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SUMMARY

La  insuficiencia  hepática  fulminante  en  independencia  de
su  etiología  conduce  a la  muerte  en  la  mayoría  de  los  casos.
No  existe un  modelo  experimental  que  cumpla  los  requisitos
apropiados  para  conseguir  un  cuadro  de  11ff.  Por  este  mo
tivo  se propone  un  nuevo  modelo  de  IHF.  La administración
de  500 mg/kg.  de  peso  de  acetaminofén  por vía  endovenosa,
asociado  a  20-30  mg/kg.  de  peso  de  pentotal  sódico  en  el
perro  permite  conseguir  un  fallo  hepático  fulminante  que
queda  demostrado  por  la  intensa  necrosis  hepatocitaria  evi
denciada  cualitaliva  y  cuantitativamente  acompañándose  de
una  marcada  alteración  bioquímica,  siendo  la bilirrubinemia
el  parámetro  que  se  relaciona  más  estrechamente  con  el por
centaje  de  necrosis  hepática.  Se demuestra  también  la  afec
tación  del mecanismo  detoxificador  a la  vista de  los  cambios
en  el metabolismo  de  la  droga  en  los  animales  con  necrosis
masiva.  Este  modelo  muestra  gran  especificidad,  siendo  re
producible  y  reversible.  No  supone  grave  riesgo  para  el  in
vestigador  y  al  aplicarse  en  un  animal  de fácil  manejo  puede
ser  de gran  utilidad  en  la aplicación  de  nuevos  protocolos  mé
dicos  y/o  quirúrgicos  en  la  IHF  de  cualquier  etiología  o  es
pecíficamente  en  la  intoxicación  por  acetaminofén.

Fulminant  Hepatic  Failure  from  any etiologyleads  to death
in  most  cases.  Theres  is  no  experimental  model  fulfiling  the
requirements  of  this condition  in the  laboratory.  The authors
propose  a new model  by the  administration  of  an association
of  acetaminophen  500 mg/kg.  b.w.  and  Sodium  Thiopento
ne  20-30ntg/kg.  B.W.  to  the  dog  with  the  goal  of  achieving
F.H.F.  with  intense  liver  celI necrosis  both  from  qualitative
and  quantitntive  points  of  view.  Biochemical  changes  are
marked  being  the  bilirubine  levels  the  ones  more  closely  re
lated  to  the  degree  of  hepatic  necrosis.  Drug  metabolism
changes  in the animals  thus  treated  show  an afectation  of  de
toxifying  mechanisms.  This  model  is  a  highly  specific  one,
being  both  reproductible  and  reversible.  Its management  in
dudes  no  serious  risks  to  the  ¡nvestigator  and  the  authors
view  it  as  a  good  help  for  the  study  of  medical  aud  surgical
approaches  to  FH1F of  any  etiology  or  else  specifically  for
Acetaminophen  toxicity.

Este  trabajo fue  galardonado  con  el Premio
de  la III  Reunión  de Investigación  del  Hospi
tal  Militar  Central  «Gómez  Ulla»  1985.
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Hepatitis  fulminante.  Estudio
morfológico  y bioquímico  —

evolutivo  y  parámetros
pronósticos  en un nuevo
modelo  experimental

INTRODUCCION

La  inuficiencia  hepática  fulminante
(IHF),  cualquiera  que  sea su  etiología,
conlieva  una  elevada  mortalidad  que
puede  llegar  a  alcanzar  hasta  un  90%
(24).  El pronóstico  de los enfermos  con
coma  hepático  grado  111-1V es  lamen
tablemente  infausto,  sin  que  ninguna
pauta  terapéutica  utilizada  hasta  la  fe
cha  pueda  afirmarse  que  sea  realmen
te  eficaz  (27).

Al  grado  de  gravedad  de  estos  enfer
mos  que  padecen  este  síndrome  polie
tiológico  hay  que  añadir  dos  hechos
negativos:

•  No  existen  parámetros  clínicos
realmente  efectivos  para  estudiar  y va
lorar  estos  enfermos,  que  alcanzan  un
estadio  terminal  en  pocas  horas.

•  Actualmente  no  existe  un  modelo
experimental  válido  de  fallo  hepático
fulminante  que  permita  el  estudio  de
nuevos  protocolos  terapéuticos  y  la
búsqueda  de  un parámetro  fiel del gra
do  evolutivo  de  la  lesión  hepática  ful
minante  (6).

Los  requisitos  necesarios  para  que
un  modelo  de  IHF  sea válido  han  sido
especificados  por  diferentes  autores  (2,
29):

1.  Que  el animal  elegido  sea  gran
de.

2.  Que la muerte  del animal  se pro
duzca  por  daño  hepático.

3.  Que  sea  una  lesión  potencial
mente  reversible.

4.  Que sea reproducible.
5.  Que  suponga  el  mínimo  riesgo

para  el investigador.
Han  sido  publicados  bajo  estos  con

ceptos  numerosos  modelos  experimen
tales,  pudiéndose  asegurar  que  hasta  la
fecha  no  existe  ninguno  o  que  cumpla
fielmente  estos  requisitos  (6,  8)  y,  lo
que  es  más lamentable,  ninguno  o que
pueda  ser aplicado  a  la  clínica  huma
na.  Requisito,  este  último,  que  sin ser
enumerado  en  la  literatura,  considera
mos  que  debería  ser  primordial.

El  análisis  de  los  insatisfactorios
modelos  publicados,  junto  al  aumento
de  intoxicaciones  mortales  por  Aceta
minofén  nos  ha llevado  a  la utilización

de  este  fármaco  para  la  realización  de
un  modelo  experimental,  que  reunien
do  los  requisitos  mencionados,  tenga
una  evidente  aplicación  clínica.

