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RESUMEN

El tratamiento médico de la cirrosis es de caréacter paliativo,
siendo el trasplante de higado la Gnica opcién de curacién a
largo plazo, aunque poco disponible. No se ha establecido un
régimen terapéutico eficaz que permita evitar la progresiéon a
cirrosis. Se evalué el efecto del citrato de sildenafil (CS) en la
fibrogénesis de ratas Wistar con dano hepatico, inducido con
tetracloruro de carbono (CCL4). El proyecto fue avalado por
el comité de ética para la experimentacién con animales de
la Universidad de Caldas. Se distribuyeron siete tratamientos:
Control (sin medicamentos); control CCL4; CS 10mg/kg; CS
25mg/kg; CS 50mg/kg; CCL4 + CS 10mg/kg; CCL4 + CS
25mg/kg; CCL4 + CS 50mg/kg. El CCL4, se administré dos
veces por semana via subcutanea (SC), mientras que el CS,
tres veces por semana, via intraperitoneal (IP). Se cuantificd
la enzima aspartato aminotransferasa (AST) y se realizd
histopatologia cada dos semanas. El andlisis de resultados,
se efectué mediante un anélisis de varianza unifactorial. El
nivel de significancia estadistica fue tomado como P<0.05.
Se encontr6 que los tratamientos CCL4 + CS tenian
incrementos importantes de la AST, siendo la dosis 10mg/kg
la que presenté un aumento estadisticamente significativo
(P<0.05). No se observaron diferencias significativas en la
evaluacién histopatolégica de las variables infiltracién celular,
vacuolizacién y fibrosis, al comparar los tratamientos CCL4
+ CS y su respectivo grupo control. El tratamiento con CS
no alterd la progresion de la fibrogénesis hepética y aumenté

de manera significativa los niveles de AST, sugiriendo un
posible efecto téxico.

Palabras clave: CCL4, fibrogénesis hepética, histopatologia,
AST.

SUMMARY

Medical treatment of cirrhosis is palliative, being the hepatic
transplant the only long-term cure but although not an
accessible alternative. No effective therapeutic regimen
that could prevent the progression of cirrhosis has been
established. The effect of the sildenafil citrate (SC) was
evaluated in Wistar rats with hepatic damage induced
with carbon tetrachloride (CCL4). The project had the
support of the ethic committee of the University of Caldas
to experiment with animals.The animals were distributed in
seven treatments. Normal control (No medicine); control
CCL4; CS 10mg/kg; SC 25mg/kg; SC 50mg/kg; CCL4 + SC
10mg/kg; CCL4 + SC 25mg/kg; CCL4 + SC 50mg/kg. The
CCL4 was given twice a week through subcutaneous route,
meanwhile the SC was administered within the peritoneum
(IP) route three times a week. Samples for the plasmatic
measurement were taken of the aspartato aminotransferase
(AST), as well as the histopathology tests every two weeks.
The analysis of the results was done through an analysis of
unifactorial variance. The level of statistical significance was
taken as P<0.05. It was found that treatments of CCL4 +
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SC showed important increases of the enzyme AST, being
the dose 10mg/kg the one with a statistically significant
increase (P<0.05). Significant differences were not observed
in the histopathology evaluation of the variables of cellular
infiltration, vacuolization and fibrosis when comparing the
treatments CCL4 + SC with its respective control group.
The treatment with SC did not affect the progression of the
hepatic fibrogenesis and noticeably increased the levels of
AST, suggesting a possible toxic effect.

Key words: CCL4, hepatic fibrogénesis, histopatology, AST.

INTRODUCCION

Un porcentaje importante (2-3%) de la poblacién mundial sufre
algun tipo de enfermedad hepética crénica, caracterizada
por fibrosis progresiva y cirrosis, como resultado final (Ji et
al. 2005).

