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RESUMEN

La cirrosis es una de las causas mas comunes de muerte a nivel
mundial ya que la disfuncién hepatica resultante es una condicion
letal amediano o largo plazo. Su etiologia esdiversay no existe un
tratamiento efectivo parala reversion de esta patologia salvo, con
suslimitaciones, el trasplante hepatico. Estudios delaboratorio en
hepatotoxicidad experimental aguday cronica, usando inicialmen-
te la 6-aminorribofuranosil purina (6-ARP) y posteriormente un
derivado con mayor potencia (IFC-305), demostraron que a través
dedisminuir losinhibidoresdelas metal oprotei nasas con actividad
colagenolitica serecupera el metabolismo dela colagenay norma-
liza la funcion hepatica, particularmente su capacidad regenera-
tiva. La aplicacion de este farmaco a pacientes esta en €l proceso
de desarrollo farmacéutico y pruebas clinicas requeridas.
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Introduccidén

Se considera que la fibrosis hepatica es irreversible. Se
le denomina cirrosis desde que Laennec, al describir
esta patologia en 1826, la llamd por primera vez cirrosis por
el aspecto café naranja que adquiere el higado y que en
griego se le denomina kirrhos.! Las alteraciones estructura-
les causadas por esta enfermedad fueron detectadas desde
1761 por el patélogo Gianbattista Morgagni quien, en un
reporte de 500 autopsias, describié alteraciones morfolégi-
cas del higado parecidas a las que se reportan en la cirrosis.

Los primeros intentos para entender esta patologia da-
tan de 1930 cuando Roessle sugiere que se parece a un
proceso degenerativo en el que se observa cicatrizacion de
una lesion y proliferacion del tejido. Actualmente, la cirrosis
se le sigue dando definiciones en términos morfoldgicos,
siendo la méas aceptada la que la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) establecié en 1977 como “un proceso difuso
caracterizado por fibrosis y transformacion de la arquitectura
normal del higado a nédulos estructuralmente anormales.”?3

La cirrosis surge de un dafio cronico e irreversible del
parénquima hepatico, presenta una fibrosis difusa con noé-
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SUMMARY

Cirrhosisisone of the most common causes of mortality worldwide
becausetheresulting hepatic dysfunctioninthemediumtolongterm
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dulos de regeneracion que distorsionan la arquitectura lobu-
lar y vascular del tejido hepéatico, originando una pérdida de
la masa funcional. La fibrosis es el resultado de la pérdida
del equilibrio entre la sintesis y la degradacion de las protei-
nas de la matriz extracelular (MEC), principalmente de la
colagena que es la proteina mas abundante en esta estruc-
tura. La colagena se acumula debido a una disminucién
importante en su degradacion, proceso que se considera
autoperpetuable e irreversible.

La cirrosis, por su alta tasa de mortalidad, es una de las
diez principales causas de muerte a nivel mundial y ocupa
en México el séptimo lugar como causa de muerte. Solo en
1997, causo, en nuestro pais, 20,420 muertes, siendo una de
las tres primeras causas de muerte entre la poblacion eco-
noémicamente activa de 40 a 60 afos de edad.* En Estados
Unidos, las tendencias estadisticas auguran un incremento
de 223% de muertes por cirrosis para el afio 2008 y de 360%
para el 2028.°

Este problema no es solamente social sino también
econdmico. Por lo general, en las Ultimas etapas de la
enfermedad se presentan varices esofagicas, hipertension
portal, ascitis, encefalopatia, etc., por lo que se requiere
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hospitalizacion de los pacientes, con el consecuente impac-
to en el costo de los institutos de salud.

La etiologia de la cirrosis es muy diversa. Las causas mas
frecuentes son el alcoholismo y el dafio hepético crénico
secundario debido a infeccion por virus de hepatitis B o C.
Son menos frecuentes la cirrosis biliar y la cirrosis autoinmu-
ne, complicacion de insuficiencia cardiaca congestiva, en-
contrandose no pocos casos de cirrosis criptogénica de
etiologia a determinar y que se ven en las autopsias.®