El  Acetaminofén  es un  analgésico  le
ve  de amplia  distribución  mundial,  que
a  dosis  terapéuticas  no  muestra  efectos
secundarios  importantes  (1).

Fue  introducido  en la farmacopea  en
la  década  de  los  años  cincuenta  en  In
glaterra  (28),  publicándose  en  1966 los
dos  primeros  casos  de  necrosis  hepáti
ca  fulminante  secundaria  a  sobredosis
por  intento  de  suicidio  (7).  Desde  en
tonces  la  frecuencia  de  esta  patología
ha  ido aumentando  rápidamente  en  In
glaterra  (4,  14,  18,  21,  22)  extendién
dose  a  otros  países  como  Estados  Uni
dos  (11,  15 16), Francia  (12) y España
(25).  La mortalidad  predecible  para  los
más  de  10.000  enfermos  intoxicados
anuales  es  de  100 a  150 (30).

Esta  elevada  frecuencia  de  necrosis
hepática  fulminante  por  este  medica
mento  ha  inducido  a  una  gran  canti
dad  de  investigadores  a estudiar  su me
canismo  fisiopatológico  y a intentar  es
tablecer  en  diferentes  animales  un  mo
delo  experimental  válido  (3,  5,  9,  10,
13,  19,  26,  31,  33).  Los resultados  ob
tenidos  no  han  sido  uniformes  al utili
zar  corno  vía  de  administración  del
tóxico  la  oral  y/o  la  intraperitoneal.

Nosotros,  para  obviar  la  problemá
tica  de  las  variaciones  en  la  absorción
del  fármaco  que  conducen  a resultados
no  uniformes,  hemos  utilizado  una  ori
ginal  preparación  intravenosa,  obte
niendo  un  modelo  experimental  repro
ducible-standard  de  IHF.

Los  objetivos  de nuestro  trabajo  han
sido:

•  Obtener  un  modelo  válido  origi
nal  de  IHF  en el perro,  que  cumpla  los
requisitos  ya establecidos,  utilizando  el
Acetaminofén  por  vía  intravenosa.

•  Estudiar  la  correlación  entre  dosis
del  fármaco  y  daño  hepático.

•  Analizar  los  hallazgos  morfológi
cos  y  bioquímicos  y su posible  correla
ción  para  la  búsqueda  de  parámetros
pronósticos  encaminados  a una  posible
terapéutica.

MATERIAL  Y  METODOS

Se  emplearon  un  total  de  30  perros
de  raza  indefinida,  indistintamente
machos  o hembras,  divididos  en  los si
guientes  grupos:

•  GRUPO  1: Constituido  por  5 ani
males,  a  los que  se administró  250 mg.
por  Kg.  de  peso  de  Acetarninofén  por
vía  intravenosa  y  20-30 mg.  de  Pento
tal  Sádico.  Todos  ellos  fueron  sacrifi
cados  a  las  72 horas.

•  GRUPO  II:  Formadopor  10 ani
males  a  los  que  se  les  perfundió  una
dosis  de  500  mg.  por  Kg.  de  peso  de
Aceminofén  i.v.  y misma  dosis  de Pen
total  Sádico.  Se hicieron  dos  subgru
pos:

•  GRUPO  II A:  Cinco  animales  que
fueron  sacrificados  a  las  48  horas.

•  GRUPO  II B: Cinco  animales  que
fueron  sacrificados  a  las  72  horas.

•  GRUPO  III:  A  10 animales  se les
perfundió  una  dosis  de  500  mg.  por
Kg.  de  peso  de  Acetaminofén,  siendo
todos  ellos  sacrificados  a  las  72 horas.
Cinco  de  ellos  recibieron  conjunta
mente  20-30  mg.  de  Pentotal  Sódico
(GRUPO  III  A),  mientras  que  a  los
cinco  restantes  sólo  se les perfundió  el
Paracetamol  (GRUPO  III  B).

•  GRUPO  IV  (Control):  Cinco  ani
males  a  los  que  se  les administró  úni
camente  el Pentotal  Sádico,  a  dosis  de
20-30  mg.  por  Kg. de  peso.

La  solución  de Acetaminofén  se pre
paró  disolviendo  10  grs.  del  fármaco
en  1.000 ml.  de suero  salino  isotónico,
utilizándose  como  conservador  meta
bisulfito  sódico  (0,5 mcgr/ml.).  Poste
riormente  se  filtró  la  solución  por  pla
ca  de  vidrio  y se esterilizó  durante  una
hora  a  100°C  en un  recipiente  hermé
ticamente  cerrado.  A  todos  los anima
les  de  los  grupos  1,  II  y  III  se  les  ad
ministró  dicha  solución  en  la  dosis
correspondiente,  canalizando  una
gruesa  vena  de  la  cara  dorsal  de  una
de  las  extremidades  superiores.  Algu
nos  de  ellos,  como  ya  hemos  especifi
cado,  recibieron  además  una  dosis  de
Pentotal  Sádico.  La  perfusión  se  rea
lizó  durante  45-60 minutos.

En  los grupos  1 y  II  se  extrajo  san
gre  para  control  analítico  a  las  48  ho
ras,  mientras  que  en  los  grupos  III  y
IV  se  realizó  a  las  4,  24  y  48  horas.

