
34   

επιστημονικά θέματαεπιστημονικά θέματα

Περίληψη

η οξεία ηπατική ανεπάρκεια (AHF) 
αποτελεί μια σπάνια και σοβαρή επι-
πλοκή της ιογενούς και αυτοάνοσης 
ηπατίτιδας και της χρήσης ορισμένων 
φαρμακευτικών ή χημικών ουσιών. 
Xαρακτηρίζεται από μαζική νέκρω-
ση του ήπατος και εγκεφαλοπάθεια 
που συνοδεύεται από υψηλά ποσο-
στά θνησιμότητας. Οι θεραπευτικές 
επιλογές στην κατάσταση αυτή είναι 
περιορισμένες. 

Σε παλαιότερες κλινικές παρατηρή-
σεις μας είχαμε διαπιστώσει ότι η χο-
ρήγηση του χλωριούχου αμμωνίου 
ως αποχρεμπτικού σε χρόνιους ηπα-
τοπαθείς με συνυπάρχουσα ΧΑΠ είχε 
ευεργετικά αποτελέσματα στο ηπατο-
βιοχημικό προφίλ των ασθενών. Έτσι 
στην παρούσα πειραματική μελέτη αξι-
ολογήσαμε την προστατευτική δράση 
του χλωριούχου αμμωνίου στην οξεία 
νέκρωση του ήπατος που προκλήθη-
κε σε πειραματόζωα έπειτα από τη χο-
ρήγηση θειακεταμίδης. Χρησιμοποι-
ήθηκαν 32 ενήλικες επίμυες Winstar 
στους οποίους χορηγήθηκαν ενδοπε-
ριτοναϊκές ενέσεις ΤΑΑ σε 3 συνεχή ει-
κοσιτετράωρα. 

Προκλήθηκε οξεία ηπατική νέκρωση 
η οποία συνοδεύτηκε από πολύ μεγά-
λη αύξηση (κατά περίπου 6000%) των 
ηπατικών ενζύμων ALT και AST και από 
αυξημένα επίπεδα αμμωνίας, χολερυ-
θρίνης, γλυκόζης, ουρίας, κρεατίνης, 
και προφλεγμονωδών κυτταροκινών 
(IL-6, TNF-α). η αμμωνία αυξήθηκε 
σε επίπεδα τέτοια που είναι συμβα-
τά με την εμφάνιση υπεραμμωνιακού 

κώματος. Το 75% των ζώων, παρόλη 
την υποστηρικτική θεραπεία, δεν κατά-
φερε να επιβιώσει, ενώ στο υπόλοιπο 
25% παρατηρήθηκε εγκεφαλοπάθεια 
βαθμού 3-4 (απώλεια αντανακλαστι-
κών και κώμα). Τα αποτελέσματα της 
χορήγησης του NH4Cl, στη βέλτιστη 
συγκέντρωση του, ήταν θεαματικά. η 
επιβίωση των ζώων αυξήθηκε από το 
25% στο 75% και στα επιζώντα ζώα η 
εγκεφαλοπάθεια μειώθηκε στο βαθμό 
1 (απλό λήθαργο). 

Επιπρόσθετα, τα επίπεδα των ηπα-
τικών ενζύμων και ο TNF-α έπεσαν 
στο μισό, η αμμωνία υποτετραπλασι-
άστηκε, (πέφτοντας σε υποκωματώ-
δη επίπεδα) και οι λοιπές βιοχημικές 
παράμετροι βελτιώθηκαν. Παθολογο-
ανατομικά, η κεντρολοβιακή νέκρω-
ση και η φλεγμονώδης διήθηση στο 
ήπαρ μειώθηκαν στο 1/3 ενώ η μιτω-
τική δραστηριότητα (αναγέννηση του 
ήπατος) αυξήθηκε κατά 50%. Τα πα-
ραπάνω δεδομένα υποστηρίζουν ότι 
το χλωριούχο αμμώνιο θα μπορούσε 
να αποτελέσει εναλλακτική θεραπευτι-
κή επιλογή για καταστάσεις που προ-
καλούν μαζική νέκρωση του ήπατος 

και οξεία ηπατική ανεπάρκεια.

Εισαγωγή

η οξεία ηπατική ανεπάρκεια (AHF) 
χαρακτηρίζεται από μαζική νέκρωση 
του ήπατος και εγκεφαλοπάθεια με 
υψηλά ποσοστά θνησιμότητας. Απο-
τελεί μία σπάνια αλλά πολύ σοβαρή 
επιπλοκή της οξείας ιογενούς ηπατίτι-
δας, και της τοξικής δράσης φαρμάκων 
ή χημικών ουσιών1-4. η άμεση μετα-
μόσχευση ήπατος έχει αποδεδειγμέ-
νη αποτελεσματικότητα στις περιπτώ-
σεις αυτές3,5.

