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Este trabajo representa una parte de la investigación experimental, clinica y 

bibliográfica desruTollada desde hace más de 16 ai\os en el Instituto de Investigaciones 

Científicas Háns Selye A. C., con el fin ele demostrar que ~1 pirofosfato de tiamina o 

cocarboxilasa esta~le en solución (X-2) es una coellZima que actúa en f~nn~ definitiva 

a diferentes niveles del metabolismo cel~l'1t, prlndpal~~~te en I~ mit~ndrias de 

todas las celulas del organismo. Es por esto q~~ se 
0

ha Útilizad~ en· el tratamiento de 

múltiples patologías, y en este caso se eligió.~ la célula bépát~a ~:C:.. .U estudio. La 

forma en la que actúa, los sitios en los que se enc:U~ira y láS funciones que regula son 

para nosotras los investigadores un gran reto, y su estudio · nos llevará al 

esclarecimiento más profundo de su acción. 
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RESUMEN 

Los hepatocitos consti1uycn el principal componente celular (60%) del 
hlgado, los cuales desempeñan múltiples actividades, como la sintesis de proteinas de 
Ja sangre, la formación de urea, la biosíntcsis, el almacenamiento de los cnrbohidratos 
y vitamfrias, y la desintoxicación del organismo mediante la destrucción de sustancias 
tóxicas, entre otras. En particular, el higado depende en gran medida de la tiamina o 
vitamina n 1 para desempeñar sus actividades, por lo cual, es ahí donde esla vitamina 
se almacena en una amplia proporción. La forma activa de la tiaminn es el pirofosfato 
de tiamina (PPT) o cocarboxilasa, coenzima cuyo mecanismo de acción es específico 
en algunas etapas del melabolísmo encrgé1ico. El cual se lleva a cabo en las 
mitocondrias, y su presencia es indispensable para ia articulación bioquímica de la 
glucólisis anaerobia y el ciclo del acido cítrico o de Krebs para permitir la entrada de 
los carbohidratos a este ciclo. Ademas, desempeña otras funciones no relacionadas 
con el metabolismo. Existen reportes en la literatura que demuestran que bajo una 
dieta deficiente en tiamina se Jcntifican las principales vías y ciclos metabólicos, y en 
deficiencias más severas y prolongadas se generan hepalopatlas. Por ello, se ha 
relacionado estrechamente la tiamina y en particular al PPT, con la actividad 
fisiológica de los hepatocitos. 

Poco se sabe acerca del efecto que producen las vitaminas 
administradas continuamente y a largo plazo sobre la moñologia del hepatocito. Por 
ello, en el presenle estudio se desarrollo unmodelo experimental con higado de ratas 
Wistar normales para determinar si se generan efectos secundarios a nivel 
morfológico y celular, bajo un tratamiento continuo y a largo plazo a base de PPT 
estable en solución (X2), para lo cual se administró éste sul>dérmicamcnte cada 24 
horas a cinco lotes de animales La coenzima se aplicó a cada lote a los 7, 14, 21, 30 y 
90 dias y solución salina a sus respectivos testigos. Jos resultados morfomélricos de 
microscopía de luz analizadas con el programa lma.ge Proplus, muestran que esta 
coenzima no produce alteraciones moñológicas en los hepatocitos cuando se aplíca 
continuamente en dosis suprafisiológicas. Por otra panc si se observa una clara 
tendencia al aumento en las medidas morfométricas en los grupos tratados, aun 
cuando las áreas celulares se mantu,·icron dentro de los limiles normales. Por lo 
anterior, se propone que con la aplicación continua de PPT, el hepatocito se adapta, 
mantiene o recupera su actividad bioquímica y fisiológica sin alterar su moño1ogia. 



INTRODUCCIÓN 

El hlgado en los mamlferos, es lá glándulá más. grand~ del organismo, ya que 

comprende del 2 al S % del pesÓ corpor~ tot~. Se encue~tra lócalizado por debajo del 

diafragma, en la parte superior del ~o~~n. Es d~consi~enci~ bl~da y de color rojo 

oscuro o caré rojizo dcbldo. a .;u libü°ridMterieso sailg\íhiéo: recibe t<ldo el material 

ue es absorbido del tubÓ digeSÚ~o cOn excépciÓii' de l~s· lipidos ya que salo algunos 

'glicéridos pasan a la san;e y ~n ;;til~~~~~p¡it lo·; ;;;~~l~~º~~los\iemás 
'. ·~\'..' ">"•:-:~ ~ ·\·:-,e·~ · ,·.;·'":_~ 

1 'glicéridos son condu~idos lli siStema linfático y jioS!eriómÍente 'a1 tejido adiposo 

hninger et al, 1993): 

La estructura del-hlgÍÍd~. lo hace.~r un cirgáno cOmpléjo: Reálizanumer.;Sás y 

V 'adas funciones ~etabciÚcas; las CU~~ s.;· 11.;~ 8~0 p~r medio de dos iipOS de 

cé ulas: los hcpatocltos y las células de •Ven K~pffei cLesson, ~. 19S7). El 

he atocho posee un alto potencial mitólieo para su ~erÍova~iÓn y ·reel111'1ai.o (Holtzman 

y ovikoff; 1986, Alberts et al, t 994 ). 
-' '_ ._-'.-.,,-~_-.:-_-. ' 

funciones realizadas en forma dirécta en el hcpatocito incluyen el metabolismo 

de: lpidos, protelnas, carbohidratos, asl como. la bioslntesis de: azúcares, proteinas 

plast 'ticas, factores de coagulación, líp,i~o~,. u~a, cuerpos cetónicos y las sales 

biliar ·s; además de otras funciones como: la excreción de los pigmentos biliares, el 

alma enamiento de algunos lipidos, vitaminas y del glucógeno. También, tiene a su 
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cargo la biotransfonnación de tóxicos, fünnacos, drogas; y honnonas (Solomon et al, 

1987). La hematopoyeSis o fonnación de.células sanguíneas, es otra función del hígado 

durante eldesarrollo embrionario cuyo poten~ial se d.;nSCIVa en la. vida adulta (Lesson 

et al, 1987). 
,;·_ 

Las células de VÓn Kupffe~.q~~ son el¿m~nt~s delsist~ retl~ulo endotelial se 
·_;- ~---, ~ -~- ''" --·. --~::·)~;;-:.c.'.'. "(:~-~ . . ·: 

encuentran . revistiéndo · IÓs sinuooides hepáticos qué a • su · vez' están fntimamente 

relacionadas con los hepatocitÓs y su p~~~ip.11 función es. ~uxiliar en I~ a~ividad 

fügocitllria al hígado. Los conductó~ •de· ést~; ó;.g,.no derlv;rÍ einbrlÓlógicamente del 

endodenno, del revestimiento del tracto digestivo (Alberts et ~.· 1994), pero sólo una 
'. . :··:_···:·_.·,_:· 

porción del hígado, el sistema extrahepático . fonnado por l¿s co~ducicis' biliares, se 

desarrolla como divertículo duodenal. Los hep~tocitos píÓvienen de las célula5 que 

invaden de manera secundaria al mesénquima en el que se ha asentado el divertlculo. 

Los conductos biliares intrahepáticos se desarrollan en fonna secundaria a partir de los 

hepatocitos y posterionnente se fusionan con el sistema biliar extrahepático: El hfgado 

está rodeado casi por completo por el peritoneo visceral; lo cubre una membrana 

serosa hasta el sistema de conductos biliares, y a las arterias y venas que salen o entran 

al hlgado, fonnando asi el sistema porta hepático (Lesson et al, 1987). 

lleplllocitos 

Los hepatocitos constituyen el parénq~ima del órgano y son poliédricos con seis o 

más caras. por lo general miden de 20-35 µm de diámetro y tienen límites distintivos 
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(Weiss y Grecp, 1977) (figura 1 ). Se disponen en una serie de lámi.nas perforadas que 

se ramifican y anastomosan para fonnar una especie de esponja o laberinto, y entre las 

cuales se encuentran los espacios sinusoidales: Estas láminas se extienden de Ja periferia 

del Jobulillo clásico a .la ;cna cential en f~nna ra~iada (figuni 2). L<ls nú~Jeos de los 

hepatocitos son esférico~ u ovoi~es y tie~e~ ~n nu~1éo1~ pro~i~~nte. :Éi núcleo es 

central y está rodeado por un, citÓpl~~~ at:id~fil;, ~u~ t:uhbién poseen material 
-. --' '.- - --~ · .. :· . :· .- ,.; -: ... -_ ·.,_' -_; ·: i : . ' 

basófilo, además, pueden obse~arse .¿lulas binucl.md,;. ... 

Las características morfolóliiéas d~ las hepat;,cito; deperid~ri del est~do fisiolÓgico 

del organismo al Ío~..;: I~ mu~~ra: En .inÍ~es·~n ~yuno, los hcp~t.;clt~s se ven 

turbios e indistintament~ d:linead~s~~~pll~ d~I ~;i~ento, ~ ~s<andan y se distinguen 

perfectamente" unos ~~ ~Iros~ S~:'.l;ej;. co/numero~ incl~siones glucogénieas y 

lipldieas dand() ~· t:jid~·el ~~º d.; panal d.; abej.iS: ~ .cara~erl~icas 
ultraestructu.;.¡es del hepatocito confirman su multiplicidad funcional. Contiene muchas 

·.'.- ', -, _,-_· ' ' .· :_ 

mitocondrias distribuidas én la. ~élula, ·cuya fonna y distribución dependen de la 
. . 

activid~d funcional de ésta,>y generalmente presentan forma filamentosa. Poseen una 

trama extensa de retículo, endoplásmico rugoso compactado y ribosomas libres. 

causantes de la basofilia observada al microscopio de luz. El reticulo endoplásmico liso 

aparece como una malla de túbulos que se ramifican y anastomosan. Se observan 

lisosomas, peroxisomas, gotas lipldicas y glucógeno. El aparato de Golgi es grande y 

yuxtanuclear. La membrana plasmática del hepatocito adyacente a los sinusoides, tiene 

numerosas microvellosidades canas e irregulares que se proyectan en las indentaciones 
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MEMBRANA 
CD.ULAR 

CANAUCULO 
BILIAR 

RET. ENDOPLASMICO 
RIBOSOMl\S USO SOMA 

MICROVELLOSIDADF! 

NlJCLEO 

CE'lll!IOLO 

PEROXISOMA 

Figura J, Sección transversal de un modelo de célula hepática, a 10,0-00 

aumentos. Vista tridimensional (Píeitfer, 1972). 
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que presentan otras membranas plasmlÍticas y las peqúeílas se ramifican entre células 

adyacentes como un sistema de canallculos biliaresvisiblcs con micráscopla de luz. Las 

membranas celulares de los hepatocitos contiguos interaccionan !'1cdiante desmosomas 

y zonas de unión (Lesson et al, 1987). 

Sinu.roides hepdlicos. 

Los sinusoides hepáticos, forman la irrigación ~lar,intralobulillar. La sangre 
.. ,;:.· ... ' ' 

proveniente de los vasos interlobulillar.;.' 5e t~Port¡-a Íravés d~ los' sinusoides hacia 

las venas centrales. L<Ís sinusoides son ~n; va~t: tran: ~;~~ótica que sep~ las 

placas hepáticas entre si. L<Ís h¿pat~it~s Íie~e~' ~~· I~ n1~nos una superlicic 

yuxtapuesta al sinu~Íde. El iirn~1i~ ~~lumen d~J sinu~ide ~stá ~.~~tido por dos tipos 
- - :~;/. -;:;· ~ 

de células. Predo~~an ,i.;..· l:é1ui;,,. ~ndoteli,;¡~s Ílpiw, y el otro tipo celular es un 

fagocito, la célula deKu~lfer: Esta suel~ 1ocát~;., sabre las células endoteliales; sin 

embargo, Jos fagocitos pueden e><tenderse al atravesar Ja luz sinusoidal y aún formar 

parte del sinusoide., 

Sistema biliar 

El sistema biliar del ~gado consta de Cllrulliculosbiliares y conductos intrahepátlcos 

y extrahepá;i-..,s para t~s~rtar la biÍis dé l~s hepatocitos al duÓdeno (Alberts et al, 
. ' ' 

1994): El si~ema de celuias secretora~)'. túbul~s de ciind~cciÓn constitiiy~n los 

componentes glandulares exÓCrlnos del hígado. Los conductos lnterlobulillares sé 



ramifican en el tejido conjuntivo interlobulillar y se anastomosan con otros para fonnar 

los conducti!los biliare~. Estos se encuentran localizados ~ntre los lobulillos adyacentes 

y están revestidos por un epitelio cúbico simple rodeado por tejido conjuntivó areolar. 

