UNIVERSITAT DE VALENCIA

~ Facultat de Ciencies Biologiques

Toxicidad de los Farmacos Opiaceos
en Hepatocitos Humanos en Cultivo

Tesis Doctoral Presentada por:
Ramiro Jover Atienza
Valencia, Enero de 1991




UMI Number: U607665

All rights reserved

INFORMATION TO ALL USERS
The quality of this reproduction is dependent upon the quality of the copy submitted.

In the unlikely event that the author did not send a complete manuscript
and there are missing pages, these will be noted. Also, if material had to be removed,
a note will indicate the deletion.

Dissertation Publishing

UMI U607665
Published by ProQuest LLC 2014. Copyright in the Dissertation held by the Author.
Microform Edition © ProQuest LLC.
All rights reserved. This work is protected against
unauthorized copying under Title 17, United States Code.

ProQuest LLC
789 East Eisenhower Parkway
P.O. Box 1346
Ann Arbor, Ml 48106-1346



M ATE3968x

R.928F



Servei
Valencia de
Salut

HOSPITAL "LA FE

CERTIFICAN:

Avenida de Campanar, 21
Teléfono 386 27 00
46009 VALENCIA

Dia. MARIA JOSE GOMEZ-LECHON MOLINER, Doctora en
Ciencias Bioldégicas y Jefa del Laboratorio de
Cultivos Celulares del Centro de Investigacién del
Hospital "La Fe" de Valencia, y D. JOSE VICENTE
CASTELL RIPOLL, Doctor en Ciencias Quimicas y en
Medicina, Profesor Titular del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Universitat
de Valencia, y Jefe del Laboratorio de Enzimologia
del Centro de Investigacién del Hospital "La Fe"

de Valencia,

que D. RAMIRO JOVER ATIENZA, Licenciado en
Ciencias Biolébégicas por 1la Universidad de
Valencia, ha realizado bajo su direccién el
trabajo de investigacidén titulado "Toxicidad de

los Farmacos Opiadceos en Hepatocitos Humanos en

Cultivo", que presenta como Tesis Doctoral.

Y para que conste a todos los efectos oportunos,

expiden y firman la presente certificacién,

en Valencia a 23 de Enero de 1991

Fdo. Dr. José V. Castell



INDICE GENERAL

N° P&g
ABREVIATURAS U T ILTI ZADAS . .. i ittt i ittt oo oeonsseeesssenenssesenenens 7
INTRODUCCION
1. LA HEPATOTOXICIDAD ASOCIADA AL USO DE FARMACOS.............. 11
La vulnerabilidad del higado a la lesidén téxica.......... 13
Tipos de hepatotoxinas y efectos hepaticos
AS0CIAdOS . . it e e e e e e i e e 15
1.3. Mecanismos de toxicidad que ocasionan la hepatitis
medicamentosa...... ... i i i e 16
1.3.1. Biotransformacién hepatica y hepatotoxinas
latentes. .. ... i e e 17
1.3.2. Acciones moleculares de las hepatotoxinas
latentes. . ... i i i e 19
1.3.3. Hepatotoxinas latentes e idiosincrasia............... 21
2. LA HEPATOTOXICIDAD ASOCIADA A FARMACOS ANALGESICOS
(0 = 17X 03 1 23
2.1. Farmacos analgésicos opidcCeos..........c.iiiiiiitennnnennn 25
2.1.1. Receptor opioide y péptidos opioides endégenos...... 25
2.1.2. Mecanismo de accidn..........ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnen. 26
2.1.3. Clasificacidén de los opidceos.........cieiienneennnn 27
2.1.4. Agonistas opiaceos: uso clinico, dependencia y
tolerancCia. ...ttt e e et e e 27
2.1.5. Agonistas opiaceos: caracteristicas
farmacocinéticas........ .. . i i i e 29
2.1.6. Morfina, meperidina, metadona y buprenorfina........ 30
La hepatotoxicidad de los opidceos................c...... 32
Mecanismos de la hepatotoxicidad de lo opiaceos.......... 34



3. MODELOS BIOLOGICOS PARA EL ESTUDIO DE LA

HEPATOTOXICIDAD. ¢« ¢ ¢ ¢ ¢ c e cacoese e s eccececsescesecscacsenssenes ~ee39
3.1. Modelos in vivo.......... tececscescesecscsacane ceee en R
3.2. Modelos in vitro...... e s eceseseccccsnsececccncecncoeems .42

3.3. Hepatocitos humanos en cultivo primario como modelo
biolégico para estudios de hepatotoxicidad............... 44

4. OBJETIVOS. .. ..ccteecececccccnassse ceeeccsecscscsccscccas s «e..49

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES
1. BIOPSIAS HEPATICAS QUIRURGICAS. ... ccccecceccecs cececcasnaan 55
2. PRODUCTOS.....cc0c.". eseccsncses eesesecscessesessss s eecesesbd
3. APARATAJE. . ¢t ccteeeneen cresenaese ceescsssassssssncs s ceens..Db
METODOS
1. OBTENCION DE LA SUSPESION DE HEPATOCITOS HUMANOS....... «ee.57
1.1. Soluciones de perfusién....... cecsteacsecssecenaae e «...57
1.2. Procedimiento de aislamiento.......cccccveeeeeccens cee...58
1.3. Control de viabilidad y recuento celular.........ccccuu.. 61
2. CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS HUMANOS. ...:ccccccccsacaoss 62
2.1. Medio de cultivo........cicveuen. Ceesseceacaccccscasannn 62
2.2. Soporte del cultivo........... e sceescsesasacnsseaanannn 64
2.3. Siembra celular y desarrollo del cultivo................. 64
3. CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS DE RATA.....cccceececcasass 65



4. CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES CONTINUAS.....cccoeceveeesn 68

5. PREPARACION DE LOS OPIACEOS. .. cccccccecccscccsossscscanncncns 69

6. METODOS PARA LA EVALUACION DE L.OS EFECTOS CITOTOXICOS...... 69

6.1. Etapas del cultivo en las que se evaluaron los

efectos citotéxicos..... ctecsceccseesasaans ceccseasacans .71
6.1.1. Adhesion celular.....cceeeceeeeessncacsscasocnsansaes .71
6.1.2. EXLENSION COLULAT . . nue e eeeennnnaneneeeeeeeeneeas?2
6.1.3. Monocapa confluente............... ceeeesenan ceeeas .72

6.2. Parametros de citotoxicidad..........cce0cenn. ceecsecccans 73
6.2.1. Determinacién de la actividad LDH por
Micrométodo..ceeeeeceecencecaasccnsns cesscacesasenee .74
6.2.2. Valoracién de proteina celular en microplaca........ 77
6.2.3. Test del MTT...eeeueeeennnnnnn. I 4
7. METODOS PARA LA EVALUACION DE ALTERACIONES DE
FUNCIONES METABOLICAS....:.ccccececcees S -
7.1. Efecto de los opidceos en el metabolismo del
glucOgeNOD. .. oo et cccccacaccanssenes B

7.1.1. Disefio experimental. Degradacién de glucégeno.......82

7.1.2. Diseno experimental. Sintesis de glucégeno.......... 83

7.1.3. Determinacioén de glucégeno....cceeeeescccsccesaaas
7.2. Efecto de los opidceos en la sintesis de urea..........

7.2.1. Disefio experimental. Sintesis de urea........... .o
7.2.2. Determinacién de urea........... ceeccscccssencanns
7.3. Efecto de los opidceos en la sintesis de albimina..... .

7.3.1. Disefio experimental. Sintesis de albumina.........

7.3.2. Determinacién de albumina.....c.ceeeeeeccscccccccas
7.4. Efecto de los opidceos sobre el contenido de GSH.......

7.4.1. Disefio experimental. Deplecién del GSH con el

tiempo.......'.l. ........... ® & ® & ¢ 8 o ® & ° o o e ® ® o & 9 & o 0 0
7.4.2. Disefio experimental. Curva dosis-respuesta........
7.4.3. Determinacién de GSH.......cccoceens ceesecccscesaan

.92

..92

.93



8. ESTUDIO DE LA METABOLIZACION DE LA MORFINA EN
DISTINTOS SISTEMAS CELULARES MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)....ee.... et teeeaaaaen ..95

9. ESTUDIO ESTADISTICO Y TRATAMIENTO MATEMATICO DE LOS
RESULTADOS . . ccceeeececcecccssccscsscsscossccscscs ceesectccceeca 96

RESULTADOS

1. CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS HUMANOS......ccccceeesee...101

2. EFECTOS CITOTOXICOS DE LOS OPIACEOS EN LOS DISTINTOS
ESTADIOS DEL CULTIVO DE HEPATOCITOS HUMANOS.......c.ce.....107

2.1. Efecto de los opidceos sobre la adhesién celular..... .+.109

2.2. Citotoxicidad de los opidceos durante la extensién
celular............ cecesssssessens cecseccces ceececaeseaassall2

2.3. Efecto de los opidceos sobre el cultivo establecido
(Monocapa confluente).......cccceeeececeeccssascsccnsoasaseasll’

3. EFECTO DE LOS OPIACEOS SOBRE LAS FUNCIONES
METABOLICAS DE LOS HEPATOCITOS HUMANOS EN CULTIVO.........119

3.1. Efecto de los opidceos sobre el metabolismo del

glucégeno....ceeeeeee tesscesescsceenaneca ceeseescnsssesal2l
3.1.1. Efecto de los opidceos sobre la degradacidn
del glucdégeno....... cecerecncssecane ceesesssssecessl2]
3.1.2. Efecto de los opidceos sobre la sintesis de
glucégeno....... e -
3.2. Efecto de los opiaceos sobre la sintesis de urea........125
3.3. Efecto de los opidceos sobre la sintesis de albidmina....127
3.4. Efecto de los opidceos sobre el GSH celular........c.... 129



4. CITOTOXICIDAD DE LOS OPIACEOS EN CULTIVO PRIMARIO DE
HEPATOCITOS DE RATA Y LINEAS CELULARES CONTINUAS.......... 133

4.1. Efecto citotéxico de los opidceos sobre hepatocitos
de rata en cultivo primario............ ceeane P e 15
4.2. Citotoxicidad de los opidceos en lineas celulares
continuas...... cetocsscecssecssacens cececcccessecasesnann 138

5. ESTUDIO DE LA METABOLIZACION DE LA MORFINA EN
DISTINTOS SISTEMAS CELULARES MEDIANTE CROMATOGRAFIA

DISCUSION

1. EL CULTIVO DE HEPATOCITOS HUMANOS COMO MODELO
» BIOLOGICO DE ELECCION PARA EL ESTUDIO EXPERTMENTAIL DE
LA HEPATOTOXICIDAD DE IOS OPIACEOS...cccccceeccceccccccssseld?

2. HEPATOTOXICIDAD DE LOS OPIACEOS EN CULTIVO PRIMARIO
DE HEPATOCITOS HUMANOS...... cesesescscsccsescasssaca ceccecs l61

2.1. Parametros de citotoxicidad y tratamientos

realizados con 1loS OpPiACEOS....:cceeeccescsscccccansnss 163
2.2. Efectos citoté6xicos de los opidceos: andlisis

comparativo y discusién de los resultados............ ..164
2.3. Pardmetros metablliCOS.......cccteceecscceccscsseccsacsssl68
2.4. Efectos metab6licos de los opidceos: andlisis

comparativo y discusién de los resultados..............170
2.5. Extrapolacién de los resultados obtenidos in vitro

Al hombre........ccitieeeececesesasccccccscscssasoansssessl??



3. HEPATOTOXICIDAD COMPARADA DE LOS OPIACEOS EN
DISTINTOS SISTEMAS CELULARES...... cecetececsosacns cteeseacnn 185

3.1. Efecto de los opidceos sobre los hepatocitos de

rata y lineas celulares continuas. Comparacién con

los hepatocitos humanos........... ceececnes ceecececsanacacn 187
3.2. Estudio comparativo de la metabolizacién de la

morfina en los distintos sistemas celulares........c..e... 191
CONCLUSIONES . . . c c et csessecsosscsosssassscsacs cceeecsese e e e s e s e 195
BIBLIOGRAFIA.. .. cccceocesen ceeoccee e sessesesesssesevsesnesas e e 199



ABREVIATURAS UTILIZADAS

ABTS Acido 2,2’-Azino(3-etil-benzotiazolina) 6-
sulfénico

BUP Buprenorfina

BSA Albimina sérica bovina

CTAB N-cetil-N,N,N-trimetilamonio bromuro

DMEM Medio de Eagle modificado segun Dulbecco

DMSO Dimetilsulféxido

EDTA Acido etilen-diamino-tetracético

ELISA Enzimoinmunoensayo

EGTA’'  ~ Acido etilen-glicol-bis-(B-aminoetileter)-
N,N,N’ ,N’-tetracético

GPT Glutamato piruvato transaminasa

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

HEPES Acido N-2-hidroxietil piperazina-N’-2-etano-
sulfénico

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucidn

IC Concentracién que produce un efecto inhibidor

del 10% en el parametro evaluado
IC Concentracién que produce un efecto inhibidor
del 50% en el parémetro evaluado

LDH Lactato deshidrogenasa

MEP Meperidina

MET Metadona

MOR Morfina

MTT 3-[4,5-dimetiltiazolil-(2)]-2, 5-difenil-2H-
bromuro de tetrazolio

NAD Nicotin adenin dinucleétido

NADH:dye-DH NADH: dye oxidoreductasa

oPT O-ftaldialdehido

PBS Tampdén fosfato salino (fosfato 20 mM, NacCl
0,9 %, pH 7,2)

SBF Suero bovino fetal

ST Suero de ternera recién nacida

TCA Acido tricloroacético

R Indice del riesgo de toxicidad

Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano






INTRODUCCION



10



1) La hepatotoxicidad asociada
al uso de farmacos
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El hombre estd potencialmente expuesto a una gran variedad
de agentes que pueden producir lesién hepética. Algunas
hepatotoxinas se encuentran en la naturaleza como productos
derivados del metabolismo de plantas, hongos y bacterias, o como
compuestos "minerales (140, 203). Otros nuchos agentes
hepatotéxicos provienen de la industria quimica o farmaceutica, y
pueden 1llegar al hombre por distintas vias, incluso como
contaminantes del medio ambiente (138, 211, 236).

La hepatotoxicidad ocasionada por fdrmacos estd aumentando
recientemente de un modo alarmante. En la actualidad, la afeccién
hepadtica asociada al uso de medicamentos es, Jjunto con 1la
hepatopatia téxica producida por el alcohol, 1la causa més
importante del dafio hepatico en el hombre después de las
hepatitis viricas.

El creciente nuimero de farmacos introducidos en las dltimas
décadas Jjunto con su mayor consumo, en particular por ciertas
capas de la poblacién, ha sido la causa del aumento paralelo del
nimero de hepatopatias atribuibles al uso de medicamentos (85,
133, 152, 206). Asi mismo, los programas de seguimiento vy
farmacovigilancia instaurados en la mayoria de los paises han
puesto de manifiesto 1la existencia de efectos hepatotéxicos
causados no solo por medicamentos recién introducidos, si no
también por farmacos que se creian indécuos (54, 148, 185).

En definitiva, podemos decir que la hepatotoxicidad asociada
al uso de farmacos (yatrogénica), prdcticamente inexistente a
principios de este siglo es, hoy dia, la segunda causa etiolégica
de las hepatopatias téxicas después del alcohol.

1.1. LA VULNERABILIDAD DEIL. HTIGADO A I.A LESTON TOXTICA

La especial susceptibilidad del higado al dafno causado por
xenobidéticos se ha atribuido a cuatro causas fundamentales:

13



1.- La elevada concentracién de compuestos extrafhos en el

tejido hepéatico.
Es un hecho demostrado que muchos xenobidticos se acumulan

en el higado con una concentracién muy superior a la plasméatica
(24). Este fendémeno tiene una dificil explicacién pero quizéas
esté relacionado con una mayor unién de los xenobidéticos a 1las
proteinas del hepatocito, al citocromo P-450 y a otros 1lugares
moleculares donde ocurren procesos de conversién metabdlica vy
excrecién (162).

2.- Su ubicacién anatomofuncional.

La posicién "portal" del higado en nuestro organismo puede
contribuir a la hepatotoxicidad de los farmacos ingeridos.‘La via
oral es la ruta mds frecuente de administracién de medicamentos,
los cuales, una vez absorbidos en el tracto gastrointestinal
tienden a pasar casi exclusivamente a la vena porta hepatica,
alcanzando concentraciones elevadas en el higado (231). Este
factor es especialmente importante en el caso de xenobidéticos que
son transformados en productos téxicos por enzimas de 1la flora
intestinal o del propio intestino (144), vy cuando las substacias
absorbidas sufren una gran extraccién a su paso por el higado
(efecto de primer paso hepdatico) (24, 162).

3.- La excrecién biliar de compuestos extrafios yv de sus

metabolitos.

Los metabolitos de muchos xenobiéticos son excretados por la
bilis para entrar en la circulacién enterohepdtica o para ser
eliminados fuera del organismo (137). Este factor es
especialmente importante en la hepatotoxicidad de los agentes que
lesionan 1la membrana del canaliculo biliar o que interfieren en
la formacién de la bilis dando lugar al desarrollo de ictericia
colestédsica (135, 224).

14



4.- La biotransformacién de xenobiéticos.

El factor mds importante en la vulnerabilidad del higado a
la lesidén por agentes extrafnos estd relacionado con su papel en
la biotransformacién de xenobiéticos. Esta importante funcién
hepdtica es un arma defensiva de doble filo, ya que mientras que
algunos agentes potencialmente téxicos son convertidos en
metabolitos indécuos tal como corresponde'al papel detoxificador
del higado, otros xenobiéticos no téxicos u oligotéxicos son
transformados en productos dafiinos que ejercen in situ su accién
perjudicial (83, 147, 163, 169, 170).

1.2. TIPOS DE HEPATOTOXINAS Y EFECTOS HEPATICOS ASOCIADOS

A las substancias capaces de producir dafio hepatico se les
denomina de modo genérico hepatotoxinas. Entre ellas se - suele
discernir entre las hepatotoxinas intrinsecas 'y las
idiosincrdsicas (233).

Las hepatotoxinas intrinsecas son aquellas que por encima de
una cierta concentracién, producen sistemdticamente dano hepatico

~en todos lo individuos expuestos y, por lo tanto, su efecto puede

predecirse con gran probabilidad. Las hepatotoxinas
idiosincrdsicas producen dafno hepdtico solamente en algunos
individuos y la intensidad de la lesién no se correlaciona con la
dosis administrada. Como consecuencia, los efectos de estas
hepatotoxinas no son fédciles de predecir y se manifiestan
unicamente en individuos particularmente susceptibles.

El dafno hepatico ocasionado por las hepatotoxinas se puede
traducir en tres tipos de respuesta (237):
Efectos citotéxicos que consisten en alteraciones

morfolégicas manifiestas (necrosis de una 2zona del tejido,
hinchamiento, acidofilia, esteatosis, etc.), 1liberacién de
enzimas intracelulares a la sangre, y disminucién generalizada de
la capacidad funcional del higado (conversién de lactato a
glucosa, de amonio a urea, captacién de colorantes, etc.)(194,
240).
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Efectos colestdsicos, que consisten en alteraciones del
flujo biliar e ictericia, sin que generalmente aparezca un patrén
de alteraciones morfolégicas claro. Esto es debido a que el dafio
no suele estar relacionado siempre con el canaliculo biliar, si
no gque mds bien suele ser el resultado de alteraciones de 1la
capacidad funcional de la membrana del hepatocito (137).

Efectos cancerigenos cuando aparece un carcinoma hepatico
(238).

La mayor parte de los téxicos intrinsecos son citotéxicos;

por el contrario, el efecto generalmente observado en los téxicos
idiosincrdsicos es colestdsico. No obstante, algunos téxicos
intrinsecos actuan a la vez como citotdéxicos y colestdasicos
(237).

1.3. MECANISMOS DE TOXTCIDAD QUE OCASTONAN
LA HEPATITIS MEDICAMENTOSA

Los mecanismos moleculares por los que las hepatotoxinas
intrinsecas producen 1la lesién hepatica son en general solo
parcialmente conocidos para algunos compuestos.

Hay varias maneras de clasificar a 1las hepatotoxinas en
relacién con su mecanismo de toxicidad. En un primer 1lugar se
clasificaron en dos grupos:

1) Hepatotoxinas directas: aquellas que producen dafos

directamente a 1las estructuras celulares: membrana celular,
reticulo endoplédsmico, membrana mitocondrial, aparato de Golgi,
etc. (235).

2) Hepatotoxinas indirectas: que actian de manera méas
selectiva interfiriendo procesos metabdlicos especificos (239).

Pero esta clasificacién, bdsicamente fenomenolégica, no daba
ninguna informacién mecanistica sobre su actuacién, por lo que es
preferible su clasificacién en:

1) Hepatotoxinas activas: son téxicas per se y actuan
directamente sobre el hepatocito sin necesidad de
biotransformacién.
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2) Hepatotoxinas latentes: no son téxicas directamente, pero
tras su biotransformacién por el propio hepatocito dan origen a
metabolitos téxicos.

Las evidencias recogidas en los ultimos afios, que demuestran
la gran abundancia de hepatotoxinas latentes entre los f&rmacos
comercializados, hacen que el mecanismo de accién de este tipo de

hepatotoxinas merezca ser estudiado con una especial atencién.
1.3.1 Biotransformacién hepdtica y hepatotoxinas latentes.

La gran capacidad biotransformadora del higado le confiere
un papel primordial en 1la tarea detoxificadora de nuestro
organismo. La eliminacién de los compuestos hidrosolubles resulta
facil pero no asi la de los poco solubles o 1liposolubles, dque
tienden a acumularse. Para evitarlo, dichos compuestos son
modificados quimicamente por el higado para aumentar su
solubilidad. Esa bioconversién se realiza mediante un conjunto
de reacciones que tienen 1lugar en el citoplasma de los
hepatocitos (14, 84, 114, 230). ‘

En primer 1lugar, se - modifica la estructura de:  las
moléculas de naturaleza hidrofdébica mediante procesos de 6xido-
reduccién, de hidrélisis o de hidratacién (reacciones de Fase I),
que dan como resultado la aparicién en la molécula de grupos
polares (generalmente -OH, —NH2, -COOH, =C=0, =5=0, -SH, etc.)
(4) (Esquema 1).

El grupo de enzimas mds versdtil en cuanto a su capacidad
para modificar a 1los xenobidticos es el de 1los enzimas
microsomales asociados al citocromo P-450, o mds propiamente, las
monoxigenasas. Estas enzimas catalizan 1la mayoria de las
reacciones de 6xido-reduccién y tienen en comin: a) el poseer
como grupo prostético un citocromo con un mdximo de absorcién
alrededor de 1los 450 nm cuando reacciona con CO, b) requerir
NADPH, y c¢) funcionar asociados a 1la NADPH-citocromo P-450
reductasa. Los enzimas estdn inmersos en la membrana lipidica del
reticulo endopldsmico rugoso Yy requieren la presencia de un
entorno fosfolipidico para su correcto funcionamiento (189).
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Las reacciones de la Fase II consisten en la conjugacién de
las moléculas mas polares resultantes del proceso anterior, con
metabolitos hepaticos endégenos. Generalmente mediante reacciones
con acido glucorénico, con glutation, con sulfato y con glicina.
El producto resultante es mucho mas soluble gue el xenobidtico
original 1lo que facilita su eliminacién del organismo por via

renal o biliar (37) (Esquema 1).

.. Excrecion
Excrecion

. .. Glucuronidacion

Oxidacion L,
. Glucosidacion

Reduccion ..

S Metabolito Sulfatacién

Xenobibtico Hidrolisis Metilacia

. . po|ar etliacion

Hidratacion

Acetilacion
Conjugacion con GSH
Conjugacion con aminoacidos

Isomerizacion

Enzimas microsomales
- Dependientes del citocromo P-450

Monooxigenasas Enzimas microsomales
- No dependientes del citocromo P-450 UDP-Glucuronosiltransferasa
Flavin-monooxigenasa Enzimas citosolicos y mitocondriales
Enzimas citQsolicQs..y. mitQEQndriak;, GSH-S-transferasa
Alcohol deshidrogenasa Acetil CoA-glicina transferasa

Aldehido oxidasa

Esquema 1. Biotransformacién hepatica de 1los xenobidticos

mediante reacciones de Fase I y Fase 1II

Un hecho experimentalmente constatado es el que estas
reacciones, en particular las o6xido-reducciones de Fase I pueden
disminuir pero también en algunos casos aumentar la toxicidad de
un compuesto (83, 147, 163, 169, 170). Como consecuencia de los
procesos redox catalizados por las monooxigenasas se generan en
el interior del propio hepatocito a partir del compuesto inicial,
nuevas especies quimicas que en algunos casos son altamente

reactivas (radicales 1libres e intermediarios electrofilicos).

18



Ello convierte indirectamente a los hepatocitos en las primeras
células vulnerables a 1la potencial accién toéxica de los
xenobiéticos. Es por ello por lo que la denominacién global de

"reacciones de detoxificacién" es conceptualmente incorrecta.
1.3.2 Acciones moleculares de las hepatotoxinas latentes.

Los sucesos que se desencadenan a nivel molecular cuando se
generan metabolitos reactivos derivados de hepatotoxinas
latentes, pueden ser muchos y variados; “en concreto, algunos de
los fendémenos toxicolégicos que suceden son los siguientes (133,
191, 198) (Esquema 2):

- Unidén covalente a macromoléculas celulares y su consiguiente
pérdida de funcionalidad. T

- Rotura de cadenas de DNA que pueden originar mutaciones - y
cancer. .

- Generacién de radicales del oxigeno: Estos radicales derivan
de moléculas de oxigeno que por sucesivas reducciones se
transforman secuencialmente en radical anién superéxido, en
peréxido de hidrégeno y en radicales hidroxilo. La accién de
todos ellos conduce a un estado celular mas oxidado lo que
indirectamente origina la oxidacién de cofactores, proteinas
y acidos nucléicos.

- Peroxidacién lipidica: Radicales libres reactivos (como por
ejemplo el radical hidroxilo), pueden robar un &tomo de
hidrégeno a los lipidos; 1lo que, en presencia de oxigeno,
conduce a una reaccién autocatalitica con generacién de
otros radicales que finalmente llevan a -la destruccién del
lipido, su degradacién en productos potencialmente téxicos
tal como el malonildialdehido, y la alteracién de 1las
propiedades de las membranas celulares.

Las defensas de los sistemas celulares son diversas y estan
presentes en diferentes compartimentos celulares para poder
combatir de modo localizado las agresiones oxidativas. Entre los
sistemas de defensa no-enzimdticos tenemos: Tocoferol (vit. E),
dcido ascérbico (vit. C), B-caroteno, dcido urico, flavonoide
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etc.; y entre los sistemas enzimaticos de defensa tenemos:
Superéxido dismutasa, GSH-peroxidasa, GSSG-reductasa, catalasa,
etc. (146, 198, 207).

Xenobiotico
Citocromo P-450

Metabolitos estables

Inhibicién A - Metabolito reactivo

Citocromo P-450 (electrofilos, radicales libres) Excreciéon
- Radicales del oxigeno Glutation #
Peroxidacién Unién covalente Sensibilizacién
Unién covalente lipidica a proteinas
a ADN
Hepatitis
1 Alteraciones funcionales alérgica
Mutacioén (bombas de membrana,
funcion mitocondrial,
1 homeostasis del Ca2-*; ...)
Cancer
Hepatotoxicidad

Esquema 2. Mecanismos que desencadenan la hepatotoxicidad tras 1la

generacién de metabolitos reactivos.

El tripéptido glutation (GSH) Jjuega un papel critico en 1la
toxicidad quimica inducida en sistemas celulares (164) . Sin
embargo, la formacién masiva de metabolitos reactivos (por
ejemplo con una sobredosis del farmaco, o en un individuo con una
capacidad metabdlica superior o distinta a los deméas), y la
subsecuente conjugacién con glutation, puede llevar a wunos
niveles tan bajos en las reservas de grupos tioles, que resulte
imposible evitar que los metabolitos reaccionen con otras

biomoléculas provocando su inactivacién (143, 164, 197).
El mecanismo preciso que conduce a la muerte celular no esta
totalmente aclarado pero se cree dque esta implicada la

desorganizacién de la homeostasis del calcio.
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La unién covalente y 1la peroxidacién 1lipidica pueden
provocar una alteracién en 1la estructura y funcién de 1las
proteinas de membrana y, entre ellas, las bombas dependientes de
energia responsables del mantenimiento del volumen celular,
gradiente iénico, potencial de membrana, pH y homeostasis del
calcio (11, 133, 175).

La concentracién de calcio citosélico se mantiene a un bajo
nivel gracias al secuestro activo por parte de la mitocondria vy
del reticulo endoplaémético. Una alteracién en la captacién de
calcio por estos orgdnulos determina un incremento en la
concentracién de calcio citosélico que, a su vez, se asocia con
alteraciones importantes en el citoesqueleto, manifestadas
morfolégicamente por la aparicién de blebs en la superficie del
hepatocito (130). El elevado nivel de calcio citosélico provoca
adenmas un gran numero de -efectos perjudiciales sobre la
funcionalidad celular, que incluyen inhibicién enzimatica vy
activacién de procesos catabdlicos mediados por fosfolipasas vy
proteasas (11, 133, 175).

En definitiva se puede decir que una combinacién de unién
covalente, oxidacién y desorganizacién de la homeostasis idnica
puede ser la responsable de la toxicidad inducida a nivel
molecular.

1.3.3 Hepatotoxinas latentes e idiosincrasia.

Dentro del grupo de hepatotoxinas latentes se encuentra 1la
mayor parte de los fdrmacos con hepatotoxicidad intrinseca. Su
mecanismo de toxicidad responderia a lo descrito en los apartados
anteriores. También hay hepatotoxinas idiosincrésicas
consideradas latentes; 1los mecanismos en estos casos presentan
ciertas peculiaridades que los diferencian en mayor o menor grado
de los descritos hasta ahora.

El mecanismo por el que las hepatotoxinas idiosincrésicas
producen dafio hepdtico estd asociado, bdsicamente a una
particularidad metabdélica del individuo o a una hipersensibilidad
alérgica (Esquema 3):
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1) En el primero de los casos, existe por lo general
una variacién individual en la capacidad y en el modo de
biotransformacién del farmaco, lo que puede dar origen a la
formacién de un metabolito particularmente téxico en esos
individuos. Un ejemplo, ya clasico, es el mecanismo de toxicidad

de la isoniacida (109, 171).

2) En los casos de hipersensibilidad suele habe
generalmente un proceso alérgico que ha sido instaurado por
repetida administracién del farmaco con la consiguiente
sensibilizacién. En algunos casos ha podido demostrarse que es la
consecuencia una particularidad metabdélica del individuo, donde
los metabolitos reactivos formados por el hepatocito se unen a
proteinas celulares, y actuando de haptenos, desencadenan con la
repetida administracién un proceso inmunolégico de
autodestruccién del hepatocito, como por ejemplo en la

hepatotoxicidad por halotano (179, 180, 201).

Idiosincrasica Intrinseca

Intermedio _Enzimas
reactivo microsomales
T Intermedio

. - reactivo
Unié tei Hipersensibilidad I:l
nién a proteina
P 1— Latente

I Unién covalente
a proteinas y
Hapteno acidos nucleicos
Respuesta
inmunitaria Hepatotoxina Peroxidacion
lipidica
Lisis celular
Deplecion
Produccién de un de glutation
intermedio reactivo

anormal o en grandes
cantidades

Activa

Idiosincrasia Interferencias
metabdlica en procesos

Estado funcional del metabolismo
del organismo:
Embarazo
Desnutricién
Edad
— GSH+
Esquema 3. Mecanismos por los que las hepatotoxinas

idiosincrasicas e intrinsecas producen la lesién hepatica.
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2) La hepatotoxicidad asociada
a farmacos analgésicos opiaceos
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2.1. FARMACOS ANAILGESICOS OPIACEOS

Bajo la denominacién de opidceo se icluye a todos 1los
farmacos naturales o sintéticos que muestran, en mayor o menor
grado, propiedades similares a la morfina.

2.1.1. Receptor opioide y péptidos opioides endégenos.

Los farmacos opidceos interaccionan con receptores opioides
. especificos que se encuentran distribuidos de modo irregular en
el SNC y en los tejidos periféricos (80). Los estudios realizados
sugieren la existencia de cuatro categorias principales de
receptores (208), designados g (mu), Kk (Kappa), 6 (delta) v o
(sigma), cuya activacién puede relacionarse con efectos
farmacoldédgico concretos. Por ejemplo, 1la analgesia ha sido
asociada con los receptores p y k, mientras que la disforia o los
efectos psicotomiméticos se han adjudicado a los receptores o. La
activacién de los receptores § no se ha podido asociar todavia a
un efecto farmacolégico concreto pero su 1localizacién en 1las
regiones 1limbicas del cerebro ha llevado a asociarlo con las
alteraciones del comportamiento afectivo (47).