η χορήγηση της ηπατοξίνης θειακε-
ταμίδης (hepatotoxin thioacetamide 
administration –TAA) προκαλεί σε πει-
ραματώζωα (επίμυες) ένα τύπο οξεί-
ας ηπατικής ανεπάρκειας που χαρα-
κτηρίζεται από μαζική νέκρωση του 
ήπατος, ραγδαίες νευρολογικές βλάβες 
και θάνατο λόγω βαριάς εγκεφαλοπά-
θειας και εγκεφαλικού οιδήματος6,7. η 
κατάσταση αυτή μπορεί να χαρακτη-
ρισθεί πρότυπο πειραματικής επαγω-
γής οξείας ηπατικής ανεπάρκειας. η 
ΤΑΑ ανήκει στις θειονοσουλφούριες 
και μπορεί να προκαλέσει επιπρόσθε-

To NH4Cl ως δυνητική θεραπευτική επιλογή
στην οξεία ηπατική ανεπάρκεια
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Ομάδα φλεγμονή Νέκρωση Μιτωτικός δείκτης
0 0 0 Δ/Ε
Ι 2,7 ± 0,8 2,6 ± 0,8  11 ± 6
ΙΙ 2,1 ± 0,9 1,6 ± 0,7 28 ± 6
ΙΙΙ 1 ± 0,4 0,9 ± 0,4 15 ± 5
ΙV 2,2 ± 0,7 1,8 ± 0,8 10 ± 7

Πίνακας 1. Παθολογοανατομικά ευρήματα στο ήπαρ
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τα κίρρωση έπειτα από χρόνια χορή-
γηση της8. 

Γενικώς, για την πρόκληση οξείας 
ή χρόνιας ηπατοκυτταρικής βλάβης 
έχουν ενοχοποιηθεί διάφοροι παρά-
γοντές όπως η δημιουργία στο ηπατι-
κό παρέγχυμα ουσιών όπως οι τοξικές 
ελεύθερες ρίζες οξυγόνου9-11 και οι προ-
φλεγμονώδεις κυτταροκίνες όπως ο πα-
ράγοντας νέκρωσης όγκων (ΤνFα) και 
οι ιντερλευκίνες 1 και 612-15. η χορήγη-
ση αναστολέων του ΤνFα έχει ευεργε-
τική δράση στο πάσχον ήπαρ16.

Το χλωριούχο αμμώνιο (νη4Cl) εί-
ναι ένα διαλυτό άλας που χρησιμοποι-
είται σήμερα στην κλινική ιατρική για 
τη θεραπεία της υποχλωραιμικής μετα-
βολικής αλκάλωσης. Επίσης χρησιμο-
ποιείται στο διαγνωστικό έλεγχο της λει-
τουργικής ικανότητας του ήπατος17-19. 
η χορήγηση από το στόμα του χλωρι-
ούχου αμμωνίου (σεσημασμένου με 
15ν) και η επακόλουθη ισοτοπική ανά-
λυση της ουρίας (15ν-ουρίας) και της 
αμμωνίας (15ν-αμμωνίας) στα ούρα 
παρέχει πληροφορίες για τη λειτουρ-
γική κατάσταση του ήπατος. Κλινικές 
έρευνες που μελέτησαν την σχέση με-
ταξύ της αμμωνίας (15ν) και της ουρί-
ας (15ν) που απεκκρίθηκε στα ούρα 
3 ώρες μετά τη χορήγηση του σεση-
μασμένου χλωριούχου αμμωνίου από 
το στόμα έδειξαν ότι υπάρχει σημαντι-
κή στατιστική διαφορά ανάμεσα στους 
ασθενείς με ηπατικές βλάβες και σε 
υγιή άτομα18.

η συνεχής ενδοφλέβια χορήγηση 
του χλωριούχου αμμωνίου σε ζώα με 
έντονο ηπατοκυτταρικό πολλαπλασια-
σμό κατόπιν είτε μερικής ηπατεκτομής 
ή ηπατοπάθειας λόγω τοξινών, μείωσε 
τη δραστηριότητα των αναγεννητικών 
ενζύμων20-21. η δοσολογία του χλωρι-
ούχου αμμωνίου που χρησιμοποιήθη-

κε σε αυτές τις μελέτες ήταν εξαιρετικά 
υψηλή και χαρακτηρίσθηκε ως δοσολο-
γία υπό-κώματος. Από την άλλη πλευρά 
το χλωριούχο αμμώνιο δεν επηρέασε 
την γένεση ουρίας στο ήπαρ μετά την 
ηπατεκτομή20. η επίδραση του χλωρι-
ούχου αμμωνίου εις τους νεφρούς θα 
μπορούσε να προκαλέσει αλλοιώσεις 
εις τα νεφρικά σωληνάρια και εις την 
ανακύκλωση των πρωτεϊνών (turnover 
protein) ειδικά όταν χορηγείται σε πο-
λύ υψηλές δόσεις22.