La cirrosis hepética tiene un gran impacto clinico, debido
a que: 1) 170 millones de pacientes alrededor del mundo
se encuentran afectados por alguna forma de enfermedad
hepética crénica (EHC) y, dentro de este grupo, el 25 —
30% es de esperar que desarrollen fibrosis y eventualmente
cirrosis; 2) la cirrosis hepética es, entre las enfermedades del
tracto gastrointestinal, la causa no neoplasica méas comun
de muerte en Europa y en USA y representa la séptima causa
de muerte en los paises occidentales; 3) la mortalidad es atin
mayor, debido a que la cirrosis predispone al desarrollo de
carcinoma hepatocelular (CHC), siendo el quinto cancer méas
frecuente y la tercera causa de muerte cancerigena alrededor
del mundo vy, 4) anélisis epidemiolégicos predicen un pico
para las EHCs (incluyendo CHC) en la préxima década, con
un incremento en los pacientes que llegaran al estado final
de la enfermedad (Forbes & Parola, 2011).

Cuando la cirrosis esté bien establecida, la sobrevida del pa-
ciente no supera el afno. Los tratamientos médicos disponi-
bles para la enfermedad hepética crénica son de caréacter
paliativo y casi siempre son inefectivos, con el trasplante de
higado, como Unica opcién de brindar una expectativa de
vida a largo plazo, aunque esta alternativa es muy costosa y
limitada a unos pocos pacientes (Albanis et al. 2003).

La activacion de las células hepéticas estrelladas constituye
la piedra angular de la patogenia en la fibrosis hepética.
Estas células perisinusoidales son estructuras quiescentes
que almacenan vitamina A en condiciones normales,
pero se diferencian a células contréctiles, proliferativas y
fibrogénicas, productoras de matriz extracelular en exceso,
en el paciente cirrético. Los mediadores claves en la
activacion de células hepéaticas estrelladas incluyen una serie
de citoquinas, intermediarios reactivos de oxigeno y otras
senales paracrinas y autocrinas (Bonis et al. 2001).

Durante la injuria hepatica las concentraciones de
endotelina aumentan promoviendo la proliferacién de las
células estrelladas. Paralelo, se presenta una reduccién del
oxido nitrico (ON), derivado de las células endoteliales; el
ON antagoniza el efecto de la endotelina sobre las células
hepéticas estrelladas. El resultado de este imbalance es una
proliferacién descontrolada de este tipo de células con gran
liberacién de matriz extracelular y un invariable incremento
de la resistencia sinusoidal, que contribuye a la hipertensién
portal (Iredale, 2003).

Existen opiniones controversiales respecto a la utilidad
que tendria el ON en revertir la fibrogenesis hepatica.
Experimentos in vivo muestran que el ON tiene efectos
hepatoprotectores, aunque producido en grandes cantidades
o crénicamente puede actuar como un mediador citotéxico
e inducir dano hepético (Mayoral et al. 1999). El ON protege
al higado inhibiendo la activacién de la caspasa, a través de
modificaciones de residuos de cistina en los sitios de accién
de esta enzima, proceso conocido como S-nitrolizacion,
que es particularmente eficiente en hepatocitos y células
endoteliales. También puede activar la guanil ciclasa (sGC),
que lidera la sintesis de guanilmonofosfato ciclico (cGMP) y
tiene una actividad anti-apoptética en los hepatocitos y es
la responsable de desencadenar vasodilataciéon (Rockey &
Shah, 2004).

El efecto vasodilatador del ON esté limitado por la enzima
fosfodiesteraza 5 (PDE-5) (Bender & Beavo, 2006). Loureiro-
Silva et al. (2006) afirman que la PDE-5 modula el tono
intrahepatico vascular en higados normales y que su sobre
expresion esté involucrada en la reduccién de la respuesta
vasodilatadora mediada por el ON en higados cirréticos
de ratas; estos investigadores postulan que los inhibidores
de la PDE-5 pueden ser Utiles para reducir la resistencia
intrahepéatica vascular incrementada en la cirrosis, debido
a que potencian los efectos vasodilatadores endégenos y
exégenos del ON, aumentando el flujo vascular.

