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INTRODUCCION

El presente estudio biomédico es una contribucién al entendimiento de la pa
togénesis de la colelitiasis, cuya frecuencia y gravedad van en rapidc aumento
tanto en México como en otros paises.

Hemos utilizado como modelo experimental el jamster dorado, cuyas cualidades
lo han hecho el roedor mis adecuado para el estudio experimental de los céAlculos
biliares.

Este trabajo se enmarca dentro del proyecto sobre colelitiasis en ¢l jimster
gque se ha venido desarrollando en este laboratorio y comprende las investigacio-
nes que se llevan a caho sobre la accién colelitogénica pigmentaria de la vitami-
na A.

Asimismo, en este estudio se ha realizado una revisidén actualizada de los -
conocimientos sobre la epidemiologia, patogénesis e investigaciones en modelos
animales, de los-diferentes tipos de colelitiasis; ademds se incluye una revisidn
de los conocimicntos sobre el metabolismo, funciones y toxicidad de la vitamina
A,

Las investigaciones reportadas en esta tesis han sido presentadas parcial-
mente en los Congresos Nacionales de Gastroenterologia XVITI, XIX y XX, realiza-
dos en las ciudades de Guadalajara, D.F. y Morelia, respectivamente.

Este trabsjo se realizo en el Laboratorio de Biologia Animal Experimental
de la Facultad de Ciencias de esta Universidad, bajo la direccidon del Dr. René
de Jesis Cirdenas Vizquez, a quien deseo expresar mis mds sinceros agradecimien~
tos por su eficiente direccién. Asimismo, agradesco al Dr. Humberto Granados su
acertada ayuds cn la realizacidn y redaccidn del presente estudio,



: . PRIMERA PARTE
REVISION DE LA LITERATURA SOBRE LA COLELITIASIS

Los célculos biliasres son reconocidos como una enfermedad muy antigua; -
éstos se han encontrado en algunas momias egipcins que datan de 7000 afios A.
C, (1), La colelitiasis se empezbé a conocer como tal, en la época del Renaci-
miento. A finales del siglo XIX en un estudio de autopsias se demostrd que ——
los célculos estaban presentes en el 117 de los sujetos en edades entre 41 y
50 anos, y ¢l 28% en aquellos de 60 afios o mas (2).

Un cdlculo biliar es la formacién de un cuerpo duro, que se produce cu=
ando una sustancia que normalmente existe en la bilis se precipita al aumen——
tar su concentracidn relativa; este precipitado se asocie con glicoproteinas
de las vias biliares hansta constituir un conglomerado al que se le combinan -
otras sustancias de la bilis (3).

1. CLASIFICACION DE LOS CALCULOS.

En 1565 Kentman publicé la primers clasificacidn de los calcules, (1), -
Se sabe que los sustancias de la bilis que con mayor frecuencia forman cdlcu-
los son: colesterol, pigmentos biliares y sanles de calcio. En base a su cons
titucién los chlculos se han clasificado en tres tipos principales;

A. CALCULOS DE COLESTEROL.

B. CALCULOS DE PIGMENTO.

C. CALCULOS MIXTOS.

A. Cdlculos de colesterol: estos célculos contienen este lipido hasta -
en un 987 de su peso; son cristalinos, radiados y translicidos de forma re -
dondeada u ovoidea y de superficie lisa o nodular; miden en el hombre de 1 a
4 centimetros de diametro. También existen los célcules miltiples de coleste
rol, los cuales son menos comunes y tienen la apariencia de una frambuesa -
(4).

Puesto que el colesterol es el principal constituyente de estos cileu —
los, revisaremos brevemente su metabolismo.

El colesterol dentro del cuerpo humano sufre alteraciones para transfor,
marse en sustancias de interés fisioldgico, como por ejemplo en hormonas y -
provitaminas,y también es constituyente de membranas celulares (5), El coles
terol es absorbido en el intestino e incorperado en los quilomicrones forma-
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dos en el epitelio intestinal. Después de que los quilomicrones descargan sus tri-
glicéridos en el tejido adiposo, los remanentes de los quilomicrones transportan -
el colesterol al higado, organo en el cual también se sintetiza colesterol y cuya

sintesis es regulada por la cantidad de colesterol absorbido en la dieta. Este 11

pido no es hidrosoluble, pero en la bilis se mantiene asociado a micelas mixtas, -
las cuales estan constituidas por sales biliares y lecitina, poseyendo pesos mole-
culares de 11000 a 75000 (4).

La lecitina, los acidos biliares y el colesterol son lipidos con propiedades
anfipiticas es decir, que sus moléculas presentan una parte hidrofilica y otra hi
drofdbica orientandose en una interfase de aceite-agua. Fl colesterol sélo tiene
hidrofilico el OH en el carbono 3; el resto de la molécula es hidrofdbica, por lo
cual en soluciones acuosas se precipita en forma de cristales (6).

a) Patogénesis: la bilis vesicular humana esta cercana del punto de satura -
cibn del colesterol. Cualquier cambio en la concentracién absoluta de Acidos bi-
liares, fosfolipidos y/o colesterol, reduce la capacidad de solubilidad micelar,
del colesterol provocando la precipitacién del mismo y la formacidn del célculo
(7).

Recientemente se ha propuesto otro mecanismo para que el colesterol se man -
tenga "disuelto" en la bilis. Varios estudios indican que vesiculas unilamelares
de 100 nm presentes en la bilis son capaces de transpertar y almacenar lipidos bi
liares, incluyendo altos niveles de colesterel (8).

Ahora bien en los pardmetros que pueden influir en la formacidn de estos ecdl
cules se clasifican segin Carey (7), en seis tipos deacuerdo con les diferentes -
desordenes metabdlicos que produce una bilis anormal:

i) Defecto en la sintesis de acidos biliares gue se asocia con la deficien -
cia de la enzima 12~ #- hidroxilasa, con la administracién de estrbgenos y con -
xantomatosis cerebrotendinosa.

ii) Pérdida excesiva de dcidos biliares debida a la insuficiencia pancreati-
ca, la ileostomia y a trastornos de absorcién primaria de los dcidos biliares.

iii) Reduccién en la retroalimentacién de Acidos biliares, debida a la se -
crecién de dcidos biliares primarios, lo cual se ha observado en gente de raza
blanca con colelitiasis biliar.

Iv) Secrecidn excesiva de colesterol aseciada con la obesidad.

v} Reduccidn de dcidos biliares e incremento en la secrecion de colesterol,
tal como orcurre en los indios americanos y en los blancos.

vi)Enfermedad primaria de célculos extrahepdticos, salmonelosis, nutricidn
total parenteral, somatostatinoma y vagotomia.
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Admiral y Small (9), postulan que la formacién de los célculos de colesteral -
no solamente son el producto de una bilis saturada de este 1lipido, sino que hay --
otros factores involucrados en la patogénesis de esta enfermedad, ya que la sobresa
turacién puede ser sélo el primer pase de la cascada para la formacidn del célculo,
puesto que se ha observado que entre el 40 y 80% de sujetos normales sin cédlculos -
presentan una bilis sobresaturada de colesterol, definida como un exceso de coles -
terol sobre el limite de solubilidad micelar. La presencia de vesiculas en la bilis
podria explicar esta frecuente sobresaturacidén metaestable de colesterol en la bilis,
asi como su grado y duracién (9).

Recientemente se ha introducido el término "metaestabilidad" de la bilis para
indicar los diferentes limites de saturacidn de colesterol sin que éste precipite o
forme cristales monohidratados.

A la precipitacidn o formacién de cristales de colesterol en la bilis se lla-
ma proceso de "nucleacién'' (10, 11)

Se ha establecido que el tiempo para que la bilis de pacientes con cdlculos,
forme cristales de colesterol, es menor que el de la bilis de individuos sin calcu
los con el mismo grado de saturacidén, es decir, que el tiempo parn que se lleve a-
cabo la nucleacidn es menor en los primeros. Burnstein et al. (12), observaron que
una mezcla de bilis de pacientes con y sin calculos de colesterol en proporcid 1:1,
tiene un tiempo de nucleacién tan ripido como el de la bilis de pacientes con cdl-
culos; al reducir la proporcién de la bilis anormal en 1:10 la nucleacidn sigue --
siendo rapida. Estos resultados pueden ser debidos a la presencia, en la bilis —-
anormal, de factores que aceleran la nucleacién (12), Estudios con bilis y solu ——
ciones modelo de bilis han sugerido que la agregacion de vesiculas lipidicas pue--
den ser un evento clave en el proceso de nucleacién del colesterol; cualquier fac-
tor que aumente esta agregacidn, e. g., iones de calcio y/o proteinas, pueden redu
cir el tiempo de nucleacién (13). Sin embargo, también se ha reportado un factor -
antinucleante en la bilis de pacientes normales: se trata de la apolipoproteina -~
A-I, la cual agragada a bilis anormal prolonga el tiempo de nucleacién.

La precipitacién y conglomeracién de los cristales de colestercl pueden re-—
querir de la adicién de mucina y material de descamacidn; a este proceso se le de
nomina nucleacidn heterogénea, en contraste con la nucleacidn homogénea en la que
los cristales ocurren espontaneamente en concentraciones por encima del limite de
la metaestabilidad (9). Observaciones hechas por Womack en modelos animales ali --
mentados con dietas litogénicas, muestran un aumente en la sintesis y secrecidn de

mucus y glicoproteinas antes de desarrollarse los cdlculos de colesterol (14), lo
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cual indica uns nucleacidn heterogénes,

b) Epidemiologis: La colelitiasis es una enfermedad que en slgunos casos pue
de permanecer indetectable durante toda la vida (7).

En estudios postmorten se ha observado que un gran nimero de pacientes con ~
cdlcylos no presentan sintomas, es decir, que en ellos las cadlculos son asinto~
miticos o silenciosos.

Los datos sobre la frecuecin de cilculos de colesterel son variables de uns
zona a otra, de un pafs a otro o entre diferentes grupos de edades. Se estima gue
en los Estados Unidos de América cerca de veinte millones de personas padecen es~
ta enfermedad (2), y en el noreste de este pais, el 70% de pacientes con coleli--
tiasis presenta calculos de colesterol, micntras que en Bolivia se ha encantrado
que el JOO% de los cAlcules son de colesterol {15). Por lo contrario los Masai de
Africa estén practicamente excentos de esta enfermedad. En Ghana se registra un -
0.4% y en Uganda 1.35% (16).

En los paises Orientales se han reportado las siguientes frecuencias: Singa-
pur 6%, Tailandin 3%, China 0.237. Fn la Indis la frecuencio es mayor en el Norte
que en el Sur, En Europa Occidental la colelitiasis es comin: en Suecia se encuen
tra la frecuencia mas elevada 38%, y en Francia y Alemania es menos frecuente que
en Inglaterra; mientras que on Australia es de un 31% (2).

En México la colelitiasis es un problema importante de salud piblica: aproxi
madamente el 9% de la poblacién adulta, es decir, cerca de tres millones de perso
nas padecen la enfermedad y de ellas el 1.3%, o sea 40,000 pacientes, mueren anu-—
almente como consecuencia directa de este padecimiento (17).

Ahora bien, la frecuencia de la colelitissis es inflylda por factores tales
como la dieta, edad, sexo, raza y herencia.

i) Dieta: el contenidae caldrico y de colesterol en 1n dieta, asi como la -
obesidad, favorecen el desarrollo de estos céleculos (18).

ii) Edad: esta cnfermedad es tres veces mis frecuencte entre los 20 a los -
40 ahos (2).

i1i) Sexo: la formacibn de cilculos en la vesicula biliar ocurre casi en un
40% de las mujeres y sblo en un 24% en los hombres; esta diferencia no es signifi
cativa antes de la pubertad, ni despubs de los 60 aflos (1). Cabe mencionar que es
ta diferencin no se observa entre los filipinos y suecos.

iv) Raza: los estudios realizados en indios nertedwericanos demuestran que -
un 70% de los indios Pima padecen colelitiasis hacia 'os 30 afios, mientras que -

los indios de Trinidad Tohago muestran sble una frecuencia de 0.07%2. En los --
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suecos la frecuencia es particularmente elevada, en tanto que los Masai de Afri.a
no presentan colelitiasis (2).

v) Herencia: ha sido reportado que el 20,51 de familiares en primer grado de
pacientes con cllculos, también presentan colelitiasis, mientras que sblo el 9%
de un grupo control la presentan, lo cusl indica que existen factores ﬁeredita—
rios de esta enfermedad (19).

Hay otros factores que se asocian con la colelitiasis de colesterol: es mis
frecuente en mujeres con antecedentes de embarazo que en nuliparas, pero no hay
una relacidén con el nimero de embarazos (4). Los pacientes con pancrestitis y dia
betes exhiben una mayor frecuencia (2). Por otro lado en estudios de necropsias
se ha encontrado con frecuencia que la colelitiasis esta asociada a casos de ate-
romatosis, infarto del miocardio, fibrosis quistica del pAncreas y xantomatosis
cerebrotendinosa (7).

¢) Modelos Animales: el estudio de la colelitiasis en animales de laboratorio
ha aportado valiosa informacién para el mejor conocimiento de esta enfermedad en
el hombre. Los principales modelos de colelitiasis de colesterol son el jimster,
el raton, el perro de las praderas y primates.

Jamster: Dam y Christensen, en 1952 (26), lograron producir tres tipos de
célculos por medio de una dieta libre de grasas y rica en glucosa, estos cdlculos
se pueden clasificar en:

i) Célculos de colesterol, los cuales son blancos o amarille claro, cristali
nos, y compuestos exclusivamente de colesterol. Estos célculos son los que se pre
sentan en la mayoria de los animales con la dieta mencionada.

ii) CAlculos pigmentarios: son amorfos, generalmente negros o verdes, sin co
lesterol pero con un alto contenido de calcio, fosfato, 4cidos biliares conjuga—
dos con glicina y un bajo contenido de bilirrubina, Este tipo de célculos se pre-
senta con una baja frecuencia usando la dieta mencionada.

iii) CAlcules mixtos: es un tipo combinado de cadlculos de colesterol y pig-
mentarios. Estos son los menos frecuentes con la dieta utilizada.

La produccidn de calculos de colestercl con una dieta semipurificada sin gra
sas y con un azlcar de facil absorcién como la glucosa, se obtiene entre 6 y 7 se
manas, con una frecuencia del 80 al 100% . La formacidn de estos célculos se favo
rece usando jAmsteres de 4 a 6 semanas de edad. Se ha observado también que estos
chdlculos se presentan un poco mis frecuentemente en los machos que en las hembras.

