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RESUMEN

En esta investigacion se presentan los resultados de 2 experimentos que se llevaron a cabo con el
fin de estudiar el efecto de los acidos biliares quenodesoxicélico (AQDC), ursodesoxicélico
{AUDC) y dehidrocélico (ADHCY) sobre la litogenicidad de ia dieta litogénica no purificada a
base de glucosa (DLG) y una dieta semipurificada (DLSP) a base de caseina, glucosa y vitamina
A, desarrollada en este trabajo. El disefio de los experimentos consistié en formar grupos de
hamsters machos adultos jovenes, a los que se les dieron las diferentes dietas ad fibitwm. El
primero se realizd para estudiar el efecto de los 4cidos bitiares sobre la DLG adicionados
separadamente a la dieta al 0.1% para los tres y también al 0.5% para el ADHC; en este
experimento se utilizo la dieta comercial Nutricubos Purina para roedores pulverizada adicionada
de 50% de glucosa anhidra (DLG) y los animales se alimentaron durante de 60 dias. En el 20
experimento se estudio de igual manera el efecto de los tres 4cidos biliares al nivel de 0.1% sobre
la DLSP durante 21 dias. Al ténmino de los periodos experimentales, se obtuvo bilis hepatica.
En ambos experimentos se determiné el efecto sobre la frecuencia de litiasis, la composicion de
la bilis, incluyendo el perfil de sales biliares, el peso corperal y el hepatico.

Los resultados del ensayo de los 4cidos biliares mostraron que el AQDC y el AUDC previenen
significativamente la litiasis en ambas dietas (P<0.05). Asimismo, el AQDC enriquecio la
composicion biliar con AQDC y disminuyé la de taurocolato, taurodesoxicolato y
glicodesoxicolato (P<0.05), mientras que el AUDC incrementé los conjugados de AUDC y
AQDC. El AQDC y el AUDC disminuyeron significativamente la concentracion de fosfato
biliar y elevaron las concentraciones de ipidos biliares, respecto a DLSP (P<0.05). Por otra
parte, el ADHC al 0.1% mosird efectos diferentes dependiendo de la dieta, mientras que en
DLG potencializd la litiasis, en DLSP la previno (P<0.05). En ambas dietas, el ADHC al 0.1%
increment$ la proporcion de glicocolato y glicodesoxicolato, el flujo biliar y la secrecién de
fosfato; con DLG y ADHC la concentracion de fosfato es elevada, mientras que con DLSP y
ADHC ésta disminuye a valores cercanos al control. Esto tltimo al parecer, es debido a la mayor
coleresis producida por 0.1% de ADHC en ta DLSP, a lo cual probablemente se debe su efecto
preventivo con esta dieta. Por su parte el ADHC a dosis de 0.5% en la DLG previno
completamente la litiasis, lo cual se asocié con una significativa disminucién en la concentracién
de fosfato inorginico, debido a que, a pesar de producirse una mayor secrecion de este ion, la
coleresis inducida por este nivel de ADHC fue muy elevada. Asi mismo, la concentracion de los
conjugados de! 4cido colico y del acido desoxicdlico se incrementé en la bilis de animales con
0.5% de ADHC en DLG, lo que provocd un aumento en la secrecidn y concentracion de lipidos
biliares. En conclusion: la DLG y la DLSP produjeron una alta frecuencia de colelitiasis
pigmentaria, lo cual se asocia con un incremento en el flujo biliar y concentracién de fosfato
inorganico, y una reduccion en la de lipidos biliares. La adicién de AQDC y AUDC al nivel de
0.1% en ambas dietas y del ADHC al 0.5% en DLG previene la colelitiasis, mientras que el
ADHC al 0.1% potencializa la litiasis en DLG y la previene en DLSP. Los efectos preventivos
se relacionaron con reduccion en la concentracion de fosfato inorganico biliar, mientras que la
potencializacidn se asocié con un incremento en la concentracion de este ion.
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1 Antecedentes

1.1 La colelitiasis

La colelitiasis o presencia de célculos en la vesicula biliar o en las vias biliares es
una enfermedad comin en la época contemporanea,

En general, los cdlculos se forman cuando ocurre un cambio en la composicion de
la bilis. El cambio puede resultar de un incremento o una disminucién en algin
componente biliar normal (es decir, en la proporcién de algin electrolito, como e} calcio,
el fosfato inorgdnico, etc; de los lipidos biliares, como las sales biliares, el colesterol o los
fosfolipidos, de los pigmentos biliares, como la bilirrubina, etc.), que puede ser el
responsable en la solubilizacién de un compuesto dado, lo que puede acarrear la
sobresaturacién de la bilis. Una vez que se produce ésta ocurre la nidacién, secuestro y
agregacion del (o los) componente (s) que formara (n) parte del calculo. Esta secuencia de
eventos puede ser répida (cuestién de dias) o prolongada (en afios; Trotman y Soloway,
1982).

Existen 2 diferentes tipos de calculos que se han clasificado de acuerdo a su
composicion quimica: los calculos de colesterol pures y mixtos, y los pigmentarios, que
a su vez se dividen en cdlculos negros pigmentarios, cilculos cafés pigmentarios y los
calculos de sales orgdnicas e inorgdnicas de calcio (Sutor y Wooley, 1973; Trotman y
Soloway, 1982)

Este trabajo esta enfocado al estudio de la litiasis pigmentaria en el modelo del
hamster dorado.

En los paises desarrollados, aparte de los grupos de riesgo elevado por causas
genéticas o raciales, la incidencia de calculos vesiculares registrada se encuentra en el
orden del 10 al 20%. Excepto en estudios de poblaciones de alto riesgo, no existen datos
que permitan determinar la prevalencia real de la enfermedad, ya que ésta varia
dependiendo de la zona geografica que se analice, la edad y el sexo. Por esta razon es
difici! indicar con precisidn la historia natural de la colelitiasis, ademas de que la gran

mayoria de los sujetos presentan calculos vesiculares silenciosos que permanecen sin una



sintomatologia especifica durante un largo pericdo de tiempo, incluso durante toda la
vida (Sleissenger y Fordtran, 1985).

Los cilculos, sin embargo, pueden volverse sintomaticos y provocar obstruccién
del conducto cistico ¢ colédoco, causando ictericia obstructiva y colecisistitis aguda o
crénica, la cual puede ilegar a causar gangrena y perforacion de la vesicula. La
obstruccion del cistico puede también ocasionar dafio a la vesicula debido a la retencion
de la bilis. Asimismo, el carcinoma de vesicula se encuentra generalmente asociado a la

presencia de calculos biliares y colecistitis (Sherlock, 1988).

1.1.1 Epidemiologia y caracteristicas clinicas de la litisis pigmentaria

En los paises de Occidente la mayoria de los célculos son de colesterol, puros o
mixtos, en aproximadamente el 80 % de los casos registrados; sin embargo, los céalculos
pigmentarios también son comunes, por ejemplo en México el 13.5 % de los pacientes
presentan este tipo de litiasis del 15 % total de la poblacién con calculos (Mendez-

Sanchez et al, 1995).

Cilculos cafés

Los calculos cafés son identificados generaimente durante la colecistectomia. En
Occidente, rara vez ocurren como una enfermedad vesicular primaria, sin embargo, la
incidencia tiende a incrementarse hasta el 50 % de los casos de recurrencia de cilculos
después de ciertos tratamientos y sc albergan en los conductos biliares extra o
intrahepaticos. Los calculos cafés son mas comunes en paises Orientales y se presentan
en las vias biliares e infrecuentemente en la vesicula biliar. Este tipo de litiasis se asocia
con la diverticula paraveriana, condicién que se piensa altera la movilidad del colédoco.
Otra causa es la infeccién con bacterias entéricas, como Esterichia coli {Crowther y

Soloway, 1990), ademas de dieta baja en proteinas (Trotman y Soloway, 1982).



Cilculos negros pigmentarios.,

Al igual que la litiasis café, la litiasis negra pigmentaria aumenta con la edad, lo
cual puede estar determinada genéticamente (Crowther y Soloway, 1990) y la incidencia
es la misma en hombres que en mujeres (Trotman y Soloway, 1975 ; Sarin ef af, 1986 ;
Méndez-Sanchez et al, 1995). La litiasis negra pigmentaria se asocia con la residencia en
paises Occidentales, a dieta alta en proteinas y carbohidratos y a la ausencia de infeccion
biliar (Trotman y Scloway, 1982).

La poblacién Amerindia no es afectada por esta enfermedad, mientras que en las
poblaciones Hispana y Escandinava de los Estados Unidos y del Norte de Furopa los
casos registrados son menos frecuentes que en la poblacidn Japonesa y la del este de los
Estados Unidos (Crowther y Soloway, 1990). En Japén la litiasis negra pigmentaria se
presenta en un 9% de los casos y existen reportes que la asocian con la poblacion rural
més pobre (Sarin ef al, 1986 ).

Calculos de sales orginicas ¢ inorginicas de calcio. A

Los calculos de sales organicas e inorginicas ¢ calcio son un grupo heterogéneo de
calculos que se presentan con muy baja frecuencia y su dsitribucién es amplia y no
especifica. Se sabe muy poco acerca de ellos. Generalmente son cilculos negros que se
desarrollan en la vesicula biliar y no se asocian a infeccidn biliar (Trotman y Soloway,
1982).

1.1.2 Composicién quimica de los cilculos biliares pigmentarios.

La composicion de los cilcutos de colesterol es muy diferente a la de los céleulos
pigmentarios. En ¢l cuadro 1 puede observarse la diferencia en la composicidn de ambos
tipos de cileulos.

Cilculos cafés
Un tipico cilculo café esti compuesto de sales de calcio de bilirrubina hasta en un
60%, el acido graso, conninmente presente, es el palmitato junto una pequefia proporcion



de colesterol estos componentes se encuentran inmersos en una matriz glicoproteica.
Estos célculos presentan generalmente laminaciones y se fragmentan facilmente. Los
componentes minoritarios son: el carbonato de calcio, el cual se presenta en raras

ocasiones y el porcentaje de sales biliares que es minimo (Trotman y Soloway, 1982).

Cilculos negros pigmentarios

Los célculos puros o negros de pigmento tienen la superficie negra y el nicleo de
color café, son calculos amorfos y quebradizos cuando se aplastan, Estan compuestos
principalmente por bilirrubinate de calcio, componente que se encuentra polimerizado a
diferencia de los calculos cafés y carbonato de calcio. Estos cédlculos rara vez contienen
colesterol y sales biliares. (Trotman y Soloway, 1982). Mediante el andlisis de
espectroscopia infrarroja se ha determinado que el fosfato de calcio, presente en este tipo

de célculos, siempre se encuentra en forma de hidroxiapatita ( Qiu ef al, 1992).

Cuadro | Comparacién de la composicién de cdlculos de colestercl y pigmentarios

{% de peso seco inicial, d.s = desviacién estindar) . Tomado de Sutor y Wooley, 1973

Composicién Cileulos de Cotesterol (n=31} Calculos Pigmentarios (n=25)
guimica X xds. Rango X xd.s. Rango

Pigmentos 0.47 +0.07 0-1.4 344 3.1 §.0-9.8
Acidaos biliares 0.71£0.1 0.02-2.7 23203 0-6.2
Colesteral 8§52+19 60-109 2110 0-25
Calcio 15306 0-6 9413 §7-25
Fosfato 095+03 0-7.8 7.7x2.1 0-32
Carbonato 05304 0-3.6 6.7+ 1.9 0-35
Sodio 002202 0-0.5 0.34+0.1 0-i8
Potasio 0 1] 0.09 + 0.03 0-0.5
Magnesio 0.02+0.] 0-04 0.29 £ 0.06 0-1.1
Cenizas 312210 0-27 27.7+£3.4 8.2-65
Total 804 +15 75-110 63.7+3.6 36-99

% inorginico 89.1£15 71-110 54.1+£39 25-105

% organico 60.6+8.3 0-176 LAEXA 17-142




Cilculos de sales orgénicas e inorganicas de calcio.

Los célculos de sales organicas e inorganicas de calcio se componen de diferentes
combinaciones de sales de calcio. Entre ellos se encuentran los calculos de carbonato de
calcio {formados por aragonita pura, vaterita o combinadas, ademas de carbonato de
calcio), los de fosfato de calcio (que contienen este compueste en forma de apatita), los
de palmitato de calcio y los de sales de calcio mixtas (con la combinacién mas frecuente

de carbonato y palmitato de calcio; Sutor y Wooley , 1973)

1.1.3 Patogénesis de la colelitiasis

Los mecanismos de formacién para cada tipo de litiasis son diferentes (Sarin e/ a!,
1986), asimismo la patogenia pigmentaria y de colestero! es mutuamente excluyente y fas
condiciones dentro de la vesicula puede favorecer ¢l desarrollo de un solo tipo de clculo

biliar {Crowther y Soloway, 1990).

Colelitiasis de colesterol

La litiasis de colesterol estd generaimente asociada con los siguientes cambios en
la composicidn biliar y la vesicula: a) con la bilis vesicular sobresaturada de colesterol, es
decir, la concentracion de colesterol excede, la que tedricamente, los fosfolipidos y sales
biliares pueden solubilizar, b} al equilibrio entre proteinas que aceleran la cristalizacion
del colesterol (agentes nucleantes) y los que retrasan este proceso (agentes antinucleantes)
y ¢} a defectos en la contractibilidad de la vesicula biliar (Trotman y Soloway, 1974 ;
Méndez-Sanchez er al, 1995).

Colelitiasis pigmentaria
En base a las caracleristicas epidemioldgicas y clinicas, v a la composicién
quimica de los calculos pigmentarios, se sabe que el desarrollo de esta litiasis se realiza

por diferentes mecanismos (Trotman y Soloway, 1982).



Aunque Ja etiologia de esta litiasis en el humano no esti comprendida en su
totalidad, se tiene el antecedente de que, la precipitacion del calcio v de {a bilirrubina no
conjugada en forma de sales de bilirubinato de calcio juegan un papel importante en la
formaci6n de los calculos pigmentarios, por lo que el conocimiento de la solubilidad y la

sobresaturacion biliar con estos elementos es primordial (Moore, 1985)

Litiasis pigmentaria cafe

En la litiasis pigmentaria café se han enfatizado dos aspectos particulares, como
son la infeccion biliar y la estasis. No obstante, no se sabe st la infeccidn biliar es un
proceso primario o secundario y si la estasis puede originarse por un desorden motor
primario de los conductos biliares, lo cual provoca problemas en el vaciamiento de la
bilis y como consecuencia, un cambio en la composicion biliar, con la subsecuente
formacion del clcule (Trotman y Soloway, 1973).

En esta litiasis la concentracion de bilirrubina no conjugada puede incrementarse
debido a algunos de los siguientes factores: 1) la desconjugacion con la $-glucoronidasa
de origen bacteriano ¢ 2) la hidrélisis no enzimatica {Arias ¢r al, 1988), lo que
produciria aniones para la formacidon de sales de calcio, tales como acidos grasos y
bilirrubinato.

En los célculos cafés, ademads del bilirrubinato también se encuentra gran cantidad
de palmitato de calcio. Este compuesto, posiblemente proviene de la hidrélisis de la
lecitina efectuada por las fosfolipasas de origen bacteriano o del jugo pancredtico, de la
vesicula biliar o de la mucosa de las vias biliares presentes en los pacientes que padecen

la enfermedad (Trotman y Soloway, 1982).