El Citrato de Sildenafil (CS) un agente vasodilatador que
inhibe la enzima PDE-5, lo que incrementa los niveles de ON;
ha sido ampliamente utilizado para tratar la disfuncién eréctil
y se emplea, experimentalmente, como estrategia en el
mejoramiento de la funcién endotelial (Tomasoni et al. 2010),
en pacientes con falla cardiaca e hipertensién pulmonar
reactiva (Dumitrescu et al. 2012), en la fibrosis pulmonar
inducida con bleomicina en modelos murinos (Yildirim et
al. 2010) y en el manejo de enfermedades autoinmunes
(Shenoy & Agarwal, 2010), problemas cardiovasculares de
arterias coronarias (Reyna-Villasmil et al. 2008; Halcox et al.
2002), entre otros.

Se ha encontrado que en caninos con hipertensién pulmonar
(HTP), el CS reduce la presion arterial pulmonar (PAP),
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incrementa la actividad fisica y mejora la calidad de vida y la
supervivencia (Brown et al. 2010; Bach et al. 2006; Kellum
& Stepien, 2007), convirtiéndose en una opcién razonable
de tratamiento para perros que tienen HTP; sin embargo, no
se conocen reportes de su uso en la enfermedad hepética en
pequehos animales.

El protocolo para inducir dafno hepético con tetracloruro de
carbono (CCL4) ha sido ampliamente utilizado y garantiza
la produccién de cirrosis hepética (Proctor & Chatamra,
1984). Este protocolo constituye uno de los métodos mas
confiables para evaluar el efecto terapéutico antifibrético.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del CS
sobre los niveles de AST y la fibrogénesis en un modelo de
experimentacién murino de dano hepético inducido con
CCLA4.

MATERIALES Y METODOS

Este experimento, se llevd a cabo en las instalaciones
del Bioterio de la Universidad de Caldas, ubicada en la
ciudad de Manizales, a 2.150 m.s.n.m., con temperatura

Tabla 1. Tratamientos experimentales.

promedio de 20°C y humedad relativa de 78%. Los anélisis
histopatolégicos y sanguineos fueron realizados en los
laboratorios de Patologia Veterinaria y Patologia Clinica de la
misma institucién. El proyecto fue aprobado por el comité de
ética de la Universidad de Caldas.

Se utilizaron 94 ratas Wistar, con un peso inicial aproximado
de 200g y ocho meses de edad, procedentes del bioterio
de la Universidad de Caldas. Se distribuyeron en 28 cajas
plasticas transparentes (37,5cm x 57,5cm x 37,0cm), bajo
una temperatura constante de 26°C y humedad relativa
de 75%. El piso de cada caja, se cubri6 con cascarilla de
arroz como cama y se hizo recambio tres veces por semana.
Los animales tuvieron acceso al agua y alimento (Agrinal®
Rodentina) ad libitum, durante todo el experimento.

Los animales, se distribuyeron en siete tratamientos (Tabla
1), organizados en un Diseno Irrestrictamente al Azar,
conformados por cuatro repeticiones y cuatro animales por
unidad experimental.

La induccién del dafo hepéatico, se realiz6 con la aplicacién
de Tetracloruro de Carbono (CCL4), segln el protocolo de

Tratamiento CCL4 Citrato de Sildenafil (CS) Dosis
TO Control - - -
T1 CCL4 + - -
T2 Sanos + C.S. - + 10mg/kg v.p.
T3 Sanos + C.S. - + 25mg/kg v.p
T4 Sanos + C.S. - + 50mg/kg v.p
T5 CCL4 + C.S. + + 10mg/kg v.p
T6 CCL4 + C.S. + + 25mg/kg v.p
T7 CCL4 + CS. + + 50mg/kg v.p
- No aplica
+ Si aplica

Proctor & Chatamra (1984); se aplic6 el CCl4 mezclado con
aceite de oliva, en una proporcién de 1:1; esta mezcla, se
inyecto tres veces por semana a la dosis de 1ml/kg de peso
corporal por via SC, durante ocho semanas, tiempo, en el
cual, se evalud la progresion de la enfermedad hepética.

