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RFSUMEN. El daño hepática inducido por agentes químicos y especial-
mente firmacos, constituye m importante y reciente problema en Medicina
humana desde hace mas de un auto de siglo y grandes esfuerzos san reali-
zados m muchos paises para desarrollar medicamentos efectivos y útiles
para el tratamiento dé la hepatitis y la cirrosis de mologías diversas . Se de-
scribas algunos métodos para la evaluación fa macológica precimica de los
medicamentos heptoprotedores, principalmente aquellos métodos m que el
tetraclonuo de embono (CC4) es utilizado para mducir las lesiones hepdi-
cas m roedores. También san analizwtas las principales características del
dalo inducido m el hígado por la exposición aguda y subcrática al CC4 así
como los mecanismos de acción de los agentes que producen efectos hepato-
protectores.

INTRODUCCION
El dafio hepático inducido por agentes químicos ha sido reconoci-

do como un importante problema toxicológico desde hace mas de
100 años. A finales del siglo XIX llamó la atención de numerosos
científicos las lesiones inducidas por el fósforo amarillo, la arafenami-
na y el cloroformo, los cuales fueron también estudiados en los ani-
males de laboratorio durante las primeras cuatro décadas del siglo
XX. Durante este período fue también señalada la correlación entre
cirrosis hepática y el excesivo consumo de etanol t .

La hepatitis inducida por agentes químicos y en particular por fár
matos se ha convertido en un problema de salud en el mundo, como
consecuencia obviamente del consumo creciente de medicamentos.
Estadísticas internacionales señalan que el 10 % de los casos repor-
tados con hepatitis aguda son provocados por agentes químicos y
que la hepatotoxiddad por drogas constituye el 45 % de los casos de
hepatitis aguda en pacientes adultos de más de 50 años de edad z .

El daño hepático inducido por agentes químicos no constituye
una entidad simple, la lesión observada no depende solamente del
agente químico involucrado sinó también del período de exposición .
Después de la exposición aguda se encuentra frecuentemente acu-
mulacion de ripidos en los hepatocitos, necrosis celular o disunion
hepatobiliar, mientras cambios cirróticos o neoplásicos son conside-
rados generalmente como resultado de la exposición crónica a.

Algunas formas de dano hepático son reversibles, mientras otras
se traducen en lesiones permanentes del órgano, es decir, alteracio-
nes ireversibles . La mortalidad asociada con diversas formas de
dano hepático es variable . La incidencia de las lesiones puede variar
entre las especies y es dependiente generalmente aunque no siem-
pre de las dósis utilizadas del tóxico s .

La vulnerabilidad marcada del hígado al dano inducido por agen-
tes químicos es consecuencia de :

a) su proximidad anatómica al suministro sanguíneo proveniente
del tracto digestivo .

b) la capacidad del hígado de concentrar y biotransfornar sustan-
cias químicas diversas .

c) su papel en la excreción de xenobióticos o sus metabolitos a
través de la bilis s .

Morfologicamente, el daño del hígado puede manifestarse de di-
ferentes formas . Los efectos agudos pueden consistir en una acumu-
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stiMe an important and mcreasing problem in Human Medicine since mare
than twenty five years ago and many forts are carried out in many coun-
tries to develop useful effective drugs for the treatment o hepatitis and cir-
dhosis o various causes . Some methods are described for preclinical phar-
macological evaluation of hepateprotective drugs mainly those methods in
which carbon tetrachloride (CC4) is used to induce liver injury in rodents .
Also the main characteristic of liver damage induced by acute and sub-
chronic exposure to CC4 are analyzed as well as the mechanisms o action
d agents which induce liver protective effects.

ladón de lípidos (esteatosis) y la aparición de procesos degenerati-
vos que conducen a la muerte celular (necrosis) . El proceso necróti-
co puede afectar grupos pequeños de células parenquimatosas ais-
ladas (necrosis focal), grupos de células localizadas en zonas
(necrosis centrolobular o periportal) o virtualmente todas las células
dentro de un lóbulo hepático (necrosis masiva) .