Los farmacos opidceos tienen propiedades muy similares a las
de un grupo de péptidos endégenos naturales, denominados péptidos
opioides, que se agrupan en tres familias distintas: encefalinas,
endorfinas y dinorfinas. Cada familia deriva de un polipéptido
precursor genéticamente distinto y tiene una distribucién
anatémica caracteristica. Estos precursores se denominan
proencefalina, pro-opio-melanocortina y prodinorfina. Cada uno de
estos precursores contienen una serie de péptidos biolégicamente
activos tanto opioides como no-opioides (3).

Estos péptidos endégenos tiene afinidad selectiva por 1los
receptores opioides aunque su potencia varia mucho segin el tipo
de receptor que se considere. Se encuentran intraneuronalmente,
ampliamente distribuidos por el sistema nervioso central, sistema
nervioso periférico, tejido cromafin, y glandulas endocrinas, en
especial 1la hipéfisis, vy pueden ser liberados por estimulacién
eléctrica y por despolarizacién con K'(80).
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2.1.2. Mecanismo de accién.

Los farmacos opidaceos Yy los péptidos enddégenos
(especialmente 1los agonistas g y §) producen una disminucién de
la actividad neuronal en &4reas concretas del SNC, responsables de
la regulacién de funciones tales como 1la respiraciédn, la
percepcién del dolor, y el comportamiento afectivo. Esta
disminucién de la actividad neuronal en puntos concretos del SNC
se debe a dque los opidceos y los péptidos endégenos inhiben
selectivamente la excitacién de determinadas neuronas (125).

En relacién con estos fenémenos se ha demostrado que 1la
accién especifica de los opidceos consiste en la inhibicién de la
liberacién de neurotransmisores desde las terminales de las
células nerviosas que transmiten el estimulo. Sin embargo,
también se ha demostrado que, en determinadas ocasiones, 1la
accién inhibidora de los opidceos se ejerce a nivel postsindptico
(125).

A nivel celular, los efectos electrofisiolégicos de 1los
opidceos se han relacionado con un incremento en la conductividad
del K" y/o una alteracién en 1la movilizacién del ca®*"
intracelular; pero 1la interrelacién entre los dos fenémenos no
estd totalmente aclarada. '

La hipétesis con mds evidencias a su favor sugiere que la
unién del opidceo al receptor se traduce en un aumento de la
concentracién del del ca®’ intracelular, que a su vez provoca un
incremento en la conductividad del K7, asociado con la
hiperpolarizacién de la membrana nerviosa. El resultado final es
una disminucién de la excitabilidad de la neurona tanto a nivel
presindptico como postsindptico; en otras palabras, la respuesta
neuronal resulta inhibida (66, 183).

En diversas c¢élulas 'y sistemas se ha demostrado que el
opidceo produce inhibicién de la actividad basal de la adenilato‘

ciclasa, o bien, inhibicién del incremento de su actividad en

respuesta a la estimulacién producida por la prostaglandina E.

Cuando la accién del opidceo es prolongada, la accién inhibidora)

|
|

va seguida de un aumento o hipertrofia de la actividad de 1la
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adenilato ciclasa, que puede ser responsable del sindrome de
abstinencia, una vez que 1la accién inhibidora del opidceo
desaparece (55, 88, 124).

2.1.3. Clasificacién de los opiaceos.

No existe una clasificacién enteramente satisfactoria para
los opidceos. Si se atiende al tipo de receptor activado y al
grado de actividad intrinseca que ejercen en dichos receptores,
los opidceos se pueden clasificar en cuatro grupos (125):

a) Agonistas puros: son aquellos que mejor imitan 1las

acciones de la morfina, tanto agudas como crénicas. Actuan como
agonistas principalmente en los receptores u y k. Junto con 1la
morfina, la meperidina y la metadona son representantes tipicos
de este grupo.

b) Antagonistas puros: son substancias como la naloxona y la
naltrexona cuya actividad farmacolégica intrinseca es nula en
cualquier tipo de receptor opioide.

c) Agonistas/antagonistas mixtos: son agonistas en otro
receptor opioide diferente del activado por 1la morfina, vy
antagonistas competitivos a nivel del receptor activado por
morfina. Pertenecen a este grupo opidceos como nalorfina o
pentazocina.

d) Agonistas parciales: actuan sobre el receptor opioide més
especifico de la morfina pero con actividad intrinseca menor; en
presencia de ésta pueden comportarse, pues, como antagonistas. El
representante tipico es la buprenorfina.

2.1.4. Agonistas opidceos: uso clinico, dependencia vy
tolerancia.

Los agonistas opidceos son usados generalmente para
suministrar analgesia temporal en el tratamiento sintomdtico
tanto del dolor moderado como del severo (parto, célico renal o
biliar, infarto de miocardio, traumatismo agudo, dolor
postoperatorio, cancer terminal, etc..). En pacientes con edema
agudo de pulmén los agonistas opidceos se utilizan por sus
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efectos cardiovasculares y para aliviar la ansiedad asociada a
este estado. Estos fdrmacos se utilizan también para la sedacién
preoperativa y como suplemento en la anestesia (160, 161, 216).

Algunos agonistas opidceos con caracteristicas especiales se
utilizan en los tratamientos de detoxificacién y mantenimiento,
como substitutos de la heroina y de otros opidceos similares para
suprimir el sindrome de abstinencia en pacientes dependientes a
estas drogas. La metadona y mds recientemente la buprenorfina son
los opidceos mas utilizados con estos fines (10, 19, 128, 165,
166, 182).

En los pacientes que reciben agonistas opidceos puede
aparecer tolerancia y dependencia fisica (88, 124, 141, 181).

La tolerancia a muchos de los efectos de estos férmacos
(analgesia, sedacién, euforia, étc..) se deéarrolla durante los
tratamientos prolongados, si bien la tolerancia a unos efectos de
los agonistas aparece mds pronto que a otros. En cualquier caso,
la sobredosis incluso en pacientes que han desarrollado
tolerancia puede llegar a causar depresién respiratoria y muerte.

La administracién continuada de los agonistas opidceos puede
conducir a la dependencia fisica, que esti estrechamente
relacionada con la tolerancia. Los individuos que son fisicamente
dependientes de uno de estos compuestos pueden permanecer
relativamente asintomdticos tanto tiempo como sean capaces de
mantener su requerimiento diario de agonista opidceo. Si 1la
administracién del farmaco se suspende bruscamente aparece en el
individuo un estado fisiopatolégico conocido como sindrome de
abstinencia.

La tolerancia Yy la dependencia que originan 1los opiaceos
estdn estrechamente 1ligadas a la adiccion o toxicomania, que
puede definirse como un estado de intoxicacién peridédica o
crénica producida por el consumo de una droga y que conduce a un
efecto nocivo en el individuo. La adiccién a los opidceos no es
solo un fenémeno que puede aparecer tras una terapia clinica
prolongada, ya que su abuso extramédico, con el fin de obtener;
sensaciones de satisfaccién, placer o evitar molestias, se ha,
traducido en una patologia social que ha alcanzado unas
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proporciones alarmantes con implicaciones de tipo politico vy

econémico, mas alld de las tipicamente sanitarias y juridicas.

2.1.5. Agonistas opidceos: caracteristicas farmacocinéticas.

Una  fraccién muy elevada de 1los opidceos (90-100%) es
absorbida rapidamente desde el tracto gastrointestinal. También
tienen una buena absorcién desde la mucosa nasal, desde los
pulmones, y tras inyeccidén subcutdnea o intramuscular.

-Con la mayoria de los opidceos el efecto de una dosis
determinada es menor tras la administracién oral que tras 1la
administracién parenteral, y esto es debido a 1la importante,
aunque variable, extraccién hepdtica que ocurre durante el primer
paso por el higado. Esto supone que la biodisponibilidad de 1las
preparaciones orales suele ser baja en relacién a 1la gran
fraccién absorbida por el intestino.

Los opidceos se unen a proteinas plasmdaticas en proporcién
variable segin el compuesto. El1 opidceo que permanece libre en el
plasma suele distribuirse rapidamente en orden de concentracién
decreciente en misculo esquelético, rifiones, higado, tracto
- intestinal, pulmones, bazo y cerebro. Los opidceos agonistas son
metabolizados mayoritariamente en el higado, siendo el 1lugar
principal de la biotransformacién el reticulo endoplasmatico.

Estos fdadrmacos son excretados principalmente en 1la orina
tanto en forma inalterada como los metabolitos derivados. Pero,
dependiendo del compuesto, una fraccién importante puede también
ser eliminada por heces previa excrecién biliar; en estos idltimos
casos, la circulacién enterohepdtica suele Jjugar un papel
importante en la permanencia prolongada de estos compuestos en el
interior del organismo (80, 125, 160, 161, 216).

En la Tabla 1 se recogen las caracteristicas
farmacocinéticas mas importantes de 1los cuatro opiédceos
estudiados en esta Tesis.

kY
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Tabla 1. Caracteristicas farmacocinéticas de los cuatro opiaceos
de este estudio (12, 80, 125, 160, 161, 216):

Biodisponibilidad Vvd Ccl tl/2 Duracién
oral analgesia
(%) (1) (ml/min) (h) (h)
Morfina 20-33 168-240 910-1190 1,8-4,2 2-4
Meperidina 49-55 245-270 840-1540 2,4-4,0 2-4
Metadona 71-100 224-308 63-133 23-47 12-24
Buprenorfina L m—— 97-150 900-1200 1,2-7,2 4-10

2.1.6. Morfina, Meperidina, Metadona y Buprenorfina.

Algunas propiedades quimicas, farmacolégicas y
farmacocinéticas particulares de cada uno de los cuatro opidceos
que se incluyen en esta Tesis son descritas a continuacién
brevemente (80, 125, 160, 161, 216):

Morfina

La morfina es un opidceo agonista derivado del fenantreno.
Es el principal alcaloide del opio y esta considerado como el
prototipo del agonista opiéaceo.

Este fdrmaco es metabolizado principalmente en el higado
donde la mayoria de la morfina es conjugada con dcido glucurénico
en los grupos 3-hidroxilo y 6-hidroxilo. Otras vias metabdélicas
descritas son la N-demetilacién (normorfina), la N-oxidacién y la
conjugacién con grupos sulfato.

Meperidina

La meperidina es un agonista sintético representante
principal del grupo de opidceos agonistas derivados de 1la
fenilpiperidina.
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La meperidina parece tener una accién mas rdpida y una menor
duracién que la morfina; su potencia analgésica también es menor
(10 mg de morfina IM o SC son equivalentes a 75-100 mg de
meperidina), pero comparte con ella las mismas caracteristicas
farmacolégicas.

Esta droga es metabolizada principalmente en el higado. En
primer lugar la meperidina es biotransformada por hidrélisis a
4cido meperidinico y a continuacién es conjugada parcialmente con
dcido glucurénico. La meperidina también puede sufrir en primer
lugar N-demetilacién a normeperidina y posteriormente hidrdélisis
y conjugacién parcial.

Metadona

La metadona es un agonista sintético representante principal
de grupo de opidceos derivados del . difenilheptano. Tiene una
accién mids prolongada que la morfina, pero comparte con ella las
mismas propiedades farmacolégicas y tiene una potencia-analgésica
similar (10 mg de morfina IM o SC son equivalentes a 8-10 mg de
metadona).

Este fdrmaco es metabolizado principalmente en el higado; la
via metabdélica mas importante es la N-demetilacién que da lugar a
dos derivados 1inestables (metadona mono- y di-metilada) que
forman por ciclacién expontdnea pirrolidinas y pirrolinas. Otra
via metabélica descrita es la hidroxilacién a metadol, seguida de
la N-demetilacién a normetadol.

Buprenorfina

La buprenorfina es un opidceo sintético que se considera
agonista parcial ya que muestra caracteristicas de agonista o de
antagonista dpendiendo de 1la dosis utilizada. Deriva de 1la
tebaina y estructuralmente esta bastante relacionado con 1la
morfina.

Es mucho mds potente que la morfina (10 mg de morfina IM o
SC son equivalentes a 0,3 mg de buprenorfina); si bien 1la
duracién de sus efectos es aproximadamente similar.
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Este farmaco es casi completamente metabolizado en el higado
mediante N-demetilacién para formar norbuprenorfina, ambos
compuestos son también conjugados con dcido glucurénico. Tras la
administracién oral la buprenorfina es metabolizada intensamente
en la mucosa gastrointestinal y en el higado por lo que sufre un

importante efecto de primer paso hepdatico.

2.2. LA HEPATOTOXICIDAD DE 1.0S_OPIACEQS

Las enfermedades hepdticas, tanto agudas como crénicas,
derivadas de 1la utilizacién y del abuso de 1los opiaceos,
constituyen una de las complicaciones mds frecuentes y de mayor
gravedad por sus secuelas. La mayoria de disfunciones hepéaticas
asociadas con estos farmacos se han detectado en individuos
drogodependientes que wutilizan los opidceos sin prescripcién
médica. Como dato concreto podemos decir que en nuestro pais, las
enfermedades hepaticas representan el 53,5% de los procesos
patolégicos observados en adictos a los opidceos por via
parenteral (2). También, aunque en proporcién muy inferior, se
han descrito hepatopatias relacionadas con la utilizacién clinica
de los opi&ceos (17, 22, 112, 222).

La patogénesis de la disfuncién hepatica asociada al abuso
de 1los opidceos no esta claramente establecida, y ha sido wuna

fuente de controversia durante los Ultimos anos.

Las 1investigaciones clinicas han conducido a posturas
distintas repecto al papel de los opidceos en 1la disfuncién
hepdtica. E1 punto clave de la controversia ha girado entorno a
la siguiente questién: <¢La disfuncién hepatica, tan frecuente en
los adictos a los opidceos, se debe a las infecciones viricas vy
al abuso del alcohol 6 estd causada por un efecto hepatotdédxico
producido por estas drogas?.

La transmisién de 1la hepatitis virica aguda entre los
adictos a los opidceos es un hecho frecuente que ya se describié
por primera vez en 1950 (209); desde entonces el numero de
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observaciones ha ido en aumento paralelamente a la escalada de la
adiccién a los narcéticos (34, 35, 50, 204). Este fenémeno se ha
atribuido habitualmente a la transmisién parenteral del virus
mediante la utilizacién de agujas hipodérmicas contaminadas (97,
199) sin que ©pueda desdeifiarse como factor adicional la
promiscuidad sexual.

El consumo de alcohol (82) y la presencia de adulterantes en
la droga (167) también son fenémenos relacionados frecuentemente
con el abuso de los opidceos; y, algunos autores como Gelb y col.
(82) -llegan a la conclusién de que el alcohol es el factor mas
importante en el desarrollo de enfermedades hepaticas
irreversibles, tanto en heroinémanos como en ex-heroinémanos en

tratamiento con metadona.

En oposicién a 1los estudios anteriores existen otros
trabajos clinico-epidemiolégicos en los que se demuestra que las
hepatopatias encontradas en adictos a los opidceos no tienen
solamente una etiologia virica o alcohdélica:

- Muchos adictos a los opidceos asintomdticos, que no
presentan marcadores seroldégicos de infeccién hepédtica virica,
presentan una elevacién persistente de las transaminasas séricas.
Este fenémeno se observa en un porcentaje superior al 50% entre
los drogadictos que son admitidos en un programa de
deshabituacién (51, 60).

- Tras el estudio de biopsias hepdticas o de necropsias de
individuos asintomdticos adictos a la heroina, se ha encontrado
que un 60-80% mostraban la existencia de hepatopatia no virica
(6, 52).

- Otros estudios también recogen 1la existencia de
anormalidades en la funcién hepdtica en adictos a los opidceos
que no se administraban la droga por via intravenosa y que, por
lo tanto, se podia excluir en ellos 1la transmisién virica
parenteral (48).

Esta serie de evidencias clinicas ha 1llevado a algunos
autores a sugerir que los opidceos por si mismos son capaces de
provocar la disfuncién hepatica (52, 156).
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La investigacién con animales de experimentacidén parece
apoyar la hipétesis del papel hepatotédxico de los opidceos. Los
trabajos, realizados principalmente con roedores, demuestran que
el tratamiento con morfina produce una elevacién de las
transaminasas séricas (48), induce una deplecién del GSH hepatico
(126), provoca cambios ultraestructurales a nivel del reticulo
endoplasmiatico 1liso (30) y hace disminuir el contenido en
citocromo P-450 y la actividad oxidativa microsomal (5, 108).

Los trabajos realizados con metadona y otros opidceos
utilizando animales de experimentacién también sugieren el
posible efecto hepatotéxico de estos fdarmacos (67, 117, 127,
159).

Asi mismo, 1las investigaciones realizadas con sistemas
celulares 1in vitro demuestran que la morfina y la metadona no
solo afectan 1la viabilidad celular si no que también alteran
funciones metabdélicas importantes (16, 71, 98, 99, 177, 187,
217).

Todos estos resultados permiten concluir que, si bien hay
evidencias de que la hepatitis virica, el abuso del alcohol, los
adulterantes y el modo de vida de los drogadictos son causas
importantes en el desarrollo de las hepatopatias observadas en
los adictos a los opidceos, el efecto en el higado del propio
opidceo es un factor que también ha de ser tenido en cuenta.

2.3. MECANISMOS DE LA HEPATOTOXICIDAD DE I.OS OPIACEOS

El mecanismo molecular a través del cual 1los opidceos
ejercen su efecto hepatotéxico en el organismo ha sido también un
asunto controvertido que aln no estd resuelto en su totalidad.

Las investigaciones con animales de experimentacién llevaron
a varios autores a postular que el efecto hepatotéxico de 1la
morfina esta mediado por el sistema nervioso central (48). En
estos trabajos se demostrdé que la elevacién de las transaminasas
séricas provocada por la morfina no se producia en absoluto en
animales previamente hipofisectomizados Y, se prevenia
parcialmente en los adrenosectomizados. Esto estd directamente
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relacionado con el hecho conocido de dque dosis unicas de
narcéticos estimulan 1la respuesta adrenocortical mediante 1la
hipersecrecién de ACTH. En trabajos similares se demostré ademéas
que el antagonista opidceo naltrexona atenuaba la elevacién de
las transaminasas (48) y bloqueaba la deplecién del GSH (126)
producida por la morfina, 1lo que también permitia sugerir que el
mecanismo podia ser dependiente del SNC.

Sin embargo una serie de evidencias posteriores a las
descritas han permitido sugerir que el efecto hepatotéxico de los
opidceos no estd exclusivamente mediado por el SNC.

En primer lugar, se ha demostrado que 1la naltrexona no
antagoniza los efectos del propoxifeno y de otros andlogos de 1la
metadona (126, 127) por 1lo que no puede asegurarse dque el
mecanismo téxico de todos los opidceos es dependiente del SNC.

En segundo lugar se ha demostrado el efecto hepatotéxico de
los opidceos en varios sistemas celulares in vitro donde esté
descartada la mediacién del SNC (16, 71, 98, 99, 177, 187, 217).

éCual seria entonces el mecanismo molecular de la
hepatotoxicidad de los opiiceos?

La hipétesis que esta recibiendo mas evidencias.a su favor,
al menos para el caso de la morfina, es la dque relaciona el
efecto hepatotéxico de los opidceos con su metabolizacién y con
la aparicién de metabolitos intermediarios reactivos, que
ocasionarian lesiones de distinta naturaleza en el hepatocito.

Algunos autores, de acuerdo con 1la hipétesis anterior,
sugieren que el nmetabolito reactivo se generaria durante la
metabolizacién de la morfina por el citocromo P-450 (71, 127). La
deplecién del GSH, previa a la lesién hepdtica, se produciria por
dos mecanismos distintos (71); uno seria el estrés oxidativo
sufirido como consecuencia de 1la oxidacién de NADPH por el
citocromo P-450 en los microsomas hepaticos y 1la consecuente
generacién de HO_ (que se elimina por la accién- de 1la GSH
peroxidasa y/o de la catalasa); el mecanismo mds importante seria
la formacién de un conjugado con GSH como consecuencia de 1la
denetilacién de la morfina por el citocromo P-450 (Esquema 4.3).
Tras la deplecidén del GSH los intermediarios electrofilicos de la
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morfina generados por el citocromo P-450, serian los causantes de

la lesién a los hepatocitos.

NADP* NADPH

GSH GSSG
SOD
GP
Cit. P-450
Morfina-(=N-CH,) Morfina-(=N-CH,OH) Morfina-(=NH)
CH,0
GSH
M6DH .
Morfina-(=C(6)-OH) Morfi na-(=C(6)=0) GSH
Morfina-(=C(6)OHSG)
Esquema 4. Deplecién de GSH por morfina y generacidén de
intermediarios electrofilicos (Sop, superdéxido dismutasa; GP
glutation peroxidasa; GR, glutation reductasa; M6DH, morfina-6-
deshidrogenasa.
Por el contrario Nagamatsu y col. (177), trabajando también
con hepatocitos de rata, concluyen que la hepatotoxicidad

inducida por morfina podria ser debida a la formacidén de
morfinona (un intermediario reactivo electrofilico no derivado

del citocromo P-450 y que ataca nucleéfilos intracelulares tales

como GSH y proteinas) (Esquema 4.B).

Yamano y col. (227) demuestran que la enzima citosélica
morfina-6-deshidrogenasa cataliza 1la deshidrogenacién de la
morfina para dar morfinona, Yy que a su vez es capaz de reducir a
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la naloxona a 6-alfa-naloxol. Por lo dgque concluyen due el
antagonista opidceo naloxona suprimiria la hepatotoxicidad de 1la
morfina por inhibicién competitiva a nivel de substrato y 1la
consiguiente disminucién en la produccién del metabolito reactivo
morfinona.

En otro trabajo similar Ohno y col. (187) 1llegan a 1la
conclusién de que el papel del citocromo P-450 en la mediacién de
la hepatotoxicidad de morfina en ratas, aunque no se puede
descartar, es poco importante y probablemente 1la morfina-6-
deshidrogenasa es la enzima mediadora fundamental.

En cualquier caso, los acontecimientos que suceden desde la
aparicién del metabolito reactivo hasta la muerte celular no se
conocen en la actualidad. Si que se han descrito varios: efectos
negativos derivados de la toxicidad a nivel molecular como por
ejemplo, 1la deplecién de las reservas energéticas (98, 99), 1la
inhibicién de la sintesis de proteinas (16), 1la disminucién del
contenido en citocromo P-450 y actividades asociadas (5, 108), 1la
acumulacién de vesiculas lipidicas (217), y la destruccién de
membranas celulares y liberacién de enzimas citosélicos (48, 126,
177). '

La mayoria de estudios sobre el mecanismo molecular de 1la
hepatotoxicidad se han realizado con morfina.

En el caso de metadona también se ha demostrado su efecto
directo, tanto sobre 1la viabilidad como sobre funciones
metabélicas de células de origen hepatico (16, 117). Por otra
parte, en trabajos realizados con roedores se ha relacionado 1la
letalidad de la metadona con su mayor o menor metabolizacién en
el higado (159).

En relacién con 1la hepatotoxicidad de otros opidceos
(meperidina o buprenorfina), hay muy pocas o ninguna evidencia
descrita. Unicamente alguna referencia clinica (112) y ciertos
estudios que relacionan 1la alteracién de su metabolizacién
hepatica y 1la toxicidad general (26, 53, 154), sirven como
sugerencia del potencial hepatotéxico que otros opidceos pueden
tener también en el hombre.
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3) Modelos biologicos para el estudio
de la hepatotoxicidad
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Tal y como ha quedado reflejado en el apartado anterior 1la
hepatotoxicidad de los opidceos es un tema controvertido en el
que aun quedan bastantes incégnitas por resolver. En concreto se
puede decir, que pese a las evidencias obtenidas mediante 1la
experimentacién animal y los ensayos in vitro, no existe una
demostracién clara del efecto hepatotéxico directo de los
opidceos en el hepatocito humano. Por otra parte la mayoria de
estos estudios se han realizado con morfina; queda por analizar
el potencial hepatotéxico de otros muéhos opidceos integrantes de
este grupo. |

Las evidencias clinicas son una ayuda importante cuando se
estudia el potencial hepatotéxico de compuestos utilizados como
farmacos. Pero en el caso de los opidceos las evidencias clinicas
son contradictorias, consecuencia del uso extramédico de estos
compuestos.

Los ensayos de hepatotoxicidad, por razones obvias, no
pueden realizarse en el ser humano, y hay que utilizar otros
modelos biolégicos alternativos que reproduzcan, en la medida de
lo posible, las caracteristicas del higado humano.

3.1 MODEILOS IN VIVO

El animal de laboratorio usado con mayor frecuencia ha sido
la rata, y la inmensa mayor parte de los resultados han sido
obtenidos en este animal. La rata tiene, no obstante, un patrén
de metabolismo de farmacos y una susceptibilidad a hepatotoxinas
distinta en parte a la del hombre (103) por lo que es necesario
para una mayor seguridad la utilizacién en paralelo de otras
especies animales.

Los pardmetros utilizados en este tipo de estudios son de tres
tipos (194, 229, 237, 240): 1) Examen histoldégico (microscopia
6ptica). 2) Indicadores bioquimicos de lesidén celular (valoracién
en plasma de actividades enzimdticas especificas, indicadoras de
lesién hepdtica y marcadoras de procesos colestésicos).
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3) Indicadores metabdlicos de funcion hepatica (test dirigidos a
comprobar la accién del fédrmaco sobre las funciones metabdlicas
mads importantes del hepatocito: glucolisis-gluconeogénesis,
sintesis y degradacién de glucégeno, sintesis de 4cidos grasos,
triglicéridos y colesterol, sintesis de proteinas plasméaticas,

sintesis de urea, sintesis y excrecidén de sales biliares, etc..).

Dado gque entre el hombre y los animales de laboratorio
existen diferencias significativas cualitativas y cuantitativas
en el modo de metabolizar los medicamentos (103), 1los resultados
obtenidos con animales de laboratorio aun siendo de gran valor en
la evaluacién del riesgo téxico, no son extrapolables en un 100%
al hombre. El1 hecho de que un fdrmaco no se haya manifestado como
hepatotéxico en animales de experimentacién no excluye el que no
pueda serlo en un pequefio porcentaje para humanos. La literatura
médica estd 1llena de ejemplos de dafno hepdtico por el wuso de
farmacos, que sin embargo habian sido considerados como seguros
en los test rutinarios con animales (54, 148, 185).

Por otra parte, 1la actual exigencia social sobre una mayor
seguridad en 1los nuevos fadrmacos contrasta con la creciente
oposicién al uso masivo de animales de 1laboratorio, por otra
parte necesarios para evaluar los riesgos téxicos. Ello ha
promovido el interés cientifico por desarrollar modelos in vitro
complementarios y en parte alternativos a la experimentacién in
vivo.

3.2. MODELOS IN VITRO

Mediante el uso de modelos hepaticos in vitro se examinan
los efectos de 1los fdarmacos en condiciones en las que se
desvinculan 1los efectos de otros 6rganos, facilitando asi el
estudio de los mecanismos por los que los compuestos ejercen su
accién hepatotoéxica.

Histéricamente fueron el higado perfundido y los cortes de
higado 1los primeros en ser utilizados para la evaluacién de 1la
hepatotoxicidad in vitro (9, 57, 87, 226).
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El uso de los hepatocitos en suspensiéon para estudios
toxicolégicos, comenzé durante la pasada década cuando las
técnicas de disgregacién del higado mediante perfusién con
colagenasa permitié 1l1la obtencion de hepatocitos aislados e
intactos (15). Los hepatocitos, si se obtienen en condiciones de
disgregacién del higado suaves, conservan su actividad metabdlica
y actividades enzimdticas de biotransformacién (21, 172) durante
algunas horas. Las células son incubadas en medios muy  simples
(sales glucosa y aminodcidos) y en este sistema bioldégico pueden
estudiarse los efectos citotéxicos de xenobiéticos 'y su
interferencia-con el metabolismo celular (105, 136). Este sistema
es relativamente simple, pero dado que la supervivencia celular
es muy reducida su uso queda limitado a la evaluacién de 1la
citoxicidad aguda a corto plazo.

Los cultivos celulares son un desarrollo metodolégico
posterior en donde hepatocitos obtenidos bien directamente del
higado de un animal (cultivo primario) o procedentes de una linea
celular (establecida por lo general a partir de hepatomas), se
mantienen en cultivo a lo largo de varios dias expuestos a la
accién de Xenobidéticos, evaluando en ellos una serie de
pardametros bioquimicos indicadores de la toxicidad hep&tica.

El uso de hepatomas para estudios de hepatotoxicidad ha
sido revisada recientemente con relativa amplitud (78, 79, 155),
en cualquier caso, es importante sefialar que el hecho de que 1la
mayor parte de las hepatotoxinas lo sean tras su transformacién
por los enzimas microsomales del higado, y el que 1las lineas
celulares actualmente existentes carecen en parte o en todo de la
capacidad de expresar dichas actividades enzimdticas (58, 101,
200), hace que la utilidad por el momento de tales sistemas sea
reducida. |

El cultivo primario de hepatocitos es una aproximacién més
real al estatus bioquimico de esas células en el higado (23, 44,
90, 93, 119) y es un modelo de eleccién frecuentemente utilizado
para el estudio del efecto téxico de medicamentos (40, 41, 43,
45, 46, 102, 107, 213, 218).
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Este sistema in vitro tiene en principio una serie de
ventajas objetivas:

1) Su uso es posible durante 1las fases 1iniciales de

desarrollo de un farmacao.

2) Requiere muy poco principio activo.

3) Reduce drédsticamente el nimero de animales necesario.

4) Permite, como en el caso de hepatocitos humanos, tener

una informacién muy especifica y muy directa sobre 1los

efectos potenciales sobre el higado humano.

Sin embargo para que 1la informacién que tal sistema
proporciona tenga la "calidad" requerida hace falta tener en
cuenta varios factores:

1) Uso de un sistema biolégico que reproduzca en gran medida

el comportamiento del higado en el organismo. |

2) Seleccién adecuada de los pardmetros indicadores de

toxicidad, para poder evaluar los efectos hepatotédxicos in

vitro con la menor probabilidad de error.

3) Diseno adecuado de los experimentos de manera que 1los

resultados obtenidos in vitro sean extrapolables a in vivo.

3.3. HEPATOCITOS HUMANOS EN CULTIVO PRIMARIO
COMO MODEIO BIOLOGICO PARA ESTUDIOS DE HEPATOTOXICIDAD

El desarrollo de técnicas para el aislamiento y cultivo de
hepatocitos humanos ha puesto a disposicién de los investigadores
un modelo celular enormemente valioso. En la actualidad, 1la
facilidad para obtener células de biopsias quirurgicas muy
pequefias (7, 91, 94, 104, 212) ha hecho que sea posible el
obtener 1los cultivos de manera regular y de miltiples donantes.
Esto facilita, por primera vez, el que sea posible examinar los
efectos de los medicamentos sobre el higado humano antes de
experimentar con el hombre.

Pero ¢éel cultivo de hepatocitos humanos cumple con 1los
requisitos necesarios para que la informacién derivada de ellos
sea aplicable al hombre?
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La primera premisa para que un modelo celular sea de uso
prdctico en un estudio bioquimico y toxicoldégico es que en el
cultivo se reproduzca el comportamiento bioguimico del higado

humano y conserve la capacidad de biotransformacién.
Los hepatocitos humanos:expresan su funcionalidad hepatica

tipica en condiciones de cultivo quimicamente definidas, y 1o
hacen durante mds tiempo que los hepatocitos de rata (7, 90, 91,
94). En particular, mantienen durante mds tiempo los niveles de
citocromo P-450 Dbasales vy 1asrr écfividades monooxigenasas
- asociadas (FaseI) (64, 100).  Asi mismo, los hepatocitos humanos
son capaces de responder a la induccién in vitro por 3-
metilcolantreno y fenobarbital, 1los dos inductores del citocromo
P-450 mds conocidos (25, 64).

Por otra parte, vy a diferencia de lo observado con las
monooxigenasas dependientes del citocromo P-450, 1los hepatocitos
humanos mantienen 1las actividades de conjugacién (Fase 1II)
prdcticamente invariables a lo largo del cultivo (40, 90, 100).

La capacidad de los hepatocitos humanos de expresar enzimas
de Fase I y II en cultivo, convierte a este sistema biolégico en
el modelo de eleccidén para el estudio de los efectos téxicos de
medicamentos sobre el higado (103, 106).

