UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE CIENCIAS

Gobernadora (Larrea trideniata) y acido
nordehidroguaiarétice en la secrecién biliar del hamster
{Mesocricetus auratus}.

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTORA EN CIENCIAS
PRESENTA
BIOL. SILVIAARTEAGA HERNANDEZ

|
: TESIS

DIRECTOR DE TESIS: IR. RENE DE JESUS CARDENAS VAZQUEZ

l MEXICO, D.F AGOSTOQ, 2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos:

El desarrollo de este estudio fue apoyado por una beca otorgada por CONACYT y por la DGEP,
UNAM.

Se otorgan agradecimientos a los miembros del Comité Tutoral y el Jurado por las sugerencias

para mejorar el trabajo a:

Dr. René Cardenas Vazquez
Dr. Gil Alfonso Magos Guerrero
Dr. Adolfo Andrade Cetto

Dr. José Pedraza Chaverri

Dr. Rolando Hernandez Mufioz

Dr. Marco Antonio Juarez Oropeza
Dra. Ma. Cristina Pérez Amador Barron

Asimismo agradezco al personal del Bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM: MVZ
Mario Soriano, M. en C. Agustin Carmona, Biol. Dora Salazar y Biol. Isabel Antinez, por la
asistencia técnica y el mantenimiento de los animales empleados para el estudio.



indice

I o1 01T o T PP PP 4
B 0151 - Tt 5
I N 0 £ T L - T 6
I I 0 oo [ ot o o 7
N g C=Tor=To [T o -SSP U SRUPR PSPPSR 10
3.1 Larrea tridentata (GODErNAUOIa) ......cccccceieiiiiiieieeseesee st et e e ste e ste e s e e s te e be et e e ste e sreesre e teenbeeneeeeeeneeees 10
T8 N = To] oo 1= PSSR 10

KT A g To] oo T o USSR 11

KT8 R B 1 (oo [0 1 Y[ OSSP 12

3.1.3.1 Efectos farmacolOgiCoS ..........iviiiiii i e 13

3. L.3.2 EfECLOS tOXICOS  o.uvtir it ettt ettt sttt enea 13

3.2 Acido NOrdenidrogUAIAIETICO ........co.oivieeeiieeeeeseeeee sttt es sttt en sttt ettt en st s et enee s 14
3.2.1 Efectos farmacolBgiCoS  .........oiiiiiiiiiicc e et 15

3.2.2 EFECLOS tOXICOS ... utii et ittt ettt sttt ettt et nn et nreens 16

3.2.3 Metabolismo hepatico de L. tridentata y NDGA .......coooiiiiiiiicc e 16

3.3 El Higado: aspectos anatdmicos Y fiSIOIOQICOS ........cccoveiiiiiiiiciiiiie ettt 17
B.B.L LA DIIS ittt et et n e e ens 18

3.3.1.1 COMPOSICION  .eiviiiiiiecic ettt ettt et be st e ebeers e besaeess e e e sbeebeaneeseearaeas 18

K TR T 1= ol o] T | ST TRR 19

3.4 Metabolismo intestinal y circulacion enterohepética de 4cidos biliares ..........ccccvevieiiiievieve i e 21
KRR 0] [ - L] TSRS 22
B o] L= 111 =L £ USSR PR R 24
3.7 El hAmster como MOAEI0 de TItIASIS ....voveieiiieie et 29
1V Planteamiento del ProblemMa ..o sttt 31
AV 11 010] 1] OSSOSO 31
VA B o] =] Y RSOSSN 32
8.1 GBNEIAL .ottt bttt sttt ettt e et ereereeneas 32

8.2 PAITICUIAIES ...ttt ettt sttt e st eebeen b sbesbeebeereeneesbeneeene e 32

VI MALErial Y IMIELOTOS ....viiieciiiic ettt sttt s be et e s be e be e e e e e st e eseesaesbesteetbeneesreereennas 32
T 1L ANIMAIES it ettt bbbtttk e sttt Re Rt et bRt et neeebeenee et nreeneenean 32

A - Toa (ol [T o] ] v 32

T L3 INDGA e 33



0 T T - T PSSR 33
7.1.5INFUSION de 12 PIANTA  ..ovicviciiicce e e bbb 33
7.1.6 Medio y EQUIPO de PEITUSION  .....ooiiiii ittt sttt 33
7.2 Efecto colestatico sobre la secrecion biliar del RAMSLEr ..o 35

7.3 Efecto sobre el perfil de &cidos biliares y la composicion de lipidos biliares

de hamsteres con dieta lIIOGENICA  ......ccvii e re b ene 36
7.4 Analisis de [PId0S DIIAIES ........cvoiriiiiiec e s be et besbe e re e re e 36
7.5 Efecto sobre la cantidad y el perfil de &cidos biliares fecales ..........cccovviviveiiiii i, 37
7.6 Extraccion de acidos DIliares TECAIES ..........coiiiiiiiiii i 37
7.7 Determinacion de acidos Diliares TECAIES .........ccooiiiiiiiie e 38
7.8 ANALISIS BSTAUISTICO ....veviieieiieie ittt bbbt b et b bbbt b et n bbb 38
VT RESUITAAOS ...ttt ek b ettt b ettt b e bbb e st eb e bbbt eneas 39
8.1 Efecto directo hepético del extracto de L. tridentata ..........cccccvevieieiieiiic e 39

8.1.1 Perfusiones preliminares y efecto del Vehiculo ..........cccccvoveeiiiiiicieee 39
8.1.2. Efecto colestatico del extracto de L. tridentata y el NDGA .......c.cccovvvvvicveceeiee 40

8.2. Efecto sobre la secrecion biliar del extracto de L. tridentata y de NDGA en higados
perfundidos de hamsteres alimentados con dieta litOgaNICa .........ccocevvivcieie i, 41
8.2.1 Efecto sobre el flujo biliar .......coovieiee e 41
8.2.2 Efecto sobre la composicion de lipidos biliares ..........cccocevvviviiievieie s 42
8.2.3 Efecto sobre el perfil de 4cidos biliares ..o 43
8.3. Efecto del té de L. tridentata sobre la secrecion biliar de animales alimentados con dieta litogénica ...... 44
8.4 Efecto sobre la cantidad y el perfil de &cidos biliares fecales ..........cccccovviieieiiiiiiciicie s, 45
W EHTE DISCUSION .ttt bbb bR bbb e st b e bt e bt b e e bbbt e e st et ne s 47
IX CONCIUSIONES ..ttt b bbb b b e Rt bbb e bt bt s b bt e bt bt bbb 53
DG 11 o1 IToTo = i - SRS PRSP 54



I. RESUMEN

La Larrea tridentata (Sesse & Moc. ex DC.) Coville es una planta medicinal mexicana
empleada para el tratamiento de calculos biliares, diabetes, esterilidad y como antiséptico, entre otros. El
principal metabolito secundario de la planta es el acido nordehidroguaiarético (NDGA), el cual es un
reconocido antioxidante e inhibidor de la 5 lipoxigenasa. En estudios anteriores se demostré que el
extracto etanolico de L. tridentata previene la colelitiasis de colesterol y pigmentaria en el hdmster. Sin
embargo, también se ha publicado sobre los efectos hepatotdxicos en humanos debidos al consumo
crénico de L. tridentata y efectos nocivos del NDGA. En el presente trabajo se establecid el efecto del
extracto etandlico de L. tridentata y del NDGA sobre el flujo y la composicion biliar, empleando como
modelo experimental el higado prefundido de hdmster. Se encontré que ambos compuestos producen un
efecto colestéatico (disminucion del flujo de bilis), estableciéndose concentraciones efectivas 50 (ECs) de
34 mg dL-* y 28 mg dL-' (926puM) para el extracto de L. tridentata y el NDGA, respectivamente.
Empleando dosis por debajo de la ECso (10 mg dL™) se estudi6 el efecto de la administracion del extracto
de L. tridentata y de NDGA sobre la composicion biliar del higado perfundido de hamsteres alimentados
con dieta comercial para roedores (Purina) y con dieta inductora de calculos biliares de colesterol (dieta
litogénica). Sdlo en los higados de animales alimentados con dieta litogénica se encontrd una reduccion
significativa en la concentracion de colesterol biliar al perfundirlos tanto con extracto de L. tridentata
como con NDGA. En estos higados el extracto de L. tridentata también produjo un incremento
significativo en los &cidos biliares totales, y en el perfil de acidos biliares se incrementd el éacido
quenodesoxicolico y disminuy6 el desoxicdlico. Este Gltimo se ha asociado con una mayor secrecion
biliar de colesterol y a litiasis en humanos y modelos animales.

Por otra parte, debido al conocido efecto antibiotico de L tridentata, lo cual puede modificar la
microbiota intestinal y reducir asi la produccion de &cidos biliares secundarios, se analizaron los acidos
biliares fecales de hamsteres alimentados con dieta litogénica a los que se les suministrd L. tridentata en
forma de extracto etanélico adicionado a la dieta (al 0.125%) y en forma de té (15 g L") ad libitum en vez
de agua. Se encontrd una tendencia a la reduccion en la formacion de éacidos biliares secundarios con
ambas formas de suministrar L. tridentata, aunque no alcanzaron a ser significativas. El grupo con
extracto etandlico y el que recibi6 té presentaron un menor porcentaje de litiasis biliar, menor
concentracién y porcentaje molar de colesterol biliar, y un mayor tamafio del ciego intestinal, que los
alimentados s6lo con la dieta litogénica.

La integracion de los resultados muestra que tanto el extracto de L. tridentata como el NDGA a
dosis por debajo de la ECs, favorecen una menor litogenicidad de la bilis al reducir el porcentaje molar de
colesterol y modificar el perfil de &cidos biliares. Estos efectos benéficos ocurren a través de mecanismos
tanto a nivel hepatico como intestinal. Ambos compuestos podrian ser empleados en el tratamiento de la
colelitiasis, manteniendo cuidado en las dosis empleadas debido a la hepatotoxicidad que pueden llegar a
producir.



1.1 ABSTRACT

Larrea tridentata (Sesse and Moc. ex DC.) Coville is a Mexican medicinal plant used in the
treatment of gallstones, diabetes, sterility and as antiseptic, among other uses. The main secondary
metabolite of the plant is nordihydroguaiaretic acid (NDGA), which is a recognized antioxidant and a 5-
lipoxygenase inhibitor. Previous studies demonstrated that the ethanolic extract of L. tridentata prevents
cholesterol and pigment gallstones in the hamster. However, hepatotoxic effects in humans due to chronic
consumption of L. tridentata and noxious effects of NDGA have also been reported. In the present work
the effect of the ethanolic extract of L. tridentata and NDGA on the bile flow and composition were
established using the experimental model of the perfused hamster liver. It was found that both compounds
produced a cholestatic effect (reduction of bile flow). Effective concentrations 50 (ECs) of 34 mg dL-*
and 28 mg dL-" (926uM) for the extract of L. tridentata and NDGA, respectively, were established. Using
doses below the ECs, (10 mg dL™), the effect of the extract of L. tridentata and NDGA on bile
composition of perfused livers from hamsters fed commercial rodent chow (Purina) and a cholesterol
gallstones inducing diet (lithogenic diet) were studied. A significant reduction of biliary cholesterol was
found in the livers from animals fed lithogenic diet when perfused with the extract of L. tridentata and
NDGA. In these livers the extract of L. tridentata also produced a significant increase in total bile acids,
and the bile acid profile showed a significant increase in chenodeoxycholic acid and a decrease of
deoxycholic acid. The latter has been associated with a higher secretion of cholesterol and gallstones in
humans and animal models.

On the other hand, due to the well know antibiotic effect of L tridentata, that can modify the
intestinal microbiota and so reduced the production of secondary bile acids, faecal bile acids from
hamsters fed a lithogenic diet added with L tridentata extract at 0.125%, or as infusion (15 g L™) ad
libitum instead of water were analyzed. A tendency towards the reduction of secondary bile acid
formation was found with both forms of L tridentata administration, although it did not reach statistical
significance. The group with the ethanolic extract and the infusion exhibited a lower percentage of
gallstones, a lower concentration and molar percentage of biliary cholesterol, and a bigger intestinal
caecum, than those fed only the lithogenic diet.

Taken together these results show that both the L. tridentata extract as well as the NDGA at doses
below the ECs, favor a lower lithogenicity of bile by reducing cholesterol molar percent and modifying
the bile acid profile. These beneficial effects occur through both hepatic and intestinal mechanisms. Both
compounds could be used in the treatment of cholelithiasis, taking care in the used doses, due to the

hepatotoxicity that they can produce.



Abreviaturas

30HSD 3 alfa dehidrogenasa hidroxi esteroide

ACAT Colesterol aciltransferasa acil CoA

BSEP Bomba exportadora de sales biliars

DSHEA Acta de educacidn y suplementos dietéticos para la salud
ECs Concentracion efectiva 50

FDA Administracién de drogas y alimentos

HDL Lipoproteina de alta densidad

HMG-CoA Hidroxi metil glutaril CoA

K-H Krebs-Henseleit

LDL Lipoproteina de baja densidad

MDR Proteina de multi resistencia a drogas

NCTP Transportador de taurocolato dependiente de sodio
NDGA Acido nordehidroguaiarético

OATPs Proteina transportadora de aniones organicos
OCTs Transportador de cationes organicos

TLC Cromatografia de capa fina




I. INTRODUCCION

Los productos naturales, sus derivados y analogos, representan aproximadamente el 50% de
medicamentos de uso clinico; de éstos el 25% corresponden a plantas superiores, entre las que se encuentran
especies conocidas como Discorea mexicana (diosgenina), Ephedra equisetina (ephedrina), Atropa belladona
(atropina), entre otras. Se sabe que sdlo del 5 al 15% de las 250,000 especies vegetales han sido evaluadas
para determinar sus compuestos biologicamente activos (Verporte et al, 2000). Como parte de los esfuerzos
por identificar productos naturales con actividad bioldgica potencialmente Gtil en la clinica se ha estudiado a
la planta L. tridentata, cominmente llamada Gobernadora. El principal producto extraido de esta planta es el
potente antioxidante acido nordehidroguaiarético (NDGA por sus siglas en inglés), el cual forma entre 5-10%
del peso seco de las hojas (Hyder et al, 2002). Desde hace tiempo se conoce a L. tridentata por poseer
propiedades curativas contra diversas enfermedades, entre las cuales se incluyen, los célculos biliares y
renales (Diaz, 1976). En otros estudios también se ha reportado que un extracto etandlico de las hojas de L.
tridentata presenta actividad antimicrobial (Mabry et al, 1979a; Argueta, 1994; Verastegui et al, 1996). Del
mismo modo, el NDGA ha mostrado efectos similares (Calzado-Flores et al, 1995).

La incidencia de colelitiasis es un problema de salud en México, ya que se ha reportado una
prevalencia de 14.1% en la poblacion, siendo mas frecuente en el sexo femenino (19.7%) que en el masculino
(5.8%) (Gonzéles et al, 1997). Actualmente existen grandes progresos en el area de la investigacion
biomédica acerca de la fisiologia y el tratamiento de la colelitiasis, sin embargo, aun falta mas por estudiar
sobre los mecanismos que lo generan. Respecto a su tratamiento existen varios métodos, que son
generalmente invasivos, ademéas de costosos.

En estudios previos se encontré que un extracto de L. tridentata previene la colelitiasis pigmentaria
(Cardenas y Arteaga, 1999) y la de colesterol en el hamster (Arteaga y Cardenas, 1995; Arteaga et al, 1997).
En esta Gltima en la que se administré L. tridentata de forma cronica, la prevencién se asocia con una
reduccion del porcentaje molar de colesterol biliar, y con cambios en la composicion de acidos biliares en la
bilis. L. tridentata produce un aumento en la bilis de &cido quenodesoxicélico, el cual se emplea para disolver
calculos y disminuir la saturacion de colesterol de la bilis en humanos.

El cambio en el perfil de &cidos biliares puede deberse a un efecto directo sobre el higado, quizas
por una diferente secrecién de acidos biliares en cada zona del lobulillo hepéatico, como resultado de un
efecto colestatico o hepatotoxico de L. tridentata que afecte preferentemente a la zona periportal, donde
primero llega y es principalmente absorbida (Baumgartner, 1995).