Σε παλαιότερες κλινικές παρατηρή-
σεις μας είχαμε διαπιστώσει ότι η χο-
ρήγηση του χλωριούχου αμμωνίου ως 
αποχρεπτικού σε χρόνιους ηπατοπα-
θείς που υπέφεραν από ΧΑΠ είχε ευερ-
γετικά αποτελέσματα βελτιώνοντας το 
ηπατο-βιοχημικό προφίλ των ασθενών. 
Ο σκοπός της παρούσης πειραματικής 
μελέτης είναι η αξιολόγηση της προ-
στατευτικής δράσης του NH4Cl στην 
οξεία νέκρωση του ήπατος και η εξα-
γωγή έμμεσων συμπερασμάτων για 
την χρόνια νέκρωση του ήπατος, και 
την τοξική ηπατίτιδα όπου το NH4Cl θα 
μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως εναλ-
λακτική θεραπεία στα νοσήματα αυτά. 
η υλοποίηση του στόχου αυτού έγινε 
με την πρόκληση οξείας ηπατικής ανε-
πάρκειας σε 32 επίμυες χορηγώντας 
ΤΑΑ σε συνδυασμό ή όχι με χλωριού-
χο αμμώνιο, μελετώντας ταυτόχρονα 
τη σταδιακή εξέλιξη των ιστολογικών, 
βιοχημικών και ανοσολογικών παρα-
μέτρων στα πειραματόζωα καθώς και 
το ποσοστό επιβίωσής τους.

Υλικά και Μέθοδοι 

Ζώα
Σε αυτήν τη μελέτη χρησιμοποιήθη-

καν 32 ενήλικες (ηλικίας 4 μηνών) αλ-
φικοί επίμυες Winstar, βάρους 220-270 
γραμμαρίων (Ελληνικό Ινστιτούτο Πα-

στέρ, Αθήνα, Ελλάδα). Οι επίμυες είχαν 
ελεύθερη πρόσβαση σε τροφή και νε-
ρό και παρέμεναν σε ένα δωμάτιο με 
θερμοκρασία 22οC, με 12ωρο κύκλο 
φωτός/σκοταδιού. Οι συνθήκες διαβίω-
σης των ζώων συμμορφώνονταν με τις 
οδηγίες του Εθνικού Ινστιτούτου Υγεί-
ας των ηνωμένων Πολιτειών σχετικά 
με τη φροντίδα και τη χρήση των πει-
ραματοζώων (Guide to the Care and 
Use of Experimental Animals,)23.

Έναρξη Οξείας Ηπατικής Ανεπάρκειας 
και χορήγηση NH4Cl

Για την έναρξη της οξείας ηπατικής 
ανεπάρκειας χορηγήθηκαν στα ζώα εν-
δοπεριτοναϊκές ενέσεις ΤΑΑ με δοσο-
λογία 400mg/κιλό σωματικού βάρους 
σε τρία συνεχή χρονικά διαστήματα 
24 ωρών (ομάδα Ι)6,7. Τα ζώα ελέγ-
χου έλαβαν ενδοπεριτοναϊκές ενέσεις 
0.9% NaCl. Παρασχέθηκε υποστηρικτι-
κή θεραπεία με υποδερμική χορήγη-
ση 5% δεξτρόζης (25ml/κιλό σωματι-
κού βάρους) και 0.9% NaCl με κάλιο 
(20meq/L) ανά 12 ώρες για την απο-
φυγή της υπογλυκαιμίας και της νεφρι-
κής ανεπάρκειας. η χορήγηση χλωρι-
ούχου αμμώνιου σε δόσεις 300 ή 600 
ή 900mg/κιλό σωματικού βάρους έγινε 
2 ώρες μετά την 2η και την 3η ένεση 
ΤΑΑ (ομάδες ΙΙ, ΙΙΙ και IV, αντίστοιχα). 
Τα ζώα εξετάσθηκαν για νευρολογικές 
ενδείξεις και θανατώθηκαν 12 ώρες με-
τά τη χορήγηση ΤΑΑ. 

Εκτίμηση της ηπατικής βλάβης 
μέσω καθορισμού των βιοχημικών 
παραμέτρων ορού

Από όλα τα ζώα λήφθηκαν δείγματα 
αίματος μέσω καρδιακής παρακέντη-
σης. Ο ορός λήφθηκε έπειτα φυγοκέ-
ντρηση σε 1000g για 10 λεπτά. Όλα 
τα δείγματα ήταν ελεύθερα από αιμό-
λυση και διατηρήθηκαν στους 4οC πριν 
τον καθορισμό των ενζυματικών δρα-
στηριοτήτων των AST, ALT και των επι-
πέδων της γλυκόζης, της ουρίας, της 
κρεατίνης και της συνολικής πρωτεΐνης. 
Τα επίπεδα αμμωνίας υπολογίστηκαν 
σε ολικό αίμα σύμφωνα με την μέθο-
δο μικροδιάχυσης24.

