderado, A3; dafio grave. Para la fibrosis la
clasificacion esta dada de FO-F4, es decir, FO, ausencia de fibrosis; F1, fibrosis portal
sin septos; F2, fibrosis portal con algunos septos; F3, fibrosis en puente (varios

septos); F4, cirrosis. (Anexo 17)
8.1.8 Analisis inmunohistoquimico

La inmunohistoquimica se fundamenta en la reacciéon antigeno—anticuerpo, el cual
tiene por objeto la identificacion de componentes biomoleculares presentes en los
tejidos.

48



Para esto la parafina fue removida con calor seco a 50-60°C y las secciones fueron
rehidratadas (Anexo 18). Después se prosiguio con el protocolo correspondiente para
las inmunohistoquimicas: AFP (sc-130302 Santa Cruz Biotechnology) y Ki-67 (sc-
56319 Santa Cruz Biotechnology) (Anexo 19) Las fotografias obtenidas fueron

analizadas por el programa ImageJ.
[0 Alfafetoproteina

El anticuerpo monoclonal AFP esta destinado para utilizarse en la identificacion
cualitativa por microscopia oOptica de la proteina alfafetoproteina en tejidos fijados en

formalina e incluidos en parafina, mediante tincién inmunohistoquimica.
0 Ki-67

Ki-67 es un anticuerpo monoclonal de ratén descrito por Gerdes et al., (1983), el cual
reacciona con un antigeno nuclear que se encuentra en células en las fases
proliferativas del ciclo celular (G1, S, G2, M). Sin embargo no reacciona con células
quiescentes que se encuentran en la fase GO.

El antigeno es sintetizado por la propia célula para su proliferacién, por lo que es util
para cuantificar la proporcion de células en proliferacion en un area determinada de

tejido.
8.2 Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

Los datos se analizaron estadisticamente por ANOVA (andlisis de varianza) el cual
Nos sirve para comparar varios grupos en una variable cuantitativa, ademas de que si

y se quiere saber si existe diferencia significativa entre ellos.

El analisis post hoc, es por el ajuste Bonferroni, esta técnica estadistica ajusta el
nivel de significacion en relacién al nimero de pruebas estadisticas realizadas

simultdneamente sobre un conjunto de datos.

8.3 Aspectos bioéticos
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El manejo de los animales se llevo a cabo de acuerdo a los lineamientos del Comité
para el cuidado de los animales de laboratorio cumpliendo los criterios establecidos
por la Norma Oficial Mexicana “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado
y uso de los animales de laboratorio” NOM-062-Z00-1999. Ademas siguiendo las
medidas de seguridad bajo la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-
2002, Proteccion ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos biolégico
infecciosos-Clasificacion y especificacion de manejo y las Normas establecidas por el

Laboratorio Clinico Especializado “Los Angeles” Puebla.

9. Resultados

9.1. Valoracion del dafio hepéatico

En un panel de funcion hepatica, la mayoria de las pruebas utilizadas generalmente

son indicativas de un dafio, ya que pocas son las que determinan la funcién de este
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organo. En este trabajo para evaluar la presencia de dafo utilizamos la actividad de
tres enzimas séricas mas utilizadas clinicamente como; alanino aminotransferasa

(ALAT), aspartato aminotransferasa (ASAT) y gamma-glutamil transferasa (y-GT).

Los resultados obtenidos del suero después del tratamiento (Tabla 1) para la ALAT,
revel6 que el grupo tratado con alcohol tuvo un incremento del 30% estadisticamente
significativo en comparacion con el grupo control; el grupo tratado con la BE tuvo un
ligero incremento (9%) sin embargo, no es estadisticamente representativo; por el
contrario el grupo tratado con la combinacion mostré un decremento (2%). De igual
forma la ASAT mostré el mismo comportamiento que la enzima anterior, es decir,
tuvo un incremento significativo del 107% en el grupo tratado con alcohol respecto al
grupo control, mientras los grupos tratados con la bebida energizante tuvo un
incremento de 53% y la combinacibn una disminucion de 8% sin ser

estadisticamente significativos.

La otra enzima que se evaluo fue la gamma-glutamil transferasa (y-GT), esta enzima
se encuentra en la membranas celulares, la cual mostré un comportamiento diferente
a las otras dos enzimas evaluadas (Tabla 1). los resultados muestran un incremento
significativo en el grupo tratado con la combinacion (A+BE) del 43% respecto al
control, el grupo tratado con alcohol incrementé ligeramente (13%) sin ser
estadisticamente significativo, por otro lado el grupo con la BE disminuy6é 20% sin

importancia estadistica.

Por otro lado, se realizo la cuantificacion de la bilirrubina como un marcador de dafio
hepético, debido a su conjugacion en este tejido. En la tabla 1 se observan los
resultados obtenidos para las bilirrubinas, en donde se muestra un patrén similar, es
decir, tanto para la bilirrubina total, directa e indirecta hay un ligero incremento en los
grupos tratados con alcohol (12%, 29% y 10%, respectivamente), y el grupo con la
combinacion de alcohol mas BE (18%, 36% y 14%, respectivamente) sin presentar
cambios significativos comparados con el grupo control. Por otro lado, para el grupo
con consumo de BE para la determinacion de bilirrubina total e indirecta se encontrd

una disminucion de 2% y 3% respectivamente de igual forma no son
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estadisticamente significativos, sin embargo, en la cuantificacién de bilirrubina directa

este grupo no presento ningiin cambio.

Tabla 1. Valoracion de panel hepético.

Control Alcohol BE A+BE

ALAT (U/L) 599.83 + 16.5 780.58 +42.5 A 655 + 68.88 587.48 + 20.21

ASAT (U/L) | 305.48+28.73 | 631.68+56.01 A | 466.77 +40.28 | 280.20 + 14.57

y-GT (UL) | 67.30+8.75 76.30 = 7.13 53.93+1.43 | 96.28+4.43 A
BT (g/dL) 0.83 % 0.03 0.93 + 0.03 0.81 + 0.03 0.98 + 0.04
BD (g/dL) 0.14 £ 0.01 0.18 £ 0.01 0.14 £ 0.02 0.19+0.1
Bl (g/dL) 0.69 + 0.03 0.76 % 0.04 0.67  0.04 0.79 + 0.04

Los datos corresponden a la media £ ESM. El andlisis estadistico fue realizado por ANOVA de una via

y post-hoc de Bonferroni p < 0.05 (A) indica diferencia significativa.

9.2. Evaluacion de sintesis proteica hepatica (PT, ALB, globulinas, relacién
AlG, PCR, fibrindgeno, TP)

Una de las funciones del higado es sintetizar la mayoria de proteinas para el
organismo, en este trabajo se llevo a cabo la evaluacion de varios parametros como
las proteinas totales (Figura 12-A), las cuales se encuentran disminuidas en los
grupos alcohol, bebida energizante y la combinacion, 8%, 3% y 4% respectivamente,
siendo el grupo tratado con alcohol significativamente diferente respecto al control.
Otro parametro evaluado fue la albumina (Figura 12-B), esta es una de las
principales proteinas producidas en el higado; los resultados muestran una
disminucién en los grupos tratados con alcohol (3%), BE (3%) y la combinacién de
alcohol y bebida energizante (5%), sin embargo, no son estadisticamente

significativos contra el control.

La (Figura 12-C) muestra la concentracion de globulinas en la cual se observa una
disminucion de 11% en el grupo tratado con alcohol, 1% para el grupo tratado con

BE y 3% para la combinacion, sin embargo no existe alguna diferencia significativa.
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Otro pardmetro que se midi6 fue el tiempo de protrombina (TP), el cual es
dependiente de la actividad de los factores de coagulacion (I, I, V, VI, X)
sintetizados en el higado, este es uno de los indicadores de la severidad de la
enfermedad, los resultados obtenidos se presentan en la Figura 12-D, donde los
tiempos se prolongaron en los grupos alcohol con un 70%, BE 115% vy la
combinacion 124% siendo significativamente diferente los grupos con BE y la
combinacion.
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Figura 12. Actividad proteica. A) Proteinas totales B) Albumina C) Globulinas. (A V) Indica
diferencia significativa con un incremento o una disminucion con respecto al grupo control, el analisis

estadistico fue por ANOVA de una via, post-prueba de Bonferroni p < 0.05.
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Se realizé la relacion A/G, la cual es una expresion de la correlacion de albumina a
globulinas, para determinar los cambios de las proteinas. Con los datos obtenidos
anteriormente de estos dos parametros se determind la relacion y los resultados
muestran que el grupo tratado con alcohol tiene un incremento de 8% (1.08), por otro
lado, lo grupos con consumo de BE y la combinacién disminuyeron 1% (0.99) y 2%

(0.98) respectivamente. Los datos corresponden a la media + ESM. El andlisis estadistico fue
realizado por ANOVA de una via y post-hoc de Bonferroni p < 0.05.

Asi mismo, el higado produce proteinas en procesos inflamatorios llamadas
proteinas de fase aguda o reactantes de fase aguda (RFA), los niveles plasméticos
de los RFA se elevan en tiempos diferentes, la proteina C reactiva comienza su
elevacion en 2 horas aproximadamente y alcanza un pico maximo en 48 hrs en
humanos, por otro lado el fibrinbgeno se incrementa horas después (8hrs
aproximadamente). Sin embargo esta regla solo se lleva a cabo si este érgano no se
encuentra comprometido, ya que cuando existe alguna alteracion en el higado este
comportamiento es diferente, la concentracion de fibrinbgeno puede encontrarse

disminuido.

Los resultados obtenidos muestran que la PCR (Figura 13-A) se incrementa
significativamente en los grupos tratados con alcohol, BE y la combinacién (A+BE)
con un porcentaje de 1093%, 917% y 1602% respectivamente comparados contra el

grupo control.

Por otro lado, el fibrindbgeno (Figura 13-B) tiene un comportamiento diferente, es
decir, sus niveles plasmaticos se encuentran disminuidos en los grupos de alcohol,
BE y la combinacién (A+BE) con valores de 42%, 13% y 29% respectivamente,

siendo estadisticamente diferentes al control.
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Figura 13. Proteinas de fase aguda. A) Proteina C Reactiva B) Fibrindgeno. (A V) Indica diferencia
significativa con un incremento o una disminucidn con respecto al grupo control, el analisis estadistico

fue por ANOVA de una via, post-prueba de Bonferroni p < 0.05.

9.3. Valoracion histolégica del grado dafio-lesién

Para evaluar el grado de dafo-lesion se utilizaron tres tinciones, H&E, Tricromica de
Masson y PAS, se tomaron fotomicrografias a cada una de estas para
posteriormente hacer la evaluacion. Se utilizé el score de METAVIR el cual nos
permite categorizar el dafio sobre la histologia del tejido hepatico (necro-inflamatoria)
y la determinacion del grado de fibrosis, para estos dos parametros las tinciones que

se ocuparon fueron H&E y Tricromica de Masson, respectivamente.

