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CAPITULO I

Introduccibn

Existe abundante literatura referente a la importancia del es-
tado nutricional sobre la toxicidad de drogas y agentes qufimi-
cos. Alteraciones del balance nutricional puedep aumentar la
toxicidad por mecanismos fisiol6gicos, bioquimicos o inmunolé
gicos.

De los componentes de la dieta los m&s estudiados han sido las
proteinas y la mayor parte de la informacifn obtenida ha sido
sobre las enzimas metabolizadoras de drogas, localizadas en el
reticulo endoplasmdtico de la célula hep4tica.

Es reconocida la importancia del hfgado en el metabolismo de
los componentes de la dieta. Precisamente debido a este vital
papel, dicho 6rgano es muy vulnerable a la ingesta de dietas
deficientes y/o de agentes t6xicos, los cuales pueden inducir
rédpidamente cambios estructurales y de la funcién.

Es de impor£ancia destacar que a pesar de lo extenso de la bi
bliograffa, existe una carencia de informacién que relacione-
la carencia proteica en la dieta con los mecanismos del trans

porte hepdtico de aniones org&nicos.




Modelos experimentales utilizados para el estudio de los efectos

de la deficiencia proteica en la dieta

Se han desarrollado distintos modelos experimentales para espu-
diar la influencia de la deficiencia proteica en la dieta sobre
distintos parémetros fisiol8gicos y bioquimicos (1-2). La ma -
yor parte de ellos se han hecho en ratas aunque tambi&n se han
utilizado otros animales como perros (3), ovejas (4 ), ratones
(5) y éves (6). La rata ha sido el animal de eleccibn debido

a su bajo costo, a su relativamente f&cil manejo, a la posibili
dad de su mantenimiento en grandes colonias y al moderado grado
de mortalidad de los animales mantenidos durante varias semanas
con dietas deficientes en proteinas. Se han utilizado en la ma-
yor parte de los estudios, ratas recié&n destetadas o en creci -
miento ya que el efecto de la deficiencia proteica en animales
adultos, es menos marcada (2)( 7). Otros importantes elementos
a considerar son la calidad, cantidad y duracifn del régimen die
tario. Se han observado diferencias en la toxicidad de pestici -
das (2) y agentes quimioterdpicos (8) en animales alimentados
con cantidades equivalentes de proteinas de distinto origen, co
mo caseina, soja o gluten (9). Ademds, se han descripto incre-
mentos de toxicidad de pesticidas en relacién con la disminucién
del porcentaje de proteinas en la dieta (9 ). Generalmente se con
sidera que €l porcentaje 6ptimo de proteina en la dieta de la ra-
ta es de 21 % (aprox. 25% caseina). En tal forma, en la prepara
cibn de dietas deficientes, se puede reducir la proporcién de pro
telna mantentendo la dieta isocal8rica, mediante sustitucién con
sacaresa o almidén,

Las ratas pueden ser mantenidas varias semanas con dietas que




tengan 1/4 6 1/8 del requerimiento proteico ( 10) y m&s de dos
semanas con dietas aproteicas, dependiendo ello de la edad del
animal (2).

Sin embargo es necesario destacar que los datos experimentales
disponibles, estin referidos casi totalmente a animales j6venes
resultando por lo tanto de interé&s conocer la respuesta a la de

ficiencia proteica de los animales adultos.

Alteraciones fisiol6gicas y bioqufmicas producidas por la defi-

ciencia proteica en la dieta

Crecimiento y desarrollo. Peso corporal

La adaptacib6n de animales y seres humanos a la carencia de pro
teinas en la dieta resulté en alteraciones tales como pérdida

de peso corporal, disminucibn del crecimiento y desarrollo, co
mo asi también limitaci®n de distintos parfmetros fisiolbgicos

y bioquimicos expresados en terminos de peso tisular (7) (10-11)

Alteraciones histolbgicas hepdticas. Sintesis de proteinas

hepiticas

Alteraciones histolbgicas

Los cambios histolb6gicos observados en los 6rganos de animales
alimentados con dietas de bajo contenido proteico, son similares
a los hallédos en el kwashiorkor, especialmente la infiltracién
grasa dei higado ( 12-14) que es una caracteristica de la ti
tada patologia.

De acuerdo con evidencias experimentales, la severidad de la de

generacibén grasa depende de 2 factores:




a) tenor proteico de la dieta

b) tiempo de administracibén de la dieta deficiente
Campana y col. (15), observaron en ratas adultas alimentadas
con una dieta aproteica durante 28 dfas, que la mayor parte de
los animales desarrollaron infiltracifn grasa en el hfgado de
distinta magnitud. Camargo y col. (16 ), utilizando ratas adul-
tas alimentadas con DA durante perfodos de 7 -28 -56 y 84 dias,
observaron que hasta los 7 dias de administracién de la DA no
se producen cambios histol6gicos. Con el tiempo comienza a apa
recer una infiltraci6n grasa difusa de distribucién periportal
y correlativamente, un aumento del contenido lipfdico del higa
do, necrosis hepitica y disﬁorsién de la arquitectura normal
con fibrosis en los periodos finales del experimento.
Hartroft (17) y Madi (18) también observaron necrosis hep&ti
ca en animales j6évenes alimentados con dietas de bajo tenor pro
teico durante perifiodos prolongados. Deo (19 ), en experimentos
realizados con monos Rhesus j6venes alimentados con dietas hipo
proteicas, observ6 tambi&n la aparicién de infiltracién grasa
en las primeras 3 seménas presentando los animales, a las 10 se
manas, infiltracibén grasa difusa y la aparicién de vacuolas gra
sas en el hfigado; después de las 15 semanas se produjo fibrosis
hepdtica, infiltracién celular y necrosis.
El origen de la infiltracibn grasa no ha sido aclarado, pudien
do ser debido a una eliminaci6n defectuosa de triglicéridos o
a un aumento de la movilizacién de &cidos grasos libres de los
dep6sitos grasos (16 ). Ambos factores pueden coexistir y alos
cuales puede sumarse un aumento de la velocidad de sintesis he
patica de lipidos (20 ).

Es necesario aclarar que en los experimentos prolongados de pri




vacién proteica, los animales tienden a dismihuir el consumo de
alimento, probablemente éebidd a que la deficiencia provoca una
disminucifén del apetito y por ende una deficiencia calbrica, de
vitaminas y de minerales que complican el cuadro.

Svoboda ( 21) realiz6 experimentos en ratas jévenes, a las que
administré en forma crénica una dieta hipdproteica, no observan
do en ninguno de los 6rganos estudiados signos de necrosis o de
gradacién citoplasmitica, ademas en dichos estudios todos los
cambios bioquimicos producidos, fueron revertidos por la admi-
nistracién de una dieta normal. Ello sugirié un estado de adap-

tacibn celular a la deficiencia, m8s que una dafio irreversible.

Sintesis de proteifnas hepfticas

Se ha sugerido (19 ), que en las primeras etapas de la deficien
cia proteica, son afectados selectivamente los 6rganos que tie-
nen alto recambio proteico, como el higado y el pincreas y tam-
bién los O6rganos con alto recambio celular, como el epitelio in
testinal.

Los cambios bfsicos en los 8rganos con alto recambio proteico
parecen ser una reduccién del ARN y de clertas enzimas (22 ).
En los 6rganos con alto recambio celular pareciera existir un
retardo en la proliferacifn celular. Algunos autores han demos-
trado que la administraci6n de una dieta aproteica provoca una
disminuci6én del contenido de proteinas totales hepiticas ( 21 )
(23 ) ( 24 ); dicha disminucibén se produce r4pidamente en los
primeros 5 dias de carencia, continuando luego en forma m&s len
ta. Garlick ( 25 ) observé que la falta de protelnas en la die-
ta, provoca un aumento en la velocidad de degradacibn de las

proteinas hepiticas.




Hayase ( 23) confirmé que el aumento del catabolismo de las pro
teinas, es uno de los factores que reduce r&pidamente el conte-
nido proteico del higado, cuando se administra en ratas una die
ta aproteica.

Algunos autores (26 ) (27 ) determinando la incorporacién de a
mino&cidos marcados "in vivo" e "in vitro", han sugerido que
la deficiencia proteica no altera la sintesis hep&tica de pro-
teinas.

Stenram ha demostrado en ratas alimentadas con DA por medio de
estudios ultraestructurales (28 ) y bioguimicos (24 ) que no

se altera el nfimero de ribosomas libres y polisomas de la célu
la hepdtica, cuyas funciones son sintetizar protefnas para uso
interno del hepatocito. Adem&s demostrS que el higado de los ci
tados animales mantiene la capacidad de aumentar la cantidad de
retfculo endoplasm&tico liso ante un estfmulo con DDT (29).

Ha sido establecido que todos los amino&cidos deben estar dis-
ponibles en forma simult&nea para que las c&lulas sean capaces
de sintetizar protefnas (26 ). Cuando alg@n aminoicido falta en
la dieta, es necesario que una fuente end6gena lo reemplace pa
ra que la sintesis proteica continfle. Sidransky (26 ) ha suge
rido que esa fuente serfa probablemente el misculo esquelético,
que es un gran reservorio de proteinas y amino&cidos.

Dicho autor observdé que en ratas alimentadas con dietas purifi
cadas carentes de un amino&cido esencial, r4pidamente se alte-
ra el metabolismo proteico del msculo esquelé&tico, con un au-
mento del catabolismo. En consecuencia, los amino&cidos prove-
nientes de la dieta y del catabolismo proteico del mGsculo es-
quelético alcahzarian el higado, donde es probable que puedan

jugar un importante papel influenciando la sintesis hep&tica de




2.3

proteinas ( 26 ).

Sintesis de proteinas plasmdticas

Numerosos autores han demostrado que dietas deficientes en pro
teiﬁas provocan en animales de experimentacién una disminucién
de la concentracibén de proteinas totales plasmiticas, espeqia;
mente de la concentracién de albGmina plasmftica (AP) (11)
(30) (31). Las causas de dicha alteracibén son las siguientes:
- disminucifn de la disponibilidad de amino&cidos
para la sintesis proteica, ya que se ha demostra
do que la déplecién proteica produce una marcada

disminucién de las concentraciones de leucina y

otros amino&cidos en higado y plasma ( 32 ).

- disminucibn de la velocidad de sintesis de AP,

debido a la causa anterior y a una disminucién

del sistema hepdtico sintetizador de proteina y

ARN. |
Morgan y Peters (33 ) demostraron que la»velocidad de sintesis
de AP determinada "in vivo" por medio de té&cnicas isot6picas,
decae abruptamenteven animales alimentados con DA. La reduc-
cién en dicha velocidad fue de un 70 % , confifmando experimen-
tos realizados por Kirsch (11 ) aplicando otras técnicas.
Tambiéh demostraron, Morgan y Peters, que restableciendo los
niveles de aminoacidos,_el mecanismo sintetizador de AP es ca-
paz de responder en periodos de tiempo muy cortos,
Estenram describi® en ratas alimentadas con DA, mediante estu-
dios ultraestructurales (28 ) y bioquimicos ( 24 ) una disminu
cién del nGmero de ribosomas unidos a membranas. Es sabido que

una de las funciones de dichos ribosomas es sintetizar AP.