Los  parámetros  determinados  fue
ron  GOT,  GPT,  LDH,  Fosfatasa  Al
calina  y  bilirrubina  en  los  grupos  1 y
II,  analizándose  además  en  los grupos
III  y IV la  GGT  y GLDH.  En  el grupo
III  se  determinaron  además  los  picos
plasmáticos  de  Acetaniinofén  a  las  4,
24  y  48 horas.

La  sangre,  una  vez extraída,  fue cen
trifugada  a  3.000  r.p.m.  durante  10
minutos  y  el  suero  congelado  a
—20°C.

Los  niveles  séricos  de Acetaminofén
fueron  evaluados  mediante  enzimoin
moensayo  homogéneo  según  técnica
EMIT  manufacturada  por  SYVA
(Syva,  Palo  Alto,  California)  en  un  es
pectrofotómetro  Gilford  Stasart-3,
con  dispensación  automática  de  mues
tra  y  computarización.  Los  coeficien
tes  de  variabilidad  intra  e  interensayo
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de  la  técnica  fueron  de  3,2  y  5%,
respectivamente.

Las  concentraciones  catalíticas  de
ASAT  y  ALAT  (GOT  y  GPT)  se  de
terminaron  mediante  el  método  estan
darizado  de  la  IFCC,  la  de  GGT  por
la  técnica  de Szasz,  la  ALP  (Fosfatasa
Alcalina)  por  metódica  recomendada
por  la  Sociedad  Francesa  de  Biología
y  la  GLDH  (glutámico  deshidrogena
sa)  se  valoró  según  el  modelo  de  refe
rencia  de  la Sociedad  Alemana  de Quí
mica  Clínica.  La cantidad  de  bilirrubi
na  sérica  se  tipificó  por  el  método  de
Malloly-Evelyin.  Los  reactivos  fueron
suministrados  por  Cromatest  (Knic
kerbocker)  y  Boehringer  Manheim,
realizándose  las  técnicas  en  un  autoa
nalizador  multicanal  selectivo  Hita
chi-705.

Una  vez  sacrificados  los  animales,
las  muestras  de  hígado  fueron  fijadas
en  formol  al  10%,  siendo  incluidas  en
parafina.  Se  realizaron  cortes  de  6  u
que  fueron  teñidos  con  hematoxilina
eosina,  PAS,  PAS-diastasa,  tricrómi
co  de  Masson  e impregnación  argénti
ca  de  Wilder.

Durante  el  estudio  de  las  biopsias
hepáticas  se  clasificaron  los  distintos
casos  siguiendo  la  gradación  de  Port
mann  (18),  con  discretas  modificacio
nes  personales,  introducidos  funda
mentalmente  para  recalcar  la  impor
tancia  de  los  puentes  de  necrosis  en  el
pronóstico  y evolución  de  este  tipo  de
lesiones  hepáticas.  Quedan  así  delimi
tados  dos  grados  de  escasa  relevancia
clínica  y buen  pronóstico  (Grados  O y
1)  y dos  de  fallo  hepático  con mal  pro
nóstico  (Grados  II  y  III):

•  GRADO  0:  Vacuolización  hepa
tocitaria.  No  necrosis.

•  GRADO  1: Focos  de  necrosis  dis
persa  con confluencia  o no de la lesión.

•  GRADO  II:  Necrosis  confluente
en  puente.

•  GRADO  III:  Necrosis  submasiva
o  masiva  (quedando  preservada  única
mente  la  zona  1 acinar).

Además,  se realizaron  estudios  este
reológicos  mediante  la  técnica  de  Wei
bel  (32),  con  contaje  de  puntos  para
evaluar  el  porcentaje  volumétrico  de

necrosis  en  los  animales  de  los distin
tos  grupos,  siendo:

n
v  =  ___

N

El  error  estándar  se calculó  según  la
siguiente  fórmula:

h1l—y.
ES  =  ____

n

oscilando,  al  contar  2.000  puntos  por
caso  entre  6%  y 0,1%.

RESULTADOS

Macroscópicamente,  en  el  Grupo  1,
los  hígados  no  mostraron  alteraciones
significativas,  salvo  un  color  rojizo,
más  oscuro  de  lo  habitual.  Los  perros
de  los  Grupos  II  y  III  A  mostraron
unos  hallazgos  similares,  ofreciendo
una  superficie  externa  de color  rojo  vi
noso.  Al  corte  eran  de  consistencia
blanda  con  tendencia  a  la  herniación,
mostrando  una  superficie  de  aspecto
congestivo  y  morfología  de  nuez  mos
cada.  Los grupos  III  B y IV no presen
taron  alteraciones  macroscópicas.

El  estudio  microscópico  mostró  dis
tintos  cuadros  en los  diferentes  grupos
como  consecuencia  de  las  dosis  varia
bles  recibidas  y  del  tiempo  de  evolu
ción  de  la  lesión  desde  la  administra
ción  de  las  mismas.

En  los  animales  del  Grupo  1 se  en
contraron  focos  de  necrosis  dispersa
(Fig.  1),  constituidos  por  cuerpos  de
Councilman,  con muy  escasa  reacción
inflamatoria  y  una  marcada  hipertro
fia  de las células  sinusoidales.  Estos  fo
cos  necróticos  mostraban  una  localiza
ción  acinar  periférica,  estando  por  tan
to  en  las  zonas  próximas  a  la  vénula
hepática  terminal.  En  algunos  anima
les,  o en  distintos  acinis  del mismo  ani
mal  existía  necrosis confluente  (Fig. 2),
pero  sin llegar a  formar  puentes.  En es
te  grupo  se encuadraron,  por  tanto,  to
dos  los  animales  en  el  Grado  1  de
Portmann.