Se ha observado que grasas insaturadas tales como el aceite de soya y el a
ceite de higado de bacalao, al nivel del 2% en la dieta, disminuyen los célculos
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~de colesterol, lo cual no ocurre con una grasa saturada tal como la manteca de cer-
do. Sin embargo con los aceites de soya y de higado de bacalao se aumenta la frecu-
encia de cAlculos pigmentarios (24).

La substitucién de la glucosa por carbohidratos no refinados tales como el al
"midén de arroz y de papa o la lactosa en la dieta litogénica, disminuye la forma-
cion de cdlculos de colesterol, mientras que la sacarosa favorece la formacién de
cdlculos pigmentarios(25). Los jamsteres mantenidos con la dieta de glucoss y 1li-
bre de grasas presentan una concentracidén mayor de colesterol biliar y una menor
de acidos biliares totales comparados con los alimentados con la dieta de almidén
de arroz libre de grasas, la cuasl es aparentemente la razén para la precipitacidn
del colesterol en los animales con dieta de glucosa y libre de grasas (27). Asi-
mismo, esta Gltima dieta produce un aumento en la sintesis de colesterol (28).

Recientemente se ha demostrado que con la dieta libre de grasa y rica en glu
cosa, la frecuencia de cdlculos de colesterol en el jamster va disminuyendo con =
forme la caseina es substituidas por proteina de soya. Esta reduccidn de la litoge
nicidad de la dieta, esta asociada a una reduccidn de colesterol biliar y a un au
mento en la proporcidn de sales biliares/colesterol (29).

El fencbarbital administrado a jamsteres en el agua de beber (lmg/ml), indu
ce la formacién de bilis litogénica y la formacidn de célculos de colesterol (30).

Otra forma de producir chlculos de colesterol en jamster, es suministrando-
les en la dieta un alto contenido de colesterol e inyectandoles estrdgenos sinté-
ticos durante 12 semanas (31),

Raton: la formacibén de cdlculos ha sido producido sélo por une dieta semipu-
rificada rica en colesterol y &cido cdlico (117). Esta dieta produce altas concen
traciones de colesterol en la bilis y en el suero; al eliminar el colesterol o el
ficido cdlico de la dieta, sigue presentandose la colesterolemia, pero no la litoge
nia. Existe diferente suceptibilidad a la formacién de cilculos de colesterol en
el ratdn, ya que se ha reportado que ciertas cepas desarrollan estos célculos con
alta frecuencia, mientras que otras no lo desarrollen, esta diferencia se ha suge
rido que puede estar relacionada con una mayor actividad del higado para convertir
el colesterol a 4dcidos biliares, y para esterificar al colesterol en las cepas no
suceptibles a formar célcules (21).

Perro de las praderas: en este animal se han reportado cdlculos de coleste ~
rol suministrando este lipido; la administracién de 1.2% de colesterol en la die-
ta, durante dos o tres semanas, produce colelitiasis en casi todos los animales
(22, 23).
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Primates: en estos animales se han producido cdlculos de colesterol alimentan
dolos durante largos periodos con dieta semipurificada rica en colesterol; con eg
ta dieta se ha observado que el mono rhesus y el mone verde africano son resisten—
tes a la formacién de célculos, mientras que el chimpance, aunque si es suceptible
a la dieta, la adquisicién y mantenimiento de los animales es muy costoso. El mo-
no ardilla ha sido el mejor modelo de esta colelitiasis, ya que, ademis de su pe-
quefio tamafio, con la dieta mencionada casi el 100% de los animales desarrollan
célculos (23).

B. Célculos de pigmentos: una amplia variedad de compuestos organicos pueden
ser identificados cn estos cdlculos, tales come proteinas, calcie, fosfatos, car-
bonatos, bilirrubinato y sulfatos, asi como algunos metales tales como: Cu, Fe, Mn
y 2n (32).

Se han diferenciado dos tipos de cédlculos pigmentarios: calculos cafés de -
pigmento y cdlculos negros de pigmento (15), siendo sus caracteristicas las sigui
entes:

i) Calculos cafés de pigmento: son miltiples, de color café a anaranjado, 14
minados, de consistencia blanda y grasa que contienen sales de calcio, principal-
mente de bilirrubina, acidos grasos (derivados de lecitina), fosfato y raramente
carbonato; también contienen pequeflas cantidades de colesterol. Se presentan tan-
to en los conductos extra como en los intrahepiticos.

ii) Calculos negros de pigmento: son miltiples, de consistencia dura y amor-
fos, contienen sales de calcio y bilirrubina (polimerizada), fosfato y/o carbona-
to, una minima cantidad de colesterol y Acidos grasos; usualmente se presentan en
la vesicyla biliar y no estan asociados con bilis infectada (33, 34, 35),

Las sustancias que posiblemente son las mAs importantes en la formacién de -
este tipo de célculos, son la bilirrubina y el calcio,

La bilirrubina (fig 1), procede de la degradacién de la molécula hemo o fe-
rro~protoporfirina IX, componente principal de la hemoglobina, y de otras hemopro
teinas que se encuentran en los microsomas de las células hepdticas, tales como
el citocromo P-450,

Primeramente la enzima hemo-oxigenasa abre el anillo porfirinico de la molé-
cula hemo en el puente alfa, con lo que libera monbdxido de carbono forméndose asi
la molécula de biliverdina. Este se reduce rapidamente a bilirrubina, catalizada
por la enzima biliverdina reductasa. As{, pues, por cada molécula de hemo que se
degrada, se forma una molécula de bilirrubina y una de mondéxido de carbono (36).

La bilirrubina es un tetrapirrol del tipo biladieno~a,c, que contiene dos
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dipirrometanonas asimétricas conectadas por un metileno. Debido a las dobles liga=-
duras a y ¢ (fig. 1), la molécula tiene dog sitios de asimetria E-Z., En el organis
mo el isémero IX- - Z,Z de la bilirrubina es el que predomina, y en este isémero
los carboxilos y los anillos dipirrometanonas forman puentes de hidrégeno intramo~
leculares, y como consecuencia de estos enlaces la bilirrubina 1X-o¢ - Z,Z es inso
luble en soluciones a pll fisioldgico o por debajo de éste, y tiene un pK' dentro
del rango alcalino (37).

El isémere IX~™¢-Z,Z puede dar lugar a los fotoisdmeros E-Z, Z-E y E-E (fig.
1), los cuales son mis polares y solubles en el agua; las formas E,Z o Z,E son re-
versibles espontanesmente a la forma Z,Z alin en ausencia de luz; también el iséme
ro E,Z puede sufrir una ciclizaciéon fotocatalizada del grupo endo vinilo del ani-
llo A y por lo tanto no se puede revertir a la forma 2,Z en la obscuridad sin em-
bargo, puede sufrir oxidacidén y polimerizacién para dar lugar a pigmentes negros
y violeta obscuro (38).

Debide a su insolubilidad acuosa la bilirrubina [X-oK -Z,Z es transportada en
la sangre unida a la albimina plasmatica hasta el higado, donde es conjugada con
compuestos organicos polares tales como el &cido glucurénico; y de esta forma la
bilirrubina se vuelve hidrosoluble y puede ser excretada en la bilis. La bilirrubi
na puede ser monoconjugada o diconjugada, dependiendo de si uno o los dos acidos
propiénicos se encuentran conjugados. A pesar de que es necesario que sea conjuga
da paro excretarse en la bilis, una pequefia proporcién de bilirrubina, generalmen
te alrrededor del 22 de total, no se encuentra conjugada y pucde estar presente -
como monoanién o dianién. Esta bilirrubina no conjugada es la que puede precipitar
se para formar el célculo. La bilirrubina en su forma de monoanidén se comporta pro
bablemente como una molécula anfifilica que puede intercalarse en las micelas de
las sales biliares y lecitina de la bilis; la cadena del grupo carboxilo no ioni~
zado esté embebida en la micela, mientras que el otro carboxilo de la molécula se
orienta hacia la fase acuosa de la bilis.

El calcio estad presente en todos los cAlculos pigmentarios come sal, y los
aniones que son mas rapidamente precipitados son el carbonato, bilirrubinato, fos-
fato y palmitato.

El calcio juega un papel importante ecn la formacidn de los célculos pigments
rios, pues se han encontrado en éstos precipitados de calcio de los cuatro anio-
nes antes mencionados, en la siguiente proporcidn: en los cdleulos negros de pig-
mento el total de sales de calcio es en promedio de 15%, (carbonato 13%, fosfato
5% y palmitate 1%Z): ademis, el pigmento negro (polimero de bilirrubina) también
contienen calcio. En los calculos cafés de pigmento el bilirrubinato cdleico re-
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Fig 1. Fotoisamerizacion de la bilirrubina IX- alfa
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presenta el 50%, el fosfato existe en un porcentaje menor de 1, el palmitato en
un 23%, y no presentan carbonato (39).

La precipitacién de estas sales puede ocurrir si se sobrepasa el limite de -
una o mis especies de iones (41).

a) Patogénesis de los chlculos pigmentarios: En la bilis de pacientes norma-
les, de la bilirrubina total existe s6lo el 2% de bilirrubina no conjugada. En pa
cientes con célculos negros de pigmentc la concentracidn de bilirrubina total es
més baja, con respecto a la normal o igual a ella, a excepcion de pacientes con
hemélisis crénica, en donde la bilirrubina total si esta elevada. lLa bilis de pa-
cientes con célculos de bilirrubinato de calcio, tiene una concentracidn mds ele-
vada de bilirrubina no conjugada que los que no presentan cadlculos negros de pig-
mento (41). Por otro lado el valor del pH de la bilis de pacientes con cadlculos -
de pigmento se encuentra dentro del rango fisioldgico (6.2 a 7.8), y la concentra
cidn de dcidos biliares, fosfolipidos y colesterol se mantiene normal.

El bilirrubinato de calcio es el componente principal de ambos tipos de cal-
culos, y se considera que puede haber tres mecanismos por medic de los cuales se
satura la bilis de bilirrubinato de calcio y éste se precipita (42),

i) Incremento en la concentracidn de bilirrubinato de calcio: la bilis de ra
tas que han sido sometidas a fototerapia, muestra un incremento en la concentra -
cién de bilirrubina no conjugada debido a la formacién de fotoisdmeros que se re-
vierten a bilirrubina IX- ©(-Z,Z en la bilis, por lo que mas bilirrubina puede -
formar bilirrubinato de calcio, el cual es altamente insoluble (43).

Maki et al, (44), sugieren que el factor principal en la patogénesis de los
célculos de bilirrubinato célcico es el aparente exceso en la concentracién de bi
lirrubina no conjugada en la bilis, generada por la hidrélisis de bilirrubina con
jugada; ésta hidrélisis es catalizada por la 5—glucoronidasa de E.coli, que in -
fecta la bilis de pacientes com cdlculos café de pigmentc. La enzima hidroliza el
bilirrubinato de glucoronido a bilirrubina libre y dcido plucurdnico; el calcio
en la bilis se combina con el radical carboxile de la bilirrubina libre, para for
mar el bilirrubinato de calcio.

Una posible hipdtesis sobre la formacién de los cidlculos café de pigmento es
que estos son el resultado de un efecto electrostitico de iones y de enlaces puen
te con sustancias orgénicas de alto peso molecular, tales como glicoproteinas; el
precipitado entonces se condensa bajo la influencia de movimientos fisices, lle -
gando a la consolidacién. Esta hipétesis ha sido apoyada por modelos experimenta

les in vitro, en los cuales se han producido concreciones sdlidas similares a cal
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culos (44).

ii) Incremento en la actividad de los iones de calcio libres: la presencia de
sales de calcio (bilirrubinato, carbonato, fosfatos y de 4cidos grasos) en la bi-
lis de pacientes con chlculos puede explicarse por un incremento en la actividad
de iones calcio en la bilis, debido a un decremento en las concentraciones de sa-
les biliares y de otros agentes que normalmente interaccionan con el calcio, o a
un incremento en el calcio total. En cobayos se ha observade que las sales bilia-
res no conjugadas se difunden mis rapidamente fuera dc la vesicula biliar que las
sales conjugadas. Una desconjugacién bacterial de sales biliares en la bilis in -
fectada puede dar como resultado una disminucién en la concentracién de sales bi-
liares. Asimismo, los cambios de permeabilidad selectiva en la vesicula biltar,
tal como se ha observado en vesiculas no funcionales de cobayos y de pacientes hu
manos, favorecen la absorcibn de sales biliares a las cuales son normalmente im -
permeables (39).

Sin embargo Sutor y Wilkie reportaron que la concentracién de calcio total
en la bilis humana de vesiculas no funcionales esti reducida, manteniendose la -
proporcién de iones calcio a calcio total constante entre 8 a 15% en la bilis he-
pética y vesicular de pacientes con chdlculos (45).

i11) Decremento de los factores que solubilizan el bilirrubinato de calcio:
se ha sugerido que en presencia de calcio la solubilidad del anién bilirrubinato
es aumentada por los acidos biliares y disminuida por la adicidn de lecitina (46).

Este efecto puede deberse a la formacién de complejos de calcic y/o bilirru-
bina con sales biliares, cuya formacién puede ser interferida por la lecitina, .-
cambiando asi los productos iénicos, es decir, favoreciendo la formacién de bili-
rrubinato de calcio. La interaccién del bilirrubinato célcico con las micelas mix
tas podria ayudar a su solubilizacién por medio de las sales biliares; sin embar-
go una disminucién de sales biliares o un aumento en la concentracién de lecitina
contribuirian a la precipitacién del bilirrubinato de calcio.

Los célculos negros de pigmentos contienen también otras sales de calcio, en
tre ellas el carbonato. Recientemente se ha reportado que durante la concentra -
cibén normal de la bilis por la vesicula, se secretan iones hidrégenc intercambian
dose por iones de sodio y agua. Los protones liberados en la bilis reaccionan con
iones de bicarbonato para producir agua y bidxido de carbono, el cual se equili -
bra posteriormente con el bidxido de carbono de la sangre, Cuando la concentra -
cién biliar de bicarbonato se encuentra reducida se producird una acidificacién
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de 1a bilis; asimismo, esta reaccibn disminuye los iones de carbonato y bicarbona
to, previniendo que los iones de calcio reaccionen con éstos, evitando asi la for
macién de carbonato de calcic. La formacién y precipitacién del carbonato de cal-
cio podria contribuir a la formacidén del cilculo negro, o ser el factor principal
en la génesis de los calculos de sales de calcio (47).

b) Epidemiclogia de los cAlculos pigmentarios: la gran mayoria de los esty -
dios epidemiolégicos publicados hasta principios de los 70s, hacen poca referen-
cia a este tipo de célculos, por lo cual hay pocos datos sobre la epidemiologia
de esta colelitiasis. Asi, se sabe que los célculos café de pigmento estén asocia
dos con infecciones bacterianas y parasitarias; por otra parte los céilculos negros
de pigmento se presentan frecuentemente en pacientes con hemélisis, talacemia, es-
ferocitosis, prétesis valvular cardiaca y cirrosis, aunque la mayoria de las paci-
entes con este tipo de célculos no presentan necesariamente estos padecimientos
(34,

En pacientes con colelitiasis en los Estados Unidos, los cdlculos negros de
pigmento se presentan con una frecuencia del 27 al 33Z (48); y raramente se pre -
sentan los cAlculos café de pigmento como enfermedad primaria pero si en el 502
de los casos de calculos recurrentes.

