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ResumEn.
Existen diversos modelos de inducción de daño hepático en animales, pero ninguno que sea completamente satisfactorio para producir  cirrosis hepática (CH). Las diversas limitaciones que presentan estos modelos, han llevado a los investigadores a desarrollar sus propios modelos experimentales, los cuales sean capaces de reproducir la mayoría de los signos clínicos de este síndrome en el ser humano. En este sentido, para que un modelo pueda emplearse en la experimentación con animales, debe cumplir los siguientes criterios: 1) que la causa etiológica de la patología ocupada en el modelo sea similar a la que ocurre en la clínica; 2) el modelo debe parecerse a la clínica en su etología o alteraciones; 3) tiene que haber similitud en la sintomatología, alteraciones bioquímicas y fisiológicas; 4) debe usarse un fármaco prototipo, eficaz en la clínica, capaz de revertir la lesión o alteración que esté produciendo el modelo. Aunado a esto, hay que considerar el dimorfismo sexual dentro de un mismo modelo, existiendo diferencias en las respuestas a nivel conductual, hormonal y metabólico, como respuesta ante un estímulo. Por lo anterior, en éste trabajo se analizó dicha diferencia en las determinaciones de transaminasas y proteínas en ratas machos y hembras Wistar post-tratamiento crónico con sobredosis de paracetamol/EtOH. Los datos se analizaron con una ANOVA de 2 vías para grupos independientes, encontrando diferencias significativas entre ambos sexos, al comparar el grupo control con el administrado con paracetamol/EtOH (p<0.05) obteniéndose los mismos resultados al analizar cada grupo de forma independiente (p<0.05). Los datos anteriores sugieren que existen diferencias basales en los niveles de transaminasas y proteínas entre machos y hembras, las cuales se tienen que considerar al momento de desarrollar un modelo de investigación.
1. Introducción
El hígado, es el órgano de mayor volumen en el cuerpo y el más complejo debido que recibe toda la sangre procedente del intestino y el páncreas a través del sistema venoso portal; desempeña múltiples funciones en el organismo como son: producción de bilis, metabolismo carbohidratos y lípidos, eliminación de insulina y otras hormonas, síntesis de proteínas y factores de coagulación, detoxificación de la sangre, transformación de amonio en urea, así como depósito de múltiples sustancias (Tórtora y Derrickson, 2002). Cuenta con diversos complejos enzimáticos denominados de fase I y II destinados al metabolismo de fármacos y productos tóxicos; entre los cuales se encuentra el sistema del citocromo P-450 (González-Ojeda, 2011). Los trastornos hepáticos pueden ocasionar la modificación de cualquiera de estas funciones, siendo las pruebas de laboratorio, utilizadas para la evaluación de hepatopatías, las que analizan de forma directa la función hepática y sirven para catalogar etiológicamente la enfermedad (Sánchez-Sendín y Nogales-Aguado, 2009). A pesar de que éstas son más sensibles que los signos y síntomas clínicos, muchas alteraciones del hígado, particularmente la hepatitis (aguda y crónica), presenta una función hepática normal. Sin embargo, debido a la elevada actividad enzimática que se produce a nivel de los hepatocitos, se pueden evaluar enzimas que evidencien la existencia de daño hepático, como son las transaminasas (Henrry, 2005). Por lo anterior, la búsqueda de índices predictivos más eficaces en el diagnóstico enfermedades hepáticas, se encuentra en continuo desarrollo, sobre todo en relación a los factores que influyen en los procesos de apoptosis y regeneración hepática que intervienen en este síndrome complejo (O’Grady, 2006). Más aún, el interés por el estudio de la patogénesis del fallo multiorgánico hepático y en particular, de los mecanismos moleculares de regeneración hepática y de la fisiopatología de todas estas alteraciones ha incrementado considerablemente, ya que la interacción entre el endotelio, el músculo vascular, las toxinas bacterianas, citocinas, radicales libres y otros componentes de la cascada de la respuesta inflamatoria, provocan la pérdida del control vascular y la lesión local con pérdida de la integridad endotelial, así como alteraciones en el flujo sanguíneo de la microcirculación (Tuñón et al., 2007). Así, han sido muchos los intentos por desarrollar un modelo adecuado (reversible, reproducible y semejante), que permita evaluar estas alteraciones a través de la utilización de una gran variedad de diseños, sin embargo, hasta el momento, no ha sido posible establecer un modelo que refleje de modo idóneo el patrón de la enfermedad hepática humana, presentando importantes limitaciones los que se utilizan actualmente (Terblanche y Hickman, 1991). La rata de laboratorio (Rattus norvegicus albinus), ha sido usada como modelo para las investigaciones médicas, biológicas y de diversa índole, siendo la especie más empleada en la investigación biomédica, tanto en estudios farmacológicos, fisiológicos y metabólicos, como es el caso de hepatopatías, esto debido a que el hígado en esta especie, realiza funciones homólogas a las que realiza el hígado en humanos (Moller y Vázquez, 2011). Sin embargo, a pesar de estas semejanzas, existen diferencias dimórficas entre los sexos de una misma especie, incluidos los aspectos fisiológicos, morfológicos, de rendimiento y ecológicos, los cuales influyen en el desarrollo y/o establecimiento de diversas patologías metabólicas y cardiovasculares, siendo un ejemplo de ello, el alcoholismo, el cual constituye un grave problema que aumenta el riesgo de padecer enfermedad hepática, sobre todo, cuando está ligado con el consumo excesivo de sustancias hepatotóxicas como los fármacos (paracetamol, nimesulida, antibióticos, etc.) (Fairbairn, 2013; Picena et al., 2007). Por mucho tiempo, se ha planteado que tanto el daño hepático ocasionado por el consumo de etanol, como la respuesta farmacológica a la mayoría de los medicamentos, es mayor en el sexo femenino que en el masculino, sugiriéndose que esto es debido a los niveles elevados de estrógenos y progesterona en hembras. De igual manera, se sabe que la enzima metabolizadora de etanol (alcohol deshidrogenasa) se encuentra regulada por hormonas como los andrógenos, estrógenos y la hormona del crecimiento, siendo la testosterona la que aumenta los niveles de ésta enzima, lo que podría explicar la mayor tolerancia del macho al consumo de etanol respecto a las hembras (González-Bravo et al., 2003). También se ha demostrado que las hormonas sexuales influyen la actividad del citocromo P-450 en ratas, particularmente se han establecido diferencias en el metabolismo entre machos y hembras posterior a la administración de fármacos como la antipirina, clordiazepóxido, diazepam, cafeína, metropolol, entre otras. Tal es el caso del paracetamol, en el que la depuración es mayor en hembras que en machos (Miners et al., 1983). Tomando como base lo anterior, en este estudio se propuso evaluar la influencia del sexo en un modelo de cirrosis hepática inducia por sobredosis de paracetamol/EtOH en ratas Wistar.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Para este estudio, se emplearon 24 ratas de la cepa Wistar; 12 hembras y 12 machos, con un peso promedio de 200 a 300 g. Durante la fase experimental, se mantuvieron en el Laboratorio de Farmacotoxicología y el Laboratorio de Farmacología Experimental de la Facultad de Q.F.B., en cajas de acrílico traslúcidas (45 x 30 x 10 cm) con un ciclo de luz/oscuridad de 12 x 12 horas (la luz se encendió a las 7:00 am), con libre acceso a agua y alimento, siguiendo las indicaciones de la NOM-062-ZOO-1999. Las ratas se dividieron en 4 grupos, dos controles (machos y hembras, n=6) y dos experimentales (machos y hembras, n=6). Los grupos control, recibieron 1 mL v.o., de agua purificada. Los grupos experimentales, llamados Paracetamol/EtOH, fueron administrados con una dosis de 600 mg/Kg de paracetamol/EtOH/día. Todos los grupos recibieron el tratamiento farmacológico y/o vehículo bajo el régimen descrito durante 14 días, las dosis se dividieron en dos administraciones diarias, a las 7 y a las 19 horas. Posteriormente, fueron sometidas a un ayuno de 14 horas para luego ser anestesiadas por inhalación con éter etílico, para proceder con la toma de la muestra sanguínea por punción cardiaca. La muestra obtenida fue centrifugada a 3,500 rpm por 5 minutos, se separó el suero y se procedió a la determinación de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) mediante un método espectrofotométrico semiautomatizado (Kits comerciales del Laboratorio MexLab). Los datos se analizaron mediante una ANOVA de 2 vías para grupos independientes y cuando se detectaron diferencias de p≤0.05, se realizó una prueba post hoc de Student Newan Keuls. Los resultados se muestran en gráficas considerando el tratamiento de inducción de la cirrosis hepática  y por género. 
3. Resultados y discusiones

