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RESUMEN

La malnutricién calérico-proteica es una condicién frecuente
en la falla hepética. El objetivo fue evaluar el efecto de la su-
plementacion con aminoéacidos de cadena ramificada (ACR),
en la dieta de ratas con hepatitis crénica. Se generé dano
hepético, aplicando tetracloruro de carbono (CCL4), durante
diez semanas, en todos los tratamientos, excepto en el con-
trol. Las unidades experimentales fueron asignadas aleatoria-
mente a seis tratamientos: valina, leucina, isoleucina, los tres
ACR, CCL4y control, con cinco repeticiones por tratamiento
y tres animales por unidad experimental. Se midi6 la concen-
tracion sérica de albimina. Las lesiones tisulares histopato-
légicas fueron evaluadas, asignando un valor de cero a tres
a variables, como infiltracion celular, vacuolizacién y fibrosis.
Se monitored la ganancia de peso, el consumo de alimento
y los signos relacionados con dafo hepéatico. Las muestras
fueron tomadas en la semana 6, 8 y 10 del experimento. Se
realizé6 un andlisis de varianza, fijando una significancia de
p<0,05y la prueba de comparacién multiple de Tukey, en la
presencia de diferencia estadisticamente significativa. El su-
plemento de la dieta con ACR no alter6 la progresion de la fi-
brogénesis; sin embargo, las ratas bajo el tratamiento valina,
mostraron un peso significativamente superior. Los animales
en los tratamientos leucina y valina exhibieron un consumo
de alimento significativamente superiores. En ningun trata-
miento se observaron signos de insuficiencia hepética. Se
concluye que la suplementaciéon con ACR valina y leucina
podrian tener un efecto benéfico en el desbalance proteico,
que se presenta en la enfermedad hepatica crénica.

Palabras clave: Enfermedad hepética, aminoécidos de cade-
na ramificada, desnutricion proteica.

SUMMARY

Malnourishment is a common condition of hepatic failure.
Our objective was to evaluate the effect of supplementation
with branched-chain amino acid (BCAA) in the diet of rats
with chronic hepatitis. Liver damage was generated using
carbon tetrachloride (CCls) for ten weeks in all treatments
except control. Experimental units were randomly assigned to
six treatments: valine, leucine, isoleucine, three BCAA, CCls
and control, five replicates per treatment, and three animals
per experimental unit. Serum albumin concentrations were
compare. Tissue injury level was histopathologically graded
from zero to three looking for disturbances such as cellular
infiltration, fibrosis, and vacuolization. Also, weight gain, food
intake, and liver damage signs were monitored. Samples
were taken at week 6, 8, and 10. When the effect of treatment
was significant (p <0.05) in the analysis of variance, multiple
comparisons were adjusted with Tukey-Kramer method. The
dietary supplement with BCAA does not alter the progression
of fibrogenesis. However, rats under valine treatment showed
significantly more weight. Animals in leucine and valine
treatments exhibited significantly higher food intake. No
signs of liver failure were observed in any treatment. As
conclusion, valine and leucine supplementation could have a
positive effect in the protein imbalance present in the chronic
liver disease.

Key words: Chronic hepatitis, branched chain amino acids,
protein malnutrition.

INTRODUCCION

La malnutricién calérico-proteica es una condicién frecuen-
te, compleja y multifactorial en la falla hepética, que se pre-
senta hasta en un 90% de los pacientes con cirrosis (Larsen,
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2008) y esta fuertemente asociada a mayor morbilidad y
mortalidad (Khanna & Gopalan, 2007).

La disminucién en el consumo de proteinas, causado por la
sensacion de saciedad, la alteracién del sentido del gusto y
la incapacidad del higado para metabolizar glucosa, puede
desarrollar un estado catabdlico y caquexia (Charton, 2006).
De otra parte, existe en estos pacientes una alteracién en la
relacién de los aminoacidos de cadena ramificada (ACR) y
los aminoécidos arométicos (AAA), que se caracteriza por
una disminucién notable de los primeros (Larsen, 2008; Taji-
ri & Shimizu, 2013), siendo este tipo de aminoacidos un sus-
trato importante para la detoxificacién cerebral e inhibicion
de la protedlisis del musculo esquelético (Kondrup, 2006).