Los cAlculos café de pigmento ocurren frecuentemente en el Este de Asia, in-
cluyendo Japbn, China, Korea, Tailandia y Malasia, en donde por técnicas de diag-
néstico tales como colangiografia percuténea transhepatica, endoscopia colangio-
gréfica retrdgrada, ultrasonografia y tomografin computarizada, se han encontrado
que un 20% de todos los calculos pertenecen a este tipo, y que se presentan con -
mayor frecuencia en las zonas rurales que en las urbanas (49).

En Japén de 2144 casos el 70% fueron cilculos de colesterol y 23.5% de tipo
café de pigmento (50). En la India de 33 pacientes con calculos el 33% fueron ne-
gros de pigmenteo, y el 9% café de pigmento (51)

En general, los célculos negros de pigmento se asocian con el mundo occiden~
tal, mientras que los café de pigmento con las zonas rurales de oriente, La frecy
encia de los cdlculos pigmentarios se incrementa con la edad, pero no se he encon
trado diferencias debidas a raza o sexo.

¢) Modelos animales de colelitiasis pigmentaria: los calcules producidos en
en animales se han clasificado de manera similar a los de los humanos, (calculos
negros de pigmento y calculos café de pigmento), considerandose ademds en esta
clase los cdleulos de sales biliares y de sales de calcio. A continuacién presen-

tamos estos modelos y sus caracteristicas;
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Jamster: como ya mencionames, Dam y Christensen en 1952, originalmente rep
taron una diete semipurificads libre de grasas y rica en glucosa, que produce cil
culos biliares de colesterol y un pequefio porcentaje de cdlculos pigmentarios. Cu
ando la glucose es substituida por sacarosa, la frecuencia de célculos pigmenta -
rios aumenta ligeramente, ocurriendoc lo mismo cuando a la dieta con glucdsa se le
adiciona 2% de grasas insaturadss, tales como el aceite de soya y el de higado de
bacalao, La formacién de estos.cidlculos se favorece cuando se emplean animales de
15 a 17 semanas de edad (60).

Granados en 197] observo que dietas de mentenimiento para ratones, adminis -
tradas a jhmsteres, producian en estos calculos de pigmento que no contenian co -
lesterol perc si hidroxihapatita (61). Estos cAlculos se presentan con mayor fre-
cuencia en machos que en hembras, y la orquidectomia disminuye apreciablemente es
ta colelitiasis (62),

En 1972 Granados introdujo en México la cepa de jémsteres usada por &l en Cu
ba (ChCM), y continuo aqui sus estudios sobre la colelitiasis, observando que é&sta
se presentaba cuando la dieta de mantenimiento ers suplementada con leche de vaca
y zanshoria (63). Posteriormente se comprobd que la fraccién grasa de la leche -~
(crema y mantequilla) era le responsable de esta colelitiasis. Asi se establecid
una dieta no purificade consistente de 75Z de "Purina Laboratory Chow for Rats,
Mice and Hamsters" y 25% de mantequilla pura de leche de vaca como dieta litogé-
nica (64).

A diferencia de la mantequilla, varios aceites vegetales y la margarina carg
cen de accién litogénica (65).

Posteriormente se estudidé la accién litogénica de otra grasa de origen ani -
mal, la manteca de cerdo, y se encontrd que ésta también producia cAlculos pigmen
tarios aunque con menor frecuepcia que la mantequilla. Asimismo se demostrd que
la composicién de 1la dieta bAsica influye en la litogencidad de la mantequilla
(66, 67).

También se estudio la posible aceidén potencializadera de la testosterona en
la colelitiasis producida por la mantequilla. Se encontro que esta hormona sumi -
nistrada al jdmster macho normal, potencializa apreciablemente la accién litogé -~
nica de la mantequilla (68).

Con el objeto de tener una visidn mds especifica de la accidn litogénica de
los componentes de la leche, Granados y colaboradores experimentaron con leches
procesadas y elaboradas por la casa Nestlé, encontrandose que dos de ellas (La Le

chera y Pelargdén) producen un alto porcentaje de calculos pigmentarios. De las -



- 13 -

dos leches Carnation estudiadas (Proteina y Vitaminada), la vitaminada produjo -
célculos con alta frecuencia (69), Debido a que las leches ensayadas contienen -
adiciones de vitamina A, B y D, y ya que la mantequilla también contiene un alto
nivel de vitamina A, se ensayaron estas vitaminas por separado. Se encontro que -
sblo la dieta bAsica adicionada con acetato de vitamina A, a niveles de entre -
5000 y 33000 UI%Z, inducen chlculos pigmentarios con una frecuencia proporcional
al nivel de vitamina A suministrada (70,71, 72).

Posteriormente se ensayd la litogenicidad de otras fuentes de vitamina A, la
zanahoria y el .6 -caroteno sintético, encontrandose que ninguna de las dos es 1i
togénica per se; sinembargo, la zanahoria potencializa tanto la acciéon litogénica
de la dieta con 25 de mantequilla como la de la dieta con 15000 UIX de vitamina
A (73, 74),

Puesto que en las dietas empleadas por Dam, la sustitucién de glucosa por sa
carosa sumenta la frecuencia de célculos pigmeatarios (60), Granados et al., (75)
ensayaron varios azdcares de fAcil absorcién tales como son: sacarosa, fructuosa
v glucosa adicionadas al nivel del 50% a la dieta bésica (Purina). Los tres aziica
res indujeron colelitiasis pigmentaria: la glucosa en un alto porcentaje, seguida
de la sacarosa, mientras que la fructuosa fue poco litogénica.

Como se menciond anteriormente, 1n colelitiasis pigmentaria producida por la
mantequilla es mis frecuente en machos que en hambras; lo mismo ocurre cuando la
colelitaisis se induce con vitamina A o con glucosa. La ovarictomia incrementa la
frecuencia de hembras con cAlculos pigmentarios, lo cual es contrario a 1@ que su
cede en los machos, en los cuales la orquidectomia disminuye la frecuencia ( 76,
77).

Por otra parte, en la busqueda de sustancias que prevengan la accidn litogé-
nica de la mantequilla y de la vitamina A. Se puso & prueba el producto comercial
"Drenohepar" {Laboratorios Lepettit México, S.A.), el cual contiene coleréticos,
colagogos y hepatoprotectores. El Drenohepar, al nivel del 2% en la dieta litogé
nico de Purina y mantequilla, previno completamente la colelitiasis (78). También
se establecio que de los constituyentes del Drenohepar, el acido dehidrocdlico al
nivel de 0.5% en la dieta litogénica con mantequilla o con vitamina A, previene
la colelitiasis pigmentaria (79).

Posteriormente se utilizé un extracto de aceite de cartamo denominado "Poli-
fat KA-02", el cual tiene la siguiente composicion de &cidos grasos: acido palmi-
tico 6,5%, 4cido estedrice 2.5%, é&cido oleico 12%, Acido linoleico 77% y acido 1i

nolenico 2%. Este extracto previno la formacidn de célculos pigmentarios con las
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dietas litogénicas de glucosa y de vitamina A: no obstante que este extracto pro-
viene del accite de cArtamo, éste &ltimo no proteje contra la colelitiasis, asi cg
mo tampoco lo hace el aceite de olivas (80).

Ratdn: Trotman et al,, reportaron una cepa de este ratdn con anemia normoblisg
tica (nb/nb) que desarrolla célculos biliares del tipo negros de pigmento. Estos -
calculos se presentan con una frecuencia del 75% y no se desarrollan antes de los
6 meses de edad. Las hembras muestran el doble de frecuencia que los machos., La bi
1ig vesicular de ratones {nb/nb) con cllculos con respecto a los que no presentan
céleulos tienen un pH mds bajo y una mayor concentracién de bilirrubina total, —-
caleio y Acides biliares. Asimisme, la fraccién ionizada de bilirrubina no conjuga
da es mis elevada en animales con colelitiasis que en los que no la presentan (56).

Ratén de patas blancas o matorralerc (Pcromyscus): se producen espontaneamen-
te célculos pigmentarios en animales con y sin esferocitosis. Los célculos se pre~
sentan en todas las edades, en ambos sexos, pero son mas comunes en los ratones —-
con esferocitosis; se crec que factores hereditarios predisponen a estos animales
para la formacién de cdlculos; este defecto no involucra sélo al gen recesivo res~
ponsable de la esferocitosis {55).

Perro de las praderas: la reseccidn intestinal distal produce célculos pigmen
tarios en este animal; se cree que la interrupcién de la circulacién enterchepéti—
ca de los Acidos biliares, causa un incremento en la proporci6n de bilirrubina/dci
dos biliares que provoca la precipitacibn de bilirrubinato de calcio (58).

Cobayo: en este animal se producen cdlculos pigmentarios rices en fosfatos de
calcio, con una dieta semipurificada alta en colesterol y adicionada con riboflavi
na; los animales alimentados s6lo con una dicta rica en colesterol no desarrollan
cdlculos. El exceso de colesterol provoca higado graso, esplenomegalia y severa ——
anemia sin pérdia preliminar de peso (52);

Més recientemente se ha reportado la induccidn de chleulos pigmentarios en co
bayos alimentados con una dieta de mantenimiento adicionada con un 0,52 de coleste
rol. Estos cdlculos parecen formarse debido a anemia hemdlitica inducida por el co
lesterol {53). Estos calculos pigmentarios también se han producido en cobayos con
cirugia de reseccidén yeyunoileal de 50 a 95% (54).

Conejo: en este animal se producen calculos de sales calcicas de 4cidos bilia
res con dietas ricas en colestanol, el cual es similar al colesterol, difiriendo
sblo en que carece del doble enlace entre el C-5 y C-6. En el higado el colestanol
es convertido a Acido alocdlico, el cual al entrar en la circulacién enterohepiti-~

ca es convertido en Acido alodeoxicélico, el cual a su vez se conjuga con glicina
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precipitandose en la bilis como una sal de calcio insoluble (59), Mas recientemen
te se ha encontrado que el 4cido oleico, al nivel de 15 en la dieta, es transfor
mado en colestanol, el cual como ya mencionamos, produce estos .calculos pigmenta-
rios (118). El antibiético Kanamicine previene esta colelitiasis, lo cual indica
que se requiere que el acido alocélico sea transformado en alodeoxicdlico por la
flore intestinal para que se formen los cdlculos (118).

Perro: este animal produce cllculos pigmentarios con dietas ricas en taurina
y deflcientes en proteinas, asi{ come con dietas altas en carbohidratos adiciona—
das de colesterol y con una baja proporcidn de proteinn. Estos cilculos estan cons
tituidos por un residuo negro y mucoproteinas; el anélisis del pigmentc por reso-
nancia nuclear, demuestra que es un pigmento polimerizado. La bilis que rodea es-
tos tilculos presenta la bilirrubina, &cidos biliares no conjugados y hexosomina
en concentraciones mas elevadas que en la bilis de animales control, también mues-
tran un pH mas bajo (57).

£, Chlecylos mixtos: son los mis comunes, y estdn constituidos por pigmentos
biliares, sales de calcio, una matriz proteica y aproximadamente 70% de colesterol,
son numerosos, de superficie dura y facetada por la presién con los demis cAlculos
biliares; por lo general son lisos y de color café claro u osbcuro. Algunos de es
tos cdlculos tienen unas capas formadas de colestercl y otras de pigmentos bilia-
res que delimitan un hueco central (2). Puesto que estos célculos contienen altoes
niveles de colesterol, generalmente se considera su patogénesis y epidemiologla -

son semejantes a las de los cdlculos de colesterol.



SEGUNDA - PARTE
REVISION DE LA LITERATURA SOBRE LA VITAMINA A,

1. Historia:

El descubrimiento de la vitamina A ocurrid a principios de este siglo, en 1913
McCollum y Davis por un lado, y Osborne y Mendel por el otro, repertaron que ra-
tas alimentadas con dietas sintéticas, en las cuales el tocino, era la énica fu-
ente de grasas, presentaban una deficiencia nutricional que podia corregirse admi-
nistrande un factor contenido en la manteca, la yema de huevo y el aceite de higa-~
do de bacalao (81).

En 1917 McCollum et al., demostraron que la vitamina liposoluble prevenia la
xeroftalmia (82), En 1930 Moore demostré la relacidén entre la vitamina A en los
animales y los pigmentos carotenoides llamados provitaminas A, los cuales son con-
vertides in vivo en la vitamina. En 1931 la vitamina A se aislé en grandes canti-

dades de el aceite de higado de pescado, y su estructura fue establecida por Ka -
rrer, pero no fue sino hasta finales de los 40's cuando esta vitamina se produjo
sintéticamente (83).

2. Quimica:

La vitamina A es el término genérico que se utiliza para todos los compues -
tos que exhiben cualitativamente la actividad del retinol (82). Las formas quimi-
cas mas importantes de la vitamina A son el todo-trans-retinol (fig. 2), el cual
es un alcohol que contiene un anillo B -~ionona y una cadena lateral constituida
por 2 unidades de isopreno; es incoloro, insoluble en disolventes no polares, in-
estable a la luz, resistente al calor y facilmente oxidable. En el organismo se
presenta principalmente en forma de palmitato de retinile; otros ésteres que se
presentan de maners natural son el estearato de retinilo, el retinil-fosfato y el
metabolito activo manosil retinil-fosfato. Existen dos formas alcohdlicas de la
vitaminaA, el retinol 1 y el retinol 2 o 3-dehidro-retinol; la forma aldehidica
del retinol, el retinal, es un metabolito que actua en la visi6n. Por otro lado
la forma acida, el acido retinoico, es activo sbéle para algunas funciones, tales
come en la diferencincién de epitelios y en el crecimiento.

Las provitaminas o precursores del retinol se presentan de manera natural
en plantas con <, b,y x -carotenoc, Estas formas de provitaminas A contienen
uno o dos anillos aliciclicos de 6 dtomos de carbono, y cadenas laterales consti-
tuidas por unidades de isopreno.

