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1.~ INTRODUCCION

En Estados Unidos y varios paises mds se han llevado a cabo
estudios estadisticos que demuestran la existencia de un incre -
mento en la mortalidad debida a cirrosis hepdtica, llegando a -
constituir la quinta causa de muerte en adultos entre 25 y 64 ~

anos (1).

En los estudios que realiz6 Pequignot (2)

en 1971, se consi-
dera que el riesgo de cirrosis alcohblica aparece cuando se con
sumen 80 g de etanol/dia (1 1 de vino a 10°) y este riesgo es -
mayor para un consumo superior a 160 g de etanol/dia (2 1 de vi
no). Estudios posteriores de este mismo autor (1980) revelaron -
gque aunque alcohblicos con diagndstico de cirrosis habian consu-
mido en promedio 180 g de etanol/dia durante un periodo de 25 -
afios, ingestas tan bajas como 40 g {(hombres) y 20 g {(mujeres) re
presentaban un incremento en el riesgo de desarrollar cirrosis.-
Se ha demostrado que el etanol es realmente téxico para el hepa-
tocito y puede inducir el desarrollo de cirrosis hepdtica.

Dentro de las miltiples complicaciones del alcoholismo, la=-
enfermedad hepdtica por alcohol es probablemente la mds letal y-
la principal causa de consumo de recursos de salud pdblica. Una=-
vez que se establece el dano hep&tico por alcohol, no existe has
ta la fecha ningin tratamiento que haya demostrado ser efectivo=-
para detener la progresisdn clinica de la enfermedad hepatica, -
ain después de suspendida la ingesta de alcohol.

La cirrosis hep&tica es la via final m&s comin de todos los

padecimientos crénicos gque afectan al higade en forma difusa. -



Los cambins tisulares que finalmente causan la cirrosis en el al-
coh8lismo, generalmente ocurren al cabo de un periodo de varios -
afios y pueden permanecer clinicamente en silencio, hasta que el =~
paciente tiene un cuadro de cirrosis bien establecido. Sin embar-
go, hay pacientes que inicialmente presentan hepatitis alcohdlica
y en quienes la cirrosis se desarrolla gradualmente, por lo que -
un mejor entendim:ento de los factores invelucrados en su instala
cifn, desarrollo y progresidn permitirdn disefar medidas terapéu-
ticas adecuadas.

La cirrosis hepdtica se puede considerar como un grupo de al
teraciones crénicas y difusas del higado caracterizado por necro-
sis celular, regeneracién del parénquima, fibrosis con formacidn-
de nédulos y desorganizacidén de la arquitectura lobulillar, debi-
do a la produccidén aumentada, asi como el depdsito excesivo de -
protefnas c¢olagénicas en el intersticio del parénquima hepdtico =~
(3'4). Se puede decir que en la actualidad no existe un tratamien
to adecuado para esta enfermedad, aGn cuando se puedan mejorar -

transitoriamente algunas de sus complicaciones secundarias como -
" son: el sangrado, la hipertensidn portal, la ascitis y la encefa-

(5). En un estudio prospectivo realizado en pa -

lopatfia hepitica
cientes cirrfticos a los que se les administrd colchicina por via
oral, se observé una mejorfa del funcionamiento hepdtico, cuando-
se compararon con el grupo control (cirrético con placebo). En es
te estudio preliminar no se demostrS de una manera concluyente =~
que existieran cambios morfoldgicos que_indicaran una disminucién

del estado fibrético de los pacientes (6).



Estudios previos han demostrado que el mebendazol, un f&rma-
co utilizado ampliamente en el tratamiento de las helmintiasis, -
inhibe la formacién de microtfibulos. Esta inhibici6n se ha estu -
diado "in vivo" e "in vitro®™ y se sabe que el compuesto se une es
pecificamente a la tubulina con una afinidad mayor que la colchi-

(7). Ademds, este compuesto es -

cina e impide su polimerizacién
muy poco soluble en agua, su absorcifn intestinal es baja (0.5 --
1.0%), el compuesto absorbido es metabolizado a 2~amino-5(6){ -hi
droxibenzil}benzimidazol el cudl es eliminado en la orina.

Resultados previos realizados en ratas de 4 semanas de edad-~
(etapa de desarrollo), a las cuales se les administr8 mebendazol=-
en forma crénica, no mostraron alteraciones bioquimicas ni morfo-
l8gicas en diferentes 6rganos corporales (pulmén, higado y ester~
nén) en un tiempo de tratamiento de 150 dias, este tiempo corres-
ponde en los animales a aproximadamente 1/5 de su vida, lo que re
presenta en el humano cerca de 12 aros de vida (8).

En un estudio posterior, ratas a las cuales se les indujo ci
rrosis hep&tica con tetracloruro de carbono y después se les tra-
t6 con mebendazol durante 3, 7 y 1l semanas, mostraron una reduc-
cibn de la fibrosis producida por ccl, la cual se verific6 big -
quimica e histolSgicamente. Tambifén se observé que un grupo de -
animales que fue agredido durante 11 semanas con CCl4 mostrd una
sobrevida del 50% al ser tratados con mebendazol durante la agre
sién (9).

En base a estos estudios el objetivo de la presente tesis -

es, determinar el posible efecto protector del mebendazol, simul-

-3 -



t&neamente al desarrollo del protocolo de induccién de cirrosis -
hep&tica experimental. Se espera que el compuesto tenga sfecto -
primario sobre la produccién de coldgena hepdtica, ya que inhibe-
la polimerizacién de tubulina y en consecuencia la formacién de =~
microtibulos, estructuras necesarias para que la coldgena sea se-

cretada.



2.~ FUNDAMENTACION DEL TEMA.

2.1.- Alteraciones Producidas por el Etanol.

De estudios farmacocinéticos se sabe que en el intervalo-
de una hora después de haber ingerido alcohol, aproximadamente el
90% es absorbido a nivel del estémago e intestino delgado. El1 5%-
del alcohol absorbido es eliminado a través de la piel, pulmén y-
rifi6n y el 75% es catabolizado en el higado. Por ser una molécula
pequefa y debido a su débil carga eléctrica, el etanol es altamen
te miscible y puede difundirse rdpidamente a través de los capila
res y otras membranas, mezcldndose con toda el agua del cuerpo -
(10}

Una vez que el etanol llega al higado es metabolizado, utili
zando algunos de los tres sistemas enzim&ticos que posee el hepa-
tocito para tal fin. Estos sistemas oxidan el etanol a acetalde -
hido, el cudl es de 10 a 30 veces mds t6xico que el etanol, y som

A) Enzima deshidrogenasa alcSholica (DHA)}, presente en -
el citosol

B) Enzima catalasa, que se encuentra en los peroxisomas.

C) Sistema microsomal de oxidacién del etanol (MEOS por-
sus siglas en inglés), localizado en el reticulo endo
plasmdtico liso (R.E.L.).

La actividad de estos tres sistemas oxidativos se explica, -
por la presencia de cantidades variables de etanol en el cuerpo,-
que son derivados de fermentaciones bacterianas en el intestino -

(3). El etanol es catabolizado en acetaldehido, parte de &ste se-
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incorpora en el ciclo de Krebs y puede convertirse en carbohidra-
tos y grasa. Pero la mayor parte se convierte finalmente en co, vy
agua 3,

La funcidén de la enzima deshidrogenasa alcohblica es catali-

zar la reaccién:

+
~CH.- + DESHIDROGENASA pCH.~CH=0 + NAD + H
CH3 CH2 OH NAD ALCOHOLLCA 3

CH,~CH=0 Wmmm-em —> Clilﬁgagﬁ ——> €O, + HyO

Esta enzima es la responsable del metabolismo del etanol en-
concentraciones de 20mmol.

Para que en un paso posterior el acetaldehido sea convertido
en acetil-coenzima A, se requiere la actividad de deshidrogenasa-
aldehido y reservas adecuadas de NAD. La etapa que limita el pro-
ceso en esta via del metabolismo del etanol, parece ser, la 4
nibilidad hepdtica de NAD y no los valores de la deshidrogenasa -~
aldehfdica ‘117,

El efecto tdxico del etanol sobre el higado, estriba en que~
produce cantidades elevadas de NADHZ, por lo tanto, aumenta la -~
proporcién de NADH2/NAD. En consecuencia, se inhiben las vias oxi
dativas en la célula hepdtica y se observa una disminucifén neta-
de la oxidacibn de lipidos y ‘e la oxidacidn de quilomicrones en-
el higado (12).

Durante el consumo crénico de alcohol, la actividad de la -

deshidrogenasa alcoh6lica (DHA) puede permanecer constante o dis-

minuir. Trabajos realizados por Crow y colaboradores demostraron-
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que, bajo ciertas circunstancias, el nivel de la actividad de DHA
puede estar limitado por el metabolismo del etanol; por lo tanto,
la disminucifn observada en' la actividad de DHA después del consu
mo crénico de etanol, puede tener una significancia funcional ﬂ3!
También se ha postulado, éue el etanol a través de un aumen-
to en la demanda de oxigeno, puede generar hipSxia y produccién -
de radicales libres agravando el dafio hepitico. Se ha sugerido -
que una reduccibén en los requerimientos de oxigeno a través de me
dicamentos antitiroideos pudiera prevenir el dafic hepdtico. Al -
disminuir la tensién normal de oxigeno en la zona privenular pue-
de cambiar el estado redox del higado, lo cu&l puede dafiar la zo-
na hepitica por muchos efectos téxicos incluyendo la inhibicién--
de la oxidacién de los &cidos grasos y la sfntesis de protefnas -
(14)

Se ha postulado que el aumento en el consumo de oxfigeno es -
debido a:

A) Aumento del papel 5 actividad de la actividad de la induc
cidén del sistema de oxidacién microsomal . del etanol -~ --
(MEOS) .

B) Reoxidacidn relativamente incompleta de NADH en la mitocon
dria del higado, posiblemente asociado con un incremento-
de 1os niveles de catecolaminas o de hormona tircidea.

El metabolismo acelerado del etanol aumenta la produccibn de -
acetaldehido, el cudl incrementa la actividad microsomal y la pro
duccibn de enzimas del R.E.L. Por otra parte, los f&rmacos sufren

un proceso de biotransformacifn en el organismo, &ste se efectua-



mediante la intervencién de enzimas intracelulares. La biotrans -
formacifén puede dar lugar a la formacién de sustancias farmacols-
gicamente mis activas que el fdrmaco original (activacién) o bién
a metabolitos con poca o ninguna accidn (detoxificacién).

Por lo anterior, el etanol puede afectar indirectamente la -
produccién de enzimas del R.E.,, que pueden activar algunos f&arma-
cos y convertirlos en hepatotéxicos, aumentando sus efectos adver
sos, como sucede en el caso del tetracloruro de carbono. También-
puede inactivar algunos farmacos mediante los mecanismos de (15):

A) Glucuronidacién.

B) Acetilacién.

C} Interaccién con glutatién.

Esta interaccién con los fdrmacos puede activar compuestos po-
tencialmente carcinfgenos y posiblemente, explique el incremento-
de la incidencia de ciAncer en los alcohSlicos (15).

Lieber describe el sistema de oxidacién microsomal {(MEOS)co-
mo un sistema que puede oxidar el etanol 10 veces m&s que la cata
lasa. Este sistema requiere de NADPH y 0,, es relativamente insen
sible a inhibidores de catalasa y tiene la capacidad de oxidar al
coholes aliffticos de cadena larga. Este sistema fue separado de-
la DHA y de la catalasa por cromatografia en columna de dietil-
amino etil celulosa. El sistema fue reconstitufdo y se encontrd -
que est8 compuesto por el citocromo P~450, NADPH-citocromo P-450-

reductasa y fosfolipidos (16).

Estudios realizados en conejos de-
mostraron que posiblemente el sistema micrososmal de oxidacién -

etanblica representa un mecanismo diferente al de la deshidrogena



sa alcoh6lica v gue acelera el catabolismo del etanol a concentra
ciones elevadas, fendmeno no observado en la DHA. Se ha demostra-
do la existencia de estos dos sistemas en el hombre (17).

El sistema de oxidacifn microsomal del etanol cataliza la -~

reaccidn:

CH,-CH,~OR + NADPH + B + o

3 —_—D CH3~CH=0 + NADP + 2H,0

2 2

Se ha observado que el etanol aumenta los requerimientos de -

(18)  qo-

colina, posiblemente por aumento en la oxidacién de é&sta
anterior sugiere que el etanol altera ciertos factores dietéticos.
Anteriormente se pensaba que solamente en condiciones dietéticas -
anormales, tales como dietas pobres en proteinas y altas en coles-

terol se podrfa inducir lesidn hepitica (19).

Sin embargo, se deg -
mostrd que un grupo de mandriles, los cuales fueron sometidos a die
tas de etanol y suficientes nutriehtes,desarrollaron no sélo higa-
do graso después de dos a cinco afios, sino también dafio hepdtico y
un tercio de los casos progresaron a cirrosis. Por lo tanto, es -
evidente que el etanol juega un papel t6xico importante en el desa
rrollo del dafio hep&tico.

Actualmente ya no se considera que la mala nutricidn juegue -
un papel primario en la produccidn del dafic hepdtico, pero se ha -
reafirmado como un coadyuvante debido principalmente a que el dafio
hep4tico perjudica los procesos de digestién, asf como la absor -
cién o activacibn de nutrientes, pudiendose producir un agotamien-
to selectivo de los mismos. Lo anterior puede derivarse en dafio or

glnico especifico como la lesifén lisosomal, resultado del agotamieg



to de la vitamina A (20)

. El uso terapéutico de la vitamina A es -
complicado debido a que cantidades excesivas de &sta son hepatotd-
xicas y el consumo de alcohol aumenta la susceptibilidad. Una posi
ble explicacibén a la toxicidad de la vitamina A puede ser por un -
aumento en la produccién microsomal de metabolito tdxico.

Existen otros dos factores que probablemente aceleran mis el-

metabolismo del etancl y que son an,

A) La hepatomegalia, que se refleja en un incremento en la ac
tividad de la masa celular y aumento en la capacidad para-
remover el etanol.

B) El acetaldehfdo, producido por el sistema DHA & MEOS, el ~
cuil es un producto t&xico del metabolismo de etanol y que
aumenta después del consumo crénico del etanol.

Se ha observado que en animales alimentados con etanol y exposi
cién crénica de acetaldehido, aparecen alteraciones morfolbgicas «
en las mitocondrias del higado que se caracterizan por aumento de=
tamafio y la presencia de crestas anormales asociadas con dificul =
tad funcional, especialmente disminucién de la oxidacién dé dcidos

grasos (21). También presentan disminucifn en el contenido del ci-

tocromo "a" y "b" y en la actividad de deshidrogenasa succinica (22%
La actividad de las enzimas de la matriz mitocondrial, como la des
hidrogenasa glut&mica, deshidrogenasa milica y la aspartato-amino~
transferasa, se ha encontrado incrementada en pacientes coﬁ enfex-
medades del hfgado (21).

Se ha observado que pacientes con alcoholismo crénico estin -

propensos a desarrollar atroffa g&strica por lo que incrementan su
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retencidén de proteina plasmitica durante la ingesta, lo cuil con-
duce a una menor produccidn de eritrocitos, por lo que existe una
amenia y una mala absorcién de proteinas en la poblacién alcohSli
ca.

Por otra parte, la exposicifn de la mucosa intestinal a va =
rias concentraciones de etanol provoca, una disminucién del trans
porte de glucosa y algunos aminodcidos, asi como de agua, sodio vy
tiamina (10).

En la figura 1 se muestran las anormalidades metabdlicas que

puede producir el abuso en la ingesta de alcohol.

2.2.~ Cirrosis Hepdtica.

_ Existen diversos factores que pueden causar lesién difusa del
higado, originando cuadros morfoldgicos diversos de cicatrizacién,
al igual que distintos estadios de enfermedad. Todas las formas de
cicatrizacién en cirrosis producen: tejido cicatricial, apariciéne
de n&dulos regenerativos hiperplisicos; es frecuente la presencia-
de ictericia y se encuentran alteradas las funciones hepdticas ‘3).