En  el  Grupo  II  las  lesiones  fueron
distintas  según  el  subgrupo.  Así,  aque
llos  animales  pertenecientes  al  Grupo
II  A  tenían  extensas  áreas  de  necrosis
confluente  de  la  zona  3  acinar,  con
puentes  que  unían  las  vénulas  hepáti
cas.  Los  hepatocitos  de  las zonas  1 y 2
conservaban  su  disposición  trabecular
habitual  sin presentar  signos degenera
tivos  (Fig.  3). Estas  amplias  zonas  pro
ducían  distorsión  del  patrón  reticulíni

co,  con tendencia  a la formación  de  co
lapso  (Fig.  4)  y en  ocasiones  septos  pa
sivos.  Todos  los  animales  de  este  sub
grupo  (II  A)  correspondieron  a  un
Grado  II  de  lesión  de  Portmann.

Los  hallazgos  morfológicos  en  los
Grupos  II  B y  III  A  fueron  idénticos,
observándose  únicamente  un  ribete  de
hepatocitos  preservados  de  la  zona  1
acinar,  es  decir,  de  localización  peri-
portal  (Figs.  5 y 6). Todos  ellos corres
pondieron  a un Grado  III de lesión,  ex
cepto  uno  (Grupo  III  A),  con  altera
ciones  Grado  II.

En  todos  los casos las características
de  las  necrosis  fueron  similares  cuali
tativamente  (Figs.  7  y  8),  siendo  por
tanto  las  diferencias  únicamente  cuan
titativas.  Existía  una  distorsión  mi
croarquitectural,  con  numerosos  cuer
pos  acidófilos  y  hepatocitos  retraídos
eosinófilos  con  núcleo  picnótico.  Esto
producía  disrupción  de  la  trabécula  y
secundariamente  alteraciones  de  la  luz
sinusoidal.  Estas  y  la  prominencia  de
las  células  sinusoidales,  ocasionaban
congestión  de  intensidad  variable
(Fig.  9).  El  estudio  de  las  zonas  límite
necrosis-hígado  sano  mostró,  en  este
último,  signos degenerativos  hepatoci
tarios  precoces,  consistentes  funda
mentalmente  en  la  microvacuolización
citoplasmática  (Fig.  10) y ocasional  de
generación  balonizante.

En  los hepatocitos  necrosados  se evi
denció  una  depleción  de  glucógeno  ci
toplasmático,  que  se  conservaba,  sin
embargo,  a  nivel  del  hígado  sano
(Fig.  11). En  ninguno  de los casos exis
tía  reacción  inflamatoria  llamativa,  ni
a  nivel  de  los  espacios  porta,  ni en  las
zonas  de  necrosis,  recordando  así  las
lesiones  isquémicas  hepáticas.

El  Grupo  III  B no  presentó  focos  de
necrosis,  aunque  sí  diferentes  grados
de  vacuolización  y «coagulación»  pro
teica  citoplasmática  de  los  hepatocitos
(Figs.  12 y  13) de  las  zonas  3 acinares
y  ocasionalmente  de  las zonas  2 acina
res.  Correspondieron,  por  tanto,  los
animales  de  este  grupo  a  un  Grado  O
de  lesión  de  Portmann.

En  el  Grupo  1V (control)  no  se  ob
servó  ningún  tipo  de  lesión,  sin existir
necrosis  ni  vacuolización  (Grado  0).

En  dos  animales  del  Grupo  1 y  dos
del  Grupo  III  A  se  encontraron,  oca
sionalmente,  pequeñas  formaciones
granulomatosas  kupfferianas.  La loca
lización  de  estas  formaciones  fue  pre
ferentemente  acinar,  aunque  se  pudie
ron  observar  también  en espacios  por
ta.  Estaban  constituidas  por  escasas
células  inflamatorias,  algunas  células
sinusoidales  y  macrófagos  de  aspecto
epitelioide  (Fig.  14), sin encontrarse  en
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Fig.  1. —.4 nimal  Gr  ¡  2.  Focos de necrosis (N  dispersos. Es llamativa  la
hipertrofio  de células sinusoidales ,€—L Orado ¡de  Portmann (200 X  HE).

Fig.  2.—Animal  Gr ¡4.  Focos de necrosis (Nl,  con numerosos cuerpos de   Fig. 3,—Animal  Gr  1!  4 3. Necrosis confluente en puente (N) de la zona
Councilman  (4-).  Puede observarse necrosis confluente ( +-).  Grado ¡  de   acinar 3,  constituida por  cuerpos de Councilman con escasa reacción in
Portmann  (200 2<’ HE).                                           flamatoria. En el centro se observa un espacio porto  (EF’). Zona /  ucinar

preservada. Grado ¡1 de Portmann (/00  X  HE).

Fig.  4.—Animal Gr  ¡lA  3.  Colapso reticulínico (  —  1. Grado ¡ide  Pon-  Fig.5.—.4nimal  Gr  U  B 2.  Necrosts confluente en puente de las zOnas 2
mann.  (200 X  ¡mpregnación argéntica tic  Wilderl.                      y 3 atinares.  Unic’a,nente quedan algunos islotes de hepatocitos preser%i

dos  (-‘fr). Grado ¡1/ de Porimann.  (50 A’ HE).