Los conductos biliares inter!obulillares están revestidos po;~n.Pitelio•~;líndrico simple.· 

Estos conductos se ramifican y relacionan ~n Ía rama <fo 't~ ~:~ria y vena porta 

hepática fonnando la triada p0rtal (figúra 2). 

El tejido conjunti'.10 que rodea a los conductos pele~ tiene múscul~ Íi~ y fib;... 
-·-,,.·:-.·;. C·,_ 

elástiéas. 
;e;-;_._, --,,-, ·~-;-e-

La organización histoíógiea del hlgado ~ pu;;;¡e 'cÓnsidernr cle~e tres pé;speetivas: 

morfológica, secretoria y ,V850llar. La Unidad •.. mort'ológiéa o iÍii~tóiniea es el lobulillo 

hepático; la secretoria () ~~~ion~ es ;I l¿b~lÍli~ ¡,;,~~: y I~ v~I.;, es el acino hepático 

(figura2). 

Fisiologfa tkl ltlgado 

Además. d~ la sínte~i~ de las moléculas necesarias para la integridad estructural y ,· . . . . . -

funcional de l.;~ propi.S células hepáticas, l~s hepatocitos sintetiz.an. muchas otras 

moléculas que . se envlan a otras partes del organismo. Como productos muy 

representatiws del metabolismo hepático se encuentran: la albúmina, el fibrinógcno, las 

globulinas allli y beta, las lipoproteínas y el colesterol. El glucógeno se sintetiza a partir 

de la glucosa (glucogénesis) y se almacena en los hepatocitos o se libera, de igual 

manera que ocurre con los lípidos. Muchas vitaminas (A,D,K, y el complejo O) se 
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almacenan en el lúgad~. Las protelnas ·no pare<:en almacenarse en éste, sino que 

d.spucs de sinteliudas son liberadas a la sangre (Lesson el al, 1987 y Banks, 1986). 

Tarnbien este órgano es activo en la desintoxicación enzimática de cuerpos orgánicos 

extrai'los (Lehninger et al, 1993). 

Figura 2. Esqu•ma lridimensional de un lobulíUo llepálíco. (Weiss, 1977). 

El hígado de rata esta fonnado anatómicamente por cuatro lóbulos: un lóbulo 

clstico o mediano, que compane una profunda fisura con el ligamento hepático, un 
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lóbulo derecho parcialmente dividido en el lóbulo anterior y posterior, un gran lóbulo 

izquierdo, y un peq~~fto, lóbulo caudal q~é descansa en la zona profünda rodeando al 

esófago (Farris y Grlffitn, .19~9, Sheld~n eta!, 1979). 

El hlgnJo tra~.,;,inJ y,is~b~y~ los ~le'j_tos n~'tnti-. 
'~ ¡;': . '<, . 

Después de ser absÓrbidos' d~I. tracio Ínt.Stinál los elementos nutritivos, excepto 
._,,... :·.:'·-¡.~e 

una gran p~porcíÓri de los~rigll~éíÍd6~: p~ di~~ente ~ hí~ado, que es el centro 

de. distribu~i6n de ·,o~ ~~·~~~~o~·'nuirltivcii rims· i~~~Jt~ e~~ios ~e~·Cbrados. Durante 

_, -.. •'- ...... : .- "'. •• _·_. --- :: _,,_,_-';: •• --<'' , 

posterionnente son transponados'a otro~ Órga11~;y t~jid.;~ (Alberts et al, 1994). 

Rutas metabólicas de los a:úclll'l!S eir d hfgodo. 

La mayor parte de la D-glucosa que llega al hlgado se fosforila por medio de la 
' ' . . 

glucocinasa y rinde glucosa-6-fosfato. La D·fiuctosa, D-galactosa y D-manosa 

absorbidas desde el intestino delgado sé convierten támbién en D-glucosa-6-fosfafo, 

mediante rutas enzimáticas. La D·gluco~~-f6~fatg ~'encuentra~~¡, un punto de 

confluencia del metabolismo de los carbohid:.itos en ~ ~~ad.i'(Fi~ra 3)cl,e'hni~g~r et 

al, 1993). 
~¿-: 

Existen cinco rutas metabólicas principales que"puede!li"sef':re<iomdas por la 

glucosa-6-fosfato en el hlgado, dependiendo del ~mi~s1r6;~e1a'de~andade~ucosa 
en forma inmediata y mediata. El flujo de glucosa es dirigido, por una o más rutas 
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metabólicas por la acción de varias enzi 

regulación honnonal. 

reguladas alostéricamente, y a través de la 

Conioerslón en glucosa sanguíneo: 

La glucosa-6-fosfato se desfosforila, po acción de la glucos.i 6-fosfhtasa, y .rinde : 

O-glucosa libre que pasa al torrente sanguin para ser transportada a los tejidos. La 

glucosa en sangre debe conservarse dentro d un rango especifico de concentración ( 4 

mM), a fin de que asegure los nutrientes adecuados para todas las . células del 

organismo (figura 3,A), por lo que la exporta ión es la ruta de selección cuando está 

limitada la cantidad de glucosa-6-fosfato (Lehn ger et al, 1993). 

Co111oersió11 en glucógeno: 

La glucosa-6-fosfato que no se necesita de nodo inmediato para quedar libre en la 

sangre, se convierte en el glucógeno hepático po acción de la fosfoglucomutasa (figura 

3, B) y de la sintetasa del glucógeno (Lehninger, 1978). 

Coni'el'Sión en ácido.r grasos y en colesterol: 

El exceso de glucosa-6-fosfato que no se emp 

por la vfa de la glucólisis en piruvato, y por 

en las rutas anteriores, se degrada, 

edio del complejo de la piruvato 

deshidrogenasa lo convierte en acetil-CoA, la cual se emplea como el precursor para la 

slntesis de lipidos, en ácidos grasos (figura 3, C) los que se emplean para producir 
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triacilglicéridos y fosfolipidos, y colcstcrot Estcis son parcial~cnte exportados a otros 

tejidos, mediante la fünclón transportadorá de ta5 lipoprotclnas del plasma. En _el 

hlgado se emplea algo' de acctil·C~~pará elaborar colesterol, honnonas csteroideas y 
· . .-, ·.-'' . :'. 

cuerpos cetónicos (figura 3, C) {Lc11~inger, t!l9J). 

Degrrula~lón hasta co;~or o.ndación: 

La a~til-CoA, p~~~t~ ~/1~ glucosa-6-fosfato por la vía de la glucólisis y la 

descarbo~iliuilón \iet ~iru,va~o, p~ede oxidarse por la vía del ciclo del ácido citrico o de 

Krebs (fig;Jra 3, O). El '~n~iguicnte transporte electrónico y la fosforilación oxidativa 

rinden energía cri forma de A TP. Sin embargo, nonnalmentc los ácidos grasos son el 

combustible a oxidar m~ importante en el lúgado por la vía del ciclo del ácido_ cftrÍco. 

Degrrulac/ón por la ruta del fosfato de pentosa: 

La glucosa-6-fosfato es el sustrato para fa ruta del fosfato de pentosa en la que se 

produce por ~na parte, elpotencial de reducción en fo~a ~~ ~Ár,~H, n~sario en la 
>. . ,: ._ . '. - ':-" ... , .,_: _.; --' 

bioslntesis de los ácidos grasos y del colesterol, y por otra Ja o:rii>0~-5-fosfato, que es 

un precursor en fa sinte;i~ de los ácldos nucléicos (figura J. E). Por intervención de 

varias enzimas reguladoras, y medianie la función honnonal, el lúgado dirige el flujo de 

restos de glucosa hacia t.S diferentes ruUÚ,-de aCÚerdo con el principio de "atender a la 

demanda", efectuando d suministro, que es el que detcnnina la economfa del 

clftanismo. 
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Biosfntesi.< de lar pmteína.r del hí¡¡atlo. 

Rutar metabólicar tle los aminoácí1/os en el higatlo: 

El lúgado por sus mecanismos bíosintéticos renueva cons1antemen1e sus propias 

proteínas estructurales y füncionale¡ las cuales tíenén una velocidad de recambio muy 

elevada, con una vida mi;iia de ~n~s'cuantos di~ solamente. El lúgado también es el 

sitio de bios!ntcsis de ~a mayo~~ ~e I~ pr~teirias ~!asmáticas ele la sangre; 

Los aminoácidos que no son necesarios para la bios!ntesis de las proteínas en el 

hlgado o en cualquier otro lugar, se dcsaminan y se degradan para dar aeetil-CoA e 

intennedialios del ciclo del ácido cítrico. Estos intennediarios pueden convertirse en 

¡¡lucosa y glucógeno por la rula de la gluconeogénesis. La aeetil-CoA puede oxidarse 

por via del ciclo del ácido cítrico y obtener energía en forma de ATP, o puede 

convertirse en lípidos de reserva. El amoníaco liberado en la degradación de los 

aminoácidos mediante el ciclo de la urea se convierte en el hígado, en este producto de 

excreción (Lehninger et al, 1993). 
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Figura J, Posibles rutas metab61iras de la glurosa (Nelson, Vaughan y Mar.Kay, 

1975). 
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Parlicif!ación en el ciclo de la gluco.ra-alanina: 

El hlgado participa también en el metaboli~ino de los aminoácidos que llegan hasta 
, . . ' ' - . ' ' ' ' 

él constantemente desde l~s tejido; pdriféricos. Algunas h~~ despúés de cada comida 

hay un periodo e~ ei que 1a lltimina es ¡;ansportada p.;¡: ta sangre desde los músculos a1 
.. . . . ~, ' .. . ;.¡~ ,-.,, 

hlgado; alll se de~na y el piiuv~Ío resultiiriie .e convi~rte en gluoosa sangu!nea por 
' . . - .. "" , .. - ~:·- ,, . , '._. . - . - "' , 

la vía de la gl~coneo~c!~e5is. La gluéo.ll vu~i~e·a,ió~ mÚscutos·~..;u~téiicos para 

reponer la reserva 11luscuí~ del Siuéóg~~o. u,;" objetiv~ d~ este pr!iceSo c!clico, 
. --~ . ' " .,· ó -~:."·-. - ·,. ·0:0~ 

llamado ciclo de la alanina-Stucosa; es el ~~ ,J;;o~Í~;;; t.S fl~ctuaciones del nivel. de 

glucosa sangu!nea en los ¡)eriodo~ e~trcca~d.Ü:dtJ;;;;;~l~p;.i~~;a ele glucosa 
~ ¿;_" \ · .• 

de modo adecuado, exactamente de~p~és'de la digestión)' de' la absorción de los 

carbohidratos de la diera y po~t~~orme~te ~(la -~~~rSiÓ~
0

d~ _alg~ de glucógeno 

hepático en glucosa sanguine3. p;;~ ~n éf perlod~ q~~ p~e ¡¡ la comida siguiente se 

produce alguna degradación de .lás · prot~lnas del !llÍ.~Ío hasta la formación de los 

aminoácidos, los cualés ~;,,¡en ~u~ 
0

grupos amino. al piruvato, el producto de la 

glucólisis, por 1ransad.t~i~~; obt;niéndose alacll18.EI cita~o IUl\inoácido transporta, 
. .· --~ -. 

por tanto, ~ta _el hlgado el. NH, y el pirúvato. En el hlgado la alanina se desamina, el 

piruvato se convierte en glucosa sangu!nea y el NH; se convierte en urea, en cuya 

forma se e>ccreta. El déficit de aminoácidos que se produce en los músculos se repone 

en la comida siguiente. 
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Co11ver.<ión en nuc/eótitlt1.• y otros productos: 

Los aminoácidos son los pn:cursores en la bios!nlesis de las bases de purina y 

pirimidina de los nucleólidos y en la sinlesis de los produClos espeeiali1.ados tales como 

porfirinas, hormonas y Ólros productos nitrogenados, éstos procesos se llevan 'a cabo 

en el hcpatocilo (Lehninger .el al, 1993 ). 