Por los antecedentes sobre la prevencion por L. tridentata de la colelitiasis de colesterol, de su
efecto colestatico sobre duplas de hepatocitos (Céardenas et al, 2000) y su hepatotoxicidad, asi como de su
accion antibiotica a nivel intestinal, en el presente estudio se establecieron las dosis tdxicas efectivas,

representando efecto colestatico, para posteriormente estudiar si dosis por debajo de la Concentracion



Efectiva 50 (ECsy) modifican la composicion de la bilis, haciéndola menos litogénica, mediante la
perfusidn hepética, para establecer si existe una diferencia entre los niveles preventivo y téxico de L.
tridentata. De lo anterior depende el posible uso terapéutico de esta planta en la colelitiasis, puesto que
existen publicaciones que sefialan la toxicidad hepética de L. tridentata en humanos cuando se utiliza en
exceso (Brent, 1999).

Inicialmente se estudio la accion colestatica del extracto etanolico de L tridentata y de su principal
metabolito secundario, el NDGA, para establecer sus ECs,. Posteriormente se estudié el efecto del
extracto etanolico de L tridentata y del NDGA, a niveles por debajo de su ECsp, sobre la alteracion de la
composicion de la bilis y el patron de acidos biliares en el higado perfundido de hamsters que
previamente recibieron dieta litogénica. Lo anterior con el fin de encontrar modificaciones que se puedan
relacionar con la prevencidn de la litiasis de colesterol.

Por otra parte, puesto que la secrecién biliar es fuertemente afectada por lo que ocurre a nivel
intestinal y por la circulacién enterohepética, se analizo el perfil de acidos biliares fecales. Debido al
efecto antibidtico publicado del extracto etandlico de L. tridentata (Zamora y Mora, 1985; Verastegui et
al, 1996) puede esperarse una modificacion de la microbiota intestinal y por consiguiente una reduccion
en la formacion de &cidos biliares secundarios. Particularmente un &cido biliar secundario esta relacionado
con la litiasis, el desoxicolato, que es producido por bacterias en el intestino, por deshidroxilacion del
colato y es reabsorbido para volver al higado, donde es secretado a la bilis nuevamente y estimula una
mayor secrecion de colesterol debido a su alta hidrofobicidad (Kullak-Ublick et al, 2000).

El presente trabajo es una contribucion en las investigaciones relacionadas con la patofisiologia y el
tratamiento de la litiasis biliar. EI uso de plantas medicinales es sin duda una opcién menos usual dentro
del area médico-quirdrgica, pero justamente sugiere otra alternativa de estudio, pese al gran debate que
existe, no solo en esta enfermedad, respecto a la utilizacion de plantas medicinales en la terapéutica. De
este modo se indaga de manera diferente sobre los conocimientos de la medicina tradicional tan
importante en nuestro pais, lo cual puede enriguecer nuestros puntos de vista sobre la investigacién
biomédica, puesto que ésta no deberia concebirse aislada del contexto biolégico y cultural, sino
aprovechar los recursos naturales y las capacidades cientificas y tecnoldgicas para asignarlas a las
necesidades y problemas que enfrenta la sociedad.

La presentacion de este trabajo esta organizada de la siguiente manera, inicialmente se tratan los
principales aspectos de la biologia y farmacologia de la planta y su principal metabolito. Posteriormente se
hace mencién de algunos aspectos de la fisiologia hepatica asi como la etiologia e importancia de la colestasis
y colelitiasis. Después se presenta la seccion experimental que incluye la metodologia para las diferentes
partes del estudio, los resultados obtenidos, la discusién de los mismos y las conclusiones. Los resultados

obtenidos sefialan que la L. tridentata podria ser una buena opcion para el tratamiento de los calculos biliares



de colesterol. Sin embargo, debido a su efecto colestatico, las dosis empleadas deberan ser finamente
ajustadas, para evitar la toxicidad de la planta.

Se requieren mas estudios con el objetivo de obtener un compuesto mas eficiente y seguro para el
tratamiento de la colelitiasis, por su condicién natural seria de bajo costo, dando una mayor utilidad a esta
abundante planta de México.

Este trabajo esta como todos susceptible a la critica, a ampliarse y enriquecerse con nuevas
aportaciones teéricas y practicas que permitan continuar con el proceso de investigacién a fin de obtener
resultados mas fecundos para la biologia experimental y la medicina conjuntamente. Este trabajo se realizé en
el Laboratorio de Biologia Animal Experimental de la Facultad de Ciencias, UNAM, bajo la direccién del Dr.
René Cérdenas Vazquez, y se presentd en forma parcial en el Congreso Nacional de Gastroenterologia
(Arteaga et al, 2003) y en el 49th Annual Meeting of the Western Pharmacology Society y Congreso

Nacional de Farmacologia (Arteaga et al, 2006).

Las publicaciones derivadas de esta investigacion son las siguientes:
Arteaga S, Andrade A, Cérdenas R. 2005. Larrea tridentata (Creosote bush), an abundant plant of Mexican
and US-American deserts and its metabolite nordihydroguaiaretic acid. Journal of Ethnopharmacology 98,
231-239.
Arteaga S, Carmona A, Luis J, Andrade A, Cardenas, R. 2005. Effect of Larrea tridentata (Creosote bush) in

cholesterol gallstones and bile secretion in hamsters. Journal of Pharmacy and Pharmacology 57, 1093-1099.



11 ANTECEDENTES
3.1 Larrea tridentata (Gobernadora)

3.1.1 Biologia

Larrea tridentata (Sesse & Moc. ex DC) Coville, es un arbusto muy ramificado y nudoso de 1 a 3
m, incluso 4 m de altura. Las hojas opuestas y brillantes son dos lunas asimétricas de aproximadamente 1
cm de largo y tienen una delgada cubierta de resina, secretada por la epidermis glandular de las estipulas
localizadas en los nudos. Las ramas son lefiosas, nudosas e inermes. Las flores solitarias sostenidas en un
eje, son completas con cinco pétalos amarillos. El fruto en forma de capsula redondeada, esta cubierta con
una densa concentracion de pelos blancos (De la Cerda, 1967; Nellesen, 1997). La planta desprende un
penetrante olor y tiene sabor amargo. Esta es perenne, reteniendo la mayoria de sus hojas a través de la

sequia y bajas temperaturas dentro de su rango de distribucion, sin sufrir dafios irreparables Figura 1.

Figura 1. Larrea tridentata
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La familia Zygophyllaceae, a la cual pertenece L. tridentata, es una familia de méas de treinta
géneros y mas o menos 250 especies (Jones, 1987). En el cuadro 1, se presenta la clasificacion de la

planta.

Cuadro 1. Clasificacion de L. tridentata

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia Zygophyllaceae
Género Larrea

Especie tridentata Cav.

De acuerdo a Cronquist, 1987; Jones, 1987.

L. tridentata no es comestible para el ganado y ni para los animales silvestres, ya que es

usualmente tdxica, causando algunas veces la muerte (Gay y Dwyer, 1998).

Se distribuye ampliamente en areas desérticas del norte de México, abarcando los estados de San
Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Coahuila, Chihuahua, Sonora, Baja California Norte y Sur, asociada a
bosque tropical caducifolio y matorral xeréfilo (Garcia, et al, 1961). También se distribuye en el sureste
de los Estados Unidos en Arizona, California, Nevada, Texas y Nuevo México (Rzedowsky y Huerta,
1994). Especies similares se han encontrado en zonas aridas de Sudamérica, principalmente en Argentina
y Bolivia. Se ha establecido que la planta es de origen sudamericano con una disyuncion en su
distribucion (Lia et al, 2001). Su dominancia se ha incrementado a 19 millones de hectareas de tierras
previamente consideradas como pastizales desérticos en respuesta a disturbios como el pastoreo
(Whitford et al, 2001).

3.1.2 Etnoboténica

L. tridentata se ha empleado en medicina tradicional para tratar mas de 50 enfermedades, por
lo que la planta y su principal metabolito son etnobotanicamente importantes (Arteaga et al, 2005a).
Histéricamente se han usado los extractos acuosos de L. tridentata por curanderos nativos de sureste de
Norteamérica y es cominmente conocido como “té chaparral”. En México, los usos mas comunes de la
planta son extractos acuosos o alcohdlicos de hojas y talluelos en problemas de origen ginecoldgico y la
disolucion de célculos renales y biliares (Martinez, 1969; Diaz, 1976; Arteaga et al, 2005b). La planta se
usa en una variedad de formas, las hojas se emplean en infusiones, se consumen en capsulas y la

maceracion en alcohol es de uso topico.

Extractos de L. tridentata se han empleado externamente como antiséptico (Mabry et al, 1979b;

Argueta, 1994; Lara y Marquez, 1996), como auxiliar en desérdenes cutaneos (Sheikh et al, 1997). Se le
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atribuyen propiedades antimicéticas (Mabry et al, 1979a; Barragan et al, 1994; Brent, 1999), contra
especies de Aspergillus, Penicillium Fusarium (Tequida et al, 2002) y propiedades antivirales. Se ha
mencionado como antiamebiano a bajas dosis (Brent, 1999) y como antiparasitario contra helmintos
(Mabry et al, 1979a). Un extracto alcohdlico de las hojas mostr6 actividad antimicrobial contra
microorganismos gram positivos como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Streptococcus faecalis,
ademas de mohos y levaduras y también contra Shigella dysenteriae (Verastegui et al, 1996). Asimismo,
los extractos etanolicos y cloroformicos de L. tridentata mostraron una marcada inhibicion sobre el
crecimiento de Entamoeba hystolitica y E. invadens in vitro, éstos resultados sugieren que la polaridad de
la molécula del NDGA vy la formacion de ortoquinona esta involucrada en su actividad antibidtica
(Segura, 1978; Calzado-Flores et al, 1995). Se ha reportado también la actividad antiinflamatoria de L.
tridentata y NDGA (Mabry et al, 1979b; Argueta, 1994; Lara y Marquez, 1996) posiblemente debida a su
capacidad de inhibir a la enzima lipoxigenasa in vitro (Bokoch y Reed, 1981; Safayhi et al, 1992). Otra
variedad de enfermedades gastrointestinales se han tratado con L. tridentata como dolor estomacal e
intestinal y diarrea (Argueta, 1994; Sheikh et al, 1997).

Por otro lado, L. tridentata se ha introducido como suplemento dietético debido a su actividad
antioxidante; sin embargo, han surgido reportes de hepatitis tdxica en algunos consumidores crénicos,
presentando dafio hepatocelular, inflamacion peritoneal y necrosis. Ha sido también asociada con
colangitis, dafio a la funcion sintética y falla hepatica fulminante (Brent, 1999), ademéas de un caso de

enfermedad quistica renal (Smith, 1994), por lo que su uso debe ser muy cuidadoso.

3.1. 3 Fitoquimica

L. tridentata es una fuente notable de productos naturales con aproximadamente 50% de peso
seco de las hojas de éste género como material extractable. La resina que cubre las hojas contiene 19
flavonas aglicoides y diversos lignanos, incluyendo el acido nordehidroguaiarético (NDGA por sus siglas
en inglés) (Konno et al, 1990). Se han aislado algunos flavonoides glicosilados, sapogeninas, aceites
esenciales, alcaloides halogénicos (Argueta, 1994) y ceras (Romo de Vivar, 1985). L. tridentata contiene
cerca del 0.1% de aceites volatiles. Dentro de la fraccion volatil, han sido identificados 67 compuestos,
constituyendo mas del 90% de los aceites conocidos de la planta. El 10% restante es una mezcla de mas
de 300 constituyentes, principalmente monoterpenos y sesquiterpenos aromaticos (Mabry y Bohnstedt,
1981; Xue et al, 1988). Son predominantes productos de los acidos mevaldnico, shikimico y de las vias de
acidos grasos. Aparte de un gran nimero de sustancias, las vinil y metil cetonas contribuyen
significativamente al olor caracteristico de L. tridentata. Se han identificado también el campesterol,
stigmasterol y sitosterol, asi como saponinas del tipo ursélico Cso, que representan menos del 1% del peso
seco de esta especie (Mabry y Bohnstedt, 1981). Algunos alcaloides se han extraido de la corteza y raiz,
pero no de las hojas y flores (Lara y Marquez, 1996). Tres nuevos lignanos y seis flavonoides, ademas de

cuatro lignanos ya conocidos fueron aislados de la planta (Abou-Gazar et al, 2004). Los epoxilignanos
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mostraron una fuerte actividad antioxidante. Por otro lado, los flavonoides funcionan como agentes
antimicrobianos y la protegen contra los herbivoros, radiacion UV y pérdida de agua (Mabry y Bohnstedt,
1981).

3.1.3.1 Efectos farmacoldgicos reportados

Se ha reportado que la adicion del extracto hidroalcohdlico de L. tridentata previene la formacion
de célculos pigmentarios en hamsters (Granados y Cardenas, 1994), y que el extracto etandlico previene
la colelitiasis de colesterol, reduciendo el porcentaje molar de colesterol (Arteaga et al, 1997).

Los extractos de L. tridentata se han empleado en el tratamiento de la diabetes tipo Il
(Winkelman, 1989). En un estudio se reportd que el masoprocol (NDGA puro aislado de la planta),
reduce significativamente la glucosa y triglicéridos plasmaticos en ratas tratadas con estreptozotocina, al
incrementar la disposicion de glucosa y disminuir la lipdlisis (Luo et al, 1998; Reed et al, 1999). También
disminuyo la secrecién de triglicéridos y el contenido hepatico de éstos, en ratas con hipertrigliceridemia
asociado con resistencia a insulina e hiperinsulinemia inducida con fructuosa (Scribner et al, 2000).

Por otra parte, en diversos padecimientos, tales como envejecimiento, enfermedades cardiacas,
cancer, Alzheimer, enfermedades autoinmunes, inflamatorias (artritis reumatoide, lupus, diabetes), SIDA,
sindromes respiratorios, etc., las especies reactivas de oxigeno tienen un papel causal (Frei, 1994). L.
tridentata ha sido tradicionalmente usada en algunos de esos desérdenes (Arteaga et al, 2005a) y quizas
su actividad antioxidante a través de NDGA vy otros lignanos podrian ser responsables de este beneficio
terapéutico.

A pesar del uso tradicional y varios estudios experimentales, los efectos benéficos en la mayoria
de estos tratamientos no ha sido demostrada empleando modelos farmacol6gicos apropiados in vivo e in
vitro, ni en estudios clinicos para confirmar esos resultados. Sin embargo, dos propiedades de L.
tridentata y NDGA, las actividades antibidtica y antiinflamatoria, parecen ser relevantes en su utilidad
(Rivero-Cruz et al, 2005; Verastegui et al, 1996; Das, et al, 2001; Kwon et al, 2005).

3.1.3.2 Efectos téxicos

Algunos productos de L. tridentata, se han comercializado, principalmente en forma de tabletas y
capsulas que contienen hojas y tallos pulverizados como suplementos dietéticos, debido a sus propiedades
antioxidantes; sin embargo, el abuso de esos productos genera dafio hepatico (Stickel et al, 2000). Se han
reportado varios casos de hepatitis asociados al uso de la planta entre 1992 y 1994 (Obermeyer et al,
1995). Otro reporte mostr6 evidencia de hepatotoxicidad en 13 de 18 pacientes. El dafio hepético fue
caracterizado como toxicidad o hepatitis colestatica inducida por drogas, ictericia y un incremento en los
valores séricos de enzimas hepaticas; en cuatro individuos la progresion llegé a cirrosis y dos mas a falla
hepética fulminante, que requirié transplante (Sheik et al, 1997). En otro caso, un paciente desarrollo
sintomas después de tomar tabletas de L. tridentata, 160mg/dia durante dos meses, mostrando colestasis

severa y dafio hepatocelular; los niveles de enzimas hepéticas en suero fueron elevados y los ductos
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biliares se encontraron muy reducidos (Alderman et al, 1994). Otro paciente desarroll6 hepatitis después
de consumir dos a tres meses las hojas diariamente, de la cual se recupero al cesar el consumo (Batchelor
et al, 1995). Se report6 otro estudio atribuyendo falla hepética y renal al consumo prologado de capsulas
0 tabletas de L. tridentata (Gordon et al, 1995). Seis pacientes mas exhibieron evidencia clinica,
bioguimica e histologica de hepatitis severa después de tomar remedios herbales, entre ellos, el té
chaparral. Los sintomas fueron ictericia, fatiga, prurito y altos niveles de enzimas hepaticas, indicando
dafio hepatocelular, en todas las biopsias se encontro hepatitis portal y lobular (Whiting et al, 2002. En un
reporte de un caso, una mujer de 56 afios presentd quistes en el rifion, luego de consumir de tres a cuatro
tazas de té de L. tridentata diariamente durante tres meses (Smith, 1994). L. tridentata también se ha
reportado como un agente que produce dafio a los ductos biliares, observado en colestasis inducida por
farmacos (Chitturi y Farrel, 2000).