La desnutricién proteica en la cirrosis esta usualmente carac-
terizada por la reduccién en la albimina sérica y la disminu-
cién del volumen del musculo esquelético. Existe una corre-
lacién altamente significativa entre los niveles plasméticos de
albumina y los ACR, donde los niveles bajos de ACR en plas-
ma van asociados a hipoalbuminemia (Yoshida et al. 1989).

Del mismo modo, el higado juega un papel importante en el
metabolismo energético. Los pacientes con cirrosis presen-
tan un deterioro en la acumulacién del glucégeno, debido
a la atrofia del érgano y, por lo tanto, desarrollan estados
catabdlicos severos, cuando se presenta ayuno (Nakaya et
al. 2007).

Las hepatopatias crénicas, con frecuencia, son incurables,
ya que los tratamientos instaurados no detienen la progre-
sién de la enfermedad a cirrosis y la consecuente falla hepa-
tica. La terapia, se realiza dirigida al control de los sintomas
que se van desarrollando y en evitar las complicaciones se-
cundarias. Las modificaciones dietéticas, con base en el ba-
lance de la calidad y la cantidad de proteina, se mantienen,
como uno de los pilares del tratamiento para la enfermedad
hepética cronica (Garcia et al. 2007; Tajiri & Shimizu, 2013).

El trasplante hepatico es la Unica alternativa de supervivencia
a largo plazo cuando existe cirrosis, pero debido a la poca
disponibilidad de érganos y los altos costos de la cirugia,
no estéd ampliamente disponible (Garcia et al. 2007). En la
actualidad, la terapia de la falla hepética, tanto en animales
como en el hombre, estd muy lejos de haber alcanzado un
objetivo éptimo y sigue planteando serios retos en la investi-
gacién (Muddu et al. 2007).

La terapia con ACR en pacientes con fallo hepético, se ha
intentado en el pasado y, en la actualidad, existen conceptos
contradictorios al respecto. Algunos autores no han encon-
trado efectos benéficos (Charton, 2006), mientras que otros
han observado que mejoran la relacién de ACR/AAA en plas-
ma (Nakaya et al. 2002), la ganancia de peso, el aumento de

la albumina plasmética y la calidad de vida (Moriwaki et al.
2004; Chen et al. 2015) y disminuyen los signos de encefalo-
patia (Marchesini et al. 2005; Tajiri & Shimizu, 2013).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la suple-
mentaciéon en la dieta con ACR, en ratas con enfermedad
hepética crénica.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo, se llevé acabo en el bioterio de la
Universidad de Caldas, ubicado en Manizales, Colombia, a
2.150msnm, con una temperatura promedio de 20°C y hu-
medad relativa de 78%. Las dietas evaluadas fueron elabo-
radas en la Unidad Tecnolégica de Alimentos y los anélisis
histopatolégicos y sanguineos en los laboratorios de Pato-
logia Veterinaria y Patologia Clinica de la misma institucién.
La presente investigacién fue avalada por el comité de ética
para la experimentacién con animales de la Universidad de
Caldas, acta nimero 2 de abril 28, 2009.

Se utilizaron 81 ratas (Rattus norvegicus), linea Wistar, con
un peso inicial aproximado de 257g y ocho meses de edad,
procedentes del bioterio de la Universidad de Caldas. Se
distribuyeron en 25 cajas plésticas trasparentes de 40cm de
largo, 30 de fondo y 50 de alto (Vanyplas®), con 500g de
cascarilla de arroz, como cama, con recambio dos veces a
la semana.

El alimento, se dispuso ad libitum. Hasta los siete meses de
edad recibieron una dieta balanceada, que contenia 18% de
proteina bruta, 4% de extracto etéreo, 5% de fibra bruta, 1%
de calcio y 0,8% de fésforo. Después de este periodo, los
animales tuvieron una etapa de adaptacién a la dieta expe-
rimental, con un cambio gradual de ocho dias, hasta recibir
el 100% de la dieta experimental basica, la cual, no contenia
ACR, ni preservantes.