&tas metabólicas Je /Ós /[pi~ en ~1 hfgaáo. . 
. - ~ . . 

Oxidación a CO, can producción tle ATP: 

Los ácido; grásos bomponenies de los l!pidos que ingresan al hígado por vía 

sanguínea, pueden activarse y oxidarse rindierid~ acetil·CoA y ÁTP, Lá acetil-CoA se 

oxida por l~ vía d~l á~do'curioo.iri~de\i:r p~r fosforllación oxidaliva. Los ácidos 

grasos son el combustible ~ im~rlaJlle qu~ se oxida en el hígado. 

Formación t1e cuerpos cetónicos: 

El exceoo'de ~cetil-CoA que se libera ~n la oxidaclón dé los ácidos grasos y que no 

se consume por el higado se convierte en los llamados cuerpos cetónicos: acetoacetato 

y D-0-hídroxibulirato, que son transportados por la sangre hasta los tejidos periféricos 

en donde se emplean como combustibles del ácido cilrico. 
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Regulacicjn ele la tl.titlacicjn de los áciclo.\· graso.f )'la forn111ción tle los cuerpos 

cetónlco.v: 

Las moléculas acil-ácido graso-CoA forinadas en el eirosol de las células hepáticas 

poseen dos posibles rurns: ( 1) la oXÍdación en la mitocondria o (2) la conversión en 

rriacilglicéridos ~ en fosfolípÍdos'íior medio d~ las enzil!laS que se encuentran en el 
. . 

cirosol. La rura a la que se incorporan, depende de la velocidad de t~ansfcrencia de las 

moléculas de acil ácido graso de cadena larga-CoA en el interior de la mitocondria .. El 

procesó de transporte en la membrana, constituido por tres etapas, mediante el cual las 

partlculas de acil-CoA citoplásmieas son introducidas en la matriz mih>candrial por vía 

de la camitina. Esta es la etapa determinante de la velocidad de la oxidadón del ácido 

graso. Una vez que los ácidos grasos han penetrado en la mitocondria se oxidan para 

rendir acetil-CoA. Una vez que se ha formado acetil-CoA por oxidación de los ácidos 

grasos en la mitocondria hepática, son posibles dos caminos: puede oxidarse hasta C02 

por la vía del ácido cítrico, o puede convertirse en los cuerpos cetónicos que circularán 

hacia los tejidos perifCricos. El determinante principal de la ruta seguida por la 

aceril-CoA en la mitocondria hepática es la disponibilidad del oxalacetato para iniciar la 

incorporación de la acetil-CoA al ciclo del á_cido cítrico. Cuando la concentración del 

oxalacetato es muy baja, penetra poca acetil-CoA en el ciclo y se favorece la formación 

de los cuerpos cetónicos (Lehningcr, 1978). 
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lllosíntesis 1/e colesterol y de las sa/e.t bilinra: 

Cierta cantidad de acetil·CoA que deriva de los ácidos grasos y de la glucosa se 

utiliza como ~1 precursor principal pa;a labi()~i~tosis d~I colesterol, el cual es requerido 

para la biosintesi~ de mcnib;;,nas, y ~s el . preC:ursor d~ hormonas .St~r~ideas y sales 

biliares, las cualc~. ~n~n:pu~os ~sci,;,i~I~~ pa;.. la digestión y absorción de los 

l!pidos (Léh~insJiet ~; l~JJ.• 
. ' .·•, \·;·' 

-,.,:,-~ ,::,-: 

Los ácidos grasci';. sé "empleáll" taÍnbién, como precursores para la sintesis de la 

porciÓn lipfdica de láS ll;,.;p~tél~ d~I pÍasma, que transportan hpidos al tejido 
-~ <<.· 

adiposo en.donde sé arumulaJÍ en forTna de tnácilgÍiCérldos 

Los ácidos gn¡s;,5 libres Se unen a la seroalbúnliiia y son. transportados por la sangre 

al corazón y a los inú;;;;;,I~~ ·..quei~¡d.;s, que l~s ab~rben y los oxidan, para asl 

convertirse en el. ci>mbUStiblé principal . de estos tejidos. La albúmina . sérica es la 

proteína plas.~áti~~ más abundante; una molécula de albúmina sérica puede transportar 
. . . - . 

más de 10 moléculas de ácidos grasos libres, liberándolos conforme los tejidos que los 

consumen los van incorporando por difusión pasiva (Lehninger et al, 1993 ). 
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Por Jo antes expuesto, es evidente que el lúgado posee Una extraordinaria actividad y 

diversidad metabólÍ~a. Se encuentra . bien adaptado · para. desempeñar el papel de 

aceptar, transfonnador y de centro. distribÚido; d~ d.i\~r'sas ~01écu1~ al, resto del 

organismo. Asl, el híl!iidci exporta a l~s ;,'~~~i~s nu;rlti;.;. en ~ropÓrci~n~ corréctas 

a los demás órgiulo~. a·.~~· J¡ an1~riiguar\~ ·~~ct~~cl~~es q~{~ éoriginan en el 
'.'.-~ ; ~ .. ,-e .- • ;·,• ,-. 

metabolismó int~miite~tementé~n' los aiimenid~ qúe~ ·i:OOSiimen,'·y posteriormenté 
- f''-·.·.:__;~-'-/¿_:,, ~.:.~-~;:- '•''; '.:~;>·~· 

transforÍna el exceso de g1U¡í0s'íimino en ilreá y otrÓs produc!Ós que serfuÍ' eliminados 

Como podemos no;~, en el lúgado se ~etabotfu.n los carb~~ld...;1~~ ácidos grasos 

y aminoacidos, que pueden Seguir la .. íuta del ciclo del á~ido ~ítrico, en donde' se 

oxidan, hasta co, y H,Ü. En el caso de, algúnÓs element_?~ nutritivos como Jos 

aminoácidos y acldos grasos, deben degradarse pare da1> ~Pos \cetilo de la 

acetil-CoA (primeia fase de Ja respiración), que es la ro!lllll ·e~ qu~ ~J ciclodel ácido 

cítrico (segúnda fase de Ja respiración) acepta la mayor parte del combustible que se le 

incorpora, considerando que el piruvaro que se deriva de la glucosa por SluCólisi~ se 

deshidrogena rindiendo acetil-CoA y C02 mediante una molécula ~~stituida por una 

agrupación de enzimas y coenzimas llamada complejo de la ¡,inl~ato:d~~i~gen~. 
Esta molécula se encuentra localizada en las mitocondrias de. las células eu6arlóticas y 
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en el citoplasma de las procarióticas. Cabe mencionar, la parlicipación de la coenzima . . 

pirofosfato de tiamina com~ uno de los c0.;ponerites del complejo . multienzimático 

fundamental, en las . ,.~;;,io~es más co~pl~jas de la piruvato~eshidrogenasa y de la 

o.-cetoglutarato'.deshidrogenasa que ti~~e IÚ;¡;; en I~ ruta pii~~lpal d~ a°.dda~iÓn de los 
; : ''>' .':::,: ··" ;< . . ·~·::-:_. ·. __ ' ,:·;:;. ·,' ... --.:·_: 

cart>ohidraÍos, lo cual quiere ,decir que proporciona 1.os ~lemeiitos p~ que ~ pueda 

llevar a cabo la obte~~ión ~ne;~¡lica 'e~ tod~ ~I o~arni~o;-,;I í:~~ti~t{.r ~~~t~riormente 
- . . , ' . " 

con la. tercera fase de la respi.;dón: el transporte el~rónico y la fosforilación 

o><idativa. 
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PJROFOSFATO DE TIAMINA (PPT) O COCAROOXILASA. 

El pirofosfato dé daminá . es una coenzima, es decir, es la fonna activa de la 

vitamina B 1 (tiámillll) yJe e~ia ~.ii;.~\;, le encuentra generalmente en las células. En 
.. ,,. 

las mitocondrias acÍÚa unida ~;,,;,¡;,e~t~me~te a un complejo multienzimático llamado 

piruvato-deshi~~g;~~h~/'i~cu'~ ~t fi>rmado por J enzimas: dihidrolipoil

transacetil..;., dihidioii~ii:d~hict;¡,genasa; pii°uvat~ deshidrogenasa y S coe~mas: 
PPT, NAD' (di~XclcÓtid~',~:~r¿o~id~ y ad~~i~aoXidádo), FAD ( <iin~;ICÓtldo de 

flavina y ade~ln~). 1ipilaÍ~y ¿i'cc°""2iJi ~> O:ehnin&ei:~t.;(i993j. Todos los 

tejidos · vegetales y &ni~es la eonl0ie~;n éri dir~entes. eantid~de5, · 1a ,~:"acenan y la 

eliminan dernan~~dif..:~;,t~. y,;qÜe'e~~l~~()~'P.,~~ Pórtienlpoprolongado ~ 
!ei-":'- ----e:';,---~--/::: :-f.,; 

pesar de no ádRÜniStra;:~ oraim~nté, ;n tii'rito; q~e' Cltrcis t~ido~ la metábolit.Íin o 

excretan : ráp;~~i~. si~ embar;~, ~¡;~¡;re, ~: ~néú~i~ en niuy poca cantidad 

(Machlin, 1990): 
El PPT SliQie eu,¡;,~o el ¡¡rtlpo f¿~fi11~ lldATP es transferido al grupo tiazol de la 

molécula de ti.;nj:. (~~rzÍr19~)'.h1 ~~~ ~stá constituido por una pirimidina unida 
- -;··-.-·-:>·-~.;·· ·;;:'.··,'.<'.\".::':·'.-_: ·.,:_'_ ,,. 

a través de un puente metileno a un grupo tiazol y contiene un nitrógeno cuaternario 
,. '.¡; :. e• , ••• • 

(figura 4). Tiene u~·Í>esé>m~leculJ de 46o. 79 daltones. Es altamente soluble en agua. e . 

insoluble"'! 50lvente~ o~cos.;En solución es estable a pH nienor de S.S; el,pH 

óptimo es de 2. 7 ÍI S.4 y se d~mpone a altas temperaturas (Berkow et al, J 978). Es 

susceptible a la destrucción por rayos ><, rayos gamma y por la irradiación VV. 
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Fuente:<. 

Aunque la síntesis de la vitamina B 1 por las bacterias intestinales ocurre 
. . 

principalmente en Jos animales, Jos humanos son c~i completam.ente dependientes de 

su consumo a través de los alimentos: M~ch;.,¡ e~pecies microbianas son' autotróficas 
' •' .- .. - - ; ·.--- :_, )-· ' 

con respecto a la tiamina, núentras que ot,.;.. pueden· sintetizarla·. si se encuentra 

disponible la pirimidina o el anillo tiazol y Jgunas d~n~~n compl~t:U.,ente de la 

molécula Integra. 