La solucién de CS, se prepar6 segun el protocolo de
Behn & Potter (2001); se utiliz6 una técnica aséptica, se
pulverizaron tabletas de CS 50mg (Sildenafil Lab. Mk®), con
mortero y pistilo hasta obtener un fino polvo. El polvo fue
mezclado con solucién salina 0,9%, para conseguir una
solucién homogénea, que se filtré con papel filtro de 40um

y se almacend en recipientes plasticos estériles. Una vez
obtenida la solucién, se procedié a inyectar a los animales
via IP, tres veces por semana, a una dosis de 10, 25 y 50mg/
kg, de acuerdo al tratamiento correspondiente, durante un
periodo de seis semanas y a partir de la segunda semana de
recibir el téxico. Los animales fueron pesados previamente
a la aplicacién del medicamento para asegurar una dosis
apropiada del mismo.

En las semanas cuatro, seis y ocho, se sacrificé un animal

por unidad experimental. La eutanasia, se realiz6 con una
. ® 7

sobredosis de Isofuorano (Isorane Lab. Abbot "), segin lo
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establecido por la American Veterinary Association (2007).
Una vez logrado el paro cardiorrespiratorio, se tomoé la
muestra de sangre por puncién intracardiaca y se deposité en
un tubo sin anticoagulante (Kenxin”x 6ml). Posteriormente,
se hizo necropsia y se tomé una muestra de higado, para
el estudio histopatolégico. Se registraron los hallazgos
macroscépicos. Para la preservacion de las muestras, se
utilizé formol buferado al 10%.

Las muestras de sangre, se centrifugaron a 2000 rpm,
durante 15 minutos, para la obtencién de suero. Se realizé la

Tabla 2. Calificacién de los estadios del dano hepatico.

medicién de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) en
un espectrofotémetro Biosystem®.

Las muestras de higado fueron tefiidas con hematoxilina-
eosina. Para realizar la lectura de las placas de histopatologia,
se tuvo en cuenta el grado de actividad o severidad de la
inflamacion, la vacuolizacién y la fibrosis, en una escala de
valores de cero a tres, en donde cero representa ninguna
actividad y tres, actividad necroinflamatoria masiva (Tabla 2),
segun lo reportado por Cruz-Amaya et al. (2011) y se adapto
el sistema marcador METAVIR (Theise, 2007).

ftem 0 1 2 3
Actividad inflamatoria Ninguna Leve Moderada Severa
Vacuolizacion Ninguna Leve Moderada Severa
Fibrosis Ninguna Leve Moderada Severa

Las diferencias estadisticas entre grupos de tratamiento
fueron determinadas, utilizando un anélisis de varianza
unifactorial. El nivel de significancia estadistica fue tomado
como P < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo ningn tratamiento alteré la progresion de la
fibrogénesis hepética inducida por el CCL4 y no se observaron
diferencias significativas en la evaluacion histopatolégica de
las variables infiltracion celular, vacuolizacién y fibrosis al
comparar los tratamientos CCL4 + CS en las dosis de 10,
25 y 50mg/kg con su respectivo grupo control (Figura 1).

La evaluacién histopatoldgica realizada, segin lo reportado
por Cruz-Amaya et al. (2011), mostr6 marcada a severa
vacuolizacién acompafada de degeneracién grasa o
hidrépica centrolobulillar, asi como fibrosis centrolobulillar y
puentes fibréticos de comunicacién porto-central en todos
los tratamientos, en los cuales, el CCL4 estaba presente.
Estos hallazgos fueron mas notorios en el tratamiento CCL4
+ 10mg/kg de CS (Figura 1).

Por otra parte, al evaluar el efecto de tratamiento sobre la
enzima plasmatica AST, se encontré que los tratamientos
de CCL4 y CS en las dosis de 10, 25 y 50mg/kg tenian
incrementos importantes de la enzima, siendo la dosis 10
mg/kg de CS la que presenté un aumento estadisticamente
significativo (Figura 2), indicando, posiblemente, que
el suministro del farmaco junto con CCL4 produjo un
sinergismo de potenciacion téxica.