Litiasis negra pigmentaria.

Por otra parte, la litiasis negra pigmentaria se presenta frecuentemente en
pacientes cc;n hemolisis (desorden fisioldgico que incrementa las concentraciones de
bilirrubina no conjugada) y en pacientes con cirrosis (caso en el que puede existir una
combinacion del incremento moderado de la bilirrubina no conjugada y que puede

asociarse con hemolisis y la disminucion en la concentracién de sales biliares; Erlinger.



1996). En ambos casos se puede provocar la precipitacion de este pigmento biliar si se
alcanzan niveles de sobresaturacion. Es importante sefialar que existen pacientes que
presentan cdlculos negros pigmentarios y no tienen hemolisis o cirrosis. En ellos
probablemente ocurre scbresaturacion de bilirmubina no conjugada, como en aquellos
pacientes, sin embargo, al parecer en este caso se requiere de un extenso periodo de
tiempo para la formacién del calculo (Erlinger, 1996).
Otro posible evento importante que tiene, lugar en esta litiasis es la hidrolisis de la
bilirrubina conjugada para producir bilirrubina no conjugada mediante la enzima -
glucuronidasa de origen bacterfano (mecanismo postulado para la patogénesis
pigmentaria café en los Japoneses, Trotman y Soloway, 1975) o ser de origen biliar o de
la pared vesicular (Trotman y Soloway, 1982). El proceso de hidrolisis puede ser
intermitente en la bilis de pacientes que no presentan infeccién biliar (Trotman y
Soloway, 1975).
Otros factores relacionados con la patogenia de la litiasis pigmentaria pueden ser :
a) Las deficiencias parciales en glucuronil transferasas, que pueden provocar altas
concentraciones de monoglucorénidos de bilirrubina en la bilis (Trotman y Soloway,
1982).

b) El papel de la secrecién de glicoproteinas y la absorcion de electrolitos realizada por la
vesicula biliar (Trotman y Soloway, 1982). '

¢) Aumento en la absorcidn intestinal de la bilirrubina no conjugada, como ocurre en los
paciente que cursan con malabsorcion de sales biliares, como resuitade de la reseccion
ileal u otros desordenes del intestino delgado. El incremento en el reciclamiento de
bilirmubina no conjugada a través de la circulacidn enterohepatica puede producir la
sobresaturacion biliar y la formacion de célculos con sales de bilirrubinato de calcio
(Mendez-Sanchez et al, 1996).

Es importante resaltar, que la mayor parte de los estudios dedicados a la
colelitiasis se han enfocado principalmente a la litiasis de colesterol, mientras que la
patogénesis de la litiasis pigmentaria no ha sido establecida con claridad y hasta la fecha

no se cuenta con un método ne invasivo para su eliminacidn y/o prevencidn, a pesar de



que se presenta en un alto porcentaje de la poblacién. Por tanto, esta litiasis amerita
mayor investigacion.
En un intento por conocer la patogénesis pigmentaria se han logrado inducir

caleutos pigmentarios en animales, principalmente en el hamster.

1.2 Induccién de litiasis pigmentaria por medios dietéticos en el hamster
dorado.

La implementacién de modelos animales en la investigacién de la fisiologia
hepatica en condiciones de normalidad y enfermedad es invaluable; sin embargo, las
limitaciones de tipo econdmico, de espacio para mantener diferentes especies de
animales, los problemas relacionados con la interpretacidn de resultados y las diferencias
en la composicion de sales biliares, asi como las condiciones litogénicas entre estos y el
hombre, han excluido en cierta forma los resultados obtenidos en tales estudios
{Schoenfield et al, 1981; Tint et al ,1986). A pesar de lo anterior, la facilidad para obtener
muestras del higado, de bilis hepatica y vesicular, y de la posibilidad de manipulacién
dietética o administracién de drogas, entre otros, hace que los estudios en animales sean
muy atractivos (Tint ef al, 1986).

Una de las areas gue ofrece mas probabilidades de éxito es el estudio de la
regulacidn de los procesos enzimaticos para la sintesis de colesterol y sales biliares (Tint
et al ,1986) y la modificacidn de la composicion biliar en condiciones patoldgicas.

Son varios los animales en los que se ha logrado la induccién de calculos de
colesterol y de tipo pigmentario por diferentes métodos, sin embargo, ain no se ha
establecido un modelo para la hitiasis café pigmentaria (Crowther y Soloway, 1990).

El hamster ha sido elegido como modelo de litiasis debido a que la composicion
biliar de sales biliares es similar a la humana, en lo que se refiere a la estructura esteroide
{Gurantz y Hofmann, 1984), y porque este animal conjuga los acidos biliares con taurina
v con glicina y no hidroxila a los acidos quenodesexicélico y- ursodesoxicolico en
posicién 6 durante su transporte hepatico, como ocurre en la rata (Gurantz y Hofinann.

1984). En el cuadro 2 sc presenta una comparacidn de la composicidn de sales biliares de



la bilis vesicular del hombre y de! hamster. Ademas en el hdmster se ha logrado la
induccién de célculos de colesterol y de tipo pigmentario por medio de dietas tanto
semipurificadas como no purificadas.

En dietas semipurificadas se han dado a conocer los siguientes hallazgos.

Dam y Christensen {1952) introdujercn al himster como modelo de colelitiasis.
Con dietas ricas en glucosa y libres de grasa obtuvieron altas frecuencias de litiasis de
colesterol y un pequefio porcentaje de litiasis pigmentaria (Dam, 1969). El porcentaje de
littasis de tipo pigmentario se incrementa cuando se sustituye la glucosa por sacarosa o
con la adicion de 2 % de aceite de soya o de higado de bacalao (Dam, 1969). Los calculos
desarrollados son morfologicamente semejantes a los negros pigmentarios humanos y
estdn compuestos por fosfato de calcio, sales biliares conjugadas con glicina y un bajo
porcentaje de pigmentos biliares. Tanimura {1965} hize medificaciones a esta dicta
semipurificada. Esta consta de 20 % de caseina, 63.5 % de glucosa, 10 % de mantequilla
de leche de vaca, 0.5 % de cloruro de colina, 5 % de mezcla de minerales y 0.5% de
mezcla de vitamina. Con esta dieta Wheeler, en 1973, logrd la inducccion de calculos
pigmentarios en el 14 % de los animales alimentados, no obstante, obtuvo un 68% de
animales con calculos de colesterol. Kritchevisky y Klurfeld (1983) dieron a conocer que
si se sustituye caseina con soya en dietas libres de grasa y con alto contenido de glucosa,
la frecuencia de animales con cdlculos de colesterol va disminuyendo notoriamente y
aumenta la de célculos pigmentarios. La dieta de Dam o modificaciones de esta. todavia
es utilizada en estudios de colelitiasis de colesterol (Crowther y Soloway, 1990).

Por su parte, Cohen er al (1987) iniciaron la bisqueda de un modelo de litiasis.
Estos investigadores administraron dos dietas semipurificadas nutricionalmente
adecuadas, una a base de soya y otra a base de caseina, a hamsteres jovenes durante tres
semanas . Estas dietas habian producido calculos de colesterol en el perro de las praderas;
sin embargo, en el hamster indujeron la formacién de calculos de tipo pigmentario en un
alto porcentaje de los animales. Es importante sefialar que la dieta de caseina indujo 50%
de animales con cdlculos en comparacién con el 28% de la dieta de soya. Con respecto a
lo anterior, los autores concluyeron que la adicion de colesterol y estrdgenos fueron los

reponsables del desarrollo de la alta frecuencia de litiasis en la dieta de caseina.




Los calculos biliares obtenidos con ambas dietas fueron negros, numerosos,
amorfos, de 0.1 a 0.4 mm de longitud y estaban compuestos de 26.7% de fosfato de
calcio, 12.8% de bilirrubinato, 15.1% de colestero! y 45% de proteinas.

Recientemente, Hayes et al (1991) han llegado.a la siguiente conclusion después
de sus estudios con dietas semipurificadas en ¢l hamster: las dietas con caseina, harina de
arroz, glucosa y fibra, con un minimo contenido de acidos grasos esenciales, pero sin
colesterol, promueven la litiasis pigmentaria, mientras que, las dietas con limitado
contenido de acidos grasos, con colesterol y lactosa, promueven eficazmente la litiasis de

colesterol.

Cuadro 2 Composicion de Acidos biliares de la bilis vesicular en el hombre y en el himster. * Tomado

de Arias ¢/ af, 1988 y de **Roda ef af, 1995.

Acido biliar Hombre (%)}* Hamster (%o)**
Glicoguenodesoxicolato 20 18
Tauroquenodesoxicolato 12 9
Glicocolato 23 40
Taurocolato 12 22
Acido cblico ! 2
Glicodesoxicotato 16 4.5
Taurodesoxicolato 8 4.5
oxodesoxicolato 0.1 !
7-0x0-colato 0.1 /
12-px0-colato 04 !
Glicoursodesoxicolato 5 /
Tauroursodesoxicolato 2 /
7-Oxolitocolzato 0.4 /
iso-queno-taurcdesoxicolato | /

Por otro lado, también se han realizado investigaciones utilizando dietas no
purificadas (o comerciales); por ejemplo, Granados, en 1971, observd que las dietas para
ratones inducian el desarrolle de calculos pigmentarios en el hamster (de la cepa ChCM)
cuyo componente principal era el fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita.

Granados (1976a) y Cardenas et al (1991} establecieron la accidn litogénica

pigmentaria de la mantequilla de leche de vaca, de-la vitamina A, como 4cido retinoico y



acetato de retinol y de carbohidratos refinados, como glucosa, sacarosa y fructosa, cuando
se adicionan a la dieta no purificada de roedores y se administran por periodos superiores
a 50 dias. Los célculos obtenidos en eses experimentos contienen aproximadamente 10 %
de fosfato inorgéanico y 20 % de calcio, que si estuviesen presentes como hidroxiapatita,
representaria el 50 % de la masa total del cdlculo. Conviene recordar que los calculos
negros de pigmento humanos pueden contener hasta un 30 % de fosfato de calcio, el cual
siempre se encuentra en forma de hidroxiapatita (Crowther y Soloway, 1990); por tanto,
este modelo puede ser de utilidad en la busqueda de agentes que impidan la precipitacion
de sales de fosfato de calcio.

Es importante sefialar que los ratones albinos alimentados con dietas litogénicas a
base de mantequilla o de vitamina A no desarrolian calculos pigmentarios, lo cual indica
que la accion litogénica de estos elementos es especifica del hamster dorado (Granados,
1976b)

Ahora bien, se ha observado que en las dietas no purificadas utilizadas por
Granados (1971, 1976a y b) y Cérdenas et af (1991 y 1996), la composicién de la misma
afecta la litogenicidad de los factores mencionados. Asi por ejemplo, la vitamina A no es
litogénica cuando se adiciona a la dieta Albilab, por lo que es necesario controlar los

componentes de la dieta basica en la produccién de calculos pigmentarios (Cardenas et

al, 1996)

1.3 Patogénesis de la litiasis pigmentaria en el hdmster dorado

Después de tograr la induccion de la litiasis pigmentaria por medios dietéticos en
el hamster, se ha recurride frecuentemente al analisis de la composicion biliar como un
medio para tratar de comprender en parte, si no del todo, cual es el proceso que
probablemente desencadena la formacion de los calculos.

Se ha observado, que en la litiasis pigmentaria producida por la dieta
suplementada con 25,000 Ul% de vitamina A, se observa una mayor coleresis y un
incremento de 2 0 3 veces en la concentracion de fosfato inorgénico. El calcio total puede

elevarse liperamente o no alterarse. Asimismo, las concentraciones de sales biliares,



colesterol y fosfolipidos disminuyen notoriamente. Esta litiasis no se asocia con
hemolisis, ni con el incremento de la concentracién de la bilirrubina biliar (Cérdenas et
al, 1996).

Se ha propuesto que un evente clave, que probablemente contribuye y
desencadena la formacién de cdlculos en este tipo de dietas, es el incremento en la
concentracién de fosfato inorganico biliar, debido al incremento en su concentracién en la
bilis (Cardenas et al, 1996). Asimismo, este componente se encuentra en elevada
proporcidn ¢a los cilculos producidos en el himster con esta dieta. Adicionalmente, se
ha determinado que el incremento en la concentracién de fosfato inorganico no parece
deberse a la resorcién dsea, ya que la excrecidn urinaria de este electrdlito no se ve
alterada (Cérdenas et al, 1996).

Una posible explicacién del incremento en la excrecién de este elemento hacia la
bilis es el probable efecto que ejerce la vitamina A sobre el transportador de fosfato
recientemente descubierto y caracterizado por Ghihan ef al, en 1993 en higado.

En la litiasis pigmentaria humana la precipitacién de sales de calcio es un evento
importante, porque los célculos poseen cantidades considerables de este componente en
forma de sales de bilirrubinato, carbonato y fosfato de calcio. Es por esto, que el estudio
de este catién es esencial para el esclarecimiento de la patogenia de la litiasis.

El contenido de electrolitos en la bilis y el mecanismo por el cual diferentes sales
biliares estimulan su secrecién y solubilizacién en ésta han llegado a ser de relevancia
para descubrir cual es el papel del calcio en la patogénesis y la calcificacién de los
célculos humanos (Loria et al, 1989). La proporcidn de calcio fibre, es decir 1a que estien
forma ionizada respecto al calcio total, es mucho menor en la bilis vesicular que en el
suero (aproximadamente 20-50%) debido a que en la bilis se forman complejos solubles
con las sales biliares y otros componentes (Crowther y Soloway, 1990). Se estima que el
80 % de este ion se encuentra unido a micelas en la bilis hepdtica y de un 40-50% en la
bilis vesicular (Gleeson et af, 1990).

El calcio puede interaccionar con diferentes compuestos biliares y formar sales de
calcio que pueden precipitarse. La precipitacién depende, en parte, de la concentracién de
calcio libre (Gleeson ef af, 1990). Se ha observade que el calcio tiene gran afinidad por



las sales biliares en concentraciones premicelares. Este cation se une a diferentes sitios de
la estructura de las sales biliares, por ejemplo, a los grupos 7-hidroxilo y/e 12 hidroxilo «
6 B, carboxi terminal (COO’) o grupos sulfoxi (S0y), los cuales conforman un sitio de
intercambio de iones, dimérico y reversible. No obstante, no se ha registrado afinidad por
el grupo 12-oxo, ni por el grupo tri-oxo (es decir por el dcido dehidrocélico, Moore y
Preston, 1990). La afinidad del calcio es mayor por sales biliares dihidroxiladas
conjugadas con glicina y al parecer, las sales biliares monoméricas se unen mas

eficientemente al calcio que aquellas que se encuentran formando micelas (Gleeson ef al,
£990).

1.4 Los acidos biliares quenodesoxicélico y ursodesoxicélico y su efecto
en la colelitiasis pigmentaria.

Como ya se menciond tanto en calculos humanos, come en calculos de anirnales
cl fosfato de calcio se encuentra siempre como hidroxiapatita (Ca,OH{POQ,),; Crowther v
Soloway, 1990). Este elemento se puede formar directamente o a través de su precursor.
¢l fosfato de calcio amorfo, mediante un proceso de disolucién y reprecipitacion (Qiu et
af, 1992) y su formacion puede ser retardada o impedida mediante el uso de inhibidores,
los cuales han sido divididos en dos clases de acuerdo a su modo de accion:

Tipo I.- inhibidores que se unen a la superficie del centro de crecimiento de
hidroxiapatita y previenen su crecimiento.