Fig. 4. FORMA F.STRUCTURAL DE LA COCARBOXILASA o 

PfROFOSFATO DE TIAMINA (PP'I) (Lehninger'ft al, 1993). 
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I.as plantas superiores pueden sintetizarla de novo (Machlin, 1990). Entre las 

fuentes más abundantes están: la lcvadu~ los cereales. genninados, el corazón, el riftón, 

la carne magra de cerdo y el hígado (l larpcr ~t al,•· l 9S~). que es ~I principal órgano que 

almacena y utiliza la Íiamina ~i·co~~ sus ésÍc;es f~sfatad~s. .··· 

La concentración bMat~c ti~il1aen ~~~!~tal vaiia'de unindivid.uo a otro, y se 

encuentra e~t~e 2 a '1's 11!! de ti..;,;i~all~~!; .~ pÍ!tS~ ~ aproximadamente de 7 

µg/JOOcm'. Las n;;;, •• ¡~~d~:di::rlasson d~ 1.s·~g,dia y sed~ i~gerlr de 0.54 a 0.66 

mg/1000 cal. En c8s()~'de desnutrl~i¿n ~r:~¡ ;, ~~~I ~é tiruclna puede ser de O 

µg/100cm3 (Dicci~nari:te~olÍ~~.E{s~~¡;,:1968). La coríien~~ción basaÍ d~ la 
":_ : ~~;"-. -

cocarboxilasa en sangre es. de 0.00005 ~mi cTablas cíentiñcas, Ed. Ciba-Geigy, 

1965}. 

Las fracciones celulill-es de lo~ hep~Ío(;itós'de rata contienen aproximadamente los 

siguientes porcentaj.,; ;¡f I~ tl~ t~i:l: ·n6~1ll01~/.;mitoco~dri~· 35 %: micro somas 

5 % y el 50 % del contenido total~ e~uentra lib~e eri el dtopl~a (Machlin, 1990}. 

- .. : - .,, .···- - ·- .·. 

Según Whol (1954): el C?ntenido de coCaro()xil~ en los principales órganos es 

aproximadaniCrit~·de:. 

Músculo cardiaéo 200-300 µg/100g · 

Hígado ~~ µg/100g 

Cerebro y rinones 100 µg/IOOg 

Sangre 12-13 µg/IOOg 
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ActMdad 

La vitamina B 1 que ingresa por via digestiva es rápida y activamente absorbida por 

el intestino delgado, principalmente en el duodeno y yeyuno proximal mediante un 

mécanismo saturable mediado por u~ a~~or ·~Ctivo: AÍ entrar al. enterocito del 

yeyuno, Ja tiamina es fosforilada en. la c¡;,;~,¡,a. ~di...;: el· .. pinifosfato de tiamina y· 

otros ésteres fosforilados: monof~sfato y triios~Í~ ~etiamin~· (FJ~i~ · 19;9 y Machlin, 

1990). Cuando las concentraci~¿~s·de t;atJli:.a ~ced~ii ·Í~s} ~ I~ tiamina se 
,;.-

transporta por difusión pasi~a y '8 ·~;j~'Y~~~nt~clon~ por un pnx:eso activo 

(Baumganner, 199J) {f;s';;ia ···S). i,\j ~'.ll~~¡~st~'~;~~~ ;~~;e;,,h,,ente, la 
··'-;. '·' 

concentración exced.~nte. se, 'd~jjo:~ft~< rápid~e~~~-~·~n ":él.; hlSa·d~r·~¿sculo -Y ·otros 

órganos y ahl se convierte.'en :el difosr!;o 'dé tiíimi.i po~ niédio de la .tiamina 
. ·. 

pirofosfocinasa (TPK) en" presencia: de Á TP y rriásnesio; ~n Ínenor cantidad se 

convierte en mono y trifosfato, dep..'diendo d~I ó~:O~. ya que por ejemplo, en el 
: : •': .·--:· '.e··- • 

cerebro se almacena~mo'trifosfato de tianuna (Spector; 1982, Bettendorfet al, 1994 

y Bettendorf, 1994). 

Tianúna + ATP iPK¡,..,, = difosfato de tiamina + AMP 
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Figura 5. Esquema del mecanismo de . transporte intestinal de la tiamina 

(Hoyumpa, 1983). 

Cuando· se administrúm ex.ceso de tiamina que no se convierte en PPT y no se 

almacena, se metaboli.;,; en el hlgado, sus principales catabolitos son: el 2-metil-4-

amino-S-pirimidina ácido carlx.xilico, 4-metil-liazol-S-ácido acético, 2-melil-4-amino-S 

hidroximetilpirimldlna, S-(2-hidroxied)-4-metil-tiazol, los cuales se eliminan por la orina 

(Machlin, 1990). 
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El cuerpo es incapaz de almacenar la vitamina libre, pero pequeñas cantidades de la 
o,,., -

' . ·. : 

forma fosforilada están presentes en todas la~ células; incÍuyendo ·'a .los eritrocitos 

(MarkS, 1985). Se h~ observado que la velocidad d~ la entr~d~ di}a'iianüna total a los 

órganos varia, por 1d q~~ p~~é ser ordenada en la siguie~~e seC,;~~cÍ~ eri;pe~dopÓr 
'·· .··.,_·· ,.,.,.;-,,,, 

el órgano al que penetra máS tacilmente : cerebelo, hl&ado: hipot.ii~ií.' médula, cuerpo 
,-,,___ ~· ~:-. -~~~·,_ , .. ~~--e;¡ . . . ( 

estriado; cordón .. espinal, cerebro medio más IÍrea talruruca, . neíVio .• Ciátiéo .¡ cortet.a 

cerebral (Rindi e; al, 1980). Por el contrálio,des~~és~~I~ p~~~~a Jriiana. b~jC>una 
dieta deficiente de tiarnina, se observa· que.el PPT ·del hlgado de rata; disminuye en un 

:;, 

La cOcarboxilasa es una coe.nzima'esen~i;.¡ que interviene fundamentalmente en 2 

tipos de reaccion~ di:lm~tab<:JIÍ~~() de j()¿ gl~cidos: 1) en la descarboxilación de los 

allll-cetoácidos ~par~: o .tran~fi~re gru~s ~dehldos, y 2) en la formación o 

degradación de los aÍfa-cetoles, siendo el aniilo tiazol el que actúa como transportador 

transitorio de un radical aldehído "activo" unido covalentemente. Promueve la 

descarboxilación no enzimática del piruvato dando acetaldehido y co, de la siguiente 

manera: el átomo de hidrógeno del carbono 2 del anillo tiazol se ionit.a para dar un 

carbanión que reacciona con el átomo de carbono carbonilico del piruvato para dar 

C02 y un hidroximetil derivado del anillo tiazólico que se hidroliza y da lugar a un 

acetaldehido, o puede oxidarse para formar un grupo acilo. Esta reacción requiere de 3 

enzimas y S coenzimas que se organizan en un complejo multienzimático como se 

mencionó anteriormente, y dentro de los que se incl'!)'e el PPT como una de las 



coenzimas primordiales.para cumplfr con el paso obligado de todos los glúcidos para su 

ingreso al ciclo de Krebs. !JI PPT imer\iene espcClficamenle en uná primera etapa, en la 

dcscarboxilación dei'piruvato convirtiéndose en ~I grupo ~-hidroxietildel anillo tiazol 

(Fig. 6, A). En un~ scgÍinda et~~a,' ~ d~shidro~ena y el grupo acetilo resultante se 
.·. -.-._ ;·,.· . , 

transfiere al átomo de' azufre situado sobie el átomo 6 del ácido lipoico para después 

convertir a éste en sü formá'feducida o ditiol (ácido dihidrolipoico} al transferirle 2 

átomos de hidrógeno del grupo hidroxietil del PPT al enlace disulfuro del ácido lipoico 

(Fig.6,B}. En una lercera etapa, se transfiere el grupo acetilo del ácido dihidrolipoico al 

grupo tiol de la CoA que queda libre para entrar al ciclo de Krcbs o de los ácido 

1ricru00xilicos (Fig. 6, C). En la cuarta etapa, la forma ditiol del grupo lipoilo de la 

dihidrolipail-transacetilasa se reoxida a su forma disulfüro a través de la lipoamida 

deshidrogenasa cuyo grupo prostético es el F AD (dinucle61ido de Havina y adenina} 

(Fig.6,D}, éste ya reducido posterionnenle es reoxidado por el NAO• dando lugar al 

NADH" (etapa cinco, Fig.6,E} (Walsh, 1979 y Hanis y Thimann. 1948) (Figura 6). El 

PPT 1arnbién interviene dentro del ciclo en la oxidación del a-cetoglutarato a 

succinil-CoA, reacción biológicamenle irreversible en las células animales análoga a la 

descrira previamente para la formación de la CoA en donde se obtiene un producto 

altamenle energético, la succinil-CoA (Figura 7). 
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Figura 6. Descarbosilación osidativa del piruvato (Harper, 1980). 

Esta enzima, Ja a·cetoglutarato-deshidrogenasa cuya descarboxilación depende 

también del PPT, ha sido llamada Ja enzima clave que limita el grado o nivel de 

actividad del ciclo de Krebs, ya que al decrecer su actividad puede comprometer al 

metabolismo energético en todas las células de todos Jos tejidos. Por ejemplo, •e ha 
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reportado que en el 1ejido ccrebelar al decrecer su actividad, se modifica la sintesis de 
"' ', 

los aminoácidos excitatorios y esto puede coriirlbuir a una disfunción neuronal 
. , " ~ : : . . , ., ' . 

(Mastrógiaconlo et a1; 1.993, 
0

M~strogiacómo y Kish, 1994 y CalingasaÍt ei al,.1994). 

t~anscetolasa que contiene al PPT 
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Figura 7, Descarbodlaclón olidativa del a-cetoglutarato (llarper, 1980), 
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D-xilulosa-S-fosfato • a la D-ribosa-S-fosfato para dar la 

D-scudoheptulosa-7-fosfato .. y D·sliceraldchido-3-fosfato, intermediario de la 

glucosa. 
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Figura 8. Derivadón de la hnosamonofosfato (vía de la penlosafosíato) 

(llarper, 1980). 
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En esta reacción el grupo glicoaldehido es transfeddo e.n primer lugar de la 

0-xilulosa al PPT formando el a-D-dihidroxietil, de una· manera sémejante a lo 

descrito previarilente, siendo!tra~;pd~a~~r del. al:ehldo que se tr~~sfiere · 
finalmente para fomÍar ~" la D-~bds~-~'.fo~fat~. ~e~tosa que for~a pane. de la 

,,' 

'·~,__·,· ~ -

Tran.<porté y métabtÍtismo dti 1tii;tÍniJn',; én io¡ i.'ep~locito:• de -,,,,;,, 

AJ estudiar comoi: u~t~·~ cabo ;rf~sfo~l~~ii* d~ latl~~i~ll.eri IÓs hepatocitos 

de rata aislados, ~~ obs~;\.ó que esí'~' pa~o. met.~bÓlico es.·. independiente de la 
-, ,-·· 

entrada de la ti~itilná ré~p~~I~ al ti~mpo,'fe~ó~en~ c~fuprÓb~do. con.cienos 

repone de Lumeng et al (I979i, ;Jgiere ~~e en l~s ~~lu\as ~epá;icas aisladas, la 

tiamina no se fosforila' después de·~~ incorpo~aéión. Cuandó una célula incorpora 

tiamina del me~io, é ;e d~se~~ qu~ ~o~fo~: ;;~nsé~~:~(;iempo, \e m~~Ífica la 
'°'·,- ... 

concentración de s~s ro;r~éster~s. \ni~~;:.;. se acÚ~ula tia:ruria, cfespues'de una 

hora, aumenta ./ PP;, y post~~oinient~. rn m~n~/~a~tidad se detecta 

monofosfato de tiamina {Mrr) Y' tri fosfato d~ ti amina (TFT), por lo que se 

concluye que eUran.sp~rte'de ti&rni~a en lÓs hepaio~Úos" es acumulativo. Este 
-·.: .. ·,· 

proceso de transport~' de alta afl~idad es :dependiente del ion Na', o sea, se 

acompaña de un flujo. de sÓdici . .Tanto el transpone como la fosforilación de la 

tlamina en el hlgado son dependientes de la energla biológica, lo que se ha 
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comprobado al desacoplar la fosforilación oKidativa con el dinitrofenol. También se 

ha comprobado que existe un canal específico para el transporte de la tiamina. 