Fig.  6.—.4nimal Gr /11 .4 5.  Necrosis confluente en puente de las zonas 2  Fig.  7.—Animal Gr ¡lA  5, Zona de necrosis. Numerosos cuerpos de Coun
3  ucinares. Hepatacitos preservados en torno a espacios porto (EP.  Nó-  dIman  con lla,nativo hiperirofla  de células sinusoidales (  ,i.  Orado  fi  de

tese una cánula hepática terminal con discreta fibrosis  de la pared (VHT).  Pon(n,ann (500 A’ HE).
Grado  ¡fi  de Portmann.  (lOO A’ Tric’rómico de Masson).
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Fig.  9.—Anima!  Gr  III  A 2.  Zona de necrosis. Distorsión  ,nicroarquitec
¡ural  con cuerpos de Councilman y discreta congestión sinusoidal. Grado
¡JI  de Porlmann  (500 X  Tricrómico de Masson).

Fig.  11.—A ni,nal Gr  ¡JI A  4. Pérdida de glucógeno a nivel de la necrosis
en  puente (N).  Se mantiene en torno a! espacio porta  (El’).  Vénula hepá
tica  terminal (VI-IT).  Grado ¡JI  de Por/mann  (100 X  PA 5).

Fig.  13. —A »imal G, III  II 4.  Extensas tonas de vacuolización citoplósmi
ca.  Grado O de Ponmann. (200 X  Tricró,nico de Masson).

Fig.  10.—Anima! Gr  JI!  A  2. Limite  entre zona de necrosis y hepatocitos
en  necrobiosis. Obsérvese la fina  microvacuolización (*1  citoplásmica en
estos  últimos.  Grado  ¡JI  de Portman.  (500 X  Tricró,n:co  de Masson).

Fig.  12.—Animal  Gr  ¡1! 8  1.  Vacuolización con «coagulación» citoplá.
,nica  3 acinar.  Grado O de Porttnann  (200 K HE).

Fig.  14.—Animal  Gr  11! A 5.  Junto a  un cuerpo de Coundllman (—) se
observa un «granuloma kupfferiuno»  (GK) constituido por escasas células
inflamatorias  y células de aspecto epitelioide. (500 X  HE).

Fig.  8.—Animal  Gr 111 A  4.  Zona de necrosis. Mismos hallazgos que en
la  figura  anterior.  En este caso se trataba de un Grado II!  de Portmann
(500  X  HE).
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ninguno  de  ellos  células  gigantes,  ni
áres  de  necrosis.

Los  estudios  analíticos  de  los anima
les  de  los Grupos  1 y IV no  mostraron
alteraciones  llamativas,  correlacionán
dose  por  tanto  con  los hallazgos  cuali
tativos  morfológicos.

En  los Grupos  II  y III  A  se observa
ron  elevaciones  ‘enzimáticas  similares
que  quedan  representadas  para  este úl
timo  grupo  en  sus  diferentes  determi
naciones  (4,  24  y 48  horas)  en  la  figu
ra  15.

Las  cifras  analíticas  del  Grupo  III  B
se  representa  en  la  figura  16.

Los  resultados  de  las  cifras  obteni
das  por  enzimoinmunoensayo  para  el
Grupo  III  (A y B) se representan  para
sus  tres  determinaciones  en la figura  17
A.  En  la figura  17 B se comparan  la vi
da  media  del  fármaco  con la  bilirrubi
na  y  el  porcentaje  de  necrosis  en  am
bos  subgrupos.

Para  terminar  este apartado  se expo
nen  los  resultados  cualitativos  y cuan
titativos  morfológicos  junto  con la  bi

lirrubina,  para  todos  los  grupos  estu
diados  (Tabla  1).

DISCUSION

En  la  consecución  de  un  modelo  ex
perimental  de  insuficiencia  hepática
fulminante  (IHF)  es  imprescindible  el
cumplimiento  de  una  serie  de  puntos
que  ya  han  sido citados  en  la introduc
ción  (2, 29).  Hace  escasos  meses  ha  si
do  publicado  por  Cuervas-Mons  y

cols.  (6) un  nuevo  modelo  que  asocia
una  hepatectomía  del  70% a  una  anas
tomosis  porto-cava  término-latera!,
aduciendo  estos  autores  la  eficacia  del
método,  encontrando  como  único  in
conveniente  la  dificultad  técnica  qui
rúrgica.  No  obstante,  es evidente  la in
validez  de  dicho  método  que  aunque
reproducible  y productor  de  IHF  no  es
en  ningún  caso  reversible  y  por  tanto
ineficaz  en  el estudio  de  protocolos  te
rapéuticos  médicos  o  quirúrgicos.

Fig.  15  8.—Determinaciones  analíticas  en  el  Grupo  III  A.  24  horas
pOStintoxjcacjón.

nO/ml                  E  GOT.VN.  39+82
(?PT.VN.  22+49

280                                                      LD)I.VN. 59+97

U   F.ALC.VN.  28+42

GLDO3.  3+15
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Fig.  15  A.—Determinaciones  analíticas  en  el  Grupo  III  A.  4  horas
postintoxicación.
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Hg.  15  C.—Determinaciones  analíticas  en  el  Grupo  lii  A.  48  horas
postintoxicación.
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Nuestro  modelo,  por  el  contrario,
satisface  plenamene  todos  los  requisi
tos.  El  perro  es  un  animal  de  tamaño
adecuado,  fácilmente  manejable,  tan
to  en  el  laboratorio  como  en el  quiró
fano.  En  estos  animales  el Acetamino
fén  junto  al  Pentotal  Sódico  produce
una  necrosis  masiva  demostrada  mor
fológicamente,  que  se reproduce  en los
diferentes  animales  y  que  es reversible
según  se  ha  indicado  en  la  literatura
(10)  sin  causar  ningún  efecto  nocivo
para  el  investigador.