2.4

2.5.

Ademis dicho autor determiné la capacidad funcional del siste
ma microsomal durante la deprivaci6n proteica, utilizando para
ello la actividad de una enzima sintetizada por dicho sistema,
la NADPH citocromo C reductasa (34 ).

Los estudios citados indicaron que el sistema conserva una al-
ta capacidad funcional, confirmando-los experimentos de :Morgan

y Peters-ya:descriptos (33).

Enzimas metabolizadoras de drogas

Existe abundante evidencia de que deficiencias tanto en la ca-
lidad como en la cantidad de las protefnas de la dieta est&n
asociadas con una disminuci8n de la actividad de varios siste-
mas énziﬁ&ticos#hép&ticos metabolizadores de drogas ( 9 )

( 35 ~36-37). También son afectadas por la privacién pro-
teica, enzimas del reticulo endoplasmi&tico intestinal ( 38)

la colinesterasa sérica y hepidtica ( 39 ), etc.

Sin embargo no todos losrsistemas metabolizadores de drogas
son igualmente afectados ( 38 ) y algunos de ellos afin pueden
ser activados por inductores ( 9 ) (36-37).

Estudios realizados coh pesticidas ( 40 ) y sustancias hepato-
tbéxicas ( 41 ), han deﬁostrado que los compuestos que ejercen
sus efectos téxicos a través de metabolitos originados en hi-
gado son menos tb6xicos en animales deficientes en protelnas.
Tambi&n se ha obsefvado que pesticidas inactivados por metabo-

lizacidn, son m&s téxicos en dichos animales ( 9 ).

Farmacocinética de drogas

La deficiencla proteica en la dieta puede alterar la farmacoci

nética de drogas debido a que puede influenciar la actividad




de enzimas metabolizadoras de drogas, la fijacibn de éstas a
proteinas y a tejidds, la depuracién renal, etc.
Existen pocos estudios que hayan analizado el efecto de la ca
rencia proteica en la dieta sdbre lé farmacocinética de drogas.
Por ejemplo, Shastri y col. ( 42 ) observaron que la desnutri
cibn proteica-cal6rica en humanos adultos, produce una dismi-
nucién de la vida media plasmitica y del volumen de distribu-
cién de tetraciciinas, asociado con una disminucién de la ca-
pacidad de absorcifn del medicamento y un aumento del "clearance"
de la droga.
Varma y col. ( 43 ) describieron que la . deficiencix proteica en
la dieta de ratas est§ asociada con un aumento del "clearance"
y una disminuci6n de la vida media plasmitica de salicitato.
Las causas productoras de dichas alteraciones fueron:
a) una disminucién de la fijacibén de salici
lato a proteinas plasmiticas. |
b) un aumento en la conversién de 4c.salici
lico a salicilfrico.
Ambas causas contribuyen a una excrecifn urinaria aumentada
de salicilato, cuyos efectos se reflejan en el andlisis far-
macocinético.
No es correcto pensar qué la deficiencia proteica solo puede
afectar la farmacocinética de drogas que se fijan a las prote
Inas plasmiticas y que son metabolizadas por el higado. Se de
be tener en claro que la deficiencia proteica produce cambios
fisiolégicos y bioquimicos que solos o en combinacibén, son ca
paces de afectar el comportamiento de drogas.
Dichos cambios pueden ser por ejemplo, la alteracién de la sen

sibilidad de cé&lulas o tejidos a drogas ( 44 ) y la disminucién
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de la respuesta inmune ( 45 ) capaz de alterar la accién de

agentes inmunosupresores, antimicrobianos, etc.
No existen datos suficientes que permitan establecer genera-
lizaciones acerca de la relacién entre estructura quimica de

drogas y los cambios que se producen en la farmacocinética por

la deprivacibn proteica.
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Fisiologfa de la Secreci6n Biliar

Introduccién

La bilis es formadavpor el hepatocito (bilis hepatocelular o
canalicular) y secretada en el canalfculo biliar; luego es mo
dificada en su paso por dfctulos y ductos biliares, por reab
sorcibén o secrecibén de agua y electrolitos. |

La secrecifn biliar es una solucién isosmética con el plasma,
compuesta de agua, electrolitos y sustancias org&nicas (AB,CO,
FL,PTB, pigmentos biliares, etc.) (46).

La secreci6n de bilis por el hepatocito es un proceso complejo

que incluye 3 etapas conocidas:

- captacién o sintesis de diversas sustancias por

el hepatocito
- transporte intracelular de dichas sustancias

- excrecibn de agua y de productos org&nicos e i-

norgédnicos al canaliculo biliar

El estudio de la formacién de la bilis canalicular ha sido ex
tremadamente dificultoso, debido a que no se han desarrollado
técnicas de micropuncién y el producto primario de la secrecibn
no ha podido ser analizado en forma directa. Por lo tanto la
formacibén de bilis hep&tica ha sido estimada por métodos indi-
rectos, como el "clearance" de solutos inertes en condiciones

de estado estacionario.

Consideraciones anat&micas

Cada hepatocito funciona como una unidad secretora, con polari
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dad definida. Los solutos se transportan desde la sangre al he
patocito a través de la membrana sinusoidal y lateral.

La secrecién'de bilis se produce a través de la superficie api
cal que conforma el canaliculo biliar. Los canalfculos bilia =
res son pequeifos canales de 0,1 -0.5 um de didmetro, cerrados
en un extremo y drenan por el otro en los conductillos o dlc-
tulos biliares que luego confluyen en conductos de mayor cali-
bre o ductos ( 47 ),

El canaliculo biliar esti limitado por dos o m&s raramente tres
hepatocitos vecinos (47 ), este espacio estd& delineado por la
membrana plasmi&tica de los hepatocitos, denominada membrana ca
nalicular. Dicha membrana tiene una extensa superficie en la
que se destacan microvellogidades que se proyectan hacia la luz
del canaliculo.

Adem&s el canalfculo estf separado del espacio intercelular por
complejos de unién que constituyen una barrera anatémica para
la difusibén entre la bilis y el espacio extracelular (48 ).

La membrana plasmitica del hepatocito orientada hacia la super
ficie sinusoidal, se denomina membrana sinusoidal.

La pared sinusoidal posee por su parte grandes fenestraciones
que permiten el contacto directo de los componentes del plasma
con las membranas sinusoidales y laterales como asf también

con el espacio intercelular ( 48 ).

Las cé&lulas hepdticas funcionan dentro de la estructura de una
unidad microcirculatoria deﬁominada acino hep&tico ( 49-50 ).
Los hepatocitos reciben la sangre desde un eje conformado por
la vénula portal terminal (VPT) y la arteriola hep&tica termi
nal (AHT). Los sinusoides que se distribuyen radialmente a es

te eje, reparten la sangre a través de las células del acino
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Fig. 1 : Esquema de la cé€lula hep&tica,- el canaliculo biliar
(CB) esti ligado a cada lado por uniones estrechas
(UE). El espacio intercelular (EI) comunica con el
espacio de Disse (ED). Hepatocito (H), Nfcleo (N),
Microvellosidades (M), Complejo de Golgi y vesicu-
las pericanaliculares (CG), sinusoide (S) células
endoteliales (CE), fenestraciones (F), vénula por-

tal terminal (VPT), vénula hepdtica terminal (VHT)

en forma secuencial y unidireccional desde la zona 1 (peripor-
tal) é la 3 (centrolobulillar), donde es recogida por una o
més vénuias hepdticas terminales (VHT) (Fig. 2).

Esta organizacién microvascular provee las condiciones necesa-
rias para el desarrollo de microambientes dentro del acino he-
p&tico promoviendo asf la divisién arbitraria de esta unidaden

tres zonas acinares:
Zona 1 : comprende los hepatocitos alrededor de la VPT

Zona 3 : comprende los hepatocitos alrededor de la VHT

Zona 2 : comprende la zona intermedia entre 1 y 3
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Cabe @es%acar que existe una heterogeneidad funcional entre los
hepatocitos del acino, lo cual es debido a las diferentes con-
centraciones de sustrato (incluyendo 02) en la sangre sinusoi-
dal que bana los hepatocitos de las distintas zonas habiéndose
demostrado diferencias bioquimicas y morfolégicas entre los he
patocitos de las mismas (50-52). Con los efectos provocados por
drogas, se manifiestan dichas 'diferencias funcionales, asf por
ejemplo el acetaminofeno y bromobenceno, danan células de la
zona 3 predominantemente mientras que el alcohol alitico, las
de la zona 1.

También la organizacién funcional del acino es responsable de
diferencias en otros procesos como captacién, metabdlizacién y
excrecibn biliar de diversos sustratos.

El primer paso involucrado en el transporte de un soluto, es el
eventual pasaje a través de las fenestraciones sinusoidales ha
cia el espacio de Disse para entrar en contacto con la membra-
na plasmitica del hepatocito (Fig. 1).

Existen diferencias de conc. de solutos en la sangre sinusoidal
dentro de cada zona del acino y también diferencias zonales en
la configuracifn de los sinusoides, en la distribucién de las
fenestraciones, en las caracteristicas del espacio de Disse y
en el &rea de superficie de la membrana plasmitica, que pueden
influenciar el transporte dentro del acino hepédtico.

An8lisis morfomé&tricos ( 53 ) han demostrado que la relacién
superficie/volumen de los sinusoides es mayor en la zona 1 que
en la zona 3, lo cual indicé que la probabilidad de interaccién
de un soluto con la pared sinusoidal es mayor en la entrada del
acino. Como el nfinero de fenestraciones de la pared sinusoidal

predomina en esta zona,el pasaje de solutos hacia el espacio de
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Disse estd favorecido, lo cual aumenta la probabilidad de in-

~ teraccibén del soluto con la membrana del hepatocito. Ademis la

conc. de metabolitos ingresantes es mayor en las sinusoides en
ia entrada del acino, mientras que en los segmentos distales,
disminuye por el intercambio producido en la zona proximal.
Estos hechos indican que los hepatocitos de zona 1 contribuyen
predominantementé a la captacién de solutos.

Se han propuesto gradientes decrecientes de conc., celular des-
de la zona 1 a la 3 para sustancias como galactosa, bilirrubi-
na y AB. Solamente se ha obtenido demostracién directa‘para ga
lactosa ( 54) y para colilglicilhistamina (an&logo de AB) (55).
Pareceria ademis que este tipo de gradiente existiria para sus
tancias liposolubles, que son captadas por difusibén simple.

La contribucifn del acino hepdtico al transporte de solutos cap
tados por procesos mediados por transportadores depende de otros
factores como la distribucién y propiedades ciné&ticas de los
transportadores de las membranas de los hepatocitos de las dis

tintas 2zonas acinares ( 56 ).