El segundo punto a considerar es qué pardmetros _indicadores

deben escogerse para evaluar la toxicidad hepatica in vitro. Es
decir, qué medir (eleccién del indicador para detectar vy

cuantificar un efecto citotéxico, metabdlico o colestdsico), vy
cuando se debe medir.

No hay que aplicar udnicamente criterios simples de
viabilidad celular en los ensayos in vitro, ya que de este modo
Unicamente se detectarian efectos téxicos claros (42, 92, 95).
Sin embargo, 1los efectos téxicos sobre el hepatocito abarcan, no
solo dafio morfoldgico constatable, mutagénesis y muerte celular,
sino también alteraciones metabdélicas que, sin comprometer la
supervivencia celular, tienen repercusién sobre el funcionamiento
del higado a nivel del organismo y su homeostasis (41, 43, 45,
46, 145, 157).
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Los criterios aplicados han de tener en cuenta que la mayor
parte de los farmacos hepatotdéxicos son capaces de alterar de
forma notable el metabolismo de 1los hepatocitos aun a
concentraciones a las que no producen efecto citotéxico aparente.
Por ello es conveniente evaluar tanto parédmetros indicadores de
citotoxicidad, como parametros indicadores de dafio metabdlico;
utilizando en este segundo caso concentraciones del farmaco
compatibles con la supervivencia del hepatocito. Ademas, los
parametros indicadores de dafio metabdélico han de ser los
suficientes para poder examinar la potencial accién hepatotéxica
en la mayoria de funciones metabélicas del hepatocito; de este
modo, las acciones hepatotdéxicas especificas en rutas bioquimicas
concretas no escaparan a la investigacién. En este sentido en
nuestro laboratorio se ha desarrollado un test de hepatotoxicidad
completo, gque abarca ambos tipos de parédmetros y que se encuentra
resumido en el Esquema 5. La utilidad de este test en el estudio
de 1la hepatotoxicidad de =xenobidéticos ya ha sido demostrada

ampliamente (41, 43, 45, 46, 145, 157).

Primeras etapas del cultivo Cultivo establecido
*¢Incorporacion a 0 h esIncorporacion a 24 h
Exposicion de 1-2 h Exposicion de 24, 48 0 72 h
i Adhesioén celular LDH intracelular
Parametros Proteina celular
citotoxicos esIncorporacién a1h Test del MTT
Exposicion de 23 h
Cultivo LDH intracelular
; ; Proteina celular
primario de
hepatocitos Test del MTT
humanos eslncorporaciéon a 24 h
Exposicion de 3a 26 h
Parametros Sintesis y deg. de glucégeno
metabolicos Ureogénesis
Sintesis de albumina
Deplecion de GSH, etc..
Esquema 5. Protocolo experimental para el estudio in vitro de 1la

hepatotoxicidad de xenobidticos.
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La extrapolacién de los resultados experimentales observados
in vitro a in vivo es hoy en dia el aspecto crucial en 1la
utilizacién de modelos celulares. Los modelos in vitro
proporcionan una informacién clara cuando de lo que se trata es
de decidir cudl, de entre una familia de compuestos, es el menos
téxico en términos de concentracién, o si un compuesto es mas o
menos hepatotéxico que otro. Sin embargo, es dificil predecir con
seguridad absoluta si un determinado f&rmaco serd o no
hepatotéxico in vivo. En este segundo caso, los resultados
obtenidos con estos sistemas son aproximados pero no absolutos.
Ahora bien, si se tienen en cuenta una serie de requisitos vy
consideraciones los resultados obtenidos in vitro pueden ser 1lo
suficientemente fiables como para que puedan extrapolarse al
hombre con una razonable precisién.

Uno de los requisitos fundamentales es la sensibilidad del
modelo bioldgico:

Un sistema in vitro debe ser suficientemente sensible para
detectar todas 1las hepatotoxinas potenciales que ocasionan
efectos in vivo sin falsos negativos ni falsos positivos.

Durante 1los dudltimos afos se ha dirigido un gran esfuerzo
para establecer el grado de sensibilidad y la validez de 1los
modelos in vitro en la prediccién de la toxicidad humana; en este
sentido se estan desarrollando importantes proyectos
multicéntricos como los denominados FRAME (139) o MEIC (28). El
objetivo general de estos proyectos es 1la evaluacién de 1la
toxicidad producida por compuestos téxicos conocidos, con
mecanismos de accién distintos, en un gran numero de laboratorios
diferentes, mediante 1la utilizacién exclusiva de modelos 1in
vitro. Los resultados obtenidos se han correlacionado después con
los datos conocidos referentes a la toxicidad aguda y crénica de
estos mismos compuestos en el hombre. Estos estudios revelan que
los sistemas bioldégicos in vitro son capaces de predecir la
toxicidad en el hombre, de las toxinas de accién conocida, tan
bien e incluso mejor que 1los roedores (rata Yy ratén),
generalmente utilizados para estos fines (72, 73, 75).

En el caso concreto de los hepatocitos en cultivo también se
han realizado bastantes trabajos que demuestran su sensibilidad y
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predictividad de la hepatotoxicidad en el hombre (42, 92, 95,
219, 220). Estudios realizados en nuestro laboratorio con
hepatocitos en cultivo, mediante la aplicacién del protocolo de
hepatotoxicidad anteriormente descrito a tres hepatotoxinas de
accién conocida ( a—amanitina, D-galactosamina y tioacetamida);
llevaron a la conclusién de que los pardmetros citotéxicos vy
metabdlicos que resultaron afectados mas sensiblemente guardaban
una estrecha correlacién con las alteraciones morfoldégicas vy
metabélicas descritas in vivo para cada una de estas
hepatotoxinas. Ademds 1los efectos encontrados se observaron a
concentraciones iguales o inferiores a las estimadas como téxicas
para el hombre (42, 92, 95).

Para la extrapolacién al hombre de los efectos encontrados
in vitro es necesario también tener en cuenta una serie de
consideraciones farmacocinéticas, que permiten traducir los datos
de concentracién téxica encontrados en el modelo in vitro a
valores de concentracién plasmdtica en el hombre.

Las consideraciones farmacocinéticas necesarias para la
interpretacién correcta del efecto téxico observado in vitro son
tanto mds complejas cuanto mayor es el numero de caracteristicas

del farmaco tomadas en consideracién. Las mds importantes son:

volumen de distribucién del farmaco, vida media, via de
administracién, biodisponibilidad, y porcentaje de unién a
proteinas plasmiticas. El objetivo final es averiguar las

concentraciones del fdrmaco libre que se alcanzan en sangre
periférica o portal tras 1la administracién de dosis
terapeiticas, ya dque es evidente, que un féarmaco podra
considerarse tanto mds seguro cuanto su concentracién téxica in
vitro se aleje mas de su concentracién plasmdtica tras dosis
terapéuticas.

Por otra parte,v en el caso concreto de la prediccién de 1la
hepatotoxicidad también es importante considerar los siguientes
factores: porcentaje de extraccién hepdtica tras su absorcién
intestinal, relacién concentracién plasmdtica / concentracién
hepdtica (acumulacién en el higado), y porcentaje de la dosis que
sufre excrecién biliar y circulacién enterohepéatica.
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Tal y como ha quedado reflejado en los apartados anteriores,
la hepatotoxicidad de los opidceos es un tema controvertido en el
gue aun quedan bastantes incégnitas por resolver. En concreto se
puede decir, dque pese a las evidencias obtenidas mediante 1la
experimentacién animal y los ensayos in vitro, no existe una
demostracién clara del efecto hepatotéxico directo de los
opiéceos en el hepatocito humano. Por otra parte la mayoria de
estos estudios se han realizado con morfina; queda por analizar
el potencial hepatotéxido de otros muchos opiéceos integrantes de
- este grupo.

Teniendo en cuenta esto hechos nos hemos propuesto dos

objetivos fundamentales en esta Tesis:

El primero de los objetivos tiene por finalidad examinar el
efecto hepatotéxico de 1los opidceos, morfina, meperidina,
metadona y buprenorfina, sobre 1los hepatocitos humanos en
cultivo; estableciendo su potencia hepatotéxica relativa e
interpretando los resultados obtenidos in vitro en relacién a su
posible repercusién in vivo; es decir extrapolando los resultados
al hombre.

El segundo de los objetivos propuestos consiste en estudiar
el efecto hepatotéxico de estos cuatro opidceos sobre otros
sistemas celulares: cultivo de hepatocitos de rata y cultivos de
lineas celulares continuas, de origen hepdtico (HepG2 y FaO) y de
origen no hepatico (Hela y 3T3).

La finalidad que se persigue es la de poder realizar un
andlisis comparativo de la hepatotoxicidad de estos compuestos en
todos los sistemas celulares (hepaticos y no hepaticos; humanos y
no humanos), para poder responder a dos cuestiones principales:

1.- éSon los hepatocitos humanos especialmente susceptibles a
la accién de los opidceos, o presentan una sensibilidad similar a
la de otras especies?

2.— ¢(CE1 efecto citotéxico de 1los opidceos es érgano-
especifico (selectivo hacia los hepatocitos), o bien es toxicidad
de tipo basal, que se expresa de modo similar en cualquier tipo
celular?

51



52



MATERIALES y METODOS
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Materiales

1. BIOPSIAS HEPATICAS QUIRURGICAS

El aislamiento y cultivo de los hepatocitos humanos se
realizé a partir de biopsias hepaticas quirirgicas obtenidas en
pacientes que fueron sometidos a colecistectomia Yy que
previamente dieron su consentimiento.

Los ©pacientes no padecian ninguna otra patologia hepdtica
conocida, no eran consumidores habituales ni de alcohol ni de
ningin tipo de droga, Yy no recibieron medicacién durante 1la
semana anterior a la operacién.

La biopsia obtenida con una sola superficie de corte y dos o
tres ramificaciones laterales de la arteria hepatica fue puesta
inmediatamente en medio Ham F-12 frio y fue procesada dentro de
la hora siguiente a la reseccién.

2. PRODUCTOS

La morfina y la meperidina (Unién Quimico-Farmacéutica S.A.,
Barcelona) se obtuvieron a través de la Direccidén General de
Farmacia y Productos Sanitarios (Control de Estupefacientes vy
Sicotrépicos). La buprenorfina y la metadona se obtuvieron de los
Laboratorios Dr. Esteve S.A. (Barcelona).

Los reactivos de wuso habitual en el 1laboratorio se
adquirieron rutinariamente de las marcas comerciales Merck,
Sigma, Scharlau, Boehringer Manheim y Panreac, de grado analitico
o de grado HPLC en su caso.

Las placas de cultivo empleadas (placas tipo Petri de 3.5 vy
6 cm de didmetro, multiplacas de 24 pocillos y microplacas de 96
pocillos) se obtuvieron de Nunc.

A continuacién se detalla el origen de los reactivos mdés
especificos empleados:

Medio de cultivo Ham F12 Flow
Medio de cultivo DMEM Gibco
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Medio de cultivo RPMI Gibco

ST Gibco

SBF Gibco

Insulina Nordisk
Dexametasona Merck

Glucagdn Novo
Estreptomicina Wasserman
Penicilina CEPASA

Colagenasa Boehringer Manheim

3. APARATAJE

Bafio de ultrasonidos Bransonic B-1200 E1 de Branson.
Bafio termostatizado con agitacién Unitronic 6320100 de
Selecta.
Bomba peristdltica Multiperpex 2115 de LKB.
Cabina de flujo laminar Esteril 2005 HPS de Captair.
Cadmara de flujo laminar de Air Flux.
Centrifugas de mesa MSE Multex y CR1000 Jouan.
Centrifuga de eppendorf Biofuge de Heraeus Christ.
Centrifuga de placas de 24 pocillos Labofuge GL de Heraeus.
Cromatégrafo liquido KNK-500 G de Konik equipado con:
. Inyector de muestras de 20 pul 7125 de Reodyne.
. Detector UV/VIS SPD-6AV de Shimadzu.
. Registrador-integrador Chromatopac CR-3A de Shimadzu.
. Columna de fase reversa (C-18) Spherisorb S5 ODS2,
200 x 4,6 mm, de Phase Separation Ltd.
Espectrofluorimetro Aminco-Browman de American Instrument.
Espectrofotometro UV/VIS Graphicord UV-240, con un
registrador Graphic Printer PR-1, ambos de Shimadzu.
Estufa con atmésfera humeda y ambiente de coz/oz.
controlado B5060 EK/O2 de Heraeus.
Lector de microplacas MR600 de Dynatech.
Microscopio invertido de contraste de fases modelo Diavert
de Leitz-Wetlar, con cdmara fotogrdfica incorporada.
Ordenador personal 87XM de Hewlett Packard.
pH/mV metro Digit 501 de Crison.
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Metodos

1. OBTENCION DE LA SUSPESION DE HEPATOCITOS HUMANOS

El aislamiento de 1los hepatocitos humanos se realizé
mediante perfusién de la biopsia y digestidén con colagenasa en
dos etapas, segun la técnica descrita por Strom y col. (212) con

algunas modificaciones que describiremos a continuacién.

El mantenimiento prolongado de los hepatocitos en cultivo
requiere que tanto el proceso de aislamiento como todas 1las
manipulaciones posteriores, se realicen en condiciones de maxima
asépsia que aseguren la ulterior esterilidad del - cultivo. Todas
las operaciones que vamos a describir se realizaron por lo tanto
en cdadmara estéril equipada con una cabina de flujo laminar
horizontal.

El instrumental quirudrgico y material de vidrio necesario,
se esterilizd por calor seco. Las soluciones salinas, agua, Yy
medio de cultivo, se esterilizaron también convenientemente
(calor humedo en autoclave o filtracién a través de filtros
Millipore de 0,22 um de poro). El1 material- de plastico se

esterilizé a su vez con é6xido de etileno.

1.1. Soluciones de perfusién

La perfusién de 1la biopsia hepatica se realiza con 1la
solucioén salina tamponada que figura en la TABLA 1. Esta solucién

estd ajustada a un pH de 7,5, se mantiene durante todo el proceso

a 37 °C y se gasea continuamente con carbdgeno (95% 02.: 5% coé).
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TABLA 1: SOLUCION DE PERFUSION BASE

PRODUCTO Conc. mM
NaCl .....ceeeeee 137,0 |
KCl ..iiiiinnnennnn 2,7 |
Na_HPO_  ........... 0,7 | pH 7,5
HEPES......cc.. ... 10,0 |
Glucosa..... ceees. 10,0 |

La perfusién se realiza en dos etapas:

A) Inicialmente se perfunde la biopsia con salida 1libre
utilizando 300 ml de la solucién de perfusién base con EGTA
0,5 mM.

B) En 1la segunda etapa se perfunde 1la biopsia de modo
recirculante con 100 ml de la solucién de perfusidén base sin EGTA
en este caso, pero con CaCl2 5mMy con 0,5-0,6 mg/ml de
colagenasa con una actividad enzimatica especifica de 0,34-0,29

U/ng.
1.2. Procedimiento de aislamiento

El sistema de perfusidén y el proceso general de aislamiento,
estan representados en el ESQUEMA 1.

El circuito consta de:

- Un depdésito que contiene la solucién de perfusién (a), 1la
cual se mantiene constantemente gaseada con carbdégeno (b). Este
gas pasa previamente por un frasco lavador de gases (c) dque
contiene NaCl 0,9% estéril y antibiéticos (penicilina sédica 50
U/ml y sulfato de estreptomicina 50 ug/ml).

- Una bomba peristdltica (d) que impulsa 1la solucién a
través de un tubo de silicona de 2 mm de didmetro, y que
suministra un flujo y una presién hidrostdtica regulada a

voluntad.
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ESQUEMA 1: A.- Etapa inicial, perfusiéon con salida libre.
B.- Segunda etapa, perfusion recirculante.
a) Depésito con solucion de perfusion b) Carbégeno

c) Frasco lavador de gases d) Bomba peristaltica
e) Baino termostatizado f) Ampolla captadora de burbujas
g) Serpentin h) Biopsia canulada.
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- Un bano termostatizado (e) a 39°C, por el que discurre la
solucién de perfusién pasando a través de una ampolla captadora
de burbujas (f) y un serpentin (g), con longitud suficiente para
que la solucidén de perfusiodén alcance una temperatura constante de
37°C.

- E1 tubo de silicona termina en 1-3 catéteres (0,75 mnm
didmetro) que se insertan en el lumen de los orificios arteriales
Yy venosos que se presentan en la uUnica superficie de corte de 1la
biopsia (h).

Tanto la temperatura como el pH de la solucién de perfusién
se controlan durante todo el proceso.

En la primera etapa de la perfusién la solucién salina

tamponada va atravesando la red vascular de la biopsia con objeto
de lavar el higado de su contenido hemdtico y facilitar 1la
ruptura de desmosomas; esta accién es mads efectiva si se adiciona
el quelante EGTA que secuestra el calcio. Tras su salida 1libre,
la solucién de perfusién se recoge en un depdsito colector y se
desecha. El1l flujo 6ptimo es de 16-18 ml/min. ESQUEMA 1.A.

En laAsegunda etapa de la perfusién la solucién salina con
el CaCl2 y la colagenasa se coloca en un depdsito desde el cual
es impulsada por la bomba peristdltica, y sobre el cual se situa
el embudo-soporte de 1la biopsia para que 1la perfusién se
convierta en recirculante ESQUEMA 1.B.

La colagenasa requiere calcio para su actuacién, por lo que
este debe ser afnadido junto al enzima en este segundo periodo. La
disgregacién enzimdtica del higado es 6ptima cuando se mantiene
un compromiso entre la conservacién de la integridad celular para
obtener células viables sin dafo, y la rapidez de la digestién
para reducir la anoxia que se produce cuando se destruye la red
vascular del higado. Las colagenasas mds efectivas no son
precisamente las mds purificadas. La obtenida directamente de
Vibrio colerae, que contiene otras actividades proteoliticas que
facilitan la disgregacién celular, es mucho mas efectiva.

Se mantiene un flujo de 12-14 ml/min y tras 30 min de
perfusién con colagenasa se consigue la digestién casi completa
de 1la trama conectiva del higado, dé&ndose por finalizado el
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proceso de perfusidn.

La biopsia hepatica en este punto se transfiere a una placa
Petri, donde se disgregan suavemente las células con la ayuda de
una espatula. Esta suspensién se transfiere a un vaso de
precipitados donde se completa la dispersién celular agitando
suavemente con 100 ml de solucién de perfusién base a 4°C
(Tabla 1). '

La suspensioén celular se somete a continuacién a una serie
de procesos que incluye: filtracién a través de doble gasa para
- eliminar - los restos de tejido no digeridos, y centrifugacién a
50 x g durante un min. El sobrenadante se desecha y el sedimento
celular es de nuevo suspendido en 100 ml de medio de cultivo base
a 4°C (medio nutritivo Ham F-12 complementado con 0,2% de
albimina y antibiéticos). A continuacién la suspensién celular
vuelve a ser centrifugada en las mismas condiciones. Con estos
lavados aseguramos la eliminacién completa de la colagenasa, asi
como de células no parenquimdticas mads ligeras y restos
celulares. Finalmente, 1las células se resuspenden en medio de
cultivo completo a 37°C, y se mantiene con agitacién suave vy
gaseo constante con carbégeno, en la cabina de flujo laminar
hasta el momento de la siembra.

Este método proporciona un rendimiento muy elevado en el
aislamiento de hepatocitos humanos a partir de biopsia quirudrgica
(15-20 x 10° células viables por g de higado).

1.3. Control de viabilidad y recuento celular

La yiabilidad de la suspensién se determiné en varias
alicuotas de la suspensién final mediante el test de exclusién
del azul tripan. Este colorante es excluido por 1las células
viables, que mantienen su membrana integra, y tife las células
con la membrana dafhada. El porcentaje de células capaces de
excluir el colorante se determind en una mezcla a partes iguales
de suspensién celular Yy una solucién de azul ¢tripdn 0,4% en
cloruro sédico 0,9%. Segun este criterio, nuestras suspensiones
muestran una viabilidad entre el 85-95%.
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El nimero de células/ml de suspensién final fue determinado
basdndonos en que la absorcién a 660 nm de una suspensién celular
puede correlacionarse con la concentracién celular.

La relacién entre ambas es 1lineal en un rango de
concentraciones celulares comprendido entre 0,5-9 X 10°
células/ml, o 1lo que es lo mismo, para lecturas comprendidas
entre 0,1-1 O.D.

La ecuacién de la recta experimental obtenida es:

0.D.= Blanco + 1,29 x n~ células/ml (r=0,998)
donde blanco es la lectura en O0.D. a 660 nm del sobrenadante de
la suspensién tras centrifugar un min a 50 x g.

Las alicuotas de 1la suspensién celular se diluyen
convenientemente en NaCl 0,9%, para proceder a la lectura a 660
nm de la suspensién y el blanco, calculando mediante la fdérmula
el n° de células/ml de suspensién. Rutinariamente, y dependiendo
del peso de la biopsia, se aislaron alrededor de 20 x 10°
hepatocitos/g.

Una vez determinada la concentracién celular y la viabilidad
(proceso cuya duracidén en estas condiciones no sobrepasa 1los 5
min), la suspensién de hepatocitos se diluye con medio de cultivo
y se ajusta a una concentracién final determinada de n~ células
viables/ml dependiendo del tipo de soporte plastico que se vaya a

utilizar, guedando asi preparada para la siembra celular.
2. CULTIVO PRTMARTO DE HEPATOCITOS HUMANOS
2.1. Medio de cultivo

Como medio de cultivo utilizamos el Ham F-12, cuya
composicién se detalla en la TABLA 2, complementado con un 0,2%
de BSA, insulina 10°° M y antibiéticos (penicilina sédica 50 U/ml
y sulfato de estreptomicina 50 ug/ml). El medio Ham F-12 esté
tamponado con bicarbonato y contiene glucosa 10 mM.

Este es el medio que consideramos como basal. Durante las
primeras 24 h de cultivo este medio se complementa con un 2% de
ST. A partir de las primeras 24 h el medio que se emplea esta
libre de ST pero complementado con dexametasona 10 ° M.
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TABLA 2: COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO Ham F-12

RODUCTO mg/l
L-Alanina 8 91
L-Arginina HC1 210 70
L-Asparagina H 0 15 01
Ac. L-aspartico 13 31
L-Cisteina HC1 31 53
Ac. L-glutémico 14 71
L-Glutamina 146 20
Glicina 7 51
L-Histidina HC1 H O 20 96
L-Isoleucina 3 94
L-Leucina 13 12
L-Lisina HC1 36 53
L-Metionina 4 48
L-Fenilalanina 4 96
L-Prolina 34 54
L-Serina 10 51
L-Treonina 11 91
L-Triptéfano 2 04
L-Tirosina (sal disdédica) 6 76
L-Valina 11 72
Biotina 0 0073
Pantotenato calcico 0 238
Colina (cloruro) 13 96
Ac. Félico 1 32
Inositol 18 02
Nicotinamida 0 037
Piridoxina HC1l 0 062
Riboflavina 0 038
Tiamina HCl 0 337
Vitamina Bl2 1 36
CaCl .2H O 44 10
Cus02.5H20 0 0025
FeS04 .7H20 0 8346
KCl 4 223 70
MgsO .7H O 147 90
NaCl4 7600 00
Na HPO 142 00
NafnCo0 4 1176 00
ZnSO ?7H O 0 863
D-Gliicosa 1802 00
Piruvato sédico 110 00
Hipoxantina 4 08
Ac.lipoico 0 206
Metil linoleato 0 088
Putrescina.2H 0 0 1611
Timidina 0 727
Rojo fenol (sal disédica) 12 00
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2.2. Soporte del cultivo

Como soporte sé6lido se han utilizado tres tipos de placas de
cultivo de pldstico: placas tipo Petri de 3 o 6 cm de diédmetro,
multiplacas de 24 pocillos y microplacas de 96 pocillos.

La superficie donde se adhieren los hepatocitos se recubrié
con fibronectina mediante adsorcién directa de esta proteina al
pldstico. El1 recubrimiento se realiza afnadiendo a cada placa o
pocillo wuna cantidad variable de ST en funcién del tamano del
drea a recubrir (5 ul ST/cm”, equivalente a 3,6 ug de
fibronectina/cm®), que se extiende sobre 1la superficie del
pldstico con la ayuda de una espdtula. Las placas asi tratadas se
dejan 30 min a temperatura ambiente en la cabina de flujo laminar
y a continuacién se lavan con agua bidestilada estéril y se dejan
secar 15 min. De este modo se asegura la adsorcién selectiva de
la fibronectina del ST al plédstico de la placa; el resto de 1los
componentes del suero son eliminados mediante el lavado con agua
bidestilada.

El tratamiento del plastico se realiza el mismo dia de su
utilizacién antes del inicio de la perfusién.

2.3. Siembra celular y desarrollo del cultivo
Para cada tipo de placa de cultivo el numero de células

sembradas y el volumen de medio fue el siguiente:
Placas de 6 CM @ .ceeceeecessss 1.750.000 células/3,5 ml.

Placas de 3,5 CM @ .¢2vcceeeceacass 750.000 células/1,5 ml.
Placas de 24 pocillos ....c¢ee... 130.000 células/1,0 ml.
Placas de 96 pocillos ....¢eeee.. 25.000 células/0,1 ml.

Esto equivale a una densidad final de 80.000 células por cm”
de superficie, siendo 1la capacidad mdxima de adhesién de 1los
hepatocitos humanos 65-70.000 células/cm”.

Inmediatamente 1las placas se transfieren a una estufa de
cultivo con ambiente controlado (5% co_ / 95% aire) y atmésfera
saturada de humedad, donde se mantienen a 37°C durante todo el
tiempo del cultivo.

64



El medio se renueva una hora después de la siembra cuando el
proceso de adhesidén celular ya se ha completado, eliminando de
esta manera las células muertas y las no adheridas, asi como los
restos celulares. Una vez adheridos a la placa de cultivo, 1los
hepatocitos inician el proceso de extensién. A partir de este

momento el medio se renueva cada 24 h.

3. CULTIVO PRTIMARTIO DE HEPATOCITOS DE RATA

El aislamiento de 1los hepatocitos se realizé mediante
perfusién in situ del higado y digestién con colagenasa en dos
etapas segun la técnica descrita por Berry y Friend (15), con
algunas modificaciones tanto en el proceso de perfusién como en
las soluciones y tiempos de digestién, que describiremos

brevemente a continuacién.

El sistema de perfusidén y el proceso general de aislamiento,
estan representados en el ESQUEMA 2.

La perfusién se inicia con 200 ml de medio Krebs-Ringer
(TABLA 3) sin calcio pero con EGTA (80 uM), para lavar el higado
de su contenido hemdtico y facilitar la ruptura de desmosomas.

TABLA 3: SOLUCION KREBS—-RINGER

PRODUCTO Conc. mM
NaCl .....ce000c.. 118,0 |
KCl t.vveennnncnaaas 4,7 |
KH PO ......occ00.. 1,2 | PH 7,5
2 4Q
MISO_ eevvnnnnnnnn. . 1,2 |
NaHCO_ ............ 25,0 |
I

glucosa ...ccvev0... 10,0
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CANULA

ATRIO
DERECHO
CAVIDAD
TORACICA
CAVA
PORTA

ESQUEMA 2: Perfusion in situ del higado de rata.

a) Deposito con solucion de perfusion b) Carbégeno

c) Frasco lavador de gases d) Bomba peristaltica
e) Bafo termostatizado f) Ampolla captadora
g) Serpentin de burbujas
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La solucién sale libremente a la cavidad abdominal, y 1los
primeros 100 ml de medio que lavan el higado son desechados. En
este momento se incorpora a los 100 ml restantes la colagenasa
(30-50 mg seguin actividad) disuelta en cloruro cdalcico (2,5 mM
concentracién final), con lo que se inicia ‘la segunda etapa de 1la
perfusién. En esta etapa la solucién de pérfusién es recogida de
la cavidad abdominal, tras su salida del higado y, previa
esterilizacién por filtracién se devuelve al depdsito de partida

para su recirculacién.

Tras unos 10 minutos de digestién con colagenasa en las
condiciones descrités, se consigue la disgregacién casi completa
de 1la trama conectiva del higado, ddndose por finalizado el
proceso de perfusidn.

Tras extraer el higado de 1la cavidad abdominal la
disgregacioén y dispersién celular se realiza con 100 ml de Krebs-
Ringer con calcio. La suspensién celular obtenida se 1lava dos
veces mediante centrifugacién a 50 x g durante 1 min,
resuspendiendo el sedimento celular con la misma solucién salina.

El sedimento final se resuspende en 100 ml de medio de
cultivo y se procede al recuento del numero de células y de la
viabilidad. Generalmente, y dependiendo del peso de la rata, se
aislaron entre 250-400 x 10° hepatocitos, con una viabilidad 85-
90%.

La siembra celular y posteriores cambios de medio se
realizaron en condiciones- similares a las descritas para el
cultivo de hepatocitos humanos. Del mismo modo, 1los disefos
experimentales para la determinacién del efecto citotéxico de los
opidceos en cultivo de hepatocitos de rata fueron idénticos a los
protocolos empleados para hepatocitos humanos, que se describen
mas adelante.
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4. CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES CONTINUAS

Las lineas celulares utilizadas en esta Tesis se obtuvieron

de 1la Sociedad Europea de Cultivos de Tejidos y fueron 1las

siguientes:

L.celular Origen Tipo celular Ccédigo
3T3 (A31) Embrién de ratén Balb/C Fibroblasto 86110401
Fao Carcinoma hepatocelular de rata Hepatocito (63)
Hela Carcinoma cervical humano C. epitelial 85011430
HepG2 Carcinoma hepatocelular humano Hepatocito 85060701

Las lineas celulares se cultivaron sobre frascos de cultivo
de 75 cm” y se incubaron a 37°C en una estufa con una atmésfera
con un 5% de CO y un 85% de humedad. Los medios de cultivo
empleados fueron RPMI (81) para la linea celular FaO y DMEM (81)
para las otras tres, complementados ambos con L-glutamina 2mM,
antibidéticos (sulfato de estreptomicina 50 ug/ml y penicilina
sédica 50 U/ml), bicarbonato sédico 20 mM y un 10% de SBF.

En el momento de iniciar su cultivo en microplacas, las
células fueron tratadas con tripsina 0,25% a pH 7,4 con objeto de
despegarlas de 1la superficie del frasco de cultivo. A
continuacién se resuspendieron en el medio nutritivo
correspondiente y se ajustaron a una densidad de 140.000 células
viables/ml. La suspensién celular asi obtenida se sembré en
microplacas con un volumen de 0,1 ml/pocillo (14.000
células/pocillo). El cultivo se dejo crecer libremente en estas
circunstancias durante 24 h hasta que las células alcanzaron un
75% de confluencia. En este momento se cambié el medio de cultivo
(0,1 ml/pocillo) y se incorporaron los opidceos (20 pul/pocillo).
Tras 24 h de tratamiento se procesaron las microplacas y se
determinaron 1los pardmetros de citotoxicidad, tal como se
describe en los siguientes apartados.
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5. PREPARACION DE I.OS OPTACEOS

La morfina se obtuvo en forma base cristalina y debido a su
escasa solubilidad en medio acuoso fue necesario obtener
previamente el clorhidrato mediante tratamiento con acido
clorhidrico 1 N en la proporcién 1 mol morfina : 1.5 mol HCl.
Posteriormente se afiadié PBS hasta obtener una solucién 50 mM.

La meperidina y 1la metadona se obtuvieron en forma de
clorhidrato y se disolvieron en PBS. Las soluciones stock
. preparadas fueron en ambos casos 50 mM. -

El clorhidrato de buprenorfina no se disolvié bien en PBS.
En este caso se utilizé como disolvente acuoso HCl1 1 mM y 1la
solucién stock de buprenorfina fue 3 mM.

Las concentraciones de las soluciones preparadas se
determinaron a partir de su absorcién molar:

morfina, ) = 284 nm, E__ = .1483,2 1M *cm™ *;
measse

meperidina, N =256 nm, E___ = 167,1 1""M *em™ 7 ;

metadona, = 292 nm, E = 433,9 17*M ‘cm™*;
madc 292

buprenorfina, ) = 285 nm, E___ = 1424,5 17 *M *em™ .

‘Los opidceos una vez preparados se esterilizaron por
filtracién a través de nitrocelulosa (Millipore de 0,22 um ¢) y
se mantuvieron en oscuridad a 4° C. Las soluciones stock se
renovaron cada 3-4 semanas. Las diluciones posteriores necesarias
para su incorporacién a las placas se realizaron en medio de

cultivo, el mismo dia de la incorporacién.