Los animales, se pesaron semanalmente desde el inicio del
periodo experimental, en una béscula digital. De igual ma-
nera, en una ficha de seguimiento, se realizé el registro del
consumo de alimento diario, la mortalidad y los signos clini-
cos observados en cada tratamiento.

Como dieta bésica experimental, se utilizé la AIN 76, descrita
por el American Institute of Nutrition para ratas de labora-
torio (AIN, 1977), que contiene por cada kilogramo: 500g/
sacarosa, 200g/caseina, 150g/fécula de maiz, 50g/celulosa,
50g/aceite de maiz, 30g/metionina, 20g/cloruro de colina.
A esta dieta, se adiciond leucina, isoleucina y valina, para
formar los diferentes tratamientos.

Una vez formuladas las dietas experimentales, se procedio
a su elaboracién en una mezcladora de tipo cilindrica, con
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50L de capacidad, adicionando todos los ingredientes y 6%
de agua a 60°C. Se mezclaron los ingredientes durante 15
min; posteriormente, la mezcla se pasé por un molino con
criba (Omega®), formando los pellets, que fueron secados
en un horno, a una temperatura promedio de 55°C, durante
dos horas y, luego, almacenados en el congelador, a -4°C,
hasta su uso.

Superado el periodo de adaptacién a la dieta, se indujo el
dano hepético, en todos los animales, con la aplicacién sub-
cutédnea de CCL4, menos en el grupo control, segin el pro-
tocolo de Proctor & Chatamra (1984). EL CCls, se prepard
disuelto en aceite de oliva, en una proporcién de 1:1. Esta
mezcla, se aplicé dos veces por semana, a las dosis de 1mL/
kg de peso corporal, por via subcuténea, durante diez sema-
nas.

A la sexta, octava y décima semana de aplicar el CCL4, se
muestre6 un animal por unidad experimental, para obser-
var los efectos de los tratamientos. Los animales fueron sa-
crificados con una sobre dosis de isofluorano (Isorane Lab.

Abbot®), seglin lo establecido por la American Veterinary
Medical Association (2007). Una vez logrado el paro cardio-
rrespiratorio, se tomo la muestra de sangre intracardiaca sin
anticoagulante y una muestra de tejido hepético, utilizando,
como conservante, formol al 10%. A la necropsia del animal,
se registraron los hallazgos macroscépicos.

En el Laboratorio de Patologia Clinica, las muestras de san-
gre se centrifugaron a 2000rpm, durante 15min, para la ob-
tencion de suero y la medicion de albimina. Las muestras
de tejido hepatico fueron coloreadas con hematoxilina-eosi-
na. La lectura de las placa, se realizé teniendo en cuenta el
grado de actividad inflamatoria, vacuolizacién y fibrosis, asig-
nando una escala de cero, a tres a cada variable, donde cero
no presenta actividad y tres presenta la actividad méxima,
adaptando el sistemna marcador METAVIR (Theise, 2007), es-
pecialmente disefiado, para pacientes con hepatitis.

Los animales, se distribuyeron en 6 tratamientos, en un dise-
fno irrestrictamente al azar, formado por cinco repeticiones y
tres animales por unidad experimental (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos experimentales, cantidad en gramos de aminoéacidos de cadena ramificada, suplementados por cada

100g de dieta experimental.

Tratamiento CCla leucina isoleucina valina
TO CCL4 + 1,620 1,000 1,228
T1 ACR + 2,694 1,522 1,832
T2 leucina + 2,994 0,922 1,132
T3 isoleucina + 1,494 1,672 1,132
T4 valina + 1,494 0,922 2,007
T5 control - 1,620 1,000 1,228

(+)= 1 mLCCL+« de peso vivo durante diez semanas, subcutaneo, durante 10 semanas; (-)=no aplica.