Al analizar los resultados del ensayo enzimático por la interacción del factor tratamiento y género se encontró que hay diferencias entre estas, tanto para TGO [F(1,24) = 12.754, p = 0.002]  como para TGP [F(1,24) = 4.742, p = 0.039], de igual manera se muestra una diferencia significativa en la respuesta enzimática de la transaminasa glutámico-pirúvica (TGP) y la glutámico-oxalacetica (TGO), en suero de ratas intactas, demostrando que los machos tienen concentraciones basales  de TGO [F(1,24) = 12.754, p < 0.001] y TGP [F(1,24) = 4.742, p < 0.001], más altas que las ratas hembras (figura 1), sin existir diferencias entre ratas hembras y machos de los grupos tratados con paracetamol/EtOH [TGO F(1,24) = 12.754, p = 0.105] [TGP F(1,24) = 4.742, p = 0.072] (figura 2). 
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En el análisis por género, se apreció que en la respuesta enzimática al modelo de cirrosis hepática por sobredosis de paracetamol/EtOH, las hembras aumentaron casi tres veces su valor de TGO respecto al basal [F(1,24) = 12.754, p < 0.001] y casi el doble en TGP [F(1,24) = 4.742, p = 0.05] (Figura 3). En contraste, los machos mantuvieron semejantes valores de transaminasas tanto a situación basal como post administración de los agentes hepatotóxicos [TGO: F(1,24) = 12.754, p = 0.974; TGP: F(1,24) = 4.742, p = 0.991] (Figura 4).
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Como se puede apreciar, existe un claro dimorfismo sexual en los valores enzimáticos basales de TGO y TGP en la rata Wistar (figura 1, 2 y 3) bajo las condiciones en que se llevaron a cabo las determinaciones por un método enzimático instrumental convencional.  Como se puede evidenciar por los resultados mostrados en este experimento, lo cual resulta significativo, ya que a la fecha no hay reportes acerca de este tipo de fenómenos para la mayoría de las pruebas bioquímicas, lo que conlleva a considerar la necesidad de realizar controles dentro de nuestros experimentos. El hecho de que las ratas macho tengan un valor basal de TGO y TGP mayor que las ratas hembras (figura 1), es indicativo de las diferencias metabólicas que existen entre ambos sexos, resaltándose la importancia de conocer cómo afecta esto a la respuesta dada ante el desarrollo de una patología como la cirrosis hepática, o alguna otra donde intervengan estas enzimas (Fairbairn, 2013). Por otro lado, el modelo de cirrosis hepática con paracetamol /ETOH en un régimen de 14 días se desarrolló en nuestro grupo de trabajo con ratas hembras (Ocaña et al., 2014) por lo que el hecho de que ratas macho no modifiquen sus niveles de enzimas hepáticas bajo las mismas condiciones puede atribuirse a que la testosterona circulante promueve un incremento de la enzima alcohol deshidrogenasa, necesaria para el metabolismo hepático del etanol (González Bravo et al., 2003) y que evite lesiones tisulares En el género femenino, si bien se ha demostrado una mayor sensibilidad a sustancias hepatotóxicas, no se ha logrado elucidar la influencia de las hormonas femeninas estrógeno y progesterona (Miners et al., 1983) en este fenómeno. Por tanto, queda pendiente determinar si dosis mayores de paracetamol/EtOH en ratas macho o la prolongación del régimen de administración logran inducir la hepatotóxicidad en este modelo, así como identificar alguna respuesta diferencial asociada al ciclo estral de las ratas hembra.

