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Resumen

Introduccioén. La cirrosis hepatica se presenta como
uno de los mayores problemas de salud publica a
nivel mundial. Se ha avanzado considerablemen-
te en el conocimiento de los aspectos moleculares
de esta enfermedad. El entendimiento detallado de
dicho mecanismo seria la base para investigar las
posibilidades terapéuticas en la reversion de la fi-
brogenesis. Objetivo. Determinar el efecto de la te-
rapia con dexametasona sobre la fibrogénesis y la
funcién hepatica en un modelo experimental murino
de cirrosis. Materiales y método. Se utilizaron 36
ratas wistar, procedentes del bioterio de la Univer-
sidad de Caldas, a las cuales se les indujo cirrosis
con tetracloruro de carbono (CCl4). El proyecto fue
avalado por la comision de ética para la investiga-
cion con animales de la Universidad de Caldas. Se
conformaron dos tratamientos (T1=CCl4 y T2=CCl4
+ dexametasona). Se tomaron muestras cada dos
semanas para histopatologia y medicién plasmati-
ca de albumina. Los tratamientos se distribuyeron
en un Disefio Irrestrictamente al Azar, conformado
por 2 tratamientos, 5 repeticiones y tres animales
por unidad experimental y un grupo control (n=6).
Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA), fijando
una p=0.05 y se utilizd la prueba de comparacion
multiple de Tukey en la presencia de diferencia es-
tadisticamente significativa. Resultados. No se ob-
servaron diferencias significativas en la fibrogéne-
sis, infiltracion leucocitaria y degeneracién vacuolar
entre tratamientos. En T2 se observé un consumo

de alimento y un peso corporal estadisticamente in-
ferior a T1; los niveles plasmaticos de albumina en
T2 fueron estadisticamente superiores a T1. Con-
clusién. La aplicacién de dexametasona mantuvo
un nivel de albumina plasmatica superior, lo que
podria indicar una mejor funcionalidad hepatica; no
se observaron diferencias en la progresion de la fi-
brogénesis con este tratamiento.

Palabras clave: albumina, cirrosis, corticoides, fi-
brogenesis.

Effect of the application of dexamethasone
on the evolution of the chronic liver disease,
in a murine experimental model

Abstract

Introduction. Liver cirrhosis is one of the biggest
public health problems Worldwide. There have been
great advances in learning about the molecular as-
pects of this disease. The detailed knowledge of such
mechanism would be the basis of research about
the therapeutic possibilities in the reversal of fibro-
genesis. Objective. To Determine the effect of the
therapy with dexomethasone on fibrogenesis and on
the liver’s function in a cirrhosis murine experimental
model. Materials and method. 36 Wistar rats were
used. They came from the Universidad de Caldas’
vivarium and they were given cirrhosis with carbon
tetrachloride (CCl4). The project was supported
by the Universidad de Caldas” Ethics Commission
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for Research with Animals. Two treatments were
taken (T1=CCl4 and T2=CCl4 + dexamethasone).
Samples were taken every two weeks for histopa-
thology and plasma albumin measurement. Those
treatments were distributed in an Unrestricted Ran-
dom Design, made up by 2 treatments, 5 repetitions
and three animals per experimental unit and a con-
trol group (n=6). A variance analysis (ANOVA) was
performed, fixing a p<0.05 and the Turkey’s multiple
comparison test was performed when a statistically
significant difference appeared. Results. Significant
differences were not observed in the fibrogenesis,
leukocyte infiltration and vacuolar degeneration bet-
ween treatments. In T2, reduced food consumption
and a body weight loss statistically inferior to that
of T1 were observed. Conclusion. The application
of dexamethasone kept a superior plasma albumin
level, which possibly means a better function of the
liver. No differences were observed in the fibrogene-
sis progression with this treatment..

cirrhosis, corticosteroids,

Key words: albumin,

fibrogenesis.