Tipo I1.- inhibidores que se unen al fosfato de calcio amorfo y retardan su
disolucion.

No obstante, unicamente aquellos compuestos que se unen a la superficie de los
nuicleos en formacion reducen la cantidad de hidroxiapatita formada finalmente (Qiu e
al, 1992).

Se ha establecido que el 4cido quenodesoxicolico (AQDC) o 4cido quénico es
capaz de inhibir y evitar la precipitacion de hidroxiapatita in vitro, principalmente si se
encuentra conjugado con glicina. De los estudios de Qiu et af (1991), se determiné que Ia
concentracién adecuada para una inhibicion eficiente es mayor o igual a 2 mM. Ademas

se¢ ha postulado que este acido biliar actiia a través de evitar el crecimiento de los nicleos



de hidroxiapatita en formacidn, o sea es un inhibidor de tipo I (Qiu ef al, 1992), ya que
compite por los aniones de fosfato antes de que se unan al nicleo de formacién del
calculo e inhibe de este modo su crecimiento (Qiu et al, 1992). Sin embargo, esto no se
ha verificado in vivo.

'El AQDC es un 4cido biliar natural sin efecto colerético marcado y toxico si se
administra a altas concentraciones, debido a que causa diarréa, pues induce la secrecidén
de agua y electrolitos en el colon, asi mismo eleva las transaminasas en el suero
(Danzinger er al, 1973 ; Kihira ef al, 1994). Es utilizado generalmente en la disolucion
de cdlculos de colesterol y la dosis recomendada es de 15 mg/Kg/dia (Maudgal y
Northfield, 1991).

Las investigactones de Qiu ef af en 1992 han revelado que los acidos biliares
dihidroxilados conjugados con glicina son inhibidores de la precipitacién de
hidroxiapatita in vitro. Por lo tanto, el dcido ursodesoxicolico (AUDC, el 7 f-epimero del
AQDC) puede comportarse quiza como el AQDC in vivo. Ademas existe el antecedente
que evidencia que el AQDC puede ser convertido en parte a AUDC después de la
formacion del acido 7-cetolitocdlico, probable intermediario, gracias a la produccion de
deshidrogenasas 7ot 6 7B-hidroxiesteroide de origen bacteriano en el intestino (Tint er al,
1986). El 4cido 7-cetolitocdlico se absorbe eficientemente en el yeyuno y en el ileon, y es
llevado al higado mediante la circulacion enterohepatica, en donde se transforma en
AQDC. El AUDC es un 4cido biliar terciario y al gual que el AQDC, es un 4dcido biliar
natural, pero mas hidrofilico, que en condiciones normales se encuentra en cantidades
minimas en la bilis (Heathcote ef al, 1994). El AUDC es extensivamente utilizado en el
tratamiento para la disolucion de ciiculos de colesterol y otras enfermedades hepaticas,
como la cirrosis. La dosis adecuada para la disolucién en tal colelitiasis va de 8 a 15
mg/Kg/dia (Stiehl "et al, 1984); sin embargo, tiene la desventaja de producir la
calcificacion de los cédlculos durante tratamientos prolongados (Maudgal y Northfield,
1991).

El AUDC es el 4cido biliar menos hepatotdxico conocido y con propiedades
coleréticas capaz de aumentar el flujo biliar dependiente de 4cidos biliares {Dummont et

al, 1980) y la secrecidn de bicarbonato {Takikawa ef al, 1990).



Tanto el AQDC, como ¢l AUDC han sido administrados al hamster para
comprender la biodindmica en un sistema diferente al humano. Cohen er al (1987)
administraron AQDC y AUDC a una dosis de 30 mg/Kg/dia, a hamsters alimentados con
una dieta semipurificada litogénica que produce calculos pigmentarios en 28% de los
animales en un pericdo de 14 semanas. El AQDC disminuye significativamente la
frecuencia de litiasis a 13 %, mientras que el AUDC muestra un menor efecto (28 % vs
18 %). La composicion biliar de sales biliares tiende a enriquecerse con los conjugados
de AQDC, mientras que los del AUDC solamente se elevan un 3 %. Asimismo, parece
probable que parte del AUDC haya sido convertido en AQDC.

A pesar de que estos autores analizaron cambios en la composicion biliar, la
concentracion de fosfato inorganico no fue determinada, por lo que no se conoce como
se ve afectada por la dieta litogénica y por la adicion de 4cidos biliares. En ia figura 1 se

muestra la estructura de los acidos biliares AQDC y AUDC.

1.5 El acido dehidrocélico en la prevencién de ia litiasis pigmentaria en el
hasmster. '

Otro 4cido biliar que ha prevenido la formacion de calculos pigmentarios in vive
en el modelo del hamster, es el acido dehidrocdlico (ADHC). Granados y Cirdenas
(1983) determinaron que el ADHC al nivel de 0.5% previene completamente la litiasis
pigmentaria producida por la mantequilla de leche de vaca y la vitamina A adicionadas a
dietas no purificadas, sin embargo, provoca hepatomegalia y reduce significativamente el
peso corporal de los animales. En esta investigacién no se determiné el cambio en la
composicion biliar, ni el probable mecanismo de prevencién.

El ADHC es un compuesto sintético derivado de Ja oxidacion del Acido célico
(Yousef et al, 1990), posee propiedades hidrofilicas y no forma micelas (Rahman y
Coleman, 1987a). ‘

Este compuesto ha sido utilizado en estudios experimentales para comprender la
tisiologia de la formacion de la bilis y como estimulante del flujo biliar después de

cirugia por atresia biliar en humanos (Yousef ef al, 1990).



El ADHC tiene un alto potencial colerético, ya que se trata de un 4cido biliar que
no forma micelas y tiene por tanto un alto potencial osmético. La fuerza osmética que
origina en el canaliculo biliar es aproximadamente igual a su concentracion, como
resultado el flujo biliar es incrementado (Hardison, 1971).

Al parecer, el poder colerético de este compuesto puede deberse también a la
aparicién de sus metabolitos derivados, como los dcidos mone-hidroxi-diceto o los acidos
dihidroxi-monoceto que son altamente coleréticos (Soloway ef al, 1973).

In vitro el ADHC no forma micelas, sin embargo in vivo este compuesto
posiblemente es modificado por el higado antes de ser secretado y los derivados
resultantes puedan formarlas (Hardison, 1971), como por ejemplo, el acido colico. El
ADHC puede ser modificado en el higado en tal forma que se han reportado ai menos 27
diferentes metabolitos entre los que se destaca el acido célico (Hardison, 1971; Yousef ef
al, 1990).

A pesar de que este acido biliar sintético fue objeto de multiples estudios en la
época de los 70’s, existen ciertas controversias en cuanto a su efecto sobre la secrecion de
lipidos biliares, asi, se ha observado que las concentraciones de lipidos biliares no
cambian después de la administracion de ADHC (Soloway et al, 1973), otras veces se
reporta una disminucién en la concentracién de sales biliares (en rata, perro y hombre,
Yousef et al, 1990) o bien se reprime la secrecion de fosfolipidos y colesterol (en gatos,
Yousef et al, 1990). En un sistema de higado perfundido se ha demostrado que la
secrecion de lipidos biliares aumenta con ADHC (Rhaman y Coleman, 1987b). Puesto
que e} ADHC puede convertirse en parte a acido célico y éste en dcido desoxicélico,
como resultade de la modificacidn bacteriana en el intestino, se esperaria un aumento en
la secreciéon de lipidos biliares, debido a que estos 4cidos biliares incrementan la

secrecion de estos lipidos biliares, sobre todo la de colesterol (Beer er al, 1996).
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Figura 1. Representacion de las sales biliares nalurales primarias, secundarias y terciarins encontradas en ¢l hombre.
Tomado de Arias et af, 1988. En ¢l hipado se simtetizan los cidos biliares primarios y son conjugades con glicina o t2urina para
rendir sales biliares, las cuales son secretadas a la bilis a wavés de los canaliculos hepaticos. Cuande Ja bifis Nega al intestino
durante ba digesiicn, 12 sales biliares son capatadas después de realizar su fancidn. por bos transportadores que sc encuentran ¢n la
pared intestingl v en fonma pasiva y retoroan al higade mediantz Ly cireulacion enterohepitica. Duranie su trayecte por ¢l intestine
pucden sufrir modificaciones bacierianas que las transforman en sales biliares secundarias y pante de ellas son desconjugadas.
Abgunas, coma la sal biliar 7-oxo-litocttico es modificada por ¢! higado y se translorma en una  sab bifiar terciaria, R=

conjugacién con glicing ¢ taarina,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De la poblacidn total mexicacana, el 15% padece de algun tipo de litiasis (es
decir, aproximadamente 6 millones de personas). Se ha calculado que el costo econdmico
del tratamiento de estos pacientes es cercano a los 1000 millones de pesos, por lo que se
trata de un serio problema de salud piblica (Mendez-Sanchez, ef al,1993). De este 15 %,
el 13.5% de los pacientes presentan célculos pigmentarios (Mendez-Séanchez, et af, 1995).

A diferencia de la colelitiasis de colesterol, la terapia de los célculos pigmentarios
no ha podido ser implementada, debido a las dificultades para disolver las sales organicas
e inorgénicas de calcio. Inclusive los calculos de colesterol calcificados solo pueden ser

eliminados quirurgicamente.

Por lo anterior se hace necesario conocer los factores que desencadenan la
precipitacién de estas sales insolubles de calcio, y establecer otros que puedan prevenir o
al menos retrasar la precipitacion, evitando de este modo la formacion de calculos
pigmentarios. Actualmente parece mas factible el prevenir la formacién de estos cilculos
que el eliminarlos por medios no quiriirgicos. La implementacion de modelos animales
para el estudio de la colelitiasis pigmentaria pude ayudar a esclarcer la patogénesis de
esta enfermedad y a encontrar mecanismos de prevencion. Asi, en el hamster se pueden
inducir calculos con sales de fosfato de calcio, mediante manipulacién dietética
(Cérdenas et al 1996). Los cilculos negros pigmentarios humanos y algunos de sales
inorganicas de calcio, contiencn fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita (Crowther y
Soloway, 1990). Por lo tanto, este modelo puede ser de utilidad en establecer como el
fosfato de calcio llega a precipitar en la bilis, y puede también servir en la busqueda y
analisis de agentes que impidan la formacion de sales de fosfato de calcio, come es €l
caso de las sales biliares dihidroxiladas, las cuales son capaces de evitar la precipitacion

de hidroxiapatita ir vitro, fendmeno recientemente dado a conocer (Qiu ef al, 1992).
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HIPOTESIS:

[

. Si la precipitaciéon de hidroxiapatita in vitre es inhibida por la accidn de las sales

biliares dihidroxiladas conjugadas con glicina, especialmente el AQDC en
concentraciones mayores o iguales a 2 mM (Qiu et al, 1991), entonces la adicién de
este lipo de sales biliares a una dieta litogénica prevendrd la precipitacion de

hidroxiapatita en el hamster, y por tanto la litiasis pigmentaria.

. Puesto que el AUDC también es una sal biliar dihidroxilada, y ya que parte de este

dcido biliar se puede convertir en AQDC, entonces prevendra la precipitacion de

hidroxiapatita y la formacién de calculos pigmentarios.

. L.a coleresis inducida por el ADHC provocara que se diluyan los componentes biliares,

por lo que la concentracidn de fosfato inorganico disminuird y se evitard su

precipitacion.

OBJETIVO GENERAL:

I

Estudiar el efecto de los 4cidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre ta frecuencia

de calculos biliares pigmentarios y la composicién biliar de hamsteres alimentados con

dos dietas litogénicas.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.

Determinar el efecto de los 4dcidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la
frecuencia de litiasis inducida por una dieta litogénica no purificada a base de glucosa

y otra semipurificada a base de caseina, glucosa y vitamina A.
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2. Determinar los cambios en la composicién biliar, respecto a fosfato inorginico, calcio
total, bilirrubina total, colesterol, fosfolipidos y sales biliares inducidos por el

suministro de las dos dietas litogénicas adicionadas de AQDC, AUDC y ADHC.

3. Determinar el perfil de sales biliares en la bilis hepatica de la dieta litogénica no
purificada de glucosa y la dieta semipurificada mediante HPLC, solas y con los
diferentes tratamientos con AQDC, AUDC y ADHC, para corroborar el aumento de
sales biliares dihidroxiladas con los tratamientos de AQDC y AUDC, y determinar la

cémposicién de sales biliares con ADHC.
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2 MATERIALES Y METODOS

Experimento 1. Efecto de AQDC , AUDC y ADHUC sobre la litogenicidad y la
composicion biliar producida por la dieta litogénica no purificada de glucosa.

En este experimento se formaron 6 grupos de 10 animales los cuales se

alimentaron con las siguientes dietas durante 60 dias:

Grupos y dietas del exprimento 1.

Grupos Dietas

Grupe 1 Nutricubos Purina pulverizados. Dieta basica (DB).
Grupo 2 DB + 50% de glucosa anhidra. Dieta litogénica (DLG).
Grupo 3 DLG + 0.1 % de AQDC.

Grupo 4 DLG + 0.1 % de AUDC.

Grupo 5 DLG + 0.1 % de ADHC.

Grupo 6 DLG + 0.5 % de ADHC.

Animales

Se utilizaron hamsters dorados machos de la cepa ChCM de 40 dias de edad

promedio obtenidos del Bioterio de 1a Faculiad de Ciencias, UNAM.

Manejo de los animales.

Los animales se colocaron aleatoriamente en una bateria experimental con jaulas
de acero inoxidable con piso y frente de malla metalica y fueron aclimatados a la bateria
y a la dieta pulverizada durante 8 dias antes de iniciar el periodo experimental. Tanto el
alimento como el agua fueron suministradas en recipientes de hierro galvanizado en

forma ad h‘br’n.rm.(Las dietas se prepararon semanalmente y se mantuvieron en
refrigeracion. ) 1€

Condiciones experimentales.’

El fotoperiodo fue de 14h de luz y 10 de obscuridad a temperatura y humedad

ambientales. Los animales fueron pesados semanalmente.
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Dietas y suplementos dietéticos.

La dieta basica utilizada fue la dieta Nutricubos Purina para roedores pequefios de
Miles Laboratories Inc. (USA) en forma pulverizada (Proteina 23%, Grasa 6 %, Fibra 6
%, Cenizas 7 %, E.L.N. (elementos libres de nitrogéno) 46%, calcio 1 % y fosforo 0.6%,
humedad 12 %; lofal de 340 kcal/100g dieta). La glucosa anhidra fue Polidex MA, de
Arancia S.A.,, Meéxico. Los A4cidos biliares fueron los siguientes: Acido
quenodesoxicolico: Sulobil. Capsulas de 150 mg de Laboratorios Atlantis (México),
Acido ursodesoxicdlico, Ursofalk. Céapsulas de 250 mg de Laboratorios Farmasa

(México), Acido dehidrocélico donado por los Laboratorios Infan (México).

Preparacién de las dietas.
La glucosa se adiciond a la dieta pulverizada y se mezcld hasta conformar una
mezcla homogénea. A la DLG pulverizada se agregaron los dcidos biliares hasta formar

una mezcla homogénea. Las dietas se mantuvieron en refrigeracién y se prepararon

semanalmente.