6. METODOS PARA LA EVALUACION DE 10S EFECTOS CITOTOXICOS

La evaluacién de los efectos citotéxicos de los opidceos se
hizo en microplacas de 96 pocillos especiales para cultivos
celulares. En cada microplaca se sembraron 80 de los 96 pocillos,
reservdndose 16 para su uso posterior (curvas patrén, blancos de
lectura, etc.) segin el siguiente esquena:
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POCILLOS POCILLOS
NO SEMBRADOS SEMBRADOS

CONCENTRACION 1

CONCENTRACION 2

CONCENTRACION 3
CONCENTRACION 4

CONCENTRACION 5
CONCENTRACION 6

CONTROL

CONTROL

COMPUESTO 1 COMPUESTO

En cada pocilio previamente recubierto con fibronectina, se
sembraron 25000 células/100 Jul e En los cambios de medio
posteriores el volumen de medio se redujo a 50 /il/pocillo.

Los opiAceos se afiadieron en un volumen de 10 “~I/pocilio
cuando el volumen de medio era de 50 ;ti, y en un volumen de 20
Ml/pocillo cuando el volumen de medio era de 100 ni (por ejemplo
en la siembra). Las incorporaciones de cada wuna de las
concentraciones de los opiaceos se hicieron por quintuplicado.

Los lavados al final de los tratamientos se hicieron con 50
/il de PBS (37°C)/pocilio, dos veces.

El vaciado y llenado en las microplacas se realizé con la
ayuda de pipetas multicanal (12 canales), agitando suavemente las
microplacas tanto durante los lavados con PBS como antes de 1los
cambios de medio para facilitar la eliminacidén de las células

muertas.
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6.1. Etapas del cultivo en las que se evaluaron los efectos

citotéxicos

6.1.1. Adhesién celular

La adhesién celular mediada por fibronectina es un proceso
activo y selectivo para células vivas <cuya alteracidén ©puede
atribuirse a dafios en la membrana celular o a interferencias en
la unién fibronectina-receptor y conduce a la no adhesién de las
células al pocilio.

Para estudiar el efecto de los opidceos sobre el proceso
normal de adhesidén celular se siguibé el disefio experimental que

se muestra en el siguiente esquema:

TIEMPO DE CULTIUO Choras)

L , Lavar
Adicidn de Sienbra Y

. congelar
opiéceos

las placas

Proteina celular

En primer 1lugar se afladieron a los pocilios diluciones
seriadas de los opiadceos y a continuacién se sembrdé la suspensidn
celular a la densidad adecuada. Tras 60-80 min de incubacién a
37°C 1las microplacas se vaciaron y lavaron para eliminar las
células no adheridas.

Para evaluar el efecto de los opidceos sobre la adhesién se
determiné la cantidad de proteina celular que habia quedado
retenida a los pocilios tras el tratamiento y se comparé con 1la
de 1los pocilios control. Esteparametro de citotoxicidad se
evalué tal como se describe enel apartado 3.2.2, y esta en
relacién directa con el numero de células vivas adheridas en 1la

placa de cultivo.
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6.1.2 Extensidbén celular

En el desarrollo de este proceso estadn implicadas, de modo
directo, la sintesis de RNA y proteinas, y la reorganizacién del
citoesqueleto. Si el xenobidético afiadido afecta alguna de estas
funciones celulares, entonces el proceso de extensidén normal se
ve alterado.

Para evaluar el efecto de los opidceos en el cultivo durante
el proceso de extensidén se siguidé el disefio experimental descrito

en el siguiente esquema:

TIEMPO DE CULTIUO Choras)

0 1 <] Lavar y
i l I canbiar el
nedio con MTT

Sienbra Canbio de Lavar vy
ned io congelar
las placas

Adic ion de v v

op iaceos LDH intracelular Test del MTT

Proteina celular

Una vez adheridas las células se cambié el medio de cultivo
y a continuacién se afadieron los opiaceos. Se incubaron 1las
células a 37°C durante 23 h y una vez finalizado el tratamiento
se determinaron tres pardmetros de citotoxicidad para evaluar el
efecto de los opiaceos durante este proceso. Estos tres
parametros de citotoxicidad fueron: contenido de LDH

intracelular, proteina celular de la monocapa y test del MTT
(3.2.1, 3.2.2, 3.2.3)

6.1.3 Monocapa confluente

La mayor duracidén de este periodo de estudio en el <cultivo,
en comparacién con las dos anteriores, permite realizar estudios

de supervivencia celular a largo plazo o de toxicidad con dosis
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repetitivas, con lo que se se puede imitar en cierta medida 1las

situaciones de administracién crénica o mialtiple de una droga.
Para evaluar el efecto de los opiadceos en el cultivo durante

el estado de monocapa confluente se siguidé el disefio experimental

descrito en el siguiente esquema:

TIEMPO DE CULTIUO (horas)

24 48 72 96 Lavar y
canbiar el
nedio con MTT

Sienbra Canbio de Canbio de Lavar vy
conge lar

ned io ned io
Test del MTT
Adicidén de
opi aceos LDH intracelular

Proteina celular

A las 24 h de cultivo se cambié el medio y a continuacidén se

incorporaron los opiéaceos, este proceso se repitidé a las 48 y 72
horas de cultivo, con lo que el tiempo total de exposicién a los
opidceos fué de 3 dias.Una vez finalizado el tratamiento se
determinaron los tres parametros de citotoxicidad.

Alternativamente se puede obtener mads informacién si los tres
parametros se determinan también tras 24 y 48 h de exposicidén, ya
que de este modo se observa mas claramente la evolucién de 1los
efectos citotéxicos de 1los opiaceos durante exposiciones

prolongadas.

6.2. Parametros de citotoxicidad

Para evaluar los efectos citotéxicos de los opiadceos en 1los

distintos periodos del desarrollo del cultivo, se escogieron tres

parametros de citotoxicidad <con los que se determina por
procedimientos distintos la viabilidad celular (proporcién de
células vivas tras el tratamiento con los téxicos). Estos tres
parametros de citotoxicidad fueron: actividad LDH intracelular,

proteina celular de la monocapa y test del MTT.
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Todas las técnicas utilizadas han sido adaptadas para su
realizacién en placas de 96 pocillos. El empleo de microplacas
reduce de forma considerable el nuimero de células necesarias en
comparacién con 1las placas de cultivo convencionales (para
sembrar 80 pocillos de una microplaca hacen falta menos células
que para sembrar 3 placas de 3,5 cm de didmetro), obteniéndose
en cambio la misma informacién.

Existen dos ventajas adicionales que son la posibilidad de
manejar miltiples variables al mismo tiempo en la misma placa vy
la realizacién in situ o el desarrollo completo de las técnicas
en la misma microplaca hasta realizar la lectura
espectrofotométrica automatizada y computerizada. Un ordenador,
conectado al lector de microplacas, realiza de forma muy rapida
todos los cédlculos - matemdticos necesarios (cinéticas,
interpolacién. en curvas, realizacién de medias, cdlculo de
ICSO,...) mediante unos programas desarrollados en nuestro propio
- laboratorio en lenguaje BASIC.

6.2.1 Determinacién_de la actividad LDH por micrométodo

- Fundamento:

La liberacién hacia el exterior de la célula de esta enzima
citoplasmatica ha sido un indicador cléasico de viabilidad
celular. Debido a su tamano relativamente pequefio atraviesa 1la
membrana celular cuando esta se hace méds permeable como
consecuencia de los dafios ocasionados por la accién citotdxica de
un xenobidético. Por 1lo tanto una vez expuesto el cultivo de
hepatocitos a los téxicos, 1la actividad LDH intracelular nos
indica cual es el porcentaje de células que permanecen viables en
comparacién con los cultivos controles no tratados.

La determinacién de la actividad LDH intracelular en lugar
de la extracelular, liberada al medio de cultivo, obedece no solo
a razones de tipo practico como son la mayor facilidad de
manipulacién vy procesamiento, si no también al hecho de que el
isoenzima V de la LDH, mayoritario en los hepatocitos humanos, es
bastante labil e inestable y se inactiva en el medio
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extracelular.

El ensayo esta basado en el método colorimétrico de Deneke
(61) pero ha sido adaptado por nosotros para la determinacién in
situ de la actividad LDH intracelular de cultivos en microplacas
(192). E1 principio bdsico de este método es la siguiente

reacciodn:
LDH
L-(+)-Lactato + NAD" ======== Piruvato + NADH + H"
NADH:dye-DH
NADH + MTT ----—=--—————————— Formazan + NAD"
GPT
Piruvato + Glutamato ========= 2-Oxoglutarato + Alanina

La cantidad de L-(+)-lactato que reacciona por unidad de
tiempo determinada por el aumento de absorbancia debido a 1la
aparicién de formazdn, es la medida de la actividad catalitica
de la LDH.

— Reactivos:

1) Solucién Tris/Lactato-glutamato/MTT: TRIS 143,4 mM, L-
(+)-Lactato (sal de Litio) 57,30 mM, Acido glutémico 5,74 mM,
CTAB 0,3%, Tritén X-100 1,0 %, ajustar el pH a 8 y ahadir MTT
0,287 mM.

2) NAD 80 mM.

3) Enzimas auxiliares e indicadores: Centrifugar 110 ul
(88 U) de suspensién de GPT (800 U/ml) eliminar el sobrenadante y
afladir 1 ml de tampén Tris-Citrato 50 mM, pH=7,6. Ahadir 0,6 mg
(15 U) de NADH: dye-DH (NADH: dye oxidoreductasa) (26.7 U/mg).

Mezclar 1las tres disoluciones anteriores (1,2 y 3) en la
proporcién 28:1:1 respectivamente, en el momento de-usar.

La estabilidad de las soluciones es la siguiente:

1.- Cuatro semanas a 0-4°C en una botella de vidrio opaco.

2 y 3.- Una semana como madximo a 0-4°C.
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- Procedimiento:

Una vez finalizado el tratamiento se lavan los pocillos con
PBS. Después, o bien se congela la microplaca con N2 liquido o se
procesa inmediatamente como sigue:

1) Anadir a cada pocillo 50 ul de NaCl 0.9% y 1lisar 1las
células con ayuda de un bafio de ultrasonidos (4-5 pulsaciones de
3 segundos).

2) Diluir 1la muestra convenientemente para que quede con
valores de actividad comprendidos en el rango 0.05-0.75
mU/pocillo/50 ul. Esta dilucidén se realiza con la ayuda de 1la
pipeta multicanal en otra microplaca, dgque se utilizarda para 1la
medida de LDH. La muestra se diluye con NaCl 0.9%.

3) Anadir a cada pocillo 150 ul de la mezcla de reactivos
con la menor pérdida de tiempo entre el inicio y el final de 1la
placa. Homogenizar 1la mezcla en el bafio de wultrasonidos vy
rdpidamente proceder a la primera lectura antes de 4 min desde 1la
adicién del reactivo.

Las placas con los homogenados celulares se han de mantener
hasta el momento de la adicién de los reactivos sobre hielo.

Todos los reactivos han de afadirse a los pocillos a 25°C.-
- Lectura y procesado de los datos:

1) Ajustar el lector de microplacas a 570 nm

2) Con cada microplaca efectuar 3 6 4 ciclos de 1lectura
hasta un tiempo médximo de 20 minutos, con un intervalo minimo de
4 minutos entre lecturas. Anotar con exactitud el tiempo en cada
lectura.

3) La transformacién de 1la pendiente (aA/at) en las
correspondientes U/l se realiza seguin la férmula siguiente:

b= aA x V ens x _1000 U/1 (uwmol x min"*x 177%)
At V mue Exd

Para E= 1,72 1 x mmol "x mm ‘y d= 5mm, b= 465,11 x aA/at (U/1l).

76



6.2.2 Valoracién de proteina celular en microplaca

- Fundamento:

Cuando la accién téxica de un xenobidético ocasiona la muerte

de 1las células del cultivo las interacciones con 1la biomatriz
dejan de ser estables y la unién con el soporte del cultivo se
rompe. Asi pues, 1las células muertas que se desprenden y
permanecen flotando son eliminédas fécilmente cuando se renueva
el medio de cultivo y se 1lava la monocapa. En estas
circunstancias " la determinacién de 1la proteina celular dque
permanece retenida en los pocillos en comparacién con la de 1los
cultivos . controles es un indicador del porcentaje de células
viables.

La valoracién de la proteina celular se basa. en el método de

Lowry y col. (151) con algunas modificaciones para adaptarlo
Este

método consiste en la ya cldsica asociacién de las reacciones del

a

las condiciones limitantes de volumen de las microplacas.

Biuret y de Folin.

- Reactivos:

Los reactivos utilizados para 1la valoracién son los
habituales, pero como el volumen esta limitado por la capacidad
de 1los pocillos los hemos adaptado con distinto volumen vy
concentracién:

1) Mezcla A-B-C en H20:

A.- Carbonato sédico (Nazcoa)...... 4%.
B.- Tartrato de sodio y potasio.... 4%.
C.- Sulfato de cobre (CuSO4)....... 2%.

Los tres reactivos se mezclan en 1la

proporcién A:B:C=100:1:1

2) Reactivo de Folin: Reactivo de Folin diluido 1/2 con Hzo.
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3) Recta patrén: Se prepara justo antes de la valoracién en
los pocillos que se reservan en la microplaca para este fin, a
partir de una solucién 1% de BSA en NaOH 0,5 M, y es lineal en el
rango de concentraciones 5-50 ug/pocillo.

- Procedimiento:

Una vez finalizado el tratamiento se lavan los pocillos con
PBS. Después se anaden 50 ul de NaOH 0,5 N en cada pocillo y se
congela la placa a -20°C.

Cuando se estudian alteraciones de funciones metabdélicas del
hepatocito, también hay que valorar la proteina de los cultivos
para poder expresar el pardmetro metabdlico evaluado en funcién
de la proteina existente. En estos ensayos el soporte del cultivo
son placas tipo Petri o multiplacas de 24 pocillos. Por ello,
para valorar la proteina se preparan homogenados celulares en un
volumen adecuado de NaOH 0,5 N. Si esto no es posible, las
muestras se homogenizan en el tampén correspondiente y se toma
una alicuota para proteina que se diluye utilizando NaOH con una
molaridad tal que su concentracién final sea 0,5 N. De cada
homogenado celular se toman tres alicuotas de 50 ul dque se
transfieren a la microplaca. La disposicién de las muestras se
hace dejando siempre las dos columnas de la derecha libres para
la recta patrén.

En el momento de la valoracidén se procede de 1la siguiente
manera:

1) Una vez descongelada la microplaca y preparada la recta
patrén en NaOH 0,5 N, afiadir 125 ul de mezcla A-B-C con pipeta
multicanal a cada pocillo y agitar 5 segundos en el bafio de
ultrasonidos. Esperar 10 min.

2) Afnadir, con el mismo orden, 25 pul de reactivo Folin a
cada pocillo y agitar en el bano de ultrasonidos. Esperar 30 min
para proceder a la lectura del color desarrollado.

78



-~ Lectura y procesado de los datos:

1) Conectar el lector automatico de microplacas a 630 nm.

2) Ajustar 1los puntos de la curva patrén a una recta seguin
el método de los minimos cuadrados representando en ordenadas
A___yen abcisas ug BSA/pocillo. Interpolar en dicha recta 1los

[
valores de A_ de las muestras problema y multiplicar por 1la

30

dilucién correspondiente.

6.2.3 Test del MTT - .

-~ Fundamento:

Cuando 1la sal de tetrazolio MTT se incorpora al medio de
cultivo, 1las - células viables la incorporan a su interior y una
vez en el citoplasma atraviesa la doble membrana mitocondrial
donde la enzima succinato-deshidrogenasa reduce el MTT soluble a
un formazdn insoluble de color azul. La succinato-deshidrogenasa
es una flavoproteina que contiene FAD unido covalentemente, se
halla unida intimamente a la membrana mitocondrial interna y, en
forma reducida, puede ceder electrones a distintos ‘ aceptores
electrénicos artificiales. Las células danadas (membrana
plasmatica ‘o funcién mitocondrial alterada) o muertas como
consecuencia de la accién citotéxica de un xenobiético no pueden
reducir el MTT y por lo tanto no producen formazdn azul. Una vez
se solubiliza convenientemente el producto final, 1la lectura del
color desarrollado en comparacién con el de los cultivos control
es un indicador directo del nimero de células que permanecen
funcionales.

El test del MTT se ha realizado conforme al protocolo
descrito por Borenfreund y col. (29), pero utilizando como
disolvente del formazidn DMSO puro conforme al procedimiento de
Denizot y Lang (62).
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~ Reactivos:

1) Solucién stock de MTT 5 mg/ml de PBS. Una vez disuelta se
esteriliza por filtracién y se conserva en una botella de vidrio
opaco a 4°C. Esta solucién stock se diluye antes del ensayo en el
medio de cultivo adecuado en la proporcién: 1 ml de MTT por cada
10 ml de medio, (dilucién 1/11), y se mantiene a 37°C.

3) Para redisolver el formazdn insoluble en agua se utiliza
DMSO puro.

- Procedimiento:

Una vez finalizado el tratamiento se lavan los pocillos con
PBS (37 °C) ayuddndose de una pipeta multicanal.

1) Se afnade a cada pocillo 100 pl de medio de cultivo (HF-
12, DMEM, RPMI) con el MTT ya incorporado tal como se describe en
el apartado de reactivos.

2) Se incuban las microplacas a 37°C durante 2-3 horas.

3) Finalizada la incubacién, el medio se vacia como en el
primer punto pero apurando totalmente el contenido de 1los
pocillos. Si quedan restos de medio de cultivo con rojo fenol se
producirdn interferencias en el color final.

4) Se anaden a cada pocillo 100 ul de DMSO. Para resuspender
el formazdn precipitado basta con golpear ligeramente la
microplaca por los cuatro costados; también es posible facilitar
la disolucién del formazdn con la ayuda del bafio de ultrasonidos.

5) Esperar 10 min a temperatura ambiente y proceder a leer
el color desarrollado.

- Lectura y procesado de los datos:

1) Conectar el lector de microplacas ajustdndolo a 570 nm Yy
leer el color desarrollado.
2) La disminucién de la A en los pocillos donde se

S70

incorporaron los xenobidéticos en relacidén con la A__ de los

controles es una estimacién directa de la viabilidad celular.
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7. METODOS PARA 1A EVALUACION DE ALTERACIONES DE
FUNCIONES METABOLICOS

Para medir las alteraciones metabélicas producidas por las
drogas sobre los hepatocitos, se emplearon concentraciones sub-
téxicas (< Iclo), es decir, que no comprometian la viabilidad
celular.

Los efectos metabdlicos de los opidceos se estudiaron sobre
cultivos de hepatocitos en placas de 3,5 cm de didmetro o en
-multiplacas de 24 pocillos, los volumenes de medio de cultivo son
1,5 y 0,5 ml respectivamente y los volumenes empleados- para las
incorporaciones de los opidceos oscilaron entre 25 y 100 pl. Los
tratamientos para este tipo de experimentos siempre comenzaron a
las 24 horas de cultivo, una vez ya establecida la monocapa.

Tras la exposicién de 1los hepatocitos. a distintas
concentraciones de las drogas estudiadas, en las condiciones vy
tiempos senalados para cada caso concreto, el medio de cultivo
fue eliminado (a excepcién de cuando se valoré la produccién y
excrecién de metabolitos o proteinas), 1las placas de cultivo se
lavaron dos veces con PBS y fueron congeladas con N2 liquido. Se
guardaron a -20°C hasta el momento de su utilizacién.

Cuando el medio de cultivo habfia que conservarlo para
realizar en é1 valoraciones (por ejemplo urea), se recogié en
tubos de eppendorf, se centrifugé en una centrifuga de eppendorf
(9000 x g) para eliminar restos celulares, se recogié el
sobrenadante y se congelé a -20°C hasta el momento de su
utilizacioén.

Previamente a la valoracién, todas las muestras
descongeladas se mantuvieron en un bafio con hielo para evitar 1la
degradacién de los metabolitos que se iban a determinar. Una vez
finalizado el ensayo, el tiempo transcurrido entre éste y el
momento de la lectura del color o de la fluorescencia producidos
fue el menor posible para evitar la descomposicién del croméforo
o del complejo fluorescente.

Todos los parametros metabdlicos determinados se expresaron
en relacién al contenido de proteina celular de 1la placa de
cultivo.
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Los parametros metabdélicos determinados estan relacionados
con las funciones mads importantes que el hepatocito realiza in
vivo: metabolismo del glucébégeno (degradacién del contenido de
glucégeno, e inhibicién de su sintesis a partir de un precursor),
metabolismo del nitrégeno (inhibicién de la sintesis de |wurea
estimulada por un precursor nitrogenado), sintesis v excrecidén de
proteinas plasmaticas (sintesis y excrecién de albumina),

biotransformacién y conjugacién (deplecién del GSH).
7.1. Efecto de los opidceos en el metabolismo del glucégeno

El efecto de los opiadceos se evalué sobre dos aspectos del
metabolismo del glucégeno: su degradacién y su sintesis a partir
de glucosa como precursor.

Para estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de

3.5 cm de diametro.
7.1.1. Disefio experimental. Degradacién de glucdégeno

El disefio experimental para evaluar el efecto de 1los

opidceos en el contenido de glucdégeno fue el siguiente:

TIEMPO DE CULTIUO (horas)

0 i 24 48

11 i 1

[ i 1

Sienbra Canbio de Canbio de Lavar vy
nedio nedio congelar
n las placas

Adicidén de
op iadc eos

Ualoracién de glucdgeno

Los opiaceos se incorporaron a las 24 h de cultivo y tras

24 h de exposicién se valoré el contenido de glucébdgeno.

82



7.1.2. Disefio experimental. Sintesis de glucégeno.

A las 24 h de cultivo el medio se suplemento con glucagébdn
10-7 M, <con el fin de deplecionar el contenido de glucégeno de
los hepatocitos.

A las 24+ 3  horas, se eliminé elmedio de cultivo vy se
lavaron 5 veces las placascuidadosamente con PBS a 37°C para asi
eliminar todo el glucagédn gue hubiera en las placas. Se afadié
nuevamente medio de cultivo pero ahora complementado con glucosa
para conseguir una concentracién final 30 mM (el medio de cultivo
lleva normalmente glucosa 10 mM) .

Tras cada uno de los periodos, a las 24 h, 24+ 3 h y a las
24 + 9 h se lavaron y congelaron varias placas no tratadas con
los opiaceos, que se utilizaron como controles.

En este caso el esquema de tiempos de incubacién fue el

siguiente:

TIEMPO DE CULTIUO Choras)

0o 1 24 24+3 24+9
1 1 1 1 1
Sienbra Canbio de Canbio de Lavar las Lavar vy
nedio ned io placas congelar
+ las placas

Glucagén Canbio de
nedio con
glucosa 30 nM ii
Ualorac idén
de
glucdgeno

Adicidén de
op i4ceos

7.1.3 Determinacién de glucdégeno

- Fundamento

La determinacién de glucégeno se realiza tras una extraccién
por digestidén con KOH y posterior precipitacién con etanol, segun

el método de Hassid y Abraham (110), para purificarlo.
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Tras la extraccién y purificacidén, el glucégeno se valora
por el método colorimétrico de Good y col. (96). La técnica se
basa en la hidr6lisis de los enlaces glicosidicos y simultdnea
deshidratacién de 1la glucosa a hidroximetil furfural en medio
dcido, que condensa con la antrona dando coloracién a 620 nm.

- Procedimiento de extraccién y purificacién:

Todo el material de vidrio utilizado debe ser lavado
exhaustivamente y sometido a un bafo prolongado en mezcla
crémica.

A). Reactivos:

- Solucién de KOH 60%
Se prepara en un bafo con hielo.
- Etanol absoluto.

B). Recoger 1las células en 500 pl de Hzo destilada (para
placas de 3.5 cm de didmetro) con la ayuda de una espéatula vy
depositarlos en tubos de punta cénica. Los tubos se mantendréan en
un bano con hielo.

C). Agitar bien los tubos para el lisado de las células vy
extraer una alicuota para valorar el contenido en proteina de 1la
placa.

D). Afnadir KOH al 60% para que quede a una concentracién
final del 30% y agitar los tubos.

E). Mantener durante 30 minutos en un bafio a 100°C; los
tubos se tapan con una canica para evitar 1la evaporacién del
contenido.

F). Enfriar 1los tubos en un bafio de agua fria vy afadir
alcohol absoluto hasta que quede una concentracién final del 66%
y agitar bien los tubos.

G). Guardar los tubos a 0°C durante una noche. Centrifugar a
3000 r.p.m. durante 30 minutos. Decantar los tubos y resuspender
el sedimento en 500 ul de H O destilada con una pipeta Pasteur.

H). Afiadir de alcohol absoluto hasta una concentracién final
del 66% y agitar bien los tubos.

I). Repetir el paso G).
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- Procedimiento para la valoracién:

A). Reactivos:
- Solucidén patrén de sacarosa 0.5 mM
Se conserva congelada a -20°C.
- Reactivo de la antrona: antrona 6.86 mM
stO4 12.0 M
Se prepara el dfa de su utilizacién en un recipiente
contenido en ﬁn bafio con hielo.

B). Preparar una curva patrén a partir de una solucién de
sacarosa 0.5 mM con concentraciones en el rango 0-500 nmoles de
glucosa en 500 pul de volumen de muestra (1 nmol-de sacarosa = 2
nmol de glucosa).

C). Anadir a los tubos problema y a los patrones, que deben

estar en un bano con hielo, 1 ml de H2504.

D). Anadir a todos los tubos 1.5 ml del reactivo de 1la
antrona. )

(E1 volumen final de ensayo es de 3 ml y las .concentraciones
finales de los reactivos son de Haso4 12.0 M y antrona 3,43 mM)

E). Agitar muy bien los tubos. Tapar los tubos con canicas e
incubar durante 10 minutos en un bafio a 100°C.

F). Enfriar rapidamente en un bafio con hielo.

G). Leer frente a-blanco a 620 nm los tubos con patrones vy
problemas, interpolar la absorbancia de los tubos problema en la
curva de calibracién y los resultados se expresan como nmoles de
glucosa; Yy, si se mide el contenido de proteina, como nmoles de
glucosa/mg proteina celular.

7.2. Efecto de los opiidceos en la sintesis de urea

7.2.1 Disefio experimental. Sintesis de urea

Otro pardmetro metabdlico determinado fue 1la actividad
ureogénica de los hepatocitos en presencia de NH4C1 3 mM. Para
ello se midié la cantidad de urea liberada al medio de cultivo
durante 2 horas en presencia de las drogas tras un tratamiento
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con las mismas de 24 h.
Los experimentos se realizaron en placas de cultivo de 3.5
cm de diametro, siendo el esquema general de los tratamientos el

siguiente:

TIEMPO DE CULTIUO (horas)

24 48 48+1 48+2

Sienbra Canbio de Lavar vy

. Canbio de
nedio 41 congelar
n i

¢ © 01 ¢cuotas las placas

Adicidén de

opiédceos

Ualoracidédn de urea

A las 48 horas de cultivo para el cambio de medio se utilizé
medio habitual suplementado con NH Cl 3 mM para que la produccién
de urea fuera méaxima. Tras dejar unos minutos las placas en la
estufa para que se equilibraran la temperatura y el pH, se tomd
una alicuota del medio de cultivo, tomandose otra a la hora y por
ultimo otra a las dos horas. Las alicuotas se trataron como ya se
ha explicado anteriormente vy se guardaron a -20°C hasta su
valoracién.

Una vez tomada 1la dltima alicuota las placas de cultivo
se lavaron y se congelaron de la manera habitual para 1luego

valorar en ellas la proteina celular.

7.2.2. Determinacién de urea

- Fundamento:

El método de valoracién de la urea existente en las
alicuotas tomadas es un método colorimétrico (184) basado en 1la
formacién de un cromégeno, que absorbe a 464 nm, entre la urea y

la diacetilmonoxima en medio &acido. La presencia de antipirina en
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la mezcla de reaccidén aumenta la sensibilidad del ensayo.
— Procedimiento para la valoracién:

A). Reactivos:
- Patrén de urea 2 mM
Este medio de cultivo debe ser el mismo empleado para
el dltimo cambio de medio realizado con las células.
- Reactivo acido: antipirina 19.66 mM
'sulfato férrico aménico 8.8 mM
HZSO4 4.5 M
] H3P04 3.67 M
Este reactivo se prepara en un bafio con hielo y se
conserva a temperatura ambiente en un frasco de color
topacio. V
- Solucién de diacetilmonoxima:
diacetilmonoxima 39.56 mM
NacCl 7.5%
Se conserva como el reactivo &cido.
- Reactivo color: 2 partes de reactivo &cido ‘
1 parte de solucién de diacetilmonoxima
Se prepara el dia de su utilizaciédn.

B). Preparar curva patrén de urea con concentraciones
comprendidas entre 0 y 80 nmoles de urea en 200 ul de volumen de
nuestra.

c). Descongelar 1las alicuotas y agitar para que se
homogenicen. Colocar en cada tubo 200 ul de muestra.

D). Afadir a cada tubo 1.5 ml de reactivo color. Agitar los
tubos, taparlos con canicas e incubarlos a 100°C durante 15
minutos. Los tubos deben estar protegidos de la luz durante este
tiempo y hasta el momento de la lectura de la absorbancia.

E). Enfriar los tubos en un bafio con hielo y leer frente a
blanco a 464 nm. No deben pasar mds de 30 minutos desde due
finaliza la incubacién hasta que se leen.

F). Valorar 1la proteina celular por el método explicado
anteriormente en las placas de cultivo que se lavaron Yy
congelaron tras tomar la dltima alicuota.
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Una vez determinado el numero de nmoles de urea presentes en

la muestra, se calcula la velocidad de sintesis de cada placa de
cultivo durante las dos horas del ensayo, teniendo en cuenta el
volumen inicial de medio de cultivo, el volumen tomado en cada

alicuota y el numero de nmoles de urea presentes en la alicuota.
El resultado se expresa como: nmoles de wurea producidos/mg

prot x h.

7.3. Efecto de los opiaceos en la sintesis de albumina
7.3.1 Disefio experimental. Sintesis de albumina

Otro parametro metabdélico determinado fue Ila sintesis
de proteinas plasmaticas y en concreto la sintesis de albumina.
Para ello se midié la cantidad de albumina liberada al medio de
cultivo durante 2 horas en presencia de 1las drogas tras un
tratamiento de 24 h.

Los experimentos se realizaron en placas de cultivo de 3.5
cm de diéametro, siendo el esquema general de los tratamientos el

siguiente:

TIEMPO DE CULTIUO ihoras)

24 48 48+1 48+2

Sienbra Canbio de Lavar vy

. Canbio de
ned io congelar

nedio Alicuotas 155 placas
Adicidén de

opiédceos

Ualoracidédn de alIbdnina
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7.3.2 Determinacién de albimina

- Fundamento:

La albimina sintetizada por 1los hepatocitos humanos vy
excretada al medio de cultivo, fue determinada mediante un ELISA
competitivo indirecto. El método se basa en la capacidad de un
antigeno para inhibir la reaccién de un antisuero especifico
frente al propio antigého pfeViémente adsorbido sobre . 1la
- superficie de poliestireno de las placas.

Parte del antisuero queda unido al antigeno libre y otra
parte queda unido al al antigeno adherido al pléstico. Tras lavar
y eliminar los complejos no unidos a la fase sélida, el antisuero
especifico adherido es incubado en presencia de un antisuero
secundario (IgG-peroxidasa) y finalmente la cantidad de enzima
unido a 1la fase sdélida se visualiza por la adicién de un
substrato adecuado. El1 ensayo debe realizarse en condiciones
tales que el primer antisuero sea un factor 1limitante para
asegurar la competencia efectiva entre el antigeno unido a 1la
fase sélida y el presente en disolucién.

- Procedimiento para la valoracién:

A). REACTIVOS:

- Tampdén carbonato 100 mM pH 9,6.

- PBS-Tween: PBS con un 0,05% de Tween 20.

- Substrato de peroxidasa: sal aménica de ABTS 0,2 mM y
HZO2 2 mM, en tampén citrato 0,15 M pH 4,2.

- Albumina humana pura para recubrimiento, en tampén
carbonato.

- Patrén de albimina humana (0.001-10 ug/pocillo) en
PBS-Tween 20 0,05%.

- Inmunoglobulinas de conejo anti-albumina humana.

- Inmunoglobulinas de cabra anti-IgG de conejo,
marcadas con peroxidasa.
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B). Para determinar las condiciones 6ptimas del ELISA, se
llevé a cabo previamente una serie de ELISAs directos no
competitivos, en los que simultaneamente se evaludé la respuesta
de diferentes diluciones del antisuero primario, frente a
diferentes concentraciones del antigeno adsorbido a 1la placa.
Segin estos ensayos 1las condiciones optimas para el ELISA
competitivo indirecto fueron:

- Concentracioén de albimina humana para el
recubrimiento y wunién a 1los POCillOS..eceeeeecccncns 0,03
ug/pocillo.