En el score para la determinacion de la actividad necro-inflamatoria, se utilizan dos
categorias, la necrosis fragmentada que se define de la siguiente manera, O,
ausente; 1, alteracion focal de la placa periportal en algunos tractos; 2, alteracion
difusa de la placa periportal en algunos tractos; 3. Alteracion difusa de la placa
periportal en todos los tractos. La otra categoria que se emplea es la necrosis lobular
focal, se define como 0, menos de un foco necroinflamatorio; 1, al menos un foco
necroinflamatorio; 2, multiples focos necroinflamatorios (como se indica en la seccion
de metodologia). Las puntaciones obtenidas de estos dos parametros determina la

dafio total, se define como: O, sin dafo; Al, dafo leve; A2, dafio moderado, A3;
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dafio grave. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14, donde se
observa que el grupo con mayor dafio es el grupo tratado con la combinacién de las
bebidas, ya que tuvo un puntaje de 3. Por otro lado, el grupo con consumo de alcohol
tiene una actividad moderada, ya que se obtuvo un score de 2; estos dos tienen un
incremento significativo comparado con el grupo control, sin embargo el grupo

tratado con la bebida energizante muestra una actividad leve (1).

b) Actividad necro-inflamatoria

39 A

Score Metavir
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Figura 14. Tincion de H&E, corte histolégico del lobulillo hepatico. a) Fotomicrografia 40X. A.
Grupo control tratado con agua B. Grupo tratado con alcohol C. Grupo tratado con bebida energizante
D. Grupo tratado con la combinacién alcohol con bebida energizante. () Necrosis confluente, (<)
necrosis litica focal, (<) infiltrado inflamatorio b) Evaluacién cuantitativa de score de METAVIR de la
actividad histol6gica. (A ) Indica diferencia significativa respecto al grupo control, el analisis estadistico

fue por ANOVA de una via, post-prueba de Bonferroni p < 0.05.

Por otro lado, para la determinacion de fibrosis hepatica la cual se localiza alrededor
del area portal, se llevd a cabo de igual forma con base al score de METAVIR. La
clasificacion esta dada de FO-F4, es decir, FO, ausencia de fibrosis; F1, fibrosis portal
sin septos; F2, fibrosis portal con algunos septos; F3, fibrosis en puente (varios
septos); F4, cirrosis. En la Figura 15 muestra la evaluacion de la fibrosis, donde se
al observar las laminillas del grupo control (Figura 15-A) sin fibrosis (F0), al igual que
la fotomicrografia del grupo con consumo con BE (Figura 15-B). Por otro lado, el
grupo tratado con alcohol (Figura 15-C) tiene un score de F2, ya que se observa la
fibrosis portal con la formacién de septos en escasa cantidad. Asi mismo, el grupo

con consumo de alcohol y BE observé una escala F2 (Figura 15-D).
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Figura 15. Corte histologico del lobulillo hepatico. Fotomicrografia muestra la presencia de fibrosis
al término del tratamiento. Técnica Tricromica de Masson, 10X. (<) formacién de pequefios septos A.
Grupo control tratado con agua B. Grupo tratado con alcohol C. Grupo tratado con bebida energizante
D. Grupo tratado con la combinacion alcohol con bebida energizante. El andlisis cualitativo del grado

de fibrosis se expres6 en puntos de acuerdo al Score de METAVIR.

También se realiz6 la tincién de PAS, la cual nos ayuda a determinar si existe una
glicacion en las células hepaticas, para ello se realizé la cuantificacion de células
positivas para PAS y los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes, en la
Figura 16-A la cual es el grupo control se encontré un 40% de células positivas. Para
el grupo tratado con el alcohol (Figura 16-B) se observé un 26% de células positivas
con diferencia significativa comparado con el control, ya que existe una disminucion
del numero de células PAS positivo. Sin embargo, en el grupo tratado con la bebida
energizante (Figura 16-C) se encontré un incremento significativo de células PAS
positivo de un 171%, lo que nos indica que hay un incremento en el proceso de
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glaciacion o resguardo de glucogeno, asociado a los ingrediente de este tipo de
bebidas; por otro lado, el grupo con la combinacion (Figura 16-D) tuvo 59% de

células PAS positivos, sin diferencia significativa.
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Figura 16. Corte histoldgico del lobulillo hepatico. a) Fotomicrografia tincion PAS 40X. A. Grupo
control tratado con agua B. Grupo tratado con alcohol C. Grupo tratado con bebida energizante D.

Grupo tratado con la combinacion alcohol con bebida energizante. () Célula con glicacién, (<)
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células sin glicacién, b) Evaluacion cuantitativa de células positivas para PAS. El analisis cuantitativo
se expresO en numero de células (A V) Indica diferencia significativa respecto al grupo control, el
analisis estadistico fue por ANOVA de una via, post-prueba de Bonferroni p < 0.05.

9.4. Evaluacién de AFP séricay tisular

Complementariamente a las proteinas de respuesta inflamatoria y a los cambios
histoldégicos evidenciados, se evalud la concentracion de AFP sérica Figura 17-A, los
resultados obtenidos de la concentracion en los grupos tratados con alcohol, BE y
alcohol mas BE incrementan un 1133%, 117% y 433% respectivamente, todos los
grupos fueron comparados contra el control lo cual revela que existe una diferencia

significativa.

Con la finalidad de corroborar el hallazgo sérico, la evaluacion de la concentracion
de AFP también se realiz6 a nivel tisular. En la Figura 17-B, muestra un incremento
con diferencia significativa contra el grupo control en los grupos de alcohol (261%) y

la combinacion (269%), el grupo de la bebida energizante un incremento del 168%.
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Figura 17. AFP séricay tisular. A) Concentracién de AFP sérica. B) Concentracion de AFP tisular, la
cual se expresa ng de AFP por mg de proteina en tejido. (A) Indica diferencia significativa respecto al

grupo control, el analisis estadistico fue por ANOVA de una via, post-prueba de Bonferroni p < 0.05.
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9.5. Valoracién inmunohistoquimica para AFP y Ki-67

Ademas de la evaluacion de la concentracion tisular de AFP, se realizd la
inmunohistoquimica para esta proteina con la finalidad de mostrar evidencia
histologica a la cuantificacion por ELISA. El antigeno de AFP se encuentra en el
citoplasma de los hepatocitos por lo que el marcaje serd observado de color café y
solo fue tomada dicha marca citoplasmatica. En la Figura 18-A se muestra al grupo
control en el cual la marca es difusa y escasa. Para el grupo tratado con alcohol
(Figura 18-B) su marcaje es evidentemente, ya que existe una sintesis acelerada de
esta proteina, por lo que se puede corroborar con los datos anteriores obtenidos, sin
embargo, en la Figura 18-C se observa que la marca de AFP es débil, ya que tiene
zonas localizadas positivas sin embargo estas se encuentran ampliamente difundidas
a lo largo del tejido. Por otro lado, el grupo tratado con la combinacion (Figura 18-D)
tiene la mayor produccion de esta proteina, ya que su marcaje se observa en casi

todas las células.
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Figura 18. Inmunohistoquimica AFP del lobulillo hepéatico (40X). A. Grupo control tratado con
agua B. Grupo tratado con alcohol C. Grupo tratado con bebida energizante D. Grupo tratado con la

combinacion (alcohol con bebida energizante).

Para poder establecer la dinamica de la AFP es necesario corroborar el efecto
hiperplasico con el cual se ha asociado clinicamente, debido a que el higado es
capaz de regenerarse, y es un tejido normalmente proliferativo, se realiz6 el marcaje
para la proteina Ki-67, el cual es un antigeno nuclear que se encuentra en células
mitéticas en fases G1, S, G2, M del ciclo celular. Los resultados que se observaron
fueron los siguientes, en la Figura 19-A la cual es el grupo control se encontr6é un 3%
de células positivas, para el grupo tratado con la BE (Figura 19-C) se observé un 5%
de células positivas, sin embargo, en los grupos tratados con alcohol (Figura 19-B) y
la combinacion (Figura 19-D) de observd un 84% y 78% de células positivas
respectivamente, teniendo diferencia significativa, lo que nos indica que existe una

mayor proliferacion celular en estos grupos.
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b) Ki 67 células positivas
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Figura 19. Inmunohistoquimica Ki-67 del lobulillo hepatico. a) Fotomicrografia muestra el marcaje
para Ki 67 después del tratamiento. A. Grupo control tratado con agua B. Grupo tratado con alcohol
C. Grupo tratado con bebida energizante D. Grupo tratado con la combinacion alcohol con bebida
energizante. b) Evaluacion cuantitativa de células positivas de la marca nuclear para Ki 67. El andlisis
cuantitativo se expresd en nimero de células (A) Indica diferencia significativa respecto al grupo
control, el andlisis estadistico fue por ANOVA de una via, post-prueba de Bonferroni p < 0.05.
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10. DISCUSION

En el presente trabajo se evalud las alteraciones serolégicas de un perfil hepético
clasico en modelos murinos en combinacion y por separado del consumo de bebidas
alcohodlicas y energizantes. Asi mismo, fueron evaluados los cambios sobre la
funcion de produccion proteica, y se evalud la presencia de dafio histologico a nivel
hepatico, después de 60 dias de consumo.

El higado es un 6rgano implicado en la mayoria de los procesos metabdlicos, donde
regula y detoxifica sustancias irrigadas por via portal por la cual distribuye
metabolitos necesarios y no necesarios, asi como, almacena y elimina de forma
selectiva y adecuada lo que permite la mantencion de la homeostasis en el

organismo.*

En la practica clinica diaria, los métodos para valorar al higado son inespecificos e
insuficientes, ya que de forma breve, las pruebas funcionales hepéticas estan
divididas en: pruebas de posible lesion hepatocelular, pruebas relacionadas al
metabolismo de las bilirrubinas y pruebas que analizan la sintesis hepatica; sin
embargo, generalmente suelen alterarse sin correlacion evidente en una variedad la
cual lleva a la pérdida de especificidad diagndéstica cuando el dafio es crénico o

progresivo.*®

Lo primero que se realiz6 fue la valoracion del dafo hepatico, clinicamente esta
asociada a un perfil hepatico clasico compuesto por: transaminasas, alanino
aminotransaminasa y aspartato aminotransaminasa (ALAT y ASAT), gamma-glutamil
transferasa (y-GT) y bilirrubinas en sus formas conjugada y no conjugada (total,
directa e indirecta). Desde el punto de vista bioquimico, se ha observado que en la
hepatitis cronica alcohdlica existe un aumento en los niveles de aminotransferasas y
y-GT segln estudios anteriores (Suthat 2009 et al, Ugwuja et al. Repetto M.).46:47 Sin
embargo, esto también se ha visto en otras enfermedades como: hepatitis virica,
hemocromatosis hereditaria, hepatitis autoinmune, etc.® Por otro lado, el consumo
de bebidas energizantes también provoca cambios en las concentraciones de estas