Se realizé un anélisis de varianza (ANOVA), fijando la p<0,05
y se utilizé la prueba de comparacién multiple de Tukey, en la
presencia de diferencia estadisticamente significativa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo, ningln tratamiento con adicién de ACR
alteré la progresion de la fibrogénesis ni el dano hepético;
no se observaron diferencias estadisticas significativas en
la evaluacién histopatolégica de las variables vacuolizacién,
infiltracién celular y fibrosis en los diferentes tratamientos.
En general, las lesiones histopatolégicas mas notorias ob-
servadas fueron vacuolizacién acompanada de degenera-
cién grasa y fibrosis centrolobulillar o puentes fibrocitos de
comunicacién porto-central, que se manifestaron de manera
progresiva y con mayor intensidad, a medida que progresa-

ba el experimento en todos los tratamientos, en los cuales, el
CCLx4 estaba presente.

El estudio histopatoldgico realizado en la semana seis mos-
tré vacuolizacion vy fibrosis leve alrededor de la vena central
del lobulillo hepético en todos los tratamientos, excepto en
el grupo control, que mostré normalidad (Figura 1). Poste-
riormente, en la semana ocho, se presentaron estas lesiones
con mayor intensidad, pero con la misma severidad en todos
los tratamientos; durante la semana diez, se observaron va-
cuolizacién y fibrosis importantes, con severa reduccion del
tejido hepaético funcional.

Los niveles plasmaticos de albumina en los tratamientos con
ACR, leucina, valina e isoleucina estuvieron por debajo del
nivel fisiol6gico 35-40g/dl y no se observé diferencia estadis-
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Figura 1: Dano hepético progresivo. A) TS control en la semana seis, se observa una porcién de lobulillo hepatico normal con
su vena central (400x); B) TO CCl4 semana seis, fibrosis leve uniendo dos venas centrales (400x), flecha gruesa; C) TO CCl4
semana ocho, fibrosis (flecha gruesa) y vacuolizacién (flechas delgadas) moderadas alrededor de central (400x); D) TO CCl4
semana diez, vacuolizacion (flechas delgadas) y fibrosis (flechas gruesas) intensas entre dos venas centrales (400x).

tica entre tratamientos. En promedio, el nivel de albimina
estuvo entre 25-30g/dl, en todos los tratamientos, excepto
para el grupo control, cuyo promedio fue de 35,2g/dl.

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05), al evaluar
las variables consumo de alimentos y peso corporal. Los ani-
males del grupo valina tuvieron un consumo de alimento sig-
nificativamente mayor, 78g/dia, en promedio, al compararlos
con el TO, 65g/dia. Ademas, en cuanto al peso corporal, los
tratamientos valina 249g y leucina 225g presentaron diferen-
cias estadisticamente significativas (p<0,05), al compararlos
con el tratamiento TO, 190g.

Excepto la pérdida de peso, no se observaron signos de insu-
ficiencia hepéatica en las ratas durante el experimento; tam-
poco, se encontraron lesiones macroscépicas durante las
necropsias compatibles con lesién hepética.

Existe un interés especial en establecer si la terapia con
aminoacidos de cadena ramificada (ACR) tiene efectos tera-
péuticos favorables en pacientes que sufren de enfermedad
hepética cronica, debido al estado catabdlico, que caracte-
riza esta condicién. Los ACR no solo sirven de sustrato en la
sintesis proteica, sino que también regulan el catabolismo
de estas sustancias. Varios estudios han demostrado el efec-
to estimulante de los ACR sobre la sintesis de proteinas y
la inhibicién de la protedlisis (Holecek, 2010; Ishihara et al.
2014; Chen et al. 2015).

