7. DISCUSION

El estrés oxidativo se produce en las células como resultado de uno de tres factores:
1) un incremento en la generacién de oxidantes, 2) un decremento en la proteccion
antioxidante, o 3) una falla en la reparacion del dafio oxidativo. El dafio celular es inducido
por especies reactivas del oxigeno (EROs). Los EROs son radicales libres, aniones
reactivos que contienen atomos de oxigeno, o moléculas que contienen dtomos de oxigeno
que pueden producir radicales libres. Ejemplos de estos son los radicales hidroxilo,
superdxido y peréxido de hidrégeno entre otros. La principal fuente de EROs in vivo es la
respiracién aerdbica, sin embargo los EROs, también pueden ser producidos por la -
oxidacidén de dcidos grasos, el metabolismo de xenobidticos, la estimulacion de fagocitosis
por patdégenos o lipopolisacaridos, el metabolismo de la arginina y enzimas especificas en
ciertos tejidos. Bajo condiciones normales, los EROs son eliminados de la célula por la
accion de antioxidantes enzimdticos como la superéxido dismutasa (SOD), catalasa, o
glutation (GSH) peroxidasa (Leighton, 1998). Existen también antioxidantes no
enzimaticos como el glutatién, la vitamina E, la vitamina C y las metalotioneinas, las
cuales, han mostrado ser sumamente eficientes en la captura e inactivacion de radicales

hidroxilo in vitro. (Brambila, 1999)

El principal dafio que se produce en la célula como resultado de la accion de los
EROs es la alteraciéon de macromoléculas como los dcidos grasos de la membrana lipidica
(peroxidacion lipidica), proteinas esenciales y ADN. Adicionalmente, el estrés oxidativo y
los EROs han sido implicados en el desarrollo de ciertas enfermedades, como el Alzheimer,

la enfermedad de Parkinson, el cancer y el envejecimiento (Hayes, 1999).

El GSH es especialmente importante para aquellos érganos que estan directamente
expuestos a toxinas exdgenas, como los pulmones, los intestinos, los rifiones y
particularmente el higado. El higado es el 6rgano mds involucrado con la detoxificacion de

xenobidticos, y también es el almacén principal para el GSH. Los hepatocitos estdn
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altamente especializados para sintetizar GSH a partir de sus precursores o para reciclar
GSH a partir del GSSG, asi como para utilizarlo contra téxicos potenciales (Deleve, 1990).
La disminuciéon de GSH en higado se debe a varios factores como la malnutricién, la

intoxicacién por farmacos e incluso problemas de obstruccién biliar.

La colestasis biliar experimental en ratas ha sido utilizada como modelo para el
estudio de la hemodindmica y la patofisiologia de la cirrosis biliar causada por la
obstruccién del conducto biliar comun. Esta enfermedad, caracterizada por una alta
morbilidad y mortalidad, requiere de la evaluacién de nuevos avances terapéuticos para

elevar la sobrevivencia de los pacientes y disminuir el dafio hepético (Pastor, 1998).

Como el estudio anterior, existen muchos realizados hasta el momento, sin
embargo, estos se han llevado a cabo durante periodos largos de tiempo. En este trabajo se
evalué el entorno metabdlico durante las primeras 24 horas de un proceso de obstruccion
experimental en ratas, para el cual, se trabajé con ratas Wistar debido a que esta variedad de
animales ha sido utilizada ampliamente para experimentacion. Existen varias ventajas para
el investigador al hacer uso de estos animales, ya que son pequefios, de sencilla
alimentacién y mantenimiento, asi como el bajo costo que implica obtenerlos, ademads,

existe vasta bibliografia sobre su anatomia y fisiologia general.

La inflamacién causa cambios bioquimicos y fisioldgicos en 6rganos especificos o
en forma sistémica en el organismo. La cirugia experimental es un modelo excelente con el
cual se pueden estudiar los cambios bioquimicos y fisioldgicos en procesos inflamatorios

no infecciosos (Brambila, 2000).

La obstruccion biliar experimental en ratas permitié evaluar el grado de estrés

oxidativo presente en células hepéticas.

La fosfatasa alcalina es una enzima que normalmente es sintetizada en los

hepatocitos y secretada en la bilis, para colaborar con la digestién intestinal de los
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fosfolipidos. Cuando existe un problema de colestasis, los valores de fosfatasa alcalina se
incrementan considerablemente, ya que las células hepdticas no pueden secretar la enzima,
lo cual provoca que su liberacién sea hacia torrente sanguineo, ademads de estimular la

sintesis de novo de la enzima en los hepatocitos.

La determinacion de fosfatasa alcalina se realiz6 debido a que ésta enzima es muy
sensible, sobre todo, en problemas de obstruccién de las vias biliares. Los resultados

obtenidos en esta determinacion confirmaron la presencia de obstruccién biliar.

Los resultados de la determinacion de GSH total no mostraron en las primeras horas
cambios significativos, lo que sugiere que desde las 9 horas de experimentacion la célula
puede responder a los cambios suscitados por la cirugia experimental. A partir de las 9
horas después de la obstruccion biliar, existe un incremento en el nivel hepatico de GSH
total, el cual se mantiene presente hasta el término de la experimentacion. Este incremento
sugiere un mecanismo de proteccion celular contra el posible dafio oxidativo que se pudiera

estar presentando debido al proceso quirdrgico al que fue sometido el animal.

En este trabajo, se pretendia, no s6lo conocer el nivel de GSH total hepético, sino

conocer la concentracion correspondiente al GSH y al GSSG presente en la célula.