Factores determinantes de la formacién de la bilis

La bilis es normalmente secretada a una presibén que excede a

la presi6n de la sangre en el polo vascular del hepatocito (57 ).
Como consecuencia, la energia necesaria para la formacién de la
bilis proviene del trabajo metabSlico de las cé&lulas mds que de
la presibén hidrost4tica capilar. Por lo tanto la bilis no es
formada por un proceso de filtracifén como en el caso de la ori
na, sino por mecanismos secretorios que dependen de fuentes ce

lulares de energia.
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Fig. 2 : Esquema del acino hepético, vénula portal terminal
(VPT), vénula hepftica terminal (VHT), zonas del aci

no (1-2-3), dfictulo biliar (DB), arteria hep&tica (AH)

Varios procesos secretorios tales como transporte activo, exo-
citosis y el movimiento pasivo de agua en respuesta a gradien-
tes osmbticos, podrian explicar el movimiento neto de agua al
canaliculo biliar. Como el transporte activo de agua es energé
ticamente improbable en sistemas biol6gicos, se puede concluir
que el flujo de agua (que constituye el mayor volumen de la se
crecibn), debe ser la consecuencia del transporte activo de so
lutos.

Las observaciones de Sperber ( 58-59 ), han sugerido que cual
quier compuesto osméticamente activo secretado a la bilis, a-
rrastrarfa agua y otros solutos difusibles, hacia la bilis.
Dicho autor ha propuesto que el transporte activo de los A4c.

biliares hacia la luz del canalfculo, es capaz de suministrar
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la fuerza osmbética que permite el transporte pasivo de agua y
electrolitos y en consecuencia producir el FB.

Como confirmacibn de esta hipbtesis, se ha observado una rela-
cibén lineal entre la velocidad de excrecibn de AB y el FB, en
varias especies de vertebrados y en el hombre. Este flujo es
convencionalmente denominado Flujo biliar dependiente de &cidos
biliares FDAB ( 61-63 ). La extrapolacién a la ordenada (velo
cidad de excrecibn de AB = 0) de la recta de regresion que re
laciona estas dos variables, define un componente de la secre-
cibén considerado independiente de AB por Erlinger (60 -63 ),
quien postuld que su formacién es débida a la secrecibn activa
de Na+. Loé mecanismos que involucran esta fraccibén son discu-

tidos en las secciones siguientes.

Transporte hepético de AB

Los AB se encuentran entre los solutos que son transportados
en mayor cantidad por el higado (el higado humano transporta

aproximadamente 300 mg de bilirrubina del plasma a la bilis

cada dfa y al .mismo tiempo 20 g de AB conjugados).

El transporte de AB del plasma a la bilis comprende al menos

3 etapas que son: captacién por el hepatocito, transporte in-
tracelular y secrecifn canalicular.

La captacibén de AB por el higado es un proceso saturable-

( 64 - 65), que ocurre contra un gradiente electroquimico ( 66 ).

. La conc. de AB en la vena porta de la rata esti en el rango de

50-170 uM ( 67 - 68), mientras que en la c&lula hepdtica ha si
do estimada entre 100 y 300 uM ( 69 ).

Una de las caracteristicas de la captacién de AB es su depen-
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dencia del Na+, especialmente para los AB conjugados. Se ha de
mostrado en hfigado aislado de rata (65 -70), en hepatocitos
aislados ( 71 ) y en cultivos de hepatocitos (72 -73 ), que
cuando se omite el Na® en el medio externo se reduce considera
blemente la captacién de AB.

En experimentos realizados con vesiculas formadas por membra -
nas aisladas (mé&todo que permite diferenciar fenémenos de mem-
brana de los inherentes a la célula), se ha observado que el
gradiente de Na+ es la mayor fuerza impulsora del transporte
de taurocolato ( 74-—75). Todas estas evidencias sugieren un
proceso de transporte de AB acoplado al Na+ ( 76 ). La energla
para este tipo de transporte provendria del gradiente de Na+
establecido por la ATPasa-Na+-K+. Existen otras evidencias
que confirmarian este postulado. Por ejemplo, la ouabafina inhi
be significati?amente la captacién de AB ( 77 ) y la furosemi-
da y bumetanida, que son inhibidores del transporte acoplado de
Na+ en otros tejidos, bloquean la captacién de AB en hepatoci -
tos aislados de rata ( 78 ).

El mecanismo postulado seria un sistema de cotransporte que in
cluye el transporte de Na+ (a favor de un gradiente electroqui
mico)y de un soluto (AB), con la acumulacién del soluto en con
tra de un gradiente electroquimico. Este tipo de sistema se de
fine como activo (porque se produce movimiento del soluto en
contra de un gradiente electroquimico) y secundario (porque no
estd directamente ligado a la fuente energética (ATP) sino al
gradiente de Na+ ( 75 ). Como conclusién podemos decir que la
mayor fuente energética para el transporte de AB por el hfgado
proviene del gradiente de Na+ y como é&ste es provisto por la

+ “ .
ATPasa - Na -K+, es razonable suponer que la ATPasa juega un
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importante papel en el transporte de AB.

No se ha caracterizado un transportador de AB, pero se han des
cripto receptores para los mismos en las membranas del hepato-
cito (80 ).

Dentro del hepatocito, los AB son fijados a protefnas citosbli
cas ( 81 ), transferidos a la zona canalicular y secretados a
la luz canalicular. Es probable que en este Gltimo proceso esté
involucrado un transportador que presenta caracterfsticas de sa
turacibn y velocidad m&xima de excrecién (82 ).

La comparacibén de las capacidades del hfgado para la captacién
Y la excreci6n de AB, revela que la capacidad mixima de capta-
cibn (Vmax) es varias veces superior a la capacidad m&xima de
excrecién biliar ( 83 -84 ). En consecuencia, la captacién hep&-
tica de AB pareciera no ser un factor limitante para el trans -

porte de los mismos del plasma a la bilis.

Flujo biliar dependiente de AB

Se ha observado en numerosas especies como el perro ( 62 ), la
rata ( 85 ), el conejo (86 ) y el hombre (87 ), que los AB
producen una secrecién biliar habiéndose demostrado una correla
cibn entre FB y velocidad de excrecién biliar de AB, dentro de
un amplio rango de velocidades. Esperber (52 -53) ha sugerido
quella coleresis inducida por AB, es consecuencia del gradien-
te osm6tico creado por la excrecién de AB al canalfculo Yy que
dicho gradiente provee la fuerza osmética necesaria para la
filtracibén a través de la membrana canalicular.

El aumento del FB producido por los AB, es de origen canalicu-

lar debido a que estd asociado con un aumento equivalente de la
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depuracién biliar de eritritol ( 85-86) ( 88 ).

Existen otras observaciones que podrfan reforzar la hipbtesis
de-Sperber y se basan en el heého de que otros aniones orgéni-
cos diferentes a los AB y sustancias no anibnicas que también
son transportadas a la bilis, tienen accibén colerética.

La relacién entré el incremento del FB, y el incremento de la
excreci6én de AB, ha sido considerado como una medida del poder
osmbtico de los AB excretados pudiendo ser estimado por el cil
culo de la pendiente, en la correlacién entre FB y velocidad

de excrecifn de AB.

Se ha observado que el volumen de agua excretada por umol de AB,
varfa con las distintas especies y con los diferentes AB.

En varias especies estudiadas, se ha demostrado que cuando se
utiliza taurocolato, la cantidad de agua excretada por nmol de
AB oscila entre 6 y 12 ml ( 61) ( 64) ( 86) .

En cuanto a la eficiencia colerética de los AB, se ha demostra
do que el &c. cblico es 50 ¥ osmb6ticamente més activo que su
anilogo conjugado con taurina que es el taurocolato ( 89).
Klaassen ha estudiado las propiedades coleréticas de los AB que
naturalmente existen en el perro ( 90 ), como c6lico, quenode-
soxicblico y desoxicblico, demostrando que los AB conjugados po
seen una potencia colerética menor que sus anilogos no conjuga-
dos, a excepcidn del taurodesoxic6lico que es tan potente como
el desoxicolato. Las razones para estas distintas propiedadés
no son afin bien conocidas;

Si bien la excrecidn de AB es el principal determinante de la
secrecién biliar, no estd claro aln si los liquidos y electro-
litos que acompafian a los AB, provienen del interior de la célu

la o0 llegan a través de los espacios intercelulares. Algunos
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autores han sugerido que los AB serian los factores regulado -
res de la permeabilidad de los complejos de unibén intercelula-
res (via paracelular) (91 ) permitiendo asi el movimiento de

agua y solutos.

Flujo biliar independiente de- AB

Existen evidencias de que la secrecifn de AB no es el Gnico fac
tor responsable de ia produccibn de bilis, ellas son:

- permanencia del FB en animales depleccionados de
AB por canulacibén prolongada del colédoco, con de
rivaci6én de la bilis al exterior ( 92 ).

- permanencia del FB en higado aislado y perfundido
de rata, en el que no existe circulacibn enterohe
p4tica y la excrecién de AB es minima (60 ).

- cuando se establece la correlacibn entre FB y velo
cidad de excrecifn de AB, se obtiene generalmente
una relacién lineal y la extrapolaci6n de la recta
de regresibn a veloc. de excrecibén de AB , igual

a cero, conduce a un FB positivo.

Erlinger ha denominado a esta fraccifn del FB, flujo independien
te de AB (FIAB) (86 ) postulando que la misma es debida a la
secrecién activa de Na',

Esta fraccifn es aproximadamente en las ratas, 50-70% del FB
(60 )( 93 ) y en humanos en ayunas con recoleccibén biliar por
medio de un tubo colé&dociano, aproximadamente el 50 % del FB ca
nalicular ( 61 )( 94 ).

La hip6tesis de Erlinger de que la FIAB es debida a la secre -

cibn activa de Na+, est8 basada en el hecho de que los inhibido
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res de 1la ATPasa--Na+--K+ disminuyen el valor de la intercep-
cibn positiva de la linea de regresién obtenida por la relacibn
entre FB y veloc. de excrecibn de AB. Es decir dichos inhibido
res, disminuirfan la FIAB.
Estaé observaciones fueron confirmadas en higado aislado y per
fundido de rata, aunque requiriendo muy altas conc. de inhibido
res de la ATPasa ( 60 ). Parad6jicamente, la mayor parte de los
inhibidores de la ATPasa utilizados por Erlinger en conéjos,son
secretados en la bilis por procesos concentrativos, induciendo
una coleresis osmbtica ( 95-97 ). Por tales motivos resulta
muy dificultoso interpretar los resultados expuestos.
Una aproximacién m&s directa, ha sido la determinacién de 1la -
actividad ATPasa en membranas plasmiticas de hepatocitos en si
tuaciones experimentales en las que la FIAB es modificada. Ast
se encontr8 que utilizando agentes colestésicos (estrbgenos o
cloropromacina) o coleréticos (fenobarbital y hormona tiroidea),
se producen variaciones paralelas de la actividad ATPasa y la
FIAB ( 98-102). Cuando se determind la ubicacibén de la enzima,
se encontr8 que la mayor parte de la actividad esté ;elacionada
con la membrana sinusoidal y con la intercelular ( 103 -104 ).
Dichos estudios fueron confirmados por otras demostraciones bio
quimicas de actividad ATPasa en la subfraccibn lateral de la
membrana plasmitica (105 ).
Se han propuesto dos modelos para explicar el modo de acopla -
miento entre la actividad enzim&tica y la secrecibn de AB :
- el primero de ellos, describe el transporte activo de Na+
hacia el espacio intercelular, seguido del movimiento pasivo
agua y electrolitos a través de los complejos de unibén inter

celulares. Existen evidencias de que la via paracelular en
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el hfigado, presenta permeabilidad para iones y agua. Estudios
realizados con moléculas como sucrosa, inulina y polietilen-
glicol 4000 han revelado que estas sustancias llegan a la bi-
lis a través de la via paracelular (106-108). Otros estudios
con solutos cargados (ferrocianuro y carboxilinulina), han de
mostrado permeabilidad selectiva para cargas negativas (106 ).
En el higado aislado y perfundido de rata, la mayor parte del
flujo de Na+ pareciera provenir de la via paracelular ( 109).
Si se acepta una permeabilidad de la via paracelular al Na+

y la ubicacién de la enzima sobre la membrana intercelular,
el Na+ podria ser bombeado a lo largo de los espacios inter-
celulares y ser capaz de difundir a través de los complejos
de unién, arrastrando asi agua osméticamente, a la luz cana-

licular.