- Dilucién é6ptima del antisuero primario (IgG de conejo
anti-albimina humana) para que resulte limitante en la etapa de
competencia............ ceeeenae «e... 1/50000.

- Dilucién del antisuero secundario (IgG de cabra anti-
IgG de conejo) marcado con peroxidasa... 1/5000.

C). Para el ensayo de valoracién de albimina humana presente
en las muestras de medio de cultivo se recubrieron los pocillos
con 100 ul de solucién de albimina 0,3 pg/ml, en tampédn
carbonato. Las placas se mantienen as{i durante 12 h a 4°C para
permitir la adsorcién de la proteina al pldstico y a continuacién
se lavaron 4 veces con PBS-Tween.

D). Seguidamente se afnadié a cada pocillo una mezcla
conteniendo 50 pl del antisuero primario a la dilucién adecuada
Y, 50 ul de PBS-Tween conteniendo cantidades patrén de albtumina
humana ¢ 50 ul de medio de cultivo convenientemente diluido con
PBS-Tween. Las mezclas de antigeno y anticuerpo se incuban
durante 2 h a 37°C en la cdmara humeda y se lavan de nuevo cuatro
veces igual que en el caso anterior.

E). A continuacién se anadié a cada pocillo 100 pul de
antisuero secundario a la dilucién éptima y se incubé durante 30
min a 37°C.

F). Tras la incubacién las placas volvieron a ser lavadas
del mismo modo tras lo cual se afadieron 100 gl de solucién
substrato para peroxidasa a cada pocillo. La reaccién se incuba
durante 45 min a 37°C y el color desarrollado se lee a 405 nm en
un lector automdtico de microplacas.
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- Tratamiento matematico de los datos:

La representacién grafica de la curva patrén del ELISA
competitivo indirecto es una sigmoidea decreciente, sobre la cual
resulta dificil interpolar griaficamente los valores de absorcioén,
correspondientes a los problemas. Con objeto de facilitar el
cdlculo vy mejorar la calidad de los resultados, se aplicd una
transformacién matemdtica que convierte la grafica sigmoidea en
una recta:

~Siendo Y= f(X), la ecuacién matemdtica de la curva patrén de
ELISA, donde X= ug de proteina patrén e Y= absorcién a 405 nm, la
transformacién consiste en representar Y’=f(X’), donde:

X'=-log (X) ‘

Y’= LOGIT (Y¥)= 1n Y-Yoo

Yo-(X—YoQ) _ ) '
siendo Yo e Yoo las asintotas superior e inferior de la sigmoidea

respectivamente. ‘
La recta patrén resultante se ajusta de forma habitual
mediante andlisis de regresién lineal. En los datos problema se
calcula Y’ a partir de la absorcién a 405 nm. Tras interpolar en
la recta y obtener X’, 1la cantidad de albumina humana en el
ensayo vendr4d dada por la expresién 107°°. La velocidad de
sintesis de albumina se calcula de modo similar a la de sintesis

de urea.

7.4. Efecto de los opidceos sobre el contenido de GSH

Dado que la via metabdlica de cada farmaco no es la misma en
todos 1los casos, el momento en que aparecen los metabolitos
reactivos susceptibles de conjugarse con el GSH puede variar de
unos compuestos a otros. Teniendo estas consideraciones en
cuenta, se disenaron dos tipos de experimentos: eh primer lugar
se analizé el tiempo de mdxima deplecién determinando la
variacién del contenido de GSH a 1lo largo del tiempo de
incubacién con los opidceos (1 o 2 concentraciones); en segundo
lugar se estudié el efecto en el GSH de un amplio rango de
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concentraciones tras incubar durante el tiempo de maxima

deplecién escogido para cada opiaceo (curva dosis-respuesta).
7.4.1. Disefio experimental. Deplecién del GSH con el tiempo

Realizado en placas de 3.5 cm de didmetro que se lavaron y
congelaron en N 1liquido a distintos tiempos tras el cambio de
medio y la incorporacién de los opiadceos (incluido el tiempo cero
tras cambiar el medio). Los tiempos se indican a modo
orientativo, pudiendo variar de unos casos a otros, pero el
esquema seria similar.

Cuando finalizdé el experimento se determiné el contenido de
GSH tanto en los controles como en los tratados y al tiempo de
maxima deplecién de los tratados con respecto a los controles se

realizé el experimento de dosis-respuesta.

TIEMPO DE CULTIOO Chorasi

24 +1 +3 +6 +16 48
i 1 i i1 1 1

t 1 I t i
4 z *
Sienbra Canbio de Canbio de
ned io nedio Lavar vy

congelar
fidicion de las placas
opi &c eos

Ualoracidédn de GSH

7.4.2 Disefio experimental. Curva dosis-respuesta

Se realiza preferentemente en placas de 24 pocilios.

Se trata de un experimento dosis-respuesta como los
anteriormente descritos, en los que se emplea un rango amplio de
concentraciones. El tiempo x al cual se lavaron y congelaron las
placas, tras el cambio de medio e incorporacién de las 24 horas,
se determindé en cada caso concreto mediante la correspondiente

curva de tiempos realizada a partir de las 24 horas.

922



TIEMPO DE CULTIUO Choras)

0 1 24 24 +x

1 i i i
Sienbra Canbio de Canbio de Lavar vy
ned io ned io conge lar

las placas
Adicidén de
opiédceos

Ualdérac ion de GSH

7.4.3 Determinacidén de GSH

- Fundamento:
Se trata de un método fluorimétrico (113) basado en 1la
reaccién del GSH <con el o-ftaldialdehido, dando 1lugar a un

complejo fluorescente con maximos de excitacidén y emisidén a 340 y
420 nm respectivamente. En las condiciones en que se realiza el

ensayo, pH 8, sbélo se valora el GSH y no el GSSG.

- Procedimiento de wvaloracién:

A). Reactivos:

- Solucién de homogenizacién: TCA 5% con EDTA 2 mM
Se conserva a temperatura ambiente.

- Tampén de valoracién: tampén fosfato sédico 0.1 N,

PH 8 con EDTA 5 mM

Se conserva a 4°C. En el momento de su utilizacién
hay que afiadir 30 ;il NaOH 1 M/ml tampdén para que al
mezclarlo con la muestra el pH resultante sea 8.

- Solucién patrén GSH 10 mM.
Se prepara el dia de su uso. De ella se realizaran
diluciones 1/100, 1/1000 y 1/10000 para realizar 1la

curva patrén.
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- Solucién de OPT 7.46 mM en metanol (reactivo para
fluorescencia).
Se prepara el dia de su utilizacién y se mantiene
protegido de la 1luz.

B). Placas de 3.5 cm: Anadir 0.5 ml de solucién de
homogenizacién, recoger las céluias con una espdtula en un
eppendorf y centrifugar durante 10 min en una centrifuga de
eppendorf (9000 x g). Placas de 24 pocillos: Anadir 200 gl de
solucién de homogenizacién, sonicar las placas en un bafio de
ultrasonidos con varios golpes de 1-2 segundos, centrifugar en
una centrifuga de placas a 3000 rpm durante 20 minutos.

C). Realizar 1la curva patrén de GSH con concentraciones
comprendidas entre 0 y 10 nmoles en 100 pl de muestra. Las
diluciones del patrén se realizan con la solucién de
homogenizacién.

D). Recoger el sobrenadante y poner 100 pul en cada tubo para
realizar la valoracién. El precipitado dcido una vez resuspendido
en NaOH 0,5 N se utilizard para determinar la proteina celular
por el método ya descrito.

E). Anadir a todos los tubos 1 ml de tampén de valoracién
(al que se le ha anadido NaOH 1 M como se ha dicho anteriormente)
y 50 ul de solucién de OPT.

F). Agitar y guardar en oscuridad durante 30 minutos.

G). Leer la fluorescencia con los siguientes filtros:

- excitacién: 340 nm
- emisién: 420 nm

Una vez medida la emisidén de fluorescencia de las muestras,
el contenido de GSH se calcula mediante interpolacién en la curva
de calibracién. Una vez tenido en cuenta el contenido de proteina
de cada placa los resultados se expresan como nmol GSH/mg prot.
cel.

94



8. ESTUDIO DE IA METABOLIZACION DE I.A MORFINA
EN DISTINTOS SISTEMAS CELULARES

MEDIANTE CROMATOGRAFTA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

.Para evaluar la capacidad para metabolizar la morfina de los
distintos sistemas celulares en los que se estudié el efecto
citotéxico de los opidceos, se utilizé la cromatografia 1liquida
de alta resolucién.

Los cuatro sistemas'celulares.para este estudio fueron:
~hepatocitos humanos, hepatocitos de rata, 1lineas celulares de
origen hepdtico (HepG2 y FaO) y lineas celulares no hepaticas
(3T3 y Hela). Se sembraron en placas de 6 cm de diémetro. La
capacidad metabolizadora de los hepatocitos se estudio en dos
periodos distintos del cultivo, durante el periodo 1-4 h y
durante el periodo 24-27 h. En el caso de las lineas continuas
solo se estudié tras 24 h de cultivo en placa (75% de
confluencia) durante el periodo 24-27 h. ‘

Cuando 1llegé el momento del ensayo el medio de cultivo se
eliminé y las placas se lavaron 2 veces con PBS a 37°C, se afnadié
a cada placa 4,5 ml de la solucién salina Krebs-Henseleit (TABLA
4) y acto sequido se icorporé la morfina. Se tomaron alicuotas de
500 ul a distintos tiempos (0, 1, 2y 3 h) v las placas de
cultivo se lavaron y congelaron del modo habitual para
posteriormente determinar en ellas la proteina celular.

TABLA 4: SOLUCION KREBS-HENSELEIT
PRODUCTO conc. mM
NaCl ............. 118,0
KCL vuvvnnennennenns 4,7
CaCl_ eeveeevvennnns 2,5
KH PO ..oovveeennns 1,2
MGSO_ woevrrrrnnnnns 1,2
NaHCO_ +........... 25,0
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Las alicuotas se centrifugaron a 9.000 x g durante 10 min vy
el sobrenadante se congelé a -20°C. En el momento del andlisis
las alicuotas se descongelaron Yy se filtraron a través de
nitrocelulosa (0,22 um ¢), quedando asi listas para el andlisis.

La velocidad de metabolizacién de la morfina se determiné
con un aparato de HPLC con inyector manual de muestras (bucle de
20 pl), y un detector UV/VIS ajustado a 284 nm. Las muestras se
cromatografiaron a temperatura ambiente en una columna para HPLC
de fase reversa ODS (fase estacionaria C-18). La elucién fue
isocritica con una fase movil compuesta de: H O / acetonitrilo /
trietilamina / &cido acético (195:3:1:1); y un flujo constante de
1,75 ml/min (177). E1 uso de un estdndar interno no fue necesario
debido a la gran reproducibilidad del método descrito.
el rango ensayado (0,1-1 mM).

La concentracién de la morfina en el medio extracelular se
determiné a partir del &drea del pico de elucién correspondiente,
que se registré en el cromatograma con un tiempo de 4,7 min. E1l
valor del 4rea se interpolé en una recta patrén con distintas
concentraciones de morfina en Krebs-Henseleit que se analizé
previamente y que tuvo la siguiente ecuacién: Area= pumol MOR x
43.203.100 - 1800.

La concentracién de morfina en las distintas alicuotas se
obtuvo mediante interpolacién en la recta patroén. La
representacién de la concentracién de morfina en las alicuotas
frente al tiempo de metabolizacién también se ajustd linealmente;
siendo 1la pendiente de la recta resultante 1la velocidad de
desaparicién de morfina del medio de cultivo. El1 dato obtenido se
expresé referido a la proteina celular presente en la monocapa.

9. ESTUDIO ESTADISTICO Y TRATAMIENTO MATEMATICO
DE_LOS RESULTADOS

Los resultados mostrados en el presente estudio se han
obtenido wutilizando un total de 31 biopsias, de las cuales 12
correspondieron a hombres y 19 a mujeres.

Cada experimento se ha realizado en 2-3 cultivos de biopsias
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hepaticas distintas. La variabilidad interensayo (con biopsias de
diferentes donantes) oscila habitualmente entre el 5 y el 35%.
Este rango amplio de oscilacién es consecuencia no solo de 1los
factores intrinsecos propios del ensayo si no también de 1las
diferencias existentes en los distintos donantes, consecuencia de
la particular idiosincrasia de cada individuo, que es muy dificil
de evitar con este tipo de material biolégico.

Los valores de citotoxicidad se obtuvieron ensayando cada
una de las concentraciones incorporadas por quintuplicado. Los
.valores metabdlicos se obtuvieron ensayando cada concentracién de
opidceo en tres o cuatro placas del cultivo. A partir de los
resultados obtenidos se calculéd el valor medio * desviacién
estandar y se transformaron en % con respecto a su control. La
significacién estadistica de las diferencias encontradas a este
nivel se determiné por el test de la t de Student. —

La representacién grdfica de los resultados, mostrando en
abcisas el 1log de la concentracién ensayada y en ordenadas el
valor del pardmetro evaluado, dié por 1lo general'curvas dosis-
respuesta con forma sigmoidea decreciente. Para calcular 1los
indices de toxicidad IC50 e IC _ se aplicé a 1los resultados
globales (obtenidos tras la repeticién del experimento en 2-3
cultivos de Dbiopsias hepaticas distintas) una transformacién
matemdtica LOGIT que convierte la grafica sigmoidea en una recta.
Una vez realizada la linearizacién de los resultados es facil
interpolar los valores 50 vy 10% para averiguar las
concentraciones tedricas que los ocasionarian. La transformada
matemdtica LOGIT se explica con detalle en el apartado 7.3.2.

Para poder comparar los valores ICso e IClo de la
citotoxicidad de cada opidceos se utilizé el siguiente
procedimiento estadistico: en primer lugar se realizé un andlisis
de varianza de doble entrada (214) para evaluar la variabilidad
de los resultados obtenidos con cada opidceo a dos niveles: entre
los tres pardmetros de citotoxicidad, y entre 1los distintos
tratamientos. En segundo lugar se aplicé el test de Newman-Keuls
(215) para averiguar cudles son los pardmetros o tratamientos en
concreto gque dan resultados significativamente distintos del
resto.
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10. CRITERIOS PARA I.A EXTRAPOLACION DE RESULTADOS AL _ HOMBRE

La interpretacién correcta de un efecto 1lesivo debe ser
enfocada desde un punto de vista terapéutico, es decir
considerando cual es la concentracién plasmatica con la que cada
fdrmaco es capaz de originar sus acciones farmacoldégicas.

Por ello, para la extrapolacién de los resultados obtenidos
in vitro con la situacién potencial in vivo, hemos establecido el
cociente RT (riesgo de toxicidad):

mdxima concentracién plasméatica
minima concentracién téxica in vitro (Iclo)
Cuanto mayor es esta relacién (mds cerca de la unidad) mayor
serd el riesgo potencial de hepatotoxicidad del fdarmaco en
cuestién. De este modo se puede comparar con mayor aproximacién

los riesgos de hepatotoxicidad esperados in vivo, dentro de una
familia de féarmacos.
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1) Cultivo primario de
hepatocitos humanos
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Una vez aislados los hepatocitos humanos, la suspensién
celular se ajusta a la densidad adecuada teniendo en <cuenta 1la
viabilidad y el recuento celular. A continuacién, se siembran los
hepatocitos y se inicia el proceso de adhesién celular.

La cinética de adhesién de los hepatocitos humanos mediada
por fibronectina puede seguirse experimentalmente, valorando a
distintos tiempos tras la siembra, la proteina celular retenida
en las placas de cultivo.

Como se muestra en la figura 1, el proceso de adhesién de

los hepatocitos humanos tiene una cinética sigmoide que alcanza

su méximo a los 60-80 minutos de la siembra. La eficiencia de
adhesién (nimero de células adheridas/numero de células
sembradas) se ha estimado alrededor del 80% cuando se siembran

sobre plastico recubierto de fibronectina; y el numero final de
hepatocitos adheridos oscila entre 65.000 y 70.000 por cm2.
Cuando, por el contrario, la siembra se realiza sobre plastico no

recubierto la eficiencia de adhesién es muy inferior.

120

o
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40-
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Figura 1- Cinética de adhesion de los hepatocitos humanos. Efecto del
recubrimiento con fibronectina. La suspension celular se sembré a la densidad
adecuada en pocilios previamente recubiertos con fibronectina (3,6 pg/cm2
(puntos negros) o no recubiertos (puntos blancos). Tras distintos tiempos de
incubacion se valoré la proteina celular que habia quedado retenida en los pocilios.
Los puntos representan el valor promedio de 10 pocilios al tiempo especificado y
estan expresados como porcentaje con respecto al valor de adhesion maxima a los
150 min.



La alteracién de este proceso activo como consecuencia de la
accidén de un xenobiético puede atribuirse a danos en la membrana

celular o a interferencias en la unién fibronectina-receptor.

Una vez adheridos a la placa de cultivo, 1los hepatocitos
inician el proceso de extensién celular.

Tal como se muestra en las figuras 2.A-2.C, durante el
proceso de extensién los hepatocitos humanos, inicialmente
esféricos, se van aplanando y extendiendo sobre la superficie de
la placa. A lo largo del primer dia de cultivo, los hepatocitos
van adquiriendo la morfologia poligonal tipica, reestablecen los
contactos intercelulares y se reorganizan hasta formar una
monocapa confluente a las 24 h.

En esta etapa del cultivo los hepatocitos desarrollan nuevas
estructuras de anclaje y reorganizan su citoesqueleto. El proceso
de extensién depende de modo directo de la sintesis de RNA vy
proteinas; como consecuencia, si el xenobidético anadido al medio
de cultivo afecta alguna de estas funciones celulares, el proceso
de extensién normal se ve alterado. '

Figura 2.- Proceso extension los hepatocitos humanos. Tras la adhesion
celular se cambio el medio de las placas y a las 3 (A), 9 (B) y 24 h (C) se tomaron
fotografias del cultivo de hepatocitos humanos.
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Finalizada la extensién de los hepatocitos su morfologia
poligonal no sufre cambios aparentes durante varios dias,
presentando el aspecto de monocapa confluente (figuras 3.A-3.C).

En esta etapa del cultivo los hepatocitos desarrollan su
actividad funcional normal, imitando en mayor o menor medida el
comportamiento del hepatocito humano adulto.

La actividad funcional del hepatocito humano en cultivo ha
sido bien caracterizada en nuestro laboratorio y puede decirse
que, por lo general, las funciones metabélicas especificas del
‘hepatocito se expresan y mantienen en el cultivo durante un
tiempo relativamente prolongado, si bien, algunas actividades

metabdélicas son estables mds tiempo que otras (64, 91, 94).

Figura 3.- Cultivo de hepatocitos humanos en monocapa confluente. Tras la

extension celular se cambi6 el medio de las placas yalas48 (A), 72 (B) y 96 h (C)
se tomaron fotografias del cultivo de hepatocitos humanos.
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2) Efectos citotoxicos de los opiaceos en
los distintos estadios del cultivo de
hepatocitos humanos
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En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el
estudio in vitro del efecto citotéxico de los opidceos sobre los
hepatocitos humanos en cultivo.

Las células se expusieron a un amplio rango de
concentraciones y tras el tratamiento se evaluaron los parametros
de citotoxicidad que se indican en cada caso.

2.1 EFECTO DE I.0S OPIACEOS SOBRE I.A ADHESION CELULAR

La presencia de los opidceos durante esta etapa inicial del
cultivo alteré el proceso de adhesidén de los hepatocitos humanos
al soporte celular.

En la figura 4 se muestra el efecto inhibidor de cada uno de
los opidceos en 1la cinética de adhesién de 1los hepatocitos
humanos.

Se observa que la morfina y la meperidina a concentraciones
inferiores a 0,5 mM no alteraron aparentemente el proceso de
adhesién celular, pero a concentraciones mayores (1 y 5 mM) si
que tuvieron un efecto inhibidor claro (figuras 4.A y 4.B).

La metadona y la buprenorfina fueron mds citotéxicas en esta
etapa del cultivo, ya que con concentraciones inferiores a las de
morfina y meperidina inhibieron marcadamente la adhesién (figura
4.C y 4.D).

Por otra parte, cabe destacar que el efecto inhibidor de los
opidceos no se observé con claridad hasta 1los 50 min de
incubacién. Tras solo 20 min, 1los hepatocitos tratados con 1los
opidceos mostraban un porcentaje de adhesién similar al de 1los
hepatocitos control. Por el contrario, a los 80 min el efecto
citotéxico era tan evidente, e incluso mas acusado, que a los 50

min.
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Figura 4 - Efecto de los opiaceos en la cinética de adhesiéon de los hepatocitos humanos. Tras 20,
50 y 80 min de incubacion de los hepatocitos en presencia o ausencia de los opiaceos se valoré la
proteina celular que habia quedado retenida en los pocilios a cada tiempo. Los datos corresponden
a un cultivo representativo y estan expresados como porcentaje respecto al valor control de
adhesion a los 80 min (29,44 2,10 pg/pocillo). Cada punto representa el valor promedio de cinco
pocilios con el mismo tratamiento.
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En la figura 5 se comparan los efectos de los opiadceos sobre
la adhesién tras 80 min de exposicién, con un rango mas amplio de

concentraciones.
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Figura 5.- Efecto de los opiaceos sobre la adhesion celular. Curvas dosis-respuesta.
Tras 80 min de incubacion de los hepatocitos en presencia o ausencia de los
opiaceos se valoré la proteina celular que habia quedado retenida en los pocilios.
Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan expresados como
porcentaje respecto al valor control (23,20 + 0,86 pg/pocillo). Cada punto
representa la media £D.S. de cinco pocilios con el mismo tratamiento. (*) p<0,05,

(**) p<o0,01.
Se observan los siguientes resultados:

La morfina y la meperidina afectaron el ©proceso de
adhesién a concentraciones muy similares. Los primeros <efectos
(Icsﬂ) comenzaron a oObservarse claramente a concentraciones
superiores a 0,3 mM. Las dosis que inhiben el proceso de adhesién
un 50% (ICSO) se encontraron alrededor de 1-2 mM en el caso de
estos dos opiéaceos.

La metadona tuvo un potencial citotéxico intermedio en
esta etapa del cultivo. Su IC50 fue 6-10 veces inferior al de los
dos opiaceos anteriores, y sus primeros efectos comenzaron a
concentraciones superiores a 0,09 mM (ICXO).

La Dbuprenorfina fue el opidceo més citotéxico en 1la
adhesién celular; por encima de 0,01 mM (cho) se observaron 1los
primeros efectos y el IC50 fue 25-50 veces inferior al de morfina

y meperidina.
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El valor promedio de adhesién celular alcanzado por los
hepatocitos de los cultivos controles tras 80 min de la siembra
fue de 25,46 + 2,80 ug prot. cel./pocillo (media * E.S.M., de 4
cultivos de biopsias diferentes).

Tabla 1: Valores IC50 e IC10 de los opidceos referentes a 1la

inhibicidén del proceso de adhesién celular.

MOR MEP MET BUP
Ic__ : 1,85 1,02 0,18 0,04
iIcC : 0,31 0,35 0,09 0,01

Los coeficientes de correlacidén del ajuste lineal de 1los
resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,95.

2.2 CITOTOXICTIDAD DE 1.0S OPTACEOS DURANTE I.A EXTENSTON CELULAR

Para estudiar el efecto de los opidceos durante el periodo
de extensién celular (1-24 h de cultivo), los compuestos se
incorporaron tras el cambio de medio que se realiza después de la
adhesién y se mantuvieron hasta las 24 h de cultivo. Una vez
finalizado el tratamiento, se evaluaron tres pardmetros de
citotoxicidad: LDH intracelular, proteina celular y test del MTT.

En condiciones control, 1los valores estimados a las 24 h
para cada uno de los parametros fueron: 1,77 * 0,26 mwU LDH/
pocillo, 20,12 + 2,01 ug prot.cel./pocillo y 233 ¢ 29
D.0./pocillo, para LDH intracelular, proteina celular adherida y
test del MTT respectivamente (media * E.S.M., de 4 cultivos de
biopsias diferentes).

Los tres parametros de citotoxicidad evaluados dieron curvas
dosis-respuesta y valores Ic__ e IC_ _ similares para cada
opiaceo; en otras palabras, no se apreciaron diferencias
significativas entre 1los tres parametros de citotoxicidad

(tabla 2 y figuras 6.A., 6.B. y 6.C.).
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En la tabla 2 semuestran los indices IC50 e IC1o obtenidos
por interpolacién en las curvas de citotoxicidad. Resumiendo,
podemosdecir que morfina y meperidina son los menos citotéxicos
con Ian entre 0,8 y1,9 mM; metadona tieneuna citotoxicidad

intermedia con IC50 alrededor de 0,25 mM; y buprenorfina es el de

mayor potencial citotéxico con un IC promedio de 0,1 mM.

Tabla 2: Valores 1IC e IC de los opidceos referentes a su
50 10

citotoxicidad en el periodo de extensidén celular.

MOR MEP MET BUP
: (mM)
50
LDH : 1,33 1,75 0,30 0,10
PROT : 1,25 1,94 0,20 0,11
MTT : 0,78 1,49 0,25 0,10
xo (M)
LDH : 0. 39 0,65 0,09 0,05
PROT : 0,59 0,91 0,11 0,05
MTT : 0,20 0,49 0,09 0,04

Los coeficientes de correlacién del ajuste lineal de 1los

resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,94.
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Figura 6.- Efecto citotoxico de los opiaceos durante el periodo de extension
celular. Los opiaceos se anadieron tras el cambio de medio posterior a la adhesion
(1 h), y alas 24 h las microplacas fueron tratadas adecuadamente para determinar
en ellas (A) la actividad LDH intracelular, (B) la proteina retenida en los pocilios, 6
(C) el test del MTT. Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan
expresados como porcentaje respecto al valor control (19,5 * 0,14 mU
LDH/pocilio,(A); 19,14 *0,47 pg prot./pocillo, (B); 356 ¥19 D.O./pocillo (C)). Cada
punto representa la media * D.S. de cinco pocilios tratados con la misma
concentracion de opiaceo. (*) p<0,05, (**) p<0,01.
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Los valores de toxicidad Iclo, obtenidos por interpolacién
matemdtica en las curvas dosis-respuesta, en la practica son
indicativos de la concentracién minima por encima de la cual se
va a producir un efecto citotéxico significativo. Morfina, vy
mepe;idina tienen su IC10 alrededor de 0,5 mM, metadona alrededor
de 0,09 mM y buprenorfina alrededor de 0,05 mM.

El IC10 encontrado en todos los caso suele ser 1/2 - 1/5 del
IC50 lo que refleja curvas dosis-respuesta con una pendiente
bastante pronunciada (figuras 6.A., 6.B. y 6.C.).

2.3 CITOTOXICIDAD DE 1.0S OPIACEOS EN EI, CULTIVO ESTABLECTDO
(MONOCAPA CONFLUENTE)

Para estudiar el efecto de los opidceos en el cultivo
establecido, 1los compuestos se incorporaron tras el cambio de
medio que se realiza a las 24 h'y se mantuvo "la exposicién
durante 1, 2 o 3 dias. Tras cada periodo de tratamiento se
evaluaron los tres parametros de citotoxicidad (LDH intracelular,
proteina celular y test del MIT). De este modo se observa
claramente 1la evolucién de los efectos citotéxicos que ocasiona

cada opidceo tras exposiciones prolongadas.

En las figuras 7.A.-7.D. se muestran las curvas dosis-
respuesta de cada opidceo tras 1los distintos periodos de
exposicién. El1 pardmetro de citotoxicidad que se muestra es el
test del MTT. Se observa claramente cémo la citotoxicidad aumenta
con el tiempo global de exposicién y la repetida incorporacién de
los opidceos.
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Figura 7.- Efecto citotoxico de los opiaceos tras una exposicion de L 2 o 3 dias, durante el periodo
de monocapa confluente. El tratamiento con los opiaceos comenzé6 a las 24 h y a las 48, 72 6 96
h, las microplacas fueron tratadas adecuadamente para realizar en ellas el test del MTT. Los datos
pertenecen a un cultivo representativo y estan expresados como porcentaje respecto al valor
control (238 *13 (48 h), 218 21 (72 h) y 193 #16 (96 h) D.O./pocillo). Cada punto representa el
valor promedio de cinco pocilios con el mismo tratamiento.
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Los indices IC e IC1 obtenidos con los tres parametros de
so

o

citotoxicidad se muestran en la tabla adjunta:

Tabla 3: Valores IC e IC de los opiaceos referentes a su
50 0.0

citotoxicidad en el cultivo de hepatocitos en monocapa

confluente, tras 1, 2 6 3 dias de exposicién.

IC IC

50 Io

PERIODO © 24-48 h 24-72 h 24-96 h 24-48 h 24-72 h 24-96 h

MOR. LDH 4,54 2,68 0,55 2,10 0,31 0,09
PROT : 3,88 2,34 0,59 1,28 0,70 0,15
MTT : 3,92 2,70 1,61 1,36 0,60 0,19
MEP. LDH - 2,38 0,66 0,28 0,49 0,15 0,04
PROT : 2,81 0,72 0,51 0,57 0,15 0,07
MTT = 2,17 0,71 0,61 0,42 0,09 0,08
MET. LDH : 0,290 0,103 0,073 0,159 0,012 0.025
PROT : 0,316 0,062 0,038 0,180 0,026 0,011
MTT - 0,299 0,110 0,093 0,109 0,019 0,021
BUP. LDH . 0,112 0,089 0,043 0,081 0,051 0,023
PROT : 0,105 0,077 0,038 0,051 0,031 0,019
MTT - 0,109 0,061 0,029 0,046 0,018 0,010

Los coeficientes de correlacién del ajuste lineal de 1los

resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,94.

El incremento relativo de la citotoxicidad, cuando pasamos
del tratamiento 24-48 h al tratamiento 24-96 h, fud muy similar
en el caso de morfina, meperidina y metadona; los valores IC50
promedio descendieron entre 4,5 yv 5,5 veces con estos tres
opidceos; en el caso de buprenorfina el descenso fue solo de unas
3 veces. Esto significa, en términos generales, gue tras tres

dias de exposicién se produce el mismo dafio citotdéxico que con

concentraciones 3-6 veces superiores durante 1 dia de exposiciédn.
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Los valores IC10 descendieron algo mas que los ICSO. Tras 3
dias de tratamiento con buprenorfina los valores IClo quedaron
divididos alrededor de 3,5 veces. El caso de morfina, meperidina
y metadona fue mds significativo ya que sus IC10 promedio
descendieron entre 8 y 11 veces.

Los valores de citotoxicidad de la Tabla 3 también muestran
que la buprenorfina fue, en este periodo del cultivo, el
compuesto mads citotéxico (ICSO: 0,11-0,03 mM), seguido de
metadona (ICSO: 0,3-0,04 mM), meperidina (ICSO: 2,8-0,3 mM) vy
morfina (ICSO: 4,5-0,5 mM).

Los valores encontrados con cada uno de los parametros
de citotoxicidad en los cultivos control, a las 48 h y a las 96 h
de cultivo fueron los siguientes:
- LDH intracelular: 1,62 + 0,29 y 1,49 * 0,20 mU LDH/pocillo.
- Prdteina celular: 17,14 * 1,63 y 10,06 * 0,91 ug prot./pocillo
- Test del MTT : 203 + 30 Yy 185 * 19 D.O./pocillo.
(media + E.S.M., de 4 cultivos de biopsias diferentes).
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3) Efecto de los opiaceos sobre las
funciones metabolicas de los
hepatocitos humanos en cultivo
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En este apartado se describen las alteraciones metabélicas
inducidas in vitro por los cuatro opidceos.

El estudio se realizé sobre cultivo de hepatocitos humanos
en monocapa confluente; es decir, tras 24 h de cultivo. El
periodo de exposicién a los opidceos nunca superdé las 24-26 h. El
rango de dosis ensayadas en esta etapa del estudio se determiné
teniendo como 1limite 1los valores de citotoxicidad 1IC del

10

periodo 24-48 h del cultivo.

3.1 EFECTO DE 1.0S OPTACEOS SOBRE EL METABOLISMO DEI GLUCOGENO

Se estudié el efecto de los opidceos sobre dos aspectos del
metabolismo del glucdégeno: su degradacién y su sintesis.

3.1.1 Efecto de 1los opidceos sobre 1la degradacién del
glucégeno.

Los hepatocitos humanos en cultivo tienen un contenido de
glucégeno elevado (1102 + 90 nmol glucosa/mg prot., media =
E.S.M. de 10 cultivos de biopsias diferentes). El contenido de
glucégeno es estable durante varios dias cuando las células se
mantienen en las condiciones estédndar del cultivo (glucosa 10 mM
e insulina Yy dexametasona 10”°M). Estas condiciones
experimentales, dque son comparables al estado normal del hombre
alimentado, fueron 1las escogidas para el estudio del efecto de
los opidceos sobre la degradacién del glucégeno.