La acumulación de lípidos puede tambien ser por zonas o de na-
turaleza mas difusa. Aunque el dafio hepático agudo puede consistir
tanto en acumulación de grasa así como en necrosis, n necesaria-
mente ambas alteraciones tienen que existir simultaneamente .
Cuando la lesión es de tipo colostático, esta trae como resultado la
disminución del flujo de bilis con retención de sales biliares y de bili-
rrubina con la subsiguiente aparición de ictericia .

La naturaleza diversa de la actividad funcional del hígado y su
respuesta variable al dafio inducido convierte a la selección de mo-
delos y técnicas apropiadas para el pesquizaje tartnacológico de
sustancias hepatoprotectoras en un objetivo complejo . El propósito
de este árticulo es exponer varios modelos y técnicas importantes y
útiles en que se utiiza el tetracioruro de carbono (CC4) para la detec-
ción y evaluación del dafio hepático Inducido y su control farmacoló-
gico, en animales de laboratorio atendiendo fundamentalmente a su
factibilidad de ejecución en los laboratorios de Farmacología y Toxi-
cología Experimental existentes en Cuba, permitiéndoles tanto de-
tectar con una relativamente alta sensibilidad y precisión sustancias
farmacológicamente activas, asi como obtener valiosa información
sobre algunos aspectos de sus posibles mecanismos de acción .

MODELOS EXPERIMENTALES DE HEPATO-
TOXICIDAD

Aunque a una cifra mayor de 600 compuestos quimicos y (o, fár-
macos se le han atribuido efectos hepatoióxicos en el hombre , los
mecanismos que intervienen en la inducción de la hepatitis se desco-
nocen para la inmensa mayoría de ellos y solo un reducido número
de estos compuestos (Tabla I) han sido adecuadamente caracteriza-
dos y estudiados en animales de experimentación s y a su vez utili-
zados como modelos experimentales para el pesquizaje farmacológi-
co de sustancias hepatoprotectoras . De esos compuestos
hepatotóxicos, el tetradoruro de carbono ha sido el mas utili-zado in-
temacionalmente con ese fin .



Tabla 1

Tetraoloruro de carbono
La hepatitis tóxica inducida por el CCI4 tiene las siguientes carac-

terísticas:
a) Las lesiones aparecen frecuentemente después de un período

latente, breve y predecible, observándose al microscopio electrónico
lesiones características a las 24 h de su administración .

b) La severidad de las lesiones estan relacionadas con la dosis
administrada del tóxico (relación dósis-efecto) .

c) En una primera fase produce fundamentalmente esteatosis he-
pática . Posteriormente, se desarrolla progresivamente la necrosis y
con la administración crónica durante 8 semanas induce cirrosis he-
pática experimental . Por estas razones se ha convertido en una sus-
tancia de referencia no solo para caracterizar el daño hepático y es-
tudiar sus mecanismos de inducción, sino también, para la búsqueda
de nuevos medicamentos con propiedades y efectos hepatoprotecto-
res a7

Su administración en forma aguda afecta las mitocondrias, el reti-
culo endoplásmico y las membranas celulares, incluyendo la envoltu-
ra nuclear . Por microscopia electrónica se puede observar que las
cisternas del retículo endoplásmico están dilatadas . Una hora des-
pués de la inyección del tóxico se observan vacuolas en el citoplas-
ma y una pérdida de partículas ribosomales de las superficies de las
membranas 1 .

Desde el punto de vista bioquímico produce desacoplamiento de
la fosforilación oxidativa en la mitocondria, una inhibición de la sínte-
sis de proteínas asociada con la afectación del retículo endoplásmico
° así como una infiltración grasa del hígado a expensas fundamental-
mente de los triglicéridos 1 .

Posteriormente a su administración la actividad de un número de-
terminado de enzimas mitocondriales y citoplasmaticas hepáticas se
hallan incrementadas en el plasma. Asilas actividades plasmáticas
de las transaminasas aspartato aminotransferasas (ASAT), alanina
aminotransferasa (ALAT), glutatión transferasa, dehidrogenasa del
ácido láctico, aldolasa y dehidrogenasa isocítrica entre otras han
sido utilizadas como indicadores diagnósticos de lesión hepática