Efeito da aplicagao de dexametasona na
evolucgao da doenga hepatica crénica, num
modelo de experimentagao murino

Resumo

Introdugédo. A cirrose hepatica se apresenta como
um dos maiores problemas de saude publica a nivel
mundial. Avancou-se consideravelmente no conhe-
cimento dos aspectos moleculares desta doenga. O
entendimento detalhado de dito mecanismo seria a

base para pesquisar as possibilidades terapéuticas
na reversédo da fibrogenesis. Objetivo. Determinar
o efeito da terapia com dexametasona sobre a fi-
brogénesis e a fungdo hepatica num modelo expe-
rimental murino de cirrose. Materiais e método.
Utilizaram-se 36 ratos wistar, procedentes do bio-
tério da Universidade de Caldas, as quais se lhes
induziu cirroses com tetracloruro de carbono (CCl4).
O projeto foi avalizado pela comisséo de ética para
a investigacdo com animais da Universidade de Cal-
das. Conformaram-se dois tratamentos (T1=CCl4 e
T2=CCl4 + dexametasona). Tomaram-se mostras
cada duas semanas para histopatoldgica e medicao
plasmatica de albumina. Os tratamentos se distri-
buiram num Desenho Irrestritamente a esmo, con-
formado por 2 tratamentos, 5 repeticdes e trés ani-
mais por unidade experimental e um grupo controle
(n=6). Realizou-se a analise de variancia (ANOVA),
fixando um p=<0.05 e se utilizou a prova de compa-
ragdo multipla de Tukey na presenga de diferenga
estatisticamente significativa. Resultados. Nao se
observaram diferengas significativas na fibrogéne-
sis, infiltracdo leucocitaria e degeneragéo vacuolar
entre tratamentos. Em T2 se observou um consumo
de alimento e um peso corporal estatisticamente in-
ferior a T1; os niveis plasmaticos de albumina em T2
foram estatisticamente superiores a T1. Conclusao.
A aplicacdo de dexametasona manteve um nivel de
albumina plasmatica superior, o que poderia indicar
uma melhor funcionalidade hepatica; ndo se obser-
varam diferencas na progressdo da fibrogénesis
com este tratamento.

Palavras importantes: albumina, cirrose, corticoi-
des, fibrogenesis.

Introduccion

Muchas enfermedades hepaticas crénicas se ca-
racterizan por el depdsito de tejido fibroso y la
aparicion de cirrosis en Ultima instancia. Una vez
se llega a este estadio, el prondstico es malo, y el
trasplante de higado es la uUnica alternativa real
de aumentar la sobrevida en estos pacientes;
no obstante, dicha posibilidad es costosa y esta
disponible para muy pocos enfermos’. La cirrosis
hepatica se presenta como uno de los mayores
problemas de salud publica en el mundo?.

Se ha avanzado considerablemente en el co-
nocimiento de los aspectos moleculares de la
cirrosis hepatica. El entendimiento detallado de
dicho mecanismo seria la base para investigar
las posibilidades terapéuticas en la reversién
de la fibrogénesis®.
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La regulacién celular y molecular de la fibro-
sis hepatica proporciona una explicacion de la
posible reversibilidad del proceso*. La acumu-
lacién de matriz extracelular en enfermedades
cronicas del higado no es un acontecimiento
unidireccional, sino un proceso dinamico y re-
gulado que se puede intervenir®.

Bajo ciertos estimulos la célula estrellada cam-
bia su fenotipo y funcionalidad, y se convierte
de una unidad quiescente que almacena reti-
noides, a una célula proliferativa con caracte-
risticas contractiles y gran capacidad de gene-
rar matriz extracelular con abundante colageno
tipos I, Il y Il en el espacio perisinusoidal o de
Disse, lo que dificulta el intercambio de sustan-
cias entre el capilar y los hepatocitos®. Los me-



diadores clave en la activacién y proliferaciéon
de células hepaticas estrelladas incluyen una
amplia gama de citocinas, intermediarios reac-
tivos de oxigeno, y otras sefales paracrinas y
autocrinas’.

La fibrogénesis esta directamente relacionada
con la liberacion de dichos mediadores desde
las células inflamatorias®.

A la luz del entendimiento en la fisiopatologia
de la fibrogénesis, se han hecho esfuerzos
para desarrollar compuestos que atenuen la
respuesta fibrética e idealmente den lugar a su
regresion®. Sin embargo, en la actualidad no se
dispone de una cura definitiva y los tratamien-
tos disponibles solo atenuan los sintomas'®.
Durante afios se ha investigado la manera de
revertir el proceso fibrético. Farmacos como
la colchicina, interleucina 10, pentoxifilina, S-
adenosina y diversos glucocorticoides han sido
empleados en la terapia de la fibrosis hepatica
progresiva, con resultados variables y contra-
dictorios™. Algunas sustancias se han estudia-
do poco y faltan ensayos clinicos controlados
que avalen o desautoricen su uso™. El modelo
experimentacion murino ha sido de gran ayuda
en la investigacion preliminar de estos medica-
mentos, como un paso que precede a la indi-
cacion de los mismos en el ser humano.