- el segundo modelo propone el transporte de un anién (C1” o
HCQ3’) aprovechando el gradiente de Na+ provocado por la
ATPasa. El1 transporte de Cl~ acoplado al de Na+ ha sido de-
mostrado en algunos epitelios (110 ), aunque no existen evi-
dencias concluyentes en epitelios 'secretores. El transporte
de HCO3- es otra posibilidad, existiendo evidencias experi-
mentales de un mecanismo transportador de CO3H- en la célula
hepdtica (111-113).. En algunas especies como el conejo y el

cobayo, se ha observado una conc. biliar de HCO3_-que dupli-

ca la del plasma ( 114).

Podemos concluir que las evidencias obtenidas hasta el presente,
no aclaran totalmente el origen de la FIAB, pero hasta que se de
sarrollen nuevas té&cnicas que permitan dilucidar el problema, es

lfcito continuar con la terminologfa y la metodologia actualmente
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utilizadas (79 ).

Métodos de estudio de la secrecibn biliar

Los par@metros mds importantes que deben ser considerados en el

estudio de la secrecibén biliar son:

- el FB
- la velocidad de excrecibén biliar de AB

- el FB canalicular

El FB total puede ser determinado directamente en los animales

de experimentacién, mediante la cateterizacibén del colédoco y la
recoleccién de la bilis.

El conocimiento de la velocidad de excreci8n biliar de AB es su-
mamente importante, debido al papel que &stos cumplen en la secre
cibén de la bilis, pudiendo ser calculada a partir de la determina
cién de la conc. de AB en las muestras obtenidas y la medicién
del FB. Dicha velocidad de excrecidén biliar se calcula como el

producto del FB x { AB}.

La determinacién del FB canalicular es necesaria para distinguir

- entre la producci6n de bilis hepatocitica y los movimientos de

agua producidos en los ductulos y ductos,

Para estimar el FB canalicular se utiliza la técnica de depura -

ci6én de solutos inertes como eritritol o manitol (115 -117).

La técnica se basa en el hecho de que los hepatocitos son permea
bles a hidratos de carbono inertes. Estos solutos penetran en la

bilis a través del canalfculo por difusién simple y no son reab-

sorbidos ni secretados por los ductulos y ductos., Por lo tanto

la depuracién biliar de estos solutos, refleja los movimientos de

agua a través del canaliculo. La depuracién biliar de estos hidra




tos de carbono es calculada como el producto del FB por la rela

cibén de conc. en bilis y plasma de los mismos.

Depuracibén eritritol = FB x {erit}bil / {erit}pl
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Fisiologia del transporte hepdtico de aniones orgﬁniéos

Aniones orgé&nicos

Brauer (118) observ6é que ciertas sustancias eran excretadas en
bilis en concentraciones mayores que las que tenfan en plasma.
Evidentemente para que ello ocurriera deberia existir un mecanis
mo de transporte responsable del fenfmeno observado.

Brauer también encontr6 ciertas similitudes entre esas sustancias,
como por ejemplo que eran 4cidos carboxilicos org&nicos o &cidos
sulfénicos de peso molecular mayor de 300, que mostraban tenden-
cia a formar complejos con la AP y la caracteristica comin a to-
dos era que se comportaban como aniones al pH del plasma y la bi
lis ( 119~120 ).

Dentro del té&rmino aniones orgdnicos se engloba a sustancias co-
mo los AB, bilirrubina, dolorantes como BSF, DBSF, VIC, etc.

En este trabajo se analizan dos aniones orgénicos, la BSF y DBSF.
La BSF es el disulfonato s6dico de feantetrabromoftaleina
(PM=838) y la DBSF es el disulfonato s6dico de fenol 3,6 dibro

moftaleina (PM=680). ( Fig.3).

B o

Br

Br n<z::?..ou
Br

SOy Na* 505 Na*
SOy"Na*
OH
DBSF ' BSF

Fig. 3 : Estructuras de la dibromosulfoftaleina (DBSF) y de la
Bromosulfoftalefna (BSF)
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Rowntree (121) introdujo en 1913 el uso de las ftalefnas haloge
nadas para evaluar la funcibén hep&tica. E1l mé&todo consistia en
cuantificar la cantidad de fenoltetracloroftaleina excretada en
las heces, luego de’su administracién parenteral.

En 1922 Rosenthal (122) demostr® que la BSF era eliminada de la
circulacién sanguinea casi exclusivamente por el higado y por lo
tanto propuso investigar-la funcibén hepdtica, utilizando la ve-
locidad de desaparicibén plasmitica de este colorante. Desde en-
tonces este colorante ha sido ampliamente utilizado para la ex-
ploracién de la funcién hep&tica y tambié&n con fines diagnbsti-
cos. Posteriormente.otros investigadores (123) demostraron que
la BSF es conjugada con GSH, previamente a su excrecibén biliar.
En 1964, Javitt (124) propuso a la DBSF para el estudio de la
funcibn hepética, ya que es un compuesto anilogo estructuralmen
te a la BSF, con la finica excepcifén de que no sufre el proceso
de conjugacibén previo a su excrecién biliar. Por dicha razén,se
sugirifé que este colorante podria ser Gtil para diferenciar fac
tores que afectan la captacibén y excrecibn, de aquellos que in-
terfieren con la conjugacién.

Estos dos colorantes después de su administracién intravenosa se
fijan casi totalmente a la AP(125426)-y como ademds tienen una
muy pequefia distribucidn extrahep&tica (127 ), pueden ser consi
derados como herramientas v&lidas para el estudio de los proce-
sos de transporte hep&tico.

En los pr6ximos puntos se describird de manera general los dis-
tintos pasos del transporte hepitico de aniones orgénicos, inclu
yendo captacibn, fijacién a proteinas citosblicas hepdticas, con

jugacibn y excrecibn biliar.
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Captacibn hepética

La captacibdn de aniones orgdnicos del plasma por la membrana

sinusoidal del hepatocito, ha sido estudiada, aplicando la téc
nica de dilucibn de indicadores mGltiples (128 ). Esta técnicg
consiste en el andlisis de las curvas de dilucién en la sangre
venosa hep8tica, de un soluto inyectado en la vena porta junto
con marcadores de referencia, tales como gl6bulos rojos marca-

51Cr Y 131I—AP. Luego de un adecuado tratamiento mate-

dos con
midtico se pueden obtener constantes aparentes para movimientos
bidireccionales del soluto estudiado, a través de la membrana
sinugoidal de la cé&lula hep&atica.
Con estos estudios se observd que BSF (129 ), AB ( 64 ) y VIC
( 130) son captados por el hepatocito por un proceso saturable
y que las velocidades miximas de entrada a la c&lula son sustan
cialmente mayores que el transporte mdximo para la excrecidn bi
liar, Ademds se demostrb que la AP marcada inyectada con esos
aniones, es totalmente recuperada en el eflujo venoso con un
tiempo de tré&nsito muy corto, lo cual ha permitido sugerir que
los aniones entran a la cé&lula, disociados de la proteina a la
cual se fijan en el plasma.
Las velocidades de captacidn pueden ser éstimadas en el animal
entero analizando las curvas de desaparicifn plasmitica.
Scharschmidt ( 131) ha demostrado aplicando dicha técnica, que
la captacibén hepdtica de Bilirrubina, BSF y VIC presenta las si
guientes caracteristicas:

- saturacién con el aumento de la dosis

- inhibicién competitiva mutua

- contratransporte
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Estas caracteristicas sugieren que el proceso de captacibén he-
patica de estos aniones es mediado por un mecanismo de transpor
te facilitado. La reciente demostracibn de sitios de fijacidén
saturables en las membranas canalicular y sinusoidal de los he-
patocitos (132 ) y el aislamiento de una protefna fijadora de
BSF en la membrana plasmitica (133 ), apoyan dicha hipétesis.
Existen datos experimentales recientes que indican que la capta
cibén es medida en forma primaria por interaccibén directa del
complejo ligando-AP con la superficie del hepatocito, a diferen
cia de lo que se ha considerado clasicamente y que es la inte-
raccién del ligando libre (134),

El complejo ligando -AP podria interaccionar de manera especifi
ca y saturable con un sitio de fijacibén sobre la superficie de
la c&lula. Esta interac¢ibdn, favoreceria una disociacibén r§pida
del ligando de la AP, mediante un cambio conformacional en la
molécula de AP, capaz de alterar la asociacibén entre ambos.

En dicha forma, el ligando libre entraria a la cé&lula para lo
cual su mecanismo particular de captacibén seria determinante de
la velocidad con que se realiza el procesd. Por su parte, la mo
lécula de AP, se disociaria del receptor y volverfa a la circu-
lacién ( 134).

Se han realizado estudios ciné@ticos con distintas sustancias co
mo bilirrubina y BSF (135 ), taurocolato (136 ) y &cidos grasos
de cadena larga (137 ). Adem&s se ha demostrado que la fijacién
de 12517AP a la superficie del hepatocito (138) es saturable y
reversible. Los estudios mencionados han permitido reunir consi
derable evidencia en favor de esta teoria, aunque alin resta con
firmar la naturaleza y posible regulacién de los sitios de fija

cién propuestos.
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Fijacibn a proteinas citosflicas hepéticas

Una vez dentro del hepatocito, algunos aniones orgdnicos son
fijados a proteinas citosblicas como las denominadas proteina
Yy 2 (139 ). La protefina Y (o proteina fijadora de aniones or
gdnicos) fue aislada por distintos investigadores y recibif di
ferentes nombres de acuerdo con la funcifn estudiada. Asi hasi
do denominada A5~—3—cetosteroide isomerasa (140), proteina fi-
jadora de metabolitos de cortisol (141), proteina fijadora de
azocarcinbgenos I (142 ), hasta que finalmente se le dif el
nombre de Ligandina (141). Se trata de una proteina bédsica de
46000 D que representa aproximadamente el 5% de las proteinas
solubles de higado humano y de rata y el 2% de las proteinas
solubles de rinén y de mucosa intestinal (143 ). La Ligandina
tiene las siguientes propiedades:
- fija en forma no covalente bilirrubina y otros

aniones orgénicos, tales como colorantes, drogas

y agentes colecistogr&ficos, con constantes de
7 M—l

asociacibén cuyo rango varia de 10 (bilirru-

1

bina) a 104 M (penicilina) ( 144 ).