Es generalmente aceptado que la cirrosis del higado es una en
fermedad irreversible. La irreversibilidad estd asociada principal
mente a la presencia o incremento del tejido conjuntive en el higa
do. El mayor componente protefnico de este tejido es la protefna -
denominada col&gena (23)

Existen diferentes clasificaciones para la cirrosis hep&tica,
la siguiente, es de acuerdo a su etiopatogenia y porciento de dis

tribucifn (3):

- 11 -



VITAMINAS
DEPENDENCIA N HALNUTRICEON
FISICA PROTEINAS
ESTIMULACION TOXICIDAD
INMUNOLOGLCA
. ENERGIA
DAND UTILIZABLE
HIPOXIA
3 LIPIDOS
ALTERACIONES J ‘0 DHA PROTEINAS
DE MEMBRANA s 2 CARBOHIDRATOS
MICROSOMAL DESORDENES ACIDO URICO
Nes MEOS —s ACETALDEHIDO =/ -NADH METABOLICOS | fo200
1 PROLINA
INDUCCION DEL /] COLAGENA

CITOCROMO P-450

AGELERACION -  ¢/]
METABOLICA DE
~ DROGAS

ACTIVACION DE- Q)
AGENTES HEPATO
TOXICOS Y CAR-
CINOGENICOS

AUMENTO EN LA- 0)
DEGRADACION DE
TESTOSTERONA Y
ACIDO RETINOI-
CO ( AGOTAMIEN
TO DE VIT. "A"
Y LESION LISO-
SOMAL)

DESGATE DE V’)
ENERGIA

EFECTOS ADVERSOS

l

-~ ENLAGES COVALENTES
~DESPOLIMERIZACION DE MICROTUBULOS
( * RETENCION DE PROTEINAS E HIN ~

CHAZON DE HEPATOCITOS)

~AGOTAMIENTO DE GSH (4 PEROXIDA -

CION DE LIPIDOS)

-PERJUICIO DEL TRANSPORTE DE ELEC-

TRONES EN MITOCONDRIAS

-INCREMENTO EN SINTESIS DE COLAGE-

NA

- (ESTIMULACION DE REACCION INMUNO
LOGICA?

Figura l.- Anormalidades Hepdticas, Nutricionales y

Metabdlicas Después del Abuso del Etanol.

(Hepatology; 4:6.1244,1984)
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II.~

III.-

Iv.~

VI~

Cirrosis Asociada con el Abuso del Alcohol, de Laennec,
Portal, Alcohflica-Nutricional.

Cirrosis Asociada con Hemocromatosis (Cirrosis Pigmen-
taria). Son trastornos causados por almacenamiento de-
hierro, existen cantidades elevadas de hemosiderina, -
en la mayorfia de los pacientes predomina la insuficien
cia hepdtica o los signos de hipertensién portal.
Cicatrizacidén Posnecrbtica. Se desarrolla insidiocsamen
te y puede ser la etapa final de algunas formas de he-
patitis crbnica, viral o inmunoldgica. Las cicatrices-
son caracteristicamentegruesas y los nédulos resultan-
de la regeneracién tisular.

Cirrosis Posthepatitica.- Se caracteriza por cicatriza
cibén fina trabecular, que rodea los lobulillos aisla -
dos o miltiples del higado, respetando la arquitectura
intralobular. El tejido fibrosos raramente redne y -
aprisiona un solo lobulillo como ocurre en forma carac
teristica en la cirrosis por alcohol.

Cirrosis Biliar.- Caracterizada por cicatrizacién difu
sa pero delicada y ordenada del higado, nace a nivel =-
de los conductos biliares en las triadas portales y se
extiende comunicandose convtriadas vecinas. Las causas
m&s comunes de esta cicatrizacidn son: cllculos bilia-
res, neoplasias, atresia biliar y/o estrechamiento de-
conductos biliares.

Tipo Indeterminados y Diversos.- Entre los que se en ~

cuentra la enfermedad de Wilson o Degeneracidn Hepato~-
- 13 -



lenticular. Es un transtorno genético del metabilismo-

de cobre, debido a una sintesis inadecuada de cerulp -

plasmina, proteina plasmitica que fija el cobre, por -
lo tanto es transportada en unién muy laxa con la albd
mina disociandose fdcilmente y depositéndose en el hf-
gado, ganglios basales, corteza cerebral, rifidn y c6r-
nea.

La cirrosis asociada con el abuso excesivo de alcohol cons-
tituye el tipo més frecuente y se le conoce con varios nombres -
{AlcohSlica-Nutricional, de Laennec y portal).

En E.U. y en otras sociedades de alto nivel econfmico, a2l -
problema creciente del alcoholismo crénico, guarda, evidentemen-
te una estrecha relaci6n con la frecuencia de este tipo de cirro
sis. Clinicamente la cirrosis comienza con la pérdida del apeti-
to y debilidad generalizanda. Si la enfermedad no es detectada,-
los signos de importancia funcional tardan en desarrollarse. Cuan
do existe una lesifn grave, las cé&lulas del higado se ;eqeﬁeran-
sin dejar cicatriz residual. Pero cuando existe una lesidn créni
ca se preseﬂia una cicatrizacisdn generalizada.

Las lesiones m&s frecuentes producidas en el higado por el-
‘etanol son: esteatosis, que es generalmente asistomdtica y esti-
caracterizada por la acumulacién de triglicéridos en forma de pe
queﬁaé gotas en los hepatocitos, algunas veces puede llevar a la
ruptura de la membrana celular. Después del consumo crénico de -
etanol, el nfimero de miofibroblastbs y otras células mesenquima-

tosas se incrementan (24).
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La obstruccién de las raicillas intrahepdticas de la vena ~-
porta, causadas por cicatriz fibrosa o por la expansidn de nédu
los de regeneracién provocan hipertensidén portal. La hipertensidn
portal puede estar causada por: cirrosis en un 90% de los casos,-
por obstruccién de la vena portal producida por obstruccién neg -
pldsica, trombosis y/o insuficiencia cardiaca congestiva prolonga
da.

Con la hipertensidn portal la presidn en los sinusoides he-
pdticos estd aumentada, por lo que se incrementan las anastomg -
sis entre la vena porta y arteria hepdtica que se desarrollan co
mo consecuencia de procesos inflamatorios y respiratorios que -
tienen lugar en la génesis de la cicatriz. En la formacidn de -
las vfas venosas colaterales, las mis importantes se hallan en -
el plexo esofdgico, estas vias se sobre cargan y forman vdrices-
pudiendo &stas llegar a romperse y producir una hemorragia masi-
va gue suele causar la muerte.

En el desarrollo de la hipertesidn portal hay cambios tales
como ascitis, formacidén de vias venosas colaterales y esplenome-
galia. La ascitis es la acumulacién intraperitoneal de liguido =~
acuoso que contiene protefinas (principalmente albimina), glucosa,
sodio y potasio en concentraciones prdcticamente iguales a las -
de la sangre.

El aumento de la presibén sinusoidal origina un incremento -
de trasudacién y la formacidn de linfa dentro de la cavidad abdo
minal que se ve incrementada, pudiendose acumular varios litros-

de este liquido. Por otra parte, la acumulacién de lipidos, pro-



tefnas, amino&cidos, agua y electrolitos incrementan el tamafo -
del hepatocito. Se ha asociado la preéencia de hepatocitos hin -
chados con la reduccidn del espacio intercelular lo cual contri-
buye al incremento de la presién portal observado en el estado -~
precirrdtico.

Jahn (25) ha demostrado que en las cé&lulas del higado de ra
ta, los filamentos intermedios del citoesqueletc son necesarios-
para permitir una organizacién estructural adecuada de la membra
na plasmitica, de las mitocondrias y del ndcleo dentro de la cé-
lula, esta estructura integral puede perderse en el hepatocito -~
conteniendo cuerpos de Mallory en la hepatitis alcohdlica. La =~
pérdida de esta organizacidn puede ser un mecanismo involucrado-
en el dafio celular en las enfermedades del higado.

En la hepatitis alcohblica la lesidn histoldgica bdsica =s-
el edema celular, esta lesidn se presenta particularmente en la-
zona 3 del l&6bulo y es mds pronunciada en la vena hépatica, la -
necrosis determinada por ella puede estar asociada con fibrosis,
con esteatosis y colestasis. El alcoh6lico crénico casi siempre-
empieza por sufrir higado graso, pudiendo éste derivar a una ne-~
crosis y una posterior fibrosis, acompafiada de retraccién progre
siva del 8rgano. La fibrosis de localizacidn perivenular puede -

proveer un Indice de progrecidn hacia la cirrosis (24).

2.2.1.- Alteraciones Caracterfsticas de la Cirrosis Hep&tica.

Los mecanismos que intervienen en la acumulacidn de grasa =

en el hfgado son:



A) Aumento del transporte de grasa desde la periferia hacia
el higado.

B) Disminucidn de la oxidacién de icidos grasos.

C) Aumento en la sintesis de triglicéridos.

D) Trastornus en la movilizacidn de linidns en forma de 1i-

poproteinas.

Como el alcohol moviliza los depSsitos de grasa, aumenta su -
transporte hacia el hfgado y simult&neamente bloquea su utiliza~
cidén, esta grasa se acumula dentro de los hepatocitos. Con con ~
centraciones suficientes de alcohol se producirdn no s6lo cam =
bios grasos sino también lesiones de las cé&lulas hepdticas (3).

La evolucidn morfolbgica de la cirrosisJes primeramente un-
higado voluminoso liso, de color amarillo, evidentemente graso.-
Las cé&lulas hepdticas pueden estar hinchadas, produciendo cierta
&stasis biliar y pueden encontrarse cuerpos de Mallory en el ci-
toplasma. Conforme aumenta la lesidén disminuye gradualmente el vo
limen del hfgado y finalmente se vuelve nodular. En los estadios
tempranos, se observan muchos filamentos con un difmetro de 5 mm
y‘fibras con difmetro de 10 mm alrededor de los miofibroblastos.
Morfol&Sgicamente estas fibras se han considerado como col&gena -~
tipo Ir1 (267,

Posteriormente el hfgado cambia a un color rojizo debido a-
la congestiSn y presenta cicatrizacifn difusa. Los nédulos tie -
nen dimensiones variables que van desde 0.1l a 1.0 cm de di&metro

los mayores resultan de la regeneracidn producida por el desarro

llo progresivo de la cicatrizacién. Esta etapa empieza alrededor
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de las zonas portales y acaba extendiéndose hasta conectar tria=-
das portales vecinas. Cuando la enfermedad se activa hay necro -
sis unicelular que origina un infiltrado neutrSfilo local. Cuan-
do estos cambios comprometen a todo el l8bulo, asi como a su ar-
mazén reticular subyacente, no puede haber regeneracifn. Sin em-
bargo, las células hepdticas adyacentes pueden proliferar y pro-
ducir nédulos de elementos celulares que carecen de una funcidn -
normal en la secrecién y excrecibn de bilis.

Finalmente, el hfgado se retrae hasta ser un 8rgano fibréti
co, tiene un color cada vez mis pardo, no hay cuerpos de Mallory,
la ac.ividad regenerativa decrece por lo que la cicatrizacién se
vuelve mis intensa, predominando grandes bandas de coldgena. En~
pacientes con cirrosis alcohSlica, la prolina e hidroxiprolina =~
libres en suero se encuentran incrementadas, aunque estos incre-
mentos no son especificos. No se ha demostrado gue las concentra
ciones elevadas de prolina libre induzcan la sintesis de coldge-

na {17) B

Se ha observado que el lactato y el acetaldehido estimu
lan la sfntesis de collgena en cultivos de miofibroblastos (27).
Subsecuentemente, la actividad de colagenasa puede decrecer y con
tribuir a la acumulacibn de col&gena.

La patogénesis- de la fibrosis puedé ser explicada por (28):
A) Un incremento en }a sintesis de coligena.
B) Una disminucién de la degradacidén de colédgena.

C) La combinacifn de ambos factores.

Evidencias experimentales sugieren que un deterioro de . la degra
dacién y reabsorcién de coldgena estdn involucrados en la transi

cidn del estado reversible al irreversible de la enfermedad. Es-
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to podria deberse a:
1.~ Cambios en la actividad de colagenasa, la cufl puede -
ser causada por disminucifn en la sintesis de la enzima,
por un defecto en la activacidn del precursor de la mis

ma o por exceso de inhibidores enziméiticos.

2.~ Una disminucidn en la susceptibildad del sustrato, la

cudl puede generarse debido al incremento de enlaces

cruzados y polimerizacién de coldgena, o el secuestro
de sustrato dentro de un compartimiento inaccesible a ~

los mecanismos de degradacibn (29’.

2.3 Colé&gena.

La coldgena es la proteina mds abundante del cuerpo humano-
y fue aislada por Smith, Gross y Highberger en los afios 50's. =~
Posteriormente siguiendo los trabajos de Astbury los investigado
res Ramachandran y Kartha en 1954 establecieron los detalles sobre
la teorfa de la estructura de la coligena, proponiendo gque cada-
una de las tres cadenas gque la constituyen se enrollan en una hé
lice izquierda dando a su vez a una superh&lice derecha ‘30).

La coldgena constituye aproximadamente 1/3 del total de las
protefnas del cuerpo y la mayor parte del tejido conjuntivo, tal
como piel, tendones, hueso, asf{ como las membranas que estin en-
los tejidos superficiales o epiteliales. Esta protefna sirve co-
mo el mayor componente estructural del organismo (31'33).

La coldgena en los vertebrados se encuentra distribuida de la

siguiente manera: 40-60% se localiza en piel, del 10-20% en hue-~
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so, dentina y cartilago y en los vasos sanguineos del 7 al 8%, E1
tejido con mayor contenido de coldgena es la piel y el tendbn; -
los brganos internos y mfisculos poseen pequefas cantidades y casi
no hay asociacidn con el tejido nervioso. La propiedad distintiva
de la coligena es que forma fibras insolubles que tienen una fuer
za tensil alta (30).

El tejido conjuntivo consiste de células esparcidas en una -

R . 2
matriz compuesta de agua estructural, iones (Ca2+, Mg +, Nat vy -

K+), fibras de coldgena dispuestas principalmente en forma de nu-
merosos haces de filamento y &stos, por la unidn de filamentos -
mids finos o fibrillas. En algunos tejidos pueden encontrarse con-
juntamente mucopolisacdridos y elastina, o como en el caso del -~
hueso, cristales de hidroxiapatita (fosfato de calcio), c&lulas -
adiposas, células fagocfiticas (macr&fagos) y células cebadas. ’

La proporcién relativa de la coldgena y los demis constitu -
yentes varia de acuerdo al tejido y a las circunstancias especifi
cas como son las reacciones inflamatorias en las que se identifi-
can otras células como neutrSfilos, eosin&filos, basdfilos, cé&lu~
las linfociticas y monocitos.

Esta protefna también se encuentra constituyendo tejidos que
deben ser resistentes y al mismo tiempo, estar dotados de propie~
dades particulares como la c8rnea, el revestimiento transparente-

del globo ocular, asi como vdlvulas cardiacas (31’32).

El tejido-
corijuntivo alveolar es el menos especializado, teniendo muchos ~
componentes que incluyen una gran variedad de tipos celulares y -
fibras de elastina.

Los factores gque determinan la estructura del tejido son:

- 20 -



a)

B)

Q)

D)

E)

Variacidn de las proporciones de las moléculas de co-
l&gena, elastina y proteoglicanos,

Variacién en los tipos genéticamente diferentes de co
l&gena.

Variaciones en las modificaciones postraduccionales -
de la colégena.

Diferentes tipos de proteoglicancs, que son protein=-
polisaciridos en los que las unidades repetitivas de-
disacidridos se unen covalentemente 3 las protefinas =
(dermatan y keratan sulfatos, etc.).

Arreglo topoqréficé particular de macromoléculas y cé

lulas.

Las funciones conocidas de la coldgena en el tejido conjun-

tivo son:

1) Proveer la fuerza tensil en todos los tejidos; esta fuer

2)

za estd dada por el efecto de:

a)

b)

c)

La formacidn de enlaces intra e intermoleculares.

Las fuerzas de friccién entre fibrillas y fibras de -
coldgena.

Las interacciones fisicas y/o quimicas de la col&gena
con otras estructuras en los componentes de la matriz

extracelular.

Permitir que el tejido no sea rfgido; lo anterior resul-

tard del arreglo espacial de las fibras y fibrillas que-

permitira un deslizamiento entre ellas y un posterior re

torno a su estado original.
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3) Limitar el movimiento de otros componentes tisulares.
4) Servir como sustrato para el depfSsito de cristales de
hidroxiapatita interviniendo en el crecimiento, remo-

delacifn y reparacién del hueso (33).

Es por esto que los cambios o defectos en la sintesis y/o -
procesamiento de las moléculas, dan como resultado defectos o =~
cambios en la estructura o funcidn del tejide conjuntivo. En en-
fermedades como el escleroderma, algunos tipos del sindrome de -
Ehlers-Danlos, dermatosparaxis (enfermedad en gatos y carneros),
escorbuto, sindrome de Marfdn, cirrosis hepdtica y algunas otras
se pueden encontrar alteraciones que originan, lo que se conoce,
en conjunto como enfermedades de la collgena.