Iστοπαθολογία 
Για την ανάλυση της ιστοπαθολογί-

Ομάδα Βαθμός εγκεφαλοπάθειας Ποσοστά επιβίωσης (%)
0 0 100
Ι 3-4 25
ΙΙ 1-2 40
ΙΙΙ 1 75
ΙV 1-2 50

Πίνακας 2. Βαθμός εγκεφαλοπάθειας και ποσοστά επιβίωσης πειραματοζώων
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ας του ήπατος λήφθηκαν τομές πάχους 
5μm από τους αριστερούς λοβούς του 
ήπατος, οι οποίες εξετάσθηκαν μικρο-
σκοπικά έπειτα από χρώση με αιματο-
ξυλίνη και ηωσίνη. 

Οι τομές του ιστού εξετάστηκαν τυ-
φλά από δύο ειδικούς παθολογοανα-
τόμους, οι οποίοι δεν γνώριζαν για 
την ανάθεση δειγμάτων σε πειραμα-
τικές ομάδες. Ο βαθμός της φλεγμο-
νής και της νέκρωσης υπολογίστηκε 
με βάση 10 διαφορετικά πεδία σε κά-
θε τομή και βαθμολογήθηκε σύμφω-
να με μια κλίμακα από το 0 έως το 3 
(κανονικό: 0, ελαφρύ: 1, μέτριο: 2, 
βαρύ: 3). Ο μιτωτικός δείκτης αποτι-
μήθηκε ως ο αριθμός των παρατηρη-
θέντων μιτώσεων / 10 πεδία που επι-
λέχθηκαν τυχαία. 

Ηπατική εγκεφαλοπάθεια και επιβίωση 
Ο βαθμός της ηπατικής εγκεφαλοπά-

θειας και της επιβίωσης των επιμύων 
των διαφορετικών ομάδων υπολογίσθη-
κε 12 ώρες μετά την τρίτη χορήγηση 
ΤΑΑ. Ο βαθμός της εγκεφαλοπάθειας 
καθορίσθηκε σύμφωνα με μια κλίμα-
κα νευρικής συμπεριφοράς: 
• στάδιο 1: λήθαργος

• στάδιο 2: ελαφρά αταξία
•  στάδιο 3: έλλειψη αυτόματης κίνη-

σης και απώλεια αντανακλαστικών, 
αλλά ανταπόκριση σε εξωτερικά ερε-
θίσματα

•  στάδιο 4: κώμα και καμία αντίδρα-
ση στον πόνο45.

Καθορισμός κυτταροκινών 
Οι κυκλοφορούντες οροί ΤνF-α (Tumor 

Factor Necrosis) και ΙL-6 (Ιντερλευκί-
νη-α) προσδιορίσθηκαν με τη χρήση 
εμπορικά διαθέσιμων κιτ (Chemicon 
Inc.) σύμφωνα με τις οδηγίες του κα-
τασκευαστή. 

Στατιστική ανάλυση
Τα δεδομένα αναλύθηκαν με Student’s 

t-test και τιμές του p μικρότερες του 
0.05 θεωρήθηκαν στατιστικά σημα-
ντικές.

Αποτελέσματα

Βιοχημικό προφίλ έπειτα από επαγόμενη 
από ΤΑΑ οξεία ηπατική ανεπάρκεια: η 
χορήγηση NH4Cl ανατρέφει μερικώς τις 
επηρεασμένες παραμέτρους

Οι επίμυες που έλαβαν 0.9% NaCl 
αποτέλεσαν την ομάδα ελέγχου του πει-

ράματος. Τα ζώα που έλαβαν 3 δόσεις 
ΤΑΑ ανά 24ωρα διαστήματα (ομάδα Ι) 
παρουσίασαν πολύ αυξημένα τα ηπα-
τικά ένζυμα ALT και AST (ALT:6500%, 
AST: 5700%) μετά την τρίτη χορήγη-
ση ΤΑΑ (Εικόνα 1). Τα επίπεδα της χο-
λερυθρίνης, της γλυκόζης, της ουρίας, 
της κρεατίνης παρουσιάσθηκαν επί-
σης επηρεασμένα σε όλα τα ζώα που 
έλαβαν ΤΑΑ σε σχέση με τις τιμές που 
παρατηρήθηκαν στα ζώα ελέγχου. Τα 
επίπεδα αμμωνίας στο αίμα των ζώων 
της ομάδας Ι ήταν πολύ αυξημένα σε 
σχέση με αυτά της ομάδας ελέγχου και 
μάλιστα σε επίπεδα τέτοια που ξεπερ-
νούσαν τις συγκεντρώσεις που απαι-
τούνται στο ΚνΣ για την εμφάνιση υπε-
ραμμωνιακού κώματος (5.5 – 8.5 mg/
dl)25 (Εικόνα 1). 