En este experimento, no se observaron signos clinicos
caracteristicos de cirrosis, como ascitis o ictericia; en general,
la poblacién evaluada no presenté signos de enfermedad. De
igual forma, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas en las variables peso y consumo de alimento.

Existe una experiencia clinica considerable con el uso del CS,
como vasodilatador en situaciones diversas, que incluyen
la disfuncién eréctil y la hipertensién pulmonar (Corbin et
al. 2002; Oliver et al. 2006; Spring et al. 2008), lo que ha
generado gran interés en establecer si este farmaco puede
contrarrestar la hipertension portal y la fibrogénesis en el
paciente cirrético.

Una gran controversia gira en torno al hecho de manipular
terapéuticamente los niveles de ON en el paciente cirrético,
debido a que estos niveles estarian disminuidos a nivel
hepético en dichos pacientes, pero no a nivel sistémico y
un aumento de esta molécula en toda la economia esta
asociada, al parecer, a mayor deterioro hepético (Atucha et
al. 2005).

En este trabajo, la administracion IP de CS no alter6 la
progresién de la fibrogénesis hepética. Por el contrario,
algunos investigadores consideran que la administracién
oral de farmacos que incrementan los niveles de ON puede
modificar no solamente el aumento de la resistencia hepatica
sino también ejercer una accién antifibrogénica por inhibicién
de la proliferacién, la motilidad y la contractilidad de las
células hepéticas estrelladas, reduciendo la acumulacién de
matriz extracelular fibrilar y retrasando la progresiéon de la
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Figura 1. Hallazgos histopatolégicos - semana 8 de tratamiento. (A) Control TO, SE puede observar el higado normal
(magnificacion 100x). (B) Control CCl4, se observa fibrosis (F) uniendo venas centrales (vc) con moderada a severa
vacuolizacién (V) centrolobulillar (magnificacién 400x). (C) Tratamiento T2, leves cambios microcirculatorios asociados a
congestiéon centrolobulillar (cc) (magnificacion 400x). (D) Tratamiento T5, moderados cambios microcirculatorios y grasos
o hidrépicos, hepatopatia crénica con severa degeneracién grasa y fibrosis centrolobulillar (Fc) (magnificacion 400x).
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Figura 2. Niveles plasméticos de AST en cada tratamiento (valores normales 96 -153 dl/l).
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cirrosis (Bosch et al. 2003; Failli et al. 2000); no obstante, en
este trabajo, los cambios histopatolégicos en los animales
tratados con CS ip no evidenciaron disminucién en la
fibrogénesis, al compararlos con su respectivo grupo control
(Figura 1).

Loureiro-Silva et al. (2006) describen que en el higado
cirrético existe una sobreexpresiéon de la PDE-5, enzima
que limita el efecto vasodilatador del ON al degradar
selectivamente la guanosina monofosfato ciclica (GMPc), la
cual, en condiciones normales es activada por el ON, lo que
resulta en una secuencia de eventos que culminan con la
relajacion y la vasodilatacién endotelial.

Por estas razones, se cree que la terapia con el CS al
incrementar los niveles de ON, podria representar una
estrategia en el tratamiento de la cirrosis, lo que favorece
a la reduccién de la resistencia intrahepéatica vascular
incrementada y el gradiente de presién vascular hepético
(GPVH), al potenciar los efectos vasodilatadores endégenos
del ON, aumentando el flujo vascular (Tandon et al. 2010;
Ghali-Ghoul et al. 2007; Loureiro-Silva et al. 2006); no
obstante, los efectos fisiolégicos de los farmacos inhibidores
de la FDE-5, como el CS, no se pueden considerar de forma
simplista, debido a que al parecer los niveles de esta molécula
difieren notablemente entre el lecho vascular hepético y el
sistémico.