En primer lugar se estudié el efecto de los opidceos sobre
el contenido de glucégeno a lo largo del tiempo de exposicidn.
Como se observa en la figura 8, la presencia de morfina 1 mM en
el medio de cultivo indujo 1la degradacién progresiva del
glucégeno celular a 1lo 1largo del tiempo. En 1las mismas
condiciones, no se afecté de modo significativo el contenido de
proteina celular de la monocapa; la deplecién del glucégeno fue

producida por concentraciones subletales de morfina.
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Figura 8.- Efecto de la morfina 1 mM sobre el contenido de glucogeno y proteina
celular a lo largo del tiempo. La morfina se incorporo en las placas a las 24 h de
cultivo y tras distintos tiempos de incubaciéon se determiné a partir del mismo
homogenado, la proteina celular retenida y el contenido de glucégeno. Los datos
pertenecen a un cultivo representativo y estan expresados como porcentaje
respecto al valor control a cada tiempo. Cada punto representa la media +D.S. de
tres placas al tiempo especificado. (*) p<0,05, (**) p<0,01.

Una vez demostrada la accién progresiva de los opiéaceos
sobre 1la degradacién de glucédgeno, se estudidé el efecto dosis-

respuesta de estos cuatro compuestos sobre el glucégeno, tras un

tratamiento de 24 h.

Tabla 4: Valores 1IC o® IC de los opiadceos referentes a su

10
efecto en la degradacién del glucdgeno.

MOR MEP MET BUP
Ic__ 0,936 1,064 0,204 0,052
Ic 0,165 0,366 0,047 0,0084

Los coeficientes de correlacidén del ajuste lineal de 1los

resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,95.
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Como se observa en la figura 9, la morfina y la meperidina
indujeron la degradacién del glucédgeno a concentraciones
similares (IC =1 mM). La metadona produjo el mismo efecto

50

negativo sobre el glucégeno a concentraciones inferiores (ICso =

0,2 mM); pero la buprenorfina fue el opiadceo mas téxico en este
aspecto (IC_ = 0,05 mM, e IC__ estimado en el rango /M .
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Figura 9.- Efecto de los opiaceos en el contenido de glucégeno. Los opiaceos se
incorporaron a las 24 h, y a las 48 h se determiné el glucégeno celular de las
placas. Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan expresados como
porcentaje respecto al valor control (948 £26 nmol glucosa/mg prot.). Cada punto
representa la media + D.S. de cuatro placas con el mismo tratamiento. (¢*) p<0,01.
(—) Concentraciones con efecto citotoxico moderado.

3.1.2 Efecto de los opiadceos sobre la sintesis de glucdégeno

La situacién experimental escogida para evaluar el efecto de
los opiadceos sobre 1la sintesis de glucégeno en hepatocitos
humanos cultivados, fue distinta a la situacién escogida para el
estudio del efecto en la degradacién.

En primer lugar, los hepatocitos fueron deplecionados de su
contenido en glucégeno mediante 3 h de incubacién con glucagdn
10-8 M; a continuacién, en presencia de los opiaceos, se estimuld
la ruta glicogénica mediante concentraciones elevadas de glucosa

(30 mM) . La elevada concentracién de glucosa empleada, aungue
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alejada del rango fisiolégico, asegura la sintesis de glucdégeno

por incorporacién directa del monosacarido.

Tras 3 h de tratamiento con glucagédn, el glucdégeno celular
se redujo a 270 * 28 nmol glucosa/mg prot. Este contenido en
glucégeno aumentd en los cultivos control hasta un valor de 626 %
59 nmol glucosa/mg prot. tras las 6 h en presencia de glucosa 30
mM. (Los valores indicados representan la media * E.S.M. de 8

cultivos de biopsias diferentes).

La sintesis del ©polisacarido resulté inhibida por 1los
opidceos de un modo dosis dependiente tal como se muestra en la

figura 10.
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Figura 10.- Efecto de los opiaceos en la sintesis de glucogeno. A las 24 h de cultivo
las placas fueron deplecionadas de glucégeno con glucagéon 10 8. A continuacion
se mantuvieron con glucosa 30 mM durante 6 h de recarga, en presencia o
ausencia de los opiaceos. Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan
expresados como porcentaje respecto al valor de sintesis neta en los controles tras

6 h de recarga (326 + 34 nmol glucosa/mg prot.). Cada punto representa la media
+ D.S. de cuatro placas con el mismo tratamiento. (**) p<0,01.

En nuestras condiciones experimentales, los opiaceos
ejercieron un efecto mas téxico sobre la la sintesis de glucégeno

gue sobre su degradacién, ya que se vié afectada negativamente a
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concentraciones inferiores, incluso con un tratamiento mas breve
(6 h). Este hecho fue especialmente 1llamativo con morfina,
meperidina y metadona; pero en el caso de buprenorfina 1la
toxicidad sobre el proceso de sintesis fue provocada a
concentraciones similares a las que inducen la degradacién del

polisacérido.

En términos comparativos, se puede decir que metadona vy
buprenorfina (Ic50 = 0,04-0,05 mM) mostraron de nuevo un mayor
potencial téxico que morfina y meperidina (Icso = 0,3-0,4 mM).

Tabla 5: Valores IC50 e IClo de los opidceos referentes a su
efecto en la sintesis de glucdgeno.

MOR MEP MET BUP
IC50 0,338 0,442 0,048 0,046
IC1° 0,043 0,058 10,0096 10,0127

Los coeficientes de correlacién del ajuste lineal de 1los
resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,94.

—— — ——— ———— —————— — ——— - — — — — —— — —— — — — — ————— —— - —— ——— — ——— — ——— ——— — ————————

3.2 EFECTO DE 1.0S OPIACEOS SOBRE IA SINTESIS DE UREA

El higado es el 6rgano fundamental en la sintesis de urea a
partir de amonio. La ureogénesis se expresa durante un tiempo
relativamente prolongado en los hepatocitos humanos en cultivo.

En el medio de cultivo se detecta normalmente la presencia
de urea como consecuencia del catabolismo hepdtico de 1los
aminodcidos y proteinas; sin embargo, 1la medida de la capacidad
ureogénica del hepatocito se hace tras una sobrecarga de amonio
(3 mM ClNH4) para estimular al mdximo la sintesis de urea, lo que
permite medir el efecto de 1los opidceos sobre esta ruta

catabdlica en condiciones de actividad méxinma.
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La produccién de wurea por los hepatocitos humanos, en
condiciones control, a las 48 h de cultivo y tras una sobrecarga
de amonio fue de 210 * 32 nmol/mg prot. x h (media * E.S.M. de 4
cultivos de biopsias distintas). Esta velocidad de sintesis fue

lineal durante las dos horas siguientes al cambio de medio.

El efecto de 1los opiaceos en la sintesis de urea se

caracterizdé por una inhibicién de dicha sintesis, significativa a

concentraciones muy bajas, pero gue, excepto en el caso de
meperidina, nunca superé el 50% con las dosis subletales mas
altas (figura 11).
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Figura 11.- Efecto de los opiaceos en la sintesis de urea. Los opiaceos se
incorporaron a las 24 h, y a las 48 h se renové el medio de cultivo suplementado
con NHL,C1 3mM, y se incorporaron de nuevo los opiaceos. Durante las 2 h
siguientes se tomaron alicuotas del medio de cultivo para determinar la velocidad
de sintesis de urea. Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan
expresados como porcentaje respecto al valor control (260 *39 nmol urea/mg
prot. x h). Cada punto representa la media * D.S. de cuatro placas con el mismo
tratamiento. (*) p<0,05, (**) p<0,01. (---) Concentraciones con efecto citotoxico
moderado.

La méxima inhibicién encontrada con la mayor concentracién
subletal de morfina ensayada (2 mM) fue solo de un 30%; por el
contrario el IClO se consiguidé con una concentracién 20 veces
inferior (0,1 mM). Del mismo modo, la inhibicidén producida por

metadona y buprenorfina dié lugar a curvas dosis-respuesta muy
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tendidas que comenzaron a concentraciones mds bajas de lo normal.
Cabe destacar que el Ic de buprenorfina se estimé préximo a
107 'M.

La meperidina tuvo un efecto distinto ya que su curva dosis-
respuesta fue de mayor pendiente y similar a la encontrada cuando
se evalué su efecto en otras funciones metabdélicas del hepatocito
(figura 11).

- Tabla 6: Valores ‘Icso‘e Iclo‘de los opidceos- referentes a su
efecto en la sintesis de urea.

MOR MEP MET BUP
IcC__ 5,434 0,990 0,254 0,108

10

Ic 0,111 0,082 0,047 0,0006

Los coeficientes de correlacién del ajuste lineal de 1los

resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,93.

3.3 EFECTO DE 10S OPIACEOS SOBRE I.A SINTESTS DE AILBUMINA

Las proteinas plasmaticas, a excepcién de las
inmunoglobulinas, son sintetizadas por el higado, Y més
concretamente por los hepatocitos. La albimina es el punto de
referencia clésico en el estudio de la sintesis de proteinas
plasmdticas. Los hepatocitos humanos en cultivo sintetizan vy
escretan albuimina al medio en cantidad suficiente como para ser
evaluada sin dificultad mediante ELISA competitivo indirecto.

La sintesis de albuimina por los hepatocitos humanos aumenta
paulatinamente a 1lo largo de los dias de cultivo. La méxima
capacidad de sintesis de albumina se alcanza al cuarto dia,
decreciendo a continuacién de modo progresivo. En concreto, 1la
velocidad de sintesis a las 48 h de cultivo en condiciones
control fue de 1,30 * 0,18 upug/mg prot. x h (media * E.S.M. de 4

127



cultivos de biopsias distintas). Esta velocidad de sintesis fue
lineal durante las 2 h siguientes al cambio de medio.
La sintesis de albumina fue una de las funciones metabédélicas

del hepatocito mas afectadas por los opidceos (figura 12).
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Concentraciéon (mM)

Figura 12.- Efecto de los opiaceos en la sintesis de albumina. Los opiaceos se
incorporaron a las 24 h, y a las 48 h se renovd el medio de cultivo y se
incorporaron de nuevo los opiaceos. Durante las 2 h siguientes se tomaron
alicuotas del medio de cultivo y se determiné la velocidad de sintesis de albumina.
Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan expresados como
porcentaje respecto al valor control (1,52 £0,38 pg albumina/mg prot. x h). Cada
punto representa la media *D.S. de cuatro placas con el mismo tratamiento. (*)
p<0,05, (**) p<0,01.

Estos cuatro compuestos podrian clasificarse en dos grupos

atendiendo a la capacidad inhibidora de 1la sintesis de albumina:

- La morfina y la meperidina fueron las menos téxicas; sus
IC50 estuvieron alrededor de 0,8 y 0,4 mM respectivamente.

- La metadona fue, de los cuatro opiaceos estudiados, el de
mayor capacidad inhibidora de la sintesis de albumina; su Icso

fue 140 veces inferior al de morfina, y su ICxo estuvo alrededor
de 2 pM. La buprenorfina mostrdé una toxicidad similar a 1la de

metadona aungue a concentraciones ligeramente superiores.

128



Tabla 7: Valores IC5 e IC de los opidceos referentes a su
o 10

efecto en la sintesis de albumina.

MOR MEP MET BUP
Ic__ 0,808 0,390 0,0058 0,0119
ic 0,164 0,082 0,0021 0,0054

10

Los coeficientes de correlacién del ajuste lineal de 1los
-resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,96.

3.4 EFECTO DE 1IOS OPIACEOS SOBRE EL GSH CELULAR

El contenido de GSH en hepatocitos humanos aislados es
inferior que en el higado humano, pero a lo largo de los dias de
cultivo incrementa gradualmente alcanzando, al cuarto dia de
cultivo, el mdximo nivel (similar al del higado humano) Yy
descendiendo después de un modo paulatino.

Los efectos de 1los opidceos sobre el GSH: se evaluaron
durante el segundo dia de cultivo; en este periodo los niveles de
GSH oscilan entre 14,8 * 1,2 nmol GSH/mg prot., a las 24 h, vy
47,7 * 4,3 nmol GSH/mg prot., a las 48 h. (media + E.S.M. de 6
cultivos de biopsias distintas).

Dependiendo de las caracteristicas de cada xenobiético y de
su metabolizacién 1la deplecién de GSH se produce mads O menos
rapidamente. Por ello, para estudiar el efecto de los opiédceos
sobre el GSH se averigué, en primer lugar, la disminucién con el
tiempo del contenido de GSH en presencia de cada opiéaceo;
posteriormente se estudié el efecto dosis-respuesta al tiempo de

mdxima deplecidn.

Las curvas de tiempos obtenidas con cada uno de los opidceos
se muestran en la figura 13.
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Figura 13.- Cinéticas de deplecion del GSH inducidas por los opiaceos. Los
compuestos se incorporaron a las 24 h, y tras distintos tiempos de incubacion se
determindé el GSH celular de las placas. Los datos pertenecen a un cultivo
representativo y estan expresados como porcentaje respecto al valor control a cada
tiempo. Cada punto representa la media * D.S. de tres placas con el mismo
tratamiento. (*) p<0,05, (**) p<0,01.

A las 24 h de cultivo se cambié el medio y se incorporaron
los opiéceos; tras 2-3 h de incubacién con morfina 2 mM se
alcanzé la méaxima deplecidén de GSH, superior al 50%. Por el
contrario meperidina, metadona y buprenorfina actuaron de modo
distinto; la deplecién inducida ©por estos tres opiaceos no
comenzé hasta 1 h después de su incorporacién, el GSH alcanzé el
nivel minimo tras 6 h de exposiciédn, y la deplecién oscildé entre

el 25 y el 40%.

A los tiempos de médxima deplecidén de cada opiaceo se estudiéd
la relacién dosis-respuesta. Los resultados se muestran en 1la
figura 14.

La morfina y la meperidina, aunque con tiempos de
exposicién diferentes, mostraron un efecto bastante similar; la
deplecidén originada por estos dos opidceos comenzdé a partir de
0,5 mM (IClO), y alcanzdé el 50% alrededor de 1,5-2,5 mM. La
buprenorfina fue de nuevo la mas téxica de los cuatro opiaceos

con valores de IC en el rango /AM. La metadona actué con una
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potencia intermedia dando una curva dosis-respuesta similar a la
de morfina y meperidina pero en un rango de concentraciones unas

10 veces inferior.
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Figura 14.- Efecto de los opiaceos en el contenido de GSH. Curvas
dosis-respuesta. Los opiaceos se incorporaron a las 24 h, y a los tiempos de
maxima deplecion de cada uno de los compuestos se determiné el GSH celular de
las placas. Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan expresados
como porcentaje respecto al valor control (19,8 2,61 (MOR) y 26,4 *#3,9 (MEI*
MET y BUP) nmol GSH/mg prot.). Cada punto representa la media £D.S. de
cuatro placas con el mismo tratamiento. (*) p<0,05, (**) p<0,01. (—)
Concentraciones con efecto citotoxico moderado.

Tabla 8: Valores IC e IC de los opiaceos referentes a su
50 xXOo

efecto en la deplecidén del GSH.

MOR MEP MET BUP
IC50 1,51 2,32 0,21 0,059
IC 0,489 0,535 0,075 0,0062

Los coeficientes de correlacidén del ajuste lineal de 1los

resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,96.
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4) Citotoxicidad de los opiaceos en
cultivo primario de hepatocitos de rata
y lineas celulares continuas
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En este apartado se muestran los resultados derivados del
estudio de 1la toxicidad de los opidceos en otros sistemas
celulares, distintos a los hepatocitos humanos en cultivo.

El posterior andlisis conjunto de 1los resultados nos
permitird comparar los efectos observados en estos sistemas con
los encontrados en hepatocitos humanos.

Los sistemas celulares escogidos para este fin son:
hepatocitos de rata en cultivo y lineas celulares continuas de
origen diverso: animal y humano, hepdticas y no hepéaticas.

4.1 CITOTOXTICIDAD DE I.OS OPIACEOS EN HEPATOCITOS DE RATA
EN CULTIVO PRIMARTO

El efecto de los opidceos en cultivo primario de hepatocitos
de rata se evalud uUnicamente a nivel citotéxico, determinando los
tres parametros de citotoxicidad ya mencionados. Se escogieron
dos periodos de exposicién distintos correspondientes a dos
etapas del cultivo con caracteristicas también distintas: E1
periodo 1-24 h, en el cual el hepatocito de rata conserva 1la
mdxima capacidad de biotransformacién; y el periodo 24-48 h en el
cual, si bien el cultivo ya esta establecido como monocapa
confluente, 1la actividad biotransformadora es solo un 25% de la
actividad inicial (221, 158).

En 1la tabla 9 se muestran los indices de toxicidad Ic__ e
IClo de los tres parametros evaluados en los dos periodos de
exposicién en el cultivo.

Podemos decir resumiendo el contenido de la tabla que en el
periodo 1-24 h, meperidina es el menos citotéxico de los cuatro
opidceos con un IC__ promedio de 2,5 mM; morfina Y metadona
presentarian una citotoxicidad intermedia con sus IC__ alrededor
de 0,2-0,4 mM; y buprenorfina seria el de mayor potencial
citotéxico con un IC50 de 0,04 mM.

En el periodo 24-48 h los resultados no son idénticos;
aunque los cuatro opidceos pueden ordenarse del mismo modo

atendiendo a su potencial citotéxico, en este periodo morfina vy
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buprenorfina presentan valores IC5Q 3-4 veces superiores a los
del periodo 1-24 h, lo que significa que requieren
concentraciones 3-4 veces superiores en el periodo 24-48 h
para conseguir los mismos efectos citotéxicos que en el periodo

1-24 h.

Tabla 9: Valores 1IC e IC de los opidceos referentes a su
50 xXOo

citotoxicidad en dos periodos distintos del cultivo primario de

hepatocitos de rata.

1-24 h 24-48 h
LDH PROT MTT | LDH PROT MTT
“C50 1
MOR ° 0,40 0,22 0,22 | 1, 30 1,10 1,10
MEP : 2,50 3,20 1,70 | 2,20 2,00 4,50
MET : 0,35 0,37 0,15 | 0,29 0,34 0,50
BUP ° 0,041 0,037 0,042 | 0,13 0,12 0,12
1
c 1
MOR . 0,19 0,15 0,14 | 0,36 0,46 0,23
MEP . 1,13 1,87 0,82 | 0,57 0,82 1,19
MET : 0,26 0,28 0,06 | 0,11 0,20 0,09
BUP . 0,029 0,027 0,029 | 0,050 0,081 0,046

Los coeficientes de correlacidén del ajuste lineal de 1los
resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,95.

Los valores IC1 coinciden por lo general, con los valores

o
IC , en cuanto a la citotoxicidad relativa de los compuestos.

50
Por otra parte,los cocientes IC 4%9 gPtenidos con los
p <
opidceos en el periodo 1-24 h del cultivo, da valores entre 1,25
y 1,75. Sin embargo, el cociente ICSO/IC . obtenido con 1los
p_<

resultados del periodo 24-48 h esta, en la mayoria de los casos,

entre 2,0 y 3,5. Esto indica que el tratamiento con los opiaceos
enel cultivo de hepatocitos de rata origina curvas dosis-
respuesta de mayor pendiente en el periodo 1-24 h que en el

periodo 24-48 h.
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Figura 15.- Efecto citotéxico de los opiaceos sobre cultivo de hepatocitos de rata.
Los cultivos fueron expuestos a los opiaceos durante el periodo 1-24 h (A), 6
durante el periodo 24-48 h (B), y tras el tratamiento se realizé en las microplacas
el test del MTT. Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan
expresados como porcentaje respecto al valor control (277 +21 D.O./pocillo). Cada
punto representa la media *D.S. de cinco pocilios con el mismo tratamiento.
(*) P<0,05, (**) p<0,01.
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En las figuras 15.A y 15.B se muestra las curvas dosis
respuesta obtenidas tras la evaluacién con el test del MTT de los
efectos citotdéxicos de 1los opidceos sobre el cultivo de
hepatocitos de rata en el periodo 1-24 h (figura 15.A) y en el
periodo 24-48 h (figura 15.B). Obsérvese la distinta posicién en
ambas grédficas de las curvas dosis-respuesta correspondientes a
la morfina y a la buprenorfina; el desplazamiento hacia 1la
izquierda de estas dos curvas observado en la en la figura 15.A
refleja la mayor toxicidad de estos dos opidceos en el periodo 1-
24 h. Las curvas dosis-respuesta obtenidas con la evaluacién de
la LDH intracelular y la proteina celular (no representadas)
fueron de caracteristicas muy similares a las obtenidas con el
test del MTT.

4.2 CITOTOXICIDAD DE I0OS OPIACEOS EN LINFEAS CELULARES CONTINUAS

El efecto de los opidceos se evaludé también en cultivos de
lineas continuas de origen hepatico: HepG2 (humano) y FaO (rata):;
y de origen no hepatico: Hela (tipo epitelial, humano) y 3T3
(tipo fibroblasto, ratén).

El efecto citotéxico de los cuatro opidceos estudiados sobre
las 1lineas celulares se evalué determinando los tres parametros
de citotoxicidad ya mencionados. Se escogié un udnico periodo de
exposicién comprendido entre las 24 y 48 h de cultivo que en
nuestras condiciones experimentales coincide con un 75% de
confluencia en el cultivo.

A 1la vista de los resultados (tabla 10, figuras 16.A. Yy
16 .B.) podemos decir que la sensibilidad de las distintas 1lineas
celulares a los opidceos fue bastante similar en todos los casos.
El opidceo menos citotéxico resulté ser la morfina con un Ic__
promedio entre 3 y 6 mM. A continuacién, y en orden creciente de
toxicidad, tendriamos a la meperidina, la metadona y la
buprenorfina, con IC50 promedio préximos a 1, 0,1y 0,05 mM
respectivamente.

El orden establecido con los IC50 es el mismo que resulta si
tomamos como criterio los Iclo: Morfina < Meperidina < Metadona <
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Buprenorfina. La relacién entre IC e IC1 da cocientes que en
50 o

la mayoria de los casos estadn entre 2 y 4. Son por lo tanto

curvas dosis-respuesta de pendiente similar a las obtenidas en

cultivo de hepatocitos de rata en el periodo 24-48 h.

Tabla 10: Valores 1IC e IC10 de los opidceos referentes a su
50

citotoxicidad en cuatro lineas celulares continuas.

HepG2 FaO
LDH PROT MTT | LDH PROT MTT

IC50 1

MOR = 2,74 1,68 7,88 | 5,14 5,80 6,71
MEP - 0,60 0,67 2,04 | 1,45 0,60 0,69
MET = 0,089 0,077 0,135 | 0,125 0,151 0,196
BUP 0,033 0,027 0,063 | 0,062 0,032 0,025
ICso

MOR > 0,49 0,37 1,09 | 2,87 2,72 2.92
MEP = 0,17 0,19 1,01 | 0,44 0,26 0,30
MET 0,026 0,025 0,053 | 0,052 0,034 0,060
BUP = 0,017 0,014 0,037 | 0,033 0,019 0,015

Hela 3T3
LDH PROT MTT | LDH PROT MTT

Ic__ 1

MOR : 2,26 6,66 5,98 | 1,95 2,46 4,39
MEP = 1,19 0,64 1,95 | 0,51 0,67 2,47
MET = 0,150 0,128 0,238 | 0,052 0,044 0,119
BUP : 0,112 0,060 0,074 | 0,021 0,020 0,091
ICIo

MOR = 0,63 2,84 1,12 | 1,05 1,13 1,97
MEP = 0,47 0, 25 1,08 | 0,21 0,27 1,20
MET = 0,064 0,039 0,120 | 0,024 0,016 0,067
BUP : 0,043 0,024 0,031 | 0,011 0,013 0,058

Los coeficientes de correlacién del ajuste lineal de 1los

resultados (transformada LOGIT) fueron superiores a 0,95.
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Figura 16.- Efecto citotoxico de los opiaceos sobre lineas celulares continuas. Las
lineas celulares HepG2 (A) y Hela (B) fueron expuestas a los opiaceos durante el
periodo 24-48 h de cultivo, y tras el tratamiento se realizé en las microplacas el
test del MTT. Los datos pertenecen a un cultivo representativo y estan expresados
como porcentaje respecto al valor control (385 * 41 D.O./pocillo). Cada punto
representa la media *D.S. de cinco pocilios con el mismo tratamiento. (*) p<0,05,

(**) P<0,01.
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En las figuras 16.A y 16.B se muestran graficamente los
resultados obtenidos (test del MTT) con la linea hepatica HepG2 y
con la no-hepatica Hela. Como puede apreciarse el distinto origen
tisular de estas dos lineas celulares humanas no influyé en el
patrén de toxicidad de los cuatro opidceos ensayados. Las curvas
dosis-respuesta obtenidas con la evaluacién de la LDH
intracelular vy la proteina celular (no representadas) fueron de
caracteristicas muy similares a las obtenidas con el test del
MTT.
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5) Estudio de la metabolizacion de la
morfina en distintos sistemas celulares
mediante cromatografia HPLC
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La concentracién de la morfina en el medio extracelular se
determiné en las alicuotas tomadas a distintos tiempos mediante
HPLC tal como se describe en el apartado 8 de METODOS.

La representacién de 1los valores de concentracién
(expresados como pmoles MOR/mg prot.) con respecto al tiempo de
exposicién en el cultivo dié lugar a curvas de pendiente negativa
en las que se calculé la velocidad de desaparicién del opiédceo
mediante un ajuste 1lineal de los tres primeros puntos. Los
coeficientes de correlacién de los ajustes variaron entre 1,00 vy
1 0,96. La pendiente negativa resultante se tomé como la velocidad
de desaparicién de la morfina del medio de cultivo (expresados
como pmoles MOR/mg prot. x h)

En 1la figura 17.A se muestran los resultados obtenidos con
dos cultivos distintos de hepatocitos de_rata, expuestos a wuna
concentracién de morfina 0,25 mM. Los resultados obtenidos con el
tratamiento realizado en el periodo 1-4 h de cultivo permitieron
calcular una velocidad de desaparicién promedio de 0,172 pmoles
MOR/mg prot. x h. Los resultados obtenidos con el ensayo
realizado en el periodo 24-27 h del cultivo dieron una velocidad
3 veces inferior: 0,058 umoles MOR/mg prot. x h.

En la figura 17.B se muestran los resultados obtenidos
cuando variamos unicamente la concentracién del opidceo. Con una
concentracién 0,5 mM de morfina las velocidades de metabolizacién
promedio fueron las siguientes: 0,181 y 0,082 umoles MOR/mg prot.
x h., para los periodos de exposicién de 1-4 h y 24-27 h
respectivamente.

En ambas figuras se observa la mayor capacidad de
metabolizacidén que tienen los hepatocitos de rata en las primeras
horas del cultivo (1-3 h) con respecto al periodo 24-27 h. Esta
diferencia se aprecia también claramente en las figuras 18 y 19,
en las que se comparan los perfiles cromatograficos
correspondientes a alicuotas de placas control y de placas
tratadas con morfina 0,25 mM, en los dos periodos del cultivo
estudiados.
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Figura 17.- Cinéticas de metabolizacion de morfina por hepatocitos de rata en
cultivo. La morfina se incorporé al medio Krebs Henseleit a 1 h (simbolos
blancos) 6 a las 24 h de cultivo (simbolos negros), y en las alicuotas tomadas
durante las 3 h siguientes se determiné por HPLC la concentracién del opiaceo.
Los ensayos se hicieron con dos concentraciones distintas de morfina: 0,25 mM
(A) y 0,50 mM (B). Los puntos redondos y cuadrados representan los resultados
obtenidos en dos cultivos distintos. Cada punto es el valor promedio de tres
alicuotas tomadas de tres placas distintas.
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Figura 18.- Perfiles cromatograficos de la metabolizacion de morfina en cultivo de hepatocitos de rata en el
periodo 1-4 h. La morfina se incorporé en las placas a 1 h de cultivo con una concentracién final de 0,25
mM, y a0, 1, 2 y 3 h tras la incorporaciéon se tomaron alicuotas de todas las placas. En las graficas se
representan los perfiles cromatograficos correspondientes a alicuotas pertenecientes a placas control y a
placas tratadas, en dos momentos del ensayo: 0 h (A) y 3 h (B). Columna de fase reversa C-18. Elucion

isocratica con una fase movil compuesta por: H2/acetonitrilo/trietilamina/acido acético (195:3:1:1).
Flujo 1,75 ml/min.



Morfina 0,25 mM

Control

Figura 19.- Perfiles cromatograficos de la metabolizacion de morfina en cultivo de-hepatQCilQS de rata en el
periodo 24-27 h. La morfina se incorporé en las placas a las 24 h de cultivo con una concentraciéon final
0,25 mM, y a0, 1,2y 3 h tras la incorporaciéon se tomaron alicuotas de todas las placas. En las graficas se
representan los perfiles cromatograficos correspondientes a alicuotas pertenecientes a placas control y a
placas tratadas, en dos momentos del ensayo: 0 h (A) y 3 h (B). Columna de fase reversa C-18. Elucidn
jsocratica con una fase mévil compuesta por: H2/acetonitrilo/trietilamina/acido acético (195:3:1:1). Flujo

1,75 ml/min.



En la figura 18, donde se muestran los resultados
pertenecientes al periodo 1-3 h; puede apreciarse de modo visual,
como el pico de elucidén correspondiente a morfina tiene un Aarea
inferior tras 3 h de tratamiento. Paralelamente se detecta
también la aparicién de nuevos picos, que no estan presentes en
el cromatograma equivalente de las placas control, y que
corresponden por lo tanto a moléculas gque aparecen como
consecuencia de la metabolizacién de morfina.

Los cromotagramas correspondientes al periodo 24-27 h
(figura 19), por el contrario, muestran una disminucién menor del
drea correspondiente al pico de morfina, en comparacién con 1la
observada en la figura 18. La metabolizacién es evidentemente
inferior, lo que se corresponde también con una menor aparicién
(tanto en numero como en &area) de nuevos picos en el cromatograma

correspondiente a las 27 h del ensayo.

En el caso de hepatocitos humanos el estudio se hizo de

forma similar al realizado con hepatocitos de rata.
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Figura 20.- Cinéticas de metabolizacién de morfina por hepatocitos humanos en
cultivo. La morfina se incorporé al medio Krebs Henseleit a 1 h (simbolos
blancos) 6 a las 24 h de cultivo (simbolos negros) con una concentracion final 0,25
mM, y en las alicuotas tomadas durante las 3 h siguientes se determiné por HPLC
la concentraciéon del opiaceo. Los puntos redondos y cuadrados representan los
resultados obtenidos en dos cultivos pertenecientes a distintas biopsias. Cada punto
es el valor promedio de tres alicuotas tomadas de tres placas distintas.
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En la figura 20 se muestran las curvas de metabolizacién de
morfina 0,25 mM a lo largo del tiempo, de 2 biopsias distintas.
Las velocidades iniciales calculadas variaron entre 0,065 y 0,072
juméles MOR/mg prot. x h; y no se vidé una diferencia clara entre
los dos periodos del cultivo tal como se veia con hepatocitos de
rata. Los resultados obtenidos con MOR 0,5 mM (no mostrados)
fueron muy similares, no aparecieron diferencias entre los
periodos de tratamiento y las velocidades de metabolizacién
estuvieron alrededor de 0,07 juméles MOR/mg prot. x h.

Los perfiles de metabolizacién que se presentan en la figura

21 mostraron también la aparicién de nuevos picos tras 3 h de

incubacién.
Los resultados sugieren que los hepatocitos humanos,
independientemente del periodo del <cultivo, metabolizan 1la

morfina a una velocidad similar a como lo hacen los hepatocitos
de rata en el periodo 24-27 h.

Los estudios de metabolizacién también se realizaron en las
cuatro lineas celulares continuas utilizadas en esta tesis, pero
los resultados mostraron que la concentracién de morfina en el
medio de cultivo no descendié significativamente a lo largo de
las 3 h que duré el ensayo. Tampoco aparecidé ningin nuevo pico
tras 3 h de tratamiento, sugiriendo que en estos sistemas la

morfina no es metabolizada.

Tabla lis Velocidades de metabolizacién de morfina en hepatocitos

humanos y de rata en dos periodos distintos del cultivo.