Se ha demostrado que la secuencia de amino&cidos genética -
mente definida en la cadena polipeptidica determina la conforma-
cidn tridimensional la cual es esencial para la actividad biold-
gica de las proteinas. En el caso particular de la coligena esta
secuencia determina en la estructura de la molécula: la forma -
cién de una triple h&lice, con una longitud de 180 nm a 300 nm,-
1.4 nm de espesor y un peso molecular de 280 000 a 300 000 dalto
nes y la asociacidn lateral y longitudinal de las molé&culas para
la formaci6n de las fibrillas, como se puede observar en la figu
ra 2, que muestra la formaci6n de las fibras de la coldgena.

En 1963 K. A. Piez y colaboradores (34)

, demostraron que la
molécula de coldgena comprendia tres cadenas polipeptidicas y en

el andlisis obtuvieron dos componentes: un componente o fraccifn
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Figura 2.~ Estructura de la fibra de coldgena.
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ligera que fue denominada fraccifn « {(alfa) y la otra exactamen-
te dos veces el peso de la anteriox, que se denomindé 8 (beta) su
giriendo este hecho gue la fraccifn consistfa de dos cadenas « -
unidas entre sf. Una caracteristica particular de todas las mol§
culas de coldgena es su asociacidn en forma de triple hélice, =~
que resulta por el enrollamiento de tres cadenas, de las cuales~
se han reconocido hasta el momento 12 variedades diferentes. Por
la asociacifén de 1 X 3 el n@mero potencial de diferentes molé&cu-
las de coligena seria 123 = 1738. S5in embargo, el nlmero real de
moléculas existentes es pequeno y se han identificado Gnicamente

10 tipos genéticamente diferentes de coldgena (35).

2.3.1.~ Tipos de coligena.

AGn cuando se ha hablado de la col&gena como una protefna,-
en realidad es una familia de protefnas, cada una es genéticamen
te distinta y se ha asociado con una funcién estructural particu
lar(31'32). De un tipo a otrc de coligena las moléculas difieren
por la naturaleza de las cadenas gue la componen, asi como por -~
su secuencia de aminofcidos (tabla I}.

El primer tipo de coldgena fue llamado tipo I, actualmente,
se han reconocido y caracterizado 10 tipos distintos de colégena.
Los mis conocidos son los tres tipos de colégené intersticial -
{tipos I, II y III), gue son los mis abundantes en el tejido con
juntive de piel, hueso, tendon, etc. Los menos abundantes (tipes
IV v V) representan microambientes de células pertenecientes a =~
otras localizaciones tisulares (membranas basales y Srganos in ~

ternosj}.
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Las fibras formadas por la coligena tipo I fluctuan entre -
50 y 300 nm de didmetro y presentan un arreglo en bandas de 67 -
nm que es caracteristico de esta proteina, se localizan predomi-
nantemente en piel, tendén, hueso, ligamentos, cérnea y Srganos-
internos.

La coligena tipo II es sintetizada durante la condrogénesis
en el crecimiento del hueso y del cartfilago, se ha reportado que
el humor vitreo y la retina de los ojos contienen este tipo de =
coldgena; tiende a formar mallas no fibras, que forman una red ~
junto con proteoglicanos, esté presente principalmente en carti-
lago.

El tipo III es el menos abundante de las coldgenas intersti
ciales y estd generalmente asociada con el tipo I y glicoprotei-
nas formando con estas Gltimas fibrillas reticulares, se encuen-
tra en arterias, mdsculo, pulmdn, higado y piel. Se sabe que la-
sintesis de coldgena tipc I y coldgena tipo III puede efectuar-
se simult&neamente en el mismo tejido, como ocurre en el pulmén.

Il tipo IV de coldgena contiene un dominio globular gque no-
se elimina durante el procesamiento de la protefina, es el mayor-
constituyente de la membrana basal, se localiza rodeando miscu -
los, nervios y grasa.

El tipo V se asemeja a las coldgenas intersticiales en que:
tiene un precursor, en la longitud de su molécula y la estabili-
dad de la triple hélice a la pepsina, forma pequenas fibras, las
cuales se localizan frecuentemente en la periferia de las célu =«

las del mfisculo liso.
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El tipo VI tiene una estructura molecular (nica y se encuen
tra como microfibrillas en el intersticio del tejido conjuntivo,
las cuales estdn formadas por dimeros y tetrémeros que tienen =
una asociacién simétrica.

El tipo V11 se solubiliza por digestifn con proteasas, estd
formada por estructuras diméricas en antiparalelo, hay similitud
entre los constituyentes de este tipo de coldgena y las fibras =~
de anclaje de la membrana basal en el tejido del estémago.

El tipo VIII, también conocido como coldgena E.C., se obser
vé en algunas cé€lulas endoteliales, afin no se ha caracterizado -
suficientemente.

El tipo IX, también conocida como tipo M 6 coldgena HMW-LMW,
es el menor constituyente colagénico en cartilago, contiene algu
nos dominios no-helicoidales los cuales son atacados por protea-
sas dando como resultado los fragmentos HMW (alto peso molecular)
y LMW (bajo peso molecular). No se ha determinado su organiza -~
cidn.

El tipo X es conocida como cadena corta 6 tipo G., es el ma
yor producto del cultivo de condrocitos y de regiones calcifica-
das de cartfilago, aiin no se ha establecido el arreglo de éste ti
po de coligena.

En la figura 3 se puede observar los modelos de la asocia -
cibén de las macromoléculas de los diferentes tipos de colédgena.

Usando anticuerpos fluorescentes se ha demostrado que una -
célula puede sintetizar simultdneamente mis de un tipo de coldge

na y que las proporciones y los tipos pueden cambiar con las con
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diciones del cultivo. Lo anterior implica que debe existir un me
canismo bioquimico intracelular que permita el ensamble especifi
co de las diferentes cadenas ot . Posiblemente algunas de las -
propiedades fisico-quimicas determinadas por la secuencia de los
aminodcidos en las regiones terminales de los precursores de las
cadenas of , sean las responsables de &ste ensamble.

Existe evidencia de que los genes para cada tipo de col&gena-
se encuentra en diferentes cromosomas, por lo tanto, se ha postu
lado que se expresan de manera independiente. Esto permitirfa -
cierta selectividad con respecto al tipo y proporcién de las co-
ligenas sintetizadas en un momento dado por diferentes c&lulas.-
Se ha observado que la proporcién de los diferentes tipos de co-
ligena cambian con el tiempo en un mismo tejido; por ejemplo: el
tipo III constituye mis del 60% de la coligena en piel fetal, pe

ro representa menos del 20% de la colédgena en la del adulto.

2.3.2 Caracteristicas Biogquimicas.

Bioquimicamente la coldgena es una proteina singular, la -
glicina constituye el 33% de sus aminoicidos, lo que permite que
cada tercer residuo de cada cadena polipeptidica esté ocupado -~
por glicina, este es un amino&cido cuyo grupo R es hidrdgeno lo-
que permite gue las cadenas & formen la triple hélice, cada una
de las tres cadenas polipeptidicas tiene aproximadamente 1, 000 -
aminodcidos, por lo tanto, la estructura de la cadena puede ser-
considerada como repeticiones del triplete Gnico Gli-X-Y. Fre -
cuentemente la prolina ocupa la posicién X y la hidroxiprolina -

la posicién Y. Estas cadenas polipeptfdicas pueden ser represen-
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tadas por la f&rmula (Gli-X-¥} . Cada cadena de la mol&cula se en -
rrolla en una h&lice izquierda con tres aminoicidos por vuelta, ca-
da tres cadenas se enrrollan a su vez hacia la derecha para formar-
una superhélice derecha, produciendo una fibra que tiene rigidez, -
gran firmeza y resistencia (34).

La repeticidn del triplete Gli~X~Y es un requerimiento absolu-
to para la formacibn de la triple hélice; Aunque la hidroxiprolina-
es aproximadamente el 10% del total de los aminodcidos que contiene
la coldgena, este aminodcido raramente se encuentra en otras protef
nas animales. La molécula de coligena debe en parte su estabilidad-
al grupo hidroxilo de la hidroxiprolina que permite establecer puen
tes de hidrégeno entre los residuos de los aminodcidos de dos cade-
nas adyacentes. La rigidez estd proporcionada principalmente por la
naturaleza compacta de la glicina y la estructura ciclica de la pro
lina e hidroxiprolina que limitan la rotacidén de las cadenas poli -
peptidicas contribuyendo a la estabilidad de la triple h&lice. En =~
1973 se demostrd que el grupo hidroxilo es determinante para confe-
rir estabilidad a la fibra, ya que la coldgena que no posee hidroxi
prolina solc es estable a temperaturas bajas. En los mamfferos 2/3-
de las posiciones X y Y de la coligena estdn ocupadas por otros ami
nodcidos. Estos otros amino&cidos disminuyen la estabilidad de la -
hélice, pero son esenciales para la organizacidén de la molécula 64)

La glicina, alanina, prolina e hidroxiprolina se encuentran en
la molécula de coldgena sin carga neta, su funcién es la formacibdn-
de la triple hé&lice, en cambio amino&cidos como lisina, &cido glutd
mico, asp&rtiéo y arginina, si presentan una . carga neta, Estos-
residuos cargados o hidrofSbicos tienden a agruparse, determinando-
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asf-la manera en la que se han de asociar las moléculas de coldge
na unas con otras.

La coldgena posee otro aminodcido hidroxilado, la hidroxili-~
sina, que proviene de la hidroxilacifn de la lisina en el 52 &to-
mo de carbone. La hidroxilisina es requerida para la formacidn de
enlaces intermoleculares para estabilizar las fibrillas, formadas
por la aspciacién de varias moléculas de coldgena, una deficiepn -

" cia de &sta da como resultado una menor fuerza tensil de las fi -

bras .

2.3.3.~ Biosintesis.

Una de las caracteristicas de la biosintesis de la mol8cula-
de coldgena, es que sufre un gran nimero de modificaciones postra
duccionales, algunas de ellas se efectiian dentro de la célula, mien
tras que otras se llevan a cabo en el espacio extracelular.

En el senoc de la cé&lula, la formacidn de la moldcula depende
de la sintesis previa de las cadenas que la comprenden, cada una-
de las cadenas % {alfa} es el resultado de la traduccién de un -~
ARN mensajero especifico. Se ha estimado que el ARN mensajero pa-
ra procoligena es por lo menos de 4 500 nucledtidos de largo, pa-
ra codificar los aminodcidos que constituyen cada cadena pro« y-
por lo tanto, el peso molecular serd aproximadamente de 1.5 X 105
daltones & mayor.

Una mol&cula de ARNm copia de unh gene particular, determi -
na por su secuencia de nucledtidos el orden de los aminodcidos que

constituyen el polipé@ptido, la traduccifn se efectfla a nivel de -
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los ribosomas, situados en el citoplasma en el limite de las cavi
dades gque constituyen el retficulo endoplasmitico rugoso (R.E.R.).

La coldgena se sintetiza primeramente como una molécula ma -
yor & precursor llamado procoligena, las cadenas individuales -
son llamadas cadenas pro & , Estas son sintetizadas como prepro &,
las cuales tienen aproximadamente 100 residuos adicionales en el-
comienzo del amino terminal (NHZ), Esta porcifn extra representa-
el péptido "senal", el cu&l dirige a la molécula al lumen del R.-
E., el péptido "sefial" es removido de la preprocadena x inmediata
mente después de entrar la molécula al R.E., transform&ndose en -
cadenas pro-® . Estudios realizados con aminodcidos radiactivos-
han mostrado que las extensidnes de las cadenas &1 y 2 pgocg-
den de igual porcifn y cada cadena es sintetizada por polipépti -
dos secuenciales en aproximadamente 4.8' . En un experimento de-

35), ésta se incorporé primero dentro de los

marcaje usando Cis (S
propéptidos del amino y posteriormente en el carboxilo, la radioac
tividad total en el propéptido del carboxilo de pro 1 es dos ve-
ces mayor que para pro o2. Por todos estos estudibs se sugiridé -
que cada cadena proo(l, y pro &2 son sintetizadas separadamente
como prop&ptidos continuos, que los ARNm activos estin presentes-
para las dos cadenas en proporcién 2:1 y gque, la proporcidn de =~
iniciacién, elongacién , terminacién y liberacién en los poliso-
mas son idénticas para las dos cadenas.

Las procadenas constan de una regidn colagénica (Gli-X-Y)333
y dos regiones no colagénicas, amino y carboxilo terminales. E1 -

propéptido del NH, terminal estd constitufdo por tres dominios -
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estructuralmente distintos: uno de ellos es globular, y es donde-
se lécaliza el punto de ataque de la enzima procoldgena-N-péptida
sa, El peso molecular de &ste péptido es de 20 (000 daltones.

En la regidn del carboxilo terminal la conformacién de los -
péptidos es globular, tiene un peso molecular de 30 000 a 35 000-
daltones. Por lo tanto, el peso molecular de las cadenas pro &« de
las coligenas intersticiales es aproximadamente de 154 000 dalto-
nes.

Las funciones bioldgicas atribulidas a las extensiones NH, y-
COOH terminales son:

a)IPrevenir la formacién prematura de fibras en el espacio in

tracelular.

b) Favorecer el ensamble adecuado de la protzina,

¢) Asociar directamente las cadenas pro & para que cada molé-
cula contenga las tres cadenas pro® adescuadas.

d) Incrementar la velocidad y eficiencia del enrollamiento de
las cadenas dentro de una conformacidn de triple hélice.

e} Controlar la cantidad de procoligena sintetizada por la cé

lula mediante un mecanismo de retroinhibicién.

Hidroxilacién.

La hidroxiprolina e hidroxilisina no se incorporan directa -
mente a las cadenas polipeptfdicas sino que se derivan de prolina
y lisina que se hidroxilan por la accién de la prolil-3-hidroxila
sa, prolil-4-hidroxilasa y lisil-hidroxilasa respectivamente, des

pués de ser incorporadas a las cadenas polipeptidicas. Estas enzi
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mas requieren de cofactores como; oxfgeno, iones ferrosos, «-ce-
toglutarato y dcido ascérbico (agente reductor) para llevar a ca-
bo su actividad biol6gica.

El ol-cetoglutarato es descarboxilado a succinato y €O, duran-
te la reaccién vy un 4tomo de oxigeno meclecular se incorpora en el
succinato. El peso molecular para prolil-hidroxilasa activa aisla
da de embridn de pollo es de 240 000 daltones. Bs un tetrimero =~
(&, B, ) constituido por dos tipos diferentes de mondmeros enzi
maticamente inactivos, con pesos moleculares de 60 000 y 64 000 =~
daltones respectivamente. La lisil-hidroxilasa ha sido purificada
extensamente y aparentemente es un dimero de dos subunidades, con
un peso molecular aproximadamente de 90 000 daltones cada una 86[

"La hidroxilacién se lleva a cabo en las cadenas nacientes vy
el péptido debe tener una conformacidn no helicoidal. Ademés, se-
ha observado que los péptidos mds largos se hidroxilan mds rdpida
mente. La prolil-4-hidroxilasa y lisil-hidroxilasa actdan solamen
te sobre residuos de prolina o lisina en la posicién Y siendo -
la secuencia requerida para la actividad el triplete -X-Y-Gli. En
cambio la prolil-3~hidroxilasa actfia sobre los residuos de proli-
na en la posicién X; trabajos recientes han demostrado que esta =~
enzima hidroxila la posicién X solamente si la posicién Y es-

(37)

4-hidroxiprolina por lo que la secuencia resultante es 3-Hip

(38). Esto indica que en la biosintesis de coldgena la

~4~Hip-Gli
hidroxilacién de los residuos de prolina y lisina ocurren antes =~
de la formacién de la triple hélice y cuando las cadenas polipép-

tfdicas nacientes se encuentran unidas a los ribosomas. Cuando se
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inhibe la hidroxilacidn o se incorporan anilogos de aminodcidos -
en la cadena de la procoldgena, se bloguea su secrecifn y por lo~
tanto se observa una acumulacidén en el R,E.R, Esta proteina no -~
puede ser secretada por la c&lula hasta que se hidroxile o bien -
que la temperatura disminuya y se favorezca el ensamble y la for-

macién de la triple hélice.

Glicosilacién.

La hidroxilisina puede ser glicosilada por adicidén de galac-
tosa y glucosa, generando residuos glucosil-~galactosil-hidroxili-
sina. Estas reaccidnes son catalizadas por la glucosil y galacto-
sil transferasas; la galactosil~transferasa ha sido parcialmente-

(39) y la glucosil-tfansferasa ha sido aislada de un =~

purificada
homogenado proteinico. Ambas enzimas transfieren el azlicar a par-
tir de un precursor comin: glucSsido-uridina-difosfato. Las reac-
ciones requieren de la presencia de cationes divalentes preferen-

temente manganeso (34}

y al igual que las prolil-hidroxilasas el-
sustrato debe tener una conformacién no helicoidal. La adicidn de
los azlicares probablemente ocurre en la cisterna del R.E.R. La -
glicosilacifn de los diferentes residuos de hidroxilisina, asi co
mo la extensifn del grupo R, permite establecer interacciones par
ticulares entre los distintos tipos de coldgena y protein-polisa-
c8ridos para constituir una matriz extracelular determinada.