Procedimientos quiridrgicos y obtencidn de bilis hepatica.

Al término del periodo experimental los animales, sin previo ayuno, fueron
anestesiados con pentobarbital (5 mg/100 g pc Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. México).
Se insertd un catetéter de polietileno PE-10 Clay-Adams Parsipany (N.J. USA) en el
colédoco después de ligar el cistico, fijandose ¢l catéter a la pared abdominal durante la
coleccién de bilis. La colecta de bilis se realizé por un periodo de 90 min, en tubos
siliconizados prepesados, de 2 ml de capacidad, sobre hielo y en la obscuridad para evitar
la fotodegradacion de la bilirrubina. El mismo dia de colecta de bilis se determind
bilirrubina, calcio, fosfato inorganico y se extrajeron los fosfolipidos. La bilis restante fue

almacenada a -20 °C.

Flujo biliar:
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Flujo biliar:
Se determiné el flujo biliar gravimétricamente, asumiendo que 1 pl de bilis es

igual a 1 mg de bilis (asumiendo una densiad igual a la del agua, es decir 1g/ml).

Necropsias.

Después de Ia obtencién de la bilis, los animales fueron sacrificados mediante
fractura de la nuca. La vesicula biliar se examiné bajo microscopio estereoscépico para
determinar la presencia de calculos. Los calculos biliares se separaron de la bilis
vesicular, se lavaron con agua desionizada y se colocaron en tubos de polipropileno

prepesados. en los culaes se dejaron secar y se almacenaron a temperatura ambiente.

Procedimientos analiticos:
Bilirrubina en bilis hepatica:

Se cmpled un juego de reactivos Merckotest para bilirubina (método
colorimétrico). Los reactivos utilizados son 4cido sulfanilico 29 -mmol/L en HCI 0.17 N,
nitrito de sodio (NaNQ,;) 29 mmol/L, acelerador (cafeina 130 mmol/L. benzoato de sodio
156 mmol/L, y acetato de sodic 460 mmol/L) y solucién 11 de Fehling (tartrato de potasio
y sodio 930 mmol/L en hidéxido de sodio 1,9 mol/.). Para determinar bilirrubina en bilis
hepatica se agregaron 10 pl de bilis y se adicionaron 50 pl de solucion A (4:1 de 4cido
sulfanilico y nitrito de sodio, v/v ) y 250 pl de acelerador. después de 10 min se

agregaron 250 pl de solucién IT de Fehling y se leyeron a 578 nm.

Calcio en bilis hepéitica:

La determinacion de la concentracién de calcio se realizé segin el método de
Baginsky (Varley et al, 1980). Reactivo para calcio: 4 mi de cresoftaleina complexona
se disolvieron en 0.1 ml de 4icido clorhidrico concentrado, la st.)lucién se colocd en un
volumétrice de 100 ml con 5 ml de DMSO. Se agregaron (.25 g de 8-hidroxiquinoleina y
se lava el cuello del volumétrico con otros 5 ml de DMSOQ. La solucion se llevé a un

volumen de 100 ml y se almacent en una botella de plastico.
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Buffer de etanolamina: 50 mg de KCN se disolvieron en 40 ml de agua desionizada,
tuego se agregaron 3.1 ml de etanotamina (98% d= 1.0155) y se afor6 a 100 mi.

Solucién estandar de calcio: se utifiz6 una solucdn de 15 mg/dl de calcio del juego de
reactivos Hyal.

Meétodo: A 5 pl de bilis hepatica se agregaron 250 pl de reactivo para calcio y 250 pl de
buffer de etanolamina. L.a medicidn de la absorbancia a 575 nm se determiné entre 5 y 15
minutos después de iniciada la reaccion. El estindar se prepard agregando 5 pl de

solucion estandar y los misimos reactivos en igual proporcion.

Fosfato inorganico en bilis hepatica:

Se empled una modificacién del método de Bartlett (1959): A 60 pl de bilis
hepatica se agregaron 90 ul de TCA (4dcido tricloroacético) al 10% y se dejo a
temperatura ambiente por 10 minutos al término de los cuales se centrifugaron a 3000
r.p.m. durante 10 minutos. Se tomaron 50 pl del sobrenadante, por duplicado v se
agregaron 700 pl de agua desionizada, 200 pl de H,SO, 10N, 200 pl de Molibdato de
amonio al 5% y 50 pl de solucién reductora ( 10 mg de acido 1-amino-2-naftol-4-
sulfénice, 120 mg de sulfito de sodio y 600 mg de bisulfito de sodic en 5 ml de agua
desionizada). Enseguida se colocan en bafio de agua hirviendo por 10 minutos, se
enfriaron a temperatura ambiente y se determind la absorbancia a 700 nm. Se prepard una

curva patron de 1 a 3 ug de Pi, con una solucion de KH,PO, , con 80 ug de Pi/ 100ml.

Fosfolipidos en bilis hepatica:

Se determinaron como fésforo lipidico por el método de Bartlett (1959).
Extraccién: A 50 pl de bilis hepatica se agregaron 700 p! de metanol, 700 pl de agua
desionizada y |.4 ml de cloroformo. La solucidn se mezcld en vortex y se centrifugé a
2000 r.p.m. durante 5 minutos. El sobrenadante se deseché y se colocaron 0.4 ml en tubos
de vidrio de 75 X 8 mm lavados con acido nitrico at 50%, por duplicado.

Ensayo: Después de evaporadas las muestras se agregaron 200 pl de H,S0, 10 N y se
colocaron en bafio de cera a 150-160 °C durante dos horas, al término de las cuales se

agregd una gota de perdxido de hidrégeno (H,0,) y se colocaron de nuevo en el bafio de
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cera durante 1 hora. Se dejaron enfriar y se determiné fosforo inorgdnico por el método

de Bartlett (1959).

Sales biliares en bilis hepética:

Para la determinacidn de sales biliares se empleé una modificactén del método de
Turley y Dietschy (1978), mediante la reaccion con 3 a-deshidrogenasa estercide como
se indica a continuacion: a 50 pi de bilis se agregaron 450 pl de metanol. Se colocaron 40
ut de bilis-metanol en tubos de 10 ml por triplicado (dos para muestra y uno para blanco).
A los tres tubos de cada muestra se agregaron: 500 pl de buffer Tris-HCI pH 9.5, 330 ul
de | M de sulfato de hidrazina pH 9.5, 100 pl de solucién de NAD ImM pH 7.0 (ajustada
con bicarbonato de sodio). A los tubos muestra se les agregé ademas 40 pl de solucidn
de enzima 3a -deshidrogenasa esteroide (2 U/mi). Al tubo blanco se le agregaron 40 ul
de buffer KP, 0.01 M pH 7.2 en vez de la enzima. Se incubaron por | hora a temperatura

ambiente y se leyd la absorbancia a 340 nm contra un blanco de reactivos.

Colesterol biliar

Se determiné por método enzimdtico, para lo cual se empled un juego de
reactivos CHOD-PAP de Boerhinger-Mannheim. El procedimiento es el siguiente : a 50
ul de bilis (por duplicado) irradiadas con limpara fluorescente por 3 horas en hielo se
agregaron 500 pl de reactivo CHOD-PAP y se leyod su absorbancia a 500 nm al tiempo
cero y despues de 15 minutos. Se corrio un estandar con 5 pl de solucién estandar de

colesterol (200 mg/dl} y 500 pl del reactivo.

Determinacion de los perfiles de sales biliares mediante HPLC

El metodo utilizado para la detreminacion de los perfiles de sales biliares por
HPLC es el de Rossy et af, 1987.
Purificaci6n de la muestra: A 4 ml de solucién 0.1 N de NaOH se agregaron 100 pl de
bilis hepatica. La muestra se paso a través de un cartucho de C 4 de fase reversa de 500
mg bajo vacio después de haber lavado previamente el cartucho con 10 ml de agua.

desionizada, 4 m! de Metanol {(MeOH) grado HPLC y 10 ml de agua desionizada.
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Después de agregar la muestra se adicionaron 10 ml de agua desionizada y las sales
biliares se extrajeron con 4 ml de MeOH. EI volumen del extracto de MeOH se redujo a
1mt pl Grado alta pureza (99.99%) de Linde Praxair Inc. México S.A. de C.V. y se filiré
a través de una membrana de nylon de 0.45 pm antes de ser inyectada al aparato. La
cantidad inyectada fue de 20 pl por cada muestra.

Estandares: las scluciones estandares se prepararon pesando 3 y 10 mg de cada uno de

los siguientes estandares en forma alternada: GU = glicoursodesoxicolato, TU

tauroursodesoxicolato, TC = taurocolato, GC

I
n

glicocolato, TQ

tauroquenodesoxicolato, GQ = glicoquenodesoxicolato, TD = taurodesoxicolato, GD
glicodesoxicolato, TL = taurolitocolalo y GIL = glicolitocolato. Los estandares se
disolvieron en | ml de MeQOH grado HPLC y de cada uno se tomaron 100ul de solucion
los cuales se colocaron en un tubo para elaborar una mezcla que contenia todos los
estandares. Cada tubo de mezcla se llevo a sequedad bajo un flyjo de nitrogéno.

Fase maévil: Consistié de metanol: KH,PO, 0.01M (75:25). Por cada litro de fase mavil
se adicionaron 4.5 ml de una solucion 5 N de NaOH. Se ajust6 el pH a 5.35 con H,PO, al
85%. La fase movil se filrd a través de un filtro de nylon con exclusion de 0.45p
(Supelco, Inc) antes de ser utilizada.

Condiciones de la corrida: El flujo fue de 0.45 mi/min y la corrida se flevd a cabo
durante 45 min a lcmpefatura ambiente, las sales biliares se detectaron a 200 nm.
Aparatos y columnas: Para la purificacion de la muestra se utilizaron cartuchos de Cy4
de fase reversa Bond elut, Analytichem [nt. (Harbor City, CA). El cromatdgrafo de HPLC
esta constituido por el sistema de bombas modelo L-7100, detector UV L-7400 y el
integrador D-7500 de Merck-Hitachi y la columna utilizada en la determinacioén de los
perfiles fue una columna de C de 5p de tamafio de particula y 25cm de jongitud por

4mm de diametro de Macherey-Nagel-Duren (Alemania).
Reactivos.

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico o HPLC de Sigma Chemical

Co. (St. Louis Mo. USA)} o 1.T. Baker S.A. de C.V { México).
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Analisis estadistico.

Ei andlisis estadistico se realizo mediante las pruebas ANOVA (analisis de
varianza) y Bonferroni para concentracion y secrecion de bilirrubina total, calcio total,
fosforo inorganico, colesterol, fosfolipidos, sales biliares y perfiles de sales bi‘liares, y X?
para la frecuencia de litiasis. Las diferencias, con un valor de P < (.05 se consideraron

significativas. El andlisis se llevd a cabo en el programa estadistico de computo “Primer

version 1.0” (McGraw-Hill inc., 1988).

Experimento 2. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre Ia litogenicidad y la
composicion biliar producida por la dieta litogénica semipurificada.

Grupos.
Se formaron grupos de § animales y se alimentaron con las siguientes dietas
durante un periodo de 21 dias:

Grupos y dietas del experimento 2

Grupes Dietas )

Grupo I Nutricubos Purina pulverizados. Dieta basica (DB).
Grupo 2 - Dieta litogénica semipurificada (DLSP).

Grupe3 .  {DLSP+0.1%de AQDC.

Grupo 4 DLSP + 0.1 % de AUDC.

Grupo5 DLSP + 0.1 % de ADHC.

L.os animales de 50 dias de edad promedio y las condiciones experimentales fueron los
mismos que en el experimento .
Dietas y suplementos dietéticos

Dieta litogénica semipurificada de caseina (DLSP): 20 % de caseina, 68 % de
glucosa, 2 % de aceite de maiz, 2.2% de mezcla de vitaminas, 4 % de mezcla de
minerales, 1 % de suplemento para mezcla de minerales, 2.75% de alfacel y 0.05 % de
vitamina A tipo 500 {Total : 428.45 Kcal/100g dicta). El Caseinato de calcio utilizado
fue de Avary Comercial. S.A (México), el aceite de maiz Mazola, de Aceites la Central.
(México). La mezcla de minerales No. 2 USP XIII , el suplemento para mezcla de
minerales No. 2 USP XIIJ, Ia mezcla de vitaminas “ICN Vitamins Diet fortification” y el

Alfacel de ICN Biomedicals Inc. (Cleveland. USA). La vitamina A (acetato de retinol
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tipo 500) de Productos Roche {México) y la Glucosa anhidra fire Polidex MA de Arancia
S.A. (México).

Preparacidén de las dietas.

Se utiliz6 la misma dieta bisica que en el experimento 1. Para la preparacion de
las dietas semipurificadas todos los ingredentes se adicionaron uno por uno, iniciando con
la fuente proteica y se fueron incorporando poco a poco hasta formar una mezcla
homogénea. Las dietas se mantuvieron en refrigeracién y se prepararon semanalmente. Al

igual que en el primer experimento, el alimento y el agua fueron suministradas ad

libitum.

Determinacion de los componentes en bilis hepatica.

En bilis hepética se determinaron los mismo parametros y en iguales condiciones
que en el experimento anterior; ademas, también se determiné la composicion quimica
de los calculos biliares de los grupos 2,3,4 y 5, respecto a colesterol, sales biliares, fosfato

inorganico y calcio.

Anilisis de los cAlculos biliares.

Procesamiento de los cilculos biliares: la cantidad que se cbtuvo de los calculos en
miligramos se molié en un tubo ependorf de 0.5 ml con un capilar sellado en un extremo.
1.os tubos se colocaron sobre hielo y se agregaron 0.1 mi de MeOH, después se agregaron
0.2 ml de cloroformo y se agitaron. Del extracto cloroférmico se tomaron 0.15 ml y se
evaporaron. Al extracto se agregaron 5 pl de MeOH y se determiné la concentracion de
colesterol agregando 500ul de reactivo CHOD-PAP. Las sales biliares se determinaron
como se mencioné antes, en 40 ul del sobrenadante del extracto cloroférmico, empleando
otros 40ul como blanco. Posteriormente, a la fase acuosa se agregaron 50 pl de dcido
clorhidrico concentrado para obtener la fase acuosa acidulada, en la cual se determind

calcio total y fosfato inorganico, como se describe en el apartado de procedimientos

analiticos.




3 RESULTADOS

Para todos los cuadros de resultados, si no existe ninguna letra igual entre los
superindices de 2 celdas dentro de la misma columna quiere decir que hay diferencia
significativa entre los resultdos de Jas 2 celdas por Bonferroni (P<0.05) o X* para
frecuencia de litiasis (P<0.05). También en los cuadros 1 y VIII se emplean las siguientes
abreviaturas: ncs/ntot = nimero de animales con calculos entre nimero total de animales

por grupo; mg/an = mg promedio de calculos por animal. Las celdas sombreadas indican

los resultados mas trascendentes de cada variable.

Experimento 1. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre la litogenicidad y la
composicion biliar producida por la dieta litogénica no purificada de glucesa

Primeramente, se describirdn los resultados obtenidos en los grupos tratados con
fa dieta litogénica de glucosa, para posteriomente tratar los obtenidos con AQDC, luego
los de AUDC y por ultimo los de ADHC al 0.1% y al (.5%.