1-4 h 24-27 h
H. de rata:
MOR 0,25 mM 0,172 0,058
MOR 0,50 mM 0,181 0,082
H. humanos:
MOR 0,25 mM 0,065 0,072
MOR 0,50 mM 0,091 0,047
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Morfina 0,25 mM

Control

Figura 21.- Perfiles cromatograficos de la metabolizacién de morfina en cultivo de hepatocitos humanos. La
morfina se incorporé en las placas de cultivo con una concentracion final 0,25 mM, y a0, 1,2 y 3 h tras la
incorporacion se tomaron alicuotas de todas las placas. En las graficas se representan los perfiles
cromatograficos correspondientes a alicuotas pertenecientes a placas control y a placas tratadas, en dos
momentos del ensayo: 0 h (A) y 3 h (B). Columna de fase reversa C-18. Eluciéon isocratica con una fase movil
compuesta por: H2/acetonitrilo/trietilamina/acido acético (195:3:1:1). Flujo 1,75 ml/min.



TABLA RESUMEN:

OPIACEO
Adhesién
PROT
PERIODO
1-24 h
LDH
PROT
MTT
PERIODO
24-48 h
LDH
PROT
MTT
72 h
LDH
PROT
MTT
96 h
LDH
PROT
MTT

MOR

1/33
1,25
o 8

4,54
3,88
3,092

2,68
2,34
2,70

0,55
0,59
1,61

EFECTOS CITOTOXICOS SOBRE HEPATOCITOS HUMANOS

MEP

1/75
1,94
1,49

2,38
2,81
2,17

0,66
0,72
0,71

0,28
0,51
0,61

MET

0,30
0,20
0,25

0,290
0,316
0,299

0,103
0,062
0,110

0,073

0,038
0,093
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BUP

0,10
0,11
0,10

0,112
0,105
0,109

0,089
0,077
0,061

0,043
0,038
0,029

MOR

0.39
0,59

© g0

2,10
1, 28
1,36

0,31
0,70
0,60

0,09
0,15
0,19

IC

MEP

0,65
0,91
0,49

0,49
0,57
0,42

0,15
0,15
0,09

0,04
0,07
0,08

MET

0,09
0,11
o of

0,159
0,180
0,109

0,012
0,026
0,019

0,025
0,011
0,021

BUP

0,05
0,05
OOQ

0,081
0,051
0,046

0,051
0,031
0,018

0,023
0,019
0,010



TABLA RESUMEN:

OPIACEO

Glucdégeno
Degrada.
Sintesis
Urea
Sintesis
Albumina
Sintesis

Glutation

Deplecién:

MOR

0,936

0,338

5,434

0,808

1,51

TABLA RESUMEN:

OPIACEO
PERIODO
1-24 h
LDH
PROT
MTT
PERIODO
24-48 h
LDH
PROT
MTT

MOR

0,40
0,22
0, 22

1,30
1,10
1,10

EFECTOS METABOLICOS SOBRE HEPATOCITOS HUMANOS

IC

50

MEP MET BUP

1,064 0,208 0,052

0,442 0,041 0,046

0,990 10,254 0,108

0,390 0,006 0,012

2,32 0,21 0,059

EFECTOS CITOTOXICOS

IC

MEP MET BUP

2,44 0,35 0,041

3,20 0,37 0,037
2,02 0,21 0,042

2,20 0,29 0,130
4,50 0,50 0,120
2,00 0,34 0,120
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| MOR

| 0,165

| 0,043

10,111

| 0,164

| 0,489

IC

Tfo

MEP

0,366

0,058

0,082

0,082

0,535

MET

0,0480

0,0088

0,0150

0,0021

0,0750

BUP

0,0084

0,0127

0,0006

0,0054

0,0062

SOBRE HEPATOCITOS DE RATA

| MOR

[

0,19
| 0,15
0,14

N

| 0,36
10,46
| 0,23

IC

MEP

0,93
1,87
0,82

0,57
1,19
0,82

10

MET

0, 26
0,28
0,08

0,11
0,09
0,20

BUP

0,029
0,027
0,029

0,050
0,081
0,046



TABLA RESUMEN:

OPIACEO

L.HEPATICA

HepG2
LDH
PROT
MTT

L.HEPATICA

Fao
LDH
PROT
MTT
LINEA
3T3
LDH
PROT
MTT
LINEA
Hela
LDH
PROT
MTT

MOR

2,74
1,68
5,51

5,14
5,80
6,71

1,95
2,46
4,39

2,26
6,66
5,98

EFECTOS CITOTOXICOS SOBRE LINEAS CELULARES

MEP

0,60
0,67
2,04

1,45
0,60
0,69

0,51
0,67
2,47

1,19
0,64
1,95

IC

SO

MET

0,089
0,077
0,135

0,125
0,151
0,196

0,052
0,044
0,119

0,150
0,128
0,238
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BUP

0,033
0,027
0,063

0,062
0,032
0,025

0,021
0,020
0,091

0,112
0,060
0,074

MOR

0,49
0, 37
1,09

2,87
2,72
2,92

1,05
1,13
1,97

0,63

2 6
1,12

IC

MEP

0,17
0,19
0,48

0,44
0,26
0,30

0,21
0,27
1,20

0,47
0,25
1,08

X0

MET

0,026
0,025
0,053

0,052
0,034
0,060

0,024
0,016
0,067

0,064
0,039
0,120

BUP

0,017
0,014
0,037

0,033
0,019
0,015

0,011
0,013
0,058

0,043
0,024
0,031



DISCUSION
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1) El cultivo primario de hepatocitos

humanos como modelo biologico de

eleccion para el estudio experimental de
hepatotoxicidad de los opiaceos
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La gran cantidad y diversidad de productos dgquimicos vy
farmacéuticos que existe en 1la actualidad, a los que
potencialmente puede verse expuesto el hombre, ha generado en
nuestra sociedad la necesidad de una evaluacién mds rigurosa del
riesgo de toxicidad que su uso o exposicién conlleva.

Los ensayos de hepatotoxicidad,' por razones obvias, no
pueden realizarse directamente en el ser humano, y hay que
utilizar otros modelos biolégicos alternativos que reproduzcan,
en la medida de lo posible, 1las caracteristicas del higado
humano.

El animal de laboratorio ha sido el modelo de eleccién
utilizado tradicionalmente en el estudio de la hepatotoxicidad de
xenobidticos. Sin embargo, la utilizacién de animales de
experimentacién para estos fines tiene una serie de 1limitaciones
e inconvenientes:

- El1 animal de laboratorio tiene un patrén de metabolismo de
fadrmacos y una susceptibilidad a hepatotoxinas distinta en parte
a la del hombre (103).

- El estudio directo de los mecanismos de hepatotoxicidad en
el animal plantea problemas de interpretacién, debido a 1la
imposibilidad de eliminar la influencia de otros tejidos y a 1la
propia heterogeneidad celular del higado.

- El cada vez mayor numero de animales que seria necesario
para la evaluacién de todos y cada uno de los xenobiéticos, los
elevados costes de compra y mantenimiento, 1la nueva 1legislacién
para experimentacién animal (CEE) y la creciente oposicidén social
al uso masivo de animales de laboratorio, son otros factores

negativos a tener en cuenta.

El cultivo primario de hepatocitos humanos reune una serie

de caracteristicas que lo aproximan a un modelo idéneo para el
estudio de la hepatotoxicidad de los xenobiéticos en el hombre:

- Los hepatocitos humanos en cultivo primario poseen
practicamente intactos sus sistemas enzimdticos y su organizacién
subcelular, y reproducen en gran medida el comportamiento
bioquimico del higado humano (7, 64, 90, 91, 100, 103, 107).
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- Un modelo como este permite estudiar lo efectos de 1los
xenobidéticos evitando 1las posibles interferencias de otros
tejidos in vivo, facilitando de este modo el estudio de 1los
mecanismos de hepatotoxicidad.

- La posibilidad de obtener células de biopsias quirudrgicas
(7, 94, 104, 212) ha hecho que sea posible el obtener cultivos de
miltiples donantes.

El objetivo principal de esta Tesis ha sido el estudio del
efecto hepatotéxico de los opidceos en el cultivo primario de
hepatocitos humanos.

Para la realizacién de este trabajo se emplearon 31 biopsias
de diferentes donantes. Las caracteristicas clinicas de estos
donantes fueron escogidas cuidadosamente (ver M&M) para conseguir
una poblacién de muestras hepaticas lo mds homogénea posible.

Para la evaluacién de la hepatotoxicidad de los opidceos se
utilizdé el protocolo desarrollado en nuestro laboratorio, el cual
ya ha sido empleado con anterioridad para otros compuestos (41,
43, 45, 46, 145, 157). Una caracteristica importante de este test
de hepatotoxicidad es que incluye 1la evaluacién tanto de
pardmetros citotéxicos como de pardmetros metabdélicos.
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2) Hepatotoxicidad de los opiaceos en
cultivo primario de hepatocitos
humanos
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2.1 PARAMETROS DE CITOTOXICIDAD Y
TRATAMTENTOS REALIZADOS CON 1.0S OPTACEOS

Los efectos citotéxicos de 1los opidceos se evaluaron
mediante tres pardmetros de citotoxicidad: LDH intracelular,
proteina celular de la monocapa, Yy test del MTT. Su utilidad en
la investigacién toxicoldégica in vitro ha sido demostrada en
miltiples ocasiones (38, 49, 62, 69, 139, 168, 178).

Los tres pardmetros son indicadores de daio celular
irreversible pero estan basados en principios distintos: 1la
liberacién al medio extracelular de la enzima citosélica LDH es
un indicador cldasico de dano en la integridad de 1la membrana
plasmdtica (49, 168, 178), mientras que una menor reduccién del
MTT por 1la enzima succinato deshidrogenasa indica pérdida de
funcionalidad a nivel mitocondrial (176). La evaluacién de 1la
proteina de la monocapa celular es un pardmetro de citotoxicidad
considerado en la literatura como menos sensible que 1los otros
dos (1, 18) pero nos indica de un modo inequivoco el porcentaje
de células muertas que se han desprendido del soporte celular. La
determinacién conjunta de los tres pardametros permite evaluar con
mayor fiabilidad el efecto citotéxico de un xenobiético.

Los tratamientos con los opidceos, para estudiar su efecto

citotéxico, se han realizado en tres etapas distintas del
cultivo: durante la adhesién, en el periodo de extensién celular
y sobre los hepatocitos en monocapa confluente.

El proceso de adhesién celular mediado por fibronectina
puede ser perturbado por alteracién directa de la unién de 1la
fibronectina con el receptor celular, o indirectamente cuando el
compuesto ocasiona la muerte celular (89).

Los hepatocitos humanos en el periodo de extensién celular
(1-24 h) son particularmente sensibles; durante esta etapa se
realiza de un modo activo la sintesis de RNA y proteinas, y se
reorganiza el citoesqueleto (42). Los xenobiéticos que ejerzan su
accién inhibiendo alguno de estos procesos tendrdn un mayor
efecto perjudicial en este periodo del cultivo.
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A partir de las 24 h, el cultivo de hepatocitos humanos
presenta el aspecto de monocapa confluente y desarrolla una

actividad funcional bastante similar a la de los hepatocitos
humanos in vivo (44, 105, 119); esto permite que la respuesta
defensiva sea mds fiel a la realidad.

Por otra parte, 1la estabilidad morfoldgica y funcional del
cultivo durante este periodo también permite la evaluacién de 1la
supervivencia celular a largo plazo, imitando en cierta medida
las situaciones de administracién crénica de un xenobiético.

En definitiva podemos concluir que la evaluacidén de los tres
pardmetros de citotoxicidad en los distintos periodos del cultivo
nos aporta, no solo una idea clara de las concentraciones
citotdéxicas, si no también informacién sobre el tipo de efecto
ocasionado, a través del andlisis comparativo de los resultados
obtenidos en los distintos periodos del cultivo.

2.2 EFECTOS CITOTOXICOS DE 1OS OPTACEOS: ANALISIS COMPARATIVO
Y DISCUSION DE IOS RESULTADOS

Los efectos citotéxicos de 1los cuatro opidceos estén
resumidos en las Tablas 1, 2 y 3 del capitulo de RESULTADOS.

Para poder comparar los valores IC50 e IC10 de la
citotoxicidad de 1los opidceos se ha seguido el siguiente
procedimiento estadistico: en primer lugar se ha realizado un
andlisis de varianza de doble entrada (214) para evaluar 1la
variabilidad de los resultados obtenidos con cada opidceo a dos
niveles: entre los tres pardmetros de citotoxicidad, y entre los
distintos tratamientos. En seqgundo lugar se ha utilizado el test
de Newman-Keuls (215) para averiguar cudles son los pardmetros o
tratamientos en concreto que dan resultados significativamente

distintos del resto.

El andlisis de varianza indicé que 1los pardmetros de
citotoxicidad (LDH, PROT y MTT) dan resultados que no difieren
entre si significativamente para cada opidceo (F < F H

7
calc cxrit
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p<0,05) . En otras ©palabras, puede decirse que los tres
parametros dan un resultado equivalente, sin diferir uno de ellos
con respecto a los otros dos de un modo consistente y
reiterativo. Como —consecuencia, los tres valores IC50 o IC10

pertenecientes a cada tratamiento y a cada opiaceo pueden

promediarse entre si.

El analisis de varianza mostré, sin embarqo, que entre 1los
distintos tratamientos aplicados a las células con cada opiéaceo,
si que hay diferencias significativas. El test de Newman-Keuls
nos indica cuales son los tratamientos en concreto que difieren

entre si significativamente (Tabla 1).

Tabla 1. Valores promedio IC_ e IC referentes a la
citotoxicidad de los opiadceos en cultivo de hepatocitos humanos.
IC IC
50 10
1
MOR MEP MET BUP 1 MOR MEP MET BUP
1

Adhesién 1,85** 1,02** 0,18** 0,04**1 0,31** 0,35 0,09** 0,01

Periodo
1-24 h 1,12%% 1,73%* 0,25 0,10 0,39%* 0,68** 0,10* 0,05

24-48 h 4,11 2,45 0,30 0,11 1,58 0,49 0,15 0,06

HE H PR R PR

24-72 h 2,57** 0,70%* 0,09** 0,08 | 0,54** 0,13** 0,02** 0,03

i

24-96 h 0,92** 0,47** 0,07** 0,04**1 0,14** 0,06** 0,02** 0,02

(**) diferencia significativa (p<0.0l1l) con respecto al valor IC
del tratamiento 24-48 h de cada opiaceo, segun el test de Newman-

Keuls.
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Para analizar con mayor comodidad estas diferencias podemos
reunir a los distintos tratamientos en dos grupos: tratamientos
agudos, en los que solo se incorporan los opidceos una vez
(adhesién, 1-24 h y 24-48 h); y tratamientos crénicos, en los que
se incorporan los opidceos varias veces (24-72 h y 24-96 h).

Tratamientos aqudos:

El andlisis estadistico nos confirma que 1la citotoxicidad
aguda de los cuatro opidceos aumenta significativamente a medida
que el tratamiento se realiza en etapas mds tempranas del
cultivo. En concreto, podemos decir que los efectos citotdxicos
tras el tratamiento en el periodo 24-48 h son menos acusados due
los efectos encontrados durante 1la adhesién o durante la
extensién (1-24 h) (Tabla 1).

Este fenémeno, comin a los cuatro opidceos, puede atribuirse
a la concurrencia de varios factores en las primeras etapas del
cultivo: 1) La proximidad temporal del proceso de aislamiento vy
de 1las posibles lesiones causadas por la colagenasa confiere a
los hepatocitos una mayor sensibilidad frente a los téxicos (105,
119). 2) Durante 1los procesos de adhesién y extensién los
hepatocitos desarrollan procesos especificos (unién al substrato
mediada por fibronectina) y gran actividad metabdlica (sintesis
de RNA y de protefnas, y reorganizacién del citoesqueleto) (42).
3) En las etapas tempranas del cultivo los hepatocitos disponen
de los niveles mds elevados de actividades de biotransformacién y
pueden producir con mayor facilidad metabolitos reactivos con
accién hepatotédxica (64, 100).

Tratamientos crénicos:

El andlisis estadistico de 1los tratamientos crénicos
confirma, por otra parte, que tras exposiciones prolongadas (24-
72 h y 24-96 h) la citotoxicidad es significativamente mayor que
tras exposiciones mds breves (24-48 h). Este fenémeno se observéd
con los cuatro opidceos y los descensos en los valores IC
(aumentos de la citotoxicidad) oscilaron entre 3 y 5 veces para

los IC y entre 3 y 11 veces para los IC .
S0 10
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Tanto si atendemos a 1los tratamientos agudos como si
atendemos a los tratamientos crénicos, 1la clasificacién de 1los
opidceos seguin su potencial citotéxico seria la siguiente:

Buprenorfina > Metadona > Meperidina > Morfina
IC__ (mM) 0,04-0,10 0,07-0,30 0,5-2,5 0,9-4,1
IC__ (mM) 0,01-0,06 0,02-0,15 0,06-0,7 0,14-1,6

La elevacién de las transaminasas .séricas en ratones y ratas
tras tratamiento con morfina (48, 108, 126) y con andlogos
estructurales de la metadona (126, 127), fueron 1las primeras
evidencias experimentales de la hepatotoxicidad de los opidceos
narcéticos.. _ 7

Nagamatsu y col. (177) en un estudio 1in vitro con
hepatocitos de rata aislados encuentra un descenso en la
viabilidad celular alrededor del 50% (Icso) tras exponer a 1los
hepatocitos con morfina 0,5 mM durante 90 min. El pardmetro de
citotoxicidad utilizado fue la evaluacién de la LDH 1liberada.
EklOw-Lastbom y col. (71) por su parte, trabajando también con
hepatocitos de rata aislados, encuentran que la morfina 1 mM mata
al 50% de las células en 90 min conforme al test de captacién del
azul Trypan. Estos valores de citotoxicidad son similares a los
encontrados en este trabajo cuando los hepatocitos humanos se
trataron con morfina en las primeras etapas del cultivo (IC5°= 1-
2 mM, en adhesién y 1-24 h).

Por otra parte, los efectos citotéxicos agudos de 1la
metadona, que se producen alrededor de 0,25-0,1 mM .(Icso-Iclo),
en cultivo de hepatocitos humanos son comparables a los
encontrados por Beverley y col. (16) en hepatoma de rata (32IIIA,
clon 6/2d). Estos autores observan los efectos citotéxicos de 1la
metadona, tras exposicién de 48 h, en el rango 0.25-0.025 mM. El
criterio utilizado en su caso para estimar la viabilidad fué el
contaje directo de las células vivas tras el tratamiento.
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Con respecto a la meperidina y a la buprenorfina cabe decir
que no se ha descrito ningin trabajo de toxicidad in vitro

similar al que aqui se presenta.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, podemos
concluir que 1los opidceos morfina, meperidina, metadona vy
buprenorfina son citotéxicos para los hepatocitos humanos en
cultivo primario. Sus efectos tras exposiciones agudas se
producen a concentraciones incluidas en el rango 0,01-4 mM,
siendo dicho efecto mas acusado en las primeras etapas del
cultivo. Los tratamientos prolongados con dosis repetitivas
durante 2 o 3 dias aumentan el potencial citotéxico de 1los
opidceos entre 3 y 11 veces.

2.3 PARAMETROS METABOLICOS

El test de hepatotoxicidad aplicado a los opidceos también
ha incluido la evaluacién de diversos pardmetros metabdlicos. La
mayor parte de los fdrmacos hepatotéxicos son capaces de alterar
de forma notable el metabolismo de 1los hepatocitos ain a
concentraciones a las que no producen efecto citotéxico aparente
(41, 43, 45, 46, 145, 157). Los efectos sobre el metabolismo
intermediario, aunque no son siempre criticos para el propio
hepatocito, tienen un significado toxicolégico importante ya que
la homeostasis general del organismo si que puede alterarse
seriamente como consecuencia de la disfuncién metabélica (42, 92,
95).

Los hepatocitos desempefian una gran variedad de funciones
metabdlicas; entre las mds importantes cabe destacar: el
metabolismo de los glicidos y el almacenamiento de glucégeno como
fuente energética; el metabolismo de 1los aminoacidos y 1la
produccién de urea; la sintesis de proteinas plasmaticas; el
metabolismo lipidico, 1la sintesis de lipoproteinas, 1la sintesis
de colesterol y de &cidos biliares; la degradacién de porfirinas;
la biotransformacién de xenobidéticos; etc...(118).
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En la estrategia para el estudio de 1la hepatotoxicidad
desarrollada en nuestro laboratorio se tiene en cuenta la accién
de 1los xenobidéticos en varios puntos clave del metabolismo del
hepatocito. En concreto se evalua: 1la sintesis y degradacién de
glucégeno, la sintesis de albuimina, la ureogénesis y la deplecién
de GSH.

La sintesis y degradacién de glucégeno es una ruta
bioquimica que enlaza a través de la glucosa-6-fosfato con otras
muchas rutas del metabolismo intermediario del hepatocito. Su
interferencia puede ser consecuencia no solo de alteraciones
enzimdtica a varios niveles, si no también de la perturbacién del
balance energético en el interior del hepatocito (205). 7

Los hepatocitos invierten un gran porcentaje de su energia
metabdlica en la sintesis de proteinas plasmaticas. De ellas,
casi el 60% representa albumina. La sintesis de proteinas es un
proceso complejo gque requiere el funcionamiento coordinado de
todo el metabolismo celular (228). La sintesis y excrecién de
albimina al medio es un parametro adecuado para evaluar 1los
efectos a este nivel.

La sintesis de urea a partir de amonio es otra de 1las

funciones exclusivas del higado cuya alteracién tiene efectos
importantes en el organismo (acumulacién de amonio libre
altamente neurotdéxico) (193).

Por udltimo se valora el contenido intracelular de GSH, que
es de gran importancia en los mecanismos de defensa celular. Este
metabolito endégeno reacciona con intermediarios electrofilicos
reactivos impidiendo su unién a macromoléculas (143, 164, 197).
Una depleccién importante del contenido de GSH libre de la célula
indica que el xenobidético causante tiene un elevado potencial
téxico. , » )

Con la evaluacién conjunta de éstos indicadores bioquimicos
se pretende conseguir una visién general y amplia del grado vy
nivel de interferencia que producen 1los opidceos en el
metabolismo hepédtico.
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El estudio del efecto de los opidceos sobre el metabolismo
de los hepatocitos humanos se realizé sobre cultivo en monocapa
confluente; es decir, a partir de 1las 24 h, cuando los
hepatocitos adquieren su 6ptima funcionalidad metabdlica (44,
105, 119). En este periodo del cultivo se reproduce en gran
medida 1la bioquimica del higado adulto diferenciado vy, por 1lo
tanto, la respuesta celular a los factores externos se produce de
una forma mds fiel y precisa.

El rango de dosis ensayadas en esta etapa del estudio se
determiné teniendo en consideracién 1las concentraciones de
opidceos que causaron efectos citotdéxicos en las misma etapa del
cultivo en 1la que se evaluaron los efectos metabdélicos. Se
escogieron, siempre que fue posible, concentraciones subletales;
pero en algunas ocasiones, para poder completar la curva dosis
respuesta con los parametros metabdélicos, fue necesario utilizar
concentraciones que ocasionaban un efecto citotéxico moderado. En
cualquier caso las valoraciones metabdlicas siempre estan
referidas al numero de células vivas, ya que previamente a 1l.a
valoracidén, las células muertas son eliminadas con los lavados dle
las monocapas.

2.4 EFECTOS METABOLICOS DE I.OS OPIACEOS: ANALISTS COMPARATIVO
Y DISCUSION DE I.OS_RESULTADOS

Los efectos metabdlicos de los cuatro opidceos estudiadoms
estdn resumidos en la Tabla 2. Para poder analizar mejor 1la
mayor sensibilidad de los parédmetros metabdélicos se han incluidio
en esta Tabla los valores promedio ic__ e IC _ referentes a 1la
citotoxicidad de los opidceos en el periodo 24-48 h.
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Tabla 2. Valores IC e IC de los opiaceos referentes a 1las
50 10

alteraciones de 1las funciones metabdélicas del hepatocito humano.

IC IC

50 xo

MOR MEP MET BUP MOR MEP MET BUP
Viabilidad
24-48h 4,11 2,45 0,30 0,11 1,58 0,49 0,15 0,06
Glucébégeno
Degrada. : 0,94 1,06 0,208 0,052 0,17 0,37 0,048 0,008
Sintesis : 0,34 0,44 0,041 0,046 0,04 0,06 0,009 0,013
Urea
Sintesis : 5,43 0,99 0,254 0,108 0,11 0,08 0,015 0,0006
AlbuUGmina
Sintesis : 0,81 0,39 0,006 0,012 0,16 0,08 0,002 0,005
Glutation

Deplecién: 1,51 2,32 0,210 0,059 0,49 0,54 10,075 0,006

En negrita los valores de citotoxicidad correspondientes al
periodo de cultivo en el que se hicieron los ensayos metabélicos.
En cursiva los valores metabdlicos que mds se alejan del

correspondiente valor citotéxico.

A la wvista de estos resultados se puede decir que los

parametros metabélicos mas sensibles fueron aquellos en los que

se evalué una funcidén sintética o anabélica del hepatocito. En
efecto, la sintesis de glucdégeno y de albumina fueron 1los
parametros metabdélicos mas afectados. Por el contrario, la
degradacién de glucégeno y deplecién de GSH fueron las
actividades metabdélicas menos sensibles, ya que se afectaron a
concentraciones de opiaceos relativamente elevadas. La sintesis

de urea fue un caso algo peculiar debido a que resulté ser un
parametro muy sensible si consideramos los valores Icxo ©pero
también uno de los peores indicadores de alteracién metabédlica

cuando consideramos 1los IC
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Si comparamos los resultados obtenidos con 1los pardmetros
metabdlicos méds sensibles, con los valores de citotoxicidad,
encontramos que: para morfina, meperidina y buprenorfina, los
IC50 de 1los pardmetros metabdlicos son entre 4 y 7 veces
inferiores a 1los citotéxicos; en el caso de metadona la
diferencia es de unas 13 veces (Tabla 2). Si comparamos los Ic10
las diferencias son mucho mds llamativas: 1los Ic__ de 1los
pardmetros metabdélicos son 20-30 veces inferiores a los
citotoxicos, excepto para la meperidina que sigue presentando una
diferencias de 7 veces (Tabla 2).

En definitiva, todos los opidceos alteraron el metabolismo
del hepatocito humano a concentraciones subletales, mds o menos

alejadas de aquellas que afectan la viabilidad celular.

Si promediamos 1los valores Ic__ e IC__ obtenidos con los
cinco pardmetros metabdlicos evaluados; el potencial relativo de
cada opidceo para alterar el metabolismo hepdtico seria el

siguiente:

Buprenorfina > Metadona > Meperidina = Morfina
IC__ (mM) 0,06 0,14 1-1,8
IC  (mM) 0,007 0,028 0,23-0,19

10

La clasificacién resultante es practicamente igual a 1la

encontrada con los efectos citotéxicos.

Es un hecho conocido que la administracién aguda sistémica
de morfina produce un incremento en la glucosa sanguinea en
animales de laboratorio no anestesiados (31, 122, 153). En el
caso del hombre también se ha descrito un efecto hiperglicémico
moderado de los opidceos (36, 195). Este fendémeno podria estar
relacionado con la degradacidén del glucédgeno producida por 1los
opidceos en los hepatocitos humanos en cultivo.

Sin embargo, el efecto hiperglicémico de la morfina ha sido
atribuido a otras causas que varian segun los distintos autores:
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1) La accién de la morfina en el sistema nervioso central
(SNC) induce wuna respuesta hormonal que finaliza con la
liberacién de catecolaminas por la médula adrenal; y estas, a su
vez, debido al efecto glicogenolitico que tienen en el higado,
producen la elevacién de la glucosa plasmdtica (27, 77).

2) La morfina también estimula en el pdncreas la secrecién
de insulina vy glucagén (121, 122, 195). Este efecto se ha
demostrado que es producido por la accién directa de la morfina
en islotes pancredticos de rata aislados (121). Por otra parte,
se ha demostrado in vivo que la secrecién de glucagén inducida
por la morfina es 1ligeramente superior a 1la secrecidén de
insulina; esto redundaria en un efecto glicogenolitico en el
higado (122).

3) La diabetes o el estrés son circunstancias en las que los
niveles de glucagén estdn altos y los de insulina bajos por 1lo
que la morfina podria potenciar 1la hiperglicemia en estas
circunstancias (122).

En este trabajo, por el contrario, se ha demostrado que los
opidceos tienen un efecto per se sobre el glucdégeno (estimulando
su degradacién e inhibiendo su sintesis), que no estd mediado por
catecolaminas o glucagén. Por otra parte, los resultados
obtenidos con hepatocitos humanos en cultivo estédn en consonancia
con los trabajos de Gourley (98, 99) realizados in vitro sobre
misculo esquelético de rata aislado:

En estos estudios in vitro se demuestra que la morfina a
concentraciones 5 mM y superiores reduce el contenido de
glucégeno. De 1los cuatro narcéticos opidceos estudiados por
Gourley, 1la metadona fue el de mayor potencia glicogenolitica
(1lmM = IC50) seguido en orden decreciente por meperidina, morfina
e hidromorfona. Investigando diversos mecanismos, este autor
llega a la conclusién de que, el efecto glicogenolitico de 1la
metadona en el misculo esquelético no esta mediado por 1la
liberacién de catecolaminas, ni puede explicarse por la diferente
accién de las enzimas implicadas en la ruta del metabolismo del
glucégeno muscular, Yy sugiere que la degradacién del glucdgeno
por los opidceos es consecuencia del requerimiento energético de
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la célula ante 1la deplecién de las reservas energéticas
habituales.

Las concentraciones efectivas encontradas por Gourley (5 mM
para morfina y meperidina, y 1 mM para metadona) son cinco veces
superiores a las encontradas en este trabajo (1 mM para morfina y
meperidina y 0,2 mM para metadona):; pero su capacidad
glicogenolitica relativa concuerda en ambos estudios.

Todos estos estudios sugieren que los opidceos pueden tener
un efecto directo sobre el glucdédgeno hepatico, y este fendmeno,
junto con 1la alteracién del balance hormonal causado por los
narcéticos, puede ser 1la causa del efecto hiperglicémico
producido por estos compuestos que se observa in vivo.

La inhibicién de la sintesis de albimina fue una de 1las
actividades metabdélicas mds sensible a la accién de los opidceos.
En relacién con este fenémeno se ha descrito que 1la metadona
altera 1la sintesis de RNA y proteinas plasmdticas en el ratén
neonatal (117) y la sintesis de proteina celular y de albuimina en
hepatoma de rata (16). En concreto, en los estudios in vitro con
hepatoma de rata se observé una inhibicién de 1la sintesis de
albumina cercana al 50% del control con una concentracién de
metadona 0,25 uM (16). En nuestro caso, con un sistema in vitro
distinto, encontramos un IC__ para este pardmetro metabdlico de 6
UM y un IClo de 2 uM.

Todos estos resultados sugieren que la metadona es capaz de
inhibir significativamente la sintesis de albimina a
concentraciones en el rango uM; aunque el efecto puede variar en
magnitud dependiendo del sistema celular utilizado.

Por otra parte, cabe destacar que si bien todos los opidceos
inhibieron marcadamente la sintesis de albuimina, 1la metadona fue
comparativamente el opidceo que alteré esta ruta metabdlica de un
modo mas acusado. Los valores IC__ e IC_ _ para la inhibicién de
metadona fueron entre 50 y 75 veces inferiores a los
correspondientes valores IC5° e IC10 citotéxicos, mientras que
con el resto de los opidceos las diferencias nunca fueron mayores
de 10 veces.
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Parece, por lo tanto, que la metadona inhibe la sintesis de
albimina mediante un efecto especifico directo, a concentraciones
no citotéxicas, probablemente diferente al del resto de 1los

opidceos estudiados.

La_ureogénesis fue otra de 1las funciones metabdlicas

claramente afectada por los opidceos. Hay que destacar que el
efecto inhibidor encontrado fue significativo a condentréciones
relativamente bajas; de hecho, en el caso de morfina, meperidina
y metadona los IC_ estimado fueron entre 6 y 14 veces inferiores
a los correspondientes Ic__ citotéxicos. El caso de buprenorfina
fue nmucho m&s espectacular ya que-su IcJLo para la ureogénesis (6
X 1077 M) fue 100 veces inferior que el Ic__ citotéxico.

Por otra parte, a medida que aumentdé la concentracién de los
opidceos el efecto inhibidor de la ureogénesis no crecié de modo
proporcional, no alcanzidndose un 100% de inhibicién incluso a
concentraciones citotéxicas.

Parte de los enzimas que participan en el ciclo de la urea
se hallan 1localizados en 1las mitocondrias de 1las células
hepdticas proporcionando una compartimentacién compleja de 1las
reacciones de este ciclo (193). Por este motivo, en ocasiones, la
inhibicién de 1la sintesis de urea por xenobidéticos se ha
atribuido a una lesién o desorganizacién de la funcién
mitocondrial (39, 86, 186).