Algunos mecanismos sefialados de las causas del dafio provocado por L. tridentata incluyen
inhibicién de ciclooxigenasa o del citocromo P450 o un mecanismo inmune. L. tridentata contiene una
mezcla de flavonoides, aminodacidos, lignanos, aceites volatiles y otras sustancias. EI componente
especifico no es conocido, pero el dafio colestatico podria ser consistente con el efecto de un compuesto
similar al estrogeno. Estrictamente hablando, L. tridentata no esta clasificada como un fitoestrégeno, sin
embargo, los lignanos tienen una estructura similar y éstos han sido asociados con efectos colestaticos
(Cghitturi y Farrel, 2000). No obstante, se ha publicado un estudio sobre la seguridad del tratamiento con
L. tridentata a bajas concentraciones (Heron y Yarnell, 2001), en el cual, ninguno de los sujetos que
utilizaron la planta hasta por 22 meses, ya fuera por via oral o por aplicaciones topicas, mostro signos o
sintomas de hepatotoxicidad. Al parecer es preferible evitar el uso de capsulas de L. tridentata, ya que
han sido asociadas con peligrosas sobredosis.

3.2 Acido Nordehidroguaiarético (NDGA)

En términos de sus productos naturales, L. tridentata es mas conocida por la gran cantidad del
lignano acido nordehidroguaiarético (NDGA), ambos son altamente solubles en etanol Figura 2. El
NDGA quimicamente es el lignano 2,3-dimetil-1,4-bis(3,4-dihidroxifenil)butano, sintetizado a través de
toda la planta y depositado en la superficie de las hojas (Lara y Marquez, 1996). Este es un potente
antioxidante (Floriano-Sanchez et al, 2006) que constituye entre el 5y 10% del peso seco de las hojas; de
todos los fenoles de la resina el 80% corresponden a NDGA, distribuidos en altas concentraciones en
hojas (38.3 mg/g) y ramas verdes (32.5 mg/g; Hyder et al, 2002). Biol6gicamente el NDGA y otros
fenoles de la superficie de las hojas actan como repelentes de herbivoros (Mabry y Bohnstedt, 1981).
Debido a las numerosas actividades farmacoldgicas de NDGA, Gezginzi y Timmermann (2001)

desarrollaron un método versatil para su sintesis y la obtencion de una variedad de derivados.
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Figura 2. Acido Nordehidroguaiarético

3.2.1 Efectos farmacolégicos

En estudios experimentales con NDGA se ha informado que éste es convertido por la microbiota
intestinal a compuestos estrogénicos que presentan actividad in vitro e in vivo (Fujimoto et al, 2004). La
administracion de NDGA a ratas redujo la tasa de ovulacion y los niveles de prostaglandinas y
leucotrienos de manera reversible (Mikuni et al, 1998). Se ha informado que NDGA y L.tridentata
produjeron efecto antitumoral en un modelo de cancer intestinal en ratas (Birkenfeld et al, 1987) y que a
dosis de 2 mg/dia por una semana, inhibe la toxicidad hepética y renal promovida por nitrilotriacetato
férrico en raton (Ansar et al, 1999). Por otro lado, es inhibidor del transporte vesicular intracelular a
concentraciones entre 50-100 uM (Drecktrah et al, 1998) e interrumpe la via endocitica en células
dendriticas humanas (Ramoner et al, 1998). El reciclamiento protéico entre reticulo endoplasmico y Golgi
es bloqueado reversiblemente por NDGA a concentraciones de 30 pM, disgregando el aparato de Golgi;
sin embargo, una dosis de 100 uM inhibe la sintesis de proteinas y altera irreversiblemente al aparato de
Golgi (Fujiwara et al, 1998). Por otra parte, NDGA incrementa también el Ca®* intracelular de manera
dependiente de la concentracion (10-100 uM), ésta accion es modulada por la fosfolipasa A, (Jan y Tseng,
2000).

El NDGA es un reconocido inhibidor de la 5 lipoxigenasa, enzima involucrada en la sintesis de
leucotrienos desde acido araquiddnico. Este Gltimo provocé neurotoxicidad en neuronas corticales en
cultivo, lo cual fue prevenido con la adicion de NDGA (Kwon et al, 2005). En un estudio sobre el papel
de leucotrienos en enfermedades respiratorias y defensa antimicrobial se encontré una sobreproduccion
de leucotrienos, células inmuno efectoras e inflamacion que fueron disminuidas por el NDGA, asi como
la inhibicion del crecimiento de células tumorales de pulmén (Peters-Golden, 2001) y recientemente se ha
comprobado su actividad como antituberculoso (CIM 50pug mL™, Rivero-Cruz et al, 2005). Como
inhibidor de la 5 lipooxigenasa, podria ser empleado en el tratamiento del sindrome de Sjogren-Larsson,
un severo desorden neurocutaneo debido a la deficiencia de la deshidrogenasa de aldehido graso

involucrada en la degradacion de leucotrieno B4 (Willemsen, 2000). También existen lignanos derivados
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de L. tridentata que muestran actividad anti-VIH, como el tetrametil o-NDGA (ICsy = 43.5 pM; Gnabre
et al, 1996; Hwu et al, 1998). Se ha informado la inhibicién por NDGA de la replicacion del virus del
herpes simple (Chen, et al, 1998) y la del virus del papilloma humano (Craigo, et al, 2000) y ha mostrado
actividad contra Salmonella, Penicillium, Mpyri-forms, S. cerevisiae y mohos (Oliveto, 1972). La
invasion por Escherichia coli en células endoteliales microvasculares de cerebro fue inhibida por NDGA
(ICso ~10uM) via fosfolipasa A, al interferir con los precursores de la inflamacion (Das et al, 2001). Dada
su similaridad al acido araquiddénico parece actuar como un falso sustrato para lipoxigenasas y
ciclooxigenasas de &cido graso, previniendo asi la formacién de mediadores de la inflamacion (Brent,
1999).

3.2.2 Efectos toxicos

La extraccion, cristalizacion y uso como antioxidante de alimentos del NDGA proveniente de la
planta fue aprobada por la Meat Inspection Division of the US War Food Administration en 1943. Sin
embargo, en 1970 prohibio6 su uso la Food and Drug Administration (FDA) (Timmermann, 1981; FDA,
2006). La FDA prohibi6 el uso del NDGA como aditivo de alimentos en los 70’s al mostrar su efecto
inhibidor sobre varias enzimas hepaticas: peroxidasa, catalasa y alcohol deshidrogenasa, asi como
NADH-deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa (Timmermann, 1981). Se ha reportado también
inhibicién de fosfolipasa A, (Jacobson y Schrier, 1993), citocromo P-450 (Agarwal et al, 1991),

carboxilesterasas (Satoh y Hosokawa, 1998) lipoxigenasa y ciclooxigenasa (Safayhi et al, 1992).

3.2.3 Metabolismo hepético de L. tridentata y NDGA

La mayoria de las drogas y xenobidticos son lipofilicos convirtiéndose hidrofilicos por procesos
bioguimicos en el hepatocito, hasta excretarse por la orina o la bilis. Esta transformacion hepatica
involucra vias oxidativas mediante el sistema enzimatico P450, posteriormente conjugacion a
glucurédnido, sulfato o glutation. EI producto hidrofilico se exporta hacia el plasma o bilis por proteinas
transportadoras de la membrana del hepatocito para su subsecuente excrecion renal o gastrointestinal
(Lee, 2003).

Acerca del metabolismo hepatico de los componentes de L. tridentata se ha reportado que la
inyeccion intravenosa de 50mg/kg de NDGA en ratones alcanz6 una concentracion plasmatica de
14.7mg/ml, con una vida media de 135 min y una eliminacion (clearance) de 201.9 ml/min/kg (Lambert
et al, 2001). La rapida eliminacion indica que ésta puede ser por mecanismos no renales. Se han
identificado mono y diglucurénidos de NDGA en bilis de ratones inyectados intraperitonealmente con
120mg/kg de NDGA (Lambert et al, 2002). En este Gltimo estudio se estableci6 una LDsy de 75mg/kg, asi
como un incremento de alanina amino transferasa con 50 mg/kg de NDGA.

Del mismo modo, ratas del desierto alimentadas con comprimidos de alfalfa y una alto contenido

de resina de Larrea, mostraron un incremento de conjugados con glucurénido y sulfatos. Al parecer estas
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ratas del desierto de Mojave toleran mucho la resina debido a su gran capacidad para excretar glucuronido
(Mangione et al, 2001).

Por otra parte se sabe que los lignanos son metabolizados a enterodiol y enterolactona por la
microbiota intestinal, estos deben ser hidrolizados por enzimas intestinales o por la microflora col6nica
antes de que sean absorbidos. El proceso incluye metilacion, sulfatacién y glucuronidacion, lo que facilita

su eliminacion biliar y urinaria (Manach, et al 2004).

3. 3 El Higado: aspectos anatomicos y fisioldgicos

Las funciones basicas del higado se pueden dividir en: 1) sus funciones vasculares para almacén y
filtrado de la sangre; 2) sus funciones metabodlicas que tienen que ver con la mayor parte de los sistemas
metabolicos del organismo; y 3) sus funciones secretoras y excretoras responsables de formar la bilis que
fluye a través de los conductos biliares al tubo digestivo. El higado es el 6rgano mas grande en el cuerpo
humano, normalmente pesa entre 1.2 a 1.5Kg. Una division visual divide al higado en un l6bulo derecho,
gue es mayor que el izquierdo por medio del ligamento falciforme, el cual lo conecta al diafragma y a la
pared abdominal anterior. Sin embargo, funcionalmente, el higado estd dividido de acuerdo a sus
principales canales vasculares y biliares. El higado tiene un doble aporte sanguineo, la arteria hepaética,
que trae sangre arterial bien oxigenada al higado, la segunda fuente es la vena porta, la cual trae sangre
venosa pobre en oxigeno pero rica en nutrientes, provenientes del intestino y del bazo, contribuyendo con
el 70 al 80% del flujo sanguineo. La vena porta, la arteria hepéatica y el ducto biliar comin o colédoco
ascienden al hilum del higado donde cada una se bifurca hacia los l6bulos derecho e izquierdo y penetra
progresivamente el parénquima hepatico hasta alcanzar las triadas portales, en la periféria de los lobulillos
hepaticos, en donde la sangre se vierte hacia los sinusoides en canales endoteliales que corren radialmente
desde la vena central. En los sinusoides la sangre fluye centralmente hacia las vena central, mientras que
la bilis secretada por los hepatocitos fluye en el canaliculo en el sentido opuesto, virtiéndose via el ducto
de Hering hacia el ducto biliar interlobular en la triada portal. Figura 3. Las placas de hepatocitos de 1 a
2 células de grosor en los sinusoides estan arregladas radialmente alrededor de una vénula hepatica
central. En la periferia de los Iébulillos hay mdltiples triadas portales, cada una contiene una vénula
portal, una arteriola hepatica y 1 a 2 ductos biliares intralobulares. La bilis es secretada por los
hepatocitos a una red anastomosada de canaliculos biliares, drenando entonces periféricamente hacia los
ductulos al margen de las triadas portales y de ahi hacia los ductos biliares interlobulares (Milner-
Fenwick, 1989).
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Figura 3. Anatomia de un I6bulo hepatico tradicional, radialmente arreglado
alrededor de la vénula hepética central con triadas portales hacia la periferia.

La unidad funcional bésica del higado es el lobulillo hepatico, que es una estructura cilindrica de
varios mm de longitud y de 0.8 a 2mm de didmetro. El higado humano contiene 50 000 a 100 000
lobulillos. EI lobulillo hepético se construye alrededor de una vena central, que se vacia en las venas
hepéticas y después en la vena cava. El propio lobulillo estd compuesto principalmente de muchas placas
celulares hepaticas que irradian de forma centrifuga desde la vena central. El flujo sanguineo a través del
higado, es aproximadamente de 1100ml de sangre que fluyen desde la vena porta a los sinusoides
hepaticos cada minuto. Ademas, aproximadamente unos 350ml adicionales fluyen a los sinusoides desde
la arteria hepatica, dando una medida total de unos 1450ml/min. Esta cantidad supone aproximadamente

el 29% del gasto cardiaco en reposo, casi una tercera parte del flujo sanguineo corporal total.

3.3.1 La bilis

La funcidn de la bilis es dual, por un lado lleva sales biliares que son necesarias para una buena
digestion y absorcion de los lipidos de la dieta, y por otro es un vehiculo de excrecion de sustancias
enddgenas y exogenas.

3.3.1.1 Composicion

La bilis es una secrecion acuosa diluida producida por los hepatocitos. La bilis se modifica
durante su pasaje por los ductos biliares. Esta es posteriormente concentrada en la vesicula biliar por
absorcion de agua y electrolitos. La bilis secretada por el higado se denomina hepatica y contiene de 1 a

4% de solidos, mientras que la almacenada en la vesicula se denomina vesicular y contiene 5 a 16% de
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solidos (Smith, 1973). Los solidos de la bilis son principalmente lipidos, pigmentos biliares, proteinas y
electrolitos. Los lipidos estan constituidos por sales biliares, fosfolipidos y colesterol. La concentracion
de &cidos biliares en bilis hepatica humana estéa en el rango de 2-45 mM, presentes como aniones (sales
biliares), en bilis hepéatica y vesicular estan en forma micelar, asi también en el duodeno y yeyuno. Los
principales &cidos biliares del hombre son conjugados de 4&cidos biliares primarios colico y
guenodesoxicolico, i.e. sintetizados en el higado desde colesterol, y secundarios desoxicdlico y litocélico,
i.e. sintetizados por modificacion de los primarios en el intestino por la microflora. Las concentraciones
de fosfolipidos y colesterol de la bilis hepatica humana estan en un rango de 25-810 mg/dl y de 60-320
mg/dl, o 0.3-11.0 mM y 1.6-8.3 mM, respectivamente. La secrecion de fosfolipidos y colesterol es
dependiente de los acidos biliares, ademas de que éstos los mantienen en solucién, mediante la formacién
de micelas mixtas. La bilirrubina es el principal pigmento biliar (20 a 200 mg/dl), la cual se encuentra di y
mono conjugada con acido glucurénico. Las proteinas (2 a 500 mg/dl) estan representadas por proteinas
plasmaticas, que se encuentran en muy bajos porcentajes respecto a su concentracién en plasma, enzimas
hepatocelulares, también en cantidades bajas y proteinas exclusivas de la bilis, e.g. mucina e IgA.

Aproximadamente 40 proteinas diferentes han sido encontradas en la bilis (Reuben, 1984).

3.3.1.2 Secrecion

La via de entrada de substancias enddgenas y exogenas de la sangre hacia la bilis es por proteinas
transportadoras especificas de la membrana sinusoidal. Algunos electrolitos pueden viajar a través de la
via paracelular por las uniones estrechas intercelulares.

La formacion de bilis canalicular esté referida como un flujo osmoético de agua en respuesta al
transporte activo de soluto. Debido a la excelente correlacion entre el flujo biliar y la secrecion de acidos
biliares hacia la bilis, los &cidos biliares son considerados como uno de los principales solutos que
generan el flujo biliar. Se utiliza el término flujo dependiente de acidos biliares para describir esta
fraccion del flujo biliar. Sin embargo, el flujo biliar canalicular puede también ser generado a pesar de
una baja produccion de acidos biliares o en ausencia de éstos. Esta fraccion se denomina flujo
independiente de acidos biliares.

El transporte de solutos desde el plasma hacia el hepatocito esta mediado por varios tipos de
transportadores. En la membrana basolateral la captacion de &cidos biliares estd dada por el polipéptido
cotransportador de sodio y taurocolato (NTCP) y las proteinas que transportan aniones organicos
(OATPs). El primero depende del gradiente de Na+ mantenido por la Na+/K+ ATPasa, mientras que el
segundo es independientes de este gradiente. Durante la fase de transporte intracelular los acidos biliares
son conjugados con taurina y glicina, esto se requiere para pasar a la bilis. Otro grupo de transportadores
sinusoidales son los de cationes organicos (OCTs; Kullak-Ublick et al, 2000). Este grupo incluye a las
proteinas de resistencia a maltiples drogas (MDR). El colesterol biliar proviene predominantemente del

colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), por lo que la captacion de estas desde el plasma es
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importante en su secrecion biliar. Estas lipoproteinas son captadas por el receptor SR-B1, que cuando es
sobre expresado incrementa la secrecion biliar de colesterol (Arrese y Acatino, 2002).