Se  eligió  la vía  de administración  in
travenosa  no  utilizada  en  el  ser huma
no  ni  en  los  animales  de  experimenta
ción  (3,5,9,  10, 13,  19, 26,  31, 33), pa
ra  obviar  las  variaciones  individuales
en  la  absorción  del  fármaco  y  así  con
trolar  la  dosis  recibida  realmente  por
el  animal.  La  dosis  máxima  elegida  no
fue  muy  elevada,  puesto  que  en el  ani
mal  con  altas  dosis  se  puede  producir
la  muerte  antes de que  se produzcan  le
siones  reconocibles  microscópicamente
(13).

El  estudio  morfológico  de  la  necro

sis  hepática  por  Acetaminofén  es  inte
resánte  por  dos motivos:  en  primer  lu
gar  permite  analizar  la  evolución  his
topatológica  con  las  consiguientes  ini
plicaciones  patogénicas  del  daño  tisu
lar  y,  en  segundo  lugar,  porque  la  dis
tribución  necrótica  permite  comprobar
el  concepto  microcirculatorio  acinar  de
Rappaport  (23).

Los  hallazgos  anatomopatológicos
son  similares  a  los  descritos  en  la  lite
ratura,  tanto  en  el  ser  humano  (4,  7,

90

14,  16,  18,  33)  como  en  los  distintos
animales  de  experimentación  (3,  5,  9,
10,  13, 26,  31), habiendo  obtenido  con
los  diferentes  grupos  todos  los posibles
grados  de  lesión,  lo  cual queda  recogi
do  en  la  figura  18.

Es  llamativa  la tendencia  a  la  locali
zación  fundamentalmente  3  acinar  en
todos  los grupos,  que  es la  consecuen
cia  de  las  diferentes  actividades  enzi
máticas  de los hepatocitos  organizados
respecto  al  eje  microvascular  que  par-

mU,ml
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Fig.  16  .4. —Determinaciones  analíticas  en  el  Grupo  III  B.  4  horas
post-intoxicación.
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Fig.  16  B. —Determinaciones  analíticas  en  el  Grupo  III  B.  24  horas
postintoxícación.

Fig.  16  C.—Determinaciones  analíticas  en  el  Grupo  III  B.  48  horas
postintoxicación.
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te  de  la  arteriola  hepática  terminal  del
espacio  porta;  así,  en  la  zona  3  es
máxima  la  riqueza  en  microsomas  que
intervienen  en  el  metabolismo  de  las
drogas  (23).  Cuando  la  lesión  es  im
portante  se produce  necrosis confluen
te  en  la  zona  periférica  del  acini  sim
ple,  aunque  evidentemente  no  quedan
limitadas  a  éste,  sino  que  afectan  al
acini  complejo  produciéndose  necrosis
en  puente  veno-venular.

El  hallazgo  de  formaciones  granulo-
matosas  no  ha  sido  comunicado  pre
viamente  en  la literatura.  Es conocido,
sin  embargo,  que  un  número  muy  ele
vado  de  drogas  puede  producir,  al me
nos  por  un  mecanismo  inmunógeno  de
hepatotoxicidad  no  predecible,  forma
ciones  granulomatosas  (17). Las  carac
terísticas  morfológicas  de  estos  granu
lomas  es,  por  otra  parte,  bastante  ca
racterístico  en  el  hígado,  como  conse
cuencia  de una  respuesta  inmune.

Es  muy llamativo  un hallazgo  desco
nocido  hasta  la fecha  en  lo que  respec
ta  a  la  hepatotoxicidad  por  el  Aceta
minofén;  esto  es,  la  ausencia  de  dicho

efecto  tóxico  en  aquellos  animales  que
no  fueron  pretratados  con  Pentotal
Sódico.  Esto  queda  demostrado  tanto
a  nivel  morfológico  (Grado  1 de  Port
mann)  como  a  nivel  bioquímico  (Figs.
16  y  17 B).

En  el mecanismo  de la injuria  es pre
ceptivo  la  catabolización  del  Acetami
nofén  a  metabolitos  tóxicos  altamente
reactivos  que  en  un  primer  paso  son
neutralizados  por  el  glutatión.  Secun
dariamente,  cuando  éste  se satura,  di
chos  catabolitos  se  unen  mediante  un
enlace  covalente  irreversible  a  las  ma
cromoléculas  celulares  originando  la
muerte  del  hepatocito  (33).  Es  eviden
te  que aquellas  situaciones  que conduz
can  a  una  depleción  del  glutatión  he
pático  como  es el ayuno o la ingesta  al
cohólica  (21)  o  un  aumento  en  la  in
ducción  enzimática  (33) o  en  la  activi
dad  de  oxidasas  microsomales  (26)
conducirá  a  una  tasa  más  elevada  de
metabolismo  tóxicos  y por  tanto  a  una
necrosis  más  intensa.  El  Pentotal  Só
dico  puede  actuar,  muy probablemen
te,  en  su efecto  potenciador  a través  de
su  estimulación  enzimática  microso
mal.

Una  vez que  la  necrosis ha  tenido  lu
gar  se va  a  potenciar  por  las  alteracio
nes  microcirculatorias  que  por  una
parte  producen  a  su vez desequilibrios
en  la  actividad  enzimática  (23)  y  por
otra  favorecen  la isquemia  que va  a  in
cidir  en  unos  hepatocitos  ya  deficita
rios,  con  presión  de  oxígeno  disminui
da,  como  son  los de  la  zona  3 acinar.