enzimas, lo que pone de manifiesto agresiones lesivas sobre los hepatocitos.*®
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Las transferasas son enzimas intracelulares y pueden encontrarse exclusivamente
en el citoplasma como la ALAT, la cual se encuentra en el citoplasma (60%) y en la
mitocondria (40%), o fijadas a distintas organelas como la ASAT en el citoplasma
(40%) y en la mitocondria (60%), la y-GT se localiza en la membrana citoplasmatica,
asi como del reticulo endoplasmico liso, en microsomas, en la fraccion soluble del
citoplasma de hepatocitos y células canaliculares de los conductillos biliares. Sin
embargo, estas enzimas no siempre son buenos indicadores, ya que son sensibles
pero poco especificas del dafio de los hepatocitos. Siendo la ALAT mas especifica
que la ASAT, debido a que esta ultima no solo se encuentra en el higado, sino
también en musculo, corazén, pancreas, eritrocitos. Por tanto, las concentraciones
tanto de ALAT como ASAT pueden variar, incluso encontrarse normales aunque las
células hepéticas estén sufriendo algun dafio (inflamacion, necrosis de baja
intensidad, formacién de tejido cicatricial).®%%! La y-GT puede también encontrarse
elevada en procesos tumorales, en la colestasis intrahepética o extrahepatica por
proliferacion de conductillos biliares, ademas su sintesis es inducida por el consumo
y metabolismo de alcohol, asi como por barbitiricos.?8 Las concentraciones
alcanzadas de estas enzimas estan determinadas por la concentracion intracelular,
localizacion de la enzima, la cantidad liberada por la célula y el grado de depuracién

de la circulacion.®¢

Nuestros resultados muestran un incremento en las aminotransferasas a nivel sérico
en los grupos con consumo de alcohol y bebida energizante, siendo significativo el
aumento en el grupo con alcohol. Estos resultados coinciden con otros estudios
realizados anteriormente.*®4° Por otro lado, la y-GT se encuentra de igual forma
elevada en el grupo con consumo de alcohol, pero Unicamente en el grupo de la
combinacion de las bebidas se encontr6 una elevacion significativa, esto
probablemente puede explicarse por un mecanismo de induccion enzimatica, siendo
el alcohol responsable de la sintesis aumentada de esta enzima por parte de los
microsomas de la célula hepatica, debido a que la y-GT regula los niveles de
glutation (GSH), el alcohol por su parte genera especies reactivas de oxigeno (ROS)
que a su vez, pueden provocar diferentes efectos (expresion de citocinas,

modificacion de biomoléculas, formacion de lipoperoxidacion, etc.). El glutation actua
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como antioxidante ya que neutraliza ROS, la y-GT por tanto, se encuentra
incrementada para proporcionar mas GSH y proteger a la célula de dicha oxidacion,
ademas de cambios inflamatorios; se asume que esto puede suceder en ausencia de
lesion hepatica alcohdlica.®® Sin embargo, en el grupo con consumo con bebida
energizante se ve una disminucion, probablemente esta disminucion sea por un
ingrediente que contiene este tipo de bebidas como es la taurina, ya que tiene
propiedades antioxidantes y también ayuda en la estabilizacion de la membrana
celular siempre y cuando las cantidades de consumo sean controladas ya que puede

presentar eventos adversos.36

El incremento de las enzimas puede deberse a que el etanol comprende alteraciones
de las propiedades de las membranas celulares, en un consumo crénico, suele
ocasionar disminuciones compensatorias en la fluidez de las membranas
subcelulares, que pueden alterar los receptores ligados a las membranas y las
actividades enziméatica, por lisis de los hepatocitos (necrosis) o una alteracion
transitoria de la permeabilidad de la membrana (inflamacién). EI consumo de alcohol

también acelera la produccién de ROS.53.54

El alcohol, en su biotransformaciéon produce un incremento de NADH asociado a
aldehidos lo que provoca la generacién de radicales libres, ademas, la exposicion
cronica al alcohol activa a las células de Kupffer que a su vez promueve citocinas e
interleucinas inflamatorias que amplifican sefiales autdcrinas y paracrinas que
generan la expresion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a), que posteriormente
estimula a la mitocondria a aumentar la produccién de mas especies reactivas de

oxigeno (ROS), lo que induce necrosis y apoptosis del hepatocito.%®

Por otro lado, los ROS promueven la peroxidacion de los lipidos, lo que induce no
solo una mayor inflamacion, sino también la progresion de fibrosis. La inflamacién se
inicia por efecto del acetaldehido (producto de degradacion del alcohol), que forma
conjugados antigénicos al unirse de manera covalente con las proteinas celulares.
Las primeras alteraciones a nivel histolégico se localizan de manera predominante
alrededor de la vena central.>® Ebuehi y cols (2011), encontraron que las BE afectan
la actividad de las enzimas hepaticas, en su estudio compararon dos marcas
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comerciales (Power Horse y Red Bull), este efecto puede deberse segun sus datos

experimentales a la concentracion de cafeina que contienen ambas bebidas.%®

Asi mismo, la concentracion de bilirrubina el cual es un producto de la degradacion y
catabolismo de la hemoglobina, que esta presente en el suero de manera no
conjugada (bilirrubina indirecta, liposoluble), o conjugada (bilirrubina directa,
hidrosoluble); esta ultima, es metabolizada en el reticulo endoplasmico liso del
hepatocito por la glucuronil-transferasa.*® La bilirrubinemia total esta separada en
estas dos fracciones, practicamente toda la bilirrubina presente en el suero
representa la fraccién no conjugada. El aumento de produccioén de la bilirrubina, esta
ligada a una alteracion en el transporte a los hepatocitos o la conjugacion defectuosa
de estos, asociandose principalmente con un incremento de la fraccion no
conjugada.>® Sin embargo, el origen de su elevaciéon puede deberse a etiologias y
mecanismos diversos, que engloban desde alteraciones en la captacion y transporte
intrahepatocitario, problemas en la glucuronoconjugacion o alteraciones en la
excrecion.*® Los resultados obtenidos en nuestro estudio arrojaron un incremento en
la bilirrubina total y sus dos fracciones en los grupos alcohol y la combinacién, sin
embargo, el grupo de la bebida energizante tuvo una ligera disminucion en la
bilirrubina total y la fraccion indirecta, mientras que la fraccion directa no mostré
diferencias frente el grupo control. Las concentraciones de bilirrubina son estables
hasta que haya ocurrido un dafio hepatico considerable y la cirrosis esté presente,
dicho esto, pensamos que el dafio producido por el consumo de alcohol y bebida
energizante y su combinacion en los animales no es lo suficientemente crénica como

para producir cambios en las concentraciones de las bilirrubinas.

Los resultados en general del perfil hepatico clasico, no muestran un cambio
significativo del dafio que se estd produciendo por el consumo de bebidas
energizantes o la combinacién (A+BE), sin embargo, los grupos tratados con alcohol
se compartan diferente ya que en la mayoria de las determinaciones si se observa un
mayor cambio, para discriminar la cuestion dafio-efecto natural, se realiz6 la
evaluacion de la funcidbn hepatica, ya que el higado esta relacionado al

mantenimiento proteico metabolico, ya que esta implicado en la sintesis de proteinas
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plasmaticas, considerando que algunas de estas tienen una vida media larga, y
tomandose en cuenta que el higado posee una elevada capacidad de reserva
funcional, por lo que la concentracién de proteinas puede mantenerse normal hasta

que la lesién hepatica es grave, lo que ocasiona un descenso paulatino de estas.*

Para esto se evalu6 los cambios sobre las proteinas totales, donde los resultados
obtenidos mostraron una disminucion significativa en el grupo con consumo con
alcohol, sin embargo, los otros grupos tratados con bebida energizante y la
combinacion tuvieron un ligero decremento siendo no significativo; las proteinas
totales es una medicién aproximada de todas las proteinas plasméaticas presentes en
el suero, las fracciones proteicas involucradas son la albumina y las globulinas.
Clinicamente esta ultima es determinada por la diferencia de las proteinas totales y la
albumina. En el consumo cronico de alcohol se ha observado una disminucion en la
sintesis de proteinas a causa del acetaldehido formado de la oxidacién del etanol,
parece ser la consecuencia de la ineficiencia hepatica para oxidar el exceso de
equivalentes reductores generados durante la oxidacion del etanol, por lo que existe
un estado altamente reducido del citosol lo que pudiera afectar a la sintesis de
proteinas ribosomicas; aunado a la elevacion en los niveles de NADH citosélica
conduciendo a la desviacion de piruvato en lactato por lo que hay disminucion
notable de piruvato, aumentando la relacion lactato/piruvato. El piruvato esta en
relacion a la sintesis de aminoacidos como alanina, valina, leucina e isoleucina. Sin
embargo, el mecanismo por el cual esta alteracion interfiere con la sintesis de
proteinas es desconocido.>”:%8 Por otro lado, el acetaldehido perjudica las funciones
celulares y la expresién génica mediante la formacion de aductos con proteinas, esto
se produce mediante la interaccion con el grupo amino épsilon de la lisina o el grupo
a amino de los aminoacidos N-terminales. Los aductos de acetaldehido estables
alteran la estructura y funcién de proteinas, incluyendo enzimas.>® Ademas afecta la
secrecion de las mismas a niveles de los microtubulos, debido a que el acetaldehido
es capaz de unirse a la tubulina e inhibir su polimerizacién,6! aunado al dafio que
se esta produciendo estructuralmente en la membrana mitocondrial como de los

hepatocitos debido a la lipoperoxidacion causada por el incremento de NADH vy por la
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conversion de acetaldehido (ACH) por la aldehido deshidrogenasa (ALDH), lo cual

genera un estrés oxidativo en las células hepaticas.®?

Por otro lado, la albumina como se sabe, es la principal proteina plasmatica
sintetizada y secretada por el higado, tiene una semivida en plasma de 20 dias
aproximadamente, y un descenso significativo ocurre lentamente si hay una sintesis
reducida, esta proteina contribuye mayormente a la presion oncoética, ademas de ser
la principal proteina transportadora. No obstante, es posible que no se reconozca
una alteracion grave de la concentracion de la albumina sino hasta después de un
dafio severo.?96! Cuando existe una alteracion que afecta a las células hepaticas, el
hepatocito pierde su capacidad de sintetizar albumina, existen varias causas que
disminuyen la concentracion en suero de esta proteina las cuales pueden ser:
desnutriciéon, neuropatias, sindrome nefrético, etc.#>%° Nuestros resultados arrojan
una ligera disminucién en los tres grupos (alcohol, BE y A+BE) sin embargo, no son

significativos.

De igual forma, la concentracién de globulinas que fue otro parametro que se evalud
el cual mostr6 una disminucion en los tres grupos (alcohol, BE y A+BE) no
significativa. Las globulinas involucran 4 grupos, segun su corrimiento electroforético:
globulinas alfa 1 y 2, globulinas beta, globulinas gamma; algunas de estas globulinas

se clasifican como reactantes de fase aguda.®?