Hay que recordar que la ureogénesis es una via anabdlica
que, si bien no es un proceso biosintético compérable a la
glucogenosintesis o a la sintesis de proteinas plasmaticas, si
que estd directamente relacionada con el estado energético
celular (193). Por ello, no sorprende que la ureogénesis, 1la
sintesis de glucégeno y la sintesis de albuimina, gque tienen en
comin el ser procesos dependientes de substratos rico-
energéticos, sean a su vez rutas metabdélicas sensiblemente
afectadas por los opidceos.
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La deplecidén de glutation es un fendmeno critico para 1los
hepatocitos porque esta molécula desempena muchas funciones
importantes: el mantenimiento de los grupos sulfidrilo de 1las
proteinas, la translocacién de aminodcidos a través de 1la
membrana, la destruccién de los perdéxidos de hidrégeno, perdéxidos
lipidicos y radicales libres, y la biotransformacién y
detoxificacién de xenobidéticos (164).

En concreto, cuando un compuesto afiadido al medio de cultivo
depleciona el glutatién intracelular, se puede decir dque ese
compuesto o bien se ha conjugado con GSH durante su
metabolizacién, o bien ha producido un importante estrés
oxidativo, o han ocurrido ambos fendmenos (143, 197).

Los cuatro opidceos estudiados en esta Tesis fueron capaces
de deplecionar el GSH de los hepatocitos humanos en cultivo.

En el caso de meperidina, metadona y buprenorfina la maxima
deplecién se produjo 6 h después de la adicién de los compuestos;
en el caso de la morfina la madxima deplecién se produjo 2-3 h
después de la incorporacién.

En el caso de meperidina, metadona y buprenorfina, 1los
valores IC50 e IC10 para la deplecién del GSH son bastante
similares a los respectivos valores Ic__ e IC__ citotéxicos. En
el caso de morfina, por el contrario, 1la diferencia entre los
valores IC50 e IC10 metabdlicos y citotdxicos es de tres veces.

El efecto deplecionador del GSH de la morfina ha sido
descrito tanto en animales de experimentacién (126) como en
sistemas celulares in vitro (71, 177): La administracién de
morfina intraperitoneal (200 mg/Kg) a ratones, produjo un
descenso en el glutation hepdtico que alcanzé su méximo a las 3 h
de la 1inyeccién (50% respecto a 1los ratones controles);
paralelamente, a las 3 h se duplicé la actividad plasmdtica de la
GPT (126). En trabajos realizados con hepatocitos de rata en
suspensién, los resultados son mucho mds espectaculares ya que se
observan depleciones del 90-100% del GSH tras 60-90 min de
incubacién con morfina 0,5-1 mM (71, 177). En nuestro caso con
hepatocitos humanos en cultivo, el 50% de la deplecién se alcanza
con una concentracién de morfina alrededor de 1,5 mM tras 3 h de
incubacién. Las diferencias entre los resultados obtenidos in
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vitro con hepatocitos de rata en suspensién y 1los hepatocitos
humanos en cultivo pueden ser consecuencia del distinto origen de
los hepatocitos pero también por diferencias metodolégicas: en
los estudios realizados con hepatocitos en suspensién (71, 177)
el medio de cultivo es un medio salino tamponado muy sencillo; en
nuestro caso el medio es rico en todo tipo de precursores, como
la metionina, que es un precursor del GSH; lo que permite un
mejor funcionamiento de 1los mecanismos defensivos de los
hepatocitos. -

En relacién con 1los otros tres opidceos (meperidina,
metadona y buprenorfina) no se ha descrito ningin trabajo en el
que se evalue su efecto en el GSH. Unicamente se ha descrito un
efecto similar en ratones, causado por andlogos estructurales de
la metadona (L-a-acetilmetadol (LAAM) y nor-LAAM) (126, 127).

En definitiva, podemos concluir que los opiéceos son capaces
de deplecionar el GSH de los hepatocitos humanos, si bien, en el
caso de meperidina, metadona y buprenorfina esto sucede a

concentraciones relativamente elevadas.

2.5 EXTRAPOLACION DE 1O0S RESULTADOS OBTENIDOS IN VITRO Al. HOMBRE

En apartados anteriores se ha demostrado que 1los cuatro
opidceos incluidos en este trabajo no solo afectan la viabilidad
de los hepatocitos humanos en cultivo si no que también alteran
el metabolismo hepdtico in vitro a concentraciones subletales.

Para la extrapolacién de estos resultados al hombre, se ha
definido un pardametro denominado "riesgo de toxicidad" R que
relaciona la concentracién plasmdtica que alcanza el compuesto
estudiado en las distintas situaciones reales y la concentracién
que produce el efecto téxico in vitro :

mdxima concentracién plasmdtica

minima concentracién téxica in vitro (Iclo)
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Este pardmetro cuando es menor que 1, indica que las
concentraciones téxicas 1in vitro son superiores a las dque se
alcanzan en plasma, Yy por lo tanto no es probable que el efecto
téxico observado in VitrQ ocurra en el hombre. Pero cuando el R_
es igual o superior a 1 entonces estamos en situacién de afirmar
que el efecto observado in vitro sucederd en el hombre con gran
probabilidad.

Los valores de concentracién plasmdtica de los opidceos han
sido obtenidas bien de las descritas en la literatura, o bien de
las dosis administradas, en funcién del volumen de distribucién
de cada opidceo. Esta aproximacién farmacocinética es
aceptablemente correcta para las dosis intravenosas. El caso
opuesto seria el de las dosis orales, pero entre los cuatro
opidceos estudiados uUnicamente la metadona se suministra con
frecuencia de forma oral. En cualquier caso, 1la metadona tiene
una buena absorcidén intestinal y elevada biodisponibilidad oral
(202), por 1lo que un gran porcentaje de la dosis administrada
alcanza la circulacién sistémica.

Obviamente 1la farmacocinética de un compuesto es mas
compleja que 1la simple distribucién de un compuesto en el
organismo. Factores adicionales como la vida media en plasma,
unioén a proteinas séricas, acumulacién en tejidos,
biotransformacién y eliminacién tienen también 1la suficiente
importancia como para modificar la toxicidad del farmaco in vivo.

No obstante, este aspecto no debe ser sobrevalorado; tal
como sugiere Ekwall (72), 1los acontecimientos farmacocinéticos
estdn a menudo determinados por simples interacciones a nivel
celular como son la unién a proteinas, 1la penetracién y 1la
acumulacién en la célula, procesos que también ocurren in vitro.
Asi mismo el hepatocito cultivado presenta una actividad basal de
biotransformacién (7, 64, 91, 94, 100) capaz de asegurar una
cierta metabolizacién y "eliminacién" del fdrmaco al medio de
cultivo, que se renueva con regularidad.

En la Tabla 3 se muestran 1los valores de '"riesgo de
toxicidad" de los cuatro opidceos estudiados en esta Tesis.

Analizando ‘los valores RT de la Tabla podemos llegar a
varias conclusiones:
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1 .- Es improbable que los opidceos, tras una administracién
aguda in vivo, causen un efecto citotéxico en 1los hepatocitos
humanos. Ningun RT citotéxico se acercéra.la unidad, el valor RT
mids alto (0,25) fue el de metadona en casos de dosis de abuso
extremo (8).

2 .- Por el contrario, si que es probable que algunos
opidceos alteren el metabolismo hepatico en determinados
regimenes de dosificacién terapeltica o durante el abuso:

La morfina, para casos extremos de abuso (88, 223), presenta
un R muy cercano a la unidad, lo que indica que en esos
individuos es probable que se altere el metabolismo hepdtico vy,
de modo indirecto, 1la homeostasis general del organismo. En
cualquier caso, la morfina no parece ser un opidceo hepatotéxico
cuando se administra segin las pautas terapéuticas . establecidas
(160, 125, 216).

La meperidina presenta un R_de 1,7 para casos de abuso; si
consideramos mds exactamente un rango que incluya desde las
concentraciones inferiores durante el abuso en  individuos
tolerantes (225) hasta las concentraciones que han originado
toxicidad y muerte por sobredosis (8) entonces el rango de R_
seria 0,3-1,7; esto indica en cualquier caso, dque el abuso de
meperidina por individuos tolerantes puede, dependiendo de 1la
dosis, causar una alteracién del metabolismo hepatico con gran
probabilidad. Al igual que la morfina, la meperidina parece ser
un fdrmaco sin riesgo de hepatotoxicidad durante los tratamientos
terapeuticos.

La metadona es probablemente el compuesto con mayor

potencial hepatotéxico de los cuatro opidceos de este trabajo. En
la Tabla 3 se observa una cierta discrepancia entre 1las dos
series de datos de concentracién plasmatica; los datos obtenidos
directamente de la literatura son mayores que los calculados a
partir de 1las dosis; probablemente estos iltimos estén
infravalorados puesto que en la consideracién farmacocinética no
se ha tenido en cuenta el hecho de que la metadona tiene un vida
media muy larga y, como consecuencia, se acumula en el plasma con
gran facilidad durante los tratamientos prolongados (202, 120),
lo que puede favorecer su mayor hepatotoxicidad.
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Tabla 3. Extrapolacién de la hepatotoxicidad in vitro de los opidceos a distintas

situaciones

OPIACEO

Morfina
Terapetutica'
Ter. toler.

Abuso

Meperidina
Terapeutica
Ter. toler.

Abuso

Metadona
Terapeutica
Ter. toler.

Abuso

Bupre.
Terapeutica
Ter. toler.

Abuso

reales en el

DOSISb

(mg)

2,5-20
30-440

hasta 4000

15-150

hasta 4000

2,5-20
20-100

hasta 400

0,2-0,6

hombre.

CONCENTRACIONI3 CONCENTRACION' ICio

Calculada (pM)

0,044-0,350

0,526-7,710

< 170,09

0,243-2,426

< 64,69

0,028-0,222

0,222-1,112

< 4,45

0,0033-0,01
0,132

Descrita (pM)
1580
0,24-2,8
4,2-4,5

1,4-15

490

1,6-3,2

20-120

150
0,10-2,5
0,12-14

3,0-12

60
0,001-0,12

citotd (pM)

RT

citot

0,002
0,005

0,044

0,007

0,245

0,017

0,093

0,080

0,002
0,002

IC10
metab" (pM)

80

70

RT

metab.

0,035

0,096

0,876

0,046

1,714

0,417

2,333

2,000

0,040

0,044



al- Las concentraciones que los opiadceos alcanzan en el plasma humano se han <clasificado
para cada compuesto en tres apartados:

Terapeltica que incluye los tratamientos agudos en individuos no tolerantes y que, por 1lo
general consisten en la administracién de la misma dosis durante uno o varios dias hasta que
desaparece el dolor.

Ter. tolerantes que incluye las concentraciones que se alcanzan en tratamientos
prolongados en los dque se requiere un aumento paulatino de la dosis a medida dque se
desarrolla la tolerancia. Son un ejemplo los tratamientos aplicados en pacientes con céancer
terminal. También se incluyen las concentraciones alcanzadas en tratamientos de
detoxificacién con metadona y buprenorfina en individuos que son, en su mayoria, tolerantes a
los opiaceos.

Abuso que comprende las dosis y concentraciones mas elevadas gque se han descrito en
individuos drogodependientes y en individuos adictos muertos por sobredosis. Son por lo tanto
las concentraciones limite o méximas que si se sobrepasan tienen un efecto 1letal.

b- Las dosis que se muestran corresponden en la mayoria de los casos a administraciones
intravenosas y en menor mediada intramusculares y subcutaneas. Solo en el caso de metadona se
han incluido dosis orales. El tratamiento farmacocinético (Dosis/Volumen de distribuciébn) se
traduce en las concentraciones plasmaticas del estado estacionario (13). (Los volumenes de
distribucién de cada opiaceo pueden encontrarse en la Tabla 1 de INTRODUCCION).

c- Las rangos de concentraciones obtenidas directamente de la literatura incluyen tanto
las concentraciones maximas que se alcanzan en el plasma (poco tiempo después de 1la
administracién) como las concentraciones del estado estacionario (que se alcanzan tras un

tiempo determinado después de la administracién).

Los ICxo <citotéxicos corresponden a los ICTO promedios obtenidos con 1los tres
parametros de citotoxicidad (LDH, PROT. y MTT) en cultivos de hepatocitos humanos expuestos a
los opiadceos durante el periodo 24-48 h. Los valores RT resultaron del cociente entre la
concentracién plasmatica mas elevada y el ICio citotdéxico correspondiente.

Los ICxo metabdélicos son el promedio de los ICxo obtenidos con los dos ©parametros
metabélicos mas sensibles ( sintesis de glucégeno, sintesis de albumina o ureogénesis; ver
Tabla 2). Los valores RT resultaron del cociente entre la concentraciédn plasmatica mas

elevada y el ICxo metabdélico promedio correspondiente.

Referencias: (Dosis: 33, 88, 124, 125, 128, 160, 161, 165, 166, 190, 216, 223)
(Conc. plasmaticas: 8, 12, 20, 70, 76, 115, 120, 125, 134, 149, 160, 161, 173,
174, 188, 190, 202, 225).



Los valores RT son elevados para cualquier tipo de
tratamiento in vivo: Los tratamientos clinicos se corresponden
con valores de RT muy variables desde 0,02 (125), hasta 0,4
(225), por 1lo tanto dependiendo de 1la dosificacién y del
individuo el riesgo de alteracién funcional hepdtica es mayor o
menor. En los tratamientos crénicos (pacientes con dolor crénico
o detoxificacién de drogadictos) las dosis son superiores debido
al desarrollo de tolerancia; 1los RT aumentan de modo paralelo
superando la unidad. De todos modos, la variabilidad de respuesta
en el honbre también es grande con estos tratamientos y como
consecuencia se pueden encontrar RT tan pequenfios como 0,04 (33,
120). Por ultimo, los casos de abuso de la metadona conllevan un
elevado riesgo de alteracién funcional hepdatica, asi lo
justifican los valores de R_ comprendidos entre 0,5 y 2 (8, 33,
225).

La buprenorfina presenta valores de RT muy bajos, por lo que
puede considerarse en principio un opidceo de menor riesgo
hepatotéxico. Este fdrmaco es utilizado al igual que la metadona
en los tratamientos de deshabituacién; pero seguin las
conclusiones derivadas de este estudio la buprenorfina presenta
un potencial hepatotéxico muy inferior al de 1la metadona. Su
elevada potencia como opidceo agonista permite la administracién
de dosis relativamente pequefias tanto durante 1los tratamientos
agudos como durante los crénicos (56, 65, 116, 132, 150); por
otra parte, el desarrollo de tolerancia a la buprenorfina se ha
calificado de muy poco frecuente (111, 129, 210). En cualquier
caso, debido al breve periodo de tiempo que se viene

comercializando este opidceo, no se conoce su potencial adictivo.

Resumiendo, 1los resultados de este trabajo sugieren que los
opidceos morfina, meperidina y buprenorfina, a las dosis
terapetticas habituales, es poco probable que tengan efectos
hepatotéxico o alteren el metabolismo hepdtico humano. Sin
embargo, las dosis elevadas de morfina y meperidina utilizadas
durante el abuso pueden alterar el metabolismo hepatico y, de
modo indirecto, la homeostasis general del organismo. La
metadona, al contrario que los otros tres opidceos, es probable
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que tenga un efecto hepatotéxico o de alteracién metabdlica en el
hepatocito humano - incluso durante tratamientos terapetuticos
crénicos en individuos habituados o bien durante su abuso.

En cualquier caso, hay otros factores relacionados con 1los
opidceos que si se tienen en consideracién pueden suponer ! un
mayor potencial hepatotéxico para estos compuestos:

- En primer lugar hay que destacar que los resultados in
vitro extrapolados corresponden a tratamientos agudos en los que
los opidceos se incorporan una sola vez al cultivo. En la
realidad, el empleo de estos farmacos durante el tratamiento del
dolor crénico o durante los procesos de deshabituacién, implica
la administracién repetitiva durante semanas, meses e incluso
afnos (10, 19, 120, 131, 142, 182, 202). Este tipo de tratamiento
es nuy dificil de’ reproducir en el cultivo primario de
hepatocitos humanos; de todos modos, los estudios realizados con
tratamientos de 3 dias indican que la citotoxicidad de estos
compuestos - aumenta considerablemente de un modo progresivo a 1lo
largo del tiempo de tratamiento: como consecuencia, puede
inferirse que, in vivo, dosis uUnicas que no tienen un repercusién
apreciable en el higado humano pueden originar una disfuncién
hepatica cuando se administran. repetitivamente en los
tratamientos crénicos.

- Las concentraciones consideradas para la extrapolacién de
los resultados son concentraciones plasmdticas; sin embargo, es
un hecho conocido el que muchos fdrmacos se acumulan en ciertos
tejidos del organismo a concentraciones bastante superiores a las
plasmdticas. En el caso de los opidceos, se ha descrito su
capacidad para acumularse en el tejido hepdtico (125, 160, 161,
216); este fendémeno puede estar relacionado con la metabolizacidén
hepdtica de los opidceos y su elevado porcentaje de circulacién
enterohepatica. Como dato concreto se puede decir que 1la
meperidina y la metadona se han encontrado 3-7 veces mas
concentradas en el tejido hepdtico que en el plasma, en un numero
considerable de individuos fallecidos por sobredosis (8).
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Por ello, cabe
opidceos que se
concentraciones

esto supondria

asumir que las concentraciones plasmaticas de los

muestran en la Tabla 3,

en el tejido hepdtico varias veces

una

elevacién considerable de los RT

potencia hepatotdéxica de los opidceos.
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3) Hepatotoxicidad comparada de los
opiaceos en distintos sistemas celulares
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3.1 EFECTO DE 10S OPIACEOS SOBRE LOS HEPATOCITOS DE RATA Y
LINEAS CELULARES CONTINUAS.

COMPARACION CON 1.0S HEPATOCITOS HUMANOS

El estudio del efecto citotéxico de los opidceos en otros
sistemas celulares (hepaticos y no-hepaticos), distintos a los
hepatocitos humanos, tuvo por finalidad resolver las siguientes
cuestiones:

1.- ¢ Son los hepatocitos humanos especialmente susceptibles
a la accién de los opidceos, o es un fenémeno comin en otras
especies ?

2.- ¢ El1 efecto citotdxico de 1los opidceos es Organo-
especifico (hepatotéxico en este caso), o se corresponde mds bien
con un fendmeno basal que se expresaria de modo similar en
cualquier tipo celular ?

Para responder a la primera pregunta el efecto citotéxico de
los opidceos se estudié también en cultivo primario de
hepatocitos de rata. La rata es el animal de laboratorio usado
con mayor frecuencia en los ensayos de toxicidad, y la inmensa
mayor parte de los resultados han sido obtenidos en este animal.
La rata tiene, no obstante, un patrén de metabolismo de farmacos
y una susceptibilidad a hepatotoxinas distinta, en parte, a 1la
del hombre (103), por lo que no es extrafio que en ocasiones un
mismo fadrmaco tenga un mayor efecto hepatotéxico en el hombre que
en la rata o viceversa.

En la Tabla 4 se muestra el resumen de los resultados
obtenidos (IC50 e IC__ promedio) en 1los distintos sistemas
celulares empleados. También se muestran como referencia, 1los
resultados correspondientes a hepatocitos humanos.

Los resultados obtenidos en hepatocitos de rata con
meperidina, metadona y buprenorfina, fueron bastante similares a
los obtenidos en hepatocitos humanos, independientemente del
periodo de exposicién considerado. Sin embargo, 1la morfina
resulté ser mds citotéxica para los hepatocitos de rata que para
los humanos.
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Tabla 4. Citotoxicidad de 1los opiaceos en distintos sistemas

celulares hepaticos y no-hepaticos.

IC IC
50 10
MOR MEP MET BUP | MOR MEP MET BUP
H . Humanos
1-24 h 1,12 1,73 0,25 0,10 | 0,39 0,68 0,10 0,05
24-48 h 4,11 2,45 0,30 0,11 | 1,58 0,49 0,15 0,06
H. Rata

1-24 h 0,28** 2,55 0,31 0,04**| 0,16 1,21 0,21 0,03

24-48 h 1,17** 2,90 0,38 0,12 | 0,35"" 0,86 0,13 0,06
HepG2 3,31°" 1,10°° 0,10° ° 0,04 | 0,65 0,28° ° 0,04°° 0,02
FaO 5,88°° 0,91°° 0,16° ° 0,04 | 2,84°° 0,33°° 0,05 " 0,02
3T3 2,93°° 1,22°° 0,07°° 0,04 | 1,38 0,56°° 0,04° ° 0,03
Hela 4.97°° 1.26°° 0.17°° 0.08 11.53°° 0.60 0.07°° 0.03
Significativamente distinto (p<0,01) respecto al

correspondiente valor en hepatocitos humanos, en el mismo periodo
de tratamiento, segtn el test de Newman-Keuls.

Significativamente distinto (p<0,01) respecto al valor
promedio correspondiente a hepatocitos diferenciados, seguan el

test de Newman-Keuls.

Por otra parte la morfina fué considerablemente mas
citotdéxica en el periodo 1-24 h que en el periodo 24-48 h; este
fenémeno se observé tanto en hepatocitos humanos como en

hepatocitos de rata.
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En las etapas tempranas del cultivo (1-24 h) las actividades
de biotransformacién son superiores que en las etapas posteriores
(24-48 h) (59, 158, 221); como consecuencia, la metabolizacién de
la morfina serd también mids intensa en las primeras etapas del
cultivo, vy esto puede estar asociado con una mayor produccién de
metabolitos reactivos con accién hepatotéxica. Esta hipétesis
estd en consonancia con los trabajos de varios autores gque
sugieren que la citotoxicidad de la morfina en hepatocitos de
rata aislados es consecuencia de la generacién de un metabolito
reactivo (71, 177).

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, podemos
sugerir que la citotoxicidad de 1la morfina puede estar
relacionada con su mayor o menor biotransformacién tanto en
hepatocitos humanos como en hepatocitos de rata; por otra parte,

‘la posible existencia de distintos patrones de metabolizacién
entre la rata vy el hombre hacen que 1la citotoxicidad de 1la
morfina sea unas 4 veces superior en hepatocitos de rata. Los
otros tres opidceos parecen ejercer su accién de modo distinto a
la morfina sin presentar diferencias importantes entre 1los dos
sistemas estudiados.

Para responder a la cuestién de si el efecto citotéxico de
los opidceos es Organo-especifico (hepatotéxico), O es un
fenémeno basal comun para cualquier tipo celular, se utilizaron
cuatro lineas celulares. HepG2 y FaO, que son de origen hepatico

y conservan varias caracteristicas propias del hepatocito adulto
diferenciado (63, 68, 78, 79); en el caso de HepG2 se ha
detectado incluso la presencia de citocromo P-450 y actividades
monooxigenasas asociadas (58, 101, 200). Hela y 3T3 no son de
origen hepdtico y sirven como controles para examinar si 1los
efectos observados son especificos o no de los hepatocitos (74).

El efecto citotéxico de los opidceos fue muy similar en las
cuatro 1lineas celulares y no se apreciaron diferencias de
sensibilidad a 1los opidceos entre 1lineas hepdticas vy no-
hepdticas. Tampoco hubo diferencias significativas entre los
resultados obtenidos con lineas de origen humano (HepG2 y Hela) y
los obtenidos con lineas derivadas de roedores (FaO y 3T3).
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La comparacién de los resultados obtenidos con hepatocitos
en cultivo y 1los obtenidos con las 1lineas celulares si que
presenta diferencias significativas:

- La citotoxicidad de la morfina en hepatocitos en cultivo
(ICSo promedio 1,67 mM; Ic__ promedio 0,62 mM) es superior que en
las cuatro lineas celulares (IC50 promedio 4,27 nmM; IClo promedio
1,60 mM).

- La meperidina y 1la metadona tienen, en cultivo de
hepatocitos, valores IC50 e IClo mas de 2 veces superiores que
los respectivos IC50 e IC10 obtenidos en lineas celulares. Por
lo tanto, estos dos opidceos parecen ser mas citotéxicos para las
lineas celulares que para los hepatocitos diferenciados

- La buprenorfina también mostré una citotoxicidad
ligeramente superior en lineas celulares, pero esta diferencia
fue, en términos absolutos, inferior a 1la encontrado con
meperidina y metadona. '

Por lo tanto, se puede concluir que la morfina fue el unico
de 1los cuatro opidceos cuya citotoxicidad fue especifica para
hepatocitos diferenciados y por lo tanto es el unico opidceo que
podemos clasificar de hepatotéxico. Los resultados obtenidos con
los otros tres opidceos parecen indicar que las lineas celulares
son mds sensibles a su citotoxicidad gque 1los hepatocitos
diferenciados.

No hay que olvidar que la funcién detoxificadora del higado,
aunque en ocasiones potencie 1la hepatotoxicidad de algunos
xenobidéticos, por lo general tiene como objetivo biotransformar
compuestos perjudiciales en otros menos dafinos (14, 83, 84,
114).

La metabolizacién de 1la meperidina, 1la metadona y 1la
buprenorfina se realiza principalmente en el tejido hepdtico (80,
125, 160, 161, 216); las lineas celulares debido a su mayor o
menor grado de desdiferenciacién no poseen estos mecanisnos
biotransformadores, excepto en alguna linea (HepG2) en la que se
han descrito niveles de actividad muy bajos (58, 200); la escasa
o nula metabolizacién de la meperidina y la metadona en las
lineas celulares puede ser la causa de su mayor citotoxicidad.
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Hay evidencias que sugieren que 1la inhibicién de la
metabolizacién de la metadona (32, 159) y de la meperidina (26,
53, 154) es la causa del incremento de la mortalidad observado en
animales y hombres tratados con farmacos que inhiben dicha
metabolizacién. Es probable por lo tanto, que la metabolizacién
de estos opidceos origine metabolitos inactivos, menos téxicos
que sus compuestos originarios; en las lineas celulares debido a
la carencia de mecanismos biotransformadores la accién de estos
opidceos per se seria mads perjudicial que en 1los hepatocitos
diferenciados.

Por otra parte, estos resultados parecen sugerirﬂ que la
meperidina, la metadona y la buprenorfina no poseen un éfecto
citotéxico especifico en los hepatocitos. Sin embargo, hay dque
recordar dque estos compuestos si que son capaces de alterar
procesos especificos del metabolismo hepatico a concentraciones
subletales; 1lo que puede a su vez afectar la homeosfasis general
del organismo. Ademds, algunas caracteristicas de estos tres
opidceos como su elevada acumulacién hepatica, y su intensa
circulacién enterohepatica (80, 125, 160, 161, 216) pueden
favorecer la aparicién de una lesién en el higado antes de causar
dafios en otros tejidos del organismo.

3.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LA METABOLIZACTON DE I.A MORFINA
EN 1.0S DISTINTOS SISTEMAS CELULARES

Los resultados descritos en los apartados anterior sugieren
que la citotoxicidad de la morfina en los distintos sistemas
celulares puede estar directamente relacionada con su mayor o
menor capacidad metabolizadofa. Ademds, se ha demostrado que este
opidceo es méas lesivo en las etapas tempranas del cultivo de
hepatocitos, cuando también hay una mayor capacidad
biotransformadora.
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Para confirmar esta relacién entre hepatotoxicidad y
biotransformacién de la morfina se estudié su metabolizacién en
los distintos sistemas celulares mediante HPLC: se evalué el
descenso de la concentracién de morfina en el medio de cultivo a
lo largo del tiempo de incubacidn; y las variaciones de
concentracién encontradas se tomaron como velocidades de
metabolizacién.

Seguin este criterio, la velocidad de metabolizacién estimada
en cultivo de hepatocitos de rata durante el periodo 1-3 h, se
situd alrededor-de 0,3-0,6 uymol/mg; valor muy superior al valor
de captacién descrito en la literatura (123).

Asi mismo, los resultados obtenidos indican que en
hepatocitos de rata, la metabolizacién de la morfina fue mayor en
el periodo 1-3 h del cultivo en comparacién con el periodo 24-27
h. En hepatocitos humanos no hubo velocidades de metabolizacién
significativamente distintas en los dos periodos estudiados (1-3
h y 24-27 h). En el caso de las lineas celulares continuas no se
detectod »metaboliéacién de morfina en el periodo de tiempo
estudiado (24-27 h).

Por otra parte, 1los resultados obtenidos con hepatocitos
humanos y de rata parecen indicar que, paralelamente a la
desaparicién de la morfina del medio de cultivo, se observa 1la
aparicién de nuevos picos correspondientes a 1los metabolitos
originados durante su biotransformacién. Los perfiles
cromatogrdficos registrados son muy similares a los encontrados
por Nagamatsu y col. (177) utilizando un sistema experimental
similar al nuestro (hepatocitos de rata en suspensién); estos
autores encuentran tres nuevos picos correspondientes a tres
compuestos mds polares derivados de la metabolizacién de 1la
morfina e identificados como conjugado de morfina y 4&cido
glucurénico, conjugado de morfinona y glutation y, en menor
proporcién, normorfina. En nuestros caso también se detectan en
hepatocitos de rata tres nuevos picos correspondientes a
compuestos con menor tiempo de retencién (mds polares) y que
seguramente se corresponden con los metabolitos de 1la morfina
encontrados e identificados por Nagamatsu y col. (177).
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La clasificacién de los distintos sistemas conforme a su
capacidad metabolizadora coincide en lineas generales con la
clasificacién segin su sensibilidad a la citotoxicidad de 1la
morfina: _

1) La médxima metabolizacién de la morfina se encontrd en
hepatocitos de rata en el periodo 1-3 h. La citotoxicidad de 1la
morfina en el periodo equivalente (1-24 h) fue 1la mayor
encontrada entre 1los distintos sistemas estudiados Ic5°=0,28;
IC__=0,16 mM.

2) La metabolizacién de morfina fue claramente inferior
tanto en hepatocitos de rata durante el periodo 24-27 h, como en
hepatocitos humanos en 1los dos _periodos estudiados. La
citotoxicidad de la morfina correspondiente a esos periodos y a
esos sistemas fue también inferior (1-4 mM (Icso) y 0,4-1,5 mM
(IC:LD)). ‘ : ' ) .

3) En lineas celulares no se detecté metabolizacién de este
opidceo y esto se correspondié con la menor citotoxicidad de 1la
morfina encontrada (3-6 mM (Icso) y 0,7-2,8 mM (Ic;o)).

Por lo tanto todos estos experimentos parecen demostrar que

el efecto hepatotoxico de la morfina estd en relacién directa con
su mayor o menor grado de metabolizacién.
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Conforme a las evidencias experimentales presentadas en esta
Tesis Doctoral, 1las conclusiones mas importantes que se derivan
son las siguientes:

1.- Los opidceos morfina, meperidina, metadona y
buprenorfina son citotéxicos para los hepatocitos humanos en
cultivo primario, a concentraciones incluidas en el rango
0,01-4 mM. El1 efecto es m&s acusado en las primeras etapas del
cultivo y, en los tratamientos prolongados, aumenta el potencial

citotéxico de estos fdrmacos entre 3 y 11 veces.

2.- Los opidceos alteran el metabolismo del hepatocito
humano a concentraciones subcitotéxicas. Las funciones
metabélicos mds sensiblemente afectadas fueron la sintesis de
glucégeno, de albimina y de urea.

3.-— Los datos in vitro sugieren que 1la hepatotoxiciad
relativa de los cuatro opidceos es:
Buprenorfina > Metadona > Meperidina > Morfina

4.- Los opidceos, a las dosis terapeudticas habituales, es
poco probable que causen un efecto hepatotdéxico grave o alteren
substancialmente el metabolismo hepdtico in vivo. Sin embargo,
durante 1los tratamientos crénicos con dosis elevadas Yy en
situaciones de abuso, si pueden alterar el metabolismo de 1los
hepatocitos y, de modo indirecto, 1la homeostasis general del
organismo; siendo 1la metadona el opidceo con mayor potencial

hepatotéxico para el hombre.

5.— Los estudios comparativos con hepatocitos de rata vy
lineas celulares mostraron que la morfina fue el uUnico de 1los
cuatro opidceo que mostré una citotoxicidad especifica para
hepatocitos diferenciados, con distinta sensibilidad entre
especies (hombre y rata). La meperidina, 1la metadona y 1la
buprenorfina causaron una citotoxicidad mayor en los sistemas
celulares mds desdiferenciados (lineas celulares continuas) con
escasa o nula capacidad biotransformadora.
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6.- Los estudios de metabolizacién por HPLC, las cinéticas
de deplecién de GSH y los andlisis comparativos de la
citotoxicidad de 1la morfina en distintos periodos y sistemas
celulares, indican que el efecto hepatotéxico de este opiaceo
estd directamente relacionado con su mayor o menor dgrado de

metabolizacién.
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