La actividad de la vitamina A, al igual que la de otras sustancias, es ex -

presada en unidades internacionales las cuales son arbitrarias y en este caso se
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se define como 0.3pgde retinol (84).
3. Metabolismo:

La vitamina A no es sintetizada por los vertebrados, los cuales dependen de la
dieta para obtenerla. La principal fuente dietética de vitamina A son ciertos pig -
mentos carotenoides, tal como el @~ caroteno de plantas, y los ésteres de retini
1o provenientes de los tejidos animales. Los @—carotenos son convertidos en vi-
tamina A principalmente en la mucosa intestinal; en este proceso intervienen dos
enzimas: la @ —caroteno 15, 15-desoxigenasa que rompe el (3—caroteno en su doble
enlace central para dar lugar a dos moléculas de retinal, Esta enzima es scluble
y ha sido purificade del intestino de rata y conejo. La otra enzima es la retinal-
dehido reductasa, que reduce el retinal a retinol; esta enzima tiene un peso mole-
cular de 60000 a BOOOO y requiere de NADH o NADPH (85).

La vitamina A cuando se ingiere como ésteres de retinilo es hidrolizada en el
intestino por enzimas pancrefticas tales ocomo 1la retinil-ester-hidrolasa, fosfoli-
pasas y lipasas. La absorcibn del retinol se lleva a cabo en la mucosa intestinal,
el retinol sufre una esterificacién que es catalizada por la enzima acil-CoA:reti-
nol acil~transferasa, dando lugar principalmente al paimitato y estearato de re-
tinile.

Los ésteres de retinile son transportados en asociacidén con los quilomicrones
por la linfa hacia la circulacién general, En el compartimiento vascular los quilo
micrones pierden muchos triglicéridos, debido a la accion de la enzima lipoprotei-
na lipasa, los remanentes de los quilomicrones asi formados constituyen una peque
fa particula rica en coleterol, que contiene esencialmente todos los ésteres de -
retinilo originales. En el higado el quilomicron remanente es captado por endoci-
tosis, seguido de una degradacién liposomal de sus constituyentes; se cree que la
apolipoproteina E juega un papel importante en este proceso de captacidn (86).

El higado es el principal almacén de vitamina A, con un 90% de las reservas
totales del organismo. Después de la captacién por el higado, los ésteres de reti
nilo son hidrolizados e introducidos al citosol y reesterificados, En el higado
las células parenquimatosas son las que tienen un papel importante en la movili-
zacidn del retinol del higado hacia los tejidos; también hay células no parenqui
matosas, las llamadas lipocitos, que son células de almacenemiento de vitamina A.
Se ha sugerido que el retinol proveniente de los quilomicrones llega primero a -
las células parenquimatosas, de donde es transferido a los lipocitos (87).

Las células parenquimatosas movilizan el retinol del higado hacia la sangre
unido a una proteina ligadora de retinol (PLR); en el humano esta proteina liga~
dora de retimol estd constituida por una cadena polipeptidica con peso molecular
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Fig 2. Principales formas quimicas de la vitamina A
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de 21000, y con unsdlo sitio de unidén para el retinol (88). Este complejo interac
tia fuertemente con otra proteina que es la transterritina, también conocida como
prealbimina, la cual se une en proporcién 1:1 con la PLR (89). En el humano el ni
vel usual de PLR es de 40 a 50 gg/ml y el de transterritina de cerca de 200 » 300
Fg/ml. El nivel de PIR en el plasma es fundamental para la regulacién de 1. con-
centracién de vitamina A en el mismo y su transporte a los tejidos,

En la deficiencia de vitamina A, el contenido hepdtico de la PLR aumenta y ~
su concentracién plaswitica disminuye, al parecer porque la salida de PLR del hi-
gado esta bloqueada (90).

Cuando la vitamina A dietética vuelve a estar disponible, el higado libera
rapidamente al plasma PLR unida al retinol, para transportarlo a los tejidos. Cu-
ando hay deficiencia de proteinas (causada por desnutricidn o por enfermedad pa -
renquimatosa del higado), la concentracidn de PLR se hace insuficiente y las con
centraciones plasmiticas de vitamina A disminuyen a pesar de que las reservas he
piticas de ésta son normales. Otros estados patolégicos también alteran las con-
centraciones plasmiticas de vitamina A y PLR: por ejemplo, en la fibrosis quisti
ca y en las infecciones febriles; también en las enfermedades renales, en las -
cuales la concentracidn sanguinea de vitamina A puede reducirse drasticamente.

Las vias de excrecién de la vitamina A son la bilis, la orina y las heces.
El primer paso en la eliminacidén del retinol del organismo es la oxidacién a éci-
do retinoico, quizas a través del retinal, aunque esto ha sido puesto en duda ya
que este Gltimo se halla en cantidades muy pequelias en el higado, rifion y algu -
nos 6rganos blanco tales como las gonadas; s6lo en la retina existe retinal en -~
gran cantidad. Recientemente se ha demostrado que las células renales del cerdo
oxidan retinol s Acido retinoico por la fraccién microsomal del higado, aunque
también puede sufrir una isomerizacién dando lugar a 13-cis-&cido retinoico. El
4cido retinoico sufre posteriormente otras modificaciones,

Olson et al. (92), identificaron el primer metabolito de vitamina A en la
bilis de ratas, a las cuales se les administrd Acido retinoico marcado. Los iso-
meros de todo-trans y 13-cis de 4cido retinoico se conjugan dando lugar al reti~
noil- 3 -glucurénido, el cual representa el 107 de la dosis administrada. Otro
metabolito identificado en la bilis es el lS—cis—&—oxoretinoil—ﬁvg;lucurénido. Se
han identificado en cultivo de tréaquea dos metabolitos de &cido retinoico, el -
4cido todo~trans-4-hidroxi y el acido todo-trans-4-oxoretinoico; los cuales in
Yivo son transformados en &cido 13- cis- oxoretinoice, el cual es excretado en
la bilis como glucurénide y representa el 8.2% de la dosis de &cido retinoico su-
ministrada (93, 94).
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Una segunda via de oxidacién del Acido retinoico da lugar al &cido 5,6-epo-
xido retinoico, el cual es excretado a traves de la bilis, y se ha encontrado cop
jugado con el acido glucurénico (95).

Otro compuesto aislade e identificado en la bilis por Skare y colaboradores,
proviene de la conjugacién de un metabolito del Acido retinoico con taurina- es-
te compuesto es muy polar y dcido, debido al grupo sulfonato de la taurina . re -
presenta el 6% de la dosis del acido retinoico suministrado (142),

Se han identificado en las heces de rata 3 metabolitos, el dcido 4~oxoretinoi
co, el dcido retinoico con los metiles del anillo hidroxilades y el &cido 9-cis-5-
hidroxiretinoico (96), y en la orina metabolitos parcialmente saturados o con la
_cadena lateral recortads (97).

La mayoria de los metabolitos de la vitamina A en la bilis aiin no se han iden
tificado; se sabe que aproximadamente el 34% de los metabolitos del Acido retinoi
co son reabsorbidos en el intestino, poseyendo algunos actividad de vitamina A,
estos pueden ser utilizados y asi aumentar el contenido total de vitamina A en el
organismo (98).

4. Funciones:

La vitamina A es un nutriente esencial para los animales superiores. En los
mamiferos se ha sugerido la existencia de varias funciones de la vitamina A en ba
se al efecto de la deficiencia de este factor; éstas funciones son: a) Croméforo
en la visién nocturna, b) Diferenciacién, crecimiento y mantenimiento de los
tejidos epitelitales, c) Mantenimiento de la fisiologia normal de las gonadas y
del embarazo, d) Crecimiento de los huesos, e) Regulacién de la glandula tiroides
a través de la hipdfisis. De estas funciones poco se conoce sobre su mecanismo a
nivel bioquimico, a excepcién de su papel en la visién nocturna como un crombéfore
en los procesos visuales.

La vitamina A es indispensable en el proceso de la visién. La rodopsina,
que es el pigmento visual receptor en la visidén con baja intensidad luminosa, pre
sente en los bastoncilles de la retina, esti compuesta de la proteina opsina y
el ll-cis retinal. Cuando la rodopsina estd expuesta a la luz, el ll-cis retinal
se transforma en todo-trans retinal por medio de una reaccidn estrictamente fo-
toquimica, lo cual trae como consecuencia toda una serie de cambios moleculares
que finalizan en la disociacidn de la melécula en opsina y todo~trans retinal.

Esto viene a constituir el activador molecular que produce un impulso en -
las terminaciones del nervic dptico, el cual es transmitido al cerebro,

La rodopsina puede ser regenarada desde opsina y todo-trans retinal. Este
0ltimo puede nuevamente sufrir una isomerizacién para dar ll-cis retinal a tra-
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vés de una secuencia de reacciones. enzimidticas en las que intervienen dos enzimas
la retinal reductasa y la retinol isomerasa. El 1l-¢is retinal entonces se combi-
na con opsina para producir la rodopsina, completando asi el ciclo viswal (121).

La funcién de la vitamina A en la visién se diferencia clarsmente de la que
tiene en el metabolismo. En las otras funciones estan involucradas las dos formas
de la vitamina A, el retinol y el Acido retinoico, estos pueden actuar ya sea en
el nucleo celular alterando la expresidn de la informacién genética de las células
epiteliales, controlande asi su diferenciacion, o pueden funcionar extracelular —
mente en el reticulo endoplésmice o en la membrana celular, controlande en ambos
casos la sintesis de glicoproteinas especificas.

En relacidén con la accidn nuclear de la vitamina A, se ha visto que contro-
la la diferenciacién de los epitelios, disminuyendo la expresién del epitelio es-
camoso estratificado y estimulando la del epitelio mucoso. En 1la deficiencia de la
vitamina A el epitelio mucoso cambia a escamoso queratinizado. Cambios en direccibn
opuesta pueden ocurrir, como lo observaron Fitton-Jackson y Fell (110), quienes
cultivaron piel de embridn de pollo de 12 dias de edad en un medio con vitamina A,
1o cual produjo que el epitelio de la piel cambiara de escamoso queratinizado a -
ciliado mucoso; cuando se transfirio de regresc al medio sin vitamina A, se revir-
tio el proceso y las células basales empezavon a producir nuevamente filamentos de
queratina. Esta accién de la vitamina se ejerce en el nucleo celular, donde deter—
mina el tipo de queratina a sinterizar y el contenido correspondiente de RNAm pa-
ra esa queratina (111). Asimismo, se ha demostrodo que la deficiencia de vitamina
A puede reducir la sintesis de DNA, RNA y proteinas en diferentes tejidos, tales
como higado, intestino, testiculo y oviducto, siendo reversible este proceso con
la administracion de acetato de retinilo (112, 113 y 114).

En ¢l mantenimiento de la figsiologia normal de las gonadas y del embaraszo, -
la accién de la vitamina A puede ser a través de la estimulacién de los tejidos
germinales y embrionarios en diferenciacidn, tales como ocurre en la diferencia-
cibn de los epitelios, es decir, afectando la expresién del genoma para producir
y suprimir proteinas especificas. Se ha observado que ratas hembras deficientes
en vitamina A pueden concebir, pero no mantener el embarazo, pues hay reabsorcién
fetal; en las aves el huevo, aunque fertilizado no se desarrolla mas alla del se-
gundo dia (115, 116).

Lo regresién y reabsorcidn de algunos tejidos ha sido frecuentemente deseri-
ta como un efecto del exceso de retinol o 4cido retinscico, por ejemplo, en hueso
y cartilago asi en explantos fetales de cartilago de rata, el exceso de 4cido re
tinoico induce cambios especificos en el patrén de sintesis de proteinas, lo que
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sugiere que en el curse de la reabsorcidn del cartilage, los retinoides afectan 1
expresion genética; esto explicaria el porqué para que el Acido retinoico efectie
la regresidén es necesario que la célula pueda llevar a cabo sintesis de RNA y pro
teinas (135),

En todas estas funciones nucleares de la vitamina A, las proteinas celulares
ligadoras de retinol y Acido retinoico juegan un papel muy importante en transpor
tar estos retinoides al nucleo celular,

La vitamina A tiene efectos sobre las membranas celulares en general, asi como
particular ejerce accidn sobre la permeabilidad y la dehesidn celular, asi como
en la interaccién célula-célula. En la diferenciacidn celular, conforme se llega
a la diferenciacién terminal de queratinocitos, la membrana celular se vuelve mis
permeable, la célula pierde poder reductor y los grupos SH se oxidan a S-S, lo que
conduce a la produccién de queratina insoluble. Cuando se agrega &cido retinoico
a queratinocitos en cultivo se inhibe todo el proceso de la diferenciacién termi-
nal; sinembargo, la adicién de detergente, el cual hace mis permeable a8 la membra
na celular, revierte laaccidn del 4cido retinoico (1306).

Por otro lado, se ha observado que la metaplasia escamosa que se presenta en
la piel de pollo cultivada en ausencia de vitamina A, es acompafiada de pérdida de
uniones entre células y al incluir dacido retinoico en medio de cultivo se dupli-
can las uniones celulares (137).

Otra propiedad de las membranas celulares, tal como la adhesividad mostrads
por ¢élulas en cultivo, es afectada por la vitamina A asi el tratamiento con aci-
do retinoico de células tumorigenas en cultivo, las cuales muestran una menor adhe
sibén al sustrato, resulta en un aplanamiento y alineamiento mAs ordenado, asi como
en una mayor adhesividad (138), Algunas células tumorigenas no contienen protei-
nas celulares ligadoras ni de retinol ni de Acido retinoico; sinembargo, tanto -
el retinol como el Acido retinoico provocan un aumento en la adhesividad de estas
células, lo cual sugiere fuertcmente que estos retinoides actuan principalmente a
nivel de la superficie celular (139). Esta accidn es ohtenida, al menos en parte,
por mantener la glicoproteina fibronectina unida a la superficie celular (140),
aunque el Acido retinoico también estimula la sintesis de ésta glicoproteina =--
(140). .
La vitamina A también afecta la fluidez de la membrena celular, en el proce-
so de diferenciacién de células de carcinoma embrionario estimulada por el acido
retinoico, hay una reduccidn en la fluidez de la membrana (143). Asimismo, mem-
branas plasmaticas de hepitocitos de ratas alimentadas durante 2 meses con una -
dieta con niveles elevados de vitamina A, mostraron una fluidez significativamen
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te menor que las de animales controles; ésta reduccién en la fluidez de la membra
na se correlaciona negativamente con el contenido de vitamina A en ellas (144),

" La vitamina A es necesaria para el crecimiento celular; este crecimiento es
regﬁlado por factores polipeptidicos que se unen a receptores especificos de la
superficie celular. Se ha reportado que el Acido retinoico estimula fuertemente
la unidn & la célula del factor de crecimiento EGP; lograndose este efecto al au-
mentar el nimero de receptores en la superficie celular (145).