En este trabajo, el suplemento de la dieta con valina y leu-
cina mostraron ventajas importantes respecto al equilibrio
proteico de las ratas enfermas de hepatitis crénica. El trata-
miento con valina revel6 un consumo mayor de alimentos,
mientras que este mismo tratamiento y el tratamiento leuci-
na presentaron un peso significativamente superior. Y si bien,
ambas respuestas son extremadamente importantes para un
paciente con dano hepético, no se acompanaron de una
mejoria en los parametros de patologia clinica, como el ni-
vel plasmaético de albumina y el desarrollo lesiones tisulares.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Nakaya et
al. (2002), Marchesini et al. (2005) y Tajiri & Shimizu (2013),
investigadores quienes observaron que el suministro de ACR
en pacientes humanos con cirrosis mejora la condicién cor-
poral y el estado nutricional, lo que se reflejé en una calidad
de vida mas alta y supervivencia mayor.

También, Chen et al. (2015) encontraron que los ACR mejo-
ran la sintesis de proteina hepética, lo que ayuda a corregir
el estado catabdlico del paciente con dafo hepético y dismi-
nuye la presentaciéon de complicaciones secundarias, como
el sangrado gastrointestinal. Al parecer, todo lo anterior se
debe a que los ACR escapan del metabolismo hepatico y
estén disponibles en la circulacién general, para la sintesis
de proteinas (Marchesini et al. 2005).

Tradicionalmente, los trabajos en los cuales se suplementan
ACR en pacientes con dano hepético utilizan estos compues-
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tos, de forma conjunta (Usui ef al. 1996, Marchesini et al.
2005); sin embargo, Tomiya et al. (2002) demostraron en un
estudio in vitro que la leucina era superior a la valina y la iso-
leucina, en estimular la secrecién del factor de crecimiento
hepético, por las células estrellas, factor que estimula la pro-
duccién de albumina, por los hepatocitos y su proliferacién
in vitro e in vivo (Tomiya et al. 2002; Tajiri & Shimizu, 2013).

Aluz de los hallazgos de Tomiya et al. (2002), se podria pen-
sar que los pacientes cirréticos se benefician del suplemento
de leucina, méas que de isoleucina y valina; no obstante, en
este trabajo, el tratamiento con valina present6 una diferen-
cia significativa en el consumo de alimentos y una ganancia
de peso mayor, que los demas tratamientos.

El nivel plasmético de albumina no rebasé el limite inferior
normal en ningln tratamiento, excepto en el control, en con-
traste con lo reportado por Kajiwara et al. (1998), quienes
observaron que el nivel plasmatico de albimina se mantenia
dentro de los rangos fisiologicos en ratas, a las cuales, se
indujo dano hepético con CCL4, tratadas con ACR. De otra
parte, Ishihara et al. (2014) y Chen et al. (2015) reportaron
que el suplemento con ACR a personas que padecian cirrosis
o carcinoma hepético presentaron incrementos en el nivel de
albumina plasmatico.

Una concentracién muy baja de albimina produce disminu-
cién de la presién oncética, lo que trae, como consecuen-
cia, el desarrollo de ascitis y edema periférico (Brunton et
al. 2009). En este experimento, no se advirtieron sintomas
relacionados con hipoalbuminemia.

No se observaron diferencias significativas estadisticas en el
grado de fibrosis, infiltracién celular y vacuolizacién tisular,
entre tratamientos. Ya se habia reportado, que el tratamiento
con ACR no alteraba la progresion de las lesiones (Kajiwara
et al. 1998) y, a pesar de la gravedad de éstas, no se obser-
varon signos relacionados a fallo hepatico. De otra parte, el
grupo tratado con valina presentdé un consumo mayor de
alimento y mayor peso corporal y es posible que estos ani-
males tuvieren una supervivencia mayor, si el experimento se
hubiera prolongado.

Se concluye que la suplementacién dietética con valina y leu-
cina en ratas con dano hepéatico crénico podria contrarrestar
el desbalance calérico-proteico, al estimular el consumo de
alimento y promover un mejor peso corporal. Esta recomen-
dacién podria estar indicada en otras especies animales y el
hombre, especialmente, porque la suplementacién con es-
tos aminoéacidos no origina complicaciones.

Conflictos de interés: El manuscrito fue preparado y revisado
con la participacién de todos los autores, quienes declara-

mos que no existe conflicto de intereses que ponga en riesgo
la validez de los resultados presentados.
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