Ademas, con los resultados obtenidos de albumina y globulinas se realizé la relacion
albumina/globulina (A/G), la cual es una expresion de la correlacion de albumina a
globulinas para determinar los cambios en las proteinas, en condiciones normales
esta tasa es mayor de 1. Cuando existe una disminucion paulatina de la masa
celular (pérdida de la citoarquitectura), disminuye progresivamente la concentracion
de albumina, por otro lado, se ha descrito que la concentracién de gamma globulinas
incrementa, esto es debido a que las alteraciones vasculares hacen que sustancias
antigénicas, absorbidas desde el intestino, eludan el proceso de filtrado de las
células de Kupffer de los sinusoides y estimulando la sintesis de inmunoglobulinas (G
y A),%2 por lo que se ve una disminucién en la relacion A/G. Sin embargo, nuestros
resultados obtenidos para esta relacion no muestran un cambio significativo.
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Otra prueba que esta intimamente ligada al dafio hepético y que se evalud fue el
tiempo de protrombina (TP). Este es dependiente de la actividad de los factores de
coagulacion de la via extrinseca y ademas incluye la via comun (I, I, V, VI y X),
todos estos sintetizados en el higado, por ello es la prueba con mayor utilidad para
detectar anormalidades en la coagulacién asociadas con dafio hepatico.84> Los
resultados que se muestran en el trabajo son tiempos prolongados en los tres grupos
(Alcohol, BE y la combinacién); se sabe que en pacientes con consumo crénico de
alcohol, el TP se encuentra prolongado, debido a la deficiencia en la sintesis de los
factores, sin embargo, las bebidas energizantes también muestran un cambio en la
dinamia, lo cual estaria en relaciéon a un retardo en la produccion de la proteina.®* La
disminucion en la combinacion es debido al efecto del alcohol exacerbado con la
bebida energizante, probablemente las bebidas energizantes y alguno de sus
ingredientes provoca un mecanismo similar a la del alcohol para inhibir la sintesis de

esto factores por lo que encontramos tiempos prolongados.

Los factores y proteinas (C y S) sintetizados en el higado sufren una gamma
carboxilaciéon de residuos especificos de acido glutamico dependientes de la vitamina
K, necesarios para la union de cationes divalentes como el i6n calcio y su posterior
union a fosfolipidos o a la membrana plasmatica, requeridos para su activacion, ya
gue estas proteinas son secretadas al suero sanguineo como zimégenos y deben ser
activadas a serin proteasas para funcionar en la cascada de la coagulacion. Las
enfermedades hepéticas cronicas, normalmente estan asociadas con trastornos de la
coagulacion como resultado de la sintesis disminuida de estos factores de la

coagulacioén y trastornos de la funcién del sistema reticuloendotelial.®®

Asi mismo, tenemos otras proteinas que son sintetizadas en el higado como
respuesta a un proceso inflamatorio, estas proteinas son las llamadas “reactantes de
fase aguda (RFA)”. Para la expresion o sintesis de RFA existe una serie de eventos,
iniciado por las células fagociticas activadas (células de Kupffer), los fibroblastos y
las células endoteliales (células estelares) que liberan citoquinas pro-inflamatorias
(IL-1, IL-6, TEN-a). Las citocinas se unen a un receptor donde activan sefiales

intracelulares a través de la fosforilacion de tirosina interviniendo c-Jun/c-fos, el factor

70



nuclear NF-kB hepatico o el CCATT/potenciador de la union a proteinas (C/EBPs),
ademas de la fosforilacion de la tirosina, asi como la activacion de las tirosin-kinasas
intracelulares (JAKS), el factor de transcripcion citoplasmatico latente, el STAT1, el
STAT3 y el STAT5 (activadores de la transcripcion) y las proteinas activadas por
mitdgenos (MAPK’s), donde todas estas sefiales promueven la transcripcion,
traduccion de los RFA.56

Los niveles plasmaticos de los RFA se elevan en tiempos diferentes posterior al
evento lesivo o inflamatorio censado por el higado. Dentro de las primeras horas se
incrementa la concentracion plasmatica de proteina C reactiva y a1 antitripsina; 12
horas después, se elevan la a1 glicoproteina acida, la haptoglobina, la fraccion C4
del complemento y el fibrinbgeno. Todas alcanzan su maxima concentracién entre 2
y 5 dias. El aumento en la sintesis de las proteinas de la fase aguda, es acompafiada
por una disminucién de la prealbumina, albamina y transferrina, que constituyen los
llamados reactantes de fase negativa. Por lo general, las proteinas de fase aguda

forman parte del grupo de las alfa 1y 2 globulinas.'!

Las proteinas evaluadas en el presente trabajo fueron: la proteina C reactiva (PCR) y
el fibrinbgeno; donde los resultados mostraron que la PCR incrementd
significativamente su concentracion en los grupos de alcohol, BE y la combinacion
(A+BE). En este sentido, se sabe que el alcohol y las bebidas energizantes en un
consumo crénico pueden provocar procesos inflamatorios, lo cual induce la sintesis
de RFA. La elevacion de la PCR en plasma se produce a las 2 horas, y alcanza su
méaxima concentracion a las 48 horas. La cinética de los niveles séricos de la PCR se
correlaciona bien con el estimulo inflamatorio. Luego de un estimulo inflamatorio
agudo, la concentracion de PCR aumenta rapidamente, una vez el estimulo
desaparece, sus niveles disminuyen hasta su estado basal, teniendo una vida media
de unas 18 horas; sin embargo, permanece elevada en procesos inflamatorios
crénicos como el consumo de alcohol,*! aunque por primera vez se muestran
evidencias en el consumo crénico de bebidas energizantes y la combinacion con
bebidas alcohdlicas. Por otro lado, los resultados obtenidos para fibrinbgeno se

observd una disminucion significativa en los grupos con tratamiento (alcohol, BE y la
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combinacion). Estos resultados son probablemente debido al dafio que se esta
causando en el higado, ya que en un proceso de respuesta aguda de inflamacion
natural, el fibrindgeno es liberado en mayor cantidad por los hepatocitos, de manera
gue sus niveles se ven considerablemente aumentados, sin embargo, en las
enfermedades hepaticas cronicas, la concentracion de fibrinégeno disminuye.167
Esta disminucién podemos pensar que es debido de igual forma a causa de la
produccion de acetaldehido en el caso del alcohol lo cual provoca una disminucion
en la sintesis, para las bebidas energizantes no hay estudios que soporten este
resultado, sin embargo, debido a la dinamia que se presenta es sugestiva de que
alguno de los componentes de este tipo de bebida altere y comprometa la funcién

sintética como se ha visto en los resultados anteriores.%8

Teniendo en cuenta los resultados, el grupo tratado con alcohol muestra evidencia de
dafio con cambios significativos en la dinamia de produccion proteica. Los
mecanismos por los cuales el consumo cronico de alcohol conduce al dafio hepatico
irreversible alin no se conocen por completo, sin embargo, diversas evidencias
apuntan a una intima relacién con la acumulacion de grasa (higado graso alcohdlico),
la cual produce una induccién de proteinas microsomales, asi como de las proteinas
fijadoras de &cidos grasos, y tiene lugar a la retencién de proteinas secretorias y
agua. La inflamacion de los hepatocitos puede comprometer de forma adicional la
oxigenacion de dichas células en la zona perivenosa y también puede estimular la
sintesis de colageno. En el higado de la rata después de la ingestion prolongada de
alcohol, aumenta el consumo de oxigeno y se induce un estado hipermetabdlico. El
consumo aumentado de oxigeno, junto con el flujo sanguineo disminuido en la zona
perivenosa del higado, puede inducir necrosis y fibrosis.®® No obstante, la bebida
energizante a pesar de que no muestra un dafio severo sobre la conducta enzimética
como se vio anteriormente, si presenta una modificacion sobre la conducta de
funcién y secrecion de ciertas proteinas, lo cual nos sugiere probables cambios
citoestructurales. Para evaluar los probables cambios tisulares se utilizaron
diferentes tinciones las cuales se relacionaron con el indice de METAVIR. El indice o
score de METAVIR, propuesto por un grupo francés, define el grado de fibrosis y el

grado de necroinflamacion asociada a un dafio hepatico cronico por la evaluacion
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histopatologica en una biopsia. El indice de METAVIR es uno de los sistemas mas
ampliamente aceptados.®®

Con ayuda de la tincion de H&E, se logré observar zonas que presentaron necrosis
fragmentada, la cual se refiere a los tractos portales con extension a las regiones
periportales adyacentes, ademas de necrosis lobular (parénquima hepatico). Estos
patrones de inflamacion estan probablemente relacionados con las diferentes vias
por las cuales las células inflamatorias circulantes pueden acceder al hepatocito, es
decir, las células inflamatorias migran a través del endotelio de los vasos portales
pasan al tejido conectivo portal, sitio rico en células dendriticas que presentan
antigenos o migran a través del endotelio de los sinusoides hepatico, teniendo
acceso directo al parénquima hepatico. Un infiltrado inflamatorio predominantemente

portal es una de las caracteristicas histolégicas de la hepatitis crénica.®®

El proposito principal en la identificacion de diferentes patrones de actividad necro-
inflamatoria es que estos pueden indicar diferencias en el estado funcional y
pronéstico en términos de progresion a la fibrosis vy, finalmente, cirrosis. Nuestros
resultados muestran una actividad moderada en el grupo con consumo de alcohol ya
que se observo la presencia de necrosis confluente, la cual se caracteriza por ser un
area que cubre el espacio ocupado por cuatro a cinco hepatocitos, ademas infiltrado
inflamatorio leucocitario principalmente dado por neutréfilos que rodean a los
hepatocitos necrosandolos, sin embargo, también estan presentes células
mononucleares, probablemente ejerciendo actividad inflamatoria, adicionalmente la
observacion de necrosis litica la cual observa un colapso completo del trama reticular
con un citoplasma de aspecto palido. La actividad en el grupo con la BE fue
catalogada como leve, ya que solo se observd necrosis confluente. Sin embargo, la
actividad del grupo tratado con la combinacién obtuvo un puntaje de 3, es decir, un
dafio grave, esto seguramente es por el consumo de alcohol y la bebida energizante
la cual exacerba un ambiente de estrés, lo que presentd un mayor acumulo de
nédulos de infiltrado inflamatorio debido al derrame celular en el medio ambiente
extracelular que provoca la necrosis, donde se observa claramente el hinchamiento

de las células acompafiado de la formacién de “ampollas” de la membrana y ruptura
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celular, lo cual nos indica la necrosis litica. Seguido de la observacién de varios focos
de 3-5 hepatocitos lo que indica la necrosis confluente. Por lo que el alcohol muestra
evidencia de dafio no solo funcionalmente sino estructuralmente debido a la necro-

inflamacion que se esta presentando.