El higado es un tejido anatomicamente heterogéneo,
organizado en zonas de tamafio y forma irregular denomina-
das acinos. Posee diferentes tipos de células como los
hepatocitos, las células endoteliales, ovales, biliares, de
Kupffer, de Pit y las estelares’” (HSC sus siglas en inglés
Hepatic Stellate Cell). Los hepatocitos son células epitelia-
les poliédricas de 30 a 40 um de diametro, altamente pola-
rizadas que constituyen el 70% del parénquima hepético
cuya funcion es principalmente metabdlica. Estan dispues-
tos en cordones o hileras que conectan las diferentes zonas.
El espacio entre hilera e hilera se denomina sinusoide
hepatico mientras que el espacio entre hilera y endotelio se
conoce como espacio de Disse (Figura 1). EI complejo
formado por los hepatocitos, capilar de la arteria hepatica,
capilar porta, conductillo biliar, vasos linfaticos y nervios,
forma la llamada triada o espacio porta. La conjuncién del
espacio porta con la vénula hepéatica constituye el acino.”

El tejido libre de células constituye el 20% del volumen
hepéatico y esta constituido por la MEC, formada principal-
mente por coldgena. El higado normal presenta diversos
tipos de colagenas fibrilares (I, 111, V) y las no fibrilares (IV, VI
y XIV).2® En menor proporcion, existen otros componentes
como la fibronectina, la laminina, la elastina, los proteoglica-
nos y los glucosaminoglicanos.'%!*
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Figura 1. Representacion de las poblaciones celulares hepati-
cas: A) higado normal, B) higado con cirrosis inducida con
CCl4.
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Ademaés de su estructura compleja, el higado tiene una
intensa y diversa actividad bioquimica. Asi, dentro del meta-
bolismo de carbohidratos, el higado regula los niveles de
glucosa en la sangre, almacenando, sintetizando y degra-
dando el glucogeno; en el metabolismo de lipidos, sintetiza
el colesterol, las lipoproteinas, los fosfolipidos y la oxida
grasas y genera los cuerpos cetonicos.

El papel del higado es importante en el metabolismo
proteico ya que sintetiza las proteinas de la sangre entre las
cuales figuran la albumina y los elementos necesarios para
la coagulacién sanguinea. También es el Unico tejido que
sintetiza la urea como mecanismo de eliminacion del resi-
duo nitrogenado de los aminoacidos. Este 6rgano sintetiza
las bases nitrogenadas como purinas y pirimidinas y las
distribuye al resto de los tejidos.*?

Tiene funciones especificas como el almacenamiento de
materiales de reserva, vitaminas, hierro, sangre, como la
secrecion de la bilis y la eliminacién de la circulaciéon los
eritrocitos dafiados; su papel es fundamental en el proceso
de destoxificacién de los compuestos enddgenos toxicos
como el amonio y exdgenos como las sustancias toxicas y los
medicamentos, transforméandolos en compuestos facilmen-
te eliminables.

Dentro de este complejo sistema de confluencia estructu-
ral y bioquimica, cada poblacién celular o componente de la
MEC cumple con su papel para alcanzar la homeostasis que
mantenga la estructura y la funcion del tejido hepéatico. A este
equilibrio, contribuyen diversos metabolitos, citocinas y facto-
res de crecimiento producidos en el higado o fuera de él que
preservan la comunicacién célula-célula, célula-MEC y regu-
lan la expresion de los genes responsables de la conserva-
cion de la estructura y la funcion del tejido hepatico.?

Las alteraciones del equilibrio mantenido por la homeos-
tasis pueden favorecer una respuesta regenerativa 'y por ende
la restauracion del 6rgano. Por ejemplo, después de una
lesién aguda intensa en la que hay destruccion de células y
se detecta disminucién de su capacidad funcional, se induce
la regeneracion hepatica. Esto implica proliferacion inicial de
hepatocitos, seguida por un incremento de las células no
parenquimatosas, y por la produccion de los componentes
normales de la MEC en proporcién y distribucion adecuadas.
Al final del proceso regenerativo, se restablecen las interac-
ciones y funciones generales de los componentes celulares
gue vuelven a sus condiciones basales.1013:14

Si por el contrario el dafio es pequefio, repetitivo y
cronico, los intentos de recuperacion de la homeostasis
seran insuficientes produciendo la enfermedad del 6rga-
no,*?y activando procesos como la fibrogénesis y la remode-
lacion tisular que no son proporcionales al origen especifico
de la lesion hepética.