En los animales que recibieron la dieta litogénica de glucosa (DLG) sola o
adicionada de AQDC o AUDC, no se afecté ni ¢l peso corporal ni el peso del higado
(cuadre I).

Con la DLG se observd una alta frecuencia de Iiiasis (75%) y los calculos fueron
semejantes en apariencia a los obtenidos en experimentos con dietas litogénicas de
vitamina A (Cardenas ef al, 1996), esto es, son numerosos, amorfos, verde obscuros y
duros (cuadro I). La concentracion de fosfato inorgdnico se incrementé al doble def valor
normal (P<0.05) y su secrecidn casi 3 veces (cuadros 11 y HI). La concentracion de calcio
tgtal no se vig afectada, mientras que 1a de bilirrubina disminuyé considerablemente (P <

0.05), aunque la secrecion de esta iiltima no se modificd (cuadros I1 y HI).



Cuadro 1. Efecto de los scidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre ¢l peso corporal, el hepitico, 1a

frecuencia de litiasis y la masa de los chlculos de hamsteres alimentados con DLG.

Diferencia de peso | Peso porcentual del Frecuencia de Masa de
Grupos y Dietas | corporal en 60 dias higado litiasis cilculos
(g) nes/otot Y
tot(mg)
mg/an.
1
Purina (DB) 14 + 6.4* 36+ 03 o2 0 0 0
n=12 n=12
2
DB + 50% glucosa 39 £ 0.3 '
{DLG) n=12 |55F
3
DLG +0.1% AQDC 19 + 6 4+ 04
n=12
4
DLG + 0.1% AUDC 19 + 6.6"
n=12
5
DLG +0.1% ADHC 17 £ 4
n=12
6
DLG +0.5% ADHC 13+ 11*
n=12 |3

En este experimento se encontré que con DLG sola la concentracion de lipidos
biliares diminuyd, aunque solo significativamente para colesterol y sales biliares,
mientras que la secrecién de sales biliares y fosfolipidos fue similar a la del control
{Grupo 1) y solo la de colesterol disminuy6 (cuadros 1V y V).

En el grupo de AQDC, 8 animales presentaron el higado palido y con los
lobulillos muy marcados, lq cual denota cierta toxicidad. La frecuencia de litiasis
disminuyd significativamente al comparar con el grupo de DLG (Grupo 2); esto es,
unicamente 2 animales desarrollaren calculos pigmentarios, sin embargo 4 animales no
considerados dentro de este porcentaje presentaron formaciones translicidas y gelatinosas

en muy baja cantidad, que no tenian la apariencia de calculos de colesterol; estas
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formaciones no fueron analizadas debido a la cantidad obtenida. El flujo biliar fue simitar

al presentado con la dieta de glucosa y la concentracién de fosfato inorganico se

aproximé a valores normales (cuadro I1), asi mismo, su secrecién disminuyo, y aunque no

fue significativamente diferente a la de los animales con la DLG, tampoco lo fue respecto

al control (cuadro I11); la concentracion de calcio total se incrementd solo ligeramente (P

< 0.05) y la de bilirrubina se mantuve como en ¢l grupo de DLG (cuadro II); la secrecion

de calcio y de bilirrubina no fue significativamente diferente al control (cuadro I11).

Cuadro 1. Efecto de los dcidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el flujo biliar y la

concentracidn de fosfato inorginico, de calcio y de bilirrubina en bilis hepitica de himsteres

alimentados con DLG.

Flujo biliar Fosfato inorginico Calcio total Bilirrubina total
Grupos y Dietas ul/min/100gpc mM mg/dl mg/dl
1
Purina (DB) 4+ 1* 93+ 1° 104 + 2.4*
n=10 n=11 n=1{1]
2 ‘
DB + 50% glucosa 63 = 1.4° 31+ 0.6 9% |4 54 23
{DLG) n=9 n=t1 n=10 i n=10
3 g _1.__."_' 4 m—— . awan
NDLG +0.1% AQDC 68 = 1.8° 55+ 13°
n=9 = . n=i1
4 N S
DLG + 6.1% AUDC 7717 26 £ 0.6 31 £ 07 T34+ 12
n=11 n=11 =11 " =l
3 e
DLG + 0.1% ADHC 83 £ 1.2 3.3 + 0.6° 8.1 + 0.9 45 = 1.6°
n= n=1l n=11 n=11
6 : i e i
DLG + 0.5% ADHC § 88 £22° o460+ 120
' n=7 a=7

Por otra parte, las concentraciones de colesterol y fosfolipidos se incrementaron

significativamente por encima de los niveles normales, la de sales biltares también se

incrementd respecto a DLG sola (Grupo2), aunque no fue diferente al control (cuadro

vy,

considerablemente repecto del valor control y de DLG.

mientras que la secrecién de colesterol, fosfolipidos y sales biliares aumenté




En el grupo tratado con AUDC, solamente 1 higado mostré los lobulilios
marcados. Este &cido biliar prevind completamente la litiasis, sin embargo, cabe
mencionar, que tres animales desarroilaron precipitados gelatinosos, que no eran célculos
pigmentarios, por lo que no se tomaron en cuenta dentro del porcentaje de animales con
litiasis. En este grupo, la concentracion de fosfato inorganico disminuy6 y las de calcio
total y bilirrubina no cambiaron con respecto a la DLG. La secrecion de fosfato
inorganico, calcio y bilirmubina fue similar a la del grupo con DL.G sola (cuadro 111).

Respecto a los lipidos biliares, el AUDC, al igual que el AQDC, también elevé la
concentracién de colesterol al compararlo con el grupo de DLG sola, perc en menor
grado; asi mismo, restablecié las concentraciones de fosfolipidos y sales biliares a niveles
control (cuadro IV). Al igual que ei AQDC, la secrecion de fosfolipidos y sales biliares
se incrementaron significativamente en relacién al grupo centrol {(Grupol), mientras que
la de colesterol se incremento respecto a DLG sola (Grupo 2) hasta ser similar a la del

control (cuadro V).

Cuadro I11. Efecto de los dcidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el flujo biliar y la
concentracién de fosfato inorgdnico, de calcio total y de bilirrubina total en bilis hepitica de

himsters alimentados con la dieta litogénica de glucosa.

Fosfato inorgénico Calcio total Bilirrubina total
Grupos y Dietas nm/min/i00gpc nm/min/100gpc nm/min/100gpe
: R R - —
Purina (DB) 04 £ 01" 0.4 = 0.12*
n=10 n=10
2
DB + 50% glucosa 182 + 5.5° 0.55 £ 0.16* | 0.34 £0.13*
(DLG) n=9 n=9 n=9
3
DLG +0.1% AQDC 133 + 7.02%° 0.71 £ 0.16* 035 + 0.06
n=10 n=10 n=1§
4
DLG +0.1% AUDC 21.6 £ 9 062 + 0.12* 0.32 + 0.07"
n=t0 n=11 n=11
3 c
DLG +0.1% ADHC 0.66 £ 0.12* 0.4 = 007

6
DLG + 0.5% ADHC
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Cuadro 1V. El efecto de los Acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la concentracion de
Colesterol, fosfolipidos y sales biliares en bilis hepitica

de himsters alimentados con la dieta litogénica de glucosa,

Colesterol Fosfolipidos - Sales biliares
Grupos y Dietas pM mM
1
Purina (DB) 2757+ 103° 26 + 05°
n=10
2 .
DB + 50% glucosa 73 =31* 22 £ 02
(DLG)

3
DLG + 0.1% AQDC

4
DLG + 0.1% AUDC 194 = 119°

n=11

5
DLG + 0.1% ADHC 127 £ 101°

6

DLG + 0.5% ADHC 26+ 0.2°

Ahora bien, el ADHC mostré efectos diferentes a los cbservados con los acidos
biliares dihidroxilados AQDC y AUBDC. El peso del higado dnicamente se incremento
en los grupos de ADHC at 0.1 % y 0.5% (cuadro I).

El ADHC al 0.1% aumentd la frecuencia de litiasis pigmentaria del 75% al 83.3%
(diferencia no significativa) y también increment6 la masa de cdlculos y ¢l tamario de los
mismos. El flujo biliar fue el doble del valor normal y las concentraciones de fosfato
inorganico, calcio totat y bilirrubina, fueron similares a las presentadas por el grupo con
DLG (cuadro II). En cambio, la secrecion de fosfato inorgnico se incrementd
significativamente al compararlo con la DLG sola }"‘ 4 veces respecto del valor normal
{cuadro [11); mientras que, como sucedié con los otros acidos biliares, la concentracion y
la secrecién de calcio y bilirrubina fueron similares a los de DLG sola (cuadros 11 y I11).

Respecto a los lipidos biliares, este dcido biliar tiende a incrementar la

concentracién ¥ la secrecién de colesterol, casi a niveles normales; mientras que la




concentracién de fosfolipidos disminuyé (P < 0.05), aunque su secrecién fue la misma

que la presentada en el grupo de DLG (cuadros IV y V). La concentracién y secrecién de

sales biliares no fueron significativamente diferentes con respecto a la DLG, aunque la

secrecion tendio a incrementarse (cuadros IV y V).

Cuadro V. Efecto de Jos Acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre 1a secrecién de colesterol,

fosfolfpidos y sales biliares en bilis hepdtica de himsters alimentados con DLG.

Grupos y Dietas

Colesterol
nmol/min/100gpc

Foslolipidos
nmol/min/100gpc

Sales biliares
nmol/min/100gpe

Purina (DB) 04 = 0.16~" 95+ 3 28 & 6
n=10 n=7 n=8
2 A .
DB + 50% glucosa 21+ 5°
(DLG) n=9
3
DLG +0.1% AQDC 09+ 0.3* 34+ 8
n=9 [& n=10
4
DLG + 0.1% AUDC 0.5 = 03%® B 36.2 + 8.6°
n=11[ n=9
5
DLG + 0.1% ADHC 0.4 £ 03" 13.5 = 5 30 £ 12¢

6
DLG +0.5% ADHC

Con ADHC al 0.5% los animales lucian muy deteriorados y débiles, ademas este

dcido biliar indujo hepatomegalia (cuadro I). Con esie nivel de ADHC se previno

completamente la litiasis. El flujo biliar se incremento casi 5 veces sobre el valor control

y la concentracion de fosfato inorgénico retorno a niveles normales, ademas de que no

cambid las concentraciones de calcio total y de bilirrubina (cuadro II). En cuanto a la

secrecion de estos elementos, la de fosfato inorganico se incrementd cerca de 4 veces al

igual que con ADHC al 0.1%; mientras que, las de calcio y de bilirrubina también se

incrementaron (cuadro III).

Ademdas de lo

anterior, este

Acido

biliar  elevd

considerablemente la concentracién y secrecidén de colesterol y sales biliares, mientras
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que de fosfolipidos, la concentracién se elevd, pero no fue estadisticamente diferente a la

de DLG sola, y la secrecidén si se elevé notablemente (cuadros IV y V).

Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre los perfiles de sales biliares
en la bilis hepitica de los animales alimentados con la dieta de glucosa.

En la dieta de Purina (Grupo 1) los dcidos biliares mayoritarios fueron el colato y

el quenodesoxicolatos y en menor porcentale se presentd el ursodesoxicolato, el
desoxicolato y el litocolato {cuadro VI1). Por otra parte, en cuanto a los conjugados de
estas sales biliares, la proporcion de tauroconjugades fue mayor que la de

glicoconjugados (cuadroVIi).

Cuadro V1. Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el perfil de

sales biliares en bilis hepatica de himsteres alimentados con DLG.*

Grupos Ursodesoxicolato Colato Quenodesoxicolato | Descxicolato Litocolato
1
Purina (DB} 1.4 + 0.1* 66 + 8.5" 25.5 + 3.4 52 04 22 £ (.15°
2
DB + 50% glucosa 27+ 02° 44 3 153" 2= 04° 1.04 £ 0.76*
(DLG)
3

DLG + 0.1% AQDC

F]
DLG + 0.1% AUDC

5
DLG + 0.1% ADHC 201" 56.2+ 20" 323 £ 19 g+ 06" 1.35 + 0.05*

6

DLG + 0.5% ADHC |1 42 & 6.6°F 1.5 £ 0.2° 0F

*Porcentaje = DS de cada dcido biltar
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Grafica del efecto de los dcidos biliares en el perfil de sales biliares totales de himsters
alimentados con dieta de glucosa.

Cuando se suministra la DLG la proporcion de colatos tendié a bajar con respecto
al grupo control de purina. Por otro lado, el porcentaje de quenodesoxicolato se eleva al
doble, mientras que los restantes permanecen sin cambio {cuadro VII). En este grupo se
observo la misma tendencia que en el grupo de purina, respecto a la mayor proporcion de
los tauroconjugados.

E! suministro de AQDC con DLG incrementé el porcentaje de quenodesoxicolato
y disminuyé la de colatos. El AUDC incrementé considerablemente el porcentaje de
ursodesoxicolato ¥ quencdesoxicolato en la bilis. E] ADHC al 0.1% enriquece la bilis
con colato y quenodesoxicolato, no afectando los porcentajes de las demds especies de
sales biliares. El ADHC al 0.5% elevo significativamente el porcentaje de colatos y
desoxicolatos y disminuyd el de quenodesoxicolato, ursodesoxicolato y litocolato (cuadro
VI). En todos los grupos que recibieron 4cidos biliares en la dieta la proporcién de
glicoconjugados fue mayor que la de tauroconjugados (cuadro VII),

En resumen, los resultados de este primer experimento muestran lo siguiente:

1. La DLG indujo célculos en el 75% de los animales e incrementa de forma
significativa el flujo biliar, la concentracion y la secrecién de fosfato inorganico y
disminuye significativamente la concentracion de bilirrubina, Los lipidos biliares se
mantienen similares al control, excepto que sélo s¢ reduce la concentracion y

secrecion de colesterol.
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2. E1 AQDC y el AUDC previniercn siginificativamente la litiasis, no afectaron el flujo
biliar con respecto a la dieta de glucosa y tendieron a regresar la concentracion de
fosfato biliar a valores normales. Asimismo, aumentaron la secrecion de lipidos

biliares.

(8]

. El ADHC al 0.1% incrementa la masa de cédlculos y no medifica la frecuencia de
litiasis, con respecto al grupo de glucosa. Incrementa el flujo biliar al doble del valor
normal y {a secrecidn de fosfato, a razon de 4 veces {(P<0.03).

4. £} ADHC al 0.5% es ltamente téxico, induce hepatomegalia, preving la litiasis
completamente, retorno la concentracién de fosfato a valores normales, pero
incrementd su secrecion, a razon de 4 veces (P<0.05).

El analisis de los perfiles de sales biliares mostro que:

a) Las sales biliares mayoritarias en el hamsier son colato y quenodesoxicolato, y los

conjugados con taurina son comunes. La dieta litogénica cambia los perfiles pero los

mayoritarios siguen siendo los mismos.

) El AQDC enriquece la bilis con quenodesoxicolato; el AUDC con ursodesoxicolato y

guenodesoxicolato, el ADHC al 0.1% con colatos y el ADHC al 0.5% con colatos y

desoxicolatos.

¢) Con la administracién de 4cidos biliares exégenos se conjuga principalmente con

glicina.

Experimento 2. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre Ia litogenicidad y la
composicion biliar producida por la dieta litogénica semipurificada (DLSP).