η χορήγηση του χλωριούχου αμμω-
νίου (2 ώρες μετά την 2η και 3η ένεση 
ΤΑΑ) σε οποιαδήποτε δοσολογία μείω-
σε τους δείκτες των ηπατικών βλαβών 
και ανέστρεψε μερικώς το βιοχημικό 
προφίλ (Εικόνα 1). Το βέλτιστο απο-
τέλεσμα λήφθηκέ έπειτα από τη χορή-
γηση 600mg/kg σωματικού βάρους 
NH4Cl (Εικόνα 1). η ποσότητα αυτή 
του NH4Cl οδήγησε και σε εντυπωσια-
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Εικόνα 1. Τα ηπατικά 
ένζυμα, η χολερυθρίνη, 
η ουρία, η κρεατινίνη, η 
αμμωνία και οι προφλεγ-
μονώδεις κυτταροκίνες 
αυξάνουν σημαντικά 
έπειτα από την πειραμα-
τική επαγωγή της AHF 
(ομάδα Ι). Η χορήγηση 
NH4Cl αναστρέφει τις ε-
πηρεασμένες βιοχημικές 
παραμέτρους και τα επίπε-
δα του TNF-α. Το NH4Cl 
χορηγήθηκε σε δόσεις: 
ομάδα ΙΙ: 300mg/kg, 
ομάδα ΙΙΙ: 600mg/kg, 
ομάδα ΙV: 900mg/kg.
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κή πτώση των επιπέδων αμμωνίας στο 
αίμα η οποία επέστρεψε σε υποκωμα-
τώδη επίπεδα απόλυτα συγκρίσιμα με 
αυτά της ομάδας ελέγχου (στην οποία 
δεν χορηγήθηκε ΤΑΑ).

Προφλεγμονώδεις κυτταροκίνες και 
επαγόμενη από ΤΑΑ οξεία ηπατική 
ανεπάρκεια: η χορήγηση NH4Cl μειώνει 
τα επίπεδα του TNF-α.

Τα επίπεδα του ορού IL-6 και του 
TNF-α αυξήθηκαν σημαντικά στα ζώα 
που έλαβαν ΤΑΑ σε σχέση με τα ζώα 
της ομάδας ελέγχου. Πιο συγκεκριμένα 
τα ζώα που ανήκαν στην ομάδα Ι πα-
ρουσίασαν πενταπλάσια αύξηση των 
επιπέδων IL-6 και τριπλάσια αύξηση 
των επιπέδων TNF-α 12 ώρες μετά την 
τρίτη δόση ΤΑΑ (Εικόνα 1). 

Στα ζώα που χορηγήθηκε χλωριού-
χο αμμώνιο παρατηρήθηκε επιπλέον 
αύξηση των επιπέδων ορού IL-6. Πα-
ρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική δι-
αφορά στα επίπεδα ορού του IL-6 στα 
ζώα των ομάδων Ι και ΙΙΙ (p<0.001). 
Αντίθετα, τα επίπεδα του TNF-α μειώ-
θηκαν στις ομάδες ΙΙ, ΙΙΙ και IV σε σύ-
γκριση με αυτά της ομάδας Ι. η ση-
μαντικότερη μείωση των επιπέδων του 
TNF-α παρατηρήθηκε στην ομάδα ΙΙΙ 
σε σχέση με τις τιμές που βρέθηκαν 
στην ομάδα Ι (p<0.001). 

η μείωση αυτή πιθανότατα αντικα-
τοπτρίζει την ύφεση (έπειτα από την 
χορήγηση NH4Cl) της φλεγμονώδους 

διαδικασίας που συνοδεύει τις ηπα-
τικές βλάβες που προκαλούνται από 
το ΤΑΑ.

Το NH4Cl βελτιώνει την ιστοπαθολογική 
εικόνα που προκαλείται έπειτα από την 
χορήγηση ΤΑΑ 

η ιστολογία του ήπατος παρουσία-
σε εκτεταμένη κεντρολοβιακή νέκρω-
ση με βαριά φλεγμονώδη διήθηση που 
αποτελείτο κυρίως από λεμφοκύτταρα. 
Στις νεκρωτικές περιοχές παρατηρή-
θηκε επίσης και ένας μικρός αριθμός 
πολυμορφοπύρηνων λευκοκυττάρων. 
Επιπλέον παρατηρήθηκε μιτωτική δρα-
στηριότητα στα ηπατοκύτταρα του λο-
βίου (Εικόνα 2). η χορήγηση του χλω-
ριούχου αμμωνίου σε οποιαδήποτε 
δοσολογία στα ζώα που έλαβαν ΤΑΑ 
μείωσε ηπατοκυτταρικές βλάβες (Πί-
νακας 1) και βελτίωσε την ιστολογική 
εικόνα του ήπατος (Εικόνα 2). Παρα-
τηρήθηκε, στατιστικά σημαντική μεί-
ωση των δεικτών των ηπατικών βλα-
βών (φλεγμονή και τη νέκρωση) κατά 
τη χορήγηση του χλωριούχου αμμω-
νίου σε δοσολογία 600mg/κιλό σωμα-
τικού βάρους (ομάδα Ι έναντι ομάδας 
ΙΙΙ, p<0.001). Αντίθετα, η μιτωτική δρα-
στηριότητα των ηπατοκυττάρων αυξή-
θηκε, γεγονός που πιθανά υποδεικνύ-
ει την ενεργό αναγέννηση του ήπατος 
(Πίνακας 1). 