Rodriguez-Vilarrupla et al. (2007) y Atucha et al. (2005)
reportan que, a nivel esplacnico y sistémico, el paciente
cirrético experimenta un exceso de ON, que incrementa el flujo
sanguineo hacia la vena porta y agrava el sindrome hipertensivo
portal. De otra parte, Colle et al. (2004) demostraron que el
CS administrado intramesentérico e intravenoso ademas de
incrementar el flujo de sangre mesentérico y la presién venosa
portal, disminuye la presion arterial en ratas control y en ratas
con cirrosis, lo que tendria posibles implicaciones clinicas,
como una ruptura de varices esofégicas, debido a un subito
aumento de la presion venosa portal.

Ademas, la hipotensién causada por el CS puede ser deletérea
en pacientes con cirrosis, los cuales, ya presentan una
presién sanguinea disminuida y, por ultimo, un aclaramiento
retrasado del CS en plasma puede incrementar los efectos
secundarios, ya mencionados (Colle et al. 2004).

Tandon et al. (2010) reportan que en pacientes con cirrosis
hepética compensada, el suministro de CS no tuvo un efecto
benéfico sobre la reducciéon de la presién portal y que la
accién vasodilatadora del CS al no ser hepatico especifica,
dio como resultado una reduccién significativa en la presién
arterial media (PAM).

A la luz de las conclusiones de Tandon et al. (2010) y

Rodriguez-Vilarrupla et al. (2007), se podria pensar que el
suministro de CS a un paciente cirrético conseguiria generar
un aumento en la circulacion portal lo suficientemente
severo, para agravar el sindrome hipertensivo.

El aumento en la AST se considera un indicador de injuria
hepética activa. En este trabajo, los niveles de la enzima AST
se incrementaron en los tratamientos que incluian CCL4y CS.
La asociacién en estos hallazgos sugiere que el CS favorece
al deterioro microscépico en los higados de las ratas con
enfermedad hepatica inducida con CCL4; estos hallazgos
coinciden con lo reportado por Li et al. (2005), investigadores
que encontraron un sinergismo de potenciacién cuando se
suministra CS y etanol concomitantemente.

Jiet al. (2005) cuantificaron los niveles séricos de bilirrubina
total y AST para establecer si se producia mejoria en la
funcién y en la regeneracion hepatica de ratas alimentadas
con y sin alcohol, sometidas a hepatectomia parcial,
medicadas con CS, a dosis de 5, 25 y 50mg/kg via oral.
Los investigadores no observaron cambios significativos en
la funcionalidad hepética en ambos grupos de ratas; por
el contrario, encontraron que la dosis de 5mg/kg inhibia la
regeneracion hepéatica. De otra parte, Yardimci et al. (2012)
consideran que las dosis utilizadas por Ji et al. (2005), fueron
muy altas, ya que ellos encontraron regeneracién hepéatica
con el mismo modelo experimental, pero a dosis mucho

menores (10ug/kg y 100ug/kg).

Es también muy significativo el hallazgo de Yardimci et al.
(2012), respecto al hecho de que el CS no solamente produjo
regeneracion hepatica sino que también esta regeneracién
fue mucho mas temprana, con respecto al grupo control.

Edwards et al. (2008) sugieren que el ideal para una
intervencién segura y efectiva en el tratamiento de la
hipertension portal debe ser un farmaco donador de ON
hepético especifico que pueda reducir la presiéon venosa
portal sin afectar la hemodinamia sistémica. Sumado a lo
anterior, Tandon et al. (2010) afirman que la demostracion
de un incremento en la expresién de la FDE-5 en higados
cirréticos de ratas, apunta al desarrollo de inhibidores de la
enzima especificos para el érgano, lo que conseguiria una
reduccién del GPVH sin inducir efectos sistémicos.

El suministro de CS a ratas con dano hepatico inducido
con CCL4 no tuvo efecto en la reversion de la fibrogénesis
hepética. Ademés, el aumento significativo de los niveles
plasméticos de AST sugiere un efecto téxico del CS.

Posiblemente, los experimentos futuros que evalGen la terapia
del CS u otros inhibidores de la enzima FDE - 5 en pacientes
cirréticos deban considerar una via de administracién que
no exponga la economia a niveles incrementados de esta
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molécula sino exclusivamente la circulacién hepética,
asi como también la utilizacién de otras dosis de este
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