La glicosilacién en la regién del COOH terminal de cada cade

na pro~ difiere de la glicosilacidn en la regién colagénica, en -

que los azficares que se adicionan son glucosamina y manosa, que -
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son unidos a residuos de asparginina, a través de un enlace N-gli
cosidico. Esta glicosilacién se puede bloquear con tunicamicina,-~
pero no se ve afectada por defectos en la hidroxilacidn de lisina.

Los extremos terminales de los péptidos de la proccldgena -~
contienen varios residuos de cistefna, la cufl permite el estable
cimiento de puentes disulfuro, la formacién de dichos puentes en-
el extremo NH, es (nicamente intracadena, a diferencia del extre-~
mo COOH en el que la formacidn de dichos puentes es inter e intra
cadena. La formacidn de la triple hélice ocurre en el lumen del -
R.E.R., y el proceso se inicia cuando se forman los puentes disul
furo entre los péptidos del C~terminal de las tres cadenas. Las -
fuerzas que determinan el desfase perildico de las moléculas de -
coldgena en la fibrilla, provienen generalmente de las interaccipg
nes idnicas entre cadenas laterales de los aminodcidos de las ca-
denas > de dos moléculas adyacentes. Al formarse los puentes di -
sulfuro intercadena la regifn colagénica espont&neamente puede en
rollarse en una triple hélice.

8i se evita la hidroxilacidn de los residuos de prolina o se
inhibe la formacién de los enlaces intercadena, la molécula no se
ensambla y permanecerd como una protefina no funcional, que se acu
mulari en el R.E.R. de las células produciendose una secrecifn -
muy lenta y un funcionamiento inadecuado de las fibras de coldge-

na.

Secrecibn de la procolédgena.

bDurante la secrecién las moléculas de procoligena se conden

san dentro de vesfculas, &stas son transportadas hasta la superfi
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cie de la célula, donde la procoligena es secretada por un proce-
so de exocitosis mediado por un sistema microtubular.

La proporcién de secrecidn de la procoligena depende del pro
cesamiento intracelular de la proteina y especificamente que las-
cadenas pro adquieran una conformacisn de triple hélice (34).
Posiblemente hay un equilibrio entfe la proteina intracelular no-
helicoidal y las modificaciones postraduccionales que al romperse
& modificarse explique la disminucidn en la secrecidn de la pro -
tefna. Existe una gran variedad de agentes que pueden interferir-
con la gecrecidn de la procoldgena. Estos incluyen la colchicina-
y la vinblastina, los cuales inhiben la polimerizacién de los mi-
crot@ibulos, otros farmacos bloquean ilos microfilamentos & inhiben
la energia para la produccifén de los microt@bulos (40’.

Estudios recientes han demostrado que ocurre una degradacidn
intracelular de la coldgena antes de gue &sta sca secretada y gue
puede alcanzar valores hasta de un 20 - 25% del total de la pro -
tefna producida. La funcidn de este proceso es desconocido, aun -
que se hé postulado, como un mecanismo para evitar que moléculas-
anormales (defectos en su estructura primaria, ensamble no adecua

do, etc.) sean secretados.

Formacién de la molécula.

La molécula de coldgens se forma por la accién de las enzi -
mas que separan, de la procoldgena, las extensiones peptidicas -
amino y carboxilo terminales, esta conversidn es un evento extra-
celular. Lia extensiSn amino terminal se separa primero y posterir

mente se elimina la extengidn carboxilo. Las enzimas que inter -
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vienen en este proceso son: procoldgena-N-peptidasa y procoldgena
-C-peptidasa, respectivamentey ambas requieren de ca™ como cofac
tor.

La procoligena-N~peptidasa ha sido parcialmente purificada -
de ternera, tendones de embridn de pollo y del medio de cultivo -

de fibroblastos (41),

esta enzima actfia en las cadenas proo 1 y=
pro o 2 de la procoligena tipo I, aunque la enzima aislada de -
tendones de pollo actdia también en la coldgena tipo II, Esto indi
ca que hay especificidad en el sitic de accidn de las tres dife -
rentes especies de cadenas prod y gque tienen una secuencia simi -
lar de aminodcidos en dicho sitio. La procoligena~C-peptidasa ha-
sido identificada en el medio de cultivo de fibroblastos y en tepn
d6n de embridn de pollo, es una glicoproteina y es mds pequefia =~
que la procoldgena-N-peptidasa. Afin cuando no han sido bien carac
terizadas se calcula que sus pesos moleculares son de 80, 000 vy -
260, 000 daltones para procoligena carboxilo y amino peptidasas -~
respectivamente. En la organizacién de las fibras de coldgena el-
C~terminal de una molécula coincide con el N~terminal de otra, -
asociandose diagonalmente, debido a la carga de los aminodcidos -
que se encuentran en los extremos desplazandose aproximadamente-
1/4 de su longitud, con lo que se tiene el espacio "D" caracteris
tico de las fibras de col&gena.

Este espacio provee probablemente un sitio para el depdsito-
de cristales de hidroxiapatita en la formacidn del hueso. Esta -

organizacién es importante para la formaciSn de enlaces cruzados-

intermoleculares entre los residuos de lisina y/o hidroxilisina.-
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La modificacifn para la desaminacién oxidativa de la lisina se -
efectia en el 62 carbono, la hidroxilisina también puede sufrir -
esta modificacién, esta reaccifn puede ser bloqueada en los anima
les cuya alimentacifn contenga ﬁ-aminopropionitrilo, procedente-
del guisante de olor. Las funciones aldehidicas de la lisina y de
1abhidroxilisina son fundamentalmente las responsables de la soli
dez de la trama formada por las molBculas de coldgena.

Los enlaces entre las moléculas de coligena ocurren en dos &

tres pasos:

l.- La desaminacién oxidativa del grupo €&-amino en élgunos-
residuos de lisina e hidroxilisina, obteniendose aldehf-
dos reactivos. La enzima que cataliza la reaccidn es la-
lisil-oxidasa, que ha sido purificada de aorta y cartila
go de pollo, ésta requiere de 02 y Cu++ como cofactores-
la enzima reacciona pobremente con cadenas & aisladas,-
actuando preferentemente sobre fibras de coldgena nativa
(42).

2.- Las uniones formadas pueden generar dos tipos de enlaces:

a) Enlaces intramoleculares, esto es, entre cadenas de
la misma molécula y son formados por la condensacidn
ald6lica de dos aldehifdos.

b) Enlaces intermoleculares, los cuales involucran una-
condensacién entre un aldehido derivado de lisina &
hidroxilisina y un grupo &£ -amino de una segunda li-
sina, hidroxilisina &6 hidroxilisina glicosilada, for

mando una base de Schiff.
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Las bases de Schiff no son muy estables y pue -

den generarse con ellas otras uniones m&s esta-

bles, en las cuales hay un cambio de un doble =~

enlace en la base de Schiff para obtener una ce

tona, otros cambios pueden ser realizados por -
hidratacidn y oxidacién dando un nuevo péptido.

3.~ Una reaccién en la cudl se adiciona un grupo de his
tidina a la cadena de amino&cidos de la molécula de

col&gena.

Si el componente aldehIdico de la base de Schiff es de-
rivado de la hidroxilisina el enlace e¢s mis estable gue si el al-
dehido es formado de lisina.

Los principales pasos de la biosintesis de la coldgena y sus

funciones bdsicas se resumen en la tabla II.

2.3.4.~ Descrdenes de la coligena.

El movimiento transcelular de la procoldgena estd relaciona-
do con las estructuras membranales del aparato de Golgi y se ha -

sugerido que tal movimiento estd mediado por microtﬁbulcs(43).

Es
tudios realizados con colchicina y vinblastina, han demostrado -
que en presencia de estos agentes antimicrotubulares, se inhibe =~
la secrecidn de procoligena en cultivos de fibroblastos, también-
se ha observado gque estos compuestos retardan la conversidn de -
procoldgena a coldgena.

Existen evidencias de que la coldgena estd implicada en mu =~

chas patologias del tejido conjuntivo, se ha observado que altera
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TABLA I1.~- SINTESIS, PROCESAMIENTO, DEPOSITO Y ESTABILIZACION LE LA COLAGENA

A.~ Transcripcidn de los genes de cada cadena diferen
te de procoligena.

B.~ Traduccidn del ARNm para cada cadena de procolige
na.

C.~ Modificaciones postraduccionales de procoldgena.

1,- Eliminacidn de La secuencia 'sedal".

2.

HidroxilaciSn de los residucs de prolina y li
sina en las cadenas pro o nacifences y en las-
cadenas pro« libres en el lumen del R.E.R.

3.~ Glicosilacidn de los residuos de hidroxilisi-
na en las cadenas libres proec en el R.E.R.

4, Glicosilacidn de reslduog de agparagina en la
extencion COOH terminal.

5.~ Formacidn de enlaces disulfure intercadena ~
en la porcidn carbonilo terminal de los pro-
péptidos.

6.~ Formacidn de la triple hélice.

7.~ Las moléculas de procoldgena son transporta-
das en las vesfculas del R.E.R. a el comple~
jo de Golgl.

8.~ SecreciSn: las mol&culas de procoldgena son~
acumuladas en grinulos secretores sobre la -
superficle del complejo de Golgi, ¥ estos ~
grdnulos son transportados a la superficie de
de la célula, donde la procoldgena es libera
da al espacio extracelular.

9.~ Moléculas de procoldgena son convertidas a ~
coldgena en el espaclo extracelular.

D.- Las moléculas de coldgena sufren espontdneamente
fibrilogénesis. Cada molécula se asocia diazonal
mente desplazandose 1/4 de la longicud de la mg-
l8cula. Existe un hueco (0.6) entre cada asocia -
cidn lineal de las mol&culas.

E.- Formacidn de enlaces lntermolaculares derivados-
de ligina.

(Am. J.
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cioftes en la produccidn de coldgena y en su degradacidn, estén re
laciénadas con enfermedades como la cirrosis hepdtica y la fibro-
sis pulmonar. La cirrosis se manifiesta por una produccidn -
anormal de tejido conjuntivo rico en coldgena, puede ser conside-
rada como una respuesta de cicatrizacidn del tejido hepdtico y es
consecutiva a una inflamacién producida por la ingesta crénica de
alcohol o por un virus (A o B). Como ya se indic6é anteriormente,-
la colagena determina la fuerza tensil y distensibilidad de los ~
tejidos; por lo tanto, una anormalidad en la flexibilidad y/o dis
tensibilidad de los tejidos se han clasificado como des6rdenes -
de la col&gena.

La biosintesis de la coldgena involucra un gran nimero de -~
reacciones post-traduccionales, por lo que se pueden presentar al
teraciones no solo por defectos en la transcripcién y traduccién,
sino también por defectos en algunas de las enzimas involucradas-
en cualquiera de las modificaciones, produciendose fallas morfoge
néticas debido a errores a nivel de sintesis, secuencia primaria-
de las cadenas, formacidn, estructura y estabilidad de la molécu-
la de coldgena, ensamblaje de las mismas para la produccién de fi
bras, formacifn de las uniones entrecruzadas intra e intermolecu-
lares, arreglo de las fibras en los tejidos o desequilibrio, asfi
como alteraciones en las tasas de sintesis y degradacidn.

Estos desSrdenes pueden ser hereditaries 6 adquiridos, los -~
primeros incluyen: el sindrome de Ehlers-Danlos, el cudl involu -
cra diferentes defectos en el metabolismo de la col&gena en la -

piel, gingiva, tejido esquelético, tracto gastrointestinal, siste
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ma cardiovascular, placenta y ojos. Entre los defectos heredita -
rios que no estdn incluidos en el sindrome de Ehlers-Danlos se en
cuentran:
1l.- Defectos en el empaquetamiento de coligena que se presen
ta en el perro, el visdn y en el gato.
2.~ Dermatosparaxis & deficiencia en procoligena-N~peptidasa
principalmente se presenta en ganado vacuno Vv lanar.
3.~ Deficiencia de lisil -~oxidasa, la cudl se presenta en -
los ratones.
4.~ Sindrome de Menke en humanos, gue afecta principalmence~
al cabello.
5.~ Cutis laxa en humanos.
6.~ Sindrome de Marfdn en humanos.
7.- Osteogénesis imperfecta, en la cudl se incluyen tres & -~

mds entidades especificas en el hombre.

Las enfermedades adquiridas y los procesos de reparacién gue
afectan al metabolismo de la coldgena involucran a un tejido daia
do, que responde rédpido incrementando fibroblastos y células mg =~
senquimatosas. Esta respuasta es localizada y se complica debido-
a la estimulacidén de la proliferacidn celular y por ende un aumen
to an la sintesis de matriz extracelular. Puede incluir cambios -
regulatorios en la proporcién y/o tipo de la coldgena sintetizada.
Los cambios en la cantidad de coliqena son mis aparentes gue los=-
cambios de los tipos, ya que un exceso en la sintesis de la pro -
tefna es un problema mayor en dérganos parenquimatosos tales como-

pulmsn, - higado, rifién y tracto gastrointestinal. En la cirrosis-
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hepdtica, el exceso de coldgena es predominantemente una respues-
ta anormal de los procesos reparativos fisiolSgicos en el higado-
y trae como consecuencia un dafo prolongado al hepatocito.

En la lesidén inflamatoria las fibras de coldgena son capaces
de inducir una respuesta fibrética localizada y esto puede ser de
terminante en la iniciacidn del aumento de sintesis de esta pro -
teina, seguida de una inflamacidn en los tejidos. Esta fibrosis -
puede ser reducida por: disminucidén en el depSsito de fibrillas,-
por aumento en la fibrinSlisis, farmacoldgicamente por disminucién
en la sintesis y estabilizacién de la colfigena 6 por aumento en -
la degradacidn de ésta. La ¢lasificacidn de las enfermedades de -

la coldgena a nivel molecular se presentan en la tabla III.

2.4.- Alteraciones producidas por el tetracloruro de carbono.

La fibrosis es el resultado final de la produccién de fibras
de coldgena posterior a una inflamacién, la cudl puede ser produ-
cida por agentes tdxicos § fisicos como temperatura, radiacidn e-
incisién; quimicos como: tetracloruro de carbono, bleomicina, etc;
6 biolbSgicos como: reaccién inmune secundaria a una infeccidn.

En animales de experimentacidn, como en el caso de las ratas,
la fibrosis hepdtica se puede proaucir por: traumas, suturas, in-
troduccidn local de sustancias irritantes, alteraciones nutricipo-
nales como dietas bajas en colina, metionina y protelnas, acompa-
fladas o no, de dietas bajas en grasas; administracifén de agentes-
téxicos como etionina, un aminodcido antagonista de la metionina:
tetracloruro de carbono; por ligadura del conducto biliar y por -

dafio inmunolégico.



a)

B)

<)

TABLA III.

DEFECTOS EN:

Estructura de la molécula

1. Sintesis post-ARN mensajero=-
de OH~prolina e OH-lisina.

2. Eliminacién de la extensidn
YH, terminal del precursor -~
orbdcoldgena.

3. Transcripcidn
Cambios en los tipos de las-
cadenas sintetizadas.

Estructura de la fibra.

l. Formacidn de enlaces covalen
tes inter e intracadena (li-
sil oxidasa)

2. Interaccidn con otros compo-
nentes del tejido conjuntivo
I) Proteoglicanos
II) Glicoproteinas

Velocidad de sintesis y/o degra
dacién (Metabolismo).

1. Cambio en la velocidad de -
sintesis.

2. Cambio en la velocidad de de-~
gradacibn.

3. Actividad colagenolitica au -
mentada.

*3) Enfermedades Hereditarias

a)
b}
a)
b)

a)
bl

a)l
b)
a)
b)

a)
b)
a)l

b)
b)
b)
b)
b)

b}

a)l
b)
b)

ORIGEN Y NATURALEZA DE DEFECTOS DE LA COLAGENA.

MANIFESTACION

Ehlers Danlos VI
Escorbuto, anoxia
Ehlers Danlos VII
Dermatosparaxis en ganado

Osteogénesis imperfecta
Artritis reumatoide

Ehlers Danlos V
Latirismo

Homocistinuria

Efecto de D-penicilamina

Sindrome de Marién
Escleromixedema
Pseudoxanyoma elasticum

Esclerosis sint. progresiva
Artritis Reumatoide.
Fibrosis en cicatrices
Fibrosis pulmonar

Fibrosis hepética

Invasién panicular de
cartilago en A.R.

Osteoporosis
Gangrena gaseosa
Enfermedad periodontal

*h) Enfermedades Adquiridas

(Ramachandram G.N, Reddi.,A.H. Bilochemistry
of Collagen. Ed. Plenum. Press. N.Y. J85.