El transporte a través de la membrana canalicular es el paso limitante para la secrecion biliar de la
mayoria de los constituyentes biliares y para la formacién de bilis canalicular. Esto es dirigido
principalmente por bombas exportadoras dependientes de ATP, las cuales funcionan unidireccionalmente
y pertenecen a la superfamilia de transportadores con cassette ligador de ATP (ABC; Kullak-Ublick et al,
2000). Los acidos biliares son transportados hacia la bilis principalmente por la bomba exportadora de
sales biliares (BSEP o ABCB11 ), el colesterol por el heterodimero ABCG5/G8, que al parecer funciona
como flipasa, lo mismo que ABCB4 (MDR3) que actla sobre los fosfolipidos. Estas flipasas translocan
estos lipidos de la parte interna de la membrana canalicular hacia la parte externa, de donde son extraidos
por las micelas de sales biliares o forman vesiculas (Marshall y Einarson, 2007) Figura 4.

Existe un gradiente de concentracién lobular (periportal > centrilobular) para acidos biliares y
también hay un gradiente en el didmetro canalicular, sugiriendo que en condiciones fisioldgicas la mayor
secrecion de &cidos biliares ocurre en la region periportal.

El flujo biliar canalicular esta linealmente relacionado a la tasa de secrecion de acidos biliares.
Existe la hip6tesis de que los acidos biliares incrementan el flujo biliar dado que dan una fuerza osmotica
para la filtracion de agua y electrolitos. Ciertos acidos biliares tienen poca tendencia a formar micelas y
su actividad osmotica es mayor, es decir, son coleréticos, por ejemplo, el acido dehidrocélico y sus
conjugados. Por otro lado, otros &cidos biliares que inducen hipercolerésis se les asocia con un
incremento en la concentracion de bicarbonato, como el ursodesoxicolico, utilizado para la disolucién de

calculos de colesterol.
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Figura 4. Principales componentes del metabolismo del colesterol y &cidos biliares y principales
transportadores de la membrana basolateral y canalicular. Lipoproteinas de baja densidad (LDL),
lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), proteina relacionada al
receptor LDL (LRP), acil CoA:colesterol aciltransferasa (ACAT), proteina tranasportadora de taurocolato
dependiente de sodio NTCP (SLS10A1), proteina transportedora de aniones organicos OATPs (SLC21A),
transportador de sales biliares ileal/apical dependiente de sodio (SLC10A2), multiresistencia a drogas
MDR1 (ABCB1), MRP2, 3 (ABCC2).

3.4 Metabolismo intestinal y circulacion enterohepética de los acidos biliares

Los &cidos biliares formados en el higado son absorbidos activamente por el intestino delgado por
el transportador de &cidos biliares apical dependiente de sodio (ASBT), el cual es el principal
transportador, aunque también estd OATP3. Cada molécula de &cido biliar sufre maltiples circulaciones
enterohepaticas antes de ser excretado. En el intestino delgado los &cidos biliares solubilizan los lipidos
de la dieta promoviendo su absorcion. Las bacterias intestinales pueden transformar &cidos biliares y
esteroles. Una parte de los éacidos biliares primarios (célico y quenodesoxicolico) pasan al intestino
grueso y son desconjugados, por la 3-glucuronidasa bacterial, y deshidroxilados, por la 7-deshidroxilasa,
con lo que se convierten en acidos biliares secundarios (desoxicolico y litocolico, respectivamente), parte
de los cuales entran en circulacion enterohepatica. El acido litocélico es en su mayor parte eliminado en
las heces (Hofman, 2007), mientras que el &cido desoxicélico se ha asociado con la colelitiasis de
colesterol, como resultado de un prolongado transito intestinal (Shoda et al, 1995; Mamianetti et al, 1999;
Thomas et al, 2000; Heaton, 2000). Por otra parte, los acidos biliares también juegan un papel importante
en la etiologia del cancer de colon por actuar como promotores de procesos tumorigénicos (Hughes y
Rowland, 2000).
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Una herramienta de estudio de la microbiota intestinal y sus productos es la coleccion de heces al
contener una muestra representativa de éstos (Mai y Morris, 2004). La microbiota puede ser alterada por
el tratamiento con antibidticos entre otros factores. Se ha reportado en ratas que el tratamiento con
antibidticos disminuye los microbios anaerobios fecales, reduciendo los &cidos biliares fecales totales
(Hashimoto et al, 1996).

3.5 Colestasis

El término colestasis puede definirse como la manifestacion clinica, bioquimica e histoldgica de
defectos en la secrecion de bilis desde el higado hacia el intestino (Poupon et al, 2000). Esta puede ser
debida a una obstruccion de los conductos biliares, por tumores, litiasis, colangitis esclerosante o ligadura
del conducto biliar, denomindndose entonces como colestasis extrahepatica. También puede deberse a
anormalidades a nivel de los hepatocitos, denominandose colestasis intrahepatica, las causas pueden ser
sustancias enddgenas o exdgenas, 0 mutaciones genéticas (Kullak-Ublick et al, 2000).

La acumulacion de las sustancias que deberian ser secretadas en la bilis es lo que causa las
alteraciones hepaticas y biliares observadas en la colestasis. De estas los acidos biliares son la principal
causa de las alteraciones. El potencial hepatotdxico de las sales biliares es prevenido en grado
significativo por sulfatacion y glucuronidacion durante la colestasis. Los ésteres son répidamente
excretados por el rifidn y pobremente reabsorbidos en el intestino delgado (Kullak-Ublick et al, 2000).

Las manifestaciones clinicas de colestasis intra y extrahepatica incluyen ictericia, prurito y
elevacion en suero de sales biliares, bilirrubina, fosfatasa alcalina y enzimas membranales como 5-
nucleotidasa, gama-glutamiltranspeptidasa y leucinoamonipeptidasa. Sin embargo, estas anormalidades
solo se reflejan cuando cerca del 80% de la capacidad de la funcion hepética esta impedida, por lo que se
requiere de una medicion del flujo biliar no invasiva para detectar la colestasis. Mediante una cuidadosa
evaluacion clinica, serolégica, e histoldgica es posible deducir sobre la patogénesis de la colestasis, con la
utilizacién de ultrasonido, colangiografia transhepética percutdnea y colangiografia endoscépica
retrdgrada, se logra una diagnosis anatdmica exacta, separando asi la colestasis intra de la extrahepatica.
La colestasis evoluciona en la mayoria de los casos a hepatitis colestatica, cirrosis o falla hepatica
fulminante (Poupon et al, 2000).

Los niveles de actividad de la fosfatasa alcalina en suero se emplean en la clinica como marcador
de colestasis. Esta enzima esta presente en células epiteliales ductulares y hepatocelulares, en estas
Gltimas su liberacién es mayormente estimulada por la ligadura del ducto biliar, alcanzando su méaximo
pico después de 24hrs, mientras que la proliferacion ductular incrementa después de los siete dias. La
enzima existe en la membrana y el citosol, sélo la primera esta incrementada en la colestasis y es debido a
un incremento en su sintesis. El incremento de esta enzima es un fenébmeno que ocurre tanto en la

colestasis intra como extrahepética.
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En el modelo de colestasis extrahepatica de rata con ligadura del ducto biliar, se asemeja
grandemente a lo que ocurre en la colestasis obstructiva por célculos, neoplasias y colangitis esclerosante.
Asi la ligadura del ducto lleva a una alteracion de la polarizacion del hepatocito con acumulacion de
vesiculas pericanaliculares que contienen las proteinas apicales (Stieger et al, 1994). La alta presion biliar
produce cambios en las uniones gap, giros de las ramas de las uniones estrechas observandose una nueva
formacion del canaliculo. Los transportadores basolaterales NTCP y OATPL1 reducen su cantidad, lo
mismo que los canaliculares como BSEP y MRP2. Otros incrementan su presencia como MRP3 y MRP1,
quizés para compensar la disminucion de MRP2; también se incrementan MDR1b, una bomba de
cationes, y MDR2, la translocasa de fosfolipidos.

La colestasis intrahepatica progresiva familiar (PFIC) tipo 1 se debe a mutacién del gen FICL,
que codifica para una translocasa canalicular de fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina de la parte externa
hacia la parte interna de la membrana. Esto lleva a colestasis, pero sin proliferacion de los ductos biliares
y evoluciona hacia cirrosis (Bull et al, 1998). Lo mismo ocurre en la colestasis intrahepéatica benigna
recurrente (BRCI), pero de forma menos severa y no progresa hacia cirrosis (Kullak-Ublick, 2000). En el
tipo 2 de la PFIC, la mutacién ocurre en BSEP, mientras que en el tipo 3 hay deficiencia de MDR3, la
translocasa de fosfatidilcolina que en roedores es MDR2. En esta Gltima la falta de fosfolipidos en la bilis
provoca que los &cidos biliares dafien los conductos biliares. A diferencia del tipo 1, en la tipo 3 hay
proliferacién de ductos biliares (Boyer, 2007). Polimorfismos en el gen MDR3 parece que predisponen a
la colestasis de la prefiez y a la provocada por algunas drogas exdgenas (Jaquemin et al, 1999).

La mutacion del gen del regulador de conductancia transmembranal de la fibrosis quistica
(CFTR) puede provocar colestasis (Kullak-Ublick, 2000). CFTR es un canal de CI- que se expresa en los
colangiocitos, es estimulado por secretina. Junto con el intercambiador CI-/HCO3 son responsables de la
secrecion biliar ductal, que es parte de la secrecion biliar independiente de sales biliares.

Las colestasis intrahepaticas pueden también ser provocadas por drogas endogenas y exdgenas.
Entre las primeras se encuentran las citocinas interleucinas 1-beta y TNFalfa, producidas en respuesta a
lipopolisacarido (LPS) bacterial, que reducen a los transportadores NTCP y/o BSEP (Mc Clure et al,
1998). LPS, al parecer tambien a través de citocinas, reduce la presencia de MRP2 en la membrana
canalicular y con ello la secrecién de glutation y bicarbonato, principales responsables de la secrecién
biliar independiente de &cidos biliares (Kubitz et al, 1999).

Los estrégenos son también inductores de colestasis, que junto con algunas formas de MDR3
desencadenan la colestasis intrahepatica de la prefiez. El tratamiento con estrogenos por terapia de
reemplazo o anticonceptivos también favorecen la colestasis en sujetos susceptibles. El etinil estradiol en
ratas reduce la cantidad de BSEP, mientras que el metabolito del estradiol 17B-D-glucurénido de
estradiol inhibe la actividad de la BSEP (Fiorucci et al, 2005). Esta inhibicion de BSEP requiere de la
presencia de MRP2, la cual transporta normalmente al glucurénido.

El acido biliar litocolato, tanto conjugado como libre, es un fuerte agente colestatico. El

litocolato, que se produce por deshidroxilacién del quenodesoxicolato en el intestino, se encuentra en

23



muy baja concentracién en la bilis, pues casi no entra en circulacion enterohepatica. Experimentalmente
se ha visto que aumenta la rigidez de la membrana canalicular, inhibe el transporte intracelular de
vesiculas y previene la fusion de éstas con la membrana canalicular (Kullak-Ublick et al, 2000).

Las drogas son la causa mas comun de colestasis intrahepatica. En la mayoria de los casos el
mecanismo para la colestasis inducida por drogas no es conocido, por la baja incidencia de colestasis
asociada con la mayoria de los agentes terapéuticos, pero que pueden afectar el sistema excretor biliar y
producir colestasis. La expresion clinica es hepatitis aguda, sin embargo, pueden llevar a hepatitis
fulminante y cirrosis. Diversas sustancias exodgenas producen colestasis intrahepatica (Boyer, 2007).
Aungue la patogénesis de muchas no ha sido establecida, al parecer actdan inhibiendo alguno o varios de
los transportadores, como es el caso de ciclosporina que inhibe a la BSEP, ademéas de inhibir el flujo
independiente de sales biliares (Chan et al, 1998). La rifamicina y la rifampicina también inhiben a la
BSEP.

3.6 Colelitiasis

La colelitiasis es una enfermedad en la cual se produce uno o varios cuerpos duros en la
vesicula biliar o en las vias biliares intra o extrahepaticas, por precipitacion de una sustancia
normalmente presente en la bilis, la cual aumenta su concentracién relativa y precipita.

La presencia de célculos biliares puede pasar inadvertida durante afios, inclusive toda la vida,
denominandose éstos como calculos asintomaticos (Attili et al, 1995); sin embargo, los célculos
pueden volverse sintomaticos al provocar obstruccion de los conductos cistico o colédoco, causando
ictericia obstructiva y colecistitis cronica o aguda, la cual puede llegar hasta gangrena y perforacion de
la vesicula, o causar empiema; la obstruccion del cistico puede también causar dafio a la vesicula
debido a la bilis retenida. Asimismo, el carcinoma de vesicula se encuentra generalmente asociado a
calculos biliares y colecistitis (Sherlock, 1981).

La composicion de la bilis es determinante para la formacion de los calculos, aunque otros
factores también influyen, tales como alteraciones en el vaciamiento o concentracion de la bilis por la
vesicula (Shoda et al, 1995). La composicion de la bilis es muy variable, sin embargo, la bilis cuya
composicion favorezca la formacion de calculos biliares se denomina bilis litogénica.

De acuerdo a su composicion quimica, los célculos biliares se clasifican en tres tipos principales
(Sherlock, 1981, Trotman, 1982): Los pigmentarios, compuestos por sales organicas e inorganicas de
calcio, los mixtos, constituidos por pigmentos biliares, sales de calcio y hasta un 70% de colesterol y
los de colesterol que contienen este lipido hasta en un 98% de su peso. Estos Ultimos son cristalinos,
radiados y translicidos de forma redondeada u ovoidea y de superficie lisa 0 nodulada; miden en el

hombre de 1 a 4 cm. de diametro. Generalmente son solitarios, aunque también los hay multiples.
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La colelitiasis de colesterol, dentro de la cual se incluye la mixta, es mucho mas frecuente en el
mundo occidental que en Oriente y Africa. Los paises con las més elevadas frecuencias de este tipo de
colelitasis son Chile y Suecia, en donde el 33 y 20% de la poblacion, respectivamente, presentan
calculos de colesterol (Roda et al, 1989). En EU la colelitiasis es la diagnosis mas comdn entre las
enfermedades gastrointestinales y hepaticas (Russo et al, 2004). Se ha estimado que cerca de 20
millones de personas padecen colelitiasis, y de estas aproximadamente 70% presentan calculos de
colesterol (Heaton, 1973; Trotman, 1975). En el mundo occidental, la mayor incidencia se presenta en
los indios norteamericanos (64.1% en mujeres de 47 afios de edad (Everhart et al, 2002). En los paises
orientales la colelitiasis pigmentaria es méas frecuente que la de colesterol, sin embargo, la
occidentalizacion de las costumbres, como ocurre en las zonas urbanas del Japon (Tazuma, 2006),
provocan un incremento en la colelitiasis de colesterol y una disminucién de la pigmentaria. Por el
contrario, Africa estd casi excenta de colelitiasis (Heaton, 1973; Wasmuth et al, 2004). Para
Latinoamérica hemos sefialado la alta frecuencia en Chile; en un estudio en Bolivia se encontraron
s6lo calculos de colesterol en un alto porcentaje (Soloway, 1977). En México un estudio sefiala que
14.3% de la poblacidn presenta calculos biliares (Méndez et al, 1993), y en cuanto a su composicion,
se conoce que mas del 85% de célculos son de colesterol puros y mixtos (Méndez et al, 1995). La
prevalencia de colelitiasis en la Ciudad de México se ha estimado en un promedio de 14.1% (5.8% en
hombres y 19.7% en mujeres), esta fue asociada con la edad, el sexo y la multiparidad (Gonzalez et al,
1997). La Secretaria de Salubridad y Asistencia reportd que en 2002 esta fue la tercera causa de
hospitalizacion (33474 casos, 2.05% de todos los casos; SSA, 2002).

La etiologia de la colelitiasis es influida por varios factores, tales como la dieta, edad, sexo,
obesidad, herencia, raza, clase social y varias asociaciones clinicas como la hipertrigliceridemia,
terapia con estrogenos, multiparidad, anticonceptivos orales, etc. (Diehl, 1991). Las dietas
hipercaldricas, altas en carbohidratos refinados, colesterol y &cidos grasos de cadena corta como las
grasas animales se han asociado con una mayor frecuencia de colelitiasis (Dam, 1969; Thornton, 1983;
Marshall y Einarsson, 2007). La fibra dietética también es importante para mantener una bilis menos
saturada de colesterol (Kritchevsky, 1988). EI consumo de leguminosas se ha asociado con una mayor
incidencia de litiasis (Nervi et al, 1989). Por otro lado, el ayuno se ha asociado con un aumento en la
litogenicidad de la bilis por aumento de la secrecién de colesterol relativa a &cidos biliares, asi como
la disminucion de la secrecion de fosfolipidos (Goldstein, 1975). Los célculos de colesterol se
presentan en todas las edades, sin embargo, en la década de los cuarentas, son mas frecuentes,
especialmente en mujeres con antecedentes de embarazo o con el uso de anticonceptivos orales
(Roda, 1989; Marschall y Einarson, 2007).