Por otro lado, por medio de la tinciébn Tricromica de Masson la cual evidencia fibras
de colageno, se determiné la formacién de fibrosis que es definida como la
acumulacion progresiva de fibras de colageno en el parénquima hepatico, y en el
gue intervienen de manera activa diversos tipos celulares y citocinas profibrogénicas
la cual se localiza alrededor del area portal. Con base al score de METAVIR, se
observa que el grupo con alcohol y la combinacién nuevamente resaltan en este
score, debido a que el puntaje que obtuvieron se clasifica en F2, lo que significa que
existe la presencia de fibras de colageno en el area portal con la formaciéon de
algunos septos. Las células estelares hepaticas activadas se consideran la principal
fuente de matriz extracelular durante la fibrosis y son la primera poblacién celular
fibrogénica identificada. Las células estelares quiescentes son residentes en el
higado y estan localizadas en el espacio perisinusoidal, entre las células endoteliales
y los hepatocitos. En respuesta a un dafio agudo o una agresion crénica, una red
compleja de sefiales autocrinas/paracrinas fibrogénicas promueve la
transdiferenciacion de estas células quiescentes a un fenotipo miofibroblastico
caracterizado por la expresion de a-actina de muasculo y la pérdida de retinoides y
gotas lipidicas, y la expresion de novo de receptores para factores fibrogénicos,
quimiotacticos y mitogénicos. El factor de crecimiento transformante 8 (TGF-B) y el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) son dos de los factores de
crecimiento mas importantes que contribuyen a la activacion y proliferaciéon de las
células estelares. Ademas muchas otras citocinas, vias de sefalizacion intracelular y

factores de transcripcién estan involucrados en el proceso.>7°

Por otro lado, los fibroblastos portales se diferencian de los miofibroblastos y juegan
un papel importante en el proceso fibrogénico en enfermedades hepaticas biliares y
colestasicas. Contribuyen también a la formacién de los septos fibréticos originados

desde los tractos portales en otras enfermedades hepaticas cronicas. Las células
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estelares activadas y los miofibroblastos portales activados expresan algunos
marcadores comunes, pero se ha visto que el perfil genético puede diferenciar a las
dos poblaciones por marcadores especificos, como interleucina (IL) 6, elastina, Thy-1
y cofilina para los miofibroblastos portales y desmina, reelina, proteasa P100,
citoglobina, a2-macroglobina y sinaptofisina en el caso de las células estelares
activadas. La activaciéon de los macrofagos residentes del higado o células de
Kupffer contribuye a la activacion de las células estelares, principalmente por la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). En fases avanzadas, las
bandas de colageno son muy evidentes y unen varios espacios porta, que se
denominan puentes de fibrosis.”® Sin embargo, el grupo tratado con le bebida no

present6 ningn indicio de fibrosis, ya que no se observé formacion de fibrillas.”

El dafio se ha asociado con un incremento del acetaldehido derivado del catabolismo
del alcohol, el cual es un factor que modifica quimicamente los fosfolipidos de
membrana, proteinas, glutation y los componentes del citoesqueleto. El dafio al
citoesqueleto puede contribuir a la inhibicion de la secrecidn hepatica de proteinas y
ademas puede ocasionar la inflamacion del hepatocito. El transporte anormal de
proteinas a través del aparato de Golgi puede alterar también las propiedades, por
ejemplo, el grado de glucosilacion; y la funcion de las proteinas destinadas a ser
incorporadas a la membrana plasmatica.>® Por lo que también se determind la
glicacion, haciendo la cuantificacion de las células positivas para PAS, ya que esta
tincién nos ayuda a el reconocimiento de polisacaridos en tejidos, tanto glucégeno

como mucopolisacaridos.

La glicacion implica una reaccion en la cual los azucares (glucosa en general, pero
no exclusivamente), reaccionan no-enzimaticamente con las proteinas (y en menor
grado lipidos). La glicacién produce diferentes modificaciones en las proteinas y sus
efectos sobre estas también pueden ser variados: insolubilidad, resistencia a las
enzimas de degradacion, no reconocimiento por los receptores habituales y

generacion de autoinmunidad, entre otros.”?

Los resultados muestran una disminucion significativa en la glicaciéon del grupo
alcohol, lo cual puede estar en relacion a un desequilibrio redox (NAD*/NADH) por la
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oxidacion del etanol lo que provoca hipoglucemia por inhibicibn de Ila
gluconeogénesis y por tanto hay un consumo de los depdsitos de glucoégeno, como
lo han mostrado diversos estudios. 14 Por el contrario hubo un aumento significativo
en el grupo de bebida energizante, se cree que es debido a los ingredientes de este
tipo de bebidas los cuales contiene carbohidratos como glucosa, glucorolactona,
fructosa en algunos casos, entre otros.”> El consumo crénico de estas bebidas
incrementa la disponibilidad de azucares, cualquier azUcar que posea un grupo
carbonilo libre puede reaccionar con los grupos amino primarios de las proteinas
para formar bases de Schiff. De hecho, los azlucares fosfato, que son azlcares
reductores de gran importancia en el interior celular, poseen mayor capacidad
glucosilante que la glucosa dada su mayor proporcién de forma carbonilica. Debe ser
sefalado que la fructosa es extremadamente potente como agente de glucosilacion,
superando ampliamente a la glucosa.’>"? Por otro lado, la combinacién se mantuvo
en un estatus normal de produccién de glicacion comparado con el control, se cree
gue es debido al equilibrio que puede existir entre los efectos del alcohol y las
bebidas.

Con base a los estudios realizados, la evidencia proteica e histologica observada en
el consumo crénico de alcohol y bebidas energizantes durante 60 dias provocé un
dafio tisular. En los grupos problema tratados con alcohol y su combinacion fueron
mas evidentes dichas modificaciones en comparacion con el grupo de bebida
energizante. Sin embargo, serolégicamente solo tuvo cambio significativo el grupo
con consumo con alcohol. El dafio tisular, provocado por la inflamaciéon aunado al
estrés oxidativo puede posteriormente llevar a un dafio mas agresivo provocado por
el estimulo persistente, ya que al sufrir inflamacién los hepatocitos pueden tomar
varias vias de sefalizacion, incluso llevando al desarrollo de lesiones mas graves

COomo cancer.

Por lo que el higado respondiendo a este proceso inflamatorio puede tomar dos
rutas, la adaptacién donde puede proliferar o hipertrofiarse, o en definitiva tomar vias
gue conduzcan a la muerte celular. En el consumo crénico de alcohol, uno de los

mecanismos ampliamente descritos es el sistema citocromo P450, el cual se
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encuentra localizado predominantemente en el reticulo endoplasmico, también
contribuye a la oxidacién del alcohol en el higado, la CYP2E1l inducida por el
consumo cronico de alcohol, tiene un papel importante en el metabolismo del etanol
a acetaldehido, ademas de catalizar la produccidén de especies reactivas de oxigeno
que lleva a estrés oxidativo, que intervienen en la peroxidacion lipidica de las
membranas microsomales. El incremento de NADH mitocondrial en los hepatocitos
debido al metabolismo de acetaldehido contribuye a la saturacion de la NADH
deshidrogenasa. La induccién de la actividad de ADH y de la CYP2EL produce un
incremento del consumo de oxigeno que lleva a hipoxia centrolobulillar, promoviendo
de igual forma el estrés oxidativo. Esta deplecién causa una reduccion en la sintesis

de glutation (GSH), el glutatién es un antioxidante celular.”

Por otro lado, el TNF-a ha sido considerado tradicionalmente una citocina clave, tiene
accion en la mitocondria lo que induce apoptosis en hepatocitos por activacion de
diferentes vias. Este efecto es principalmente mediado por el receptor 1 de TNF, la
unién de TNF-a al TNFR-1 lleva al reclutamiento de varias proteinas adaptadoras
gue activan la cascada de quinasas (JUNK) desencadenando la proliferacion
celular.”® ElI TNF-a también activa la caspasa 8, la cual cliva la proteina citosolica Bid,
un miembro de las proteinas relacionadas con Bcl-2. Esta forma truncada de Bid es
redistribuida a las membranas mitocondriales y permite la liberacion de factores
mitocondriales que incluyen citocromo ¢ oxidasa, que activa caspasa 3 y finalmente
ocasiona la muerte celular por apoptosis. Ademas, los ROS contribuyen a la
activacion de factores de transcripcion sensibles a oxidantes como en NF-kB,
necesarios para la sintesis de factores de supervivencia celular que protegen a la
mitocondria. De tal manera, que los hepatocitos responden a la accion de TNF-a a
través de la modulacién de sefales que pueden llevar a apoptosis y necrosis, asi
como también a sefiales que promueven la supervivencia y proliferacion celular. El
efecto nocivo de TNF-a puede ser incrementados a nivel hepatico por la deplecion
mitocondrial de GSH y por el incremento de la lipoperoxidacién, ocurriendo como
consecuencia la apoptosis de los hepatocitos dafiados por el alcohol, sin embargo,
los hepatocitos parecen ser resistentes a la accion pro-apoptotica del TNF-a por un

mecanismo mediado por la accién anti-apoptotica de NFk-B.5>7"3
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Cuando los hepatocitos responden promoviendo la supervivencia y proliferacion
celular, se encuentra una proteina llamada alfafetoproteina (AFP) la cual pertenece a
la familia de los albuminoides, y es sintetizada en el higado en concentraciones
normales casi indetectables séricamente, el mecanismo por el cual esta proteina es
inducida en la regulacién del crecimiento sigue siendo investigada, Mizejewski G.
informo6 que la AFP podria estar implicada en la interaccion proteina-proteina en el
curso de las cascadas de sefalizacion citoplasmica, Por lo tanto, es concebible que
la AFP podria interactuar con receptores, proteinas de unién, factores de
transcripcion, quinasas, coactivadores y reguladores del ciclo celular en el citoplasma
antes de su translocacion nuclear. Ademas otra hipétesis es que la AFP y/o sus
péptidos derivados podrian modular el crecimiento celular mediante la interrupcion de
la transduccion de la sefial acoplada a los receptores de la proteina G en un proceso
denominado "desensibilizacion agonista". A diferencia de la sefializacion citoplasmica
discutida anteriormente, esta cascada de sefializacion se produce en la membrana
celular. Después de la unién a los receptores acoplados a proteina G de la superficie
de la célula, se generan receptosomas endocitados con clatrina. La via endocitica de
clatrina atrae a una proteina adaptadora asociada a la proteina G denominada

arrestina y dinamina.’*

Asi mismo, otra de las posibles funciones de la AFP es sobre los procesos de
inflamacion y el estrés oxidativo en el higado ya que esta clasificada dentro de las
proteinas de fase aguda, pero en la actualidad se utiliza como un marcador tumoral,
sin embargo, tiene diferentes propiedades las cuales nos hace pensar que podria
servir no solo como indicativo de un dafio grave irreversible, sino cuando existe un
dafio menos severo, en este trabajo se evalué la alfafetoproteina. Esta es una
proteina que corre en la electroforesis en la fraccién de las alfa 1, estudios anteriores
describen esta proteina como una proteina oncofetal donde se ve incrementada en
diferentes carcinomas principalmente del higado, sin embargo, las funciones de esta
proteina se siguen investigando, ya que algunos autores le confieren propiedades de
transporte, actividad inmunosupresora, reguladora del crecimiento mediante varios
mecanismos, como la regulacion apoptoética, estimulacion de la proliferacion y