1976.)
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El método mds utilizado para la induccidén de cirrosis hepati
ca es el tratamiento con tetrécloruro de carbono, se ha demostra-
do que &ste es un hepatotdxico fuerte y es metabSlicamente reduci
do por el citocromo P-450 a radicales triclorometilo como un in -
termediario reactivo (44’.

Tambi&n se ha observado que los niveles del citocromo P-450-
hepdtico (componente principal del sistema de oxidacifn del hepa-
tocito), se ven disminuidos por la accién del CCl4 a animales a -
los cuales se les ha administrado en forma crénicay se les ha pro-
ducido cirrosis hepdtica.

Los efectos mis nocivos para el hepatocito producidos por el
CCl, son:

l.- Disminucidn de piridin~nucleétidos.

2.- Unidn covalente a proteinas y lipidos.

3.~ Peroxidacidén de lipidos.

Esta hipftesis establece la formacidn de una cascada de radi
cales libres, similar a la auto-oxidacidn de dcidos grasos poli--
insaturados. La adicién del radical triclorometilo al doble enla-
ce del 4cido graso poli-insaturado resulta en la formacién del ra
dical alquil = triclorometilo, el cudl puede reaccionar con un do
ble enlace de otro &cido graso, originando un enlace cruzado, di-
ferente del que se origina de una reaccifn con oxigeno, otros ra-
dicales enddgenos o un donador de hidrégeno. Se ha sugeridc que -
la peroxidacifén de los lipidos puede ser una consecuenc:ia del da-
fio celular. Inicialmente radicales tales como 0~? y H,0, pueden

ser metabolizados por varias enzimas como la superdxido dismutasa=-
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o0 la catalasa y la glutatidn peroxidasa respectivamente, (45) in-

hibiendo la produccidn de radicales libres mds activos. Una vez -~
que la peroxidacién de los lfpidos se ha iniciado, los antioxidan
tes endSgenos interfieren con la propagacidn de la cadena va gue-~
estos son mds fAcilmente oxidados que los &cidos grasos poli-insa
turados.

El glutatién es un trip€otido que se encuentra en todas las-
células de los mamiferos, generalmente en concentraciones de 0.5-
10 mM. Las funciones del glutatidn estin relacionadas al grupo -
tiol y al ¥ -glutamil hidrato y la estabilidad es favorecida por-
los enlaces de ¥-glutamil, el cudl no es atacado por -~ -peptida-
sas y protege al grupo tiol de una oxidacidn répida. El carboxilo
terminal de los residuos de glicina del glutatidn protege al tri-
péptido de la accidén de § -glutamil-ciclotransferasa. Su funcidn-
es destruir los radicales libres del peréxido de hidrSgeno y otrus
perSxidos. También es una coenzima de ciertas reacciones enzimdti
cas y estd involucrada en el transporte de aminodcidos. La defi -
ciencia de glutatidn puede disminuir las defensas contra el dano
de la oxidacidén, ya que interfiere con los radicales libres y pue
de conjugarse con intermediarios electrofilicos que son capaces -
de iniéiar la peroxidacién de los lipidos (46).

La forma derivada del glutatidn estd involucrada en la deto-
_xificacién de compuestos extrafios Y también en varias fases del me
tabolismo enddgeno. La glutatién S;transferasa es una enzima con-

peso molecular entre 40, 000 y 50, 000 daltones, constituida por-

dos componentes que tienen puntos isoel@ctricos cercanos a 7, uno
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con caracteristicas bdsicas y el otro dcidas. Se ha aislado y pu-
rificado de homogenadc de higado humano y se ha confirmado que es
ta enzima es un dimero constitufdo por mondmeros que posiblemente
contienen tres subunidades de cada uno. Cataliza la reaccidn de -
conjugacidn entre glutatidn y muchos substratos secundarios. Gene
ralmente estos Gltimos son electrofflicos e hidrofdbicos, al con-
jugarse con glutatifn aumenta su solubilidad en agua y decrece su
reactividad quimica lo que frecuentemente conduce a una excrecidn
urinaria de compuestos derivados de acetil-cisteina.

Se ha demostrado que la disminucidn de glutatidn hepdtico =
por debajo de la concentracién minima resulta en un aumento de =~
NADPH dependiente de la peroxidacién de lfpidos endégenos "in vi-
tro" e "in vivo". Se ha pensado que la forma de iniciacidn de es~
ta reaccidén es mediante el oxigeno que esti unido a un complejo -
(47)

fisiolégico 6 a un complejo que contiene fierro 5ta concly

sidn se confirmd posteriormente por experimentos con homogenados-
de higado y hepatocitos aislados (48).

El dafio de la membrana lisosomal con la consecuente libera -
cién de enzimas hidroliticas parece ser un paso consecutivo a la-
peroxidacién de lipidos originando finalmente un dafo celular. La
peroxidacién de lipidos microsomales produce pérdidas de la acti~
vidad de algunas enzimas como son: glucosa-6-fosfatasa, NADPH-ci
tocromo ¢ reductasa, citocromo P-450 y UDP-glucuronil-transfera-

sa (49) .

Benedetti y col. (50!

sometieron a tratamiento con CCl4 y-
BrCCl, a ratas, obteniendo aldehidos que se unian a proteinas mi
crosomales y demostraron que productos similares unidos a protefl
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nas se obtenfan por reaccidn de 4-hidroxinonenal con microsomas,-
por lo gque dedujeron que este compuesto es capaz de inhibir acti-
vidades enzimiticas microsomales y sintesis de proteinas e incre-
mentar consecuentemente la fragilidad de la membrana lisosomal.

Se ha demostrado que algunas sustancias tdxicas como CCl4, -
BrCCl3 y 1,1-dicloro etileno, inhiben la bomba de calcio microsg
mal "in vivo" e "in vitro" y consecuentemente la peroxi&acién -
de 1lfpidos lo que resulta en una inhibicién de las actividades del
ca*t microsomal.

La peroxidacién de lipidos es un efecto primario y reversi -
ble; sin embargo, puede iniciar una serie subsecuente de eventos-
que pueden no ser reversiblesy por lo tanto, conducir a un dano cg
lular irreversible. La destrucci6n de la bomba de Ca™ microsomal
origina una acumulacién de calcio intracelular, fenfmeno que pare

ce ser un paso clave en la irreversibilidad del proceso (51).

2.5.- Tratamientos Utilizados para Interferir con la Sintesis o

Acumulacién de Colédgena.

Como ya se menciond anteriormente, un agente nocivo inicia -
una cascada de reacciones celulares con cambios en el tejido dana
do y, como una respuesta del medio ambiente de este tejido puede-
estimularse la afluencia y activacién de fibroblastos que en un -
momento dado producen un incremento en la proporcidn y concentra-
cién local de macromol&culas estructurales como glicosaminoglica-
nos y coligena. Debido a lo anterior, se han disefado y estudiado

compuestos gque pueden interferir o inhibir selectivamente con el-
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metabolismo de la coligena en un tejido dafiado. En consecuencia,-
se piensa que estos compuestos tendr&n un efecto principal en el-
&rea afectada donde la concentracién de coligena es mayor en rela
cibn con los tejidos que le rodean. Se han probados numerosos far
macos con la intencifén de lograr una inteferencia especifica a ni
vel de sintesis, secrecién, maduracién y degradacién de esta pro-

tefna.

Interferencia con la sintesis.

El &dcido ascSrbico es un cofactor de lasenzimas que partici-
pan en la hidroxilacién de los residuos de prolina y lisina, por-
lo que se ha intentado provocar una deficiencia de este compuesto
en el Srganismo ya que no afecta a la coligena depositada y no -
existen evidencias de que se incremente la degradacidn de la cold
gena y solamente afecta a la proteina sintetizada en condiciones-

de deficiencia (52).

Los resultados obtenidos demostraron que se-
sintetiz8 una coldgena que fue degradada ripidamente. Sin embargo,
la deficiencia crénica de 1lisil~-hidroxilasa produce hipotonia -~
congénita, cutis laxa, piel fr&gil, hemorragias en cicatrices y -
arqueamiento del paladar. Ademis, se observé en primates, gque la-
deficiencia del &cido asedrbico produjo desarrollo de escorbuto -
(53). Existe adicionalmente una gran variedad en la susceptibili-
dad a la deficiencia de vitamina C, por lo que &ste enfoque ha re
sultado poco préictico. '

La utilizacién de agentes quelantes como EDTA, desferrioxa =«

mina=- P , Tirén, o, A'~dipiridil y o-fenantrolina dié como resul

tado una disminucién en el depdsito de coldgena aunque posterior-
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mente se reportd un aumento en la actividad de prolil-hidroxilasa.
Recientemente Takeda y col. en 1979 sugirieron que la estimula -
cidén de la actividad de prolil-hidroxilasa por agentes quimicos -
puede estar relacionada con la actividad del oxfgeno por el com -
plejo del agente quelante sobre los iones Fe2+/3+.

Por otra parte, se ha observado que el oxfigeno usado por las
enzimas respectivas en las reacciones de hidroxilacifn, se encuen
tran en una forma activada posiblemente como un anidn supersxido-
02'. Por este motivo, no se observé ningfin efecto cuando se utili
1lizd superdSxido dismutasa. Otro factor a considerar es la poca es
pecificiaad de los agentes quelantes para unirse con diferentes -
metales dando origen a efectos secundarios como blogquear grupos-
sulfhidrilo por dietiltiocarbonatos y D-penicilamina 6 la indug -
cién de funciones oxidativas hepdticas por o-fenantrolina.

En otros experimentos se incubaron cultivos de fibroblastos=-
con Cis«Hip y otros anflogos de prolina, obteniendose una proco-
ldgena no helicoidal que fue retenida en el R.E.R,, de la célula.
Debido a que la hidroxilacién de los residuos de lisina es un pre
-requisito para seguir con el paso de glicosilacibén y posterior -
mente la secrecibn de la coldgena, se considerS que la utilizacibn
de estos compuestos podrfan interferir con la sintesis y secre -
cifn de la coldgena, asf como estimular su degradacién. Sin embar
go, aungue los estudios realizados "in vitro® con andlogos de pro
lina demostraron una inhibicién de la sfntesis de col&gena, cuan-
do se efectuaron enanimales de laboratorio se obtuvieron datos con

tradictorios, por lo que los resultados obtenidos con estos com =
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puestos se pueden separar en dos clases de efectos:

a) Un efecto en el que existi6 inhibicidn de la acumulacién de co
ldgena sin que se presentaran efectos tdxicos.

b) No se produjo efecto sobre la sintesis de coldgena y se presen
tS una inhibicifn de la acumulacién de ésta solamente a dosis -

tSxicas del compuesto.

La discrepancia entre los resultados observados "in vitro" y
la alta toxicidad en animales, sugiere que, existe una dependencia
de la concentracién de los andlogos de prolina y de su internali-~
zacidn en la c€lula, asi como de la cantidad de incorporacidn del
compuesto en los propéptidos colagénicos. Por otra parte, se ha -
observado que la eliminacidén de prolina en la dieta no tiene efeg
to sobre los niveles del aminoicido libre, ya que la produccién -
endSgena a partir de glutamato, ornitina y arginina es suficiente
para reemplazar la fuente exGgena. Debido a lo‘anterior, el efecto
de estos anilogos se ve reducido debido a la concentracifn de pro-
lina libre. Este efecto es m&s notorio en un tejido dafado, ya. -
que para que el andlogo tenga més efecto, deberd elevarse la do -
sis obteniendose as{ un efecto tdxico del f&rmaco. Debido también
a la inespecifidad de incorporacidn de los andlogos a otras pro -
teinas no colagénicas y con ello el origen de posibles trastornos
en su actividad biolSgica, se ha disminuido considerablemente la-
aplicacidn terapéutica de dichos compuestos.

Inhibicion de la secrecién.

Otro enfoque para interferir con el metabolismo de la colidge

na es afectando su transporte. La inhibicién en la formacibén de -
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los microtdbulos 6 microfilamentos afecta el transporte de la cold
en la célula. La colchicina y la vinblastina son los farmacos gue
mids se han empleado para interferir con este transporte, ya que -
utilizando estos compuestos se puede tener una accidn reversible-
del arreglo de los microt@bulos de la célula.

La colchicina es el fi3rmaco mis empleado y tiene actividad -
en el tratamiento agudo de gota, pero su utilizacibn en otros trasg
tornos inflamatorios no ha sido efectiva (54’. En un estudio en -
el cudl se administrd colchicina a ratas en forma oral en una do
sis de 6 mg/Kg para suprimir el edema inducido con carragenina, =
sé observé que el efecto producido por el fdrmaco, puede estar re
gulado por la omisidn de algunas funciones de leucocitos polimoxr-
fonucleares 6 puede estar relacionado por la induccidn de enzimas
lisosomales para interferir con los microtidbulos, implicando con-
esto alteraciones en la pinocitosis y la fagocitosis de células -~
inflamatorias.

Por otra parte, estudios realizados por Rojkind (53} con ra=~
tas a las cuales se les administr8 colchicina conjuntamente con -~
CCl4 se observé una inhibicién en la sintesis y depésitoc de cold-
gena hepédtica.

Estudios en pacientes con escleroderma sobre el efecto de eg

" te f&rmaco en la excrecidn de hidroxiprolina en orina demostraron
que con la administracién de colchicina a dosis toleradas por el-
hombre no se inhibe la sintesis ni incrementa la degradacifn de ~

coldgena en un estado fibrdtico (56).

(57

Sin embargo, Harris y Krane
reportaron gue en cultivos de cé&lulas sinoviales la colchici

na estimula la sintesis de novo de colagenasa. Ademds, el efecto-
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"in ‘'vivo" de la colchicina sobre la sintesis de ambos tipos de -
proteinas, al menos en el tejido de granulacién, fue contrario a-
lo reportado anteriormente. Lo que sugiere que la dosis terapefliti
ca de la colchicina coincide con la dosis téxica. Adicionalmente-
se ha observado que la colchicina se acumula en diferentes &rga ~
nos y tejidos corporales.

Por otra parte, se ha observado que, los anestésicos locales
procaina y lidocaina, han demostrado efectos inhibitorios sobre -
la sintesis de proteinas, ADN y ARN y se ha sugerido que presen-
tan adicionalmente una actividad antimicrobiana. En otros experi-
mentos se demostrd que inhiben la secrecidn de proteinas plasmiti
cas en rebanadas de higados de rata y reducen la concentracién de
histamina de la c&lula. Por otro lado, en estudios realizados en-
cultivos de fibroblastos, utilizando anest@sicos locales, se ob -
servd una inhibicidn de proteinas, posiblemente por interferencia
en el sistema microtubular, a través de un defecto en la membra-
na celular. Los mecanismos posibles que se proponen para explicar
el efecto de los anestésicos son: afectar la estabilidad y flui -
dez de.la membrana celular, la conduccidn de sodio y el movimiento
de calcio en la célula; éste Glti .o dato implica un posible efec-

to en las despolimerizacién de los microtfbulos (58).

Control en la maduracidn de la col&gena.

Otro mecanismo posible para interferir con el metabolismo de
la coldgena, es controlar la maduracidn de la proteina, evitando-

la formacién de grupos aldehidicos a partir de la lisina y de la-
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hidroxilisina, las cuales son responsables de la solidez de la -
trama formada por las moléculas de coldgena, a través de la forma
cién de enlaces covalentes intra e intercadena. En la generacidn-
de estos grupos aldehidicos se involucra la actividad de la enzi-
ma lisil-oxidasa, &sta cataliza la desaminacibén oxidativa especi-
fica de los grupos €-amino de los residuos de lisina e hidroxili
sina, para generar los aldehidos reactivos que puedan reaccionar -
entre si o bien con otros grupos NH, para formar bases de Schiff.
Entre los compuestos que se hanempleado para este fin estd -
el Jf)-amino propionitrilo (BAPN), debido a que este f4rmaco pro-
duce una inhibicién irreversible en la enzima lisil-~oxidasa. El -
BAPN es un f&rmaco efectivo y no especffico, el cudl interfiere -
con la estabilidad estructural de la molécula de col&gena, estos-
estudios se realizaron en animales de laboratorio y fueron con el
objeto de evitar la presencia de articulaciones inmdviles (59).
En un estudio en pacientes con escleroderma a los cuales se les -
administré BAPN a una dosis de 2 g/dfa a tiempos cortos, no se ob
servardn efectos t6xicos,pero en tratamiento prolongade un nfime-
ro significativo de pacientes presentaron sensibilidad al f&rmaco.
También se observaron reacciones de alergia en la piel y anemia =-
hemolfitica. La toxicidad sistémica que produce el BAPN ha sido el
mayor obstdculo para la utilizacién de este fdrmaco en el hombre.
Otra alternativa es el uso de D-penicilaminas ya que éstas -
afectan la estabilidad estructural de la coldgena a varios nive -
les (ver figura 4). Estudios realizados en animales de laboratpo -

rio demostraron que este fdrmaco puede tener efecto a dosis bajas
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BAPN
CH-(CH,) ,-NH, —Lisil-oxidasa /D.LH-(CH ) ,-CHO
24 2 -+ 2'3
Cu 02 l R\\\
”
o ! d-(//// +ut
+NH,~CH,~CH-CH,CH,-CH ———P|=-R~CH=N=R§ —— ;—RCH -NH-R-
2 2 2772 { 2
-Hidroxilisina base de enlace cru
?H-(CHZ)3- Cﬂi Schiff debil zado estable
+ OHC-R] ——b?—R-cmcu-a-f

CHO

Condensacién aldol
enlace estable

Figura 4. Interferencia del BAPN y D-penicilaminas, en la estabili
dad estructutal de la molécula de colédgena.