La raza afecta la frecuencia de colelitiasis, asi, las poblaciones de indios americanos, tales como
Pima, Chipewa y Navajos presentan una altisima frecuencia de colelitiasis (48.6%; Goldstein, 1975;
Méndez-Sanchez et al, 2004). En Estados Unidos, la poblacion México-americana presenta una

prevalencia de colelitiasis intermedia entre los indios americanos y la poblacion anglosajona (Hanis,
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1985), mientras que la raza negra es la menos susceptible a la colelitiasis (Tyroler, 1980), lo cual
concuerda con la baja frecuencia de colelitiasis encontrada en Africa (Heaton, 1973; Wasmuth et al,
2004).

La obesidad se asocia con mayor frecuencia de colelitiasis. Se ha correlacionado el colesterol
biliar con el grado de obesidad; asimismo, la sintesis de colesterol es proporcional al peso corporal
(Goldstein, 1975). El sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2 son factores de riesgo para el
desarrollo de calculos (Pazzi et al, 2000; Grundy, 2004). Por otro lado, se presenta un alto riesgo de
formar calculos con una rdpida reduccion de peso por medios dietéticos (Broomfield, 1988; Méndez
et al, 1996).

La patogénesis de la colelitiasis de colesterol es indudablemente multifactorial; en la que participan
eventos hepéticos y vesiculares, puesto que la vesicula es el sitio mas comin de formacion del calculo.
La produccion de una bilis sobresaturada de colesterol es el principal requisito para la precipitacion de
éste y su consolidacién en la vesicula; esta saturacion puede ser debida a una secrecion excesiva 0 a
una reduccion de sales biliares y fosfolipidos (Carey, 1992; Holzbach, 1985), los cuales mantienen el
colesterol en solucion.

Las diferentes sales biliares tienen distinto efecto sobre la cantidad de colesterol secretado, siendo
mas efectivas las mas hidrofébicas, que son las mas detergentes (Bilhartz, 1988). Se ha asociado el
acido desoxicolico con una mayor secrecion de colesterol (Hussaini et al, 1995; Shoda et al, 1995).

También se ha sefialado que una proporcion significativa de pacientes con célculos de colesterol,
presentan un aumento en la secrecién de colesterol y una secrecion normal de sales biliares y
fosfolipidos (Marschall y Einarson, 2007). De manera general los pacientes con célculos tienen indices
de saturacion de colesterol més elevados que las personas sin célculos.

En la patogénesis de los calculos biliares de colesterol, se ha establecido que en la bilis la
agregacion de vesiculas unilamelares para formar vesiculas multilamelares es importante para permitir
la formacion de cristales de colesterol monohidratado, que es la primera etapa en la precipitacion del
colesterol (Holzbach, 1990); sin embargo, solo la agregacion de vesiculas sobresaturadas con el
esterol (i.e., con una elevada proporcion de colesterol/fosfolipidos) permite la cristalizacion de éste. El
célculo biliar se forma por la adicién y crecimiento de los cristales precipitados, a los cuales se les
puede o no agregar sales de calcio, dando lugar a los calculos radioopacos y radioltcidos.

De lo anterior se desprende el concepto de tiempo de nucleacién definido como el tiempo de
aparicion de cristales de colesterol en una muestra de bilis incubada a 37°C. La nucleacién del
colesterol es un complejo proceso que involucra fusion, agregacién o ruptura de vesiculas enriquecidas
de colesterol (Harvey y Upadhya, 1995). El tiempo de nucleacion es mas rapido en bilis vesicular que
en bilis hepética, debido a la mayor concentracién de la primera (Van Erpecum et al, 1990). La
nucleacién es promovida por la mucina, cuya secrecion por el epitelio de la vesicula biliar se

incrementa antes y durante la formacion de los calculos (Malet et al, 1989).
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Otro factor que puede contribuir de manera importante a la formacién de los célculos es la
deficiente funcion motora de la vesicula biliar. La estésis vesicular provoca la estratificacion de la
bilis, pues en el fondo de esta se acumula bilis mas concentrada y densa que la recién llegada del
higado, asimismo se depositan sedimentos en el fondo, tales como mucoproteinas, sales de calcio,
pigmentos biliares, células epiteliales descamadas, bacterias (Swidsinski et al, 1995) y/o residuos por
reflujo intestinal (Holzbach, 1983).

Los habitos sedentarios y el ayuno (Schlierf, 1981) producen una mayor estratificacion y
permanencia de la bilis en la vesicula biliar, lo cual ayuda en la nucleacion de colesterol. Ademas,
defectos en el vaciamiento vesicular provocan que esta bilis concentrada y los sedimentos acumulados
no se evacuen, lo cual propicia la formacion de célculos. Se han propuesto varios mecanismos por los
cuales se ve alterada la contractilidad de la vesicula: puede ser debido a una insuficiente secrecién de
colecistocinina para estimular adecuadamente la contraccién vesicular (Thompson, 1982), 0 a un
reducido numero o menor afinidad de los receptores vesiculares de la hormona (Fridhandler, 1983), asi
como el tratamiento con octreotido (Dowling, 2000). La hipomotilidad de la vesicula biliar se ha
encontrado en pacientes con colelitiasis (Shoda et al, 1995; Méndez et al, 1996; Van Erpecum et al,
2000).

Actualmente se emplean diversos tratamientos para la litiasis biliar; sin embargo, el tratamiento
quirargico por colecistectomia sigue siendo el mas empleado, debido a su baja morbimortalidad y a
que es un tratamiento casi siempre definitivo. Sus inconvenientes son, que es un procedimiento
invasivo, en el que hay riesgo, aunque bajo, de una lesion iatrogénica de las vias biliares, se realiza
bajo anestesia general, provoca dias de incapacidad y tiene un costo elevado para el paciente. A la
técnica clésica se han sumado dos variantes como son la colecistectomia por mini laparotomia y por
laparoscopia, procedimientos que mejoran las cifras de morbimortalidad, con menores molestias
postoperatorias para el paciente, mas rapida recuperacion y breve estancia hospitalaria (Frimberger,
1989). Se ha publicado que la colecistectomia se asocia con riesgo de cancer del colon, dado que se
incrementa la formacién de acidos biliares secundarios por bacterias intestinales, especialmente de
DCA (Kullak-Ublick et al, 1995).

En el tratamiento de la coledocolitiasis con alto riesgo quirtrgico y en los célculos residuales
después de colecistectomia, la esfinterotomia endoscopica es el tratamiento de eleccién (Dowsett,
1988).

En la blsqueda de tratamientos no invasivos, se ha empleado la disolucién de los calculos por
medio de acidos biliares y de solventes organicos. La fragmentacion por medio de ondas de choque
extracorpéreas (litotripsia) de los célculos permite que éstos sean evacuados directamente 0 mas
facilmente disueltos pero ha sido casi completamente abandonada debido a sus complicaciones
(Marschall y Einarsson, 2007).
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Los &cidos biliares empleados para disolver célculos son el &cido quenodesoxicdlico y su 7-beta
epimero, el acido ursodesoxicolico. Con la administracion de 4acidos biliares se busca aumentar la
proporcion de sales biliares y disminuir la de colesterol en la bilis, para conseguir la solubilizacién del
exceso de colesterol presente en el calculo. EI primero en utilizarse fue el &cido quenodesoxicélico
(Danzinger et al, 1972), el cual es un &cido biliar primario que constituye entre el 20 y el 30% de las
sales biliares en la bilis humana normal. La administracion oral de quenodesoxicolico (15mg/kg/dia)
provoca la disminucion en la secrecion biliar de colesterol, (sin cambiar la secrecion de acidos biliares,
y posee la capacidad de mantener una proporcion casi constante de colesterol/lecitina biliar en
presencia de una secrecion reducida de sales biliares, como ocurre durante el ayuno, con lo cual se
forma una bilis menos saturada. Asimismo el acido quenodesoxicolico inhibe la HMG-CoA reductasa
hepética, sin embargo, esta inhibicion no parece ser la causa de la menor secrecién de colesterol. La
bilis enriquecida con acido quenodesoxicolico y no saturada de colesterol, al entrar en contacto con la
superficie del célculo, solubiliza el colesterol en micelas mixtas, en un proceso de micelacion
semejante al que ocurre cuando el colesterol es secretado en vesiculas unilamelares (Igimi y Carey,
1981). Sin embargo, no todos los célculos se disuelven con este tratamiento, se ha estimado que su
eficacia es del 60% en célculos radioltcidos, ademas de que una vez interrumpido el tratamiento hay
una elevada recurrencia de calculos. Se ha estimado también que los calculos de gran tamafio, no
responden al tratamiento, asi como los calculos con cubiertas calcificadas radioopacas. El tratamiento
con acido quenodesoxicélico provoca ciertos efectos nocivos, asi un 25 a 30% de pacientes desarrollan
diarrea e incrementan en aproximadamente 10% el colesterol LDL, también se presenta un 30% de
lesiones hepéticas, ademas del costo elevado del tratamiento (Sleisenger y Fordtran, 1985).

El &cido ursodesoxicoélico se encuentra en muy pequefas cantidades en la bilis humana, pero es
abundante en algunas especies animales, tales como el oso y la nutria. Este acido es mas hidrofilico y
menos detergente que el quenodesoxicolico, por lo que al aumentar su proporcion en la bilis por
administracion oral (8 a 10mg/kg/dia), es menos efectivo para solubilizar las grasas de la dieta, por lo
que el colesterol dietético se absorbe menos; asi mismo, el &cido ursodesoxicélico disminuye la
secrecion biliar de colesterol en mayor grado que el acido quenodesoxicolico, en parte por ser mas
hidrofilico (Ward, 1984). La disolucion del céalculo por el ursodeoxicélico es méas rapida que con el
guenodesoxicolico debido a que es mayor el area de interaccion entre la capa de fosfolipidos y el
célculo, que entre éste y la micela mixta, ademas de que las vesiculas unilamelares tienen mayor
capacidad para transportar al colesterol (Roda, 1995). Ademas no reduce la sintesis de sales biliares,
gue es una via de eliminacion de colesterol y no produce alteraciones funcionales hepaticas, ni
provoca diarrea, sin embargo, el costo es atin mas elevado (Sleisenger y Fordtran, 1985; Petroni et al,
2001).

No todos los pacientes con célculos de colesterol pueden ser tratados con acidos biliares para

disolver calculos. Los criterios de seleccion son que presente calculos pequefios (lo cual puede ser
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resuelto mediante litotripsia), no calcificados y flotantes. La disolucién de los célculos de colesterol
también se puede lograr con el empleo de solventes oganicos como el metil terbutil éter y el
diglicérido de cadena media &cido monooctandico, los cuales son mucho mas efectivos para disolver
el colesterol, sin embargo, deben ser aplicados por medio de un cateter transhepéatico colocado
mediante puncion percutanea de la vesicula biliar o de las vias biliares (Thistle, 1989). Tanto la

litotripsia como los solventes organicos practicamente ya no se utilizan por los riesgos que conllevan.

Lo anterior muestra que, aunque se tiene una gama de alternativas, todavia no se tiene un método
ideal para el tratamiento de la colelitiasis, por lo que se requiere continuar investigando y evaluando
mecanismos y nuevos agentes terapéuticos de tratamiento, prevencion y disolucion de este tipo de

colelitiasis.

3. 7 El hAmster como modelo de colelitiasis

Debido a la importancia de conocer la etiologia de la colelitiasis humana, se han estudiado
procesos fisiologicos normales y patoldgicos en modelos animales como el raton albino, la ardilla, el
perro de las praderas, los primates y por supuesto el hdmster (Cardenas, 1991). Este ha sido utilizado
como modelo de colelitiasis, pues por medios dietéticos y/u hormonales produce en corto tiempo célculos

biliares de colesterol, pigmentarios o mixtos (Cardenas, 1996) Figura 5.

El hamster se asemeja al hombre en parametros biliares y en el metabolismo del colesterol (Roda
et al, 1995; Spady et al, 1983). En comparacidn con la rata, el hAmster si presenta vesicula biliar. La bilis
del hamster también se asemeja mas a la humana, pues consiste principalmente de &cidos célico y
desoxicolico conjugados con glicina y taurina, siendo la mayor proporcion de glicocolato, con menores

cantidades de quenodesoxicolato y litocolato. No hay sintesis de acido muricélico (Siegel, 1985).

i
i

Figura 5. Hamster. Mesocricetus auratus
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Dam (1969) desarroll6 en el hamster calculos de colesterol con dietas libres de grasas y con
carbohidratos refinados de facil absorcion, las que provocan una elevada concentracion de colesterol
biliar y disminucion de sales biliares, favoreciendo la precipitacion del colesterol y la formacion de
calculos. Esta dieta litogénica también produce deficiencia de acidos grasos esenciales, y la actividad de
HMG-CoA reductasa se encuentra muy elevada, por lo que hay un incremento en la sintesis de colesterol
por el higado (Spady et al, 1983). Como se menciono anteriormente, en estudios previos se encontro que
L. tridentata previene la colelitiasis pigmentaria (Céardenas y Arteaga, 1999) y la de colesterol (Arteaga et
al, 1995) en el hdmster. La primera por reducir la concentracion de fosfato inorgénico biliar, impidiendo
asi su precipitacion en forma de hidroxiapatita, mientras que en la segunda reduce el porcentaje molar de

colesterol, por lo que este no se precipita en la bilis.
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IV PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Puesto que ya se tienen antecedentes sobre la prevenciéon por L. tridentata de la
colelitiasis de colesterol, de su efecto colestatico sobre duplas de hepatocitos y
hepatotoxicidad, asi como de su accién antibi6tica a nivel intestinal, en esta investigacion se
determinara si el efecto del extracto etandlico de L. tridentata y del NDGA sobre la
composicion de la bilis y patrén de &cidos biliares es a nivel hepatico, a nivel intestinal o
ambos. La prevencidn por L. tridentata de la colelitiasis de colesterol del hdmster se asocia
con una reduccion del porcentaje molar de colesterol biliar respecto a lipidos biliares
(Arteaga y Céardenas, 1995), y a cambios en la composicién de &cidos biliares en la bilis. L.
tridentata produce un aumento de &cido quenodesoxicélico, que se emplea para disolver los
calculos y disminuir la saturacion de colesterol de la bilis en humanos, y disminuye el &cido
desoxicolico (Céardenas y Arteaga 1998), éste ultimo, estimula una mayor secrecion de
colesterol hacia la bilis (Thomas et al, 2000; Heaton, 2000. Ademas por el efecto antibi6tico
del extracto alcohdlico de L. tridentata (Zamora y Mora, 1985; Verastegui, 1996) podria
esperarse una modificacién de la flora bacteriana intestinal y por consiguiente una

modificacion de la formacién de acidos biliares secundarios.

Asimismo, se establecera si las dosis toxicas, expresadas como colestasis, son similares
0 no a las dosis que modifican la composicidn de la bilis haciéndola menos litogénica, pues

de ello depende el posible uso terapéutico en la colelitiasis de esta planta.



V HIPOTESIS

Ha. Tanto el extracto etandlico de L. tridentata como el NDGA en dosis menores a la ECs, produciran
un aumento en la concentracion de acido quenodesoxicolico y una disminucién de &cido desoxicdlico, en
la composicidn de la bilis del higado de hamster perfundido. Asimismo, debido al efecto antibiético de L.
tridentata se reducira la cantidad de acidos biliares fecales, los cuales tendran una menor proporcion de
acidos biliares secundarios.

Ho. El extracto etandlico de L. tridentata y el acido nordehidroguaiarético (NDGA) no afectaran la
composicion de la bilis, ni el perfil de &cidos biliares a nivel hepatico, ni la concentracion y composicion

de los 4cidos biliares fecales.

VI OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos que producen el extracto etandlico de L. tridentata y el NDGA sobre la
secrecion y composicion biliares en el higado del hamster perfundido, asi como el efecto del extracto
etandlico de L. tridentata sobre la excrecién de &cidos biliares en las heces, como una estimacion

indirecta de las modificaciones del metabolismo intestinal de los acidos biliares.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Establecer la concentracion efectiva 50 (ECsp) del NDGA 'y del extracto etandlico de L. tridentata sobre
el flujo biliar de higados perfundidos de hamsteres alimentados con Purina.