diferenciacién de distintos tipos celulares.”
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En la dltima década, las propiedades reguladoras del crecimiento de AFP han
despertado interés como resultado de estudios que implican el crecimiento
ontogénica y oncogénica en modelos de cultivo de células y animales. Esto sugiere
que la AFP no es simplemente una forma fetal de proteina transportadora de
ligandos y un marcador para el cancer, asi como en trastornos fetales. Sin embrago,
podria ser considerado como un factor potencial asociado con la regulacion del
crecimiento, la diferenciacion, la regeneracion, la apoptosis y transformacion en
ambos procesos de crecimiento ontogenéticos y oncogénicas,’*’® por lo que
nosotros medimos la concentracién de alfafetoproteina en suero y en tejido, los
resultados obtenidos muestran un incremento significativo en los tres grupos
(alcohol, BE y A+BE) tanto en suero como en tejido, lo que sugieren estos resultados
y correlacionando los anteriores, podemos deducir, que la concentracion de AFP es
un indicador no oncogénico en higado, ya que como se pudo observar en la
histologia, el tejido presenta focos de necro inflamacion asociados al consumo de
alcohol, bebida energizante y su combinacion pero sin llegar a la formacion de
nodulos o fibrosis sin formacioén de septos largos colagenoides y de puentes de la

misma estirpe.

Por otro lado, ademas de Ila cuantificacion por ELISA se realiz6 una
inmuniohistoquimica para AFP para mostrar la evidencia histolégica, donde se
muestra la correlacion entre la cuantificacion expresada y el marcaje del anticuerpo
de la proteina que se encuentra ubicada en el citoplasma de los hepatocitos. Dado
que existe una dindmica celular en los hepatocitos asociados a cambios de vias de
adaptacion, donde el incremento de AFP se ve vinculado a estos procesos, ya que el
higado como érgano regenerativo realiza procesos de proliferacion adaptativa como
mecanismos de adaptacién, sobre procesos de muerte celular. En condiciones
basales los hepatocitos permanecen en estado “quiescente” o fase GO (G cero) del
ciclo celular, pero, a diferencia de otros tejidos, mantienen la capacidad de reiniciar el
ciclo celular ante cualquier lesién, pérdida de tejido hepatico o a estimulos exdégenos

(factores de crecimiento, mitégenos).®
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Para asegurar que el incremento de AFP fuese una consecuencia neoplésica
maligna, sino por el efecto hiperplasico benigno compensatorio, se llevé a cabo la
inmunohistoquimica para Ki 67, esta proteina es antigeno nuclear que se encuentra
en las células mitoticas en fase G1, S, G2, M del ciclo celular. Los resultados
obtenidos muestran un incremento de células positivas para el grupo alcohol y la
combinacion significativamente, sin embargo, a pesar de esta positividad en estos
grupos la morfologia del tejido no muestran ndédulos compuestos por células con
diferenciacion hepatocelular, con densidad celular aumentada, trabeculacién doble o
triple, acinos, eosinofilia o basofilia aumentadas lo cual se presenta en un
hepatocarcinoma, esto nos permite diferir que esta positividad que presentan los
grupos, solo es debido a que el tejido hepatico se encuentra en regeneracion y
proliferacion, sin embargo, si se sigue presentando el estimulo (consumo de alcohol
y su combinacion) pudiera llevar a la formacién de nddulos focalizados por la
formacién de cicatrices lo que conlleva a cirrosis y en casos mas graves a una
neoplasia maligna incluso llevando a la metastasis. Por otro lado, el grupo tratado
con bebida energizante mostré una positividad leve y focalizada, por lo que solo hay
ciertos puntos en donde existe proliferacion celular. Lo que confirma que en
dependencia del estimulo el tejido puede modular su dinamica de regeneracion /

proliferaciéon y por ende su ciclo celular.””
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11. CONCLUSION

1. Al valorar el panel de dafio hepatico el grupo expuesto a alcohol incremento la
actividad sérica de ALAT y ASAT, dando evidencias de dafio hepatico.
Mientras que las bebidas energizantes y su combinacién con alcohol
consumido de manera cronica a pesar de los ingredientes que contienen no
mostraron evidencia de dafio / lesion hepatica.

2. La funcién proteica hepatica por su parte mostro alteraciones importantes ante
la exposicion cronica a las bebidas y su combinacion, incrementando la
proteina C reactiva y disminuyendo el fibrinbgeno, ademas de prolongar el
tiempo de actividad de protrombina.

3. La evidencia histolégica en nuestros grupos problema fue marcada hacia
procesos necroinflamatorios. Siendo el méas afectado el grupo alcohol debido a
la induccién de fibrosis; mientras que los grupos de la bebida energizante y su
combinacion sélo mostraron necroinflamacion de baja intensidad.

4. Se evidencio por primera vez la sobreexpresion de AFP en relacién al
consumo de bebidas energizantes y su combinacién con alcohol como un

marcador temprano de inflamacion hepética no oncogénico.
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12. RECURSOS
12.1 Recursos humanos

pQFB. Nataly Sanchez Rojas
DC. Samuel Trevifio Mora

DC. Alfonso Daniel Diaz Fonseca
12.2 Recursos materiales

Guantes, cubrebocas, balanza, jeringas de 1mL, y agujas de insulina, jaulas,
bebederos tubos eppendorf, gradilla, campana de extraccion.
1. Reactivos de TP, albumina, proteina C reactiva, alfafetoproteina, bilirrubinas y
transaminasas
Micropipetas de 25, 50, 100, 10 y 1000 uL
Bafio Maria KIT LAB Modelo:BK49D
Espectrofotometro (AUTOKEM 1)
Centrifuga Kitlab Modelo:CK-18
Agitador Vortex Kitlab Modelo:BK49-D
Coatron M2

N o g A~ Wb

12.3 Recursos financieros

Los recursos financieros seran aportados por el tesista y los directores de tesis.
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ANEXOS
Anexo N°1
Determinacion de la concentraciéon de alfafetoproteina séricay tisular

Método: inmunoensayo enzimatico (ELISA)

Longitud de onda: 450 nm

Pocillos de microtitulacion

Se estima que la concentracion minima detectable de AFP por este ensayo es de
2.0ng / mL.

Reactivos:

Pocillos de microtitulacion recubiertos con anticuerpo AFP
Tampdn cero

Reactivo de la enzima conjugada

Buffer de lavado (50X)

Sustrato TMB

Solucién stop (HCI)

Procedimiento:

Dispensar 20 pL de muestra en los pocillos.

Dispensar 100 uL de buffer cero a cada pocillo.

Mezclar durante 10 segundos. Sin generar burbujas.

Incubar a temperatura ambiente (18-22°C) durante 30 minutos.

Después de la incubacion sacudir enérgicamente el contenido de los pocillos.

Lavar los pocillos 5 veces con solucién buffer de lavado.

N o gk~ wDbd e

Realizar un golpe de los pocillos contra el papel absorbente para eliminar las

gotas residuales.

8. Adicionar 150 pL de la enzima (AFP) a cada pocillo. Mezclar suavemente
durante 5 segundos

9. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

10.Después de la incubacion sacudir enérgicamente el contenido de los pocillos.
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11.Enjuague los pocillos 5 veces con buffer de lavado.

12.Realizar un golpe de los pocillos contra el papel absorbente para eliminar el
agua residual.

13.Dispensar 100 pL de sustrato de TMB en cada pocillo y mezclar suavemente
por 5 segundos.

14.Incubar a temperatura ambiente por 20 minutos.

15. Detener la reaccion afladiendo 100 pL de solucion stop (HCI) a cada pocillo.

16.Mezcle suavemente durante 30 segundos para asegurarse de que el color
azul cambie completamente a amarillo

17.Leer la absorbancia en 15 minutos.
Célculos
Leer la absorbancia que da el equipo y con la curva de calibracion extrapolar.

Concentracién Absorbancia

0 0.0075
5 0.178
20 0.472
50 1.009
150 2.193
300 3.151

La curva de calibracion se realizé con los controles que traé el reactivo.

Curva de calibracion para AFP

Absorbancia
o = N w
(9] = (9] N (9] w (92}

o

0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracién
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Anexo N°2
Determinacion de la concentraciéon de proteinas totales séricas
Método: colorimétrico (Biuret)

Longitud de onda: 540 (530 -550) nm
Cubeta: 1 cm paso de luz
Temperatura: 37°C / 15-25°C

Rango de medida: Desde el limite de deteccion de 0.001 g/dL hasta el limite de

linealidad de 14 g/dL. Si la concentracion de la muestra es superior al limite de

linealidad, diluir 1/2 con NaCl 9 g/L y multiplicar el resultado final por 2.

Reactivos:

R Biuret: Potasio sodio tartrato 15 mmol/L

Yoduro sodico 100 mmol/L

Yoduro de potasio 5 mmol/

Sulfato de cobre (1) 5 mmol/L

Hidroxido de sodio 1000 mmol/L

Calibrador PT Patrén primario de Albumina Bovina 7 g/dL

Procedimiento:

1. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada.

2. Pipetear en una tubo de ensaye:

Blanco Patrén Muestra

R (mL) 1 1 1
Patrén (uL) - 25 -
Muestra (uL) - - 25

3. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o0 10 minutos a T ambiente.

4. Verter en una cubeta
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5. Leer la absorbancia (A) del Patrén y la muestra, frente al Blanco de reactivo.

El color es estable como minimo 30 minutos.
Célculos

La concentracion de proteinas totales en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula:
(A)Muestra

M X 7 (Conc. Patrén) = g/dL de proteinas totales
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Anexo N°3
Determinacion de la concentracién de albumina sérica
Método: colorimétrico (Verde bromocresol)

Longitud de onda: 630 (600 -650) nm

Cubeta: 1 cm paso de luz

Temperatura: 37°C / 15-25°C

Rango de medida: Desde el limite de deteccién de 0.0349 g/dL hasta el limite de
linealidad de 6 g/dL. Si la concentracién es superior al limite de linealidad, diluir la

muestra 1/2 con NaCl 9 g/L y multiplicar el resultado final por 2.
Reactivo:

R Verde bromocresol pH 4.2 (50 mmol/L)

Calibrador albumina Patrén primario acuoso de Albumina 5 g/dL
Procedimiento:

1. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada.

2. Pipetear en una tubo de ensaye:

Blanco Patron Muestra
R (ML) 1 1 1
Patrén (uL) - 5 -
Muestra (uL) - - 5

3. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 10 minutos a T ambiente.
4. Verter en una cubeta
5. Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra, frente al Blanco de reactivo.