- fija en forma covalente varios carcinfgenos poli

ciclicos activados "in vivo".

- es la GSH s—transferasa mds importante en higado
humano y de rata (145 ). Cataliza la transferen-
cia de GSH a sustratos electrofilicos para produ
cir conjugados de GSH. Este es el paso inicial
en la formacién de &c. mercaptfiricos, que es la
mayor via de detoxificacibén no oxidativa. La 1li-

gandina es idéntica a la GSH s-transferasa B(146).
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Sobre la base de su actividad catalitica, Jakoby
estim6 que la ligandina representa aproximadamen
te el 50% de la actividad GSH s-transferasa.

Sobre la base de su inmunoreactividad utilizando
IgG antiligandina, se determiné que la GSH s-

transferasa B representa aproximadamente el 80 %
de todas las GSH s-transferasas de higado de ra-

ta (147).

El papel fisiolb6gico de esta proteina sin embargo afin no esté
totalmente aclarada. Se ha propuesto que la fijacién intracelu
lar podria facilitar el acceso de solutos a enzimas que inter-
vienen en la conjugacién o al sistema de transporte canalicular.
También podria ejercer un efecto protector para la célula, con
tra sustancias t6xicas, ya que por medio de la fijacidbn,téxi -
c68 potencialés,  ‘podrf{an: ser excluldes de sitios claves para
la supervivencia celular. Se ha podido comprobar que la ligans
dina "in vitro" protege a las mitocondrias del efecto téxico

de la Bilirrubina (7148 ), pudiendo actuar como una albGmina
intracelular.

También se ha postulado que la ligandina participaria en la
transferencia selectiva de aniones orgénicos del plasma al hi-
gado ( 135 ). Dicha postulacibén se ha basado en evidencias co-
mo las siguientes: 1la induccién de la ligandina por la adminis
tracién de fenobarbital, aumenta la velocidad de desaparicibn
plasmitica de colorantes y tambi&n aumenta la cantidad de los
mismos fijados a dicha proteina (149).

Adem&s la ligandina est& ausente en el higado de elasmobranquios,

que no poseen la capacidad de transferir selectivamente bilirru
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bina y otros aniones orgénicos al hfgado (150 ). En anfibios,
la metamorfosis es acompanada por la aparicién de ligandina y
el desarrollo concomitante de los mecanismos de captacifén hepd
tica ( 150).

Sin embargo ninguno de los estudios mencionados establece cuan
titativamente el papel de la ligandina en la captacién hepética.
Por otra parte se ha demostrado que ni la fijacién, ni la acti
vidad catalftica son esenciales para el transporte de BSF, ya
que ciertas especies son capaces de concentrar el colorante en
higado (a una velocidad menor que los mamfferos), a pesar de
que no contienen ligandina (151-152 ). Los homogenados hep&ticos
de dichas especies tienen también capacidad para fijar el colo
rante.

Recientes estudios han demostrado que la transferencia de anio
nes org8nicos del plasma al hfgado es un proceso bidirecccional
( 54 ). Una proporcién mayor entra a la cé&lula en cada pasaje
circulatorio y una porcién menor sale cada vez. Se ha postula-
do que la ligandina no modifica la velocidad de influjo o en-
trada a la célula, sino la velocidad de salida o eflujo. Para
demostrar esta teorfa, se adapté la técnica de dilucibén de in-
dicadores mfiltiples para poder estimar las constantes de influ
jo y eflujo de‘bilirrubina y BSF en higado aislado y perfundi-
do de rata. En dichos experimentos se utilizaron animales con-
troles, pretratados con fenobarbital y/o tiroidectomizados

( 153). E1 fundamento para esto Gltimo es que el fenobarbital
aumenta la conc. hepdtica de ligandina por induccién y la tiroi
"dectomia lo hace por estabilizacifn de la proteina. Combinando
ambos procedimientos se puede aumentar considerablemente la

conc. de ligandina que llega a representar un 15 % de las pro-
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tefnas solubles del citosol hep&tico.

Se pudo observar que en las ratas tratadas con fenobarbital,
el influjo de bilirrubina no sufre modificaciones mientras que
el eflujo disminuye.

En ratas tiroidectomizadas se observaron cambios similares pe-
ro menos marcados. La mayor disminucién del eflujo se presenta
en los animales tiroidectomizados después del tratamiento con
fenobarbital.

No se observ§ una correlacifn entre conc. de ligandina y velo-
cidad de influjo, en cambio se pudo demostrar una excelente co
rrelaci6n negativa entre conc. de ligandina y velocidad de e-
flujo de bilirrubina.

Los resultados descriptos han permitido sugerir que la ligandi
na reqularfa la trénsferencia de bilirrubina y otros aniones
del plasma al hfigado, a través de la disminuci6n del eflujo de
la cé€lula al plasma, favoreciendo por ello el proceso de capta
cién.

Cabe destacar que algunos autores han sugefido que esta protei
na juega un papel mis importante en la excrecifn biliar de anio
nes como la BSF debido a sus propiedades catalfticas, m&s que

a las de fijaci6n ( 154 - 155 ).

Conjugacibén y excrecién biliar

Muchos aniones orgénicos. son conjugados con grupos polares co-
mo &c. glucurbnico, GSH, sulfato, aminodcidos,como requisito
previo a su excrecibén biliar.

No se sabe si la excrecibn preferencial de la forma conjugada
refleja una mayor afinidad del sistema excretor por la misma.

La BSF es conjugada con GSH ( 123), un tripéptido constituido
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por los amino&cidos glutémico, cisteina y glicina. El grupo de
enzimas denominado GSH s-transferasas (descriptoven “C.uIIT=
2.5) cataliza la formacién de un enlace tioéter entre la BSFy
el -SH de la cistefina. Tambi&n se ha demostrado la existencia
de conjugados de BSF con cisteinilglicina y con cisteina, que
serfan productos de la degradacifn metab6lica del GSH por ac-
ci6n de las enzimas pertenecientes a la via de la sintesis de
8c. mercaptGricos ( 156 ).

Para la bilirrubina se han descripto una variedad de productos
de su conjugacién con &c. glucurbnico, sulfato y azlicares aun
que con un neto predominio del primero (157-158 ). El trans -
porte excretor miximo (Tm) para bilirrubina es especie depen-
diente y varfa de 39 ug/min/kg en el hombre (159 ) a 610 ug/
min/kg en ratas ( 160). Se han presentado evidencias de que
las diferencias observadas en el Tm se deben a la capacidad
de conjugacién (actividad glucuronil transfefasa) hepé4tica de
las distintas especies consideradas (157 ). Ello explica que
la bilirrubina (a diferencia de BSF) puede ser excretada por
via biliar solo en la forma conjugada.

El VIC a diferencia de bilirrubina y BSF puede ser excretado
en la bilis sin conjugacién previa. Esta caracteristica es de
interés para el estudio de la funcién hep&tica excretoria. La
DBSF tiene también la caracteristica de ser excretada en bilis
de rata sin conjugacién (124 ), aungue en el conejo y el perro,
se ha descripto biotransformacién de dicho anién ( 161 ),

El estudio de la secrecibén hep&tica se ha visto dificultado
por la inexistencia de té&cnicas que permitan resolver los si-
guientes problemas:

- obtener muestras de bilis directamente del canaliculo
biliar
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- medir la diferencia de potencial eléctrico a tra-

vés de la membrana canalicular

- determinar la actividad quImica‘(conc. al estado
libre) de aniones orgdnicos en la cé&lula hep&tica

0 en la bilis canalicular

A partir de observaciones indirectas se ha sugerido que la ex
crecibén de aniones org&nicos es un proceso mediado por trans-
portadores. Las evidencias que apoyan esta teorfa son las si-
guientes:
- la excrecibén de aniones org&nicos es saturable
(162 - 163), habiéndose demostrado Tm para BSF,
DBSF, VIC y bilirrubina. Adem4s se ha verificado
que no hay relacifén lineal entre la conc. intrace

lular de BSF y su velocidad de excrecién biliar
(164 ).

- diferentes aniones orgénicos compiten para la ex-

crecibn biliar ( 162-163 ).

Otra evidencia es que el conjugado de BSF - GSH es excretado
con una eficiencia dos veces superior a la del compuesto no
conjugado (165 ). Debido a ello se ha sugerido un mecanismo
de transporte mediado, ya que si la excrecibfn se produjera
por difusibn pasiva se deberfa esperar que el conjugado mis
polar e hidrofflico difundiera m&s lentamente que el compues-
to no conjugado, mds lipofilico.

Otro problema a definir, es si la excrecifn de aniones org&-
‘nicos es intrfinsecamente concentrativa o equilibrativa. Lﬁs
altas conc. de estas sustancias obtenidas en bilis respecto

de las conc. en plasma y las estimadas en higado, han sido
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consideradas una expresién del fendmeno concentrativo. Sin
embargo algunos investigadores han demostrado que los aniones
orgdnicos tienden a autoagregarse y adem&s asociarse con monS
meros y micelas: de AB, con micelas mixtas y con proteinas bi
liares (166-167) - La resultante serfa que la conc. efectiva de
dichos aniones en la bilis seria mucho menor que la determina
da. Si ademis existiera una diferencia de potencial elé&ctrico
a través de la membrana canalicular (interior de la célula ne
gativa), se favoreceria aim mids la excrecibn, con lo cual el
mecanismo serfa equilibrativo, m&s que concentrativo.

Cabe destacar que la asociacién de los aniones con monSmeros
o micelas de AB, y/o con micelas mixtas, también representa
una posible explicacién para el aumento del Tm de ciertos a-
nioﬁes org8nicos provocado por la infusién de AB ( 166 ).

Sin embargo las posibles implicaciones fisiolbgicas de la for
macibén de agregados por aniones org&hicos y AB permanece afin
en el terreno de la especulacién, debido a ciertos hechos ex-
perimentaleé que son consistentes con una interacc¢ibén entre

aniones orgédnicos y micelas mixtas (119 - 120) (166 = 168).
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CAPITULO II

Objetivos y Plan de trabajo

Este trabajo ha tenido como objetivo investigar la influencia

de la carencia proteica en la dieta sobre el transporte hep&-
tico de aniones orgé&nicos.

Se eligi6 como modelo experimental la rata adulta, a la que se
administr6 una dieta carente de proteinas por el té&rmino de 7
dfas (dicho perfodo de tiempo fue seleccionado por no observar
se durante el mismo alteraciones histol&8gicas hep&ticas).

Para cumplir con el objetivo propuesto se utilizaron dos anio-
nes org&nicos modelos, la bromosulfoftaleina (BSF) y la dibro--
mosulfoftaleina (DBSF). El primero de ellos sufre un proceso de
conjugacifn previamente a su excrecibn biliar; el segundo no es
biotransformado en su paso a través del higado.