La evidencia presentada sugiere que la funcidén de la vitamina A en la super-
ficie celular es ejercida principalmente a travez de un efecto en las glicoprotel
nas de esta, Ademis, muchos experimentos han mostrado la accibn de Is vitamina A
sobre las glicoproteinas: se ha observado la pérdida de algunas glicoproteinas en
animales deficientes en vitamina A, y la recuperacién de estas al suministrar la
vitamina (146), asicomo cambios en glicoproteinas especificas en células cultiva-
das en ausencia y presencia de la vitamina (147). Se ha reportado que la vitamina
A, en forma de retinol-fosfato-manosa, interviene en la remanosilacién de glico ~
proteinas especificas, después de que el oligosacarido ha sido transferido a la -
proteina, lo cual resulta en glicoproteinas con alto contenido de nanosa (148),
Asimismo, se ha encontrado in vitro, que en microsomas de ratas deficientes en vi
tamina A hay una reducida transferencia del oligosacirido GlcNAc2 Man9 Gle3 desde
el transportador dolicol-fosfato a la proteina aceptora; esto pedria explicar la
la acumulacién de oligosacdridos unidos a dolicol-fosfato y la reducida glicosi-
lacién de proteinas en tejidos deficientes en vitamina A; la adicidn de retinol-
fosfato o la preincubacién de los microsomus con éste no tiene ninglin efecto en
la glicosilacidén (149). El mecanismo por el cual la vitamina A afecta €sta trang
ferencia del oligosacdrido a la proteina alin no a sido establecido, pero es po-
sible que la vitamina afecte la expresion del gen de la glicosil-transferasa, --
controlando asi la biosintesis de glicoproteinas.

5. Hipervitaminosis:

la ingestion de dosis altas o moderadamente altas de vitamina A pueden ser
toéxicas para el organismo.

En el hombre, la toxicidad producida por hipervitaminosis A se ha incremen-
tado en los (ltimos ahos debide s fadismos alimenticios, s su uso en ciertas con
diciones dermatoldgicas tal como el acne, en el hipogonadismo relacicnado con el
alcoholismo y en la prevencién del cancer.

Los sintomas de envenenamiento agudo en el humano, generalmente incluyen: do

lor de cabeza, somnolencia, irritabilidad, vértigo, vomito, enrojecimiento ¢ hip



- 23 -

chazones eritematosas de la piel y engrosamiento de las plamas de las manos y p’ a
tas de los pies. Los sintomas de hipervitaminosis A crénica pueden incluir irrita
bilidad, doler de cabeza, dermatosis, alopecia, anorexia, pérdida de peso, erup -
siones maculoeritematosas en hombros y espalda, piel seca y escamosa con pruritis,
encias enrojecidas y gingivitis, hemorragias nasales y de la mucosa bucal, nausea
persistente, visién confusa y alteraciones del ciclo menstrual; también se presen
ta patologia extensiva de los huesos, incluyendo desmineralizacién, lo que conduce
ha hinchazoanes dolorosas de las extremidades acompafiadas con impedimento de la -
funcién locemotora (120 -122), Asimismo, se ha reportado hepatomegalia, esplenome
galia, ictericia y un incremento en la presion del fluido cefalorraquideo (120).

Quizas los efectos toOxicos mas serios de la elevada ingestién de vitamina A
son log dafios irreparables del higado, y la permanente inhibicién del crecimiento
oseo debido a necrosis de las placas de crecimiento endocondral (120). Las princi
pales lesiones hepaticas son necrosis, fibrosis y cirrosis, que ocasionan obstrug
cién de la cireulacién portal, anormalidades en las funciones hepaticas y desarro
1llo de ascitis e hipertensidon portal (123). Las anormalidades funcionales del hi-
gado gencralmente consisten en ligeros cambios de las fosfatasas alcalinas, eleva
cién de las transaminasas, retencién de sulfobromoftaleina y tiempos de protrombi
na. La histopatologia de la intoxicacién crénica con vitamina A en el higado huma
no incluyen la acumulacién de lipocitos perisinusoidales con fibrosis asociada,
congestidén y dilatacién sinuseidal, esclerosis de las venas centrales y astrofia -
de las hepatocitos adyacentes; la obliteracién del especio de Disse por células
de Ito inflamadas puede ser la causa de estos cambios (124). lLas células de Ito
prescntan numerosas vacuolas lipidicas, y hay transicién de ellas a formas fibro-
blasticas con reticulo endoplasmico activo en sintesis de colagena (125). Recien-
temente se ha encontrado que alin moderadas cantidades de vitamina A ( 20 000 a
45 000 UI diarias), cuando se ingieren por largos periodos (7 a 10 afios), pueden
causar dafio hepatocelular significative (124).

La intoxicacién con vitamina A ha sido extensivamente estudiada en animales,
pero casi exclusivamente en jovenes. lLa dosis de vitamina A necesaria para producir
hipervitaminosis en un animal, depende de la especie de que se trate: el ternero
y el cerdo estan en un rango de susceptibilidad semejante al hombre (aproximada-
mente 1 000 a 3 000pg/Kg de peso corporal/dia), mientras que la rata y carnivo-
ros tales como el perro y el gato, y probablemente el oso polar y la foca, pueden
tolerar dosis extremadamente altas (20 000 a 60 OOO/Jg/Kg/dia) antes de mostrar

efectos clinicos de hipervitaminosis (120},
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Un exceso de vitamina A en la dieta causa una aceleracidén de la reabsorcién
osea de los huesos, que resulta en fragilidad osea y fracturas esponténeas, exof
talmia, engrosamiento temporal de la piel, alopecia, eritema, formacién de célu-
las mucosas en las membranas queratinizadas, hemorragias y disminucién del creci-
miento (120, 126-128). Por otro lado, hay evidencia considerable del efecto terato
génico de la vitamina A suministrada en altas dosis en el ratén, rata, jamster y
cobayo, lLas malformaciones incluyen fisura palatina, costilles fusionadas, colum
na vertebral bifida, meningocefalia, hidronefrosis y anormalidades cardiacas y -
genitourinarias (120, 129). En la rata se producen fracturas y hemorragias uteri-
nas, las cuales parecen ser una manifestacidn especial de la facilidad con que se
presentan hemorragias en hipervitaminosis A (128). La administracién de grandes
dosis de retinol a ratas jovenes durante 2 dias, causa un incremento en los nive-
les de lipidos, glucogeno y citrdto en el higado, asi como una marcada estimula-
cién de la gluconcogénesis (130, 131),

Hay una tendencia a asociar la toxicidad con fendmenos membrana ya que, pe-
quefias cantidades de retinol son esenciales para manterer la estabilidad de las
membranas, a través de un ligamento cruzado entre los lipidos y las proteinas de
ellas, el exceso de esta vitamina se combina con lipoproteinas de las membrana y
después con una proteina exdgena para lisar células de diferentes tejidos y orga
nelos celulares (132, 133). La accién inicial del exceso de retinol sobre eritrg
citos es una expansidn de la membrana celular, seguida por hemblisis (132). Las

enzimas lisosomales son liberadas por exceso de vitamina A tanto in vitro como

in vivo (134).

Se ha sugerido que las manifestaciones clinicas de hipervitaminosis A, resul
tan cuando la cantidad de proteina ligadora de retinol es insuficiente para li-
gar todo el retinol, quedando asi la membrana celular expuesta a la vitamina 1li-
bre (129).



TERCERA ~ PARTE
SECCION EXPERIMENTAL.

A, Objetivos:

El objetivo de este trébﬂjo fue realizar una investigacién acerca de las al-
teraciones producides por la vitemina A en el jémster dorado que puedan ser respon
sables de la colelitiasis pigmentaria, tales como:

1) Heméblisis, la cual causaria un incremento de bilirrubina en la bilis (99)

2) Aumento en el contenido de proteinas en la bilis vesicular (100), lo que
propiciaria el secuestro y nidacién de pigmentos biliares para la formacidén de los
cdlculos (101),

3) Exceso de calcio en la bilis, ya que en estados de hipervitaminosis A se -
ha observado una remocién de calcio del tejido oseo (102), lo cual podria provocar
exceso y precipitacién de sales de calcio en la bilis.

4) Cambios en el pH de la bilis también pueden afectar la solubilidad de la -
bilirrubina y de las sales de calcio o incrementar la actividad de iones de calcio
y la formacion de sales ingolubles (103).

Por lo anterior se compararon los valores hematolégicos de jimsteres con die-
ta litogénica y controles normales, asl como el contenido de bilirrubina, proteina,
calcio y pH en la bilis vesicular. También se determiné calcio en suero, ya que se
ha reportado hipercalcemia asociada a toxicidad de la vitemina A. Aszimismo, se ha
relacionado la frecuencia de colelitiasis con’ el estatus de vitamina A de animales
mantenidos con diferentes niveles dietéticos de la vitamina.

B. Material y métodos:

En los cuatro experimentos realizados se utilizaron jamsteres dorados machos
(Mesocricetus auratus), recién destetatos (Cepa ChCM), la cual hasta hoy no ha -
producido mutantes de color del pelaje.

Los miembros de cada camada fueron distribuidos en forma que participaran por
igual en los distintos grupos. Los animales fueron mantenidos en jaulas experimen-
tales de hierro galvanizado con piso de malla metdlica. La racién basica empleada
fue el alimento para roedores pulverizado (DB) procedente de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, Las dietas experimentales y el agua fueron su
ministradas ad libitum en recipientes de hierrc galvanizadeo .

Los animales fueron pesados semanalmente para deterr aar las curvas de creci-

miento. Al término del periodo experimental los animales fueron sacrificados por
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fractura de nuca y necropsiados inmediatamente después. Se cmpled 1a prueba ﬂe -
"§i" cuadrada y "t de student” para el analisis estadistico de los resultados.
PRIMER EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento fue el de analizar los valores hematoldpicos
de jamsteres con chAlculos pigmentarios, y compararlos con controles normales,

Se utilizaron 14 machos de 30 dias de edad promedio; se dividieron en dos —
grupos y se mantuvieron durante 105 dias con las siguientes dietas experimentales:
Grupo A, DB sola y Grupe B, DB + 25,000 UIZ de acetsto de vitamina A, procedente -
de Productos Roche S.A. de C.V., México, D.F., El experimento se realizd entre octu
bre y marzo.

Cinco dias antes de sacrificar los animales, se tomaron muestras de sangre de
0.7 ml por puncidn cardiaca, con jeringa de insulina enjuagada con una solucién de
EDTA al 207 en 0.85% de NaCl. Las muestras fueron analizadas para hematocrite, he
moglobina, cuenta de reticulocitos, leucocitos y eritrocitos por métodos que se
presentan mas adelante.

al término de los 105 dias experimentales, los jAmsteres fueron sangrados co
mo se indicd anteriormente (aprox. 3 ml) para determinacién de bilirrubina. Inme-
diatamente después se necropsiaron y se disecaron higado y bazo,

Las técnicas empleadas en este primer experimento fueron las siguientes:

a) Hematocrito: Se colocd el extremo de un tubo capilar de 75 mm, sobre la
sangre, llenAndose tres cuartos de su longitud. El extremo del tubo se cerrd al
fuego y se centrifugaron todos los capilares por 30 minutos a 3000 rpm en una --
centrifuga clicnica Adams-Dynac con cabezal de columpio CT-1350. Se midid con una
regla graduada en milimetros la distancia ocupada del fondo del tubo al extremo -
del plasma y al extremo de las células empacadas, y se calculd el porcentaje co -
rrespondiente a esta diltimas.

b) Hemoglobina: La concentracién de hemoglobina fue determinada por el méto-
do de cianometahemoglobina. Se hizo una dilucidén 1:200 de la sangre (25 ul) en ——
solucidén de Drabkin (5 ml), la cual contiene NaliCO4 1.0 gr/l, KCN 50 mg/l, —-—-
KFe(CN)g 200 mg/1 (150). '

Las lecturas se realizaron a 540 nm en un espectrofotdmetro Zeiss PMQ II.

Los valores de las ahsorbancias obtenidas fueron calculadas asumiendo un coe
ficiente de extinsién milimolar de la clanometahemoglobina de 44, y su peso mole-
cular de la hemoglobina de 66 000.

c) Cuenta de eritrocitos: La cantidad de células rojas en las muestras se de

termindé en un contador electrénico Haema Count MK-25 (General Science, USA) por
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'dﬁplicado. Se romaron 20 1 de sangre que se diluyeron en 16 ml de Isoton (Nal.
7.93 gr/1, EDTA 0.38 gr/i, KCl 0.40 gr/1, NaHoPOy, 0.19 gr/1, Na,liPO, 1.95 gr/1).

De esta primera dilucidén 1:800 sc tomaron 100M1 y se llevaron a un volumen
de 10 ml con Isoten. Esta (ltima muestra con una dilucién 1:80 000 sirvié para dg
terminara el nimero de eritrocitos, expresado en el contador como un nimer X 10
ala 6/mm3'

d) Tincidén de reticulocitos: En un portaobjatos se colocd una gota de azul
de cresilo brillante al 1% en solucién salina, y se mezcld con una gota de gangre.

La mezcla se toma con un capilar y se coloco en una cdmara humeda por 20 mi-
nutos; luego se hizo un frote con dos cubreobjetos, se dejoé secar v se montd en -
un portacbjetos con aceite de inmersién. Se contaron 1500 células al microscopio
(Contraste de Fases Zeiss con objetivo de 100 X) y se calculd el porcentaje de re

ticulocites.

e) Bilirrubina en plasma: El estandar se prepardé de la siguiente manera: en
un tubo de ensayo se colocaron 3 mg de bilirrubina cristalizada con 1 ml de dime
til sulféxido, se mantuvo & una temperatura de 40 9 hasta disolver totalmente la
bilirrubina. En un matraz aforado de 10 ml se celocaron 7 ml de albimina sérica bo
vina al 45% y se afiadieron 0.4 ml de solucién de bilirrubina, agiténdose continua
mente; luego se aford a 10 ml con la solucién de albimina. La concentracibn de es
te estandar fue de 20 mg/100 ml o 340 M de bilirrubina., Para el ensayo de bili-
rrubina se hizo una dilucién para obtener una concentracién de 85 uM (104)

La concentracion de bilirrubina en plasma se determind por el método de Mi-
chaelson (105), con muestras de plasma de 0.05 ml, 2 para la prueba y 1 para el
blanco, las cuales fueron diluidas con 0.2 ml de agua. A las muestras de prueba
se les agregd 0.5 ml de cafeina-benzoato (20 g de cafeina, 30 g de benzoato de sp
dio y 50 gramos de acetato de sodio trihidratado por litro), seguido por 0.1 ml
de reactivo Diazo (5 g de acido sulfanilico disueitos en 15 ml de HCI concentra-
do y 1levado a un litro con agua; a 10 ml de esta solucién se le agregaron 0.5
ml de NaNOZ al 0,57 inmediatamente antes del ensayo; dicz minutos mis tarde se a-
gregaron 0.2 ml de Acido ascérbico al 102, Por ‘iltimo se agregaron 0.4 ml de tar-
trato de sodio-potasioc alcalino (100 g de NaOH y 350 g de tartrato de sodio- po-
tasio por litro). A la muestra blanco se le agregaron, primero 0.2 ml de 4cido -
ascorbico al 10%, seguido por el reactivo Diazo, cafeina-benzoato y tartrato de
sodio-potasio alcalino, como a las muestras prueba. La absorbancia a 600 nm fue

medida inmediatamente en un espectrofotémetro Zeiss PMQ II.
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SEGUNDO EXPERIMENTO.