Το NH4Cl αναστρέφει την εγκεφα-
λοπάθεια που προκαλείται έπειτα από 

την χορήγηση ΤΑΑ και βελτιώνει ση-
μαντικά τα ποσοστά επιβίωσης.

Όλα τα ζώα που έλαβαν ΤΑΑ (ομά-
δα Ι) – και παρέμειναν στη ζωή – πα-
ρουσίασαν, 12 ώρες μετά τη χορήγηση 
της 3ης δόσης ΤΑΑ, απώλεια αντανα-
κλαστικών και κώμα (εγκεφαλοπάθεια 
βαθμού 3-4) (Πίνακας 2). η εικόνα αυ-
τή είναι συμβατή με τα επίπεδα αμμω-
νίας στο αίμα που στην ίδια χρονική 
στιγμή ήταν σε επίπεδα που ξεπερνού-
σαν τα όρια (συγκεντρώσεων στο ΚνΣ) 
για την εμφάνιση υπεραμμωνιακού 
κώματος25. η χορήγηση του χλωριού-
χου αμμωνίου βελτίωσε σημαντικά τα 
επίπεδα της ηπατικής εγκεφαλοπάθει-
ας στα ζώα που έλαβαν ΤΑΑ (12 ώρες 
μετά την τρίτη δόση ΤΑΑ), και έτσι τα 
ζώα των ομάδων ΙΙ, ΙΙΙ και ΙV που επι-
βίωσαν παρουσίασαν αυτόματη ανά-
νηψη και εγκεφαλοπάθεια βαθμού 1-2 
(p<0.001 σε σύγκριση με την ομάδα 
Ι). Το βέλτιστο αποτέλεσμα το είχαμε 
στα ζώα της ομάδας ΙΙΙ όπου η εγκε-
φαλοπάθεια δεν ξεπέρασε τον βαθμό 
1 (πίνακας 2). η εικόνα αυτή συμβα-
δίζει πλήρως με την εντυπωσιακή πτώ-
ση των επιπέδων αμμωνίας στο αίμα 
(σε υποκωματώδη/φυσιολογικά) επί-
πεδα στην εν’ λόγω ομάδα. 

Ο βαθμός επιβίωσης εκτιμήθηκε σε 
όλες τις ομάδες ζώων της μελέτης μας 
12 ώρες μετά τη χορήγηση της τρίτης 
δόσης ΤΑΑ. Τα ζώα της ομάδας Ι επι-
βίωσαν σε ποσοστό 25% κατά το τέ-

Εικόνα 2. Α) Ιστολογική παρουσίαση του ήπατος των ζώων της ομάδας Ι με έντονη νέκρωση και βαριά φλεγμονώδη διήθηση Β) Ιστολογική 
παρουσίαση του ήπατος των ζώων της ομάδας ΙΙΙ μειωμένη ηπατική βλάβη (Η.ΕX.125)

Α Β
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λος του πειραματικού χρόνου. Από την 
άλλη πλευρά, η χορήγηση του χλωρι-
ούχου αμμωνίου αύξησε θεαματικά 
το βαθμό επιβίωσης των ζώων των 
ομάδων ΙΙ, ΙΙΙ και IV σε ποσοστά 40%, 
75% και 50% αντίστοιχα (Πίνακας 2) 
(p<0.001). Και στην περίπτωση αυτή, 
το βέλτιστό αποτέλεσμα το είχε η ομά-
δα ΙΙΙ εμφανίζοντας 3-πλάσια ποσοστά 
επιβίωσης από την ομάδα Ι (75% ένα-
ντι 25%, αντίστοιχα).

Συζήτηση

Ο τύπος της οξείας ηπατικής ανεπάρ-
κειας που προκλήθηκε στους επίμυες 
με χορήγηση ΤΑΑ είχε χαρακτηρισθεί 
παλαιότερα από κλινικές παρατηρήσεις 
ιστοπαθολογικές εξετάσεις παρουσιά-
ζοντας ένα αξιόπιστο μοντέλο της αν-
θρώπινης οξείας ηπατικής ανεπάρκει-
ας και της προκαλούμενης από αυτή 
εγκεφαλοπάθειας6-8. Στην παρούσα με-
λέτη εξετάσαμε την επίδραση της χο-
ρήγησης του χλωριούχου αμμωνίου 
στην επαγόμενη από ΤΑΑ οξεία ηπα-
τική ανεπάρκεια των επιμύων.