Cuando la fibrosis hepatica esta avanzada
causa complicaciones graves o mortales, in-
cluyendo el sangrado varicoso, la formacién

de ascitis, sindrome hepatorrenal y carcinoma
hepatocelular™.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de la aplicacion de dexametasona en la pro-
gresion de la fibrogenesis hepatica y los nive-
les plasmaticos de albumina en un modelo ex-
perimental murino de cirrosis.

Materiales y método

El experimento se llevé a cabo en las instalacio-
nes del bioterio de la Universidad de Caldas, ubi-
cado en la ciudad de Manizales a 2,150 m. s. n.
m. con temperatura promedio de 20 °C y hume-
dad relativa de 78%. El proyecto fue avalado por
el comité de ética de la Universidad de Caldas.

Animales. Se utilizaron 36 ratas Wistar, proce-
dentes del bioterio de la Universidad de Caldas.
Se distribuyeron en 30 cajas plasticas transpa-
rentes con 500 gramos de cascarilla de arroz
como cama con recambio semanal, ademas de
objetos de enriquecimiento ambiental como tu-
bos plasticos, papel, heno y trozos de madera.

Alimentacion. Los animales fueron alimenta-
das ad libitum hasta los siete meses de edad
con una dieta balanceada que contenia 18%
de proteina bruta, 4% de extracto etéreo, 5%
de fibra bruta, 1,0% de calcio y 0,8% de fosforo
total. Después de este periodo, se inici6 la eta-
pa de adaptaciéon de ocho dias a la dieta AIN
76 (tabla 1) descrita por el American Institute of
Nutrition para ratas de laboratorio™.

Tabla 1. Composicion dieta AIN 76.

Materia prima

Gr de materia prima /Kg de dieta

Sucrosa 500
Caseina 200
Fécula de maiz 150
Celulosa 50
Aceite de maiz 50
DL metionina 3
Cloruro de colina 2
Total 1000gr

Los animales se pesaron semanalmente desde
el inico del experimento, en una bascula digital;
también se registré en una ficha de seguimien-

to el consumo de alimento diario, la mortalidad
y los signos clinicos observados en cada tra-
tamiento.
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El alimento se fabrico en la Unidad Tecnoldgica
de Alimentos de la Universidad de Caldas; para
tal efecto se utilizé: una mezcladora de tipo cilin-
drico con 50 L de capacidad. Cada ingrediente
de la dieta fue vertido al aparato, ademas, 6%
de agua a 60 °C, permitiendo una mezcla unifor-
me durante 15 minutos. La mezcla fue pasada
por un molino con criba (Omega®) para formar
los pellets, que fueron secados en un horno a
temperatura promedio de 55°C, durante 2 horas
para disminuir la humedad y lograr conservar el
alimento. El alimento se almacendé a -4°C en
un congelador (Electroluz®).

Induccion de dafno hepatico: A los ocho meses
de edad, se indujo dafio hepatico con la admi-
nistracién subcutanea de tetracloruro de carbo-
no segun el protocolo descrito en la literatura'®,
a una tasa de dilucion de 1:1 en aceite de oliva;
se aplicd dos veces por semana, 1 mL / kg de
peso corporal /subcutaneo, durante diez sema-
nas, tiempo en el cual se evalud la progresion
de la enfermedad.

Disefio experimental y analisis estadistico:
Los tratamientos se dividieron en un Disefio
Irrestrictamente al Azar, conformado por 2 tra-
tamientos, 5 repeticiones y tres animales por
unidad experimental. Ademas, se conformo
un grupo control de seis individuos. Se realiz6
el analisis de varianza (ANOVA), fijando una
p<0.05 y se utilizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey en la presencia de diferencia
estadisticamente significativa.

Tratamientos: Se utilizaron dos tratamientos y
un grupo control.