Teniendo en cuenta que en general las actividades plasmáticas
de las enzimas citoplasmáticas se incrementan más rápidamente
que las enzimas mitocondriales.l a determinación de ALAT se con-
vierte en un método de eleccion °.
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Con relación a los mecanismos de acción responsables de los
efectos hepatotóxicos del CC14 se han argumentado fundamental
mente dos :

El primero contempla que el CC14 es activado hasta su comer ,
sión en un radical libre que interactua entonces con material rico en
lípidos de las membranas, produciendo un incremento de la peroxi-
dación lipidica cuestión que ha sido demostrada in vivo e in vitro,
constituyendo la base de la teoría que reconoce este proceso como
la causa de las lesiones hepáticas inducidas por el CCI4 10 . A este
mecanismo de acción lo sustenta el hecho de que sustancias antioxi-
dantes como la vitamina E, la silimarina, el danidanol, el propil galato
y el dietil ditiocarbamato entre otros protegen al hígado de las lesio-
nes inducidas por el CC14 11-1s

El segundo sostiene que los metabolitos toxicos del CCI se unen
a macromoléculas celulares, principalmente, proteinas y especial-
mente, a grupos sulfidrilos lo cual implica la afectación de un numero
de sistemas enámáticos i¡nportantes de la celula.

Esta teoría ha sido defendida por algunos autores 14.15 siendo
considerada de mayor,relevancia que la de la peroxidación lipídica
para explicar la hepatotoxicidad del CCl4 . Evidencias que apoyan
este ultimo punto de vista se ha obtenido de experimentos en los
cuales el pirazol protege parcialmente al hígado de la necrosis dismi-
nuyendo la intensidad de las uniones covalentes de los metabolites
reactivos del CC14 a los componentes celulares, sin afectar la peroxk
dación lipídica 1s .

Metodos para Inducir daño hepático agudo por ltraoloruro
de oarbono

Descripción : Ratas macho Sprague Dawley de 200 a 25O g, el ali-
mento les fue retirado de 12 a 14 h antes de la administración del
CC14 pero el agua fue dada ad libitum . Los animales se pesan y pos-
teriormente se les administra el tóxico por vía i .p en una dosis de
1 mL/kg de peso de una solución preparada al 20 % VN en aceite ve-
getal . Todas las administraciones del CCIA1 fueron realizadas a 1 hora
determinada y 3 después se le extrae sangre a las ratas para deter-
minación de ALAT, se sacrifican y sus hígados son extraídos y pro-
cesados para la determinacion de triglicéridos y la realización de es-
tudios morfologicos 1 r

Un procedimiento similar puede ser realizado administrando el
CC14 por via intragástrica en una solución en aceite vegetal (1 :1, v/v),
a razón de 0,5 mi./100g de peso. En este caso, los animales se sa-
crifican 24 horas después de la intoxicación y se les realizan los es-
tudios bioquímicas, histológicos y/o ultraestructurales referidos .

También pueden utilizarse con los mismos fines ratones de 25 a
30 g de peso a los cuales se le administra por via intraperitoneal una
dosis de 10 mL/kg de peso de una solución de 0,2 mL de CCI en 10
mL de aceite vegetal . Los animales son sacrificados para las deter-
minaciones previamente citadas 4 h después de la administración
del compuesto . La sustancia o producto a evaluar puede administrar-
se 30 min antes del CC14 1r o 3 y 6 h después del toxico en el caso
de que las ratas sean sacrificadas a las 24 h 1°

Se considera necesario incluir en los experimentos dos grupos
controles uno que recibe unicamente el producto a evaluar y otro en
el que solo se administre a los animales el vehiculo en que se disuel-
ve este . Debe evitarse la utilización del dimetilsulfóxido como solven-
te porque se ha detectado que tiene propiedades hepatoprotectoras

En los casos que la sustancia a evaluar sea insoluble se prefiere
suspenderla en carboximetilcelulosa al 0,7 % ya que carece de efec-
tos en el hígado .

Cirrosis experimental Induolda y su oontrol farmaoologloo
El aumento del tejido conjuntivo del hipado y en particular de co-

lágeno es un evento esencial en el desarrollo de la cirrosis . Tanto en
hígados humanos como de animales tratados con CCI4, la incorporá-
cion de prolina en la colagena se incrementa 20,21 .