η ΤΑΑ (CH3CSNH2) είναι μια θειονο-
σουλφούρια που μπορεί να προκαλέσει 
οξεία ηπατική βλάβη αμέσως μετά τη 
χορήγηση, κίρρωση κατόπιν χρόνιας 
χορήγησης και καρκίνο8. Λίγο μετά την 
είσοδο της στον οργανισμό υποβάλλε-
ται σε εκτεταμένο μεταβολισμό από το 
σύστημα μεικτής οξείδωσης (hepatic 
mixed-function oxidase enzymes) και 
μετατρέπεται σε οξείδιο του ακεταμιδί-
ου (CH3CONH2) και οξείδιο του θειο-
κεταμιδίου (CH3CSONH2)8. Το οξείδιο 
του ακεταμιδίου ασκεί τοξική δράση 
στο ήπαρ, ενώ το οξείδιο του θειοα-
κεταμιδίου μεταβολίζεται περαιτέρω, 
τουλάχιστον μερικά, μέσω του κυττο-
χρώματος P-450 (CYP) σε άλλα παρά-
γωγα, συμπεριλαμβανομένου και ενός 
πολικού παραγώγου, του διοξειδίου 
του θειοακεταμιδίου (CH3CSO2NH), 
το οποίο θεωρείται πολύ δραστικό26. 
Συγκεκριμένα ο μεταβολίτης αυτός 
συνδέεται με διάφορα μεγαλομόρια 
των ιστών και προκαλεί ηπατική βλά-
βη26. Για την ηπατοτοξική δράση του 
ΤΑΑ απολύτως απαραίτητη είναι η βι-
ομετατροπή του στους τοξικούς του 
μεταβολίτες. Χαρακτηριστικά, χορή-
γηση ΤΑΑ σε ποντίκια που τους λείπει 

το ένζυμο CYP2E1 από το κυτόχρωμα 
P-450 δεν προκαλεί καμία ηπατοτοξική 
δράση27. Στη συνέχεια, οι μεταβολίτες 
του ΤΑΑ προκαλούν νέκρωση κυττά-
ρων και βλάβη ήπαρ η οποία επιτεί-
νεται από μια φλεγμονώδη διαδικασία 
που συνοδεύεται από την παραγωγή 
των προφλεγμονωδών κυτταροκινών 
TNF-α και IL-627. Τελικά, τα ζώα οδη-
γούνται σε οξεία ηπατική ανεπάρκεια 
και αδυναμία εξουδετέρωσης νευρο-
τοξικών ουσιών που εισέρχονται από 
το γαστρεντερικό, όπως η αμμωνία. η 
αύξηση της αμμωνίας στο αίμα οδη-
γεί με την σειρά της σε ηπατική εγκε-
φαλοπάθεια6. 

Στην παρούσα μελέτη η ηπατοκυτ-
ταρική βλάβη μετά τη χορήγηση ΤΑΑ 
(στην ομάδα Ι) προσδιορίστηκε: 
α)  έμμεσα μέσω της πολύ μεγάλης αύ-

ξησης (κατά περίπου 6000%) των 
ηπατικών ενζύμων ALT και AST και 
των αυξημένων επιπέδων αμμωνί-
ας, χολερυθρίνης, γλυκόζης, ουρί-
ας και κρεατίνης και 

β)  άμεσα μέσω παθολογοανατομικής 
εξέτασης του ήπατος και ανεύρεσης 
εκτεταμένης νέκρωσης και φλεγμο-
νής. η αμμωνία μάλιστα αυξήθηκε 
σε επίπεδα μεγαλύτερα από αυτά 
που απαιτούνται για την εμφάνι-
ση υπεραμμωνιακού κώματος. Το 
75% των ζώων, παρόλη την υπο-
στηρικτική θεραπεία, δεν κατάφε-
ρε να επιβιώσει, ενώ στο υπόλοιπο 
25% παρατηρήθηκε εγκεφαλοπά-
θεια βαθμού 3-4 (απώλεια αντα-
νακλαστικών και κώμα). 

Τα αποτελέσματα της χορήγησης 
του NH4Cl στη βέλτιστη συγκεντρω-
ση του (600mg/kg βάρους, ομάδα ΙΙΙ) 
ήταν θεαματικά. η επιβίωση των ζώ-
ων αυξήθηκε στο 75% και στα επιζώ-
ντα ζώα η εγκεφαλοπάθεια μειώθηκε 
στο βαθμό 1. Επιπρόσθετα, τα επίπε-
δα των ηπατικών ενζύμων έπεσαν στο 
μισό από αυτά της ομάδας Ι, η αμμω-
νία υποτετραπλασιάστηκε, πέφτοντας 
σε υποκωματώδη επίπεδα και οι λοι-
πές βιοχημικές παράμετροι βελτιώθη-
καν. Παθολογοανατομικά, η κεντρο-
λοβιακή νέκρωση και η φλεγμονώδης 
διήθηση στο ήπαρ μειώθηκαν στο 1/3 
ενώ η μιτωτική δραστηριότητα (συμ-
βατή με την αναγέννηση του ήπατος) 