Control: Sin aplicacion de medicamentos.

T1 (Tratamiento CCl4): Se aplicé CCI 4, dos
veces por semana.

T2 (Tratamiento dexametasona): Se aplico
CCl4 y dexametasona 1mg/kg/subcutaneo/2
veces por semana.

Toma de muestras: A partir de la sexta semana,
se realiz6 la eutanasia de 12 animales (cinco
por tratamiento), y dos en el grupo control. Se
repitié el procedimiento la semana ocho, y por
ultimo la semana 10. La eutanasia se realizd
con el gas anestésico isofluorano (Isorane®,
Lab. Abbot) segun lo recomendado por la Ame-
rican Veterinary Medical Association'®, aplican-
do una mascarilla que se adapta a la cara, y
esta se conecta con un dispositivo que contie-
ne una gasa impregnada en el anestésico.

Una vez logrado el paro cardiorrespiratorio ge-
nerado por el anestésico, se tomd muestra de
sangre intracardiaca sin anticoagulante, para
medicion de albumina plasmatica, muestra de
tejido hepatico de l6bulo central, utilizando como
conservante y fijador formol 10%. A la necropsia
se registraron los hallazgos macroscopicos.

Las muestras de tejido hepatico fueron colorea-
das con hematoxilina-eosina. La lectura se rea-
liz6 teniendo en cuenta el grado de actividad o
cantidad de inflamacién en una escala de valo-
res de 0 a 3, en donde 0 es ninguna actividad y
3 es actividad necroinflamatoria masiva (tabla
2). El estado de fibrosis también se midié bajo
la misma escala, de 0 a 3. Esta escala utiliza-
da se baso en el sistema marcador METAVIR,
disefiado especialmente para pacientes con
hepatitis” y a diferencia de este, en este estu-
dio se tomo el grado de actividad y fibrosis en
todas las zonas del acino hepatico.

Tabla 2. Graduacién histopatolégica del dafno hepatico

Grado Lesion 0 1 2 3
Actividad inflamatoria Ninguna Leve Moderada Severa
Degeneracion (Vacuolizacién) Ninguna Leve Moderada Severa
Fibrosis Ninguna Leve Moderada Severa

36 REVISTA LASALLISTA DE INVESTIGACION -Vol. 8 No.2



Resultados

En este estudio no se observaron diferencias
entre tratamientos en el grado de infiltracién
leucocitaria, fibrosis y vacuolizacion hepéatica.
No obstante, se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas entre tratamientos,
al evaluar las variables consumo de alimento,
peso corporal y concentracion plasmatica de
albumina.

Los animales tratados con dexametasona mos-
traron un consumo de alimentos y un peso cor-
poral estadisticamente inferior al grupo CCl4;
los niveles plasmaticos de albumina en dicho
tratamiento presentaron un nivel superior.

Si bien los niveles plasmaticos de albumina en
el tratamiento dexametasona fueron significa-
tivamente mayores (P<0.05), no alcanzaron a
mantenerse dentro del nivel fisiolégico (su pro-
medio fue de 32.5 gr/dL). En el grupo control
estos niveles estuvieron dentro del rango fisiol6-
gico: 35-40g/dL, con un promedio de 35,2¢g/ dL,
mientras que en el tratamiento CCl4 el prome-
dio se mantuvo en 28.2 gr /dL.

Durante el experimento no se presentaron sig-
nos compatibles con fallo hepatico en ningun
tratamiento; de otra parte, durante las necrop-
sias tampoco se hallaron evidencias macros-
copicas importantes de dafio hepatico; sin
embargo, el estudio histopatoldgico reveld da-
fAos severos al drgano en ambos tratamientos
como degeneracion, fibrosis y necrosis de la
zona centrolobulillar.

Discusion

Los corticosteroides son potentes antiinflama-
torios con una amplia gama de efectos meta-
bdlicos y farmacoldgicos; reducen la migracion
de leucocitos polimorfonucleares, la extravasa-
cion de monocitos y suprimen la actividad fa-
gocitica'™. De otra parte, estos medicamentos
también disminuyen la produccion de radicales
libres y citocinas por parte de los leucocitos.
Ademas, a largo plazo tienen un profundo efec-
to impidiendo la elaboracién de colageno a par-
tir de los fibroblastos™®.