Desde  el  punto  de  vista  bioquímico

es  evidente  la  consecución  de  IHF  en
aquellos  animales  tratados  con  Aceta
minofén  y  Peiitotal  Sódico  (Fig.  15).
Existe  elevación  de  toda  la  batería  en
zimática  (GOT,  GPT,  LDH,  Fosfata
sa  alcalina  y GLDH)  que  es progresiva
desde  las  4  horas  tras  la  intoxicación
hasta  las  48  horas;  siendo  destacables
dos  puntos:

•  La  elevación  de  la  GLDH,  que  se
localiza  fundamentalmente  en  la  zona
3  acinar,  que  es  el  área  de  afectación
preferencial  en  este  cuadro  tóxico,
manteniéndose  las  cifras  relativamente
uniformes  a  las 24  y 48 horas.

•  La  tasa  muy  elevada  de  las  enzi
mas  representativas  de  necrosis  hepa
tocitaria,  que  es muy  evidente  a  1-as 24
horas,  alcanzando  sus  cotas  máximas
a  las  48 horas.

Estos  dos hechos  indican  una  necro
sis  precoz  a  nivel  de  la  zona  3 acinar
que  se  mantiene  evolutivamente,  su
mándose  la  afectación  de  la  zona  2  y
región  periférica  de la  1.  Se demuestra
así  una  progresión  de  la  lesión  y  un
peor  pronóstico,  alcanzándose  la hepa
titis  fulminante  (Grado  III  de  Port
mann).

•  En  el  Grupo  III  B  las  alteraciones
enzimáticas  (Fig.  16) fueron  muy  esca
sas.  La  GLDH  se  mantuvo  dentro  de
los  límites  de  la  normalidad,  indican
do  la  ausencia  de  necrosis  perivenular,
comprobada  morfológicamente.  Se
observó,  como  único  dato  destacable,
discreta  elevación  de  la  fosfatasa  alca
lina,  probablemente  secundaria  a  los
fenómenos  de  vacuolización  hepatoci

Fig.  174.—Picos  plasinúticos  (le paracetamol  a las 4,  24, y 48  horas (Gru-    Fig. ¡7  B.—Relación  de  la vida  medía  del paracelamol,  necrosis y  bilirru
pos  III  A  y  III  B                                          binemia en los Grupos  III  A  y  II!  B.
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tana  en  relación  a  cuadros  de  degene
ración  hidrópica  mitocondrial.

Dado  que  la  interacción  entre  el
Acetaminofén  y el Pentotal  Sódico  fue
un  hallazgo  clínico  accidental  en el cur
so  de  nuestra  experiencia,  al  compro
bar  mayor  afectación  en  aquellos  ani
males  en  los  que  era  empleado  el  Pen
total  como  anestésico  para  mantener  al
perro  sedado  durante  la  perfusión  del
tóxico,  fue  introducido  un  grupo  con
trol  que  recibió  únicamente  Pentotal
(Grupo  IV)  para  descartar  el  posible
efecto  tóxico  directo  de  este  fármaco;
resultando  las  investigaciones  bioquí
micas  y  morfológicas  absolutamente
normales.

La  determinación  de  los  picos  plas
máticos  de Acetaminofén  en el hombre
se  han  considerado  de  gran  importan
cia  en  el pronóstico  de  los cuadros  de
intoxicación  por  varias  razones.  En
primer  lugar,  para  cuantificar  la  dosis
ingerida,  hecho  no  siempre  sencillo  en
la  clínica  (ingesta  desconocida,  dife
rencias  en  la  absorción,  vómitos,  etc.)
y  en  segundo  lugar,  para  determinar  la
vida  media  del  fármaco.  Así,  Prescott
y  cols.  (20) han  demostrado  que  la  vi
da  media  superior  a  4  horas  conlieva
necrosis  hepática  importante,  que  pue
de  conducir  a  fallo.

La  cuantificación  de  la  tasa  de  Ace
taminofén  en  nuestro  modelo  (aun

siendo  conocida  la  dosis  administrada)
demuestra  una  serie de  hechos  de  inte
rés  según  se observa  en  la  figura  17 A.

•  Picos  similares  en  los  Grupos  III
A  y  III  B a  las  4  horas,  sin  significa
ción  estadística  entre  ambos  (x =  226,
ds=56,3,  x=186,6,  ds=41,6.
p<0,05).

•  Marcada  disminución  del  nivel sé
rico  en  las  tomas  de  24 y  48  horas  en
los  animales  del  Grupo  III  B (x =  52,5,
ds=9,57,  x=  15,0, ds=8,66.  p<O,Ol).
Mantenimiento  relativo  en  las pertene
cientes  al  Grupo  III  A con  alta  signifi
cación  estadística  para  ambas  muestras
(p<0,Ol).

•  Disminución  intragrupo  e  interto
ma  en el Grupo  III  A  (x =  130,  ds =  26;
x=93,3,  ds=  15. p<0,05)  yen  el Gru
po  III  13 (p<O,01).

De  estos  puntos  se deduce  que  en in
dependencia  del  uso  del  Pentotal  am
bos  grupos  de  animales  muestran  una
distribución  inicial  de la  droga  similar,
al  no  existir  diferencias  significativas
en  las  concentraciones  realizadas  a  las
4  horas  de  la intoxicación.  En  este mo
mento  ya  se  inician  en  el Grupo  III  A
los  signos  bioquímicos  de  necrosis  he
pática  que  se  desarrolla  hasta  las  24
horas.  Las  disminución  de  la  droga  es
secundaria  al  catabolismo  hepático,
aunque  se diferencia  significativamen
te  del otro  grupo  por  la destrucción  he
patocitaria,  que impide  que  continúe  el
metabolismo  del  Acetaminofén  mante
niéndose,  además,  esta  situación  en  la
muestra  de  las  48 horas.  Se puede  de
ducir,  por  tanto,  que  la  disminución
parcial  de  la  cifra  de paracetamol  séri
co  es  otro  marcador  fiable  de  la  exis
tencia  de  necrosis  hepática  severa.  Los
resultados  son,  de  esta  forma,  con
gruentes  con  las alteraciones  histológi
cas  y  bioquímicas.