αυξήθηκε κατά 50%.
Για να διερευνήσουμε τον μηχανι-

σμό με τον οποίο το NH4Cl προλαμ-
βάνει την οξεία ηπατική νέκρωση που 
προκαλείται από το ΤΑΑ, εξετάσαμε τη 
μεταβολή των προφλεγμονώδων κυτ-
ταροκινών TNF-α και IL-6. Είναι γνω-
στό ότι ο TNF-α συμμετέχει στη φλεγ-
μονώδη διαδικασία που συνοδεύει τις 
ηπατικές βλάβες που προκαλούνται από 
χημικά. Μάλιστα, η χορήγηση διαλυ-
τού υποδοχέα TNF-α (που εξουδετερώ-
νει τον TNF-α), εμποδίζει την πρόκλη-
ση ηπατικών βλαβών σε επίμυες από 
τη χορήγηση τετραχλωριδίου του άν-
θρακα16. Επιπλέον, η χρήση πενταξυ-
φυλίνης, ενός ανταγωνιστή του ΤνF-α, 
εφαρμόστηκε για την ελαχιστοποίηση 
των ηπατικών βλαβών από τη χορήγη-
ση της τοξίνης concanavalin A28. Στη με-
λέτη μας, η χορήγηση του χλωριούχου 
αμμωνίου μείωσε στο ήμισυ τα επίπε-
δα TNF-α του ορού στους επίμυες που 
έλαβαν ΤΑΑ, και επιπλέον μείωσε και τις 
ιστολογικά αποδεδειγμένες ηπατοκυτ-
ταρικές βλάβες. Αυτό το γεγονός υπο-
δεικνύει ότι η δράση του χλωριούχου 
αμμωνίου σχετίζεται με μειωμένη νέ-
κρωση και φλεγμονή στο ήπαρ έπειτα 
από την χορήγηση ΤΑΑ. Από την άλλη 
πλευρά, η IL-6 είναι μια κυτταροκίνη 
ιδιαίτερα σημαντική για τον πολλαπλα-
σιασμό των ηπατοκυττάρων29,30. Είναι 
γνωστό, ότι τα επίπεδά της αυξάνονται 
σημαντικά κατά τις πρώτες ώρες μετά 
από μια μερική ηπατεκτομή και φυσι-
κά διεγείροντας τον πολλαπλασιασμό 
των ηπατοκυττάρων29,30. Τα αυξημένα 
επίπεδα της κυκλοφορούσης IL-6 (κατά 
περίπου 50%) στους επίμυες που έλα-
βαν χλωριούχο αμμώνιο, πιθανότατα 
σχετίζεται με τον αυξημένο πολλαπλα-
σιασμό των ηπατοκυττάρων. Το γεγο-
νός αυτό υποδεικνύει μια άμεση ή έμ-
μεση επίδραση αυτού του φαρμάκου 
στην ικανότητα του φυσιολογικού πολ-
λαπλασιασμού του ήπατος.

η παρουσία τοξικών μεταβολιτών 
στα ηπατοκύτταρα μειώνει τις δυνατό-
τητες των συστημάτων αποτοξίνωσής 
τους και αυξάνει τις απαιτήσεις τους σε 
ενέργεια, επηρεάζοντας την ενεργειακή 
τους κατάσταση. η δράση της χορή-
γησης του χλωριούχου αμμωνίου στα 
ηπατοκύτταρα θα μπορούσε να απο-
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δοθεί και στην επίδρασή του στη δι-
αλυτότητα της χολερυθρίνης και στην 
πολικότητα των μεμβρανών. Το χλωρι-
ούχο αμμώνιο μεταβάλει την πολικότητα 
των μορίων της χολερυθρίνης με τέτοιο 
τρόπο, έτσι ώστε να παράγεται από τον 
οργανισμό πιο υδατοδιαλυτή χολερυθρί-
νη και συνεπώς να βελτιώνεται η έκκρι-
ση χολερυθρίνης από τα ηπατοκύτταρα, 
τόσο στην κυκλοφορία του αίματος, όσο 
και στην παραγόμενη χολή22,31. Αυτή η 
ευεργετική επίδραση στα ηπατοκύτταρα 
έχει ως αποτέλεσμα την αντοχή τους στις 
βλάβες μέσω της αύξησης της ενεργει-
ακής τους κατάστασης και της μείωσης 
της κυτταρικής υποξίας. Με το μηχανι-
σμό αυτό η λειτουργική ικανότητα των 
ηπατοκυττάρων βελτιώνεται και επιταχύ-
νεται ο πολλαπλασιασμός τους.

Συμπερασματικά, η χορήγηση NH4Cl 
μειώνει την ηπατική βλάβη και την εγκε-
φαλοπάθεια που προκαλείται από το ΤΑΑ, 
αυξάνει θεαματικά την επιβίωση των 
πειραματοζώων και σχετίζεται με αυξη-
μένη αναγέννηση του ήπατος. Έτσι, με 
βάση τα παραπάνω δεδομένα το χλωρι-
ούχο αμμώνιο θα μπορούσε να αποτε-
λέσει εναλλακτική θεραπευτική επιλογή 
για καταστάσεις που προκαλούν μαζική 
νέκρωση του ήπατος και οξεία ηπατική 
ανεπάρκεια. 
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