Los grupos alimentados con dieta semipurificada (DLSP) perdieron peso en
comparacién con el grupo de purina, debido al tipo de dieta (cuadro IX). No obstante, los
animales que recibieron AQDC , AUDC y ADHC al 0.1% no mostraron diarrea y su

apariencia era saludable.
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Cuadro IX. Efecto de los cidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre 1a frecuencin de litiasis, el

pese corporal ¥ hepético y 1a masa de cdleulos de hidmsters alimentados con la dieta de caseina.

Diferencia de peso Peso porcentual Frecuencia de Masa de célculos
Grupos y Dietas corporal después de del higado litiasis
21dias  (g) {g/100g p.c.) tot (mg) mg/an.
ncs/ntot Yo
1
Purina (DB} 4.5 + 8.3° 3.7 £ 0.2
n=§
2
Dieta litogénica 1+ 41" 43 & 0.3
(DLSP) n=8
3
DLSP + 0.1% 25 £ 62 43 % 0.7 1/8* 12.5 I 1.0
AQDC n=8 n=38
4
DLSP + 0.1% 1.5 £ 2.2* 42 + 04° 2/8 25.0 24 1.2
AUDC
5
DLSP + 0.1% 1.5
ADHC

La DLSP indujo una alta frecuencia de colelitiasis. Los calculos observados con
esta dieta son similares a los obtenidos con DLG (cuadro IX). Los cambios producidos en
el flujo biliar v en la composicion de la bilis hepatica por la DLSP fueron muy
semejantes a los encontrados con la DLG, es decir, el flujo biliar se incrementd
significativamente (cuadro X}, aunque este flujo fue mayor que el observado con la DLG.
La concentracion y la secrecién de fosfato inorganico (cuadros X y XI) se incrementd
significativamente en DLSP (P < 0.05) en compraracién con los valores normales del
grupo de Purina. La concentracién de calcio total con DLSP no fue diferente del valor
control, sin embargo, la secrecién de este ion fue mayor con DLSP (cuadros XI);
mientras que la concentracion de bilirrubina disminuyé con esta dieta y la secrecion no
vid afectada (cuadros X y XI). )

La DLSP indujé una siginicativa disminucién en la concentracion de colesterol,
en comparacion con los valores del grupo de purina (cuadros Xil y XIII). Ademds de

que la concentracion de fosfolipidos tendié a disminuir, a pesar de que la secrecion fue
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mayor. Asimismo, la concentracién de sales biliares disminuyd, mientras que la

secrecion, aunque disminuy6, no alcanzé a ser estadisticamente diferente a la del grupo

con Purina.

Cuadro X. Efecto de los Acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el flujo biliar
y la concentracién de fosfato inorginico, de calcio total y de bilirrubina total en

labilis hepitica de hamsters alimentados con DLSP.

Grupos y Dietas Flujo biliar Fosfato inorginico Calcio total Bilirrubina total
pl/min/100g pe mM mg/dl mg/dl
1
Purina {(DB) 56 £ 0.9 1.3 £ 0.4 10 + 1.0 92 £ 25°
n=8§ n=38 n=38 n=8
2 R e
Dieta litegénica 15z 1.7 gcq it 10+ 2* 3.5 + 0.6°
DLSP n=7 o n=7 n=7
L)
DLSP+ 0.1% 12 + 32° 22 = 0.3 12+ I* 3.6 £ 0.8°
AQDC n=3% n=3§ n=3 n=3§
4
DLSP + 0.1% 1o+ 28 2.4 = 04° 1.5 + 1.5 307
AUDC n=§ n=8§
5
DLSP+ 0.1% 104 + 13 305
ADHC n=7 n=7

Los resultados observados en el grupo tratado con AQDC son muy similares a los
registrados en el experimento 1. En este experimento, el peso del higado no se afecto.
pero 5 animales presentaron higado palido y con los lobulilios marcados (cuadro [X). La
frecuencia de litiasis disminuyd considerablmente con respecto al grupo de DLSP, y
solamente un animal presenté calculos de tipo pigmentario (cuadro 1X); sin embargo, en
5 animales més se presentaron formaciones claras translucidas gelatinosas.

Con este acido biliar el flujo biliar fue similar al inducido por la DLSP sola
(cuadro X). La concentracion de fosfato disminuyo al comparar con la DLSP, pero no
alcanzo valores normales (cuadro X), mientras que la secrecion de este ion tendid a
disminuir, pero no fue diferente de la del grupo con DLSP sola (cuadro XI).

Contrariamente a fo que ocurre con fosofato inorgénico, la concentracién y secrecion de
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calcio total tendieron a incrementarse ligeramente, aunque solo la primera fue
significativa. Por su parte, la secrecién y concentracion de bilirrubina no variaron
significativamente respecto a las observadas con DLSP sola (cuadros X y XI).

De manera similar a lo ocurrido con DLG y AQDC, con DLSP y AQDC la
concentracion y secrecion de colesterol se incrementd significativamente respecto a
DLSP (cuadros XI y XIII). La concentracién y la secrecién de fosfolipidos fue similar a
ia producida por DLSP sola, mientras que las de sales biliares tendieron a elevarse, pero

no alcanzaron a ser significativamente diferentes de fas del grupo con DLSP sola (cuadro

X1 y XIH).

Cuadro XI. Efecto de los 4cidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la secrecién de fosfato

inorganico, calcio total y bilirrubina totzl en la bilis hepética de himsteres alimentados con DLSP.

Fosfato inorgénico Calcio total Bilirrubina total
Grupos y Dietas nm/min/100gpc nm/min/100gpc nm/min/100gpc
1
Purina (DB) 76 = 2.6 0.57 = &:1* 0.5 £ 0.2
) n=§ n=8
2
Dieta litogénica 1+ 02 04 £ 0.07
DLSP n= n=7
3
DLSP + 0.1% AQDC 145 = 0.4 04 01"
n=8 n=§
4
DLSP + 0.1% AUDC 12 £ 0.2° 03 + 0.06"
n=§ n=8
5
DLSP + 0.1% ADHC 1.7 204° 0.5+ 0.1*
n=7 n=7

Con AUDC el peso del higado no se afecta, ni su morfologia. Solo 2 animales
presentaron cdlculos pigmentarios; sin embargo, 7 animales presentaron las formaciones
gelatinosas que ya se han mencionado (cuadro 1X). El flujo biliar fue similar al inducido
por DLSP (cuadro X). Con respecto a los componentes biliares, e} AUDC, al igual que el
AQDC, redujo la concentracion de fosfato, y su secrecion tendié a disminuir, pero no fue

estadisticamente diferente a la del grupo con DLSP (cuadros X y XI1). La concentracidn
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y la secrecion de calcio y de bilirrubina fueron similares a las observada con DLSP sola
(cuadros X y XI). Respecto a los lipidos biliares, la concentracién y la secrecion de
colesterol se elevo, pero menos que con AQDC (cuadro X1l y XHI). L.a concentracidn de
fosfolipidos fue la misma que la registrada en DLSP (cuadroXIl), lo mismo que su
secrecion (cuadro XIII). La concentracion de sales biliares aumentd, aunque no fue

estadisticamente diferente con respecio a DLSP, tampoco la secrecidn fue diferente.

Cuadro XII. Efecto de los Acidso biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la concentracién de

colesterol, fosfolipidos y sales bitiares cn bilis hepatica de hismters alimentados con DLSP.

Grupos y Dietas Colesterol Fosfolipidos Sales biliares
nv mM mM
1
Purina (DB) 286 & 34°° 504 = 1° 6.0 = 1.2*
n=8 n=3 n=8
2 .
Dieta litogénica 87 £ 33° 4% 04° L7 & 02°
(DLSP) n=1 n=7 n=7
3
DLSP + 0.1% AQDC 348 = 93* 4+ 06° 3.1+ 1.3
n=8§ n=8 n=8
4
DLSP + 0.1% AUDC 220 = 84> 4z 0.3° 2.7 £ 0.5
n=8 n=3§ n=8
5
DLSP + 0.1% ADHC 164 + 454 3.4+ 0.5° 6+ 1.3°
n=7 n=7 n=7

Por su parte, el ADHC al 0.1% incrementé significativamente el peso del higado
y la mayoria de éstos eran palidos y con los lobulillos marcados (cuadro IX). A diferencia
del grupo con DLG y 0.1% de ADHC del primer experimento, con DLSP y 0.1% de
ADHC sélo 1 animal presenté calculos de tipo pigmentario, aunque 5 de los 8 animales
tratados presentaron formaciones gelatinosas (cuadro IX). Por otra parte, el flujo biliar se
incrementd notablemente al comparlo contra el del grupo de DLSP sola {cuadro X}. En
cuanto a los componentes biliares, el ADHC retorné a niveles control fa concentracidn
de fosfato inorganico y sin disminuir su secrecion (cuadros X y XI). La concentracién de

calcio total fue la misma que la observada en las dietas de Purina y DLSP, pero aumientd




su secrecidon, mientras que la concentracion y la secrecion de bilirrubina fueron similares
a las observadas con DLSP (cuvadros X y XI). Respecte a los lipidos biliares, el ADHC
incrementé la concentracion de colesterol, pero no alcanzé a ser diferente a la observada
con DLSP (cuadro XII), y tampoco la secrecién fue diferente (cuadro XIiII). La
concentracién de fosfolipidos no fue diferente en comparacién con la inducida con DLSP
{cuadro XII), v aunque su secrecidn si se incrementa, no alcanzé a ser estadisticamente
diferente (cuadro XIII). La concentracion de sales biliares se elevéd notablemente hasta
alcanzar valores similares al control de dieta de purina, de igual manera la secrecién se

incrementd casi 5 veces si se compara contra ese mismo grupo (cuadros X1 y X111},

Cuadro X11]. Efecto de los Acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la secrecién de colesterol.

fosfolipittos y sales biliares en bilis hepatica de hamsters alimentados con DLSP.

Grupos y Dietas Colesterol Fosfolipides Sales bitiares
nm/min/100g pc nm/min/100 g pe nm/min/100 g pc
i
Nutricubos Purina 1.6 £ 0.3 28 + 7.2* 34+ [1*
n=3§ n=8
2
Dieta litogénica 44 £ 6*° 20 = 3.0"
(DLSP) n=7 n=7
3
DLSP + 0.1% AQDC 47 = 13.5° 35 ¢ 11L.3°
n=38 n=§
4
DLSP + 0.1% AUDC 25 % 1.3 4] + g 28 + 2.5°
n=§
5 AR
DLSP + 0.1% ADHC 26 % 1 =
n=7 i P R
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Efecto de los dcidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre los perfiles de sales

biliares en 1a bilis hepitica de los animales alimentados con DLSP.

Con DLSP sola se registrd un incremento en el porcentaje de ursedesoxicolato, y

el colato disminpuyd en compracion con la dieta de Purina; asimismo, el
quenodesoxicolato aumenid significativamente, siendo los conjugados con taurina los
conjugados mayoritarios (cuadro XiV).

El AQDC increments la proporcidn de quenodesoxicolato, y en menor grado la de
litocolato, los cuales se conjugaron principalmente con glicina. Con AUDC el perfii de
sales biliares muestra que los conjugados de AUDC se incrementaron, sobre todo los
glico conjugades; asimismo. se incrementaron los conjugados de quenodesoxicolato. Con
¢l ADHC al 0.1% Ia bilis se enriquece con colato, y a diferencia de los observado en el
tratamineto de ADHC al 0.1% en la dieta de glucosa (primer experimento}, la proporcidn

de desoxicolato se incremento significativamente (cuadro XV,

Cuadro XV. Efecto de los dcidoes biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el perfil de

sales biliares en bilis hepidtica de hamsteres alimentados con DLSP.*

Grupos Ursodesoxicolato Colato Quenodesoxicolato Desoxicolato

Litocolato

t
Nutricubos 3.2 + 03 623 = |1.5°
Purina

28 + 13" 36 £ 1.1°

09 %07

3 :
Dieta litogénica 134 = 67 374 = 6°
(DLSP)

453 £ 75 33+ 1.5°

04 x 02°

3
DLSP + 0.1% 143 £ 10.7°

AQDC

5224

73 & 20°

22+ 0.1*

52 +£22°

4
DLSP + 0.1%
AUDC

381128

3.6 LTY

5% & |2 &

1.6 £ 0.1"

37 & 1.4°

3
DLSP + 0.1%
ADHC

4 + 2.5

557 £ 134 ¢

4.1 = 0,1*

364 = 9*

04 = 01"

*’orcentaje + DS de cada acido biliar , n =3
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Grafica de los perfiles de sales biliares en la dieta litogénica de

caseina

Composicién quimica de los cdlculos biliares.

La composicién de los cdlculos biliares obtenidos muestra que la proporcion de
colestéro]l fue minima al comprarla con la de calcio y fosfato, siend'd mayor esta ultima,
sin embargo, estos calculos presentaron casi iO % de sales biliares (cuadro XVI).

Con AQDC, la proporcién de colesterol en los célculos biliares disminuyé casi a
la mitad al compararlos con los calculos de la DLSP, asi mismo el porcentaje de sales
biliares fue menor y la de calcio muy similar, pero la de fosfato inorgénico disminuyd
casi tres veces respecto a los de DLSP.

Con el AUDC, el porcentaje de colesterof se duplicd, el de sales biliares tendi¢ a_
disminuir, el de calcio fue mucho mayor y el fosfato disminuyé considerablemente
(cuadro V).

Con el ADHC los cdlculos presentaron poca cantidad de colesterol, como el
grupo de DLSP, no obstante, el porcentaje de calcio fue un poco mayor y ¢l de fosfato

tendid a disminuir. La proporcién de sales biliares fue menor que en ese grupo (cuadro
XVI).
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Cuadro XV1. La composicién quimica de los cilculos biliares vesiculares obtenidos de los animales

tratados con 4cidos biliaresAQDC, AUDC y ADHC y la DLSPcaseina

Grupo Masa Colesterol Sales Caleio Fosfato Total No
analizada (%) biliares total inorginico identificado identificado
(mg) (%) (=) (%) (%) (%)
2 o
Dieta litogénica 1 16 T 946 6.3 14.6 32 68
(DLSP) '
3 ' .
DLSP + 0.1% | 043 799 6.73 5.04 20.2 79.7
AQDC
4
DLSP + 0.1% 24 307 6.3 B3 435 223 71.7
AUDC
5
DLSP + 0.1% 1.5 0.56 7.1 10.36 8.32 26.3 7337
ADHC

En resumen, la DLSP provoco efectos similares a los observados con la dieta de
glucosa en el experimento 1; asimismo, ¢l AQDC y el AUDC previnieron
siginificativamente la litiasis, al parecer por disminuir ja concentracién de fosfato biliar.
El cambio en los perfiles de sales biliares también fue semejante al observado en el
experimento 1. Por su parte, el ADHC al 0.1% en la dieta DLSP previno la litiasis e

incremento fa proporcién de desoxicolato en la bilis.
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4 Discusion

En términos generales, este trabajo se enfocd principalmente a estudiar el efecto
de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la litogenicidad de dos dietas que

inducen la formacion de calculos biliares pigmentarios en el hamster dorado.

Eleccidn de las dos dietas litogénicas.