Se  demostró,  también,  la  significa
ción  estadística  entre  ambos  grupos  en
relación  a  la  cifra  de  vida  media.  (III
A:  x=22,2,  ds=  12,2;  III  B:  x=14,3,
ds=2,3.  p<0,01).  Este  retraso  de  de
puración  en los animales con IHF  vuel
ve  a  indicar  la  disregulación  metabóli
ca  hepatocitaria  secundaria  a la  necro
sis,  constituyendo  otro  parámetro  fia
ble  en  el  pronóstico  de  la  lesión.

Zimmerman  (33) ha  considerado  de
gran  importancia  pronóstica  la  bilirru
binemia  en  los  pacientes  intoxicados,
indicando  que  valores  superiores  a  los
4  mgrs.%  conducen  a IHF  y muerte  en
prácticamente  el  100% de los casos.  En
nuestros  animales  se comprobó  esta re
lación  entre  las  cifras  de  bilirrubina  y
la  necrosis.  Así,  para  el  Grado  1 las ci
fras  fueron  bajas  (x=0,23,  ds=0,15);
para  el  Grado  II  moderadamente  ele
vadas  (x=0,45,  ds=0,26)  y  para  el

HISTOPATOLOGIA  (DATOS  CUALITATIVOS  Y CUANTITATIVOS)  EN
RELACION  A  LA BILIRRUBINA

GRUPO 1 II  A II  B III  A III  B IV

GRADO  DE
PORTMANN 1 II III III O O

PORCENTAJE DE
NECROSIS (%) 22,9±6,8 62,02÷2,22 58,3±28,5

BILIRRUBINA
‘72h.  (mg.  %) 0,23÷0,15 0,45±O,26 3,22±1,97 5,3±3,6 0,63±0,1 N

Focos  de necrosis dispersos.
** No  necrosis (únicamente vacuolización en el Grupo III  B).
+ Cifras  de bilirrubina a las 48 horas.
N Normal.

TABLA  N.°  1

Fig.  18.—Representación  esquemática  de  los
grados  de  necrosis  en  los  distintos  grupos.  A.
Grado  /  (Grupo  1), focos  de  necrosis  dispersos
en  torno  a  la  vánula  hepática  terminal.  A’:  en
ocasiones  se  observa  necrosis  confluente.  B:
Grado  II  (Grupo  II A),  necrosis en puente  de la
zona  3  acinar.  C.  Grado  III  (Grupos  ¡IB  y
III  A),  necrosis  masiva  que  respeta  únicamente
algunos  hepatocitos  de la zona  1 acinar.  (Las fle
chas  indican  la dirección de  la necrosis.)

medicina  militar  255



Hepatitis  fulminante.  Estudio
morfológico  y bioquímico
evolutivo  y parámetros
pronósticos  en un nuevo
modelo  experimental

Grado  III  (Grupo  III  A) muy  elevadas
(x=5,3,  ds=3,6).

Todos  estos  hallazgos  bioquímicos
demuestran  la  fiabilidad  del  modelo
experimental  en  cuanto  a  la  produc
ción  de  IHF  con  Acetaminofén  y Pen
total  asociados  a  las  dosis  indicadas.
No  existen  falsos  positivos  ni  negati
vos.  Aún  más,  la  estrecha  correlación

entre  los  parámetros  bioquímicos  rea
lizados  permite  utilizar  marcadores  de
bajo  coste  para  el control  evolutivo  de
los  animales  intoxicados.  Entre  estos
indicadores  se  pueden  manejar  las  ci
fras  de  transaminasas,  o  con  mayor
fiabilidad,  las  de  bilirrubina,  sin  nece
sidad  de  realizar  la  determinación  de
paracetamol  sérico,  que  es  más  costo
sa  y  requiere  una  técnica  más  com
pleja.

CONCLUSIONES

1.   La administración  por  vía  intra
venosa  de  500  mgrs/Kg.  de  peso  de
Acetaminofen  y 20-30 mgrs/Kg.  de pe
so  de  Pentotal  Sódico  al  perro  produ
ce  necrosis  hepática  fulminante.

2.   La necrosis  así conseguida  cons
tituye  un  modelo  experimental  ideal  de
IHF  por  su  especificidad,  reproducti
bilidad,  reversibilidad,  por  el  escaso
riesgo  del  investigador  y por  tratarse  el
perro  de  un  animal  suficientemente
grande  para  evaluar  nuevos  protocolos
terapéuticos  médicos  y/o  quirúrgicos
en  la  IHF  de  cualquier  etiología  o  es
pecíficamente  en  la  intoxicación  por
Acetaminofén.

3.   La vida  media  y niveles  séricos
de  Acetaminofén  están  profundamen
te  alterados  en  los animales  con necro
sis  masiva,  siendo  reflejo  de  ésta.

4.   La  bilirrubina  constituye  un
marcador  bioquímico  efectivo  y de ba
jo  coste  del  grado  de  necrosis  y  por
tanto  un  factor  de  control  de  la  conse
cución  y  evolución  de  la  necrosis.
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