El color es estable 1 hora a temperatura ambiente
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Célculos

La concentracion de albumina en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula:
(A)Muestra — (A)Blanco

(A)Patron — (A)Blanco

x 5 (Conc. Patron) = g/dL de albiumina

Factor de conversion: g/dL x 144.9 = ymol/L
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Anexo N°4
Determinacion de la concentracion de bilirrubinas
Método: colorimétrico (Jendrassik-Grof)

Longitud de onda: 540 nm

Cubeta: 1 cm paso de luz

Temperatura: 15-25°C

Rango de medida: Desde el limite de deteccion de (T) 0.0926 mg/dL (D) 0.0453
mg/dL hasta el limite de linealidad de 20 mg/dL (T y D). Si la concentracion de la
muestra es superior al limite de linealidad, diluir 1/2 con NaCl 9 g/L y multiplicar el
resultado final por 2.

Reactivo:

R 1 (D) Acido sulfanilico 30 mmol/L
Acido clorhidrico (CIH) 150 mmol/L
R 2 (T) Acido sulfanilico 30 mmol/L
Acido clorhidrico (CIH) 50 mmol/L
Dimetilsulfoxido (DMSO) 7 mol/L

R 3 Sodio nitrito 29 mmol/L

Calibrador de bilirrubinas

Procedimiento:

1. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.

2. Pipetear en una tubo de ensaye:

B. Total B. Blanco
Directa
R1 (uL) 200 200 200
R2 (gotas) 1 1 -
NaCl 9g/L (mL) - 2 2
R3 (mL) 2 - -
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Muestra/calibrador(puL) 200 200 200

3. Mezclar e incubar 5 minutos a 15-25°C.
4. Verter en una cubeta

5. Leer la absorbancia (A) del calibrador y la muestra.
Célculos

La concentracion de bilirrubina en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula:
(A)Muestra — (A)Blanco muestra

(A)Calibrador — (A)Blanco calibrador

x Cong, calibrador = mg/dL de bilirrubina

Factor de conversion: mg/dL x 17.1 = yumol/L
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Anexo N°5
Determinacion de la concentracién de alanina aminotransferasa (ALAT)
Método: cinético UV. IFCC rec. (NADH) liquido

Longitud de onda: 340 nm

Cubeta: 1 cm paso de luz

Temperatura: 25°C / 30°C / 37°C

Rango de medida: Desde el limite de deteccion 0 U/L hasta el limite de linealidad 400
U/L. Si la concentracion de la muestra es superior al limite de linealidad, diluir 1/10

con NaCl 9 g/L y multiplicar el resultado final por 10.

Reactivo:

R 1 Tampon TRIS pH 7.8 (100 mmol/L)

Lactato deshidrogenasa (LDH) 1200 U/L

L-Alanina 500 mmol/L

R 2 Substrato NADH 0.18 mmol/L

a-Cetoglutarato 15 mmol/L

Preparacion: Reactivo de trabajo (RT): Mezclar: 1 vol. de (R2) Substrato + 4 vol. (R1)

Tampon.

Procedimiento:

1. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada o aire.
2. Pipetear en una tubo de ensaye:

RT (mL) 1
Muestra (uL) 100

3. Mezclar e incubar 1 minuto.

4. Verter en una cubeta
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5. Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner el cronometro y leer la

absorbancia cada minuto durante 3 minutos.

6. Calcular el promedio de las diferencias de absorbancia por minuto ([JA/min).

Calculos

La concentracion de ALAT en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula:

[JA/min x 1750 =U/L de ALAT
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Anexo N°6
Determinacion de la concentracion de aspartato aminotransferasa (ASAT)
Método: cinético UV . IFCC reac. (NADH) liquido

Longitud de onda: 340 nm

Cubeta: 1 cm paso de luz

Temperatura: 25°C / 30°C / 37°C

Rango de medida: Desde el limite de deteccion 0 U/L hasta el limite de linealidad 467
U/L. Si la concentracion de la muestra es superior al limite de linealidad, diluir 1/10

con NaCl 9 g/L y multiplicar el resultado final por 10.

Reactivos:

R 1 Tampon TRIS pH 7.8 (80 mmol/L)

Lactato deshidrogenasa (LDH) 800 U/L

Malato deshidrogenasa (MDH) 600 U/L

L-Aspartato 200 mmol/L

R 2 Substrato NADH 0.18 mmol/

a-Cetoglutarato L 12 mmol/L

Preparacion: Reactivo de trabajo (RT): Mezclar: 1 vol. de (R2) Substrato + 4 vol. (R1)

Tampon.

Procedimiento:

1. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada o aire.

2. Pipetear en una tubo de ensaye:

RT (mL) 1
Muestra (uL) 100

3. Mezclar e incubar 1 minuto.

4. Verter en una cubeta

101



5. Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner el cronémetro y leer la

absorbancia cada minuto durante 3 minutos.

6. Calcular el promedio de las diferencias de absorbancia por minuto ([JA/min).

Calculos

La concentracion de ASAT en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula:

[JA/min x 1750 =U/L de ASAT
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Anexo N°7
Determinacion de la concentracién de gama-glutamil transferasa ([J-GT)
Método: cinético (Sustrato carboxilado) liquido

Longitud de onda: 405 nm

Cubeta: 1 cm paso de luz

Temperatura: 25°C / 30°C / 37°C

Rango de medida: Desde el limite de deteccion 2 U/L hasta el limite de linealidad 300
U/L. Si la concentracion de la muestra es superior al limite de linealidad, diluir 1/10
con NaCl 9 g/L y multiplicar el resultado final por 10.

Reactivo:

R1 Tampon TRIS pH 8.25 100 mmol/L

R 2 Substrato Glicilglicina 100 mmol/L

L-g-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 3 mmol/L

Preparacién Reactivo de trabajo (RT) depende de la referencia: Ref: 1001185
Disolver un comprimido de R 2 Substrato en un vial de R 1 Tampdn. Tapar y mezclar

suavemente hasta disolver su contenido.

Procedimiento:

1. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada o aire.

2. Pipetear en una tubo de ensaye:

RT (mL) 1
Muestra (uL) 100

3. Mezclar e incubar 1 minuto.
4. Verter en una cubeta
5. Leer la absorbancia (A) inicial de la muestra, poner el cronémetro y leer la

absorbancia cada minuto durante 3 minutos.
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6. Calcular el promedio de las diferencias de absorbancia por minuto ([JA/min).
Célculos

La concentracion de [J-GT en la muestra se calcula a partir de la siguiente férmula:
[JA/min x 1190 =U/L de [J-GT
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Anexo N°8
Determinacion de Proteina C Reactiva
Método: inmunoensayo de fluorescencia
El rango de trabajo es de 2.5 a 300 mg/Ly 2.5 mg/L.
Reactivos:

Cartucho de prueba
ID chip
Tampon detector (Anti-PCR marcado con fluorocromo IgG Anti conejo, PBS, suero

de albumina bovina)

Procedimiento:

1. Llenar el capilar con la muestra (suero)

2. Si es necesario limpie el exceso de muestra fuera del capilar usando una
toallita de papel.

3. Ensamble el colector de muestra y el tubo.

4. Mezcle por inversion 10 veces o0 mas hasta que la muestra salga del colector.

5. Remueva la tapa del tubo ensamblado. Descarte las primeras dos gotas.

6. Aplique solo dos gotas de la mezcla dentro del pozo del cartucho.

7. Deje el cartucho a temperatura ambiente por 3 minutos antes meterlo al lector
i-chroma

8. Para la lectura insertar el chip correspondiente y dar “Select”

9. Presione nuevamente el botéon “Select” del lector ichroma para iniciar con el
proceso de lectura. El lector ichroma inmediatamente leera el cartucho
cargado con la muestra.

10.Lea el resultado que se muestra en la pantalla del lector.

EL lector ichroma™ lee automaticamente el resultado, la concentracion de PCR esta

en mg/L.
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Anexo N°9
Determinacion del tiempo de protrombina (TP)
Método: turbidez (tromboplastina)

Longitud de onda: 450 nm

Temperatura: 37°C

Reactivos:

PT Liofilizado: Tromboplastina de cerebro de conejo, cloruro calcico, inhibidor de
heparina, tampdn y conservantes.

Preparacion: Reconstituir el contenido de un vial con 2 mL (Ref. 1709223) de agua
destilada (Los mL estan dados segun el nimero de referencia del reactivo). Tapar el
vial y mezclar suavemente hasta disolver su contenido. Evitar la formacion de
espuma. Mantener 15 min. a temperatura ambiente (aprox. 25°C) agitando

suavemente antes de cada uso.

Procedimiento:

1. Encender el quipo y esperar a que alcance la temperatura éptima (37°C)

2. Dejar que se atempere el reactivo de tromboplastina.

3. Después de que la luz indicadora de temperatura esté encendida, colocar 50
uL del reactivo de tromboplastina en una copa e incubar por 1 minuto, por otro
lado en una copa nueva precalentar la muestra.

Seleccionar test (PT) y posteriormente la tecla “Optic” para activar.

Después de incubar pasar la copa del reactivo en la posicion de lectura.

Agregar 25 uL de muestra presionando nuevamente la tecla “Optic”.

N oo g A

Leer el resultado que se muestra en la pantalla.
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Anexo N°10
Determinacion de fibrindgeno
Método: turbidez (Clauss)

Longitud de onda: 450 nm
Temperatura: 37°C

Reactivos:

R 1 Trombina bovina [] 100 u NIH/mL

R 2 Tampdn Imidazol, azida sddica

R3 Solucién Caolin Opcional

Calibradores ref: 1709101 control normal ref: 1709104 control pathologic ref:
1709106

Preparacion R1: Reconstituir en 2.0 mL de agua destilada. Tapar y mezclar

suavemente hasta disolver su contenido.
Procedimiento:

1. Realizar una dilucién 1:10 con buffer salino de imidazol (IBS): 25 yL muestra +
225 pL de buffer.

2. Encender el quipo y esperar a que alcance la temperatura optima (37°C)

3. Después de que la luz indicadora de temperatura esté encendida, colocar 100
pL de la dilucién en una copa.

4. Anadir 10 puL de reactivo de solucién caolin en la copa con la muestra e
incubar por 1 minuto.

5. Seleccionar test (FiB) y posteriormente la tecla “Optic” para activar.

6. Después de incubar pasar la copa en la posicién de lectura.

7. Agregar 50 uL de tromboplastina 100 NIH U/mL presionando nuevamente la
tecla “Optic”.

8. Leer el resultado que se muestra en la pantalla.
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Anexo N°11
Técnica del homogenado del tejido hepético

Se tomo6 una porcién del higado, se pesé 50mg del tejido y se colocé en un
eppendorf manteniendo todo a 40C ya que hay enzimas y proteinas termol&biles,
después se agregd 300uL de Buffer (PBS pH:8) para evitar dafio osmaético y se
homogenizo6 con un taladro especial para llevar a cabo mecanicamente la ruptura de

las celular.