Durante esta respuesta fibrogénica, los componentes
colagénicos de la MEC se incrementan en una proporcion de
tres a cinco, llegando el higado a contener hasta seis veces
mas colagena y proteoglicanos lo que modifica su composi-
cion en comparacion con un 6rgano sano.®! Los compo-
nentes no olagénicos como los proteoglicanos y las gluco-
proteinas (fibronectina, laminina, y tenascina) aumentan en
menor proporcion,*’* lo que provoca alteracion en la estruc-
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tura y la funcion del higado y su transformacién en un tejido
fibrético con nddulos de regeneracion del parénquima, dan-
do lugar a la cirrosis.

Fundamentalmente, la respuesta fibrética del higado es
la misma independientemente del tipo de estimulo que la
origine, pudiendo ser genético, metabdlico, infeccioso, téxi-
co, inmunoldgico y colestéasico. El dafio tisular debe perma-
necer meses o afios antes de la formacion de una fibrosis
significativa.

Los mecanismos que originan la cirrosis no se conocen
bien a bien; sin embargo, existen caracteristicas comunes:

a) un dafo tisular que frecuentemente se debe a estrés
oxidativo.?°

b) una movilizacion de células inflamatorias que liberan
citocinas reguladoras de la respuesta, contribuyendo a
la activacion y proliferacion de las células efectoras
(HSC)_21,22

C) unavezactivadas, las células HSC adquieren un fenotipo
colagénico en el que se incrementa la biosintesis de la
colagena y de los inhibidores especificos de las cola-
genasas (TIMP-1y TIMP-2).20.

La respuesta inflamatoria asociada al dafio tisular juega
un papel importante en el desarrollo de la cirrosis favorecien-
do el proceso fibrogénico. Este proceso puede también
desencadenarse en ausencia de inflamacion evidente como
ocurre durante la acumulacion de metales, hierro o cobre, lo
que llega a alterar la homeostasis del tejido, originando la
cirrosis en ausencia de dafio hepatocelular evidente como
sucede en la hemocromatosis y la enfermedad de Wilson.?*

A pesar de los avances en el conocimiento de las enfer-
medades crénico-degenerativas del higado, no existe un
tratamiento curativo para estos padecimientos. Las estrate-
gias terapéuticas estan encaminadas al manejo paliativo
que retrasa la aparicién de la sintomatologia asociada a la
cirrosis y consiste principalmente en dietas con bajo conte-
nido de grasas y en suplementos vitaminicos. Se han usado
algunos medicamentos antifibroticos que tienen efectos
colaterales como gastritis. El Ginico tratamiento efectivo por
el momento es el trasplante ortotépico del higado con el cual
se ha logrado sobrevida de hasta un 70% durante el primer
afio posterior a la cirugia. Sin embargo, sus desventajas son
obvias; en efecto, todos los pacientes no son candidatos a
trasplante, el procedimiento tiene un costo alto, la obtencion
de donadores es dificil y el tratamiento con inmunosupreso-
res necesarios después del de la cirugia también son caros.
Aunado a esto, existe alta posibilidad de reincidencia de la
infeccidny de la fibrosis en el higado trasplantado por cirrosis
secundaria a infeccion por virus de hepatitis.

Los pacientes infectados con virus de la hepatitis C
(HCV) desarrollan una hepatitis crénica recurrente,; el 30%
de ellos presenta fibrosis y el 10% cirrosis.?®> En casos
especificos de infecciones virales de tipo C, se trata de evitar
que el cuadro de hepatitis cronica evolucione a cirrosis
intentando eliminar el virus con compuestos antivirales e
interferones a.y v.

Una alternativa terapéutica muy promisoria para el trata-
miento de esta enfermedad es el uso de un nuevo farmaco,
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derivado del acido aspartico y de la 6-aminorribofuranosil
purina (6-ARP), llamado IFC305. Este compuesto tiene una
vida media muy corta debido a su rapido metabolismo en el
higado; hasta el momento no se han observado efectos
secundarios a las dosis y condiciones administradas.

La sustancia base de este compuesto, la 6-aminoribofura-
nosil purina (6-ARP), es un nucledsido con actividad fisiol6gi-
ca en los sistemas nervioso central y cardiovascular, es un
modulador metabdlico y de la respuesta inmune. La mayor
parte de las células poseen receptores de cuatro tipos Al, A2a,
A2b y A3; puede penetrar a la célula por transporte facilitado.