El objetivo de este experimento fue determinar el status de vitamina A y su
relacién con la frecuencia de colelitiasis en jimsteres alimentados con dieta bé-
sica sola (Grupo 1), y adicionada con acetato de vitamina A a los siguientes nive
les: Grupo 2, 5 000 UIZ; Grupo 3, 10 000 UIZ; Grupo 4, 15 000 UI%Z; Grupoe 5, ~--
25 000 UTZ. El status de vitamina A de los animales fue determinado midiendo la
concentracién de vitamifa A plasmitica y hepética.

Se utilizaron 15 jaAmsteres de 28 dias de edad promedio en cada grupo, los -——
cuales se mantuvieron 70 dias con las dietas experimentales. El estudio se reali-
26 entre junio y agosto.

Al final del periodo experimental los animales fueron anestesiados y sangra-
dos por puncidén cardiaca (aprox. 3 ml) como en el primer experimento; se sacrifi
caron y necropsiaron, Se disecd y peso el higado.

La determinacién de vitaming A en higado y plasma se realizd por medio de —
las siguientes técnicas:

a) Vitamina A hephtica: La determinacidn de vitamina A en higado se hizo por
método de Olson (106): un gramo de higado se colocd en un vial de 60 X 25 mm, se
agregaron 2.5 g de sulfato de sodio anhidro y se maceré con una varilla de vidrio
hasta obtener una mezcla de consistencia pastosa; luego se adicionaron 10 ml de -
cloroformo y el visl se mantuvo entre O y 4 % por 12 horas. Posteriormente se -
hizo una dilucidén del extracto de cloroformo con alcohol etilico absoluto y se -
ley6é la absorbancia a 380, 330 y 280 nm en un espectrofotémetro Zeiss PMQ II. El

contenido de vitamina A se célculo con la siguicnte formula:

g retinol/g higado = [ 0.5(2.27 X A330 - A280 - A3B0)] y Factor de Dil./0.1835,

0.5(2.27 X A330 - A280 - A380) = A330 Corregida.

No se determind A450, ya que en un estudio preliminar se observd que los ex-
tratos de higado de jémsteres en experimentacién no hay absorbancia apreciable a
esta longitud de onda, lo que indica la ausencia de carotenos en el higado que --
pudieran interferir con la determinacién de vitamina A.

b) Vitamina A plasmatica: La concentracién de vitamina A en plasma se deter—
miné por el método flourométrico de Thompson (107). La calibracién del espectro —-
fluorbmetro se llevd a cabe con un estandar secundario piepardo de la siguiente ma

nera: 10 mg de acetato de vitamina A se saponificaron con 1 ml de agua con 0.5 g
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de KO durante 20 minutos en agua hirviendo, luego se afladié 1 ml de agua y se ex-
trajo con 5 ml de hexano. Se colocaron 2 ml de extracto de hexano en una columna -
de cromatografia con 3 g de alimina neutra grado 1, debilitada con 0.2 ml de apua.

La columna primero se eluyd con SO ml de hexano, luego con 50 ml de éter etili
co al 102 en hexano, y por Gltimo con 50 ml de éter etilico al 50% en hexane; es-
ta Gltima fraccidn se colecté y evaporé, luego se diluyd con hexano hasta obtener
una absorbancia de 0.2 a 325 nm, que equivale a | pp de retinol/ml usando un coefi
ciente de extincidén de 1% a 1 cm de 1830,

De la solucién anterior se hizo una dilucién de 20 veces para obtener una con
centracion de 0.0S}Ig/ml que se emplea como estandar de vitamina A, el cunl es es-
table solo unas horas; la fluorescencia de este estandar se leyd a longitudes de -
onda de 330 nm de excitacibén y 480 nm de emisién; al mismo tiempo se leyo una solu
cién de sulfato de quinina de 0.0l yg/ml en 0.1 N de acido sulfirico, la cusl fue
utilizada como estandar en posteriores determinaciones, ya que es estable.

Las mucstras de plasma se onalizaron por duplicidad; se colocaron 250ul de
muestra en cada tubo y 250 Al de etanol; luego se afiadieron 3 ml de hexano. Esta
mezcla se agité en vortex por 1 minuto, y se centrifugd por 10 minutos a 2000 rpm
en una centrifuga clinica Adams-Dynac con cabezal de columpio CT-1350. Todo el --
proceso se llevd a cabo en le semioscuridad. La fluorescencia del extracto de he-
xano se leyd a 330 nm de exitacién y 480 nm de emisidn en un espectrofluorémetro
Perkin-Elmer modelo LS-5.

TERCER EXPERIMENTO.

El objetivo de este experimento fue determinar si la concentracién de bili—-—
rrubina en bilis y el vollmen biliar vesicular de animales con chlculos sc pudie-
ran encontrar alterados.

Se emplearon 15 machos, 6 del grupo A y 9 del grupo B. El grupo A recibic DB
sola y el grupo B, DB + 25 000 UI% de acetato de vitamina A .

Los jémi}teres se mantuvieron durante 70 dias con las dietas experimentales.

El experimento se realizd de octubre a diciembre.

Al final del periodo experimental los animales fueron sangrados por puncién
cardiaca, como en el primer experimento, y se sacrificados por fractura de nuca,
realizandose las necropsias inmediatamente después.

a) Volumen biliar: La vesicula fue disecads y la bilis se colecto con una je
ringa Hammilton de 100 41 y se anoté el volumen; luego se colectd la bilis en un
tubo de ensayo con 0.4 ml de EDTA 10 mM pH 7.4, Todo el proceso de colecta de bi-
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lis se realizé en la semioscuridad. Las muestras se guardaron a 0 ¢ y se analizl
la bilirrubina a las 24 hcras.

b).Bilirrubina en bilis: La determinacién de bilirrubina en bilis se realizé
por el método de Van-Roy (10B); el reactivo Diazo fue preparado mezclando 0.15 ml
de NaNOp (100 mg/ml) con 4 ml de 2 M de acido p-tolueno sulfénico; 2 ml de esia =
solucidn se adicionaron de 1 ml de solucidn de p-yodoanilina (21 mg/ml) en acido
acético glacial. Después de 2 minutos a temperatura ambiente se le adicionaron --
5 ml de agua y 0.1 de sulfamato de amonio.

El reactivo blanco se prepard de la siguiente manera: se mezclaron 2 ml de ——
2 M de acido p-tolueno sulfénico con 1 ml de la solucidn de p-yodoanilina y 5 ml ~
de &cido ascérbico al 10Z.

La solucién estandar fue preparada disolviendo 3 mg de bilirrubina con 0.4 ml
0.1 N de NaOH con 5 mM de EDTA; se pasdé luego a un matraz aforado de 100 ml con ——
agua destilada y se llevd a volumen,

Las muestras se dividieron en tres partes (dos de prueba y un blanco)} en tu-
bos de ensayo, los cuales contenian 2 ml de acetona-etanol 1:1 {v/v) con 15 mg/ml
de 2,6 diterbutil-p~cresol. Para los tubos de prueba sc adiciond 0.5 ml de reati-
vo Diazo y para los tubos blanco, 0.5 ml de reactivo Diazo blanco. Después de una
hora a c'C, en 0.1 M de cloruro de sodio. Se agregaron 2 ml de acetato de butilo y
se extrajeron los pigmentos diazo agitando en un vortex por 30 segundos. Posteri-
ormente se centrifugé a 2 000 rpm durante 10 minutos, se determindé la absorbancia
del extracto a 530 nm en un espectrofotometro Zeiss PMQ IT.

En cada tubo estandar se pipetearon 0.05 ml, 0.1 ml y 0.15 ml de la solucién
estandar, i.e., 1.5, 3.0y 4.5 mg de bilirrubina por tubo, y se trataron de igual

manera que las muestras.

CUARTO EXPERIMENTQ

El objetivo de este experimento fue determinar los cambios del pH biliar, la
concentracibn de calcio en bilis y plasma, y la concentracién de proteina biliar
en animales con y sin chlculos. Asimismo, se determind la vitamina A hepatica en
ambos grupos para comparar los resultados con los de anteriores experimentos.

Se emplearon 12 animales del grupo A, que recibié DB sola y 20 animales del
grupo B que recibié DB + 25 000 UIZ de acetato de vitamina A. Los jAmsteres se man
tuvieron durante 70 dias con las dietas experimentales. Este experimento se reali-
z6 de enero a abril.

Al final del periodo experimental los animales de cada grupo fueron divididos
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al azar para los diferentes estudios.

a) pH biliar: se vtilizaron 16 animales, 6 del grupo A y 10 del grupo B, los
cuales fueron puestos en ayuno durante 24 horas antes de ser sacrificados y necrog
siados. Se disecd la vesicula biliar y se colectd la bilis con jerina Hammilton
de 100 }Ll, se midié el volumen y se colocd la bilis en un papel parafilm para me
dir el pH con un electrodo de superficie.

b) Calcio en suero y bilis: se utilizaron 16 animales, 6 del grupo A y 10 —
del grupc B, la determinacién de calcio se realizo utilizando un juego de reacti-
vos para calcio de los Laboratorios Hycel de México S.A. de C.V. México D.F.

c) Determinacién de proteina total: se utilizaron 13 animales, 6 del grupo A
y 7 del grupo B; la proteina vesicular fue determinada por el método de Lowry et
al. (109). El reactivo A se preparo mezclando un volumen de 2% de tartrato de so~
dio-potasio (peso/vol) con 100 volumenes de 2% de NapyCO; (peso/vol) en Q.1 N de
NaOH, y agregando un volumen de 1% de CuSO,-5870 (peso/vol). El reactivo B se pre
pard con una dilucibén del reactivo de Folin-Ciocalteus fenol con agua (1:1). Las
muestras fueron diluidas con agua para tener una concentracién aproximada de 100
a 300 ug de proteina/ml; luego 0.1 a 0.3 ml de muestra fueron adicionados de 10
volumenes de reactivo A. Después de 10 minutos se adiciond un volumen de reactive
B. Al cabo de 30 minutos las lecturas se hicieron a una absorbancia de 600 nm en
un espectrofotémetro Zeiis PMQ II, Como estandar se utilizé albimina sérica bovinz

con una concentracién de 0.3 mg/ml,
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C. Resultados:
Primer Experimento:

Los resultados del Primer Experimento, en relacidén con la frecuencia de cole
litiasis en los 2 grupos, se presentan en la Tabla 1, la cual muestra que los ani
males que recibieron la dieta bdsica (Grupo A), no presentaron célculos biliries,
mientras que el grupo que recibid la dieta bdsica adicionada con 25 000 UI%Z de ace
tato de vitamina A (dieta litogénica), exhibid una alta frecuencia de colelitiais
(71.3%), siendo la diferencia significativa al nivel de 0.01. Como signos clinicos
de hipervitaminosis A, los animales que recibieron la dieta litogénica solo presen
taron una ligera alopecia dorsal, mientras que los pesos de higado y bazo (Tabla 1)
no mostraron diferencias significativas (p<£0.1 y p«0.8, respectivamente) compara
dos con los del grupo control.

Los resultados del andlisis hematoldgico de ambos grupos se presentan en la
Tabla 2, en donde se observa que el grupo B, que recibid dieta litogénica, no mu-
estra diferencias significativas respecto a hematocrito, concentracién de hemoglo
bina, eritrocitos, volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, con-
centracidn de hemoglobina corpuscular media y reticulocitos, al compararlos con -
los del grupo A, que recibid la dieta basica sola. La bilirrubina plasmitica tam-
poco mostré diferencias significativas entre ambos grupos, ia cual se encuentra en
muy bajs concentracién, como ocurre en otros roedores,

En cuanto al crecimiento, los resultados se presentan como incremento de pe-
so semanal en la Tabla 3 y en la Fig. 3, en las cuales se observa lo siguiente:
el grupo que recibié la dieta basica adicionada con 25 000 UIZ de acetato de vita
mina A disminuyd notablemente su crecimiento apartir de la sexta semana, mostran-
do al término del experimento un crecimiento menor de 13 gremos, con respecto ol

grupo control.

Segundo Experimento:

En este experimento se determind el status de vitamina A y la frecuencia de
colelitiasis de jmsteres alimentados con diferentes niveles de vitamina A. Los -
resultades muestran Tabla 4, que el grupo 3 solc presento 1 animal con calculos
biliares (6.7%2), mientras que en los grupos 4 y 5 las frecuencias de colelitiasis
fueron practicamente iguales (40 y 42.9Z respectivamente); sin embargo, de estos
dos grupos, la masa promedio de célculos fue superior en el grupo 5, el cual re-
cibib el nivel més alto de vitamina A. El fnico animal que presento calculos del

grupo 3 tuve una masa de estos muy elevada, lo cual lo seflala como un animal indi



TABLA 1.

FRECUENCIA DE CALCULOS BILIARES Y PESO PORCENTUAL DE HIGADO Y BAZO EN EL PRIMER

EXPERIMENTO.
GRUPOS No TOTAL No ANIM, % ANIM, PESO % PESO %
¥ ANIM, CON CS. CON CS. DEL HIGADO DEL BAZO
DIETAS
A
DIETA BASICA 7 0 0 4,4 0,3 0.088 * 0,010
(DB)
B
DB + 25,000 UIZ 7 5 71.3 5.0 % 0.8 0.090 ¥ 0.011
DE VITAMINA A,

CS : Calculos biliares.



TABLA 2

VALORES HEMATOLOGICOS Y CONCENTRACION PLASMATICA DE WILIRRUBINA EN EL PRIMER EXPEKIMENTO,

GRUPOS HEMATOCRITO { HEMOGLOBINA | CELULAS ROJAS VCM HbCM CHbCM RETICULOCITOS BILIRRUBINA
Y POR - . PLASMATICA|
DIETAS 3 (mg/d1) 108 /am® ) (r2) (g/d1) 7 (wg/d1) |
A
DIETA BASICA| 47.6 £ 3,4 |17.1 t1.02 | 7.62 t 0.3 62.5%3,1122,5 ¥ 1,0 [35.9%1.5 2.0t 0.4 5.4 % 0.4
(DB)
B
DB + 25000 UI] 49.9 2.8 [16.7 ¥ 0.62 | 7.50 ¥ 0.2 61.9 *4.6(21.9 ¥ 1,2 1355% 1,1 2.4 ¥ 05 5.1 1,2
de vitamina A

VCM: VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO.
HbCM: HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA.
CHbCM: CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA.