Con el objetivo de elegir las dietas sobre las cuales se estudio el efecto de los tres
4cidos biliares, se realizo un serie de experimentos preliminares que se resumen en el
diagrama 1. En todos ellos se analizo la frecuencia de litiasis y el cambio en la
composicion de la bilis. En ellos se observaron resultados interesantes y que pueden ser
de wtilidad en el establecimiento de los mecanismos que provocan la litiasis pigmentaria
inducida por medios dietéticos en el hamster.

Primeramente, la eleccién de las dietas litogénicas se realizo de acuerdo a los
antecedentes acerca de la litogeniciad presentada por la vitamina A, la glucosa y la
mantequilla de leche de vaca en dietas no purificadas (Granados 1976, Cérdenas 1996);
sin embargo, en un primer estudio en que se buscaba establecer si fas 3 dietas afectaban la
composicién biliar y la frecuencia de litiasis de igual manera, se encontré que solamente
la dieta de glucosa provocd que el 75% de los animales formara célculos, mientras que las
dietas de mantequilla y vitamina A indujeron muy baja frecuencia de litiasis. No obstante,
los cambios inducidos por las 3 fireron muy similares, respecto a incrementar el flujo
biliar y la concentracion de fosfato inorganico, y reducir la de bilirrubina, siendo la dieta
de glucosa la que produjo el mayor efecto.

A pesar de Ia baja frecuencia de litiasis observada en este preliminar con las dietas
de vitamina A y mantequilla, se pensé que el incremento en la concentracion de fosfato
inorganico biliar es un evento importante en la etiologia de la litiasis pigmentaria del

hamster. Esta observacion es importante para el planteamiento del objetivo principal de
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este trabajo, es decir, se administrarian acidos biliares dihidroxilados que previnieran la
precipitacién de sales de fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita (Qiu et al. 1992), y
se estudiaria el efecto preventivo establecido para el ADHC (Granados y Céardenas 1983).

Después de realizar este preliminar, se tomd la decisién de elegir la dieta no
purificada de glucosa que indujo célculos pigmentarios en el 75% de los animales
tratados.

Otra conclusion debida a la diferencia en la frecuencia de litiasis inducida por los
3 componentes en éste y olros experimentos es que la litogenicidad de la vitamina A, la
glucosa y la mantequilla puede variar segun la dicta no purificada utilizada..
Anteriormente se habia observado que con la dicta de Albilab, de produccitn nacional, la
vitamina A no inducia el desarrollo de calculos pigmentarios en el hédmster.
Desgraciadamente la empresa productora desaparecio del mercado, y no se pudo conocer
los materiales de elaboracion de esa dieta. La dieta no purificada empleada en el
experimento sefialado arriba fue Purina importada, recién introducida al inicio de este
proyecto; anteriormente se tenia una Purina de produccién nacional con la que la
frecuencia de litiasis con vitamina A habia sido consistentemente elevada.

Debido a lo anterior, se decidié producir una dieta en la que se controlara la
composicién, adicionando ademas aquellos elementos que han mostrade ser litogénicos
en dietas no purificadas, para asi tener una dieta litogénica semipurificada mas
reproducible.

Inicialmente se disefaron dos dietas con diferente fuente de proteina, esto es, una

con harina de soyay otra con caseina, ambas con 20% de proteinas, altas en glucosa y
con 4cidos grasos insaturados en baja proporcion, ademés de los otros agentes
litogénicos vitamina A y mantequilla. En este experimento preliminar se encontrd que
ambas dietas son capaces de inducir un incremento significativo en la concentracién de
fosfato inorganico biliar; sin embargo, solo la de caseina indujo una alta frecuencia de
animales con calculos de tipo pigmentario después de un periodo de alimentacién de

tan solo 21 dias.
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Diagrama 1 Eleccién de las dietas litogénicas.

|' -7 -Diefas litogénicasmo purificadas "\
: . N

Dieta litogénica de Dieta litogénica de
vitamina A (purina + mantequilla (purina + 25%
25,000 UI% de retinol de mantequilla)

acetato)
T |

Eleva la concentracién de Eleva la concentracion de fofato, las
fosfato, flujo biliar y disminuye de lipidos biliares y ¢l flujo biliar.

la concentracion de lipidos indujé 8.3% de animales con calculos.

biliares. Indujé 8.3% de

animales con célculos.

TENC ST

Prdirdo »

ACT TR P 2 (VTN s ERS T T3 11

_ Dietas semipurificadas con los tres elementos- ~
litogénicos: vitamina A, glucosa y mantequitla
/ \‘ Estudio de cada Ningiin elemento per
' tope elemento litogénico se causa litiasis,

er se sobre una vitamina A eleva
P significativamente la

Dieta de soya

dieta control de concentracidn de
caseina fosfato biliar.
Elevala concentracién
de fosfato pero no induce

alta frecuencia de litiasis Estudio de 1a dieta de
caseina con y sin La mantequilla potencializa 1a litiasis.
mantequilla ] pero al quirtarla, la dieta sigue siendo

litogénica.
l

Altamente litogénica, los cambios que
provoca a nivel biliar son muy semejantes
a DLG, sin embargo, incrementa mis el
flujo biliar que ésta.
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Posteriormente se realizaron des expetimentos mas. En el primero se estudi6 cual
de los elementos litogénicos per se desencadenaban la litiasis. Aunque por separado, cada
elemento litogénico aumentd el fosfate inorgénico biliar en mayor o menor grado,
dnicamente el grupo de dieta litogénica de caseina adicionada de los tres componentes
presentd calculos semejantes y en igual {recuencia que en el experimento anterior.

En el segundo experimento se estudio si la combinacién de vitamina A y glucosa
provocaban litiasis. ya que fueron los que mads incrementaron el fosfato inorgdnico biliar,
ademas de gue la mantequilla es el componente mas complejo y dificil de mantener
constante. Se observé que ésta combinacién producia una aita {recuencia de litiasis, pero
la masa de calculos era mayor con la dieta de caseina con los 3 componentes; asi mismo,
la concentracion y secrecion de fosfato inorganico era mayor con la adicidén de
mantequilla. Sin embargo, se mostrd que Ja combinacién de glucosa y vitamina A es
suficiente para producir una alta frecuencia de litiasis pipmentaria. Por lo anterior se
decidio utilizar la dieta litogénica semipurificada de caseina con vitamina A y glucosa
{denominada DLSP) para el estudios de los dcidos biliares y compararla con la dieta

litogénica no purificada de glucosa.

Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la frecuencia de litiasis y la
composicion de la bilis en himsters alimentados cgn la dieta no purificada de glucosa y
con dieta litogenica de caseina.

En este experimento, después de elegir las dietas litogénicas y de conocer la
importancia del fosfato de calcio enda litiasis pigmentaria del hamster alimentado con
dietas litogénicas no purificada de glucosa y semipurificada de caseina, se decidid
determinar cual es el efecto de las sales biliares dihidroxiladas sobre la formacion de
estos calculos ricos en fosfato y calcio, v que alteraciones en la composicion biliar se
asocia con estos tratamientos.

Se sabe que las sales bilires dihidroxiladas conjugadas con glicina inhiben
eficazmente la precipitacion de hidroxiapatita al impedir el crecimiento de los nicleos de
formacion de ésta {(Qiu et af, 1991 y 1992), por lo cual se hipotelizd que si la

precipitacidn de hidroxiapatita in vino es inhibida por la accion de las sales biliares
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dihidroxiladas conjugadas con glicina, especialmente el AQDC (Qiu et al, 1991),
entonces la adicidn de este tipo de sales biliares a la dieta litogénica de glucosa
prevendria la precipitacidon de hidroxiapatita in vivo en el modelo del hamster y por lo
tanto, la litiasis pigmentaria. Ademds, ya que ¢l AUDC también es una sal biliar
dihidroxilada, y ya que parte de este acido biliar se puede convertir en AQDC, entonces
prevendria la precipitacidn de hidroxiapatita y la formacion de calculos pigmentarios.

Cohen et al. (1987} ya habian administrado AQDC y el AUDC, a dosis de 30
mg/Kg/dia al hamster alimentado con una dieta litogénica con proteina de soya, alta en
sacarosa y suplementada con colesterol y estrégenes durante 14 semanas, observando
que ambos previenen la litiasis casi totalmente; sin embargo, ne se determiné el posible
mecanismo de prevencidn, ni la concentracidn de fosfato biliar, elemento que parece ser
muy importante en la litiasis pigmentaria del himster.

Por otra parte, se sabe también que el ADHC previene completamente la litiasis
pigmemaria en el hamster alimentado con dietas no purificadas de vitamina A y glucosa,
suministrado en la dieta al nivel de 0.5% (Granados y Céardenas, 1983}, no obstante, no se
conocian los cambios producidos por este acido biliar en la composicion biliar. Por lo
tanto, se decidio estudiar el efecto de este acido biliar, a pesar de que ya se tenian
antecedentes de su toxicidad, hipotetizindose que si la coleresis inducida por el ADHC
provocaba que se diluyeran los componentes biliares, entonces la concentracidn de

fosfato inorganico disminuiria y se evitarfa su precipitacion,

Experimento 1. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre la litogenicidad y la

composicién biliar producida por la dieta litogénica no purificada de
glucosa

Los efectos de la dieta litogénica de glucosa son muy similares a los determinados
por Cérdenas ef af, (1996} en la dieta litogénica de vitamina A. Después de analizar los
resultados, los cambios en la composicidn biliar pueden estar relacionados a lo siguiente:

El incremento en la concentracion biliar de fosfato inorganico podria, estar
relacionado con el funcionamiento de la bomba Na'/Pi ATPasa que se encuentra en fa

membrana plasmatica del hepatocito o a un aumento en la poza de fosfato inorganico en
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el hepatocito, como resultado del elevado metabolismo de glucosa, y sus intermediarios
fosfatados, en ios animales alimentados con estas dietas.

El incremento en el flujo biliar, provocado por esta dieta, podria ser atribuido al
incremento en la concentracidn biliar de fosfato inorganico, como resultado de la fuerza
osmética que ejerce éste en el canaliculo biliar. A su vez este mayor flujo biliar puede
causar la dilusién de los lipidos biliares.

Por otro lado, la dilusién de los lipidos biliares puede propiciar que se incremente
la proporcién de calcio libre en la bilis; es decir, este elemento ya no se asocia a las
micelas mixtas biliares, dande comeo resultado que el calcio se encuentre ficilmente con
el fosfato inorganice y se precipiten en forma de sales de calcio

Ya que los acidos biliares quencdesoxicolico (AQDC) y  ursodesoxicdlico
(AUDC) son de naturaleza diferente al acido dehidrocédlico (ADHC) y sus efectos

también lo son. se trataran separadamente.

EL AQDC v ¢t AUDC:

Inicialmente se probaron los dcidos biliares quenodesoxicdlico (AQDC) ¥
ursodesoxicotico (AUDC) a dosis de 0.03% en la dieta. Esta dosis corresponde entre 2 ¥
3 veces més a la utilizada en ¢l humano en la litiasis de colesterol. Con esta dosis no se
observé prevencién aunque habia una tendencia a disminuir la frecuencia de litiasis.

Posteriormente s¢ suministraron estos acidos biliares a dosis de 0.1%. Con esta
dosis, el AQDC y el AUDC disminuyeron la frecuencia de litiasis significativamente.

Con AUDC la concentracion de fosfato biliar es menor que la registrada en el
grupo de DLNPG; sin embargo, este efccto es mds pron.unciado en el grupo que recibid
AQDC. Parece probable que la disminucién en la concentracidn de fosfato fue suficiente
para evitar la formacidn de sales de fosfato de calcio, especialmente con AQDC. Es
importanie mencionar que si la concentracién de fosfato hubiera sido igual en el grupo
de glucosa y en los grupos que recibieron AQDC y AUDC, se pensaria en que la
prevencion se realizé mediante la inhibicién de la precipitacion de hidroxiapatita. es
decir. que los nicleos de formacion de hidroxiapatita no se dcsar.rollaron por la

interaccionaron de manera dirccta con estos dcidos biliares. Con la dosis de 0.1% de
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AQDC y AUDC la concentracién de fosfato disminuye, por lo que mas bien parece
probable que reduce su concentracién a valores en que se evita fa formacién de estos
nticleos y su posterior crecimiento. Sin embargo, no se puede descartar que la prevencion
pudo realizarse también mediante la inhibicion de los nicleos, especialmente con AUDC.

Las concentraciones de bilirrubina total disminuye con DLG y no cambian
significativamente en los grupos tratados con acidos biliares, lo cual hace pensar que este
pigmento no parece jugar un papel importante en el desencadenamiento de la litiasis
pigmentaria del hamster, porque no se presenta sobresaturacién aparente a nivel biliar.

Tante el AQDC, como ¢l AUDC tienden a incrementar la secrecién y la
concentracion de lipidos biliares, lo cual es logico pensar que se debe a que incrementan
en la bilis la secrecion de sales biliares iotales, en general y en particular, las de AQDC o
AUDC respectivamente, segiin se observa en los perfiles de acidos biliares. Este efecto es
mas notable con AQDC, ya que esic dcido biltar promueve mas la secrecion de lipidos
biliares por molécula de dcido biliar, debido a su mayor efecto detergente, de aqui que
también puede inducir mayor dafio a los hepatocitos (Coleman ,1987).

Los perfiles de sales biliares en la bilis hepética mostraron que la bilis se
enriquecio con los glico conjugados de quencdesoxicolato (en el grupo de AQDC y
AUDC) y ursodesoxicolato (en el de AUDC), por lo que la inhibicion en fa formacion de
la hidroxiapatita por estos glicoconjugados dihidroxilados podria presentarse.

En el caso del AUDC, la bilis también se enriquece con AQDC, muy
probablemente porque parte del AUDC se convierte en AQDC (Matejka er al. 1994).

Con respecto a los perfiles de sales biliares en la bilis se puede decir que los
conjugados con glicina son comunes cuando se administran dcidos biliares exégenos, ya
que los perfiles de los animales normales muestran una tendencia a conjugar mas con
taurina. Este fendémeno, tal vez se debe a que la conjugacion con laurina esta
condicionada por ¢l suministro dietético de este aminoacide. Por tanto. cuando el hamster
ingiere gran cantidad de acidos biliares en la dieta, los conjuga con glicina. Es por esto
que guizas. se ha mencionado frecuentemente que el hdmster posee mayor proporcion de
conjugados con glicina (por ejemplo, Roda et af, 1995); sin embargo, al menos en la cepa

ChCM utilizada en el presente experimento parece ocurrir lo contrario. Al igual que en




otras investigaciones, los conjugados de colato disminuyen significativamente en
presencia de AQDC, mientras que los conjugados de litocolato aumentan en la bilis
{(Nilsell er af, 1983, Tint et al, 1986).

Después de analizar los cambios en la composicion biliar, la frecuencia de liatiasis
y el perfil de sales biliares en los diferentes grupos, se puede especular lo siguiente sobre
el mecanismo de prevencién.

En el caso de la administracién del AQDC, éste alcanza una alta proporcion en la
bilis (conjugandose en su mayor parte con glicina) e induce una mayor secrecion de
lipidos biliares y proporcion de flujo biliar del dependiente de sales biliares, lo cual
produce la dilusion del fosfato y una disminucién en su concentracion; igualmente, puede
mantener baja la concentracién de calcio ionizade, no permitiendo que las sales de
CaPO, se precipiten en forma de hidroxiapatita, ademas de poder inhibir ¢l crecimiento
de los mucleos de formacion de hidroxiapatita. EIl AUDC posiblemente exhibe un
mecanismo similar, quizas dependiendo mas en inhibir la formacion de hidroxiapatita,
pues reduce en menor grado la concentracién de fosfato inorganico. Es probable que el

efecto del AUDC se deba a su conversion en AQDC, al menos parcialmente.