Los resultados mostraron que la cantidad de GSH se mantiene en las primeras horas
dentro de los niveles normales con respecto a los animales testigo. Posteriormente, los
niveles comenzaron a elevarse a las 9 horas y permanecieron incrementados al término de

la experimentacion.

Las variaciones relacionadas con los niveles hepaticos de GSH total y GSH,
podrian estar relacionadas con variaciones en las actividades enzimaticas de la glutation
reductasa y la glutatiéon sintetasa. De las cuales s6lo se determind la actividad de la

glutation reductasa, la cual se discutird mas adelante.
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Se presento un incremento importante en los niveles de GSSG en el grupo problema
de 6 horas. Lo cual concuerda con el incremento observado a la misma hora para la
determinacion de la actividad enzimatica de la glutatién peroxidasa, enzima que participa
en la detoxificacion de peréxidos utilizando al glutatiéon y provocando asi la oxidacién del

mismo.

Los resultados obtenidos para la determinacion de GSSG hepético pueden estar
relacionados con los niveles de GSH total y por lo tanto de GSH. Se sugiere que al verse
incrementado el GSSG, la célula pudiera estar sintetizando GSH, lo cual se ve reflejado en

el aumento de GSH hepético y por lo tanto de GSH hepatico total.

Al no existir, cambios significativos en la actividad enzimdtica de la glutation
reductasa, se descarta la posibilidad de su intervencion en los resultados observados para
las determinaciones de GSH hepatico total, reducido y oxidado, y se sugiere que se podrian
esperar variaciones importantes en la actividad enzimdtica de la glutatiéon sintetasa. Sin

embargo ésta no fue determinada.

La relacion GSH/GSSG es un pardmetro clave del estado redox del glutation
celular, y provee una medida de la presencia de dafio oxidativo (Head, 2002). En este
trabajo, la relacion GSH/GSSG manifiesta variaciones significativas a partir de las 9 horas
hasta el término de la experimentacion. Estos cambios concuerdan con todos los datos

obtenidos para el sistema del glutation.

La peroxidacién lipidica es un mecanismo establecido de dafio celular en plantas y
animales, y es utilizada como un indicador de estrés oxidativo en células y tejidos. Consiste
en que las especies reactivas del oxigeno actian sobre los lipidos de la membrana celular
produciendo perdxidos lipidicos que son inestables y se descomponen para formar una serie
de compuestos complejos incluyendo compuestos activos con dtomos de carbono, como

MDA y 4-HDA.
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La exposicion de los hepatocitos a los dcidos biliares hidrofébicos, llevan a la
produccién intracelular de radicales libres y perdxidos lipidicos. Estudios en animales
utilizando modelos de obstruccién biliar extrahepética han mostrado que los productos de
peroxidacion lipidica como el MDA se encuentran incrementados en el higado colestasico

(Weinberger, 2002).

En este trabajo, se llevé a cabo la determinacién de las especies caracteristicas de la
peroxidacion lipidica, con la finalidad de encontrar si existia o no dafio sobre las
membranas celulares de las células hepdticas de rata. Se encontré que no existian cambios
significativos con respecto a los animales testigo. Es por esto que al relacionar estos datos
con los obtenidos en el sistema del glutation, se sugiere que mientras se mantenga el estado
reductor de la célula, no existird dafio alguno y por lo tanto el higado mantendra su

funcionalidad, al menos dentro de las primeras 24 horas de experimentacion.

Dentro de los antioxidantes que responden a los cambios suscitados por la cirugia
experimental se encuentra el glutation y también las metalotioneinas (MTs). Brambila y col.
(1999) encontraron que existen incrementos en los niveles de MT hepética alrededor de las
9 horas de experimentacion, llegando a un méximo de concentracién a las 12 horas
posteriores a la cirugia. En seguida, MT disminuye lentamente pero permanece elevada
incluso al terminar la experimentacién, por lo que concluyen, entre otras cosas, que heridas

traumaticas, tales como la cirugia, resultan en una produccién de MT.

Posiblemente, existe cierta relacién entre GSH y MTs. Hidalgo, (1990) sugiere que
los niveles de MT, GSH vy cisteina se encuentran de alguna manera relacionados. Haidara,
(1999) menciona que la induccién de MTs atenta los efectos de los depletores del glutation

en hepatocitos de rata, por lo que MT es parte del sistema antioxidante de los hepatocitos.

Se tiene evidencia de que las células hepaticas de rata presentan dafio si el periodo
de colestasis experimental se extiende durante varios dias, provocando una cirrosis hepética

y la pérdida de funcionalidad del 6rgano.
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En este trabajo, se estudid el entorno metabdlico generado durante las primeras 24
horas de obstruccion biliar experimental en ratas. Es evidente que después de un proceso
inflamatorio como lo es la cirugia experimental surgen cambios bioquimicos y fisiolégicos
importantes. Los resultados obtenidos sugieren que dentro de un periodo de 24 horas, los
hepatocitos mantienen sus mecanismos antioxidantes viables, por lo tanto, la capacidad
antioxidante del higado para responder a estas variaciones es suficiente como para evitar el
dafio por causa del estrés oxidativo. Lo anterior permite decir que es posible contar con un
periodo de 24 horas, para remover la causa de la obstruccién biliar, evitando asi el dafio en

los hepatocitos.

Los resultados obtenidos en este trabajo y los ya publicados por Brambila y col.
sugieren que dentro de un periodo de 24 horas, tanto glutation como MTs tienen un papel
importante en la defensa de la integridad de las células hepéticas de rata contra el estrés

oxidativo, provocado por una obstruccién biliar experimental.
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