TABLA. 3,

INCREMENTO DE CRECIMIENTO, EN GRAMOS. DEL PRIMER EXPERIMENTO.

SEMANAS GRUPO GRUPO
A B
1 S 9ti3 10 3.6
2 e “1g ¥ 2.5 17 £ 4.2
BT 2% 4.5 27% 1.9
4 7 32119 35%1.8
s 93,9 95
6 48 )8 4311
7 52 % 2,1 5% 1.8
8 55 £ 1.6 4 1,2
9 56 * 1.4 47 % 1.6
10 50 % 1,7 51 % 1,1
11 62% 1.4 so ¥ 0.9
12 60 = 2.0 51 = 0.8
13 631 1.3 50 ¥ 2.0
14 67 £ 1.2 s6 Xy
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vidualmente muy suceptible a la colelitiasis pigmentaria. En relacién con la con-
centrecidn plasmAtica de vitamina A, se puede observar en la Tabla 4 que no hubo -
diferencias significativas entre el grupo control y los que recibieron 5 000, -~
10 000 y 15 000 UIZ de vitamina A4 no obstante, el grupo.5 que reecibid 25 000 UIZ
de vitamina A, si mostro un incremento significativo (p £ 0.001) en el nivel plas
matico de esta vitamina. Respecto al retinol hepitico Tabla &4, hubo una relacién
directa entre los niveles dietético } hepatico de esta vitamina.

En cuanto al peso porcentual de higado y bazo (Tabla 5), no se observd un di-
ferencia estadi{sticamente significativa entre ninguno de los grupos.

En la Tabla 6 y en la Fig. 4 se presentan los datos y las curvas de crecimien
to de los 5 grupos. El grupo que recibié la dieta bisica sola exhibid el mayor cre
cimiento, con diferencias superiores en incremento final de 7, 14, 19 y 12 gramos
en comparacidn con los grupos 2, 3, 4 y 5, respectivamente. Se puede observar que
mientras mayor fue el nivel dietético de vitamina A menor fue el crecimiento excep
to para el grupo 5, que apesar de recibir el nivel mayor de vitamina A su incremen
to de peso fue mayor que el de los grupos 3 y 4, que recibieron 10 000 y 15 000 —-
UIZ de vitamina A.

Tercer Experimento:

En este experimento se determind si el volumen de bilis vesicular y de bili-
rrubina biliar se encuentran alterados en los animales que reciben la dieta litogé
nica.

Los resultados de este experimento recpecto a la frecuencia de colelitiasis,

se resumen en la Tabla 7: al Grupo 4 se le administrd la dieta béisica sola y al

Grupo B la dieta litogénica. Como se ha demostrado en experimentos anteriores, -
los animales del Grupo A no exhibieron litissis biliar, pero en el Grupo B de un
total de 9 animales, 8 presentaron colelitiasis, lo cual representa el B8,9%7 --
(p<0.01).

Los resultados del andlisis de la bilis respecto a volumen vesicular y bili~
rrubina, se presentan en la Tabla 8, en la cual se muestra que el volumen de bi--
lis vesicular fue mayor en el grupo que recibié la dieta litogénica (Grupo B), -~
aunque esta diferencia no es significativa (p<0.1). La concentraciéon de bilirru
bina fue significativamente menor (p<£0.05) en el Grupo B ( 5.04 + 0.68) que en
el Grupo A (9.87 ha 3.28); sin embargo, no hubo diferencia eStadistica'significaqi
va (p 0.2) en la bilirrubina total entre ambos grupos.

En la Tabla 9 y Fig., 5 se presentan las curvas de incremento de peso prome -
dio semanal en ambos grupos, en ellas se puede observar que el crecimiento fue si-

milar en ambos grupos, pues la diferencia fue de sdlo 2 gramos,



FRECUENCIA DE CALCULOS BILIARES Y VITAMINA A HEPATICA Y

TABLA

4

PLASMAT1CA EN EIL SEGUNDO EXPERIMENTO.

DE VITAMINA A

GRUPOS No. TOTAL No. ANIM, % ANIM, PESO PROMEDIO VITAMINA A VITAMINA A
DE CS. EN CADA HEPATICA PLASMATICA
Y ANIM, CON Cs. CON CS.
DIETAS GRUPO. 8/8) ( g/d)
1 o . + +
DIETA BASICA 14 “0 0 0 181 I 59 " 41,7 - 6.8
(DB) L
2 ) + +
DB + 5000 UI% 13 0 0 597 = 239 46.0 £ 13,9
DE VITAMINA A
3 + +
DB + 10000 UI% 15 1 6.66 0.1 873 2 167 40,1 = 11,0
DE VITAMINA A
4 + +
DB + 15000 UI% 15 6 40.0 0.073 1193 - 123 54,8 - 23,7
DE VITAMINA A
5 - N
DB + 25000 UIZ 14 6 42,9 0.92 1791 T 285 99.8 - 24.5

CS: CALCULOS BILTIARES.




TABLA 5,

PESO PORCENTUAL DE HIGADO Y' BAZO EN EL SEGUNDO EXPERINENTO.

GRUPOS

DIETAS

PESO: %
DEL HIGADO

PESO
DEL BAZO

z

1
DIETA BASICA
(DB)

4152 0.32

0.09 -

0.02

2
DB + 5000 UIZ
DE VITAMINA A

0,07 %

0.02

3
DB + 10000 U1Z
DE VITAMINA A

4,31 - 0.61

o.08 I

0.02

4
DB + 15000 U1Z
DE VITAMINA A

4.05 - 0.46

0.09 ¥

0,03

5
DB + 25000 UIZ
DE VITAMINA A

3.99 ¥ .45

0.08 ¥

0.01




TABLA

6.

INCREMENTO DE CRECIMIENTO, EN GRAMOS, DEL SEGUNDO EXPERIMENTO,

SEMANAS GRUPOS
1 2 3 4 5

1 gt 6 %39 613 s¥ag 55
2 1% 1017 1t 915 1nta0
3 13ts3 275, 16 ¥ 9.1 1ntss 2 tas
4 382 2.4 27%5.0 21 ¥ 4.2 16 *3.8 5% 2.5
5 wtas 29t 4.6 28729 % fag 30 %40
6 wtag tig 33%3.0 0 Yo 18 Y22
7 52t 2.4 w2t 15%1.7 a1 Y10 42 %o
8 55 ¥ 3,1 a5 ¥ 2,2 s1fss 3 ¥ 601 ¥.s
9 st 20 52 3.2 is5¥a0 w oo 47 s
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 FRECUENCTA'DE LOS CALCULOS

C TABLA T

BILIARES EN EL TERCER EXPERIMENTO.

GRUPOS
Y
DIETAS

No ’,TOTAL X

PORCENTAJE
ANIMALES

CON CALCULOS

A
DIETA BASICA
(bB)

B
DB + 25000 UIZ
DE VITAMINA A

TABLA 8

VOLUMEN BILIAR VESICULAR Y BILIRRUBINA BILIAR EN EL TERCER

EXPERIMENTO,
GRUPOS VOL. BILIAR CONCENTRACION DE BILIRRUBINA
Y VESICULAR BILIRRUBINA TOTAL
DIETAS ( 1) (mg/d1) ( g/vesicula biliar
A + + +
DIETA BASICA 34.0 - 5.5 9.87 - 3,28 3.53 -~ 1.14
(DB)
B *h + * +
DB + 25000 UI% 43.8 % 131 5.06 = 0.68 2.34 Z 0.49

DE VITAMINA A

*P £ 0.05
##P<0,1




TABLA * 9

INCREMENTO DE CRECIMIENTO, EN GRAMOS, DEL TERCER EXPERIMENTO.

SEMANAS GRUPOS
A B

1 2% 1.s
2 137
3 atie
4 g
5 8L 7316
6 ntay sl
7 4 f.8 atin
8 66t 1.4 s1¥o
9 st wlos
10 wtio 45 ¥ 0.7
1 50 ¥ 0.8 1Yo
12 50t 0.6 5o
13 47 %05 150,35




G RAMOS

Fig 5. Curvas de incremento de creciriento de los grupos del
Tercer Experimento: Grupo A, Dieta Bisica (DB); Grupo B, DB +
25 000 UI% de Vitamina A.
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Cuarto Experimento:

En este experimento se estudid la psibilidad de que algunos factores bilia -
res (ue se sabe que participan directa o indirectamente en la formacién de los -~
calculos pigmentarios, tales como el pH, las proteinas totales y el calcio total,
pudieran encontrarse alterados en los jamsteres que reciben la dieta litogénica,

Asimismo se analizé el calcio sérico, pues se ha reportado que en la hipervi
taminosis A hay reabsorcién osca e hipercalcemia.

Respecto a la frecuencia de colelitiasis, los resultados de este estudio se
presentan en la Tabla 10, donde se muestra que, al igual que en los anteriores ex
perimentos, el Grupo I, que recibié la dieta basica, no presento calculos bilia—-
res, mientras que el Grupe II, al cual se le suministré la dieta litogénica presen
to 20 animales con calculos 95.2% (p 0.01).

En la Tabla 11 se presentan los resultados de los anilisis hechos en bilis y
suero, Se determino pH, proteina y calcio en bilis y suero. Al comparar los resul
tedos de ambos grupos se observd que en ninguno de estos pardmetros hubo diferen
rencias estadisticamente significativas, ya que los valores en ambos grupos fue-
ron similares,

En relacitn con el crecimicento, los resultados se presentan en la Tabla 12
y Fig. 6; aqui puede observarse que el Grupo II exhibié un menor crecimiento que
el Grupo I, desde las primeras semanas, llegando a ser la diferencia de 10 gramos

al final del experimento.



FRECUENCIA DE CALCULOS BILIARES

TABLA 10

EN EL CUARTO EXPERIMENTO.

GRUPGS

DIETAS

No TOTAL

ANIMALES

No - ANIMALES

CON CALCULOS

% ANIMALES

CON CALCULOS

1
DIETA BASICA
(08)

12

II
DB + 25000 UIZ
DE VITAMINA A

21

TABLA 11

VALORES DE pH, CALCIO EN BILIS Y CALCIO SERICO EN EL CUARTO BXPERIMENTO.

GRUPOS p PRATEINA CALCIO CALCIO
Y EN BILIS BILIAR BILIAR SERICO
DIETAS (mg/d1) (ng/d1) (mg/d1)
I + + + +
DIETA BASICA 7.82 - 0,23 2.58 - 1.89 22.2 - 8,5 11.3 - 1.4
(DB) {n=b) (n=b) {n=5) {n=6)
1l
DB + 25000 UIZ 7.99 £ 0.16 3.80 £ 1.92 29.6 f9.0 | n3tta
DE VITAMINA A {n=10) (n=7) (n=10) (n=10)




TABLA 12

INCREMENTO DE CRECIMIENTO, EN GRAMOS, DEL CUARTO EXPERIMENTO.

SEMANAS GRUPOS
I 11
1 RN 4 ¥4
2 12 %20 10¥s.1
3 18% 3.4 13¥aa
4 23% 1.6 18 £ 3.6
5 27 % 1.4 20 ¥ 2.5
6 0t 23% 2.0
7 2%, 25t 2,7
8 st 8 %30
9 3715 0% 1.4
10 w0t . 12 %33
11 a3ts 3sta9
12 45t 1.4 1% 1.8
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Fig 6 . Curvas de incremento de crecimiento de los grupos
del Quarto Experimento: CGrupo I, Dieta BSsica (DB); Grupo
II, DB + 25 000 UI% de Vitamina A.
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D. Discusibn:

En el presente estudio se analizaron por vez primera alguncs pardmetros bio-
16gicos que pudieran estar asociades a la colelitiasis pigmentaria producida por
la vitamina A en el jémster dorado. Se investigd si existia o no aumento en la -
concentracidén biliar de algunos componentes que forman cAlculos, tales como bili-
rrubina, proteina y calcio. Debido a la relacion que existe entre la colelitiasis
pigmentaria y diversas alteraciones hematolégicas que pueden conducir a una sobre
produccién de bilirrubina, se determinaron los valores hemtoldgicos que pudieran
indicar la existencia de ancmin y/o hemdlisis. También se analizd calcio en suero,
el cual podria sefialar un excesiva movilizacidn de este desde los huesos. Asimismo,
se determind el pll biliar, el cual puede alterar la solubilidad de varios compo--
nentes de la bilis, y provocar que aln a concentraciones normales estos componen-
tes se precipiten.

Estos estudios fueron iniciados con la determinacién de los valores hematold
gicos del jimster alimentado con la dieta litogénica a base de vitamina A, ya que
hay una fuerte evidencia en humanos y en modelos experimentales (ratén anémico, -
ratén de patas blancas o matorralero y cobayo) de una ssociacién entre hemblisis
y/o anemia hemolitica y colelitiasis pigmentaria (15, 52, 53, 54, 55, 56). De los
valores determinados ninguno indicd la existencia de snemia, pues los valores de
eritrocitos, hemoglobina, hematocrito y los valores calculados apartir de estos
parédmetros (YCM, HLCM y CHbCM), fueron muy similares a los del grupo control; tam
poco hubo indicios de una hemélisis compensada, ya que la cuenta de reticulocitos
y la concentracidn de bilirrubina en plasma fueron normales. Se determind en jims
teres urobilinodgenc fecal en heces de 24 horas, ya que es un pardmetro muy sensi-
ble a la sobreproduccidn de bilirrubina sin embargo, a pesar de que en andlisis -
de heces humanas se obtuvieron resultados positivos, en heces de jamster todos -
los andlisis fueron negativos. Por lo tanto, parece probable que la flora intesti
nal del jAmster sea capaz de modificar la bilirrubina que le llega de la bilis a
otros compuestos que no sean urobilindgeno.

El hallazgo de que la colelitiasis pigmentaria no se encuentra ascciada con
hemblisis, hace del jdmster a este aspecto un modelo distinto de los otros roedo-
res, lo cual es importante ya que, como es sabido, en humanos la mayoria de paci-
entes con célculos pigmentarios no presentan alteraciones hematolégicas.