(Chvapil M. Experimental modification of

collagen synthesis and degradation and-

their therapeutic applicacion., 212.1982)
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por afectar la interaccidn con los derivados aldehfdicos de la 1li
sina, tambi&n despolimeriza los enlaces cruzados de las bases de~
Schiff no reducidas las cuales sirven para incrementar la estabi-
lidad de la coldgena, también inhibe directamente la lisil-oxida
sa, mientras que a dosis altas se presentan propiedades quelantes-

con varios metales ‘60).

Al igual que con el BAPN existe una inci
dencia alta de hipersensibilidad y falta de especificidad del tra
tamiento. Debido a lo anterior, se evita su utilizacién en los pa
cientes.

Como ya se menciond anteriormente, los sitios de accién del-
BAPN y D-penicilamina son diferentes, por lo que se pensd en la -
posibilidad de administrar ambos fdrmacos, para que se presenta -
ran efectos acumulados con dosis menores de &stos. Los resultados
no fueron favorables, se formaron derivados de penicilaminas los-

cuales interaccionaron con los aldehfidos formados y mostraron pro

piedades latiricas.

Aumento de la degradacién de colé&gena.

Debido a que existe para cada tejido una relacién particular
entre la sintesis y la degradacién de coligena de forma natural,=-
se pensé aumentar la proporcién de degradacién de la proteina co-
mo un tratamiento posible para interferir con la acumulacidén de -
coligena. Harris (56) observé un aumento de colagenasa en el cul-
tivo de células de membrana sinovial estimuladas con colchicina.-
También Chvapil (5) encontrs un aumento de la actividad colageno

lftica en tejido de granuloma de ratas tratadas con dosis altas -
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de colchicina. Por otro lado, estudios realizados en pacientes -~
con cirfosis hepética alcohélica a los cuales se les administrd -
colchicina durante 12 y 42 meses, se observé una disminucién en -
algunos signos clinicos caracteristicos de la enfermedad (6). Sin
embargo, los resultados no muestran datos significativos de la -
disminucién de la mortalidad, asf{ como una disminucién del estado
fibrStico de los pacientes. El empleo de &ste fdrmaco en la cirro
sis hepdtica no se ha establecido por los efectos adversos deriva
dos del uso de dosis elevadas de colchicina. -

Con relacifn a la utilizacidn de agentes quelantes se obser-
v6 en un grupo de ratas tratadas con EDTA, que se incrementd la -
concentracién de hidroxiprolina excretada en la orina. S2 asume -
que el posible mecanismo de accidén de los agentes gquelantes sea:-
por secuestro de los iones zinc en los tejidos, explicando con
esto la excrecifn primeramente de zinc y posteriormente de hidfg-
xiprolina, ademis del aumento de la fragilidad de los lisosomas.-
Sin embargo, al no tener accién especifica el EDTA, los efectos -
producidos por este tipo de firmacos impiden su utilizacién.

(61), en el -

Otro mecanismo fue el propuesto por Deporter
cufl se aumenta la degradacifn int-acelular y la fagocitosis de -
la coldgena por los macrdfagos activados, incrementando la activi
dad de &stos en el drea de la lesibn fibrbStica. Sin embargo, los-
macrdfagos activados secretaron al mismo tiempo factores que esti
mulan la proliferacifn y actividad metabSlica de los fibroblastos.

Como se menciond anteriormente, el dafio hepdtico perjudica -

la digestién, absorcifn y activacién de nutrientes, el etanol pue
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de inducir un agotamiento selectivo de nutrientes, el cudl podria
causar darno orgdnico, para lo cudl se han atilizado infusiones -
diarias de aminodcidos con las que se han reportado que disminuye
la mortalidad. Sin embargo, la encefalopatia hepdtica constituye=-
un riesgo potencial en la infusidén de aminodcidos. Para mainimizar
la encefalopatia se usan mezclas ricas de aminodcidos de cadenas-
ramificadas y pobres en aminodcidos aromdticos, ademds de cambio-
de proteinas animales por proteinas vegetales. En la actualidad -
no existe un tratamiento para la deteccidn de la fibrosis & procg
sos cicatriciales, lo que si se na desarrolladqg son terapias al -
ternas que mejoran o alivian las complicaciones secundarias origi

nadas por la cirrosis.

2.6.- Microtdbulos.

Como se menciond anteriormente, la secrecidn de la coldgena-
es a través del complejo de Golgi y depende del funcionamiento -

{62}

normado por el sistema micotubular . En 1963, los investigadg

res Slaherback, Ledbetter y Porter (63

observaron por primera -
vez gruesos filamentos a los cuales denominaron microtiibulos. Con
ayuda de técnicas bioguimicas microscépicas e inmunol&gicas, se -
han puesto de manifiesto cuatro estructuras fibrosas principales -
que estdn presentes en todos los tipos celulares:

a) Microtdbulos, filamentos largos y gruesos.

b) Microfilamentos, que se encuentran distribuidos principal

mente hacia la superficie celular.

¢} Filamentos intermedios, denominados asi debido a su didme

tro.
~ 38 -



d) Red microtrabecular, que es una malla de estructura delga-

da.

Los microt@ibulos estdn formados por polimerizacidn de dime -
ros de tubulina, &stos dimeros son asimétricos y estédn constitui-‘
por por dos subunidades denominadas uty‘ﬁ. Los dimeros se unen -
reqularmente entre sf y forman un filamento; 13 de estos fila -
mentos se asocian lateralmente en una hélice izquierda para dar -
lugar al microt@bulo que es un tubo largo y hueco cuyo diimetro -
exterior es del orden de 25 nm . Todas las subunidades estdn = -
orientadas de la misma manera, por lo tanto, un extremo presanta-
subvnidades & y el otro subunidades fb. La estructura es polariza
da, explicando con ésta caracteristica muchas de las propiedades-
fisiolbgicas de los microtdbulos (64).

La concentracidn de tubulina libre puede disminuir hasta un-
valor critico, por arriba de &ste la asociacidn de tubulina en =«
tre sf es espontinea. Margulis y col. 83 gemostraron que constan
temente se afaden subunidades de tubulina en uno de los extremos-
del microtﬁbulol(denominado +) y simultdneamente sepierden en el-
otro extremo (denominado -). Este ;vento se efectiia cuando la sub
‘unidad de tubulina que ha fijado al trifosfatc de guanosina (GTP)
se une mds ficilmente al extremo (+). La energia proporcicnada -~
por el GTP sirve dnicamente para consequir la polimerizacidn de -
la tubulina, por lo tanto, los microt@bulos estdn en un equili -
brio constante de asociacidén-disociacidn.

Se ha demostrado gue la colchicina se une a las moléculas de

tubulina causando el bloqueo del autoensamblaje. Algunos compues-
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tos sintéticos como el Nocodazol presentan una actividad similar.
En la mayorifa de los tipos celulares los microtiibulos desaparecen
cuande las células son tratadas con nocodazol por 15 a 30 min. -
Una vez eliminado el f&irmaco aparecen nuevamente los microtfibulos,
lo que indica gque se trata de un fenSmeno reversible.

Mediante experimentos realizados a temperaturas bajas y con -
luz ultravioleta se observé destruccién de los microtbulos inhi-
biendose el proceso mitStico. Se obtuvo el mismo resultado utili-
zando colchicina, uniendose especfficamente a los microtfibulos e-
impidiendo el movimiento cromosomal durante la mitosis y la meio-
sis. También se ha asociado a los microtidbulos con la mévilizg -
cién de material de secrecién ya que en presencia de colchicina -
se observS§ un bloqueo en la liberacién de histamina e insulina. -
Debido a que los microtibulos forman parte de los cilios, flage -
los y colas de espermas, y que estos se relacionan con la movili-
dad celular se ha observado que la colchicina produce un blogqueo-

(66). Cuando se

de la orientacifn en el movimiento de las células
destruyen los microtiibulos de una célula, su periferia empieza a-

ondularse de forma irregular, se pierde su aspecto polarizado, -

&

por lo que, se deduce que los microtGbulos desempefian un papel
portante en la conformacién del citcesqueleto.

El sistema microtubular controla el tr&fico citoplasmitico -
de la inmensa mayorfa de los organelos, determina su topografia -
ordenada, coordina la movilidad celular, determina la polaridad,-
la forma y el movimiento de las células, interviene directa o in-

directamente a nivel de los receptores superficiales, por lo tan-
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to, armoniza numerosos aparatos mecinicos, quimicos y metabdlicos

de las células (54).

2.7.- Mebendazol.

2.7.1.- Propiedades Pisicas.

El mebendazol [metil-N-{5-benzoil-2-benzimidazolil) carbama-
ﬁo] es un polvo amorfo amarillento, muy poco soluble en agua y en
la mayor parte de los disolventes orgdnicos, fdcilmente soluble -
en dcido férmico, benzaldehido, dimetil-sulfdxido, de sabor no de
sagradable, con punto de fusién de 300°C, no es higroscépico y es

estable al aire. Su fdrmula desarrollada es la siguiente:

\ Q
O’E NH-C-O-CHg
|
H

Este firmaco se desarrolld para tratar las infecciones por -
vermes redondos, como resultado de la investigacibn efectuada en-

Bélgica por Brugmans y col. en 1971 (67).

Fué aprobado como un an
tihelmintico de amplio espectro por la Food and Drug Administra -
tion (F.D.A.) en 1974, para usarse en el tratamiento de infeccio-

nes (nicas o mixtas provocadas por Ascaris lumbricoides, Entero--
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bius vermicularis, Trichuris trichiura y uncinariasis.,

2.7.2.~ Mecanismo de Accibn.

Los experimentos realizados por Van Den Bossche y col. ‘68),

demostraron qgue el mebendazol induce la desaparicidn de los micro
tGbulos citoplasmiticos causando cambios degenerativos en las cé-
lulas de absorcidn de los céstodos y nemdtodos. Ademds, inhibe re

versiblemente la captacidn de glucosa (69)

. Esto se refleja en -
una disminucidn de glucdgeno almacenado en el pardsito y la falta
de éste da por resultado una disminucifn en la formacibn de tri -
fosfato de adenosina {ATP), requerido como una fuente de energia -
necesaria para la reproduccidn y sobrevivencia del helminto. Tam~
bién se observa una alteraciSn en la morfologia ultraestructural-
del mismo ocasionada por un bloqueo en el transporte de les grénu
los secretorios del aparato de Golgi al citoplasma, acumulandose~
éstos y convirtiendese en un citoplasma autolitico que libera en-
zimas proteoliticas e hidroliticas, produciendose la degeneracién
de las cflulas del epitelio intestinal de pardsito.

La inmovilizacién y muerte de los pardsitos ocurre lentamen=
te y la depuracidn del aparato gastrointestinal quiz& sSlo sea ~
completa tres dfas después del tratamiento. Se observd que el fir
maco no afecta la concentracifn de azficar en la sangre de los hués
pedes, incluso en dosis elevadas (70}.

El firmaco inhibe el desarrollo de larvas de uncinarias "in-

vitro" a una concentracidén de 50 mg/ml, concentraciones mayores -

carecen de efecto sobre las larvas plenamente formadas. Por otra-
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parte, poco después de comenzar el tratamiento se ha observado -
que los huevos de trichuria y uncinarias no se convierten en lar-
vas. Por lo anterior se ha postulado que la muerte del helminto -
ocurre por uno 6 mas de estos mecanismos: autSlisis por libera =~
cibn de enzimas hidrolfticas & proteoliticas, problemas de absor~
cibn o digestifén debido a alteraciones de las enzimas encargadas-
de estos procesos y/o bloqueo del transporte de materiales de las-

gl&ndulas secretoras.

2.7.3.- Farmacocinética.

Se ha observado que la cantidad del metabolito excretado por
orina depende de la especie a la que se le administre; en perros-
fue del 1% mientras que en cerdos fue del 50% y en ratas se elimi

né casi completamente sin alteracién en las heces (71

. La absor-
cidn del mebendazol en el tracto gastrointestinal es minima. Se -
realizaron estudios farmacocinéticos en voluntarios sanos a los -
gue se les administrS una dosis de 0.1 mg/Kg de peso de mebenda -
2ol radiactivo (C14) demostrandose que solamente se absorbid del-
5 al 10 % de la dosis y se excretd en la orina, el resto, se eli-
mindé en las heces sin cambio. Los niveles miximos en plasma repre
§entaron el 0.5% o menos de la radiactividad administrada vy se al
canzaron durante las primeras 2 a 4 horas, la mayor parte del com

puesto no presentS cambios (71).

Por otra parte, Dawson y col. (72)

realizaron estudios para-
determinar la biotransformacifén del mebendazol en humanos. Se les
administr§ el f&rmaco en cuatro diferentes dosis y formas farma -
céuticas: 1) S tabletas de 100 mg, 2) 25ml de suspensién al 2 §,-
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3) 5 clpsulas de 100 mg disperso el polvo en 0,9 ml de aceite y 4)
un supositorio de 500 mg. Se analizd la orina observdndose que -
son cuatro los metabolitos del mebendazol que se excretan: I) me-
til N-(5-benzoil~2-benzimidazolil) carbamato, II) 2-amino-5(6)- -
benzoilbenzimidazol, III) metil-5(6) [x~hidroxibenzil]benzimidazol
car@amato y IV} 2-amino-5(6)[ o -hidroxibenzil]benzimidazol; -~
también determinaron que por via oral solo se excreta del 1.33 al
1.35 % de la dosis administrada, mientras que por via rectal no -
se obtuvo la presencia de alguno de los metabolitos. Concluyendo~
con esto que la eficiencia y biodisponibilidad del tratamiento -
con el farmaco depende de la forma farmacéutica administrada y -~
que el mayor metabolito excretado en orina en el humano es el com
puesto IV.

En el caso de quiste hidatidico en ratones, se administrs me
bendazol en dosis elevadas (50 mg/Kg/dial}, los animales estudia -
dos no presentaron efectos adversos. Por otrc lado, en pacientes-
con infeccifn y expulsién masiva de nemitodos se presentaron sin-
tomas pasajeros de dolor abdominal y diarrea, estos sintomas se =
corfelacionaron con la gran cantidad de pardsitos presentes en -~

los pacientes.

2.7.4.~- Efecto Antimicrotubular.

En los estudios realizados en ascaris que habfan sido trata-
dos con mebendazol se encontré al compuesto unido a proteinas con
pésos moleculares de aproximadamente 100, 000 y 50, 000 - 60, 000
daltones., El fdrmaco se encontrd principalmente en el eséfago y =~
células intestinales del pardsito debido a que el compuesto es ab
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sorbido en el ascaris por dichos sitios. Por otra parte, los pe -
sos moleculares de las protefnas corresponden al dimero y mondme-
ro de la tubulina, se explica con esto un posible mecanismo de la
muerte del par&sito, ya que la tubulina forma los microt@bulos y-~

éstos participan en varias funciones celulares importantes en el-

transporte de materiales dentro de las células (71} otros estu -
dios realizados por Friedman y Platzer (73 que fueron comproba -
(71)

dos posteriormente por Van Den Bossche en 1980 confirmaron -
que el mebendazol se une a las subunidades de tubulina en un si -
‘tio cercano 6 estructuralmente iqual al punto de unién de la col-

chicina impidiendo la formacién de microtfibulos.

2.7.5.~_Toxicologfa.

La toxicidad del mebendazol por via oral fue evaluado en va-
;ias especies de animales: en ratones, ratas y cobayos la LD50 -
fue 1.28 g/Kg y en conejos, perros y gatos de 0.54 g/Kg. En estu-
dios realizados en pollos no se observaron efectos colaterales -
~con dosis de 1 & 1.28 g/Kg y estudio clinicos realizados enovejas
no mostraron alteraciones con dosis de 300 mg/Kg.