Un mecanismo esencial a través del cual diversos agentes etioló-
gicos pueden dar lugar a una cirrosis, es la producción aumentada
de tejido fibroso, se han utilizado diversos agentes con probable acti-
vidad antifibrogénica en el manejo terapéutico de los pacientes con
cirrosis que incluyen los compuestos siguientes :

1- Análogos de prolina: Estos compuestos compiten con la proli-
na por el RNAt incorporádose así en la molécula de la colágena La
incorporacion de este compuesto extraño en la molécula cambia el
eje de su hélice lo que interfiere las reacciones de hidroxilación .
Como consecuencia, no se forma la triple helice y la colágena no se
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transporta a velocidad normal hacia el espacio extracelular, sino que
se degrada intracelularmente 21

2- Agentes quelantes de hierro . Entre estos agentes se destaca
la deferoxamina, que además de inhibir la peroxidación lipídica y ser
un agente secuestrador de radicales de oxígeno, 22 inhibe también la
hidroxilación de los residuos de prolina y de lisina de la colágena, im-
pidiendo la formación de la triple hélice y el movimiento transcelular
de procolágena. No hay glucosilación 23 .

3- Agentes latirogénicos. Son agentes que inhiben la acción de
enzima lisiloxidasa y por lo tanto, impiden la formación de los enla-
ces infra e intermoleculares en la molécula de colágena . Un ejemplo
notable entre estos agentes lo es la penicilamina que se combina
con los grupos aldehido de la molécula de colágena por lo que no se
forman los enlaces intra o intennoleculares . También inhibe a la lisi-
loxidasa ya que la penicilamina ejerce efecto quelante sobre los io-
nes Cu un cofactor de la enzima 2 .

4- Corticosteroides . Los corticosteroides tienen un efecto antiin-
flamatorio en general y tambien son capaces de inhibir a la enzima
prolilhidroxilasa 21 .

5-Colchicina . Entre los distintos compuestos con actividad antifi-
brogénica, la colchiaha es la que en la actualidad se considera con
mayores posibilidades de éAto, ya que posee varios efectos farma-
cológicos que resultan beneficiosos para el tratamiento de la cirrosis
hepática. Tiene la propiedad de impedir la polimerización de la tubuli-
na para formar los microtúbulos y como consecuencia inhibe el
transporte transmembrana de la colagena 24. También aumenta la
producción de colagenasa enzima responsable de la degradación
extracelular de la colágena y ejerce efecto antiinflamatorio 2s

Método de Intoxloaolón crónica con btraoloruro de carbono
en la rata para induoolón de olrrosla hepatica

Un método utilizado para&roducir intoxicación cronica con CC14
ha sido descrito por Mourelle con ligeras modificaciones, utilizando
ratas Sprague Dawley machos con un peso inicial entre los 50 y 75 g
a las cuales se les inyecto por vía intraperitoneal 0,25^mL de la solu-
ción de CCI4 en aceite vegetal cada tercer día durante 8 semanas,
empleando concentracines crecientes cada semana : CCI4: aceite
1 :7 ; 1 :6 ; 1 :5 ; 1 :4; y 1 :3 hasta la octave semana

Los animales se sacrificaron 2 días despues de la última adminis-
tración . Este esquema de intoxicación fue diseñado con el fin de
mantener aproximadamente la misma dosis de CCI4 por gramo de
peso de las ratas durante todo el proceso .

La sustancia o producto a evaluar debe administrarse diariamen-
te a los animales o por lo menos cinco veces a la semana durante el
período que dura el experimento .

Los parámetros bioquímicos que evidencian la cirrosis experi-
mental inducida por el CCI4 en este modelo en ratas son : los incre-
mentos del contenido de colágena en el hígado, asi como el aumen-
to de las actividades séricas deis fosafatasa alcalina, alanina amino
transferasa y la gamma glutamil transpeptidasa, a lo que se añaden
los incrementos de las concentraciones séricas de bilirrubina y el co-
esterol .

Los métodos aquí expuestosshan sido más detalladamente des-
critos en trabajos anteriores

Las determinaciones de los parámetros antes referidos se com-
plementan con los estudios histopatológicos y ultraestructurales que
deben realizarse a los hígados de las ratas que fueron tratadas cro-
nicamente con el CCI4 .
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