Ademas, se ha demostrado por medio de u~ inllibidor ele la Úamin•; la piritiamina, 

la presencia de un ácai;eador en la membrana, cei~lar he~a;icaque es independiente 

de la pirofosfociriasa de la tiallli~á (Lumengeta,t'. l9J9 yYóshioka, 1984}). 

¡~ .· 
-~,;~"_-._(ir,: 

La cocnzi.;~ q~~ ~tÍlíza~~s en e;te · en~ay~ e~' el ~irofosfato de ,tiamina o 

cocarboxilasa-esíáble ;.;-~ÍÚ~ió~ é'úyo;2 g~p~s-fosfái() si ;ri~u~,;¡;an· lirlllemente 

unidos a lamolécula de ílamlnii'. l~'·q~~ I~ di~tingué de los Úoflliiad~~ di~~~~ibles 

en el mercad~. Se ;studi6 la est~biÍidacl ac~l~rá'd~ dé esta coenzima sometiéndola a 

la temperatura de 60ºC, y se ~~mpi~bó que no s~ de~radaba. • • 

Con bas~ a lo antes m~~ci~na~o, q~e~~n -claras l~s múltiples actividades que 

desempefta el PPT. Su imponancÍ~, se compru~ba por l~s nlter~clones que se 

manifiestan por_ una deficiencia de tiamina en la ingesta, sobre todo en los 

mecanismos de fosforilación que la activan. Por ejemplo: La tiamina es esencial 

para el adecuado funcionamiento de todos los tejidos, principalmente et cerebro; en 

este caso, las moléculas de tiamina pasan de la sangre por difusión simple a través 

de los capilares_ cerebrales, atravesando por lo tanto, la barrera hematoencefülica 

(Spector, 1982). 

La deficiencia de tiamina afecta primordialmente al sistema nervioso periférico, al 

sistema digestivo y al sistema cardiovascular (1-larper. et al, 1980). Algunos 
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reportes sugieren que la deficiencia de tiamina contribuye al desarrollo deldelirio, 

fallas cardíacas y neuropatias periféricas,•. por lo que se recomienda su 

administración en los ancianos (Okeeffc, et al, 1994). Algunos slntom~s asociados 

con parámetros bioquímicos• de de~cfencia · ~~· tia~ina son.: la anemia y funciones 

anormales del hlgad~ (bilim'ibinayga~~~-globulin~s) (Baumgartner, 1991). 
- . . .-·· .. 

La vitamin~ BI es r~soÍ~Úvá·~~ ~I tratámiento del Beri-Beri. Se le ha empicado 

con considerabl; benerlcio ~~cel{ratamiento de la polineuritis de varios orígenes, . . . . . ~ . 
especialmente. la asociada al ·alcoholismo; y en la gestación y la lactancia su 

requerimiento es m.ayor (Marks, 1985). También se ha reportado que esta 

deficiencia provoca desórdenes en la gluconeogéncsis pues disminuye la actividad 

de la glucosa-6-fosfatasa, la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en el metabolismo del hlgado de rata (Harris y 

Thimann, 1948 y Guzmán, 1992). Por otra parte, en las ratas se ha visto que la 

deficiencia de la vitamina B 1 producida por administrar un antagonista de la 

tiamina, la oxitiamina, altera la relación de NAO• /NADI-r en el hígado (Gorbach, 

et al, 1983 a, Gorbach, et al, 1983 b), y en este estado, se encuentran elevados los 

valores sanguíneos y urinarios del ácido pirúvico (Harper, et al, 1980), y esta 

situación puede llevarlas al coma. 

Además, en personas alcohólicas o en cualquier enfermedad del hlgado se han 

detectado niveles anormales de esta vitamina en los tejidos y fluidos biológicos y 

disminución en la conversión de las vitaminas libres a coenzimas (Leevy, et al, 
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1965). También se ha visto que en la deficiencia tiamlnica, disminuye el contenido 

de ARN nuclear de los hepatocitcis (Kh~kha, et al, 1984). ·Par, otra parte; se ha 

observado qúe en la enc~fulo~atla cÍé \V~rnicke, prodÜcida por la deficie~ci~ de 

tiamina,. tanto en el hlgad~ e~~º ~~ eÍ ceri~:ro: l~s activ'idade~ d~. la "pfruvato

deshidrogenasa y. la a'.ce{ogh.iÍa~~to-deshidr~g~na°sa. ~e deprimen, lo que puede 
' .. . . ~.:{-·· .. ··~ :-:7 .. ·:> . : .... ~ f~'.','. ', ': ·,.·;~~:~-·-- :' 

llevar a la aparición de desórde~es neurológico~ <~.~~ke~,et al; 1984), 

Las deficienéi~s núiridonál~~.d~ la vitamíria" Bl ~é c~nÍr;rre~t~n prinéipalmente 

por la administÍ'ació.·rl ·dCl-PPT. il;~:~/Í~.~: ya- qúe·, ~~~~~~~~· de ·c~-~~ma ~Ctúa 
-- .. - __ ,. ·.- · . .''• :- .,.._ ,'·· -.·-·. '"• '· --

directamente en las reacciones ~nzi;,,áticas de los ~-c~toácidos y cetoles (Flodin, 
• , - , " • - . - " . ,- - . ·~· .z - ,.· " 

1979) además de que sus fun~i~ne~ , se extiénd~n' a ot~as: ~ctiv;dades no 
. ._ . " -·- - ---- --- .·¡- ~~,;--~ .~'-"·' ~ .. -.·--· -

coenzimáticas. En e~.fermOs e~~ d~Sco~P~O~ció~ ~~~~i'íaC~ ~r~~e, s~:-~bscrvó que 

el indice de ácido pirúvico estaba aume~tadÓ' y, ~' ia ~~z: ~í d; íiamina en sangre 

reducido, asimismo, . en personas qué fallecier(lll d~ i~s~ficie.ncia cardiaca, .·se 
',_ :•;._,,._,,,: _,._._,,:- .. , . .. 

comprobó una dismi~ución de la tiaml~~ y la co~arll.oxilasa e~_~I corazón por lo 

que al administrar PPT la re~upera~ió~_de lo~ vaÍore~no~alesde ácido pirúvico 

es más rápida que con la admi~istración' d~ tÍa~in~ (B~nda; 1967). 

Markees (1949, .1952,' 1966). KlingeF y ~alle 5!~5-2) y Tsall~s y colaboradores 

(1987). realizaron los primeros ~studio~ ~obre el t~~t¿!lliení6 del ~orna diabético, la 
. . ...: . '. '' ·=.~e·-;" ·:. ~ .:,\ . ;. '.::':··,. . ~' -'. - ·•; >. 

acidosis diabética y et choque ins~llnico' co~ la coé:arboxilaSa y el mo~onitrato. de 

tiamina respectivamente. En eJ Instituto de Investigaciones_ Cié!'t!licas Ji¡¡ns Selye, 

A. C. (llCHS) se ha demostrado la act;vida~ de I~ cocarboxil~a o pirofosfato de 
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liamina como terapia preventiva, y cur~ti.va .en . el tratamiento de diversos 

padecimientos, producto. de las alteraciones del metabolismo ·energético, entre - . . . 

ellos, la diabetes (Alcázar etal 1989, Alcázar ~I al 1991; AÍcázar et al 1991; 

Alcázar et al 1992). En laD}~beres ~ellilu~ la glu:~sa-~~fo~fal~ deshid;ogenasa se 

encuentra inhibida o inacri~ada.· Eri el llCHS Íambién se ha comprobado que en los 
" 

eritrocitos _de los PaCie~J.~s ; diab.éÍ]~O~'> ·d~·sp~és·; det. ·: t~ataini~nto, con : PPT -la 
. -: -, ,·;>. ,."-.: .. -.·_.>- . .--." . _;:.:·::._':,..,.-._.;- /.::'"',':::" ·:·:'. . -· : 

actividad de esa ~nzi;,,a se i~cr~;,,ent; sig~ifi~~tiv~iriente, p~r I~' que se infiereque 
-~· :·.,_;. -. ' . . . -. ~ ' -

ésta coenzima regula el metabolismo. d¿ la gl~cosa er(est~; pacientes (Al caza~ et 

al, 1992, Márquez el al, 1995). Exisr;n ;~~cí~~;::~·e .'sf~~l~~en q~~ la ;ilU11ina, de 

manera indirecta controla la simesis y-sec~eci6n. de 1~.Ínsuli~a. (Henderson el al, 

1977, Singh, 1982). Además, ind.irecr~n'ienie .ª~egi;r~ eJ aporte· energé!Íco 

indispensable en la síntesis de cualqui~r protefn~: Es'r~ ;s ~~- ej~,;,pfo de las 

actividades no coenzimálicas del PPT, aunque se desconoce ei' mecanismo exacto 

de su funcionamiento. 
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ANTECEDENTES 

Existen innumerab.les trabajos en los que se demuestra fa generación de 
. ··' - . 

algunos cambios morfológicos a ~ivel c~l~lar y . subcelular debidos a las 

alteraciones en el mctabolis~o·;nducidu:;~r di~er~~tes 'cslimulos. A este respecto, 

es poca la literatura acerca··~.; e;ecto ~e l~~Vit~mi.ias administradas ~ontinuamente 
. ",· .. ·, ,_,,_ ..... ,, ... -· ,. '" _, .. _ -

o en dosis suprafísiológicas: Alj¡IÍ~as ~iíaminas pued~n producir hepátotoxicldad, 

como es el caso de I¿ vitamina ¡ :u.~do Jice~e a la~' s~.d~o ~0!/~í:. y~ que a esa 

dosis pued~ llegar a pr~d~ci; u~;¡· di;función h~pátl~a CKowalski et ~l. 1994), 
-._""''·_· ___ ,,. ..,, - .- :~1;:- - ~ ''. _; ' . 

míéntras que . la niacin~ de)ibc~ació~, a largo ll~:,zii' Plj•de producir dano 

hepatoce1u1ar y l:o1~~tAtico ci:íow~;a; í 9'9s¡. Oiros' ~.;~dios cicmuestran ·que 1os 

liposomas conteni~n;~ vi~~rni~a; E pt~dc~'inhlblr ~; da~o ~ hlga~o causado por la 
. ·: :: •'.' ' ::_ ·.:,~ . '., -. ; 

intoxicación con tet~acloruro de carbono, incluso pueden proteger al higado de 

cambios morfológicos (Yao .et al, 1994 yTholen et al; 1985).Se ha.reportado que 
,1 ~- _- - ,. - :·;_ - •• '· • ; 

bajo una dieta deficiente en proteínas (14.4 %} se absorbe muy poca tiamina, por lo 
.·. -~- -· _.,, ; -

que se presentan·' alt~raciones ultraestructurales en los enterocitos de aves 

(Bokhorov et al, 1984).' Por su parte, Ostrovskii y Nikitin en 1987 observaron que 

en estados de deticien_cia de tiamina e inflamación séptica en el músculo esquelético 

de ratones después de un trauma mecánico, se modificó el volumen de los 

lisosomas y se retardó la diferenciación de los tibroblastos. No se detectaron 
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cambios significativos. en la ultracstructura de .los granulocitos .ncutrólilos, 

eosinófilos y linfocitos. En cambio, decreció la acti~idád ,. fagocitaría de los 

macrófagos. Por su p:rte, ChamésSc i 9~3), realizó estudio~ c~~puÍarizados de 

cerebros ·de paci~ntes alco~ólicos . ~()~ :~1's1ndro~e <lk ~~rni~ke, 'y· encontró 

altcracio~~~ en· ~I· 
1 

ta~:~ªº.:.~¡¡~¡· -:,·~~m~~~-.~~J~~~~{. -~~:~"~(:.:~;ú~ero~·:: :~rq~iieci~ra y 

complejidad sináptÍ;a. E~tas lesi~ne/r~e~~~ ~~~ ;~\/éraf~u~do ~e presentaron 

asociadas a una deficie~cia nutri~i~~al o enferm~d~d ~~pAti~:. 
~ ·_;:_~ 

En el estudio elaborado por Siaubli \V,' y col s._ en-1969,' se .Ífe~ostró que bajo 