En otros estudios realizados en ratas se observd que el me -
bendazol no afecta la fertilidad, con una dosis administrada de -
40 mg/Kg por 14 y 60 dias antes y después de la gestacidn, duran-
te el perfodo de lactancia (3 semanas) no se vié afectada la mor-
talidad, embarazo, ingesta de alimento y peso de las ratas repro-
ductoras, tampoco se observaron diferencias en el nfimerc de des =~
cendientes, peso-de las crias al nacer e incremento de peso de =

las mismas (71).
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3.~ ANTECEDENTES.

Como se mencioné anteriormente la administracifn del mebenda
zol (CBZ) ha sido generalmente en cratamientos agudos. Sin embar-
go, existen evidencias de su administracidn en forma crdénica, en-
un estudio realizado en 40 pacientes con oncocercosis, en el sur-
este de Chiapas, a los cuales se les administrd una dosis de -~-
2 g/dia del fdrmaco durante 12 meses, no se observaron efectos seg
cundarios durante el tracamiento y los resultados obtenidos fue -
ron favorables (74).

En un estudio realizado en animales de laboratorio para eva-
luar la dosificacién mds adecuada del CBZ, se reportd que la via-
intraperitoneal, es una forma favorable de administracifn, sin em
bargo, la caracteristica de poca solubilidad del fdrmaco en agqua,
hace diffcil la utilizacién de &sta via. Aungue el CBZ es comple-
tamente soluble en dimetil sulfSxido (DMSO} se restringe el empleo
de este solvente, ya que &ste es tfxico. Por otra parte, la admi-
nistracidn del firmaco por via oral en dosis de 250 ppm en el ali
mento fue bien tolerado por los animales. Se valoraron los efec =
tos producidos por la administracién crénica del CBZ en ratas, a-
las dosis previamente determinadas por via oral, analizandose hi-
gado, pulmén y esterndn. No se observaron alteraciones significati
vas ya que el firmaco muestra una absorcién minima (0.5-1,0%) por-
via intestinal y se metaboliza principalmente en el higado. Los -
valores bioguimicos obtenidos en esos &rganos con relacién a la -
sintesis de proteinas totales, los valores de celularidad y con -

centracién de coligena se encuentran dentro de los valores norma-
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les. Histoldgicamente se observd una leve esteatosis en el higado
gue se incrementd ligeramente en las etapas avanzadas (90 y 150 =
dfas) de la administracifn. Esto se puede correlacionar con los -
estudios reportados sobre agentes bloqueadores de microtfibulos -
que producen una acumulacidn de lipoproteinas de muy baja densi -
dad (LMBD) y de otras protefinas. Tambi&n en pulmdn se encontrd un
pequefio infiltrado de células inflamatorias a las mismas etapas -
de tratamiento. Sin embargo, histoldgicamente no se observaron al
teraciones morfoldgicas durante todo el tratamiento (8)‘

Por otra parte, se ha observado que los modelos utilizados -
par: inducir cirrosis hepdtica a ratas con CCl4 produce en los =~
animales acumulacidn de liquido ascftico, pérdida de peso corpo -
ral e incremento de coldgena hepdtica. Los animales que recibie -
ron 10 inyecciones de CCl4 mostraron una reversivilidad de la ci-
rrosis, mientras que animales a los cuales se les administré 20 -
inyecciones de CCl4 presentaron higado graso retraimiento del &r-
gano y una fibrosis consistente. Por consiguiente, el contenido -
de coldgena aumentS de tres a cuatro veces con respecto a los hi=-
gados normales. Ademds, se cbservd un incremento del 25% en el -~
contenido de ADN, asf como un aumento en la capacidad biosint&ti-
ca del hfgado. Los resultados histoldgicos concuerdan con los bio
quimicos, encontrandose claramente la formacién de bandas de colid

~gena desde las 5 inyecciones. A las 20 inyecciones se observa la-
formacién de nédulos, pérdida de la arquitectura lobular, esteato
sis, necrosis celular, gruesos haces de coldgena, presencia de in

filtrado inflamatorio, c&lulas adipociticas y un alto contenido--
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de fibroblastos (9).

En otro estudio realizado en ratas con cirrosis hepdtica que~
posteriormente fueron alimentadas con CBZ (250 ppm) se observé =
una disminucidén en el contenido de coligena hasta obtener valores
semejantes a los normales, mientras que en el grupo tratado finica
mente con CCl4, se mantuvo el contenidec de coldgena hepdtica. Al-
comparar los diferentes tiempos de tratamiento (2, 3 y 6 semanas)
en ambos grupos de animales (cirrSticos y tratados con CBZ) los -~
estudios morfoldgicos revelaron que la fibrosis en el grupo con -
CCl4 fue mis lenta en desaparecer que en el grupo tratado con CBZ,
el cudl no mostrd fibrosis en las (ltimas etapas de tratamiento,-
pero si cierto desorden en la organizacidn celular y presencia de
infiltrado inflamatorio en algunas 2zonas del higado.

El f4rmaco estd siendo utilizado en pacientes con cirrosis -

hepdtica y en los resultados hasta el momento obtenidos (75),

se=
puede observar:
a) Disminucidén de la concentracidén de col&gena después de 6~
meses de tratamiento con CBZ.
b) Disminucidn de los niveles de prolina sérica.
c) Disminucidn de la colestasis.
d) Aumento de la concentracién de hemoglobina.
e} Mejoria en el tiempo de protombina.
f) Aumento en los niveles de alblimina sérica y disminucidn -
de globulinas.

g) Histoldgicamente, una disminuciln de la fibrosis pericelu

lar y de la vena centrolobulillar.
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4.-HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS.

En el estudio patolSgico de la cirrosis hepdtica por alcchol,
el hfgado se encuentra en el humanc con un contenido abundante de
fibroblastos que sintetizan activamente coligena. Esta proteina -
es excretada al espacio extracelular por via microtubular. Debido
a estas consideraciones, si el mebendazol se utiliza prolongada -
mente en &ste u otro padecimiento en el que se presenta un dese -
quilibrio en la sintesis y/o degradacién de col8gena, se podria =
contrarrestar el efecto fibrosante que caracteriza &sta y a otras
enfermedades del tejido conjuntivo.

En base a los estudios previos de administracién crénica del
fdrmaco y el tratamiento de la cirrosis hepdtica experimental con
el compuesto, se plantebd la siguiente hipStesis: Se espera que -~
el mebendazol tenga efecto primario sobre la produccifn de culdge
na hepitica, debido a que inhibe la polimerizacién de tubulina y-
en consecuencia la formacidn de microtdbulos, impidiendo la secre
cién de proteinas que requieren de dicho sistema para su transpor

te, y en este caso en particular, de la colédgena.

Los objetivos planteados en esta tesis son:
1.= Evaluar la capacidad del mebendazol para inhibir la
secrecifn de coldgena en la cirrosis hepdtica experi
mental a través de su actividad antimicrotubular.
2.- Determinar el posible efecto protector del compueg-
to administrado simultdneamente al desarrollo del-

protocolo de induccidn de cirrosis hep&tica experi-
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mental.

3.~ Evaluar diferentes periodos de tratamiento, median
te distintas determinaciones bioquimicas y encon -
trar el tiempo en que el firmaco muestre actividad

antifibrosante.

Los diferentes pardmetros a determinar son los siguientes:

l) valoracién del grado de cirrosis hepdtica mediante -
cuantificacidn de la concentracién de coligena por -
el método de determinacidén de hidroxiprolina en hi -
drolizados dcidos de tejidos.

2) Determinacidn del efecto del fdrmaco sobre la concen
tracién de protefinas, por medio de la cuantificacién
de prolina como marcador de protefnas totales.

3} Determinacidn de la celularidad'tisular por cuantifi-
cacidén de ADN, para detectar posibles alteraciones en
la cantidad de células en el higado.

4) Determinacidn de las alteraciones morfolSgicas, asi-
como evolucidn de la cirrosis, por medio de cortes -
histolSgicos en los diferentes tiempos de tratamien-
to, utilizando técnicas de tincién convencionales co

mo son hematoxilina y eosina y tricrSmica de Massén.
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3.~ MATERIALES Y METODOS.

El material bioldgico para el desarrollo de esta tesis con_-
sistif de ratas machos de la cepa Sprague-Dawley de 6 semanas de-
edad y de aproximadamente 100 g., de peso corporal.

Los reactivos empleados se obtuviercon de fuentes comerciales
y del mejor grado disponible, siendo en su mayorfa de grado anall
tico. El mebendazol {metil-N-(5-benzoil-2-benzimidazolil}carbama-
to} "CB2Z", fue donado por los Laboratorios Janssen Pharmaceutic -
de México; de los Laboratorios Merck, se obtuvieron la cloramina-
T, el reactivo de difenil-amina, el 4-dimetil-amino-benzaldehido-
y la ninhidrina; de los Laboratorios Sigma de M8xico se obtuvo el

metil-celosolve.

Induccion de la cirrosis.

La cirrosis hepdtica experimental se indujo por medioc de la-
administracidén de una dosis se 0.2ml. de una dilucidn 1:7 de te -
tracloruro de carbono (CC14) en aceite de olivo, por via intrape-

toneal tres veces por semana (9)-

Formacidn de los qrupos experimentales.

Se generaron 4 grupos de ratas que se clasificaron de la si-
guiente manera:
A) Grupo Control: animales que no fueron agredidos y tuvieron ali
mencacifn normal.
B) Grupo con Mebendazol: grupo al que se le administr§ mebendazol

incorporado en el alimento {250 ppm).
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C) Grupo con Tetracloruro de carbono: amimales que recibieron te
tracloruro de carbono.

D} Grupo con Mebendazol y Tetracloruro de carbono: animales tra-
tados con tetracloruro de carbono y alimenta -

cién con mebendazol.

De cada grupo se sacrificaron de cuatro a seis animales a -
diferentes tiempos, después de haber sido iniciado el tratamien-
to:

a) 10 dias equivalente a 5 inyecciones con CC14.

b) 22 dias " 10 " "
c) 35 dias " 15 g "
d) 45 dias " 20 " B

Obtencidén del higado.

Cada rata se pesS previamente a la anestesia con cloroformo=-
y luego se efectud un corte transversal. El higado se obtuve com-
pleto por diseccidn y se pesd, se separd el l6bulo mayor para ser
cortado en rebanadas finas, dos fragmentos de tejido se fijaron -
en formalina neutra al 10% para los estudios histolSgicos. El res
to del lébulo se dej6 en solucién salina para posteriormente hacer

las determinaciones bioguimicas.

Anflisis bioguimico.

Los andlisis bioquimicos realizados incluyeron:
a) Cuantificacifn de la concentracién de coligena en los tejidos-
para determinar el grado de fibrosis en el higado (determina -
cién de hidroxiprolina).
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b) Determinacidn de la concentracifn de ADN con el objeto de valo
rar posibles cambios en la celularidad del tejido.

¢) Cuantificacién de proteinas totales para determinar las posi -
bles alteraciones en las proteinas no colagénicas (determina -

cidn de prolina).

Cuantificacién de coldgena tisular ovor determinacién de hidroxipro

lina en hidrolizados Scidos de los tejidos.

Para la determinacidn cuantitativa de hidroxiprolina se em =-

{78) on el cudl se puede deter

pleé el método de J.F.Woessner Jr.
minar en materiales biolSgicos una concentracién de una parte de-
hidroxiprolina en 4 000 partes de aminodcidos. Por lo tanto, este
método puede ser utilizado para el estudio de la distribucién de-
hidroxiprolina en diferentes tejidos y fluidos tisulares.

Se tomaron muestras de aproximadamente 100mg de tejido fres-
co, se deshidrataron por incubacifn a 100° C en una estufa (Thel-
co} hasta obtener peso constante (72 Hrs.). Posteriormente los te
jidos se hidrolizaron con dcido clorhidrico 6N (HC1 6N} dentro de
ampolletas de vidrio selladas al vacfio, que se incubaron a 1G0°C-
durante 48 Hrs. Después de la incubacién, los hidrolizados se fil
traron y se evaporaron a sequedad. Finalmente las muestras se re-
suspendieron en 2ml. de agua bidestilada, se ajustb el pH a 7 y -
se tomaron alicuotas apropiadas (25, 50 y 100 _l) para la detexr-
minacién colorimétrica.

Preparacién de soluciones:
Estdndar.- Se pesaron 25 mg de L-hidroxiprolina secada al vacio -

en 25ml de agua. Los estdndares se prepararon de inme-
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diato antes de ser usados, diluyendo esta solucién =~
con agua bidestilada hasta obtener una concentracidn-
de 10 mg/ml.

Amortiguadora.- Se disolvieron los siquientes reactivos:

dcido citrico monohidratado 50.0 g
dcido acérico glacial 15.0 ml
acetato de sodio trihidratado 120.0 g
hidrdxido de sodio 3J4.0 g
Se aford con agua bidestilada a 1 000.0 ml

Antes de aforar se ajustd el pH a 6.0 y se almacend en
refrigeracidn con tolueno.

Cloramina T.~ Se preparé una solucién 0.05 M inmediatamente antes
de usar, disolviendo 1.4 g de cloramina T en 20 ml de-
agua bidestilada a lo que se le agregaron 30 ml de me-

tilcelosolve vy 30 ml de solucidn amortiguadora.

Metilcelosolve.- Corresponde al solvente orgdnico éter monoetfli-
co de etilen glicol.

Acido percldrico.~ Se prepard una solucidn 3.15 M diluyendo 27 ml
de &cido perclfrico al 70% (grado reactivo) en 100 ml-
4e agua bidestilada.

p-Dimetil-amino benzaldehifido.- Se prepard una solucidn fresca al-
20% agregando metilcelosove a 20g de p~dimetil~amino =
benzaldehido {grado reactivo) hasta un voliimen final -
de 100 ml. Puede calentarse a 60°C para facilitar la -

solubilizacién,
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Técnica.-

Cada alfcuota del hidrolizado se 1llev6 a 2 ml con agua~-
bidestilada, se adiciond 1 ml de cloramina T y se agitd e incubd
a temperatura ambiente por 20 min. Después, se agregd L ml de dci
do perclérico y se agitd e incub6 a temperatura ambiente por 5min.’
Finalmente se agregSé 1 ml de p-dimetil-amino benzaldehido agitan=-
do fuertemente y se calentd a 60°C por 20 min. Se enfrid con agua
corriente por 5 min y se determiné la absorbancia a 557 nm en un-
fotocolorimetro (Spectronic 2 000 Bausch & Lomb).

Paralelamente con cada grupo de determinaciones se desa
rrolls una curva estdndar de hidroxiprolina con una solucién de -
10 mg/ml, tomandose voldmenes correspondientes a 2.0, 4.0, 6.0, -

8.0 y 10.0 mg.

Cuantificacifn de protefnas totales por determinacifn de prolina

en hidrolizados de los tejidos.

Para la determinacifn cuantitativa de prolina se empled el =~

método de Trolly Lindsley (77

, que es también aplicable en mues-

tras de tejidos y fluidos biolSgicos.

Preparacién de soluciones.-

Estdndar.- Se pesaron 11.5 mg de prolina secada al vacfo en 10 ml
de agua bidestilada. Se diluyd una alicuota de la solu
cifn hasta una concentracifn final de 1 umol/ml.

Acido fosférico.- Se preparS§ una soluci6én 6N diluyendo l1l.6 ml de

dcido fosférico al 85% (grado reactivo) en 100 ml de -

agua bidestilada.

- 75 =



Ninhidrina.- Se prepar§ mezclando los siguientes reactivos:
1.25 g de ninhidrina.
30.0 ml de &cido acético glacial.

20.0 ml de &cido fosfSrico 6N.

Técnica.-

De los tejidos hidrolizados previamente se tomaron di-
ferentes alicuotas de las muestras y se llevaron a 1.5 ml con agua
bidestilada. Se adicionaron 1.5 ml de &cido acético y 1.5 ml de ~
solucidn de ninhidrina a cada tubo.

Se agitaron los tubos y se incubaron en bafio marfa por
60 min. a ebullicién. Se enfriaron con agua corriente y se deter-
mind la absorbancia a 515 nm en un fotocolorimetro.

Paralelamente con cada grupo de determinaciones se de-
sarrollé una curva esténdar de prolina con una solucibn 1.0 -
Mmmol/ml, tom&ndose voliimenes correspondientes a 0.05, 0.10, 0.15

0.20 y 0.25 )Lmoles.

Determinacifn de ADN.

La determinacién de ADN se realizé seglin el mEtodo de difenil
-amina de Burton (78).

Se pesaron 100 mg de tejido fresco y se homogeneizaron con -
10 ml de solucidn salina. Se tomaron alicuotas del homogenado de=
0.2 ml y se llevaron a un volGmen final de 0.5 ml y concentracidn
final 0.5 M con &cido percl6rico, para hidrolizarse durante 20 -~

min. a 70°C . Para cada determinacién se elaborf una curva estén-

dar de ADN de timo de ternera en un intervalo de concentraciones-
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de 10 a 50 axg/mil.
Se adiciond a todas las muestras 1 ml de solucibn de trabajo
que se prepar§ de la siguiente manera:

Reactivo A.-~
1.5 g de difenil-amina.