-Analizar la composicion lipidica biliar (colesterol y sales biliares) producida por una concentracion
menor a la ECs, del extracto etandlico de L. tridentata y del NDGA en hamster con dieta litogénica.
-Analizar el perfil de acidos biliares bajo el efecto de una concentracion menor a la ECs, del extracto
etandlico de L. tridentata y del NDGA.

-Determinar la concentracion y el perfil de &cidos biliares fecales de animales alimentados con dieta

litogénica y tratados con extracto etandlico de L. tridentata y su infusion ad libitum .
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VII MATERIALY METODOS

7.1.1 Animales

En el presente estudio se emplearon hamsteres dorados machos, cepa ChC, de 100 dias de edad
promedio inicial, con peso promedio de 100 g, los animales se obtuvieron de la colonia que se tiene en el
Bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM y se mantuvieron en jaulas de acero inoxidable con piso y
frente de malla de alambre, bajo condiciones ambientales de temperatura y humedad controladas y con un
fotoperiodo de luz:oscuridad de 12:12h Cada jaula tuvo tres animales. El protocolo fue realizado en apego a
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 "Especificaciones Técnicas para la Reproduccion, el

Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio™.

7.1.2 Extracto etandlico de L. tridentata.

La planta empleada para realizar los extractos, se obtuvo en el mercado de Sonora procedente de San
Luis Potosi. Ejemplares de la especie que nos ocupa ya se identificaron taxonémicamente y se corroboré que
se tratara de la misma especie (MEXU No. 534807, IMSSN No. 11319, FCME No. 048231, ENCB).

El extracto alcoholico de Larrea se realiz6 colocando 100g de hojas y talluelos en un matraz
kitazato de 2 L, al que se agregd 1 L de etanol absoluto, se agité durante 30 min a temperatura ambiente, se
filtré a vacio en papel Watman No.1 y se evapor0 hasta aproximadamente 40 ml, finalmente se evapord a
40° C durante la noche en estufa. Finalmente se obtiene una resina con rendimiento de aproximadamente
10 ¢g/100 g de planta.

7.1.3 Acido nordehidroguaiarético (NDGA)

El 4cido nordehidroguaiarético (1,4-bis[3,4-Dihidroxifenil]-2,3-dimetilbutano) (NDGA), empleado

en los experimentos fue obtenido en Sigma Chemical CO, USA.

7.1.4 Dietas:

Como dieta basica de mantenimiento para los animales de grupos de control, se suministraron
Nutricubos Purina para Roedores Pequefios de Purina S.A., Mexico, D. F., pulverizados.
Como dieta litogénica, se empleo la dieta para célculos de colesterol, libre de grasas y alta en glucosa (Dam,
1969). Los materiales para la elaboracion de las dietas experimentales fueron los siguientes: 20% de caseinato
de calcio (Casein purified high nitrogen) de ICN Biomedicals, Inc. Ohio, USA, 66.3% de glucosa anhidra
Polidex M. A. de Aranz, S.A., México, D. F., 8% de celulosa (Alfacel, ICN), 5% de mezcla de minerales No.
2 USP XIlIl 'y suplemento para mezcla de minerales No. 2 USP Xll1I de ICN Biomedicals México, D. F., 0.5%
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de mezcla de vitaminas de ICN Biomedicals, Inc. Ohio, USA y 0.2% de cloruro de colina de ICN
Biomedicals, Inc. Ohio, USA.

7.1.5 Infusion de L. tridentata

Se utiliz6 una infusién de L. tridentata, la cual se prepard con 15 g de hojas y pequefios talluelos de
la planta que se agregaron a 1 L de agua hirviendo, permaneciendo asi por 5 minutos. La infusion se colocd
ad libitum en los bebederos dentro de las jaulas y se midié el consumo.

7.1. 6 Medio y equipo de perfusion
La solucion de perfusion fue Krebs-Henseleit (K-H), pH 7.4, adicionada con 1% de albumina sérica
bovina y 2% de glucosa anhidra (Cheung et al, 1996).

Solucion Krebs-Helenseit, pH 7.4

Reactivos mM
Na ClI 118mM
KCI 4.8mM
KH, PO, 1.0mM
NaHCO;3; 24mM
CaCl,.2H,0 3.2mM
Glucosa 0.2%

AlbUmina sérica bovina 1.0%

El equipo de perfusion consta de bomba peristaltica Masterflex L/S" Modelo 7519-20, tubos platinum
LS16 DI:0.12”, conectores 1/8”, 1/8x1/16, 1/16”, tanque de oxigeno medicinal INFRA, oxigenador de
acrilico, trampa de aire, bafio termorregulado, estuche de diseccidn, tubos Eppendorf de 1 ml, reservorio del

buffer y charola de diseccion adherida al sistema como se muestra en la Figura 6:
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Figura 6. Esquema del sistema de perfusion

Debido a las dificultades iniciales para obtener un buen flujo biliar en los higados perfundidos, se
ensayaron diferentes métodos en busca de obtener o mejorar el flujo biliar. Se hizo un control positivo
agregando al medio 30 uM de &cido taurocolico, teniendo un marcado incremento en el flujo biliar, el cual no
se mantuvo mas de 40 minutos. Sin embargo, se decidié utilizar el medio K-H sin &cidos biliares, para tener
la secrecion basal en ausencia de circulacion enterohepaética.

Por otro lado, para probar el efecto del extracto y del NDGA sobre la secrecion biliar, fue necesario
hacer diferentes pruebas de disolucion para mantener ambos compuestos en suspension. Puesto que son muy
solubles en etanol y metanol, inicialmente se disolvieron en etanol para posteriormente llevarlos a una
suspensién acuosa que pudiera ser suministrada en el medio de perfusién. Se ensayaron suspensiones con
diferentes solventes, para después formar una suspension acuosa por adicion de agua. La mejor opcion fue
disolver el extracto o el NDGA en etanol, después agregar glicerol y posteriormente agregar esta mezcla al

medio de perfusion.

La solubilizacion del extracto etandlico de L. tridentata y de NDGA se hizo disolviendo las

sustancias de la siguiente manera:
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Etanol Glicerol Extracto L. tridentata Etanol Glicerol

NDGA (mg/dL)

(CUR(') (mg/dL) (1) (k)

5 30 10 5 40 20

10 40 15 10 50 30

20 75 25 20 50 50

40 100 75 40 50 50

80 120 75 60 100 50

80 125 50

Debido al método de solubilidad de los compuestos, se realizaron pruebas sobre el efecto del vehiculo

sobre la secrecidn biliar. Para esto se diluy6 la mezcla de etanol-glicerol en 100 ml del medio de perfusian.

7.2. Efecto colestatico sobre la secrecion biliar del hamster.

Los hamsteres que se emplearon fueron pesados y anestesiados con pentobarbital (6 mg/100 g de
peso corporal, i.p.). EI método de perfusion de higado fue recirculado, basado en Seglen (1976). Previamente
a la perfusion hepatica, a través de una incision ventral de aproximadamente 1 cm se ligo el conducto cistico
y se coloco en el colédoco una cénula de polietileno PE-10 (Clay Adams, Parsippany, NJ, USA).
Inmediatamente después se realizo la perfusion del higado in vivo e in situ como sigue: se abrid el animal
ventralmente, y se colocaron 2 ligaduras sujetando la vena porta, sin interrumpir el flujo sanguineo; se insertd
un catéter (24x %" Termo Surflo 1.V.) en la vena porta, se sujet6d con las ligaduras y se inyectd 0.1 ml de
heparina sodica (75 U/ml, Hycel de México, S.A. de C. V.) en la parte posterior de la cava inferior. En
seguida se conectd el catéter a la linea de perfusion, ya regulada a temperatura de 37 °C, oxigenada (O,
medicinal, INFRA) y a un flujo de entre 3y 3.5 ml/min/g de higado. Ajustado de acuerdo al célculo del peso
corporal del animal, considerando que el peso del higado en un animal de 100 g en promedio es de 3.4 g.
Comenzando la perfusidn, la vena cava inferior se cort6 en su parte posterior para permitir el flujo del medio
de perfusion y se arreglo el sistema para recircular el medio a través del higado, abriendo la caja toracica, se
hizo una incisién en la auricula y mediante dos ligaduras se conectd una canula para recircular el medio al
reservorio, en seguida se cerro el flujo hacia la parte posterior de la vena cava con una ligadura colocada por
encima de los rifiones. Se colectaron muestras de bilis cada 10 min durante 90 min en tubos de polietileno de
500 ul previamente pesados, los cuales se mantuvieron en hielo y se guardaron para su posterior analisis. Se
determind flujo biliar gravimétricamente.

Después de 30 min de perfusion con el medio Krebs-Henseleit, se inicio la perfusion con medio adicionado

del componente a probar a una determinada concentracion, sin interrumpir el flujo. Al cabo de 10 min se
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volvio a perfundir el medio solo, para determinar si el efecto era reversible. Se colectaron muestras de bilis
cada 10 min por 90 min, en tubos de polipropileno de 0.5 ml previamente pesados.

El célculo del porcentaje de reduccién sobre la secrecion biliar, se obtuvo mediante el calculo de la
pendiente de la curva durante el tratamiento completo, es decir, al principio de la perfusion, durante el
tratamiento (NDGA o extracto de L. tridentata) y posterior a este, restando entonces la pendiente del

tratamiento a la pendiente inicial.

Inmediatamente después de terminar la recoleccion de bilis, todos los animales ain bajo anestesia se
sacrificaron por dislocacion cervical y se realizaron inmediatamente las necropsias parciales (torax, abdomen,
ciego), examindndose la vesicula biliar y su contenido con microscopio estereoscopico (Zeiss, West
Germany) para determinar la presencia de céalculos o cristales de colesterol. El higado se disectd y se
registraron los pesos en una balanza analitica Mettler A30.

Las concentraciones del extracto de L. tridentata fueron 5, 10, 20, 40, y 80 mg dL?, y de NDGA fueron 5,
10, 20 40 y 80 mg dL™ (165, 330, 660, 1320, y 2640 puM). Por cada concentracion se perfundieron 4 0 5

higados. Se establecio la dosis colestatica 50 (ECs) por método grafico.

7.3 Efecto sobre el perfil de acidos biliares de higados perfundidos de hdmster y sobre la composicion

de lipidos biliares de hamsteres con dieta litogénica

Se realizaron ensayos para determinar el efecto de diferentes dosis del extracto alcohdlico de L.
tridentata y de NDGA sobre la composicion biliar y el perfil de &cidos biliares de higados perfundidos de
hamster. Se emplearon animales alimentados con purina o con dieta litogénica y tratados con

concentraciones inferiores a la ECsp de NDGA vy L. tridentata.

7.4 Andlisis de lipidos biliares

La muestra de bilis (15 a 30 ul) fue adicionada a una mezcla de cloroformo:metanol, 2:1 (1.8 ml).
Se agitd en vortex por 1 minuto. Después se agregaron 0.370 ml de solucion salina al 1%, se agito
nuevamente y se centrifugé por 2 min a 3000 rpm. Se colectd la fase acuosa y de ahi se concentraron los
acidos biliares por extraccion de fase sélida con cartuchos de C18. Los &cidos biliares en metanol se
separaron por TLC, se corrieron junto con estandares en placas de silica gel 60 de 10x20 cm. El sistema de
corrimiento de TLC fue cloroformo:isopropanol:&cido acético:agua (30:30:4:1). La columna de estandares se
reveld con &cido fosfomolibdico y las correspondientes &reas en las muestras se rasparon de la placa y se
determinaron las concentraciones de acidos biliares enzimaticamente.
La fase cloroférmica se evapord y se determiné colesterol por método de CHOD-PAP empleando un juego

de reactivos de Human.
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Las concentraciones de &cidos biliares se determinaron por método enzimético (Turley y Diestchy,
1978) como sigue: 500 pl de Buffer TrisEDTA, mas 330 pl de sulfato de hidrazina mas 100 pl de NAD
mas 20 pl de la muestra de bilis hepatica mas 35 pl de enzima 3alfaHSD o bien, 35ul de bufer de fosfatos a
los blancos. Se hizo la lectura de absorbancia a 340 nm en espectrofotémetro con luz UV.

Se empled la dieta experimental de Dam, adicionada de 0.125% de extracto etandlico de L.
tridentata, administrada durante tres semanas previo a la perfusion hepética, se utilizd la infusion de L.
tridentata preparada como se indico en el punto 6.1.5. Se midi6 el consumo de alimento y agua o té en los

grupos disefiados para estudiar el efecto del té y las dietas experimentales.

7.5 Efecto sobre la cantidad y el perfil de &cidos biliares fecales.

Se realizo el andlisis de acidos biliares fecales totales y el perfil de acidos biliares fecales por TLC de
animales alimentados durante 3 semanas con las siguientes dietas: Grupo 1, Purina pulverizada; Grupo 2,
dieta litogénica (DL); Grupo 3, DL maés infusion de L. tridentata ad libitum; Grupo 4, DL adicionada al
0.125% de extracto de L. tridentata.

Se recolectaron muestras de heces de 24 h durante 5 dias de todos los animales, en la ultima semana
de administracion de las dietas experimentales. Las muestras se secaron en estufa hasta obtener peso
constante y almacenadas para la extraccion y analisis del contenido de &cidos biliares secundarios. Al
término del periodo experimental, los animales fueron sacrificados por una sobredosis de anestesia con
pentobarbital. Se les disectd y pesé el higado, el intestino grueso y el ciego, y se examiné la vesicula biliar

para determinar la presencia de calculos.

7.6 Extraccion de acidos biliares fecales (Czubayko et al, 1991).

Se extrajeron esteroles neutros y esteroles acidos de la siguiente manera: 100 mg de heces se
homogenizaron con 100 pl de agua, y se adicionaron de 2 ml 1N NaOH en etanol al 90% a 67°C por 1h. Se
agrego 1 ml agua y se extrajeron los esteroles neutros con ciclohexano (2 ml x3). A la fase acuosa se agrego
2 ml de 10 N NaOH acuoso, calentando 3hr a 120°C. Luego se adiciond 1 ml agua, se enfrio y se llevé a pH

1.5 con &cido clorhidrico al 25%, finalmente se extrajeron los esteroles acidos con éter etilico (2 ml x3).

7.7 Determinacion de &cidos biliares fecales (Major et al, 1980).

Los esteroles acidos fueron resuspendidos en 200 ul de metanol y en una alicuota se determinaron

acidos biliares enziméaticamente. Se corrieron muestras de los extractos de esteroles acidos, junto con
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estandares de los acidos biliares célico, quenodesoxicolico, desoxicélico y litocolico (Sigma), en placas de
TLC de silicagel 60 de 20x20 (espesor 0.25 mm). La fase movil fue hexano: metiletilcetona: acido acético
glacial (56:36:8). Las placas se revelaron asperjando la columna de estdndares con &cido acético: acido
sulfurico: anisaldehido (50:1:0.5), y calentando la placa a 120°C x 5 min. Las bandas correspondientes a
cada estandar en las columnas de muestras se rasparon y se determind la concentracion de &cido biliar

enzimaticamente como se sefalo arriba.

7.8 Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio * desviacion estandar. El andlisis estadistico de los datos
se realizo por analisis de varianza de una via, seguido de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni y
con Prueba de t de Student pareada. Los valores fueron considerados estadisticamente significativos con una
P<0.05.
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VIll. RESULTADOS

8.1 Efecto directo hepético del extracto de L. tridentata

8.1.1 Perfusiones preliminares y efecto del vehiculo.

Los resultados de la fase experimental en la que se probd el efecto del extracto etandlico de L.
tridentata y del NDGA sobre el higado son los siguientes. Inicialmente se estandarizé el método de perfusion,
se utiliz6 como medio la solucion Krebs Henseleit (K-H) adicionada con 2% de glucosa anhidra y 1% de
albimina bovina, con lo cual se logré una buena secrecion biliar por un tiempo prolongado (minimo 60 min).

Se realizaron perfusiones por 10 min con el medio K-H adicionado del vehiculo del extracto de la
planta y del NDGA, que constaba de 100 pl de etanol y 50 ul de glicerol, para comprobar que el vehiculo por

si mismo no tuviera algun efecto sobre la secrecion biliar, como lo muestra la Figura 7.
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Figura 7. Secrecion porcentual biliar acumulativa en higados de hamsteres perfundidos por 90
minutos. Controles: perfundido solo con K-H durante todo el periodo; vehiculo: perfundido con K-H sélo y
con K-H adicionado del vehiculo del extracto de L. tridentata y del NDGA, por 10 min. (entre los 20 a 30
min). Los datos del vehiculo se desplazaron 2 min para no encimar los valores con el control. Los valores

son media £ D.S. (n=5).
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8.1.2. Efecto colestatico del extracto de L. tridentata y del NDGA

Los resultados del efecto toxico sobre el higado, expresado como colestasis, por perfundir durante 10
min diferentes concentraciones del extracto etandlico de L. tridentata y del NDGA, se presentan en la Tabla
1.