En la primera parte se estudif la influencia de la carencia pro
teica en la dieta sobre distintos parf&metros bioquimicos y fi-
siolBgicos, capaces de afectar el transporte hepdtico de anio= =
nes org&nicos, tales como la distribucién de agua en el hfgado
nfimero y tamafio celular, concentracibén de protefnas hep&ticas,
actividades enzimfticas y caracteristicas de la secrecibn biliar.
En la segunda parte se investig6 el efecto debla dieta aprotei
ca sobre las cinéticas.de desaparicifn plasmitica ¥ deé excrecisn

biliar de BSF y DBSF.
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CAPITULO III

Material 'y Mé&todos

Animales de experimentacidn y preparacibn de dietas

Animales de experimentacién : los experimentos fueron realiza-

dos en ratas Wistar maéhos adultas, cuyo peso oscil8 entre 270
y 300 g. Estos animales fueron alimentados durante 3 semanas con
una dieta sint&tica normal (DN), despué&s de lo cual recibieron
una dieta carente de protefnas (DA) por el té&rmino de 7 dias .
Los animales tuvieron libre acceso a agua y alimentos y fueron
mantenidos en jaulas en grupos de dos en un ambiente de tempera-
tura (24°C) y luz (6 AM a 6 PM) controlados. Con el objeto de mi
nimizar la influencia de variaciones circadianas, todos los expe

rimenhtos fueron concluidos entre 10 y 11 AM,

Preparacibén de dietas : las dietas sintéticas fueron preparadas

en nuestro laboratorio y la composicién de las mismas fue la si-

guiente:

Dieta Normal (DN)

Caseinal. .
Almidén de mafz . . . « « « « +« « 59 %
Aceite de Mafz . . . « ¢« & « o 10 %

Sales Minerales . . « « ¢ ¢ « o o 4 3

Dieta Aproteica (DA)

Celulosa alfa2 e o 4 s s e e e «s 15 %
Almidén de Mafz . . . . . . . . . 70 %
Aceite de Maiz . . . . . . . . . 10 %
Aceite de higado de bacalao . . . l s
Sales Minerales . . . « « « « « . 4 %

“Alphacel TN Pharmaceuticals Inc. USA
1 valor biolégico 80 %




La mezcla de sales incorporada fue la

cuya composicifén es la siguiente:

NaCl . . « . « « « &
KHyPOy « « « « o o o
MgSOg « ¢« « &« o « &
CaCO3 . . + « « « &
FeSO4.7H,0 ¢ « . .
KI . « ¢« ¢« ¢ ¢« ¢ « @
MnSO,4.2H,0 . . . . .
ZnCly « « ¢« ¢« ¢« « « &
CuSO4.5H20 o« o e e

COC12 . 6H20 - . - . L]

Ambas dietas fueron suplementadas con

en la siguiente proporcién:

Cloruro de Colina . .

Inositol . . . . . .

Pantotenato de Calcio . .

Clorhidrato de Piridoxina

Clorhidrato de Tiamina . .

Ac. p-Aminobenzoico .
Menadiona . . . . . .
Ac. F6lico . . . . .
Niacina . . . « « « &
Riboflavina . . . . .

Biotina . « « + ¢ « &

Los valores cal8ricos calculados

Cly défréqidds3ﬁﬁé§a 1os datos

de Jones & Foster (169)

una

mezcla de vitaminas

0.002 %

%

39

1.5 g/kg de dieta

1.0

20.0

mg/kg de dieta
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fueron:

DN = 3.92 Cal/g DA = 3,60 Cal/g

dicho c8lculo permiti6 establecer que la DA fue ligeramente

hipocalbrica restacto de la DN.

3Rendimiento calbrico DN (Cal/qg) (Cal/g x 0.95)- (¥Nx0.075)

Rendimiento calbrico DA (Cal/qg) Cal/g x 0.95

Desarrollo Experimental

Andlisis del efecto de la dieta aproteica (DA)

2.1.1. Estudio del consumo de dieta:

Se ha descripto que animales alimentados con una dieta de bajo
contenido proteico consumen menos alimento que aquellos que re
ciben una dieta estandar (2-15). Esto sumarfa a la deficiencia
proteica provocada, una deficiencia calfrica, lo cual complica
ria el an8lisis de los efectos propios de la carencia proteica
en la dieta. Algunos investigadores (38), para disminuir este
fen6meno han utilizado controles apareados que reciben la misma
cantidad de alimento que el consumido por los animales alimenta
dos con dieta deficiente en protefnas (siendo ambas dietas iso-
calbricas). Por varias razones este método no es el correcto,
puesto que supone someter a los controles a un ayuno crénico,
ya que é&stos reciben menos alimento del que realmente deberfan
consumir. Como consecuencia, se produce una elevacibén de los
niveles plasmiticos de corticosteroides lo cual puede influen-
ciar la sintesis de AP (171).

Boyd (2) y Campana (15), han sugerido que si bien los animales

que reciben dietas deficientes en proteinas consumen menos ali

mento que los controles, el consumo expresado por unidad de

péso corporal se mantiene constante dentro de un amplio rango
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de composicifn proteica de la dieta,

Ndika (172) ha considerado que el método m&s apropiado para de
terminar el consumo de alimento en experimentos del tipo men -
cionado es relacionarlo con el peso corporal.

Como nﬁestro interés ha sido considerar solamente los efectos
de la carencia proteica, se decidi6 la realizacién de experi -
mentos para estimar el consumo de alimento y verificar de esta
manera si la deficiencia provocada fue solamente proteica.
Para ello se utiliz6 un grupo de 20 ratas adultas de un peso
que oscilb6 entre 250 y 300 g, las que fueron alimentadas duran
te 3 semanas con DN. Luego se separaron en dos grupos, uno de
los cuales continué siendo alimentado con DN por el té&rmino de
7 dias y el otro grupo fue alimentado con DA durante el mismo
periodo de tiempo. DN y DA fueron dietas en polvo de caracte -
risticas similares.

Los animales fueron colocados en jaulas individuales y recibie
ron agua y alimento ad-libitum. Para el suministro de alimento
se utilizé un comedero especialmente disefiado (173 ) para estu
diar el consumo de la dieta en polvo e impedir que el animal a
rroje alimento fuera del mismo. Se determiné diariamente el pe
so corporal de cada animal y el consumo de alimento en las ci-

tadas condiciones.

2.1.2 Efecto de la DA sobre el peso corporal (PC), peso de hi-

gado (PH), proteinas totales hegéticaé (PTH) v glutation hep&-

tico (GSH).

El PC, la variacibén del PC durante el periodo de carencia pro-
teica y el PH fueron los parémetros rutinariamente utilizados

para verificar el efecto de la DA. Con el mismo objetivo se de
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terminaron las PTH.

En todos los experimentos desarrollados con aniones orgénicos
fue determinado el contenido hepdtico de GSH. Se eligif la es
timacifén de este tripéptido debido a que interviene en la me-
tabolizacién de BSF y es ademés un excelente marcador de la
privacibén proteica.

El higado es el tejido con mayor concentracién de GSH (7 mM)

( 174) el cual tiene un recambio muy répido (t 1/2=1.7y28.5h)
( 175) y est&d sometido a variaciones circadianas, obtenié&ndose
los valores mis altos a la mafiana, disminuyendo a un 75 % en
horas de la noche (176 ). Se ha demostrado que los niveles de
GSH hep4tico disminuyen abruptamente cuando se administra una
dieta carente de proteinas pudiendo ser reducidos a un‘40!%del
nivel original con s6lo un dia de dieta. Periodos largos de ag‘
ministraci6n de dietas hipoproteicas reducen los niveles a un
20 ¥ pudiendo producirse el desarrollo ulterior de lesiones ne
crbticas ( 177).

Otros agentes como el "stress" (frio, calor, ruidos) y ciertas
drogas como el dietil maleato, acetaminofeno, etc., también
producen deplecibén del GSH hep&tico.

Son numerosas las funciones que tiene dicho tripéptido ( 178),
como protector de los grupos - SH de enzimas, como sustrato de
reacciones enzimfdticas, para la detoxificacién de xenobibticos,
etc.-En nuestro caso, fue necesario determinar el efecto de 1la
DA sobre los niveles de GSH hep&tico, para dilucidar la impor -
tancia del proceso de conjugacién en el transporte hepitico de

BSF, en el cual el mismo es utilizado.

2.1.3. Efecto de la DA sobre las concentraciones plasmiticas de
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albGmina (AP), proteinas totales (PTP) y sobre el volumen

plasm&tico (VP)

Las concentraciones plasmiticas de AP y PTP fueron determina-
das rutinariamente como par&metros para control del efecto de
la DA. Ademis se obtuvieron muestras de plaSma de los animales
en estudio con el objeto de estimar "in vitro" el efecto de 1la
DA sobre la fijacién de BSF y DBSF a las PTP.

El VP fue determinado a fin de aclarar posibles implicancias en
el anflisis farmacocin&tico de los aniones utilizados y también

para describir en forma m&s completa el modelo utilizado.

2.1.4 Efecto de la DA sobre la distribucibdn de agua en el hi-

La deficiencia de proteinas en la dieta produce cambios bioqui
micos y fisiol6gicos, entre ellos alteraciones en el balance de
liquidos y electrolitos (30 ) (179) y en los valores de agua
corporal habiéndose descripto una moderada retencibn de agua
(180) . Dichos cambios tienen la caracteristica de que los ani-
males utilizados para esos experimentos no desarrollan un ede-
ma franco como en el sindrome Kwashiorkor en nifios (181 ).
También se ha observado que en animales jévenes en crecimiento
alimentados con dietas carentes de proteinas por largos perfo-
dos, se produce una marcada retencién de agua total, con aumen
to del agua extracelular ( 181 ).
Las diferencias que presenta nuestro trabajo con respecto a las
investigaciones descriptaé en la literatura son dos:

1) se han utilizado animales adultos

2) el tiempo de carencia proteica es corto.
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Por ello se decidib estudiar el efecto de la DA sobre la dis-

tribucibén de agua en el higado, 6rgano sobre el cual se han

centralizado las presentes investigaciones. Los experimentos

se desarrollaron utilizando el modelo de cortes de higado o

"slices".

2.1.5. Efecto de la DA sobre el nimero, tamano y contenido

proteico de las cé&lulas hepdticas

Se ha demostrado que el contenido de ADN del nfcleo diploide

en interfase es una cantidad constante para todas las cé&lulas

de un animal o especie determinada y varfa dentro de limites

muy estrechos ( 182 -183 ).

En el hfigado la cantidad de ADN es una 30 ¥ mayor que en otros

6rganos y depende de las proporciones relativas de células di-

ploides, tetra u octa ploides. En el tejido adulto, en el que

las mitosis son infrecuentes, el contenido de
be ser afectado por cualquier tratamiento que
tiplicacién o destruccién de la célula. En la
contenido promedio de ADN/nficleo no varia con

peso corporal ( 182 ).

ADN/nlGcleo no de
no conduzca a mul
rata adulta el

el sexo, cepa o

Existe una controversia con respecto al contenido de ADN de las

células hep&ticas en condiciones de deficiencia proteica.

Algunos investigadores utilizando té&cnicas histoquimicas (184)

y homogenados hep&ticos totales ( 185), demostraron un ligero

aumento de la conc. de ADN en ratas j6venes alimentadas con DA,

mientras que otros autores (182) (186) han descripto que no exis

te un aumento considerable de ADN en los hepatocitos de los a-

nimales alimentados con DA.

Ademds se ha descripto que la DA no afecta el

nmero de células
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del higado, sino que disminuye la masa promedio de las mismas
(182).