Posterior a la homogenizacidn mecéanica, se centrifug6 el liqguido de consistencia

espesa a 12000 rpm por 10 min para obtener el sobrenadante.
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Anexo N°12
Determinacion de proteinas totales tisulares
Método: colorimétrico (Bradford)

Longitud de onda: 595nm
Temperatura: 21°C
Cubeta: 1 cm paso de luz

Reactivo:

Azul de Coomassie brillante G250
Procedimiento:

1. Colocar 15 pL de muestra en un tubo de ensaye.

2. Afadir 500 pL del colorante azul de Coomassie brillante G250 y 485 uL de
agua destilada.

3. Homogenizar e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Pasarlo en una celda y leer la absorbancia.
Célculos

Realizar una curva de calibracién e interpolar el resultado de la muestra en esa

curva.

Albumina Absorbancia

(ul) (Promedio)
2.5 0.183
5 0.266
10 0.362
50 0.899
100 1.352
150 1.792
200 2.242
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Anexo N°13
Técnica de deshidratacion, embebido y corte de tejidos en parafina

Una vez obtenidos los tejidos en solucion de formalina al 4% en PBS 1X, colocar los

tejidos en casetes para inclusion, seguir el proceso:

PBS 1X durante 45 minutos para limpiar la formalina
Alcohol 70% por 1 hora

Alcohol 80% por 1 hora

Alcohol 96% (1) por 1 hora

Alcohol 96% (2) por 1 hora

Alcohol 100% (1) por 1 hora

Alcohol 100% (2) por 1 hora

Alcohol-xilol (1:1) por 1 hora

Xilol (1) por 1 hora

10. Xilol (2) por una hora

© © N o g A~ wDdPRE

11. Xilol-parafina (1:1) por 1 hora
12.Parafina (1) por 1 hora
13.Parafina (2) por 1 hora
14.Parafina (3) inclusion

Corte de tejidos

Se obtuvieron 10 bloques de parafina de cada grupo, de los cuales se cortaron 10
laminillas de cada bloque a un espesor de 3um, colocados en laminillas previamente
sianilizadas. Se dejaron secar y para después realizar las tinciones e

inmunohistoquimicas correspondientes.
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Anexo N°14
Tincion hematoxilia-eosina

Método: coloracion, afinidad acido-base

Xilol

Etanol de 96% y absoluto
Hematoxilina de Mayer
Eosina acuosa al 0.2%
H,0 destilada

H,0 corriente

Medio de montaje

Procedimiento:

Desparafinar, xilol 2 cambios por 1.5 minuto cada uno
Eliminar el alcohol al 96% por 1.5 minuto

Hidratar con agua destilada por 1 minuto

Hematoxilina de Mayer por 7 minutos

Lavar con agua corriente hasta quitar el exceso de colorante
Eosina por 30 segundos

Lavar con agua destilada para quitar el exceso

Alcohol al 96% por 1.5 minutos
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Alcohol absoluto por 1.5 minutos

10. Carbol-xilol por 1.5 minutos

11. Xilol por 1.5 minutos

12. Montar en resina con ayuda de un cubreobjetos.

Resultados:

[] Nducleos: azul oscuro o purpura
[0 Citoplasma: rosado
[0 Colageno: rosa palido
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Anexo N°15
Tincién Tricromica de Masson

Método: coloracion, empleo de tres colorantes

Xileno

Etanol de 50°, 70°, 80°, 90°, 96° y 100°
Hematoxilina férrica de Weigert
Fucsina escarlata

Acido fosfomolibdico al 5 %

Azul de anilina

H20 destilada

H2O corriente

Medio de montaje

Procedimiento

Desparafinar con xileno 2 cambios por 5 minutos

Alcohol absoluto, 96%, 80%, 50% cada uno 1.5 minutos

Agua destilada 1.5 minutos

Mordentar en solucion de Bouin durante 1 hora en la estufa

Lavar con agua corriente hasta quitar el exceso de colorante amarillo
Tefiir nlcleos con hematoxilina de Weigert durante 5 minutos

Lavar con agua corriente

Solucién Bierbich scarlet-fuchsin acida durante 2 minutos
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Realizar bafios con agua destilada

10. Aclarar con solucion de acido fosfotungstico-fosfomolibdico durante 10
minutos

11.Bafios con agua destilada

12.Solucion azul de anilina por 5 minutos

13.Bafios de agua destilada

14. Aclarar con acido acético glacial por 3 minutos

15. Deshidratar con alcohol al 96% y absoluto
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16.Aclarar con xilol
17.Montar en resina con ayuda de un cubreobjetos.

Resultados:
Nucleos: negro
Citoplasma, queratina, fibras musculares e intracelulares: rojo

Colageno: azul-morado
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Anexo N°16
Tincion Acido peryddico de Shiff (PAS)

Método: coloracion

Xileno

Etanol de 50°, 70°, 80°, 90°, 96° y 100°
Acido peryédico al 5 %

Reactivo de Schiff

Hematoxilina de Mayer

H20 destilada

Agua corriente

Medio de montaje

Procedimiento:

Desparafinar con xilol 2 cambios por 1.5 minutos
Alcohol absoluto, 96%, 80%, 50% cada uno 1.5 minutos
Agua destilada 1.5 minutos

Oxidar en solucion de acido peryédico 5 minutos

Bafos con agua destilada

Reactivo de Schiff por 15 minutos

Lavar con agua corriente

Teiiir los nucleos con hematoxilina de Harris por un minuto
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Lavar bien con agua

10. Diferenciar con alcohol acido, bafio rapido
11.Lavar con agua de la llave

12.Virar a color azzul con agua moniacal (bafos)
13.Lavar con agua corriente

14.Deshidratar con alcohol al 96% y absoluto

15. Aclarar con xilol

16. Montar con resina con ayuda de un cubreobjetos.
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Resultados

[] Ndcleos: azul

0 Glucogeno, mucina, hongos, amibas, mucopolisacaridos: margenta
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Anexo N°17
indice de METAVIR

Para la actividad necroinflamatoria se clasifica dependiendo a:

Necrosis fragmentada: que se define de la siguiente manera, 0, ausente; 1, alteracion
focal de la placa periportal en algunos tractos; 2, alteracion difusa de la placa
periportal en algunos tractos; 3, alteracion difusa de la placa periportal en todos los
tractos.

Necrosis lobular focal: se define como 0, menos de un foco necroinflamatorio; 1, al

menos un foco necroinflamatorio; 2, multiples focos necroinflamatorios.

Las puntaciones obtenidas de estos dos parametros determina la dafio total o
actividad necroinflamatoria, se define como: 0, sin dafio; Al, dafo leve; A2, dafio
moderado, A3; dafio grave.

LN=0 A=0
PMN=0 / LN=1 A=1
LN=2 A=2
PMN=1 LN=0,1 A=1
LN=2 A=2
PMN=2 LN=0,1 A=2

LN=2~
PMN=3 ——— — LN=0,1,2 A=3

PMN: necrosis fragmentada y LN: necrosis lobular focal.

Para determinar la fibrosis por el score de METAVIR se tifieron las laminillas con
Tricrbmica de Masson y se observaron a 10X, la clasificacion esta dada por un

puntaje que va de FO-F4, en donde, FO, ausencia de fibrosis; F1, fibrosis portal sin
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septos; F2, fibrosis portal con algunos septos; F3, fibrosis en puente (varios septos);
F4, cirrosis.

Staging according to Metavir Score

F1
° ol
= oy
° . 5 -
& £
L5 p
E ° o
3 -
Portal fibrosis Portal fibrosis

with few septa

Cirrhosis

Faria SC et al. RadioGraphics 2009 ; 29: 1615 - 1635.
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Anexo N°18

Técnica de hidratacion para Inmunohistoquimicas

Las laminillas con los tejidos se rotularon y se desparafinaron con calor seco en una

estufa de 58— 60°C. Enseguida se llevo a cabo la hidratacion:

Sumergir las muestras en xilol, para quitar el exceso de parafina (5 min)
Nuevamente xilol (15 bafios)

Alcohol 50% - xilol 50% (15 bafios)

Alcohol absoluto (15 bafios)

Alcohol absoluto (15 bafios)

Alcohol al 96% (15 bafios)

Lavar con agua destilada (3 lavados)

N o ok~ wDbdhd e

Y se mantuvo en hidratacion en buffer de fosfatos (PBS 0.1M).
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Anexo N°

Técnica de Inmunohistoquimica

Reactivos:

Tren de deshidratacion (Ver anexo 13)

Solucién de recuperacion antigénica Diva Decloacker Biocare (1:10)
H202 0.3%
Albumina libre de IgG al 2% en SSI

Anticuerpos primario y secundario

Diaminobenzidina (DAB)

Hematoxilina de Harris

Carbonato de Litio 1%

Resina

Cloro

Procedimiento:

9.

Colocar las laminillas por 40 minutos en la estufa a 40°C
Desparafinar y deshidratar los tejidos (Ver anexo 13)

Poner las laminillas en la solucion de recuperacion de antigenos durante 40
min a 60°C

Dejar enfriar 20 minutos
Lavar tres veces con PBS 1X

Ubicar las laminillas en la solucion de H202 0.3% durante 10 minutos para
inactivar la peroxidasa endégena.

Lavar dos veces con PBS 1X

Hacer zonas hidréfobas alrededor de cada tejido en la laminilla con lapiz de
parafina (no dejar que los tejidos se sequen)

Bloquear con albumina 2% durante 2 horas (100 pL por laminilla)

10.Lavar 3 veces con PBS 1X
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11.Colocar el anticuerpo primario en la dilucién establecida por la casa comercial,
0 por prueba y error y dejar toda la noche. (100 pL por laminilla)

12.Lavar 3 veces con PBS el anticuerpo

13.Colocar el anticuerpo secundario en la dilucién establecida durante 2 horas
(100 pL por laminilla).

14.Lavar con PBS 1X, 3 veces

15.Revelar con DAB (15-30 segundos)

16.Inactivar la DAB en solucion acuosa de cloro

17.Colocar las laminillas en Hematoxilina de Harris 3 minutos
18.Lavar con agua destilada

19.Virar con carbonato de Litio 1%

20.Lavar con agua destilada

21.Regresar las laminillas por el tren de deshidratacion en el orden inverso con
los mismos tiempos. (Anexo 13)

Montar las laminillas con resina evitando que el xilol se seque, al colocar el

cubreobjetos evitar la formacion de burbujas.

AFP positiva. Tejido hepéatico humano Alpha Fetoprotein Novocastra
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Inmunohistoquimica para Ki 67. A) Expresion negativa de Ki 67 en tejido canceroso.

B) Expresion negativa de Ki 67 en tejido tumoral (hepatocarcinoma). Modificada de Shi,
W., Hu, J., Zhu, S., Shen, X., Zhang, X., Yang, C., Zhang, H. (2015). Expression of MTA2 and Ki-67 in

hepatocellular carcinoma and their correlation with prognosis.
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