En relacidn con los niveles hepAticos de vitamina A estudiados en el segundo
experimento, podemos decir que estos fueron directamente proporcionales a los ni-
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veles dietéticos de la vitamina, 1legandose almacenar en el higado 10 veces mas vi
tamina en el grupe con el mis alto nivel dietético de ella que en el control. Del
andlisis de estos resultados se observa que se requiere de un nivel de alrededor
de 850 pg de retinol/g fresco de higado para que empiece a presentarse colelitia-~
sis pigmentaria en el jémster; con niveles de alrededor de 12004g de retinol/g

la frecuencia de colelitiasis es ya mas obvia,

El nivel plasmitico se mantuvo similar en todos los grupos, excepto en el que
recibié 25 000 VIZ de vitamina A, en el cual el retinol plasmitico fue mhs del do-
ble que el del grupo control,

Es de hecerse notar que en algunos grupos {3 y 4 ) se presento colelitiasis
con niveles plasmaticos similares a los del grupo control (1), lo cual sugiere que
la accidn de la vitomina A que conduce a la formacién de los célculos es sobre el
higado o vias biliares, y no sobre otros tejidos extrahepiticos, tales como el —-
oseo y el hematopoyético.

Fl peso del higado y del bazo en los diferentes grupos del segundo experimen
to, fueron muy similares, es decir, que el nivel dietético de 25 000 UIZ de vita-
mina A suministrado durante 62 dias, no produce hepatomegalia, a pesar de presen—
tor una notable hipervitaminosis A, expresada en los altos niveles hepatico y plag
mético de la vitemina.

A pesar de que en el primer experimento no se encontro evidencia de anemia o
hemblisis que indicaran un sobreproduccidén de bilirrubina, en el tercer cxperimen
to se determind la concentracién de este pigmento en la bilis, ya que la bilirru-
bina no solo se forma por la degradacién del grupo hemo de la hembglobinae, sino -
tamhién se origina del hemo de los citocromos, los cuales tienen un rapido recam-
bio en el higado, que pudiera ser ain mayor con el alto nivel de vitamina A en la
dieta litogénica. Los resultados de la determinacién de bilirrubina en la bilis ~
mostrd que la concentracién del pigmento fue significativamente inferior en los -
animales que recibierén la dieta litogénica. Esta diferencia en concentraciones -
del pigmento puede explicarse si se observa que el volumen de bilis de los anima-
les con la dieta ligénica fue mayor que la del grupo control, lo cual diluyd la -
bilirrubina biliar, aunque debe anotarse que la cantidad de pigmento excretado fue
aproximadamente la misma en ambos grupos, tal como lo demostré la determinacién
de la bilirrubina total. Estos resultados no descartan la posibilidad de que la -
bilirrubina participe en la formacién de los ciléulos, pues falta analizar la hi-
lirrubina biliar para determinar que proporciones del pigmento se encuentran con-

jugados ¥ no conjugados, pues estos Gltimos pueden formar sales de calcio y preci
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pitar. N

Aunque el volumen biliar vesicular no fue significativamente diferente entre
los dos grupos, éste fue superior en los animales del grupo gque recibié la dieta
litogénica. Ademis, en posteriores experimentos hemos encontrado que esta diferen
cia se conserva, e incluso al sumar los resultados de varios experimentos, es de-
cir, al aumentar el nlmero de determinaciones, ésta se ha vuelto significativa.

La causa de este gumento en volumen de la bilis vesicular podria deberse a -
varias causas, tales como camblos en la permeabilidad de la vesicula que le impi-
dan concentrar la bilis hepédtica, y/o a una coleresis provocada por la vitamina A.

De cuvalquier manera, este hallazgo es el primero que puede ser atribuido a la
acci6én de la vitamina A, aunque su importancia en la formacién de los cdlculos alin
no este establecida.

El andlisis de otros factores y componentes biliares, tales como el pH, la
proteina y el calcio, no mostraron diferencias entre los animales que recibieron
dieta bAsica y los alimentados con la dieta litogénica. El pH biliar de los jams-
teres fue muy cercano a 8.0, es decir, fue mds alcalino que neutro, lo cual favo-
rece la precipitacidn de sales de calcio, pero a su vez solubiliza mis a la bili-
rrubina; es probable que aunque el pH no fue afectado por la dieta litogénica, su
ligera alcalinidad pudiera haber hecho al jamster mis susceptible a la colelitia-
sis,

La proteina total en la bilis vesicular no se encuentra aumentada en los ani
males con calculos; sin embargo,es posible que debido a la accidn de la vitamina
A, una determinada proteina se encuentre incrementada o disminuida, pudiendo ser
un factor nucleante en ¢l primer caso o un factor antinucleante en el segundo. Pa
ra establecer lo anterior se requerirla, inicialmente, analizar las proteinas bi-
liares por medio de electroforesis.

El calcio biliar fue igual en ambos grupos, y es posible que ¢l calcio ibni
co también sea similar en ambos grupos, ya que la proteina y el pH biliares tampo-
co fueron diferentes. No obstante, se sabe que los calculos contienen sales de cal
cio, las cuales podrian formarse no por un incremento del catién sino por el incre
mento de uno o mAs aniones, tales como carbonato, fosfato, acidos biliares y/o
acidos grasos.

Los presentes estudios han demostrado que ninguno de los metabolitos exami-
nados se encuentran alterados cugntitativamente en la bilis; en el caso de ls bi-~
lirrubina y las proteinas falta establecer si hay cambios cualitativos, como ya

se ha mencionado.
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Otros componentes de la bilis que serd necesario estudiar son los lipidos
biliares tales como los Acidos biliares, fosfolipidos y colesterol, que aunque -
han sido seflalados como importantes en el desarrollo de los cilcules de coleste-
rol, también podrian estar implicados en la colelitiasis pigmentaria del jamster,
especialmente los dcidos biliares y los dcidos grasos de los fosfolipidos, los -
cuales pueden formar sales insolubles de calcio. Otros aniones por estudiarse a

este respecto, son el carbonato y el fosfato.

=

n el estudio de la colelitiasis pigmentaria del jamster afin no se ha esta-
blecido la importancia de la funcidén vesicular en la formacién de los cilcules.

En el presente trabajo se observé un incremento en el volumen biliar vesicu-
lar, el cual podria deberse a una deficiencia en la capacidad vesicular de concen
trar la bilis, por lo que se requieren estudios encaminados a conseguir este obje
tivo, tales como la determinacién de la contractivilidad vesicular y la accibén ~-
concentradora de la vesicula. El incremento del volumen biliar vesicular observa-
do, también pudiera ser debido a un efecto coléfetico directo o indirecto de la
vitamina A, por lo que seria interesante estudiar cl flujo de la bilis hepatica ~
en este modelo.

En relacién al crecimiento, del andlisis de las curvas de incremento de cre-
cimiento de los cuatro grupos podemos decir que el exceso de vitamina A cohtenide
en la dieta litogénica tuve un efecto negativo sobre este parémetro, ya que de los
cuatro experimentos en tres de ellos el crecimiento del grupo que recibid la die
ta litogénica fue menor; sinembargo, en el tercer cxperimento no hubo practicamen
te diferencia en los dos grupos. En experimentos posteriores hemos observado que
algunas veces hay reduccién del crecimiento con la vitamina A, pero en otras éste
es igual en el grupo control y en el litogénico; la causa de esta variabilidad -~

aln no ha sido establecida.
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E. Conclusiones:

De los presentes estudios se concluye los siguiente:

1. La colelitiasis pigmentaria producida por la vitamina A en el -~
jamster dorado, no esta relacionada con alteraciones hematoldgicas que indiquen -
anemia o hemblisis.

2. Empleando la dieta para roedores de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria y Zootecnia de la UNAM, se requiere de un minimo de alrededor de 15 000
UI% de vitamina A para producir una moderada frecuencia de colelitasis en estos -
animales,

3. Aln con niveles plasmiticos normales de vitamina A, pueden pre-
sentarse cdlculos buliares pigmentarios.

4, Las concentraciones hepiticas de vitamina A son directamente pro
porcionales a los niveles dietéticos de ella.

5. La concentracion de bilirrubina biliar vesicular se¢ encuentra -
reducida en los animales con colelitiasis pigmentaria, aunque la bilirrubina to -
tal en éstos fue muy similar a los del grupo control; posiblemente esta diferen -
cia sea debida a un incremento del volumen biliar vesicular y no a una menor ex-
crecién hepitica de bilirrubina en el grupo que recibié la dieta litogénica.

6. La colelitiasis pigmentaria en el jémster dorado no esta asocia
da a alteraciones del pH biliar, ni a cambios en las concentraciones biliares de
proteina y calcio.

7. Una dieta litogénica con vitamina A, del orden de 25 000 UIZ,

no produce hipercalcemia en el jamster.
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CUARTA  PARTE.

RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA.

1, Resumen:

El presente estudio reporta cuatro experimentos sobre colelitiasis pigmenta-
ria inducida por la vitamina A en el jamster dorado, realizados con el objetos de
buscar alteraciones producidas por ésta vitamina, que pudieran estar relacionadas
con la colelitiasis misma. Este estudio consta de las siguientes partes:

Primera Parte: contiene una revision actualizads sobre la colelitiasis en ge
neral, la cual incluye la descripcién de los principales tipos de cdlculos bilia-
res, su epidemiologia, asi como los principales estudios que hasta el presente se
han realizado sobre colelitiasis en diferentes animales de laboratorio.

Segunda Parte: comprende la revisidn de los conocimientos actuales sobre la
historia, quimica, metabolismo y funciones de la vitamina A, asi como de las mani
festaciones tOxicas producidas por la hiperviteminosis de este factor.

Tercera Parte: corresponde a la seccién experimental, la cual comprende los
objetivos, material y métodos, resultados, discusibn y conclusiones de éste es-
tudio. En los cuatro experimentos se utilizaron jamsteres dorados maches de la -
cepa ChCM recien destetados, Como dieta basica se utilizd el alimento para roedo-
res elaborade por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

En el primer experimento se compararor los valores hematolbgicos de jimste-
res alimentados con la dieta bfsice y con la litogénica. Se utilizeren 14 anima-
les divididos en dos grupos, los cuales fueron alimentados durante 105 dias con
las siguientes dictas: Grupo A, Dieta Basica séla (DB}; Grupo B, DB + 25 000 UIZ
de acetato de vitamina A. Los resultados de este experimento mostraron que sdlo -
los animales del grupo B exhibieron cdlculos con una alta frecuencia (71.3%).

En relacién con el anflisis hematolégico, no existieron diferenciaos signifi-
cativas entre los dos grupos, lo cual indica que la colelitiasis pigmentaria in-
ducida por la vitamina A en el jamster dorado no se encuentra asociada con anemia
o hemblisis.

En el segundo experimento se estudinron diferentes niveles dictéticos de vi
tamina A para determinar su efecto sobre el status de vitamina A y la frecuencia
de colelitiasis. Se establecieron 5 grupos de 15 animales cads uno, los cuales -

fueron alimentados durante 70 dias con las siguientes dietas: Grupo L, DB; Gru -
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po 2, DB + 5000 UIZ de vitamina A (acetato de retinol); Grupe 3, DB + 10000 UIZ
de vitamina A; Grupo 4, DB 4 15000 UI%Z de vitamina A; Grupo 5, DB + 25000 UIZ de
vitamina A. Los resultados de este experimento mostraron que los niveles dietéti-
cos de 15000 y 25000 UI%Z de vitamina a indujeron frecuencias similares de coleli-
tiasis (40.0 y 42,9%, respectivamente), mientras que el nivel de 10000 UIZ dc vi-
tamina A produjo una muy baja frecuencia de animales con cilculos; el nivel de -
5000 UIZ de vitamina A no tuve accién litogénica, La vitemina A hepdtica mostréd
una concentracién directamente proporcional al nivel dietético, mientras que los
niveles plasmiticos de la vitamina se mantuvieron similares en todos los grupos,
excepto en el grupo que reciblo 25000 UIZ de vitamina A, el cual exhibio una con-
centracién plasmitica mas del doble que la del grupo control. Por otra parte, el
peso promedio del higado y del bazo fueron muy similares en todos los grupos.

El tercer experimento se realizd para analizar si existia un incremento en -
la bilirrubina biliar vesicular de los animales con colelitiasis. Se establecie-—
ron 2 grupos de animales, los cuales fueron alimentados durante 70 dias con las
siguientes dietas: Grupo A (n=6), DB; GRupo B (n=9}, DB + 25000 UI% de vitamin A,

Los resultados de éste experimento mostraron gue los jamsteres alimentados
con la dieta litogénica exhibieron una menor concentracién de bilirrubina; esta -
diferencia puede ser explicada por un aumento del volumen biliar vesicular de es-
tos snimales, ya que la bilirrubina biliar vesicular total fue similar en ambos
grupos.

En el cuarto experimento se analizaron las concentraciones biliares de algu-
nos componentes de los calculos, tales como proteinas y calcio; asimismo, se de-
ternminé el pH de la bilis, ya que este puede afectar la solubilidad de varios com
ponentes de la bilis. Se establecieron 2 grupos de animales, los cuales fueron a-
limentados durante 70 dias con las siguientes reciones: Grupo I (n=12), DB; Gru-
po II (n=20), DB + 25000 UI%Z de vitamina A. Al final del estudio se colecté la -
bilis por puncibn de la vesicula biliar. Los resultados de este experimento res-
pecto a la frecuencia de colelitiasis, mostraron que ninguno de los jamsteres ——
del grupo I presento cAlculos, mientras que el 95.2% de los del grupo II si los
exhibieron. Los valores de proteina, calecic y pH biliares, asi como la concentra-
cibn de calcio plasmitico no mostraron diferencias significativas en los dos gru-
pos, E1 pH de la bilis de ambos prupos fue ligeramente alcalino, lo cual puede -
facilitar la precipitacién de sales de calcioa.

De los presentes estudios se concluye lo siguiente: 1. La colelitiasis pig-
mentaria producida por la vitamina A en el jdmster dorado, no esta relacionada -
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con alteraciones hematoldgicas que indiquen anemia o hemdlisis; 2. Empleando 1la
dieta para roedores de La Facultad de Medicina Vetrinaria y Zootecnia de la UNAM,
se requiere de un minimo de alrededor de 15000 UIZ de vitamina A para producir -
una moderada frecuencia de colelitiasis en estos animales; 3. Aln con niveles -~-
plasmiticos normales de vitamina A, pueden presentarse cdlculos biliares pigmenta
rios; 4. Las concentraciones hepéticas de vitamina A son directamente proporciona
les a los niveles dietéticos de ella; 5. la concentracién de bilirrubina biliar ve
sicular se encuentra reducidea en los animales con colelitiasis pigmentaria, aun ~
que la bilirrubina total en estos fue muy similar a los del grupo control; posible
mente esta diferencia sea debida a un incremento del volumen biliar vesicular y -
no & una mayor excrecion hepatica de bilirrubina en el grupo que recibid la dieta
litogénica; 6. La colelitiasis pigmentaria en el jamster dorado no esta asociada
a alteraciones del pH biliar, ni a cambios en las concentraciones biliares de pro
teina y calcio; 7. Una dieta litogénica con vitamina A, del orden de 25000 UIZ de
esta, no produce hipercalcemia cn el jamster.
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