Enesco y Leblond ( 187) basados en la premisa de que el ADN
esté localizado dentro del nficleo. y que es una constante dentro
del nficleo diploide, han estimado el nfimero de nficleos usando

la siguiente f6rmula:

6 ADN total del 6rgano (mg) X 103

N° nficleos (x 10°) =

6.2

donde 6.2 es la cantidad aproximada de ADN en pg (10-129) por
nGcleo de célula diploide de rata. Esta f6rmula es utilizada

para expresar el nfimero de células.

El contenido proteico de la célula es estimado por la siguiente

f6rmula:

proteinas totales del 6rgano (g) x 103

protefna/cel. (ng) =-
N° células (x 103)

El tamano celular fue determinado en preparaciones histol6gicas
tefiidas con hematoxilina-eosina, para lo cual se utilizé la téc

nica descripta por Weibel y col. ( 188 ).
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Estudio de la secrecibn biliar

2.1.1. Determinacibn del FB basal

La bilis fue recolectada en tubos pre-pesados, cada 15 min.
durante 45 min. La recoleccibén comenz6 después de 15 min. de
finalizada ia cateterizacién del colé&doco. El FB se determiné
por pesada en cada periodo de 15 min. y se expres6 en ul/min/
g higado. Los valores obtenidos en cada animal son los prome-
dios de esas tres determinaciones. No se realiz6 correccibén
por gravedad especifica. El FB asi estimado se denominé FB
basal.

Para compensar la pérdida de agua y electrolitos, una infusién
continua de NaCl al 0.9 % fue administrada a través de la vena
femoral a una velocidad de 0.5 ml/h (Bomba de infusibén Unita
Braun Melsungen). Inmediatamente despu&s de la recoleccibn,
los tubos con bilis fueron pesados y almacenados a -25°C (189 )

hasta ser utilizados.

2.2.2. Anflisis de la composicibén de la Bilis

En las muestras de bilis recogidas segfin c.III- 2.2.1., se de
terminaron las concentraciones de AB, CO, FL y PTB; adem8s se
determin6 la osmolaridad (Advanced Osmometer, USA). Las conc.
se expresaron como el valor promedio de las tres determinacio
nes obtenidas en el periodo basal. Las velocidades de excrecibn
biliar de dichos‘componentes, fueron calculadas como el produc
to del FB por la conc. de los mismos.

Se calcul6 también el Indice de Saturacibn de CO de la bilis,

que es la relacibn entre el porcentaje real de CO en una mues
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tra dada de bilis y la solubilidad m&xima posible del CO en la
misma. Dicho fndice fue calculado por el Método de Thomas ( 190)
eligiéndose como limite de solubilidad del CO, el establecido
por Holzbach ( 191). Se utilizé la siguiente ecuacifbn:

Y = 3.082 - 0.804 X “+ 117.05 x2 - 204.94 x3
donde X representa la relacién entre la conc. molar de FL y la
suma de las conc. molares de FL y AB, ( —-gr=-=——==- )
Y representa el porcentaje de CO a saturacibén en funcibén de la
relacién FL/FL + AB.
El Indice de Saturacién de CO es igual a la relacifn entre el
porcentaje de CO medido y el porcentaje de saturacibén de CO

calculado ( 190 ).

2.2.3 Estudio de la Fraccién del FB independiente de Acidos

Biliares (FIAB)

El FIAB fue estimado en un grupo de 6 ratas alimentadas con
DN vy 5 ratas alimentadas con DA; se calculé por extrapolacién
de la recta de regresibén, obtenida luego de correlacionar el
FB y la velocidad de excrecibén biliar de AB, a cero de excre-
cién de AB ( 192-193 ).

El procedimiento seguido fue el siguiente: en esos animales
una vez finalizado el periodo de FB basal, que correspondib a
los primeros 15 min. de recoleccibn de bilis, se administré
una solucién de taurocolato de Sodio (TNa) disuelta en NaCl al
0.9 %. Dicha solucibén fue infundida por via intravenosa a una
velocidad de 300 nmoles/min/100 g peso en una volumen de 6.25
ul/min durante 90 min. Se recogieron muestras de bilis cada

15 min. y se midi6 el FB y la conc. de AB en las 3 Gltimas
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muestras donde el FB fue mis estable. La velocidad de excre-

cifn de AB se expres6 en nmoles/min/g/Hig.

2.2.4 Estimaci6n del FB Canalicular

En otro grupo de animales se determin6 la depuracién biliar de
eritritol y la relacifn de concentraciones del mismo en bilis
y plasma con el objeto de estimar el FB canalicular (115) (194)

Se administré 14

C-eritritol (100 mCi/nmol) (The Radiochemical
Centre, Amersham), en una dosis finica intravenosa de 2 uCi en
un volumen de 0.5 ml de NaCl al 0.9 ¥. Los estudios se efectua
ron sin ligar los pediculos renales ( 195).

Se recogieron muestras de bilis entre 15-45, 45-75 y 75-105 min.
después de la inyeccibn de eritritol; se obtuvieron ademis
muestras de sangre (120 ul) de arteria femoral, en el tiempo
medio de cada periodo de recoleccibén biliar.

La depuracién de 14C—eritritol fue calculada como el producto

del FB por la relacibén bilis plasma de la actividad de 14C

.y se expres§ como ul/min/g hig.

Para la mediciébn de la conc. de 14C—eritritol, se mezclaron

100 pl de bilis o 50 ul de plasma con sol.1l N de Hyamina
(10 x) en metanol y con 10 ml de liquido de centelleol. La ra

14

diocactividad de C fue medida en una espectrb6metro de cente-

lleo 1liquido Packard 2001. Se hizo correccién por "quenching"

14C—Acido Benzoico como standar interno.

utilizando
La relacifn de conc. de eritritol bilis/plasma fue calculada
para los tres perfodos de recoleccibén y se utilizé la media

de esos tres perfodos.

1 4 g/1t de 2,5-difeniloxazol (POPOP), 100 mg/lt de 1,4-bis

{2-(4 metil-5-feniloxazolil }benceno (PPO) disueltos en 1 1t de
benceno.
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Andlisis Farmacocinético de Bromosulfoftalefna (BSF) y Dibro-

mosul foftaleina (DBSF)

2.3.1. Consideraciones tefricas

Se ha demostrado que la captacién hep&tica de aniones orgéni-
cos como BSF o DBSF, puede ser estimada de los datos de desa-
paricién plasmitica de dichos colofantes (131).
A fin de clarificar el efecto de la DA sobre la captacibén hepi
tica "in vivo" se aplicé un modelo farmacocinético convencio-
nal complementado con un estudio de la cinética de excrecibn
biliar del colorante (estudio que se describe en el punto 2.4).
Se ha descripto que luego de una inyeccibén i.v. de una dosis
inica de BSF o DBSF en ratas, la cinética & desaparicibn plas-
mitica es biexponencial (196) (197) y puede ser estudiada apli-
cando el modelo de an8lisis compartamental propuesto por Ri -
chards (196). Este modelo consiste en dos compartimientos (cen
tral y periférico) con eliminaci6én de la droga del comparti -
miento periférico.
En este modelo el plasma es el compartimiento central y el hi
gado el periférico (Fig. 4 ).Esta suposicién es razonable de
bido a que los aniones en estudio tienen ias siguientes carac
teristicas: |

a) pequefia distribucibén extravascular (127 )

b) est&n fuertemente unidos a protefnas (125) (126 )
plasmiticas |

c) son casi totalmente eliminados por el hfgado (126
(L27)
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Fig. 4 : modelo de Richards (196 )

BSF i;v.
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La utilidad de este modelo es que mediante adecuados célculos

pueden ser estimadas constantes de velocidades de transferen-

cia de aniones entre esos compartimientos, siendo:

r

12

23

21

constante

colorante -

constante

colorante

constante

colorante

de velocidad de transferencia de

de plasma a higado.

de velocidad de transferencia de

de higado a bilis.

de velocidad de transferencia de

de higado a plasma.

Estas constantes junto con datos complementarios sobre la ex-

crecibn biliar y otros par&metros farmacocinéticos, constitu-

yen un excelente modelo para el estudio "in vivo" de la capta

cién

hepdtica de BSF o DBSF.

Para realizar el andlisis compartamental de la desaparicibn

plasm&tica de los aniones utilizada fue necesario obtener la

funcibén bioexponencial tebrica de mejor ajuste a los datos ex

perimentales.

La ecuacibn que describe la desaparicibn plasmitica de los

aniones utilizados es la siguiente:
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C, = A. e~ *t 4 B, e~ BE
siendo
C, = concentraci6n plasmitica del colorante al tiem
po t
A.e © t . fase ripida de la desaparicién plasmitica, tam-
bién 1llamada fase "alfa".
B.e Bt _ fase lenta de la desap. plasmitica o fase "beta".
Ay B = valores de concentracibn extrapolados a tiempo
0 para las fases rf4pida y lenta.
o y B = pendientes de las fases ripida y lenta.

En primer lugar se debid estimar el tiempo de duracién de cada
fase en ambos grupos de animales. Se calculé la curva semilo-
garitmica promedio para cada grupo experimental y se aplicd un
anilisis de linealidad con el que se determiné la extensién de
cada fase.

Luego se realizb un andlisis de la regresi6n de los datos de
conc/tiempo, para lo cual se aplicd un programa para microcom
putador TI - 59 desarrollado por Kniedsen-Kudsk (198).

Se obtuvo asi la funcibén tebrica que mejor se ajusté a los da
tos experimentales, calculidndose entonces los parametros A,B,

oy B gque fueron utilizados para el andlisis posterior.

2.3.2 Par&metros Farmacocinéticos




1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

iy = ( min ™)
A + B
r = . B (min_l)
23 r
12
r = o + B - (r + r ) (min_l)
21 12 23
\'/e] Volumen de distribuci6fn aparente

DOSIS 1

00

A + B peso

AUC Area bajo la curva

A B
AUC = +
o B

+ g

AUC es el &rea bajo la curva
de tiempo 0 a tiempo & .

Clp "Clearance" plasmitico

DOSIS

Clp = (ml/min)

AUC
t1/2 Tiempo de vida media
t1/2 G = 0.293 (min_l)
t1 /2 B = 0'293 (min~1)

(m1/100 g rata)
rata

droga/ml/min)

de conc./tiempo estimada

de cada fase
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2.3.3. Técnica Experimental

Se utilizaron animales en las condiciones dietarias ya cita-
das. Todos los animales fueron anestesiados con Pentobarbital
S6dico (50 mg/kg i.p.). Se cateterizb vena y arteria femoral
(Catéter PE-50 y PE-10 respectivamente) y el colédoco (Cat.
PE-10). En todos los experimentos se mantuvo 1la temperatura
rectal a 38.0 * 0.5 °C, con una l&mpara infrarroja adaptada

a un regulador de temperatura con el objeto de prevenir varia
ciones en el flujo biliar ( 199 );

Antes de comenzar los experimentos se inyectd por vena femoral
una dosis de heparina de 50 U/100 g de peso en un volumen de
0.5 ml de sol. fisiolbgica. Después de 5 min., se inyectd por
la misma via una dosis Gnica de BSF (6 ml/100 g peso en un vo
lumen de aproximadamente 0.5 ml) o de DBSF (4.9 mg/100 g peso
en aproximadamente d.S ml de volumen). Inmediatamente se toma
ron muestras de sangre del catéter de arteria femoral a los
tiempos 1,2,3,4,5,6,7,8,10,14,18,22,26,30 y 40 min. después de
finalizada la inyeccibén del colorante.