A continuacion se sefialan algunos efectos farmacologi-
cos del 6-ARP en la hepatotoxicidad aguda inducida por
diversos toxicos:

1. Prevencion parcial del higado graso.®

2. Recuperacion del estado energético normal, disminuido
por los toéxicos.?”

3. Mantenimiento del equilibrio redox entre citosol y mito-
condria.?®

4. Prevencion de la necrosis inducida por CCl4 (Tetraclo-
ruro de Carbono).®

5. Evitacion de la propagacion de los radicales libres gene-
rados durante el metabolismo del CCl4 (Tetracloruro de
Carbono).*

6. Control del flujo sanguineo de la arteria hepatica.®*

Con base en estos antecedentes, se evalu6 el efecto de
este compuesto en un modelo de cirrosis experimental
inducido por administracion crénica de CC14.%2 Se encontro
que previene parcialmente la fibrosis inducida por el toxico,
inhibe en un 50% el depdsito de colagena, preserva el
contenido de glucosaminoglicanos, aumenta la actividad de
la colagenasa, normaliza el estado funcional del higado,
protege la estructura y la funcion de las mitocondrias e
induce un aumento de la proliferacion hepatica disminuida
en el higado cirrotico.

Reversion de la cirrosis experimental

A medida que avanza el conocimiento de los mecanismos
que desencadenan esta patologia, se mantiene latente el
interés de muy diversos grupos de investigacion por revertir
la cirrosis. Con base en los resultados antes mencionados,
nos planteamos la posibilidad de probar, en un modelo
experimental, el efecto de la 6-ARP y de una serie de sus
derivados en el tratamiento, de la cirrosis provocada por la
administracion cronica de CCl4. Se selecciond el derivado
mas activo, el aspartato de adenosina que se denominé IFC-
305. Se obtuvieron resultados fueron muy semejantes a los
que se lograron con 6-ARP.

Métodos

La induccion de la cirrosis y el tratamiento se describieron en
detalle con anterioridad.®? En resumen, se inyectaron por via
Lp unas ratas Wistar macho de 100 g tres veces a la semana
con una pequefia dosis de CCl4 (T-etracloruro de carbono)
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higado con cirrosis inducida por CCI4 y tratamiento posterior con salina por 5 semanas, C) higado con
cirrosis inducida con CCl4 y tratamiento con 6-ARP por 5 semanas.

durante 10 semanas, provocando una cirrosis micronodular,
muy similar a la cirrosis humana.®® Se trabajé con 6 grupos
experimentales:

1. un grupo control, sin ningln tratamiento;

2. un grupo control de cirrosis (TO) con animales tratados
con el téxico durante 10 semanas;

3. después de suspender la administracion del toxico y de
separar los animales cirréticos del grupo TO, se dividen
elresto de los animales en 4 grupos. Dos de ellos reciben
tratamiento con administracion por via intraperitoneal de
6-ARP 0 IFC-305 (50 mg/kg) 3 veces por semana durante
5 0 10 semanas. Los otros 2 grupos fueron inyectados
con salina.

Se sacrificaron los animales a tiempos predeterminados y
se procedio al analisis histologico, fijando una muestra de
tejido en formaldehido para la obtencion de cortes con tricro-
mica de Mason y/o tejido bioquimico en suero, midiendo
transaminasa glutamica pirdvica (ALT), albumina y bilirrubina
como se describié previamente.®? Se evalu6 en el tejido los
niveles de colagena® que se cuantifico de acuerdo con Roj-
kind and Gonzéalez.* La actividad colagenolitica se determind
con la técnica descrita por Pérez-Tamayo et al.*® La actividad
proliferativa se calculé midiendo el indice mitético que corres-
ponde al promedio de células en mitosis en 10 campos por
muestra observadas con el objetivo 40X. La actividad de la
timidina cinasa se midi6 con la técnica de Sayer y Willmanns.*
Las metaloproteinasas y sus inhibidores (TIMP’s) se determi-
naron por técnicas de Western blot, utilizando anticuerpos
policlonales de cabra de Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA., siguiendo las instrucciones del fabricante.