El ADHC

El ADHC se administrd a niveles de 0.5% (nivel preventivo antes estudiado,
Granados y Cardenas, 1983) y al 0.1% (para disminuir los efectos 16xicos y comparar
contra los grupos que recibieron 0.1% de AQDC y AUDC, ya que son de naturaleza
diferente.

El ADHC en la dicta litogénica de glucosa provocd cambios completamente
diferentes a los observados en los tratamientos con AQDC y AUDC en la composicion
biliar. Cuando se administré al 0.1% la frecuencia de litiasis fue practicamente igual a la
del grupo de dieta de glucosa, pero s¢ presenté mayor cantidad y tamafio de calculos
pigmentarios. Esta potencializacion parece ser debida al incremento en la secrecién de
fosfato inorganico observado. por lo que a pesar de que este 4cido biliar es un potente
colerético, que elevé el flujo biliar al dobie del valor normal, a concentracion de fosfato

en este grupo fue la mds elevada.
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La potencializacion exhibida por el ADHC al 0.1% podria también deberse al
incremento en los glicoconjugados de desoxicolato en la bilis , ya que este estas sales
biliares tienden a precipitarse en forma de sales de calcio (Van der Meer ef af, 1991); lo
que puede contribuir incrementando la masa det céleulo. Desgraciadamente la proporcion
de sales biliares no fue estimada en estos cilculos.

Ahora bien, el aumento en la secrecién de fosfato tal vez pueda deberse al tipo de
metabolites del ADHC en la bilis. La scerecian de fosfato podria verse favorecida por un
estimulo en el flujo biliar (colerésis) de tipo independiente de sales biliares, que en el
caso de ADHC es provocada porque este acido biliar y algunos de sus metabolitos, tiene
una concentracién critica micelar muyv elevada y no forman micelas en la bilis. Lo
anterior causa mayor salida de agua, sin esimular la secrecion de lipidos. Esto se detecta
al observar que la estimulacién de la secrecion de lipidos por el ADHC fue la mas baja de
los tres acidos biliares ensayados, inclusive la secrecion de fosfolipidos no vari¢ con
respecto a la dieta de glucosa.

En el caso del ADHC al 0.5%, al igual que en investigaciones anteriores
(Granados y Cérdenas, 1983) se observd prevencion total de la litiasis. La prevencion
parece deberse al alto flujo biliar (5 veces mayor que el normal); el cual diluyo el fosfato
inorganico hasta alcanzar niveles normales, a pesar de una elevada secrecién de este ion.
Es importante sefialar que la secrecion de fosfato es 4 veces mayor que la secrecion
normal, pero similar, y no mayor, a la registrada con 0.1% de ADHC. Por otro lado, tal
vez la interaccion del fosfato con el calcio disminuye al incrementarse la concentracion y
la secrecién de sales biliares, que debe producir mayor proporcién de micelas mixtas, ya
que aumenta la proporcion de glicocolato y glicodesoxicolato. Esto ultimo puede
argumentarse ademas porque las concentraciones de lipidos biliares se incrementan
considerablemente, a diferencia de lo que ocurre con 0.1% de ADHC.

Con respecto a los lipidos biliares se habia mencionade que la administracién de
ADHC no aumenta significativamente la concentracion y secrecién de colesterol y sales-
biliares, y al parecer la de fosfolipidos disminuye debido al efecto colerético que produce
este compuesto (Yousef er al, 1990). Yousel y colaboradores, en 1990, encontraron que

después de infundir ADHC a ratas la concentracion de sales biliares aumentd al inicio y
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decrecio al final del periodo de infusion, y encontraron grandes cantidades de colato y
derivados del ADHC, y aquellos como el desoxicolato, murocolato, AQDC e
hiodesoxicolato desaparecieron despucs de la infusién. Estos autores sugieren que la
disminucion de los lipidos biliares no sc debi6 al alto flujo biliar, ya que la disminucion
fue observada mucho después del incremento en el flujo biliar. Es importante recalcar que
cn ese estudio, se infundio ADHC en animales con fistula biliar y que la circulacién
enterohepética de sales biliares estaba interrumpida, por tanto, es diferente al administrar
acidos biliares in vivo en animales intactos y durante un largo periodo de tiempo, por lo
que contrariamente a lo observado en aguellos trabajos. en el presente experimento, la
concentracion y la secrecion de lipidos biliares aumentaron significativamente en
presencia de ADHC al 0.5%. Una posible explicacion puede ser que el higado metaboliza
al ADHC y lo convierte a varios deriviclos tales como el acido 3o-hidroxi-7,12-diceto-5p
coldnoico, acido 3o, 7a-dihidroxi-12-cclo-5p colanoico, acido 3a,12a-dihidroxi-7-ceto-
5P colanoico y AC. Ya que se puede convertir cierta parte en Acido colico, la poza de este
acido biliar aumenta, lo cual se comprueba al analizar los perfiles de sales biliares
presentados por este grupo . El acido colico es modificado por las bacterias en el intestino
y es convertido a acido desoxicolico. este acido biliar vuelve al higado mediante la
circulacion emterohepitica incrementindose su proporcién en la bilis. El acido
desoxicolico es el 4cido biliar que tiene la mayor capacidad para estimular la secrecion de
colesterol (Beer e al. 1996). Puesio que los fosfolipidos siguen la misma tendencia,
entonces queda explicado su aumento en la bilis. La concentracién y secrecion de sales
biliares se debe a la administracion oral de este compuesto en alto nivel y su modificacidn
cn el higado.

A pesar de la gran variedad de metabolitos que pueden derivarse de la
modificacion del ADHC, el ensayo de MPLC no muesira ningin metabolito adicional a
Jos glico y tauro conjugados normales; va que, ¢l ensayo de HPLC es incapaz de detcctar
este tpo de componentes mas polares que el AUDC, esto altimo quizas relacionado
principalmente con el método de purificacion.

Como ocurre con todos fos grupos tratados con acido biliares, la proporcion de los

Acidos biliares endogénos sc reduce. Dicha reduccion puede darse a nivel de la sintesis de




4cidos biliares mediante un proceso de retroalimentacién, pero también puede deberse a
la pérdida de acidos biliares a nivel del transportador en el intestino, efectuada por la
competencia entre estos 4cidos biliares v los administrados.

En resumen, las sales biliares AQDC y AUDC si reducen la formacién de calculos
pigmentarios, en hamsters alimentados con la dieta de glucosa; por lo tanto, se cumplen
las hip6tesis planteadas. Ademas, después del anélisis de los resultados puede observarse
que el fosfato inorganico juega un papel importante en la litiasis pigmentaria del hamster
y que su precipitacién puede ser inhibida in vive. Sin embargo, queda por dilucidarse el
mecanisimo de prevencion operante en la dieta de glucosa suplementada con AQDC y
AUDC.

En cuanto al ADHC, al 0.1% potencializa la secrecion de fosfato y como
consecuencia los calculos son mas grandes y més numerosos, si Se toma en cuneta este
resultado puede decirse que no se cumplen las hipotesis planteadas, pero si se revisan los
obtenidos con ADHC al 0.5% se puede decir que si se cumple, porque el fosfato se diluye
como consecuencia del elevade flujo, que depende de la dosis y que los conjugados de
colato y desoxicolato se incrementan significativamente en la bilis, lo que produce mayor

secrecion de lipidos hacia ésta.

Experimento 2. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre ia litogenicidad y la
composicion biliar producida por la dieta litogénica semipurificada.

La DLSP incrementd el flujo biliar casi al doble del grupo de Purina, al igual que
en el caso de dieta litogénica de glucos:. asociado con elevada secrecién de fosfato hacia
1a bilis, con la concentracién de fosfato que se incrementd casi al triple al compararla con
el grupo control de Purina. Los demas componentes biliares experimentaron cambios
muy similares a los observados en la dieta de glucosa. Lo mismo ocurre en el perfil de
4cidos biliares. Por lo tanto, un cambio en la concentracidn y secrecién de fosfato y una
disminucion en la concentracién de lipidos biliares, posiblemente sean suficientes para
desencadenar el proceso de precipitacion de fosfato de calcio, lo cual de alguna manera
también es afectado por el tipo de proteina que se adiciona a la dieta, segin los resultados

obtenidos en los preliminares de dietas semipurificadas.
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ESTA TESIS [0 DEBE
SALIR DE LA BIBLIOTEGA

En este experimento se determing la compaosicidn quimica parcial de los caleuios
biliares obtenidos. En los cédlculos humanos y de hamster que han sido analizados el
fosfato se encuentra constituvendo hidroxiapatita (Trotman y Soloway 1982; Granados
1971). Si lo mismo ocurre en el presente estudio entonces la hidroxiapatita podria
constituir hasta un 90% de la masa det cilculo.

Por otra parte, el AQDC fue izualmente efectivo en la prevencién de la litiasis
pigmentaria en el hamster dorade alimentado con la DLG y con DLSP. Los célculos
desarroliados por los animales del grupo con DLSP y AQDC AQDC contienen igual
cantidad de caleio que el grupo de diela Je caseina sola; sin embargo, 1a concentracion de
fostato disminuye a mas de la mitad. por lo que se apoya la hipdiesis de que el AQDC
evita su precipilacion. Asi mismo, fos cambios a nivel biliar son muy semejantes a los
observados con DLG. esto es. se aprecia una disminueion de la concentracion y la
secrecion de fosfato, la concentracién de calcio se incrementa y la de bilirrubina
disminuye, sin afectarse su secrecion. 1.2 concentracion de sales biliares y de colesterol s¢
cleva, Con los fosfolipidos ocurre algo muy diferente, ya que la concentracién es la
misma gue con la DLSP. Parece que con DLSP la secrecién de fosfolipidos es mayor que
el valor normal (al igual que con dieta de glucosa), pero es una dieta mas colerética, por
lo que st concentracién es menor. También con la DLSP los 4cidos biliares exégenos
suministrados no estimularon mas la secrecion de fosfolipidos, porque quizis ya se habia
alcanzado un valor maximo de secrecion y por tanto su concentracion disminuye.

En el grupo tratado con AUDC su comporté de manera muy similar al tratado con
AQDC. La tnica diferencia notable fuc su efecto sobre la concentracion y secrecion de
colesterol, las cuales fueron menores con AUDC, hecho ya establecido para estos acidos
biliares, que se emplean en la disolugion de chleulos de colesterol.

Por otra parte, seria importante dar seguimiento a las formaciones translicidas que
se desarrollan en los animates tratados con AQDC y AUDC, ya que probablemente en un
lapso mayor de tiempo pudicran llegar a calcificarse y formar el tipico cilculo
pigmentario. Para resolver lo anterior s podria descontinuar el tratamiento para ver si
estas formaciones desaparecen o son sustituidas por cdlculos pigmentarios tipicos.

También se podria dar seguimiento al Tiatanticnto hasta obtener resultados que permitan
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conocer si se estaba retrasando la aparicion de calculos o se previene completamente
durante la administracion de acidos biliares por periodos mas largos de tiempo. En el
humano. la bilis retorna a su estado litogénico después de terminar el tratamiento con
acidos biliares, lo cual muy probablemente ocurra en el hamster.

En cuanto a los perfiles de sales biliares, estos mostraron que efectivamente la
bilis se enriquecié con el 4cido bitiar en cuestion, ademds en el caso del tratamiento con
AUDC. también s incrementé el AQDC, muy probablemente por conversion de AUDC.
En todos los casos los conjugados que se incrementaron fueron los glico conjugados, al
igual que en el experimento 1. Por lo anterior es probable que se esté inhibiendo la
formacion de hidroxiapatita, aunque no se puede decir que ese sea el mecanismo pues la
reduccion en la concentracion de fosiate de calcio pudiera ser mas imporiante cn la

prevencion de los célculos por estos dcidos biliares.

E1 ADHC

A diferencia de lo ocurrido con la DLG, el ADHC al 0.1% en la DLSP previene la
litiasis y no la potencializa. Con DLSP, a pesar de que la secrecién de fosfato es
igualmente elevada, la concentracion de dste ion baja a niveles control. Lo anterior parece
ser debido a que ef Nujo biliar presentado con esta dieta es mucho mayor que en la dieta
litogénica de glucosa del primer experimento, por lo que otra vez se puede argumentar
que el incremento del flujo biliar producido por 0.1% de ADHC y la DLSP. determind la
dilusion del fosfato inorganice y evild su precipitacion. Asi con dieta de glucosa y
ADHC, el flujo biliar se duplica; mientras que, en DLSP y ADHC se triplica.

Por su parte, el ADHC al 0.1% tiende a bajar la proporcion de fosfato en los
cileulos; sin embargo, su efecto no es tan marcado como con AQDC y AUDC, a pesar de
haber diluido mucho mas el fosfato biliar, esto sugiere que con AQDC y AUDC si se
inhibe la formacion de hidroxiapatita v disminuye por tanto la proporcién de fosfato en
los calculos que Hegan a formarse.

En este experimento se intenté administrar ADHC al 0.5%; sin embargo. los

animales comenzaron a morir a partir de los 14 dias de iniciado el experimento.
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En general se puede decir que las hipdtesis planteadas se cumplen si se considera
que ambas sales biliares dihidroxiladas previcnen la litiasis, sin embargo ¢l mecanismo de
la inhibicién de los nucleos de formacion del calculo no puede aceptarse, ni rechazarse,
pues también puede realizarse a través de la dilusion del fosfato que ya no alcanza a
precipitar. Ademas es importante mencionar que el ADHC previene dependiendo de la
dosis y la dieta, y que la prevencién se relaciona con el grado de incremento del flyjo
biliar ocasionado por este fuerte colerético, que tiende a diluir significativamente el

fosfato inorganico.
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5 CONCLUSIONES

¢ La dieta litogénica a base de Nutricubos Purina adicionados de 50% de glucosa
anhidra (DL.G) produce una ala frecuencia de hamsters con calculos pigmentarios, lo
cual se asocia con un incremento en el flujo biliar y en la concemtracion de fosfato
inorganico, una reduccion en la de lipidos biliares y bilirrubina, y sin cambio en la de
calcio total.

e La dieta semipurificada DLSP produce una elevada frecuencia de hamsters con
calculos pigmentarios, semejantes a los obtenidos con dietas litogénicas no
purificadas, en tan sélo 21 dias.

¢ Los cambios en la composicién biliar encontrados con DLSP son muy similares a los
observados con DLG.

» El AQDC y el AUDC previenen significativamente la litiasis inducida por la DLG y
por la DLSP, lo cual se asocia con una disminucion en la concentracion biliar de
fosfato inorganico y una elevacion en la de sales biliares, con mayor proporcion de
AQDC y AUDC conjugados con glicina,

e 1 ADHC al 0.1% potencializa la litiasis en la DLG, mientras que este mismo nivel la
previene significativamente en la DLSP. La potencializacion se asocia con una
elevada concentracion de fosfate inorganico, y la prevencion con una reduccidn en esle
parametro y una mayor coleresis.

s FiI ADHC al 0.5% previene completamente la litiasis en la DLG, incrementa
notablemente el flujo biliar y la concentracion de lipidos biliares, y reduce la

concentracion de fosfato inorganico a valores normales.
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