Esta claramente establecido que el colageno
depositado en el higado cirrético proviene de

las células estrelladas activadas y los miofibro-
blastos hepaticos?. Por todo esto, los corticoi-
des serian una alternativa atractiva desde el
punto de vista terapéutico para intervenir la fi-
brogénesis en un higado lesionado. De hecho,
se han utilizado de manera rutinaria, pero no
carente de cierto empirismo, en un sindrome
infantil caracterizado por atrofia del colédoco y
desarrollo de cirrosis?"

En este trabajo la aplicacién de dexametasona
no afectd el grado de infiltracion leucocitaria,
el depésito de tejido fibroso y la aparicién de
degeneracion vacuolar en el higado. Hallaz-
gos que coinciden con otro reporte donde no
se observo efecto favorable en la fibrogénesis y
progresion de la cirrosis cuando se medicaban
corticoides?. Por el contrario, en un estudio de
cirrosis inducida en ratas con ligadura del colédo-
co, la terapia de prednisolona sola o en combina-
cién con pentoxifilina redujo la fibrogénesis?®.

Los datos referentes al uso de corticoides en
afecciones hepaticas son confusos y a veces
contradictorios. De un lado, se afirma que los
corticoides pueden detener la fibrosis del higa-
do danado?, reducir la mortalidad en hepatitis
alcohdlica grave® y disminuir la expresion de
citocinas proinflamatorias en pacientes con ci-
rrosis alcohdlica?®. Se consideran la piedra an-
gular en la terapia a largo plazo de la hepatitis
inmunomediada canina? y humana?. De otra
parte, el uso prolongado de estas sustancias
puede generar una vacuolizacion hepatica de-
generativa que ocasionalmente desemboca en
necrosis?®. Ademas, la terapia con prednisolo-
na en personas que padecian hepatitis inmu-
nomediada fue asociada a la aparicion de gra-
ves complicaciones como diabetes mellitus®.

La medicién de albumina plasmatica se utiliza
tradicionalmente como un indice de funcién he-
patica. La disminucion de la sintesis de albu-
mina en el higado y el catabolismo acelerado
de las proteinas musculares, con frecuencia
estan presentes en el paciente con fallo hepati-
co®'. Hasta el 90% de estos pacientes presen-
ta algun grado de desnutricion relacionada con
las proteinas y la energia®.

El tratamiento con dexametasona mostré una
diferencia significativa, al presentar niveles su-
periores de albumina en plasma. En este en-
sayo, los corticoides no evitaron la progresion
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del dafo hepatico, ni la formacién de tejido fi-
brético, pero tuvieron un efecto benéfico en la
funcion del érgano al preservar los niveles de
albumina mas cerca de lo fisiolégico.

Una concentracion muy baja de albumina pro-
duce disminucion de la presion oncética, lo que
trae como consecuencia en el paciente con fallo
hepatico el desarrollo de ascitis y edema perifé-
rico®. En este experimento no se observo sinto-
matologia relacionada con hipoalbuminemia.

Se observé que las ratas tratadas con dexame-
tasona presentaron un peso corporal inferior al
grupo CCl4, efectos que pueden explicarse
debido a las propiedades catabdlicas de los
corticoides®*. Estos medicamentos aumentan
el nivel de aminoacidos en el plasma a expen-
sas de una mayor desintegracion de proteinas
en el musculo; también entorpecen el trasporte
de aminoacidos a través de la membranas ce-
lulares, excepto en el higado, donde esta incre-
mentado para favorecer la gluconeogénesis y
la sintesis de proteinas plasmaticas®. Ddebido
a esta particularidad farmacoldégica, los pacien-
tes con fallo hepatico tratados con corticoides
podrian beneficiarse de la suplementacién con
aminoacidos de cadena ramificada.

Conclusion

La terapia con corticoides en un paciente con he-
patitis inducida por tdxicos podria mantener un
nivel de albumina mas cerca de lo fisioldgico evi-
tando la formacién de edemas por disminucion
de la presion oncdtica, pero no alteraria la progre-
sién de la fibrogénesis, la infiltracion leucocitaria y
el grado de vacuolizacién. Se requieren estudios
adicionales para establecer si el tratamiento con
corticoides puede mejorar la expectativa de vida
en pacientes con fallo hepatico toxico.
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