un estimulo con fenobarbital, un cómpuesió'de conversión -metabólica-que aumenta 
. . " .. · 

la actividad enzimática de la cadena de tra~sp~rte ~Í~ctrónico en la fosforilación 

oxidativa, tal como el NADH-citocro:o c. reductasa. ·y-el cit<lcromo :.p-450, se 

inducia un incremento en el pesó del hlgado, y a ~i~el subcelular, se próducla una 

proliferación de las membranas del retlculo endoplÍlsmico liso, ·y cambios en otros 

organelos. Esta hipertrofia hepática se debla a cambios adaptativos· re.~ersibles 

provocados por un intenso metabolismo celular. En este ¿aso ~e demost;.., que a 

nivel celular pueden ocurrir modificaciones moñológicas correlacion~da~ con un -

incremento en la actividad bioquímica. Pero no sólo a este nivel se han encontrado 

adaptaciones de este tipo, por ejemplo, Lull y col s. ( 1962) demostraron que en 

cierto caso clinico panicular de hiper-metabolismo severo que no se debla ~-un 

hipertiroidismo, se presentaron modificaciones morfológicas de las mitocondrias, 

como un aumento en el volumen, el número y la forma de las crestas, debido a un 
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desorden en el sistema enzimático. Leevy y cols. (1965), observaron que los 

pacientes alcohólicos y/oco~. ·danCI h.epático presentan una disminución en la 

capacidad para asimilar tiamina·. Ad~~á·s, se observó un incremento: en la longitud 
' . ,. • ••. · '1 ' 

de las mito~ondrias que no esÍ~ba ~saciado eón algún proceso degenerati~o. lo 

cual sólo signific~ba ~~· ca;¡,bi~ morfoló~co c~mpe~sátcirio'debidÓ. ~I tratamiento 

administrado, con lo q~e s~d
0

ed'Jie que se produc~n cambios bioquímicos en estos 

organelos,·en ciertas condiciones, sobretodo con la presencia de algunos fám1acos. 
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En base a que existe una· estrecha relación: PPT - METAUOLISMO -

HEPATOCITO, se 'diseñó un modelo experimental que permitiera analizar esta 
< ' r •" 

correlación y verificar si .la ~plicación continua del PPT no induce alteraciones 

negativas eit los hepatocitos de' rata pues existen varios ~ntec~dente_s de que la 
' .-,.. -

aplicación de fármacos ó qulmicos pueden ~ausar 'alteraciones morf~lógicas en él 

hlgado. Por otra p~rte h~y que considerar.que. todos I~~ m~dica·~~ntos tienen que 

pasar por este órgan,o para su desactivación cuando se encuentran en grandes 

cantidades. 

Este triibajo representa una ~arte de un:amp]io proyecto de investigación ya que 

conjuntamente se ¿stá analizánd~ el efecto del PPT en el tejido nervioso y en el 
- . - .,- . ; ~ ·~. . . -

músculo cardiaco de . manera que se obtenga información de los órganos 

estudiados, en donde se utiliza de mánera importante esta coenzima. Además, 
; -. :~' ·,:·.: ' . ' . 

posteriormente se evalu~rá la acti.~idad bioqulmica en cada uno de estos órganos. 

La importancia de analizar los efectos que pueda tener la aplicación continua 

del PPT, se deriva del h~;~~ de que hay diversos padecimientos que responden a la 

administración por periodos prolongados de ésta coenzima, en personas 

alcohólicas o en cualquier enfermedad del hígado, por lo que surgen las siguientes 
'-- --.-- -· _-

interrogantes: ¿Cómo ac:túa a nivel molecular, celular y tisular?, ¿qué beneficios 

aporta clínicamente?, ¿c~ales. serian las indicaciones cllnicas que se podrian 

concluir con estos trabajos? ¿no genera efectos negativos?. 
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IUPÓTESJS 

Debido a la gran actividad me1ab61ica que desempefla el hepalocho y la 

dependencia _de la presencia del pirofosfa10_ de tiamina, se propone que al aplicarse 

conlinuamenle y a largo plazo ésta_ coenzima estable en solución a raras Wistar 

normales, se activan en forma continua los procesos metabólicos hepáticos. Por 

otra parte, como consecuencia al incremento de la actividad bioquímica, se 

generan procesos fisiológicos adaptativos cuya manifestación es un cambio en la 

morfomelrla de los hepatocitos. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general: 

Analizar el efec1oa nivel ciloplasmáiico y nuclear, 'del tralamienlo a largo 

plazo con pirofosfalo de 1,léamÍlla' ,~slahle en solución, sobre hepalocilos de ratas 

normales a nivel de microscopia de luz., 

Objetivos particulares:' 

Realizar un análisis moñomélrico deÍ área ciloplasmálica de los h~palocilos de 
- -. -

ralas normales, haciendo una comparnción del área ciloplasmálica de los 

hepatocilos de ralas 1ra1adas cominuamenle con pirofosfalo de liamina. 

Realizar un análisis m~ñomélrico comparalivo de las áieas nucleares de Jos 

hepalocitos de 1:s ~alas~lraladas frecu;nlemenie c~~ PPT y las testigo. 
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MÉTODO 

Animales 

Se dispuso de cinco lotes de ratas ma.cho de la cepa Wistar de 300 ;, 50 gr. de 

peso inicial y 3 mese~ de edad apro~i~adamente. Cada lote se formó con 5 ratas 

testigos sólo con s~l~ciÓn salinn;:po~S de C:ad~ g~po tratado con PPT y se 
! - . - . . 

dispuso de otros cinco lotes para la repetición ·del experimento. Además, se 
·. : ,. _·-:_::_.~-~ :-.:_--\~·--:-\~;_ .-:·,'·"-. :~ 

consideró un grupo independiente de 3 animales sin ningún tipo de tratamiento 
e·:· :.::-.·~~-- ·: ,_-:> _ .-o-_---: '; '.,,-. ~.;.~-:-.º . -

(tomados del biote~ioy sacrificados inmediatamente) que correspondió al grupo de 

testigos absolutos, . para observar· las dimensiones morfométricas al inicio del 

tratamiento en ambos grupos.y n!'s servirán para considerar que las ratas continúan 

creciendo con respecto al tiempo. Los animales se mantuvieron bajo las mismas 

condiciones ambientales. Se les perrnitió adaptarse a las condiciones del laboratorio 

por una semana y a partir de esa fecha se inició el tratamiento. Se sometieron a un 

fotopcriodo de luz normal del dia y se alimentaron crd libi111m. 

Trala111iento 

Se administró por via subdérrnica cada 24 horas 0.3 mi de solución salina 

fisiológica al O. 9 % a las ratas testigo y al grup() traÍado 0.3 mi de pirofosfato de 
- --· '' . ,· 

tiamina o cocarbo~ilasa (40 mg/ml). estable.en solu~{ón cuyo nombre comercial es 
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X-2. Los tratamientos se nplicaron a cada lote durante 7, 14, 21, 30 y 90 días 

respectivamente. 

Ohtención 1/e lt1 muestra. 
. . 

Al término del: tratamiento. correspondiente, se sacrificaron a los nnirnales por 

decapitación. Se aisló la porción inferior del lóbulo izquierdo del hlgado en un 

tiempo no mayor a 1:min.uto pa.ra .asegurar la preservación del tejido. Se eliminó el 

exceso de sangre con solución salina al 0.9% y se prepararon para la técnica de 

microscopia ·electrónica según: Weakley, 1979. En esta pane del estudio se 

analizará el trabajo con eones sernifinos a microscopia de luz, una segunda fase 

será el análisis a microscopia electrónica de transmisión. 

Fijncitln 

Una vez disectado el fragmento del lóbulo del hígado, se bañó con el fijador 

glutaraldehído al 2.5%, diluido en un amoniguador de cacodilatos de sodio, O. IS 

.\!, a pH 7.4 en donde se fragmentó el tejido cuidadosamente en porciones de J 

mm. por lado manteniéndolo siempre inmerso en la solución y colocando los 

fragmentos recicn conados en gotitas de fijador nuevo hasta que ya no quedaran 

restos de sangre libre. Posteriormente, se colocaron en viales con fijador limpio, 

en donde se conservaron inmersos durante 2 horas a temperatura ambiente. 
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l~a••nt/o 

Se eliminó la solución fijadora con el amortiguador de cacodilatos, mismo que 

se ulilizó para elaborar el fijador. Se realizaron tres cambios de 1 S minutos cada 

uno. 

Postjijación 

Una vez realizado el lavado se colocaron las mueslras en tetraóxido de osmio 

al 1%, diluido en amortiguador. de cacodilatos·de sodio; O.IS M,'durante dos 

horas. Se lavó n'u-evameni~ con-tres c~Jl1bi~s de 1 S minutos cada Unci con- el mismo 

amortiguador con el que se preparó el ftjador. 

DeshidratacMn .. -- -

La deshidralación se llevó a cabo con etanol'~--dife;éni~s graduacione~ con 
. ·- -·:¡_- .. • ' 

cambios de IS minulos cada uno, empezando c~n ·;1 d~-50,60, 70,'so, 90% y J 

cambios de 1 S minutos cada uno en alcohol absoluto. Por último, se realizaron 2 

cambios de 1 S minutos cada uno en epoxypropan~ cÓ~id~ ele propilen_o): 

Infiltración e /nclusitJn 

Se colocaron los fragmenlos del tejid~ p~ra su preindusión en mezclas de 

óxido de propileno y resina epóxica (Epon 812) 1 ,: 1 y l : J ;~speclivamenle,y se 

dejaron a temperatura ambieniede 12 a : Ú .-horas en''cada ocasión: Para la 

inclusión, se colocaron los. fr~~,:,;entos e~ resina epó:ica pura durante 2 horas y 

finalmenle en los moldes de inclusión. 
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PolinreriwcMn 

Esle paso se lleva a cabo en la estufa de temperalura constante (Rcichert-Jung 

KT 100), a temperaturas. de 35°, 45° y 60 º C de. 12 a 24 horas en cada 

temperalura. 

Corte y tittcit111 _, ':' -:;-_ ,.;.- ,_ 

Los bloques polimerizadoss~ 1.inaron para f~m1ar la~irámide·~ poder obtener 

cortes sernifi~o~, ¡·~s ~~~-1-es.·;-~e i~~li~;~~,- en¡ ~~,,~~:~~a~i~rotomo Réich~rt-Jung con 
:·':'.':- ._:-\·-: '.' -:-_ ':·.::, -"~'-:: . '. :.\ \ ___ -. _, __ :: - ~ ·. _- .--_ 

un groso~ de .o.s ¡1m. apr~~im~dam~nte i s~ ~ontar~n en p.;~.~bjetos para su 

conirastc c,on elmétodorápido deafi;¡ o~ metÍleno~b~;~x oaztil d~ toluidina. Los 

cortes se observaron con un microscopio de. luz, y se obtuvieron algunas 

fotografias para su estudio. 
--· --- e- . 

llfnrfim•etr(a y e.<ta1/í.rtii:a 

Las preparaciones fueron observadas en un microscopio óptico (Zeiss), 

conectado mediante una cámara de video (CCD Sony) a una computadora con un 

analizador de imágenes (lmage Pro-plus, versión 2.0, Media Cibernetics), con el 

cual se midieron las áreas citoplasmáticas y nucleares de los hepatocitos de los 

animales tratados y los controles. Se analizaron para cada tiempo de tratamiento J. 

preparaciones. y de cada preparación se analizaron 30 células con sus respectivas 

repeticiones .tomadas aleatoriamente para obtener 180 mediciones en total, de cada 

tratamiento con sus respectivos testigos. Los resultados se sometieron al amllisis 

de varianza (ANOVA), que posteriormente se compararon entre si (Tukcy), siendo 
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la p inferior a .05, y finalmente se realizó una regresión múltiple para analizar la 

diferencia entre las pendientes de las gráficas de los datos de Jos grupos tratados y 

Jos testigos. 