4. CONCLUSIONES
Existe dimorfismo sexual en los niveles basales de transaminasas TGO y TGP en ratas de la cepa Wistar, sin embargo, dicha diferencia desaparece en el modelo de cirrosis hepática inducida por paracetamol/EtOH, en el que las hembras muestran ser más sensibles y elevar las concentraciones de estas enzimas.
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Figura � SEQ Figura \* ARABIC �1�. Valores de TGO y TGP en animales tratados con sobredosis de Paracetamol/EtOH. No se encontraron diferencias en los valores entre hembras y machos después del tratamiento. TGO (p= 0.105, NS), TGP (p = 0.072, NS).








Figura � SEQ Figura \* ARABIC �2�. Valores de TGO y TGP en animales intactos. Se observan valores más altos en ratas macho respecto a las hembras para ambas enzimas. TGO (*p < 0.001), TGP (*p < 0.001).








Figura � SEQ Figura \* ARABIC �3�. Valores de TGO y TGP en ratas hembras en condiciones basales y con sobredosis de Paracetamol/EtOH. Se observa que aumentan los valores de ambas enzimas post-tratamiento. TGO (*p < 0.001), TGP  (*p = 0.05).








Figura � SEQ Figura \* ARABIC �4�. Valores de TGO y TGP en ratas macho en condiciones basales y con sobredosis de Paracetamol/EtOH. No existen diferencias para alguna de las enzimas en ambas condiciones metabólicas. TGO (p = 0.974, NS), TGP (p = 0.991, NS).
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