Resultados

En la figura 2, se presentan una micrografia de higado
normal, una de higado dafiado después de 10 semanas de
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tratamiento con el téxico y otra de una preparacion de un
higado que recibi6 tratamiento.

En nuestro modelo experimental, el higado cirrético se
caracteriza por un incremento de 5 veces de su contenido de
colagena, nivel que se mantiene después de 6 meses de
descontinuar la administracion del téxico (no se muestra). En
estos animales cirréticos, el tratamiento con adenosina pro-
mueve una disminucién del 70% de la colagena acumulada
(Figura 3).

Estudiando el metabolismo de la colagena en el higado
de ratas cirréticas, se evaluo el proceso de sintesis y degra-
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Figura 3. Efecto del tratamiento con 6-ARP en el contenido de
colagena hepética en el grupo control de animales cirréticos
mas salina y el grupo de animales cirréticos tratados con 6-
ARP. Los valores representan el promedio + EE de 7 animales
de cada grupo. Significancia estadistica *p < 0.01 vs. grupo
control; **p < 0.01 animales cirréticos vs animales cirréticos
tratados con 6-ARP.
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Figura 4. Efecto del tratamiento con 6-ARP en la actividad
colagenolitica en el higado de ratas cirroticas. Los resultados
representan el promedio + EE de 7 animales por grupo. Signifi-
cado estadistico como se indica en la figura 2.

dacion de esta proteina. Durante 10 semanas de tratamiento
con CCl4 y el desarrollo del proceso criogénico, la sintesis
de la colagena aumenté en cuatro veces (no se muestra). Al
evolucionar el proceso cirrtico en ausencia del inductor y
compararlo con los animales cirréticos que fueron tratados
con 6-ARP, no se detectaron diferencias significativas (no se
muestra) que sugieran que la disminucién de la colagena se
explica por un aumento en su degradacién. La actividad
colagenolitica se muestra en la figura 4. Sin tratamiento de
la cirrosis, se observa una importante disminuciéon de la
actividad colagenolitica mientras se nota un incremento de
dos a cuatro veces después de 5y 10 semanas de tratamien-
to con adenosina respectivamente.

Las proteinasas que degradan la MEC pertenecen a la
familia de las metaloproteinasas, que se caracterizan por
tener un 4tomo de zinc en el centro activo de la enzima. Las
metaloproteinasas mas importantes que participan en la
degradacion de la MEC del higado cirrotico son la MMP-13,
MMP-2, MMP-1 y sus actividades estdn moduladas por la
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Figura 5. Efecto del tratamiento con 6-ARP en los niveles
titulares de metaloproteinasas y de sus inhibidores tisulares
(MMP-2, MMP-1, TIMP-1, TIMP-2) en el higado de ratas
cirréticas, estimados por la técnica de Western Blot. Las ratas
cirréticas fueron tratadas con salinay tratadas con 6-ARP. Los
valoresrepresentan el promedio +EE de 5animales por grupo.
Significado estadistico como se indica en la figura 2.

presencia de inhibidores tisulares especificos llamados
TIMP-1y TIMP-2, del inglés tissue inhibitor of metalloprotei-
nases. En la figura 5, se muestra la expresion de las meta-
loproteinasas y de sus inhibidores. Con el tratamiento con el
nucledsido no se notan cambios significativos en la expre-
sion de MMP-2 pero si en la expresion de MMP-1 a las 10
semanas de tratamiento y en las expresiones de TIMP-1y
TIMP-2, lo cual nos indica que el incremento en la actividad
colagenolitica se explica por la disminucion de los inhibido-
res especificos. Los resultados sugieren que, a través de
estos efectos, es la manera de recuperar la actividad cola-
genolitica disminuida en el higado cirrotico.

En forma simultdnea con esta recuperacion estructural,
con la cuantificacion de los niveles de albimina, bilirrubina
y transaminasas, es manifiesta una clara recuperacion de la
funcion hepética (Cuadro 1) y, a partir de las 5 semanas del
tratamiento, se observa una evidente normalizacion de los
valores. Estos resultados sugieren que hay recuperacion
integral de la estructura y de la funcion del tejido hepatico
después de un tratamiento con 6-ARP. Sin embargo, una de
las caracteristicas muy importante del higado es su propia
capacidad de regeneracion.