RESULTADOS 

- -

El efecto del PPT estable_ en solución sobre -el área citoplasmátiea de Jos 

hepatocitos de rata después de su administración a Jos ,7. 14; 21 ~ JO y 90 días se 

muestra en la tabla J. En esta se observa que Jos valores promedio de las áreas 

citoplasmátieas de los animales tratados y testigos manifiestan una tendencia a 

incrementar su área al compararlos con el grupo. de los testigos absolutos (te), ya 

que éstos últimos representan las dimensiones inlelales de ambos grupos pero sin 

algún tratamiento, y su valor promedio es de 398.65 11m', el más pequeño de 

todos. Por otro lado, se detectó que Jos resultados correspondientes a Jos atúmales 

tratados son generalmente un poco superiores a sus testigos, alcanzando un área 

máxima de 521. 1811m' a los 90 dias de tratamiento con una diferencia de 4411m' en 

promedio, con respecto a los valores que muestran a tos 7 dias de tratamiento, sin 

ser estadísticamente significativo. Al comparar los resultados del tratamiento a los 

7 y 14 dlas comprobamos que no existe diferencia estadisticamente signiflcativa 

entre ellos, ya que sólo un promedio de 2µm' las distinguen, mientras que los 

demás grupos difieren mucho más (Tabla 1 ). Al aplicar el análisis de varianza 

seguido por una prueba de Tukey a estos grupos se obtuvo una p > 05. 
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El componamiento de estos resultados puede verse en Ja gráfica 1, en la cual 

los valores promedio mueslran que el árCa cHOp!aSlná,lica sC- in~~e'!lcnta conforme 

t ranscurrc el liempo de la aplicaCión de la coer1zima:· 

Para conocer las diferencias en el _áre:· cito~lasinátic~ centre Jos animales 

tratados y testigos, se aplicó un aliálisÍs f~cto~~l:c ~I ~ual áet~nninó que la 

diferencia entre Ja pendien;~ de lo: g:pos ~s)de ;;5.~211~2 • ~~r iiempo de 

tratamiento. Por su pane, el incremento del área ~i;o~JásmátÍda~e~· Jos animales 
: ,e'. " , • ' >:· :.o 

tratados durante 7, 14, 21, 30 y !lo.días fue de 0.49µm2 en p~omedio, Jo cuál no 

muestra slgnilicancia estadística (p > .05). 

Tabla l. Valores promedio y o de las áreas citoplásmátlcas delos hepatocltos 

de las ratas testigo y tratadas. (le= testigos absolutos). 

AREA CITOPLASMATICA ( ¡1m2 ) 

Diasde Tratados Testigos 

tratamicnro 

7 476.84± 27.43 420.35 ± 19.14 

14 478.70±34.27 476.01±12.43 

21 496.40± 18.JJ 436.88 ± 23.64 

JO 510.26± 14.87 504.85 ± 28.66 

90 521.18± 19.74 503.52 ± 16.85 

le 398.65 ± 21.49 n=6 
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Granea l. Promedio y o de áreas citoplasmáticas de hepatocitos de rata 

tratadas con PPT: y ·de los. testigos correspondientes, asi :. como de los 

especimenrs que.~' c'o~sideraron el testigo absoluto., La~ ratas fueron.tratadas 

con 0.3 n1i d~ PPT est~bleen solución (40~Gtml) durante perí~dos de 7, 14,· 

21, 30 y 90 dlas, sim~ltáneamenle a ratas testlg~·(n=6) a lasque sel.es aplicó 
_. . . ', ··, , 

solución salina al 0.9•/ •• Los ~!~_ullados, d~ las ;atas trata'ít~s y testigos se 

comparan con el promedio del grupo de.testigos absolutos (le) p >.OS. 
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Una forma de ¡r la diferencia numéricamente de estos resultados, es al hacer los 

cocientes de los proledios de las áreas citoplasmáticas de los hepalocitos de rata entre 

los grupos confirma nuevamente que conforme transcurre el tiempo de aplicación 

aumenta el área citop asmática. La columna del lado izquierdo de la tabla 2, representa 

a los grupos de ralas ratadas con PPT y el renglón superior contiene tanto los grupos 

testigo como tratados para comparar la diferencia del cociente no sólo con los testigos 

sino también con cad período de tratamiento. Se puede obscivar que los cocientes del 

control general son enores a I 1 por lo tanto, es menor a todos los demás grupos. 

mientras que en los g pos de 7, 14, 21, 30 y 90 días sus cocientes son mayores que 

sus respectivos grupo· testigo, excepto en el dia 14. Asimismo se detecta que al 

comparar el cociente de un grupo tratado con otro grupo de mayor tiempo de 

exposición a la cocnzí el cociente del primero es menor (Tabla 2). 

La evaluación del rea nuclear de los hepalocitos de rala se obseiva en la tabla 

3, la cual nos muestra ue el área nuclear también tiende a incrementarse, pero de 

manera mlnima pues n existen diferencias estadlsticamcnte significativas para cada 

tratamiento (p > .OS), e ·to ocurre también con el área citoplasmática (gráfica 1 ). El 

valor máximo de 59.24 un2
, corresponde al grupo tratado de 90 dias y el mlnimo 

valor del área nuclear 1 presentó el grupo de testigos absolutos con 49.28 ¡tm2 

aún cuando no fue mu diferente del valor presentado. p_or los diferentes grupos 

tanto experimentales co 10 testigos. Esta relación se confirma al obtener los 
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valores promedio de las áreas nucleares en la tabla 4. No: obstante, ·en Jos grupos 

tratados de 14 y 90 dfas aquf si se observa una diferencia ·con· respecto a sus 

testigos, sin embargo, sus desviaciones son m,Uy g~a~d-~s como se. puéde obsCrvar 

en la gráfica 2. En general, el área nuclear no. muestra un cambio morfométrico 
.-•• ;• e 

notable como el observado en el área citoplasmática: 

Tabla 2. Comparación de los grup~s ~on ~;~ectoaÍ pr~ín~io del valor del 11...:a 

citoplasmiltica de los hepatocitos, grupo ·contra grupo. Se muestra valor del 

cociente de los grupos de la
0 

lzq;;i~.=.tá (tratad~s ¡:.;n PPT) sob~e el valor ·de los 
. ·~ .-.. :~",_:,__-- ~-.e~... '\'- --.:"· ~-

grupos drl renglón superior (T =;tes.figos; 1 e= testigos absolutos). 

14T 21 21T 30 30T. 9o !JoT 

le 0.83 0.94 0.83 0.76 0,80 0,91 0.78 0.79 0.76 0.79 

7 1.13 0.99 0.96 0.93 0.91 

14 1.000.96 0.93 0.91 

21 1.13 0.97 0.95 

30 1.01 0.97 

90 1.03 
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Tnbln J, Vnl_ores promedio y a de las áreas nucleares de los he¡111loellos de las 

ralas lesligo y lraladns. (le= lesligos nbsolulos). 

Días de Tratados Testigos. 

tratamiento ¡1m2 

7 49.44 ± 5.28 49.48 ± 7.99 

14 55.08±8.28 51.04±4.50 

21 55.65 ± 6.00 55. 79± 1.82 

30 54.12±5.18 52.60±6.47 

90 59.24±4.50 53.83±8.79 

le 49.28 ± 1.40 · n;,6 -
¡( _: •. - • - -~, 

Tnbla 4. Co,;pa;,.el.-~ d~I -• .;.¡<ni~_ de lodos los grupos con el vnlor del control 
/:" .>. ':<~ :'·:i.- \.} ( ·. 

general y grupo_co~tra grupo deUrea nuclear de los hepa1oci1os (T = lestigo, le= 

lesligos nbsoluros). -

Días 7 7T 14 14T 21 21T.JO 30T 90 90T 

le 0.99 0.99 0.890.96 0.88 0.88 0.910.930.83 0.91 

7 0.990.89 0.88 0.91 0.83 

14 1.070.98 1.01 0.92 

21 0.991.02 0.93 

JO 1.02 0.91 

90 1.10 
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Gráfica 2. Areas nuclea~es de hep,ato,citos,derara tratadas con PPT y sus 

respe<livos controles. L~s ·;ai'as r,;;~~~-·~~t~·da~ c~n o:3 n1l de PPT estable en 
,. - .• ,· - " .- • .<·. ' - • 

solución (40mi:fnll) dura~!~ 7il4,'2t,'3ci y 91Jdiasislm~lráneamei1te con un 
';··;:·- !.··-

grupo de ratas te~tigÓ (n=tS) a'qule'nes se les ~plicó sol~ción s~lina ul o.9 % en 

los mismos perl:~os. ~~ r;~~lt~dos ~e l~s rttl~s~r~tadas y testigos se 
-~- ~::;,:;·:-: -=).-~ .'--7-~.-- --- -

comparan· con uri grupo testigo absoluto .(le). La comparación de datos 

reportó una p > .OS, 
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Por otro lado, los promedios de peso corporal de las ratas testigo y tratadas con 

PPT estable en solución durante 90 dias se observan en la grí1fica 3. Es claro el 

incremento de peso en ambos grupos confom1e transcurre el tiempo. El valor promedio 

del pese en los animales testigos es ·de 306.6 g y para los tratados de 310.I gal inicio 

del estudio mientras que al · tém1ino del estudio son de 430.8 g y 429.1 g 

respectivamente. Al realizar el análisis de regresión lineal de los datos del peso corporal 

se obtuvo que la pendiente para el aumento del peso de los animales testigos es de 

1.415 y para los tratados es de 1.358, lo cual indica que el aumento en peso de los 

animales tratados fue menor que para Jos testigos. En este punto es importante 

destacar, que al realizar la disección del higado se observó que Jos animales testigos 

presentaron mucho mayor cantidad de depósitos de grasa residual que los animales 

tratados con PPT. 
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Gráfica 3. Aumen.to de peso corporal de ratas testigo y tratadas con respecto 

al tiempo de tratamiento. 
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A continuación se presentan fotografias a microscopía de luz de eones semifinos de 

O.S ¡un de espesor y teñidos con azul de toluídina. Se aprecia el parénquima del lóbulo 

izquierdo de hfgado de diferentes ratas tratadas con PPT y del testigo absoluto. 

Podemos idemificar los hepatocitos al mismo aumento y donde se observan sus 

características asi como células de Kupffer, los sinusoides con eritrocitos ·dentro de 

ellos y algunas células binucleadas. A. Testigo absoluto. B. Animal de 7 dias de 

tratamiento C. Animal de 14 días de tratamiento. D. Animal de 21 dias de tratamiento. 

E. Animal de JO dias de tratamiento F. Animal de 90 días de tratamiento. En cada 

imagen se identifican las siguientes estructuras: N=núcleo, C=citoplasma, K=célula de 

Kuptfer, E=eritrocitos, S=sinusoide, B=conducto biliar. X 400. 
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DISCUSIÓN 

Se ha observado que en condiciones patológicas 6 experimentales, las células 

responden a numerosos estímulos alte~ando. la estiuctura y/o el i:ontenido de sÚs 

organelos, lo cual parece estar correlacionado a cambios bioqulmicos y fisiológicos 

observados en la tracción subcelular (Staubli et al, 1979, Luft et al, 1962, Weibcl, 
,. · .. \,; ... "' -

1969). Es muy escasa lá lit~ratura cientlfica que analiza la posibilidad de que las 

vitaminas administradas continuamente por periodos prolongados induzcan cambios 

morfológicos a nivel celular en los hepatocitos. Estudios recientes han reportado 

evidencias de que la vitamina A y la niacina de liberación a largo plazo producen 

hepatotoxicidad a concentraciones elevadas modificando morfológicamente al 

hcpatocito (Kowalski, 1994 y Howard, 1995). 

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, como se observa en la 

gráfica I, hubo una tendencia al incremento citoplasmático equivalente a 0.49¡am2 en 

promedio por periodo analizado (sin ser estadísticamente significativo) en las células 

hepáticas sometidas al tratamiento con PPT estable en solución en comparación con las 

no tratadas, lo cual concuerda con el reporte de Staubli y cols. (1979), cuya 

modificación morfológica fue el resultado de la utilización del fenobarbital que también 

incrementa la actividad de las vías metabólicas que lleva¡i a una mayor producción de 
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A TP momentáneamente. Observaron una hipenrofla hepática, y no sólo a este nivel, 

sino que los organeÍos también presentaron modifieaciones morfológicas. 