Se presentan los datos del porcentaje de reduccién del flujo biliar de higados de animales alimentados
con purina. Los higados perfundidos con diferentes concentraciones de extracto etandlico de L. tridentata,
presentaron una reduccion del flujo biliar gradual, conforme se increment6 la concentracion del extracto, se
puede notar también que en las concentraciones intermedios (20 y 40 mg), existe poco aumento en la

respuesta.

Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de L. tridentata y NDGA perfundidos en el higado durante 10

min sobre la reduccidn del flujo biliar*

Concentraciones perfundidas (mg dI™)

5 10 20 40 80

Tratamiento % de reduccion del flujo biliar

Extracto EtOH de
L. tridentata 10.1+0.8 25.8+10.8 46.7 £20.0 53.2+10.8 98.9+0.7

n 4 4 4 5 2
NDGA 28.8+209 355+21.6  400+21.9  69.1%222 925+ 04
n 4 3 5 5 4

*Los datos se expresan como media £ D.S.

El tratamiento con diferentes concentraciones de NDGA produjo un efecto colestatico mayor en las
concentraciones de 5, 10 y 40 mg dI™* (165, 330, 1320M), respecto al extracto de la planta.
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Figura 8. Efecto colestatico del extracto etanélico de L. tridentata y del NDGA en higado perfundido de
hamsters. Posterior a un periodo estable de 20 min., el higado se perfundi6 con el medio KH conteniendo el
extracto etandlico o el NDGA por 10 min. El efecto sobre la secrecion biliar fue determinado

gravimétricamente. Los datos se expresan como media + D.S.

Con los datos obtenidos se calcularon las concentraciones efectivas 50 del efecto colestatico (ECs)
por el método grafico (Figura 8). Para el extracto de L. tridentata se obtuvo un valor de 34 mg dI”*, mientras
que para el NDGA fue de 28 mg dI* (926pM). El efecto colestéatico fue reversible, excepto en algunas

preparaciones con 40 mg dI™ y en todas las de 80 mg dI™.

8.2. Efecto sobre la secrecién biliar del extracto de L. tridentata y de NDGA en higados perfundidos de

hamsters alimentados con dieta litogénica.

8.2.1 Efecto sobre el flujo biliar.

Puesto que se ha demostrado que el extracto de L. tridentata previene la litiasis de colesterol en el
hamster, en esta seccion se ensay6 el efecto de una dosis de 10mg dL™ del extracto etanélico de la planta y
del NDGA (330uM), que estan por debajo de las ECxy, tanto sobre el flujo biliar como en la composicion de
la bilis de hamsters alimentados con dieta litogénica por 3 semanas, comparandose con el efecto en el higado

de animales alimentados con dieta de mantenimiento (Nutricubos Purina).
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Respecto al flujo biliar, en todos los grupos se observé una colestasis menor o cercana a la producida
por la ECs. La concentracion ensayada del extracto de L. tridentata y de NDGA sobre higados de animales
que recibieron la dieta litogénica por 3 semanas, tuvieron una tendencia a una menor reduccion en el flujo

biliar, i.e. menor colestasis, que los que recibieron purina (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto colestatico de L. tridentata y NDGA sobre higados perfundidos de animales

alimentados con purina o con dieta litogénica., expresado como porcentaje de reduccion del flujo biliar.*

Tratamiento

Dietas 1 - % Reduccion del flujo biliar
(10mg dl = 10min™)

ab
Purina Exto. EtOH de L. tridentata 371 1416-5
n
b
Dieta Litogénica Exto. EtOH de L. tridentata 11.8 "—;111-9
n
a
Purina NDGA 48.7 316.4
n
ab
Dieta Litogénica NDGA 21.3 i 4.5
n

*Los valores se expresan como media + DS. Diferente letra en la columna indica P<0.05.

8.2.2 Efecto sobre la composicidn de lipidos biliares

La Tabla 3 muestra datos de la concentracion de colesterol antes de la perfusion con L. tridentata o
NDGA. Se observa que el valor para el grupo alimentado con purina y con dieta litogénica adicionada con
0.125% del extracto de la planta, administrada por tres semanas, presenta practicamente el mismo nivel de
colesterol, lo que indica un efecto cronico del extracto sobre la composicion de la bilis. Por otro lado la
concentracion de &cidos biliares totales es mayor en el grupo de animales alimentados sélo con purina antes
del tratamiento.

Tabla 3. Lipidos biliares en bilis de higados perfundidos en periodos previos

a la adicion de los compuestos de prueba.*

Dietas* Colesterol Acidos biliares totales
(mM) (mM)

Purin 0.28+0.04%® 6.77 £2.32°
4 4

a b

Dieta Litogénica 0.43 140.13 2.28 141.42

DL + 0.125% Exto 0.25+0.03° 1.68 +0.48°

EtOH L. tridentata 4 4
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*Administradas durante 3 semanas. Los valores se expresan como media = D.S.

Diferente superindice indica P<0.05.

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos sobre la composicion biliar de los mismos higados

después de recibir los tratamientos que se sefialan en cada caso.

Tabla 4. Efecto de diferentes tratamientos sobre la concentracion de lipidos biliares, expresado como

porcentaje respecto a la concentracion del periodo previo al tratamiento. Los compuestos (10 mg dL™) se

prefundieron por 10 min.*

Porcentaje de lipidos biliares

Dieta Tratamiento Colesterol Acidos Biliares Totales
. . 99.5+9.7 86.0 £19.9
Purina Vehiculo 4 4
Purina Exto EtOH L. 83,0+7.0 89.0+23.8
tridentata 4 4
Purina NDGA 89.0 :r 10.9 82.6 :1_r 26.0
Dieta Litogénica Vehiculo 101'44i .0 93.7 :‘; 174
. . 10 mg Exto EtOH L. 60.6 +8.7 2 189.0 + 38.3°
Dieta Litogénica tridentata 4 4
a a
Dieta Litogénica 10 mg NDGA 53.1 i417'9 137'6:1‘r 28.6
DL + 0.125% Exto . 96.8+6.0 76.2 +22.3
L. tridentata Vehiculo 4 4

*Los valores son expresados como media + D.S. # P<0.05 vs vehiculo con la misma dieta.

Los higados de animales que se alimentaron con purina no mostraron un cambio significativo ni en el
colesterol ni en los &acidos biliares por el tratamiento con los compuestos de prueba. En los higados de
animales que recibieron la dieta litogénica se encontrd una reduccion significativa en el colesterol biliar entre
los grupos prefundidos con extracto de L. tridentata y con NDGA respecto al que solo se les perfundi6 el
vehiculo. En estos mismos grupos, la cantidad de &cidos biliares totales se increment6 significativamente,

especialmente en los perfundidos con extracto de L. tridentata.

8.2.3 Efecto sobre el perfil de 4cidos biliares

Se encontrd que en los higados de animales alimentados con purina, solo el extracto etandlico de L.
tridentata produjo una tendencia a disminuir la proporcién del 4cido célico, asi como a incrementar la del
acido quenodesoxicdlico, sin embargo, estos efectos no alcanzaron a ser significativos (Tabla 5). En los
higados de animales previamente alimentados con la dieta litogénica durante tres semanas, al ser perfundidos
con extracto de L. tridentata mostraron una significativa reducciéon del acido célico y un aumento del
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quenodesoxicolico, mientras que el NDGA tendié hacia el mismo efecto, pero no alcanzé significancia

estadistica. Por otro lado, los higados de animales con dieta litogénica y 0.125% de extracto de L.

tridentata mostraron una proporcién de quenodesoxicélico solo ligera y no significativamente mayor que los

que recibieron solo la dieta litogénica y se perfundieron con vehiculo.

Tabla 5. Porcentaje de acidos biliares primarios después de perfundir el higado con extracto de L.

tridentata o NDGA por 10 min a la concentracion de 10 mg dL™.*

Porcentaje del perfil de acidos biliares

Dieta Tratamiento Previo Posterior Previo Posterior
. . Quenodesoxi Quenodesoxi
Cdlico Cdlico ) )
colico colico
61.1+14.8 61.7+17.8 38.9+14.8 38.3+17.8
Purina Vehiculo 4 4 4 4
10 mg Exto 58.2 +18.3 48.2+19.1 21.8+19.5 31.8+19.1
Purina EtOH L.
tridentata 4 4 4 4
66.7 £10.7 65.0+4.4 33.3+10.7 349+4.4
Purina 10 mg NDGA 4 4 4 4
53.8+7.9 56.0 5.0 45.6 £ 6.9 448 +6.1
D Litogénica Vehiculo 4 4 4 4
10 mg Exto 59.2 +16.7 36.9+34° 40.8 +16.7 63.1+£34°
D Litogénica EtOH L.
tridentata 4 4 4 4
68.7+12.1 60.3+17.4 31.3+14.2 39.7+17.4
D Litogénica 10 mg NDGA 4 4 4 4
DL +0.125% 49.6 +10.9 43.2+215 50.1+11.6 56.8 £ 21.6
Exto EtOH Vehiculo 4 4 4 4

L. tridentata

*Los valores son expresados como media + D.S. ® indica P<0.05 vs proporcién del acido biliar previo al tratamiento.

Los &cidos biliares colico y quenodesoxicdlico entran en la circulacion enterohepatica y como se

sabe, de ellos depende la solubilizacion del colesterol, especialmente del quenodesoxicolato, mientras que

desoxicolato, proveniente del colato incrementa la secrecion de colesterol. Por lo que se considera una bilis

menos litogénica.
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8.3 Efecto del té de L. tridentata suministrado por 3 semanas sobre la secrecién biliar del hamster
alimentado durante el mismo periodo con dieta litogénica

Respecto al efecto de la infusion de L. tridentata suministrada como agua ad libitum por 3 semanas,
se encontrd que no reduce significativamente la concentracién de colesterol ni el porciento molar de
colesterol respecto al grupo que también consumid dieta litogénica, sin embargo, hay una ligera reduccion de
éstos parametros cuando beben el té, esto pudo resultar en la formacién de una bilis menos litogénica, lo cual
explicaria la ausencia de célculos biliares (Tabla 6). Se observé también en la necropsia que el tamafio del

ciego fue significativamente mayor en ese mismo grupo.

Tabla 6. Efecto del té de L. tridentata sobre lipidos biliares.*

b Sales - o .
Dieta Flujo bl||fil’ Colesterol biliares Fosfolipidos % Molar Calculos Ciego
pl/m/gHig mM mM mM Colesterol g

Purina+Agua 25+08  03+01* 103+08  22+05  22%03 0/6  26+03"
DL+Agua  29+05 08%00° 81+19 17+05  76+24° 5/6 15+0,3

DL+Té 30+03 06+03° 87+14 21+05  52+17° 0/6 30+09°
L. tridentata

*Los valores son expresados como media + D.S. Diferente superindice indica P<0.05. n=6.

Por otra parte, para verificar que los animales consumieran la dieta y bebieran la infusion de L.
tridentata se realizaron mediciones del consumo de la dieta, del agua y la infusién durante el tratamiento, se

presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Mediciones del consumo de dieta y agua o té de L. tridentata.*

. Consumo Dieta Consumo Té/Agua
Dieta . .
(g/animal) (ml/animal)
Purina + Agua 71+18° 75+1.2
DL +Agua 52+0.1° 5.9+ 2.33
DL +Té L. tridentata 51+0.1° 4.8 +1.75

*Administrados durante 3 semanas. Los valores son expresados como media = D.S.
Diferente superindice indica P<0.05. n=6.

Al parecer la dieta litogénica induce menor consumo respecto a purina, que es su dieta basica. Se

encontrd un menor consumo del té, sin embargo, la diferencia no es significativa.
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8.4 Efecto sobre la cantidad y el perfil de &cidos biliares fecales

Finalmente, se realizé el analisis de &cidos biliares fecales totales y el perfil de 4cidos biliares fecales
por cromatografia en capa fina de animales alimentados con purina, dieta litogénica (DL), DL mas infusion

de L. tridentata ad libitum o con DL + 0.125% del extracto de la planta, obteniendo los siguientes resultados.
En la Tabla 8, se presenta la frecuencia de colelitiasis en los diferentes grupos, observandose que la

dieta litogénica produjo célculos en el 100% de los animales, mientras que sélo uno de los animales que tomé

el té los presentd, y ninguno de los que recibieron el extracto de L. tridentata.

Tabla 8. Concentracion de &cidos biliares totales, peso del ciego y colelitiasis.*

Dieta Acidos biliares (nmoles Peso del ciego (mg) Frecuencia de
/g heces) calculos
Purina + agua 1130 + 100° 2.6 +0.3° 0/4
DL +agua 270 + 94° 1.5+0.3" 4/4
DL + Té L. tridentata 141 + 47° 3.3+ 0.6 1/4
0 .
DL + 0.125% Exto L tridentata 154 + 42° 4.4+ 05 0/4
+agua

*Los valores son expresados como media £ D.S. Diferente letra indica P <0,05, n=4.

El tamafio del ciego de los animales que recibieron el té y el extracto se ve aumentado
aproximadamente al doble que en los animales que solo recibieron la dieta litogénica, quizés por el efecto
antibidtico de L. tridentata.

Por otro lado, en los andlisis de &cidos biliares fecales expresados en nanomoles de &cidos biliares por
gramo de heces, se observa que en el grupo control alimentado con purina, presentd el valor mas elevado,
puesto que esta dieta contiene mas fibra, respecto a los grupos de dieta litogénica que sélo contienen 8% de
celulosa. En los grupos tratados con L. tridentata, tanto en té como en extracto, hay una menor cantidad de
acidos biliares fecales, aunque la diferencia no alcanzo a ser estadisticamente significativa, respecto del grupo

con la misma dieta litogénica sola.
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Tabla 9. Porcentaje de acidos biliares fecales.

Dieta Célico Quenodesoxicolico  Desoxicolico Litocolico

Purina + agua 9.2+1.6° 21.8 + 4.6% 46.5 +16.0 225+12.6

D L +agua 10.1 £ 7.0° 11.6 £7.3° 53.0+20.0 25.2+16.5

DL + Té L. tridentata 29.7+6.5 25.6 + 4.5 234490 213+10

DL+ Ef‘;gutg'de”tata 13.7 £ 9.4° 36.5+6.2° 2205+115  27.3+108

*Los valores se expresan como media = D.S. Diferente letra en la misma columna indica P <0.05, n=4.

En la Tabla 9 se muestran los resultados sobre el perfil de &cidos biliares fecales. Se observa un
incremento significativo del acido quenodesoxicélico en los grupos tratados con L. tridentata, tanto en té
como en extracto, mientras que la proporcion de acido litocélico se mantiene practicamente igual. Por otro
lado se observa un decremento en la proporcion de desoxicolato en esos mismos grupos, respecto al control

de purina'y DL sola, aunque no alcanzé a ser estadisticamente significativo.

Tabla 10. Porcentajes de &cidos biliares Primarios contra Secundarios.*

Dieta Colico + Quenodesoxicolico Desoxicélico + Litocolico
Purina + agua 31.0 £ 3.6 69.0 + 3.6*
DL +agua 21.8 + 13.4° 78.2 + 13.4°
DL + Té L. tridentata 57.1+11.0° 42.9+11.0°
DL + Exto L tridentata + agua 50.2 + 12.0" 49.8 +12.0"

*Los valores son media + D.S. Diferente letra indica P<0.05, n=4.

En la proporcion de acidos biliares primarios y secundarios en las heces, se observa un incremento
significativo de los &cidos biliares primarios, asi como un decremento de los secundarios con el tratamiento
de L. tridentata en forma de infusion o extracto adicionado a la dieta (Tabla 10). Esto sugiere una menor

capacidad de deshidroxilacién intestinal de los acidos biliares por la microbiota del intestino debido al efecto
antibiotico.
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IX DISCUSION

La colelitiasis es una de las enfermedades gastrointestinales mas frecuentes, con una importante carga
para los sistemas de salud, la cual se incrementa en edades avanzadas de poblaciones en riesgo (Marschall y
Einarsson, 2007). Por otra parte, la medicina tradicional en México es una préctica ancestral que utiliza
derivados, preparaciones e infusiones de plantas, que se siguen utilizando, por lo menos en parte, debido a la
falta de recursos en la atencion médica (Hersch-Martinez, 1995). Sin embargo, también se ha reconocido la
hepatotoxicidad de medicinas herbales debido al autoconsumo de productos herbales cominmente

considerados como seguros y efectivos, pero que carecen de regulacion (Pak, et al, 2004).