El volumen de cada muestra de sangre no excedib los 40 ul.

El tiempo requerido para la inyeccién del colorante oscild en
tre 6 y 10 segundos. Las concentraciones de los colorantes fue
ron determinadas de acuerdo con las té&cnicas descriptas en el

punto C IITI 2.10.7.

Anflisis de la excrecibn biliar de BSF y DBSF

2.4.1. Velocidad de excrecidédn biliar de BSF y DBSF (VEB)

Los estudios de la VEB de los aniones utilizados fueron reali
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zados en el mismo grupo de animales utilizados para los anéd-
lisis farmacocinéticos (C III 2.3). En ellos se recogi6 bi -
lis en- frascos pre-pesados en la forma de una muestra basal
durante 15 min previos a la inyecci6n del colorante y 4 mues
tras de 15 min cada una, posteriores a la administracién del
mismo. Las concentraciones de BSF y DBSF fueron determinadas
en bilis de acuerdo con la té&cnica descripta en (CIII 2.10.7).
El FB fue determinado por gravimetria. La velocidad de excre
cibn biliar de BSF o DBSF fue calculada como el producto del
FB por la conc. biliar del colorante para cada tiempo estu-
diado. Se calcul6 también el porcentaje de la dosis excretado

al cabo de 60 min.

2.4.2 Andlisis de los conjugados de BSF en bilis

Con las muestras de bilis obtenidas, se hizo un "pool" para

cada animal estudiado y alfcuotas del mismo fueron utilizadas
para analizar las proporciones de colorante conjugado en bi -
lis, aplicando para ello la técnica cromatogréfica descripta

en el punto (CIII 2.10.9).

Actividad Glutation s-transferasa hepdtica (GST)

2.5.1. Consideraciones generales

Las enzimas denominadas GST (EC-2.5.1.18) constituyen un
grupo de proteinas multifuncionales que juegan un papel fisio
16gico en la iniciacién de la detoxificacibén de xenobibticos

(200 ).

Estas proteinas catalizan la conjugacién entre GSH y un amplio
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rango de segundos sustratos tales como agentes alquilantes,
compuestos farmacol6gicamente activos, etc.

La reaccibén se produce entre el grupo -SH del GSH, que actfa
como nuclebfilo y reactivos electrofflicos hidrofébicos, dan
do productos m&s solubles en agua, f4cilmente excretables y
disminuyendo asi su reactividad quimica. Ello implica que
cualquier compuesto que posea un dtomo suficientemente elec-
trofflico puede ser atacado, habiéndose demostrado reacciones
con dtomos de C,S,N y O (201).

Los conjugados con GSH son posteriormente metabolizados, pro
duciéndose la separaci6én de los residuos glutamato y glicina,
seguida por la acetilacibn del grupo amino del residuo cistei
nil para dar el producto final que es un &cido mercaptfrico

( 156 ).

Estas enzimas adem&s de actividad catalitica, tienen una se -
gunda funcién que es la de fijar. no covalentemente una amplia
variedad de ligandos ( 202) que no son sustratos para conjuga
cién, por lo cual también han sido llamados ligandinas. Debi-
do a la elevada concentracibn en higado y la alta afinidad pa
ra ligandos como &cido litoc6lico, cortisol, bilirrubina, las
GST tienen una importante funcién en el transporte intracelu-
lar (203 ). Estas enzimas son muy abundantes en higado de ra-
ta donde representan aproximadamente el 5% de las proteinas
totales solubles del citosol; de dicho material se han aisla-
do 6 enzimas, llamadas GST - AA,A,B,C,E Y M (201 ). Con el ob
jeto de estimar las actividades GST individuales en prepara-
ciones crudas de higado de rata, se.han clasificado las acti-
vidades enzimiticas sobre la base del esqueleto carbonado de

la molé&cula electrofilica portadora del grupo involucrado en
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la reaccién (156 ). Por ello se utilizan los té&rminos aril,
alquil, alqueno y epoxidetransferasa.

La BSF es un sustrato conjugado con GSH por las GST, por 1lo
cual ha sido utilizado para estimar actividades glutation-s-
ariltransferasa. Cabe destacar que el sustrato cl&sico utili
zado para la actividad antes citada es el 1-Cl-2,4 dinitro-
benceno. DBSF es un ligando que es fijado por las GST, pero
no conjugado ( 204).

Para estudiar el efecto de la DA sobre la actividad GST hepid -
tica hemos utilizado dos sustratos distintos aplicados en de

terminaciones separadas:

Met.l : sustratos GSH y 1-Cl-2,4 dinitrobenceno de acuer
do a la técnica propuesta por Habig y col. (205).
Met.2 : sustratos GSH y BSF de acuerdo a la té&cnica des-

cripta por Combes y col. (206).

2.5.2 Técnica experimental

De un grupo de animales tratados en las condiciones dietarias
ya descriptas, se extrajeron los higados bajo anestesia, pre
via perfusion "in situ" de los mismos con sol. fisiol&bgica

fria; se prepararon homogenados de la siguiente manera:

Met.l : se prepard un homogenado al 25% (p/v) en "buffer"

fosfato de potasio 0.01 M, sucrosa 0.25 M, pH 7.4.

‘Met.2 : se prepard un homogenado al 25 % (p/v) en "buffer"

pirofostato de sodio 0.1 M, pH 8,2 .

Estos homogenados fueron centrifugados a 10000 g durante 30

min. a 0°C; luego de descartar los "pellets'", los sobrenadan
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tes fueron centrifugados a 105000 g durante 1 hora a 0°C en
una ultracentrifuga Beckman Spinco Mod.L.

Los sobrenadantes preparados por el Met.2 fueron dializados

contra "buffer" pirofosfato durante 24 hs, a 4°C, utilizando
para ello una membrana Visking 10/32. Las concentraciones de
proteinas totales fueron determinadas utilizando el Mé&t. del
biuret-desoxicolato citado en el punto 2.10.1l. Todos los so-
brenadantes fueron conservados a -20°C hasta ser utilizados.

'

Fundamento de los mé&todos empleados

Las GST catalizan la reaccibén del grupo tiol del GSH con una
amplia variedad de sustratos, para formar tio&teres.

Para el 1-Cl-2,4 dinitrobenceno (CDNB) :

el - &S
NOp NOg
$# 6SH —» + ClH

Para la BSF :

. ome_ OH + GSH ‘ Br MMQ—— OH
505"Na* ' » & SO5 Na*

SO5™Na* SO5~ Na*

(o]}
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Condiciones para la estimacibén de la actividad GST utilizando

el Mét.

1

La actividad se estim8 monitoreando la variacién de absorban-

cia-a 340 nm en un espectrofotbmetro Varian 340 S de doble haz.

Para cada determinacibn se prepard simult&neamente un ensayo

sin enzima como control de reaccifén entre sustratos. Todos los

ensayos
(a)
(b)
(c)

(d)
(e)

Mét. 2
Como en

funcibn

fueron realizados en las siguientes condiciones:
"Buffer" fosfato de potasio 0.1 M pH 6.5

GSH 1 mM

CDNB 1 mM,disuelto en etanol; la conc.de etanol en el
ensayo fue menor del 4 % .

Temperatura 25 °C

Volumen final 3 ml

el caso anterior, se midib el cambio de absorbancia en

del tiempo, pero a 330 nm. En todas las determinacio=

nes se prepararon blancos simult&neos. Los ensayos fueron efec

tuados en las siguientes condiciones:

(a)
(b)
(c)
(d)
(e)

Para el

ron los

"Buffer" pirofosfato de sodio 0.1 M pH 8,2
GSH 93 mM

BSF 1 mM

Temperatura 37 °C

vVolumen final 4.4 ml

cllculo de las actividades en ambos casos se utiliza=

coeficientes de extincién molar citados por los auto-

res de los respectivos métodos.
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Estudio del Transporte M&ximo (Tm) y de la Capacidad relativa

de Almacenamiento Hep&tico (S) de BSF y DBSF

2.6.1. Consideraciones tebricas

De acuerdo a Wheeler y col. (207), la velocidad de eliminacién
hepdtica de BSF o DBSF en cualquier instante, es igual a la su
ma de la velocidad de excrecibn biliar mi&s la velocidad de acu
mulacifén (o menos la velocidad de deplecibn) del colorante en
el parénquima hepético.

La velocidad de excrecib6n biliar en condiciones donde el meca-
nismo de transporte secretor esti saturado, es por definicién
el Tm.

Si definimos como capacidad de almacenamiento relativo (S) a
los mg de colorante almacenado por mg de cé&lulas hep&ticas por
cada 100 ml de plasma, con una determinada concentracifn de
colorante, entonces la velocidad de acumulacibén del mismo seri
igual al producto de S veces la velocidad de cambio de la conc.
plasmdtica del colorante (Ap/ At).

De esta manera la velocidad de eliminacién hep&tica es una fun

cibén de los procesos secretorios y de almacenamiento:

HR = Tm + §. 2P (1)
A .
siendo HR = velocidad de remocibn hep&tica (mg/min)
Tm = transporte mé&ximo de secrecibén (mg/min)
S = capacidad de almacenamiento relativo
(mg/mg higado/100 ml)
i P = velocidad de cambio de la conc.plasmitica
t :

(mg/100 ml/min)
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Ap puede ser determinado por determinaciones seriadas
) t
de la conc. plasmitica del colorante.
Como la eliminacibén extrahepftica es pequefia (208 ), HR puede

ser calculado de la siguiente manera:

. . AP
HR = I - PV . — (2)
( A t
siendo I = velocidad de infusibén del colorante (mg/min)

PV

volumen plasmitico (ml)

Como en la ecuacién 1 tenfamos dos incégnitas Tm y S, entonces
sustituyendo los valores obtenidos de HR y A p/At a diferen
tes velocidades de infusién de colorante, podriamos obtener la
resolucibén de las mismas. El método propuesto por Wheeler, re-
quiere infundir colorante a 3 velocidades distintas y tomar 4
muestras de sangre por cada perlodo de infusibén, utilizadas pa
ra determinar A p/At.

Cuando HR es graficado en funcifn de A p/ A t, el valor de la
pendiente es S y el valor de HR cuando Ap/ At es cero, es el
Tm (Ecuacién 1).

La desventaja de este mé&todo, radica en la dificultad para a-
daptarlo a pequenos animales de laboratorio, en el excesivo
nimero de muestras de sangre y en que el Tm y el S se estimén
indirectamente a partir de conc. plasmiticas del colorante.
Para salvar estas dificultades Klaassen (209) propuso que HR
en funcién de Ap/ At fuera calculado con solo 2 puntos: uno
de ellos es A p/ A t obtenido de 4 muestras de plasma duran
te un finico perfodo de infusién del colorante y el ségundo es
el Tm calculado directamente por analisis del colorante en la

bilis (recogida por fistula biliar durante la infusién). Por





































































































































































































































































