Tanto los hepatocítos de las ratas testigo como tas tratadas, mostraron un 

incremento en las áreas citoplasmáticas y nucleares, porqu~ al · ~iimenmr la • edad 
... 

también van aumentando de tarnailo las células (gráficas 1 y 2), esto es normal, pero en 
- ' -: .. 

las gráficas presentadas se observa que los hcpatocitos ·de las• ratas· trátadaS. 
. . ·: '', .> :··.,.. ~ 

generalmente mostraron mayores dimensiones eoniparadas • con. sus· . respectivos 

testigos, Jo que se atribuye a las adaptaciones morfológica$ prÓducto de las condiciones 

fisiológicas al aumentar Ja acti,idad bioquímica por la presélicia«:(;lltinua del PPT. La 

interpretación de este fenómeno es que si bien con Ja aplicación frecuente del PPT se 

puede activar las Ollas metabólicas, no se presentan alteraciones morfológieas. - En 

cuanto a las áreas comparadas, es decir que las dimensiones del . citoplasma se 

conservan dentro del rango normal 3 J4µm2
• 706.86µm2 (lioltzman, 1986) tanto en los 

animales controles como en los tratados con PPT, sin embargo, las dCS\iaciones 

estandar son muy grandes y se superponen entre s~ por lo que el aniillsis de varianza 

resulta con una p > .OS. 

El hecho, de que el valor de la pendiente en la gráfica de peso corporal de los 

animales testigo sea mayor con respecto a Jos tratados se puede atribuir. a que las ratas 

tratadas presentan una menor cantidad de grasa residual, lo que nos indica que 

probablemente el higado la está utilizando como combustible en las vías metabólicas 

dependientes del PPT. Para confirmar esta 
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Jtlpó1esis, se requiere de Ja realización de algunos estudios bioqulmicos posteriores. Lo 

observado se puede interpretar de. la siguiente manera: al activar Jos complejos 

enzimáticos dependientes del PPT como son: Ja transcetolasa, el complejo piruvato-
;. . . ' - . _· . ' . - . ·. -. '· __ . ' '.- ,. . ' ,. :~ 

deshidrogenasa y Já · cx-eetoglutárato:deshidrogenasa: S. puede •deducir que 

probablemente se están ~t;J;;lndo ~fi~ie~tememe I~ vías metal>Ólicas e~ 1!'5 que 

intervienen estas enzimas; Íci que se ~iruufi;.t~ ~~~Í .;,,mento del .U:ea ci;opl.;.mática de 
- - . -:.:- -~-- .-_, ·., '.:: .. •'. :·, ~-'><; ... _. - _·" .. :· -: . . :_ ·. -·: .-.. .:-'' . . 

los hepatocitos. Esto nos indica,'que lá molécula de I~ ·coenzlmaestá activando a' dichas 

enzimas. Como se mencionó ll01eri~rmente, ~J lús1do .. es ·u~· órgano muy al:tivo 

metabólicamente, y requiere de la presenci~ de muchas· enzinias y caenzim.S, para que 

se lleve a cabo el metabolismo de la glucoS. principalmente, (Rosa,~ 1992). De tal 

manera que al suministrar continuamente PPT •. estable en ·solución estamos. 

coadyuvando a mantener la homeostasis de este órgano tan importante. Si íM,~ al8una 

razón, dichas enzimas y coenzimas no se encontraran, en cantidad suficiente, existirlan 

desórdenes metabólicos considerables. En este caso, el hígado probablemente 

desarrolla procesos adaptativos modificando el contenido del PPT, la tiamina 

fosfocinasa y la tiamina pirofosfatasa, mientras que Ja transcctolasa tiene oscilaciones 

durante la deficiencia de tiamina (Tumanov et al, 1984). 

En nuestros resultados no se observa una hipertrofia hepática, pero si tenemos 

evidencias de una clara tendencia al incremento del área nuclear y citoplasmática, que 

pueden interpretarse como cambios adaptativos ante una mayor actividad metabólica. 

Esto nos indica que el PPT estable en solución a nivel morfológico y fisiológico, no 
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causa daño al hígado, tal como se ha reportado en estudios con otras moléculas (T Yao 

et al, 19!i4, Tholen; 1985 y Howard, 1995). 

Si bien no hay dailos moñológicos y fisiológicos por la. ad~nistra<:ión del PPT 

podemos decir que si ejerce efectos benéfi~s; locual ·;;., ,,;anifi~~a\ ~,;'la viabilidad 

celular mediada por 2 mecanismos: (1) ~uci~ndo los ni~~les de!~c:Íat~ ~por lo tanto 

evitando la acidosis intracelular, y (2j préservimdo i .:.;.,¡¡;i;;iJ1~~ la d·~xiÍaCión del 

ácido pinivico para sti entrada al ciclo de Krcbs,. ".On sU '.concomitante aumento en la 

producción de fosfatos d~ alta ener~a: L· . , 
- - . - _,-- .;,., -··. '-.--'-:."-· .. ·,·_----=c--

Por otro lado Stáubli .y cols: (19~9), níostraióll que el contenido nuclear del 

hepatocito no aumenta cuando se ~~iva met,;/,.;IÍ~ente co~ fenobarbital, lo cual 

confirma nuestros resulta~o~, ~aqu~ ~I ~úcl"" del hepatocito no mostró un incremento 

importante al adicionar PPT, dado que las reacciones que éste activa se realizan en el 

citoplasma. principalmente en las mitocondrias. Ahora bien, los aumentos en el área 

nuclear a los dlas 14 y 90 se pueden explicar como un aumento en la síntesis del ARN 

nuclear como parte de los procesos adaptativos al incremento metabólico. 

La relación entre el citoplasma y el núcleo es muy importante en este estudio, ya que 

el citoplasma mostró un crecimiento mayor bajo el efecto del PPT, lo cual podría 

indicamos que dCbido a un mayor metabolismo los organelos se están adaptando y 

aumentan su fracción membrana!, mientras que el núcleo puede estar produciendo 
-· ' . 

activam~nte ARN sin afectar sus dimensiones moñométricas. 
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Los resullados de este trabajo experimental nos pcnnitcn fundamentar la aplicación 

terapéutica, de esta cocnzima demostrando que la administración continua y a largo 

plazo del PPT no es tóxica para el organismo. Con respecto a esto último, en las 

patologias relacionadas con el hlgado podemos mencionar lo siguiente: se ha 

comprobado que la función hepática se llega a alterar en alb'llnos casos como es la 

encefalopatla de Wemicke y la hiperemésis gravfdica (Rotman et al, 1994), los cuales 
' ' - . ' 

responden~ .la aplicaciÓn de la_tiruruna. _Sin embargo, se esperarian mejores resultados 

clinie0s en eSi_os casossi se administraíll PPT, ya que la cocnzima actúa directamente 

sobre su sustrato, 'el. ácld~. pinívico y el ácido n-cetoglutárico para la obtención de 

energía al activar el ciclo d_e Krcbs ya que la tiamina, o sea la vitamina n I, necesitarla 

transfonnarse en cóenzima pará que sea activa, y ésto se logra si el metabolismó 

energético es ad.;.,.;~do o .. sea, si .hay una producción adecuada de ATP. Pero la 

deficiencia de éste Importante donador de fosfato se encuentra en cualquier patologla, 

por tanto, la activación de las vitaminas no se llevaria a cabo, y se producirla un circulo 

vicioso, con las consecuencias clínicas esperadas. Por otra parte, la presencia del PPT 

activa las vfas metabólicas que degradan metabolitos tóxicos, los que pueden bloquear 

algunas reacciones bioquimicas del metabolismo celular. Asimismo, el PPT se ha 

utilizado en diversas alteraciones hepáticas de diferentes etiologías y su acción llega a 

norrnalit.ar los valores del ácido pirúvico y del ácido láctico, que se encuentran elevados 

por lo que el PPT puede restablecer el metabolismo energftico por el mecanismo antes 

descrito. Una vez superadas completamente las allef.ciones bioquímicas y sobre todo 
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energéticas de .la célula hepática. las condiciones clinieas en general se mejoran poco a 

poco con el tiempo. Por lo tanto, con los resultados obtenidos podemos concluir que 

no hay efectos secundarios negativos. 
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CONCLUSIONES 

A nivel celular: en el área citoplasmática y nuclear no se _observan modificnciones 

moñométñcas a microscopia de luz, ya que hay una tendencia al incremento del área, 

pero que se conserva dentro de los rangos normales, lo que nos permite proponer que 

el PPT no produce una hipertrofia del hepatocito, aún cuando es un tejido que depende 

metabólicamente y en gran medida de esta coenzima. 

Con la presencia continua del PPT el hepatÓCit~·sc adapta, mantiene o recupera su 

actividad bioqulmica y fisiológi,;,, sin'lllterar su moñologia. 

PERSPF.CTIVAS 

Como continuación a este trabajo, se desarrollará una valoración bioqulmica, asl como 

un estudio a nivel ultraestructural por medio de la microscopía electrónica de 

transmisión del efecto de la aplicación continua y a largo plazo del pirofosfato de · 

tiamina estable en solución en: las células del hígado, corazón y cerebelo para 

complementar Ja información acerca del mecanismo de acción de esta coenzima, a nivel 

molecular, celular y tisular, y de esta manera brindar mayor información sobre su 

actividad biológica que sustente su aplicación terapéutica. 
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APENDICE I. 
'1 

Asegurase antes de sacrificar los animales que \ todos los 

' recipientes que se utilizaron estén disponiblesi, '1 se 

encuentren preparados los fijadores y amortiguadores tierhpo antes 

de que se extraigan los órganos de los anímales. Si la fLjación se 

realiza A O C, las soluciones deberán estar frias en un baño de 

hielo. Los recipientes deben estar escrupulosamente limpios, 

especialmente si se ·n1n u utilizar fijadorer; a ba5e de 0.1.imio, ya 

que trazas de materia orgánica hacen que el Osmio pierda 

efectividad. 

Preparación de amortiguador de cacodilato 0.3 M. 

1.- Prepare una soluci''.°:n 0.3 N de cacodilato de sodio con: 

Na(Cl!3)2l\s02.3!120 4.12 g 

agrege agua destilada hasta aforar a 100 rnl 

Ajuste el pfl del amortiguador hasta Ph 7. 4 con HCl l N. 

Una vez pesado el cacodilato disolverlo en la rnitad c\e agua 

bidestilada y luego aforar a 200 ml. Disolver con 

magnético y medir con potenciómetro, El amortiguador y el 

c\gitador 

reactivo 
1 

1 



deben estar a la misma temperatura e ir adicionando lentamente el 

HCl para alcanzar el pi! de 7. 4.. De preferencia aforar cuando 

llegamos a pH de 7. 5 porque al adicionarse a los demás reactivos 

baja el pH. 

Preparación del fijador glutaraldehldo en cacodilato. 

Mezcle buffer de cacodilato con glutaraldehido al 70 % y 

Amortiguador de cacodilatos 0.2 M (ml) 

Glutaraldehldo al 70 % (ml) 

3.57 

96. 43 

2.0 

54.0 

• Verter el glutaraldehido gota a gota y con agitación continua en 

parrilla magnética. 

Preparación de tetraóxido de osmio al 

cacodilatos. 

en amortiguador de 

Si ln ampolleta del tetraóxido de osmio es de 1/2 gramo 

disolverlo en 25 m! de agua bidestilada ultrapura desionizada. Se 

deja disolviendo durante tres dias, 

bien tapado y sellado. Una vez 

y guardar en frasco esmerilado 

transcurrido el tiempo de 

disolución, adicionar el a!!lortiguador de cacodilatos 0.3 M al 

tetraóxtdo de osmio al 2 % en proporción 1 : l. 
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