El higado, ubicado entre la superficie absortiva del tracto intestinal y la distribucion sistémica, es el
primer destino de farmacos que ingresan por via oral, por lo que también es un importante blanco de su
toxicidad, que pueden causar dafio a los hepatocitos, a las células de los ductos biliares y generar colestasis
(Jaeschke et al, 2002). Més del 75% de casos de reacciones ideosincraticas a drogas resultan en transplante
hepéatico o muerte (Lee, 2003). Aunque es controversial L. tridentata se emplea para una variedad de
padecimientos (Arteaga et al, 2005), sin embargo, produce toxicidad renal y hepética, en el Gltimo caso el
dafio consta de hepatitis aguda, necrosis hepatica subaguda, hepatitis colestatica y falla hepéatica aguda
(Chitturi y Farrel, 2000; Brent 1999).

En ensayos previos realizados en este laboratorio con L. tridentata se encontr6 un efecto preventivo
de la colelitiasis. Sin embargo, se desconocia su modo de accién y la posibilidad de otros efectos no
benéficos. Asi se continu6 indagando en la posibilidad de un uso terapéutico del extracto etanélico de L.
tridentata y su principal metabolito, realizando ensayos para establecer inicialmente el efecto directo sobre la

secrecion biliar, mediante la perfusion hepatica.

El empleo de éste modelo in vitro e in situ, permitio evaluar el efecto agudo del extracto y el NDGA
sobre la secrecion biliar. Inicialmente se estandarizd el método de perfusion hepética con recirculacion,

(Seglen, 1976; Cheung et al, 1996), hasta lograr una secrecion biliar mayor y por un tiempo més prolongado.

Efecto colestatico sobre la secrecion biliar del hamster

En la primera fase experimental los resultados indican que efectivamente en el higado perfundido hay
un efecto colestatico cuando se aplica un tratamiento agudo con el extracto etandlico de L. tridentata, o bien,
con el NDGA, existiendo una relacion dosis-respuesta, lo cual confirma su hepatotoxicidad (Sheik et al,

1997). Se establecié que bajo las condiciones estudiadas, la ECs, para el extracto etandlico de L. tridentata
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fue de 34 mg dL™ y para el NDGA de 28 mg dL™. A bajas concentraciones (5 a 40 mg dL™) el efecto es
reversible. Puesto que el efecto en las curvas dosis respuesta es muy similar, y mas acentuado en el caso del
metabolito solo, al parecer el efecto colestatico de L. tridentata es debido a NDGA, y quizas a los otros
lignanos relacionados y presentes en el extracto. Este efecto colestatico reversible se ha observado también en
duplas de hepatocitos de rata con el extracto de la planta a concentraciones de 2 a 12ug/ml (Cardenas et al,
2000), lo cual apoya estos resultados. Sin embargo, no se puede descartar que puede haber otros compuestos
que también participen.

Un posible mecanismo por el que se produce la colestasis puede estar relacionado con la alteracion en
el transporte vesicular intracelular que provoca NDGA a una concentracién de 25uM (Drecktrah et al, 1998)
y 100uM (Ramoner et al, 1998). También se ha observado la disgregacion del aparato de Golgi con 30uM de
NDGA (Fujiwara et al, 1998). Esto seria similar al mecanismo de accion del taurolitocolato, que induce dafio
selectivo de la membrana canalicular, aumentando la rigidez de la membrana, perdiendo el microvilli, e
impidiendo el movimiento transcelular de vesiculas, asi como también la fusion de vesiculas al polo apical.
Ademas impide la secrecion de aniones organicos debido a un descenso en la densidad de MDR2 en la
membrana canalicular, lo que conduce a colestasis y dafio hepatocelular (Kullak-Ublick, 2000).

No se pueden descartar sin embargo inhibiciones directas en los transportadores canaliculares, ya sea
de colesterol ABCG5/8, acidos biliares ABC11 (BSEP) o fosfolipidos MDR2 (Marschall y Einarsson, 2007;
Hoffman, 2007).

Efecto sobre la secrecion biliar del extracto de L. tridentata y de NDGA en higados perfundidos de

hamsteres alimentados con dieta litogénica.

La dieta litogénica para calculos de colesterol, que es sin grasas y alta en azucares refinados, provoca
un incremento en la sintesis y secrecion de colesterol. El higado de animales con esta dieta es
microscopicamente normal, pero histolégicamente muestra esteatosis. Los higados de animales que
recibieron esta dieta por 3 semanas, parecen ser menos susceptibles a la colestasis inducida por L. tridentata
y por NDGA (Tabla 2). La probable alteracion en la fluidez de membranas por el exceso de colesterol y/o el

cumulo de grasa podrian ser la causa de esta tendencia.

Efecto sobre la composicion de lipidos biliares

Respecto a los lipidos biliares de higados perfundidos anteriores a los tratamientos (Tabla 3) podemos
sefialar que la adicion del extracto de la planta a la dieta litogénica al nivel de 0.125%, administrado durante
tres semanas, reduce el colesterol biliar a concentraciones similares a las de los alimentados con purina,

reflejando un efecto producido por la administracion continua del extracto sobre la composicion de la bilis.
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Sin embargo, no cambia los &cidos biliares totales, lo que indica que la sintesis y secrecion de acidos biliares
totales no se afecta cronicamente.

Los tratamientos con L. tridentata y NDGA de los higados perfundidos de animales que recibieron
dietas diferentes, indican que en los que reciben purina no hay un efecto agudo sobre los lipidos biliares
analizados. Los que reciben la dieta litogénica si exhiben un efecto agudo, con una reduccion del colesterol y
un incremento en sales biliares (Tabla 4), lo que podria conducir a una bilis menos litogénica. Sin embargo,
falta analizar lo que ocurre con los fosfolipidos, que no pudieron ser analizados por el reducido volumen de
bilis de que se disponia. El incremento en la concentracion de sales biliares pudiera deberse a que la
colestasis inducida afecte mayormente a la fraccién independiente de sales biliares, provocando asi su mayor
concentracién. La reduccion en el colesterol podria explicarse por la inhibicién en el transito intracelular de

vesiculas, que es como el colesterol llega al canaliculo.

En relacion al perfil de acidos biliares primarios (Tabla 5), con el tratamiento del extracto de la
planta, el acido quenodesoxicdlico tendi6 a incrementarse y el colato a disminuir, aunque solo alcanz6 una
diferencia significativa en los animales alimentados con dieta litogénica. Como se sabe este perfil produce
una menor litogenicidad biliar (Hofman, 2007). EI NDGA solo mostro ligeramente esta tendencia con la dieta
litogénica, lo que aunado con una menor incremento en los 4cidos biliares totales sugiere que en el extracto
de L. tridentata hay algo méas que el NDGA que afecta la secrecion de lipidos biliares. Esto podria deberse a
otro grupo de compuestos o a diferencias farmacoldgicas con alguno de los otros lignanos. No obstante el
NDGA si redujo el colesterol biliar, lo que podria relacionarse con su mayor efecto colestatico.

Un mecanismo por el cual L. tridentata y NDGA afectan la secrecion y el perfil de acidos biliares
puede estar relacionado con la disposicion de las zonas que conforman el acino hepatico, la periportal, y la
centrolobulillar, las cuales difieren en su capacidad y velocidad para excretar acidos biliares, y para procesar
drogas (Baier et al, 2006). Algunos estudios sugieren que las células mas cercanas a la vénula hepatica (zona
centrilobulillar) contribuyen predominantemente al metabolismo de farmacos via el citocromo P-450, y son
predominantemente alterados con estos (Erlinger et al, 1988). Esto puede tener relacién con el efecto
colestéatico de los compuestos probados, al tener un mayor efecto sobre los hepatocitos periportales que sobre

los pericentrales, los cuales metabolizan los acidos biliares de manera diferente (Baumgartner et al 2001).

Efecto del té de L. tridentata suministrado por 3 semanas sobre la secrecién biliar del hamster

alimentado durante el mismo periodo con dieta litogénica

El extracto etandlico es efectivo en reducir la incidencia de calculos de colesterol en hadmsters
alimentados con una dieta litogénica. Sin embargo, puesto que en la medicina tradicional se emplea el té,

también se administr6 ad libitum en sustitucion de agua, encontrandose que previene la formacién de célculos
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biliares. Aunque no reduce significativamente el porciento molar de colesterol, todos los cambios en lipidos
biliares, incluyendo el aumento en fosfolipidos, tienden hacia una bilis menos litogénica. Se observo también
en la necropsia que el tamafio del ciego fue significativamente mayor en ese mismo grupo, lo que indica

alteraciones a nivel intestinal, muy probablemente la accion antibidtica de L. tridentata.

Modificaciones sobre la cantidad y el perfil de los acidos biliares fecales

La secrecion biliar depende en gran medida de la circulacion enterohepatica. La formacion de la poza de
acidos biliares resulta de la conservacion intestinal eficiente, mediada en gran parte por el sistema de
transporte ileal de &cidos biliares conjugados (Hoffman, 2007).

La dieta litogénica per se produce una reduccién en los acidos biliares fecales, lo cual se debe al tipo y
contenido de fibra, que provoca menor arrastre de los &cidos biliares y mayor tiempo de retencion, que
facilita su extraccion del contenido intestinal.

El suministro de L. tridentata como té o extracto induce un incremento en el tamafio del ciego, y una
reduccion ain mayor que la producida por la dieta litogénica sola en los &cidos biliares fecales totales, lo cual
se dede al conocido efecto antibidtico del extracto de la planta (Mabry y Bohnstedt, 1981; Argueta, 1994;
Verastegui et al, 1996). En el perfil de acidos biliares también se observa un aumento significativo del acido
guenodesoxicolico, tanto en los animales que bebieron el té como los que consumieron el extracto. Como
consecuencia, las proporciones de &cidos biliares fecales primarios se incrementaron significativamente, asi
como también disminuyeron los secundarios con ambos tratamientos de L. tridentata, particularmente el
acido desoxicdlico, el cual se ha asociado a una mayor secrecion de colesterol, colelitiasis y transito intestinal
lento (Dowling2000; Thomas 2000).

Los resultados concuerdan con los estudios reportados en rata, en donde se observo que el tratamiento
con antibioticos disminuye los microbios anaerobios fecales, reduciendo los acidos biliares fecales totales.
También se observd un decremento de &cidos biliares secundarios, mientras que los primarios se volvieron
predominantes. Asimismo, el tamafio del ciego aumento al doble de los animales sin tratamiento (Hashimoto,
1996), por lo que nuestros resultados indican que hay un efecto antibiético de L. tridentata, el cual parece

ser inclusive mas fuerte con el té que con el extracto de la planta adicionado a la dieta.

Los resultados obtenidos en estudios con extractos etandlicos y cloroférmicos de L. tridentata, que
inhibieron Entamoeba hystolitica y E. invadens in vitro, sugieren que la polaridad de la molécula y la
formacion de ortoquinona estd involucrada en su actividad antibidtica y antiparasitaria (Segura, 1978;
Calzado-Flores et al, 1995). Se sabe que los lignanos son metabolizados a enterodiol y enterolactona por la
flora intestinal y que el NDGA es convertido por la microflora intestinal a compuestos con actividad

estrogénica in vitro e in vivo (Fujimoto et al, 2004).
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Algunos otros aspectos que pueden analizarse para tener una informacion mas completa es la
determinacion de los niveles sanguineos de NDGA en hamsters con dieta litogénica y en humanos que
consumen el té, lo cual podria ayudar a establecer claramente las dosis terapéutica y toxica.

No debemos olvidar también que el extracto etandlico de L. tridentata contiene un gran nimero de
otros metabolitos secundarios, como lignanos y flavonoides, que pudieran ser el principio activo, o bien ser
parte de la actividad como sinergistas. Se ha informado que los flavonoides alteran procesos de transporte y
secrecion a nivel del intestino y del colon que podrian interferir con la circulacién enterohepatica de sales
biliares, o que por sus propiedades antioxidantes o quelantes pudieran estar alterando la microbiota intestinal,
ademas de que las agliconas flavonoides poseen una parte hidrofébica que pueden formar micelas en el
proceso del transporte transcelular y alterarlo (Manach et al, 2004).

Con base en la informacion presentada, los padecimientos como colelitiasis, colestasis vy
hepatotoxicidad (incluyendo como causa comun la automedicacion herbal) contindan representando un
problema global de salud, y aunque hay variaciones en su epidemiologia, se contintan reportando una
importante prevalencia (Alderman, 1994; Sheik et al, 1997; Brent, 1999; Larrey, 2000; Chitturi y Farrel,
2000; Stickel et al, 2000; Pak et al, 2004). A pesar de que existen instituciones que intentan regular los
productos herbales (DSHEA (Dietary Supplement Health and Education Act), FDA), algunas veces se
emplean altas y/o prolongadas dosis de productos herbales, cuya identificacion es dudosa o incluso es
sustituida, o también hay alguna variacidn en las preparaciones de los ingredientes activos, resultando en
efectos no benéficos como la hepatitis toxica o la enfermedad veno-oclusiva, etc. (Alderman et al, 1994,
Gordon et al, 1995).

Una alternativa es que se determinaran los diferentes efectos con diferentes métodos de preparacion,
0 mejor aun que fueran procesados para eliminar o reducir la toxicidad o incrementar los efectos terapéuticos;
de cualquier manera es importante que los pacientes estén informados de los potenciales riesgos y beneficios
de los productos naturales (Ko, 1999). Serian también requeridos estudios prospectivos para establecer
claramente la incidencia de hepatotoxicidad por remedios herbales, mientras tanto se requiere la vigilancia
médica es requerida para disminuir el problema en el uso de fitoterapias o terapias alternativas (Chitturi y
Farrel, 2000).

Por otra parte no se puede dejar de considerar la tendencia general a una vida sedentaria y una dieta
alta en grasas, obesidad e hipertrigliceridemia, lo cual favorece la formacion de célculos de colesterol
(Marshall y Einarson, 2007). El tratamiento principal sigue siendo de tipo quirdrgico, mediante la
colecistectomia, y a pesar de la menos invasiva colecistectomia laparoscopica, la mortalidad, las
complicaciones y el tiempo de operacion no difiere entre ellas (Keus et al, 2006), de tal modo, se vuelve
indispensable una forma preventiva o una estrategia alternativa de tratamiento. En este sentido, la

identificacion de actividad preventiva segura, del extracto de L. tridentata y del NDGA puede representar
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una oportunidad de incorporar un farmaco, al intervenir favorablemente en el proceso de formacion y
secrecion biliar. Aunque se ha confirmado el potencial farmacolégico de L. tridentata, se requieren mas
estudios con el objetivo de obtener un compuesto seguro, y que ademas por su condicion natural, seria

renovable y de bajo costo, dando una mayor utilidad a esta abundante planta de nuestros desiertos.
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X Conclusiones

Dentro de los mecanismos que conducen a la prevencion de la litiasis por el extracto
etanolico de Larrea tridentata, se encontraron efectos tanto a nivel hepéatico como intestinal.

Se encontr6 un efecto colestatico tanto del extracto de Gobernadora como del NDGA.

Bajo las condiciones de estudio, se establecieron las concentraciones efectivas 50
(ECs) para el extracto etanélico de la planta, 34 mg dL™ y para el NDGA, 28 mg dL, lo cual
confirma su hepatotoxicidad.

El efecto colestatico es reversible en dosis menores a 40 mg dL™.

En los higados de hamsters alimentados con dieta litogénica, la perfusion tanto de
extracto etanélico de L. tridentata como de NDGA a 10 mg dL™* por 10 minutos produce una
reduccion significativa de la concentracién de colesterol biliar y un incremento de la de acidos
biliares totales. Este efecto no ocurre en el higado perfundido de animales alimentados con
purina.

La perfusion de 10 mg dL™ de extracto de L. tridentata incrementa la proporcion de
acido quenodesoxicolico y disminuye la de é&cido cdlico, en los higados de animales
alimentados con dieta litogénica.

En hamsters, la infusién de L. tridentata y extracto adicionado al 0.125% a la dieta
litogénica previenen en alto porcentaje la colelitiasis. EI tamafio del ciego de estos animales se
incrementa significativamente. Los 4cidos biliares fecales totales se reducen, con un incremento
de quenodesoxicolato y una reduccion de desoxicolato. En consecuencia la proporcion de acidos
biliares primarios se incrementa.

Los resultados sugieren que L. tridentata puede se usada en el tratamiento de la colelitasis de
colesterol. Sin embargo, su uso debe ser muy cuidadoso, ya que los niveles preventivo y toxico

podrian estar muy cercanos, especialmente en el caso del NDGA.
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