Esta capacidad se evalué midiendo el indice mitotico y
la actividad de la timidina cinasa (Tk) que es una enzima
limitante de la biosintesis de ADN; los resultados se presen-
tan en lafigura 6. El higado de las ratas controles es un tejido
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Cuadro |.Efectodeltratamiento con adenosinaen parametros séricosindica-

tivos de lafuncién hepéatica

Tratamiento ALT Albumina Bilirrubina
(IUL) (g/dL) (mg/dL)
Control (5a10) 53+ 3 44+0.2 06+0.1
Cirrosis +salina
TiempoO 238 + 35* 16+0.1* 16+0.2*
Después de 5 semanas 277 + 45* 34+ 03" 13+0.2*
Después de 10 semanas 65+ 8 35+ 0.3 076+ 0.1
Cirrosis +adenosina
Después de 5 semanas 86 + 9*** 45+ 0.2* 0.7 £ 0.1*
Después de 10 semanas 42,5+ 5% 41+0.2 0.6+0.1

ALT = transaminasa de alanina; los resultados expresan el promedio + ES de 7

determinaciones individuales.

* grupo control ( p < 0.01) ** contra grupo cirrético + salina (p < 0.01).
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Figura 6. Efecto de 6-ARP en la actividad proliferativa de ratas
cirrdticas, evaluada por el indice mitético (promedio de la
actividad de timidina quinasa en citosol hepético). Los valores
representan el promedio + EE de veces sobre el control (Valor
control 0.22 + nmols de [3H]- TMP/h/mg proteina) de 6 expe-
rimentos por grupo. Significado estadistico como se indica en
la figura 2.
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quiescente que induce su capacidad regenerativa al verse
dafiado; el dafio inducido durante el proceso cirrogénico
promueve una capacidad regenerativa pobre que disminu-
y6 aun mas a lo largo de las 5 0 10 semanas de evolucion.
En forma sorprendente, el tratamiento con el nucleésido
aumento6 de manera importante el indice mitético y la activi-
dad de la Tk.

En conclusion, constatamos, en nuestro modelo de cirro-
sis experimental, que la administracién del nucledsido 6-
ARP o su derivado IFC-305 revierte la cirrosis y la disfuncion
hepatica consecuente, reestableciendo el potencial prolife-
rativo del higado. Estos hallazgos nos ofrecen un potencial
terapéutico importante en pacientes con cirrosis.

Los resultados de estos estudios sefialan que el com-
puesto se metaboliza activamente en el higado y no muestra
toxicidad ni efectos colaterales a la dosis y via de adminis-
tracion usadas. Su administracion favorece la recuperacion
de la funcién hepatica y la disminucion de las reacciones
adversas de la enfermedad, evita su progresion e induce una
reestructuracion lenta pero progresiva de la arquitectura del
tejido hepatico.

Perspectivas

Los caminos por seguir son los siguientes:

1. Continuar con la investigacion basica para ahondar en el
conocimiento los mecanismos que se desencadenan
durante el proceso cirrogénico y para saber cuales se ven
modificados por la administracion del compuesto ya que
por la heterogeneidad del tejido hepatico y la complejidad
de esta patologia, estos mecanismos son dificiles de
conocer. Los resultados pueden ser muy interesantes al
aportar informacion sobre los procesos genéticos y mole-
culares que desencadenan esta patologia y la forma de
revertirlos, abriendo la oportunidad de mejorar el presen-
te y de disefiar nuevos farmacos mas eficaces.

2. Buscar la posibilidad de aplicacion de este hallazgo en
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el tratamiento de la cirrosis. Esta posibilidad implica una
serie de estudios farmacol6gicos de toxicidad en diver-
sas especies animales y en humanos en relacién con
vias de administracion, dosis, accién del compuesto en
el érgano blanco (en este caso en el higado), efectos
colaterales, etc.

Tener un proyecto clinico piloto autorizado por la Secre-
tariade Saludy el Comité de Etica en pacientes cirréticos.
Realizar un desarrollo farmacéutico con algun laborato-
rio interesado en el farmaco. En este caso la empresa
Probiomed esta interesada en participar en este desarro-
llo, terminando los estudios y pruebas clinicas y realizan-
do las pruebas de estabilidad médica necesarias para
realizar los trdmites en la Secretaria de Salud.
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