100 ml de &cido acético glacial.
1.5 ml de &cido sulfirico concentrado.

Reactivo B.-
16 mg/ml de acetaldehido en agua.

La solucidrn de trabajo contenia 100 mul del reactivo B por ca
da 20 ml de reactivo A.

Las muestras se agitaron e incubaron a 30°C de 16 a 20 Hrs.-
Posteriormente se centrifugaron a 12 500 rpm y al sobrenadante se
le determind su absorbancia a 600 nm en un espectrofotdmetro -

(Zeiss) .

Andlisis morfoldgico.

Para la realizacién de los estudios morfolBgicos se tomaron-
fragmentos de cada uno de los higados de todos los grupos (cog‘ -
trol y experimentales).

Los tejidos se fijaron en solucidén de formalina neutra (pH=
7.4) y a las 24 Hrs. se cambiaron a una solucién amortiguadora -
de fosfatos.

Se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes semifinos-
de 6 4. Se tifieron con hematoxilina y eosina (H-E), asi como con-
la tinecibn tricrémica de Massén de acuerde con las técnicas con-

vencionales de histologfa ya conocidas.
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6.- RESULTADOS.

Inicialmente se establecieron diferentes pardmetros bioquimi
cos- para determinar el posible efecto protector del mebendazol, ~
administrado simult&neamente a la induccifn de cirrosis hep&tica-
experimental. Se determind individualmente el peso corporal, el -
peso del higado y el del 16bulo mayor. No se encontraron diferen-
cias significativas entre los animales tratados y los controles.-
Posteriormente se procedid a realizar las determinaciones biogqui-
micas respectivas como se describid en la seccifn de Materiales y
M&todos.

Los valores normales se obtuvieron de un grupo control que -
se gener§ con ratas sin tratamiento, con edades equivalentes a -
los grupos experimentales con 5, 10, 15 y 20 inyecciones de CCIQ.
Debido a que las concentraciones de prolina e hidroxiprolina no =
mostraron variacifn de una edad a otra, los datos se promediaron-
obteniendose as{ los valores normales comparativos, asi como las-
desviaciones éstandar respectivas. En la figura 5 se presentan -
los cortes histolfSgicos de los higados de las ratas normales, se-
observd gque al igual gque en los valores bioguimicos no se enconm =~
traron cambios morfolSgicos & desorden celular a las diferentes -

edades de los animales.

Grupo Tratado con CCl,.

En la tabla IV se muestran los resultados obtenidos al eva -

luar el grupo con cc14. Como puede observarse, a las 10 inyeccio=-
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Figura S.~ A} vy B) Cortes histolSgicos del parénquima -
hepdtico de ratas normales. Cortes transversa-
les en microscopia de luz. 78.7 X. Tincidn de-
hematoxilina y eosina. a) Hepatocitos, b) Es-

pacio porta, c) Vena central y d) Sinusoides.
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GRUPO

NORMAL

CCl4
(iny
5
10
15
20

TABLA IV.- DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE COLAGENA EN HIGADOS DE RATAS

]

CON CIRROSLS EXPERIMENTAL INDUCIDA CON TETRACLORURO DE CAR- -

BONO (cCl ) a)

Prolina en _ Hidroxiprolina Relacién Colage:?/
- Ve b . Proteinas
Protefnas Totales - en Colégena Pro/Oli-Pro Totales

(mg/gts) ‘,"‘ Voo Amg/gts) o

34,664 (5.41) C1.25 F (0.33)

(3.72)

31.26 1 1,80 % (0.24)
32.35 ¢ (3.13) 4.31 t (0.87)
31.92 1 (1.85) 4.i3 1 (0.48)
36.24 } (6.47) 6.13 * (1.16)

a) Grupo de ratas Sp1dgue Dawley mauhos de 6 semanas de edad que reci ~
bieron- CL] in raperitoneal (dlluc;én 1:7 'en aceite de olivo).
b) . Los valores entre

)drénLes1s,»rep1esenLan la desviacibn estdndar. To

das las determina ione: »hlclexon por'dupjicddo.

Los valores representan los resultados obLeanOh utilizando de 4 a 6 -
animales por experimento.

%



nes la concentracién de hidroxiprolina fue de 3.18 t (0.53)mg/gts
(miligramos/gramos de tejido seco), mientras que é las 20 inyec =
ciones la concentracidén ascendid a 5.07 t (0.66) mg/gts. Es evi -
dente gque el grado de fibrosis es mayor, asi como la evolucidn de
la cirrosis, obteniendose valores cuatro/veces mis altos que los-
normales. Por otro lado, la concentracién de prolina utilizada co
mo marcador de proteinas totales no mostrS diferencias significa-
tivas con respecto al valor normal, siendo de 36.24 t(6.47)mq/gts
para los animales tratados con 20 inyecciones y de 34.66 z {5.41)
mg/gts para los animales controles. En consecuencia, la relacidn-
Pro/HO-Pro, la cudl indica la proporcién de proteinas colagénicas
con respecto a las protefnas totales se vié afectada, disminuyen-

do conforme aumentS la hidroxiprolina, de 34.27 ha {6.98) (normal)

a 10.19 I (1.92) para los animales tratados con 10 inyecciones de

CCl, y hasta 7.19 f(1.12) para los animales que recibieron 20 in
yecciones. Con respecto al porciento de col&gena en relacién a -

las proteinas totales se observé un incremento del 244 % compara-

do con el valor normal [normal: 1,25 z {0.33); 10 inyecciones: -

4.31 T (0.87)]. Este aumento alcanzé valores de 390 % a las 20 in

yecciones [6.13 £ (1.16)].
Los resultados obtenidos en las determinaciones de la concen
tracién de colfgena y ADN se presentan en la tabla V. La concen -

tracifén de collgena se increment® gradualmente de 7.72 t (1.61) -

mg/ges (valor normal), hasta 37.62 b (4.88) mg/gts de coligena -
{20 inyecciones de CCl,), para ADN también se vieron incrementa -

dos de 8.99 ¥ (2.20) mg/gts a 20.07 I (1.34) mg/gts. Como puede -

- 81 -



~- Z8 -

TABLA V.- VALORES PARA LAS CONCENTRACIONES DE COLAGENA Y ADN EN RATAS

GRUPO

NORMAL

cel

{iny )

15

20

INDUCIDAS CON CC14.

Coldgena

. (mg/gts)

7.72 % (1.61)

10,14 1+ (1.20)
22.69 t (3.76)
23.01 % (2.33)

'37.62 1 (4.88)

ADN
{mg/gts)

8.99 * (2.20)

14.43 1 (2.15)

12,17 % (1.57)

15,59 %

720,07 F (1.39)

“(2.86)

Relacibn:

Colagena
ADN

0.86

0.70

1.48



observarse tanto las concentraciones de coldgena como de ADN se -
incrementaron; sin embargo, debido a que éste incremento no fue -
proporcional en los dos par&metros, la relacién entre ambos si se
modifics, variando de 0.86 a 1.87.

Con relaci6n a los estudios hisfolégicos correspondientes, -
los resultados obtenidos se muestran en la figura 6. Se observé -
una correlacidn morfolSgica con las determinaciones bioquimicas -
de coldgena a los diferentes tiempos. A las 5 inyecciones se pue-
de observar una esteatosis moderada sin presencia de bandas de co
ldgena, mientras que a las 10 inyecciones la esteatosis es menor-
pero se acompana de necrosis celular y existe la formacidn de ban
das de coldgena las cuales son mids aparentes a las 13 inyecciones.
A las 20 inyecciones la fibrosis es predominante, la argquitectura
lobular se destruye por la formacién de ndédulos irrequlares que -
impiden el funcionamiento del 6rgano, existiendo también necrosis

celular.

Grupo Tratado con Mebendazol.

f

En la tabla VI se muestran los resultados obtenidos en la -
evaluacién de los animales tratados crénicamente con CBZ en la =~

dieta. Como puede observarse no se modificd significativamente la

concentracifn de prolina en protefnas totales (normal: 34.66 .

(5.41) mg/gts y a 45 dlas: 33.32 b (5.92) mg/gts]; a los 35 dias-

de tratamiento se determind un ligero aumento (38,18 ¥ (2.80) -
mg/gts] el cudl estd dentro del valor normal. En cuanto a la con-

centracién de hidroxiprolina en coldgena, se aprecid que, los va-
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Figqura 6.~

Cortes histoldgicos del parénquima hep&tico de
ratas tratadas con CClq. Cortes transversales-
en microscopfa de luz. 78.7 X. Tincién de hema
toxilina y eosina. A} 5 inyecciones, B) 10 in
yecciones, C) 15 inyecciones v D) 20 inyec-
ciones. a) Hepatocitos, b) Espacio porta, ¢)=-
VYena central, d) Sinusoides, e) Infiltrado ce-
lular, f)} Fibras de coldgena y g) Vacuolas -

lipfdicas.
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+ABLA VI.~ DETERMINACION DE PORCENTAJE DE COLAGENA EN HIGADOS DE RATAS

GRUPO

NORMAL
CB?7

(dfas)
10
22
35

45

SOMETIDAS A DIETAS CRONICAS DE CBZ C).
Prolina en Hidroxiprolina Relacibn Colageny
. Protefnas %
Proteinas Totales en Coldgena * Pro/OH~Pro " rotales

{(mg/yts) (mg/gts)
34.66 ¥ (5.41) 1.04 * (0.22) 34.27 ¥ (6.98) 1.25 1 (0.33)
27.57 % (3.32) 1.02°t (0.29) 28.22 t (5.92) 1.61 * (0.62)
34.99 % (3.89)" 1.21.F (0.16) 29.29 + (3.48) 1.41 % (0.16)
38.18 t (2.80) 0.86 % {0.12) 47.18 * (8.01) 0.92 ¥ (0.15)
33.32 ¥ (5.92) 1.11 % (0.24) 30.50  {2.97) 1.35 * (0.13)
¢) Grupo de ratas Sprague-Dawley machos de 6 semanas de edad que reci

bieron CBZ en la dieta (250 ppu).



lores permanecieron sin modificarse durante el tratamiento, con -
excepeidn del grupo tratado a los 35 dias, en donde existid una -
ligera disminucién de 1.04 ¥ (0.22) mg/gts a 0.86 = (0.12) mg/gts
igualmente se encuentra dentro de las variaciones obtenidas para-
el valor normal. Por consiquiente el {ndice Pro/HO-Pro a los 35 -
dias del tratamiento se vié incrementado, ya que el ligero aumen-—
to en prolina, asfi como la disminucién en hidroxiprolina hacen =~
-

més aparente &sta relacidn [normal: 34.27 - (6.98) y a 35 dfas: =

47.18 I (8.01)}. En los demds tiempos del tratamiento no se obser

varon cambios gue fueran significativos {22 dias: 29.29 z {3.48) -
y a 45 dias: 30.50 = (2.77)]. Con respecto al porciento de coldge

na en relacidn a las protelnas totales no se observaron variacio-
nes significativas en los valores, [normal: 1.25 z (0.33); 45 -
dias: 1.35 = (0.13)). Sin embargo, la disminucién a los 35 dias -
estd relacionada nuevamente con las variaciones en los valores de
hidroxiprolina vy prolina obtenidos para este tiempo del tratamien
to (ver tabla VI).

En la tabla VII se presentan los valores obtenidos en las de
terminaciones de la concentracién de coldgena y ADN del grupc al-
gue se le administrd en forma crénica CBZ. La concentracién de cg
ldgena en este grupo de animales se observd sin modificaciones -
considerables, el valor a los 35 dias del tratamiento con CBZ dis

+

minuyS de 7.72 - (1.61) mg/gts (normal) hasta 5.79 : {2.35) mg/gts
{35 dias). Esta disminucidn puede ser debida a una dilucidn en la

concentracidn de coldgena con respecto a las proteinas totales.
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TABLA VII.- VALORES PARA LAS CONCENTRACIONES DE COLAGENA Y ADN EN RATAS
CON DIETAS CRONICAS DE CBZ.

GRUPO Coligena RO Relacibn
{mg/gts) S A{mglyts)y - Coldgena
o o ADN
NORMAL 7.72 £ (1.61) .99t (2.20) 7 0.86
\ CBZ
[e]
~ {dfas)
]
10 7.63 % (2.34)
22 8,95 £ (1.21)
5 5.79 % (2,350 17.78.% (3.66) - 0.33

45 8.20 + (1.76) 14,78 £ (3,65)  0.55



Por otra parte,la concentracién de ADN se observS incrementa
da, &ste aumento fue mdximo a los 35 dfas (normal: 8.99 I (2.20)-

mg/gts; 35 dfas: 17.18 ¥ (3.66) mg/gts]. Sin embargo, a los 45 -

dfas disminuys a 14.78 1 (3.65) mg/gts. Por consiguiente la rela-
ci&n de col&gena/ADN se modificS, disminuyendo ligeramente de 0.86
(normal) a 0.55 (45 dfas); a los 35 dias se obtuvo el menor valor
debido a la ligera disminucién en la concentracién de coldgena y-
al incremento en la de ADN.

En relacifn al anflisis histolSgico (figura 7), se observd -
a los 10 dfas que la arquitectura lobular y apariencia de los he-
patocitos fue normal. Sin embargo, a los 22 dias aparece una lige
ra esteatosis acompafiada de infiltrado de células mononucleares,=-
que se hace mds aparente y alcanza su miximo a los 35 dias del -

tratamiento. Finalmente, a los 45 dfas la arquitectura lobular y-

apariencia general del higado presenta caracteristicas normales.

Grupo Tratado Simultdneamente con CClL, y CBZ.

En la tabla VIII se presentan los resultados obtenidos en la
evaluacién del grupo tratado simult&neamente. La concentracidn de
prolina en proteinas totales no sufris variaciones ([valor normal:

(5.41) mg/gts; 22 dfas: 35.85 & (3.34) mg/gts y 45 dfas:-

i+

34.66

t

36.46 (3.22) mg/gts]. Sin embargo, la concentracidn de hidroxi-

prolina si vari§, incrementando lentamente de 1.04 z (0.22) mg/gts

(normal) a 1.60 ¥ (0.27) mg/gts (22 dfas), hasta 2.55 = (1.15) -~
mg/gts (45 dfas). Los valores anteriores representan un 54 y 145%

" de aumento en los animales tratados a los 22 y 45 dias respectiva
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Figura 7.-

Cortes histolSgicos del parénquima hepdtico de-
ratas tratadas Gnicamente con CBZ. Cortes trang
versales en microscopfa de luz. 78.7 X. Tincidn
hematoxilina y eosina. A) 10 dfas de CBZ, B) 22
dfas de CBZ, C) 35 dias de CBZ vy D) 45 dfas de
de CBZ. a) Hepatocitos, b) Espacio porta, c¢) =~

Sinusoides y d) Infiltrado celular.
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TABLA VIII.- DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE COLAGENA EN HIGADOS DE RA-~

GRUPO

NORMAL

CCl4 + CBZ

iny dfas
5 10
10 22
15 35
20 © 45

TAS SOMETIDAS A DIETA CRONICA DE CBZ SIMULTANEAMENTE CON -

ccy, V.
Prolina en Hidroxiprolina Relacibn Colﬁgei}/
Proteinas Totales en Colégena prq/bu~Pro gzggiizas 3
(mg/gts) {ng/gts)
34.66 t (5.41) 1.04 ¥ (0.22) 34,27 * (6.98) 1.25 % (0.33)
31.89  (3.11) 1.09 % (0.17) 29.45 * (3.31) 1.39 * (0.17)
35.85 1 (3,34) v1.60 1 (0.27) 22,87 ¥ (3.84) 1.84 * (0.30)
32.74 ¥ (7.67) 1,82-% (0,38) 19.09 ¥ (6.57) 2,47 1 (0.92)
36.46 * (x.22) 2.55 ¥ (1.15) 16.79 * (6.45) 2.91 F (1.31)

d) Grupo de ratas Sprague-Dawley machos de 6 semanas de edad que
recibieron CBZ en la dieta (250 ppw) gimulténeamente con C(.‘l4
intraperitoneal (dilucién 1:7 en aceite de olivo).



mente. Debido a lo anterior, se modificé la relacidn Pro/HO-Pro -
disminuyendo de 34.27 I (6.98) (normal} a 22.87 I (3.84) (22 dfas),
hasta 16.79 bt (6.45) (45 dias). El descenso fue proporcional a la
disminuci8n en la concentracién de hidroxiprolina. Reciprocamente,
el porciento de coligena con relacidén a protefinas totales se ele-
v8 paulativamente de 1.25 ha ({ 0.33) (normal) a 1.84 < (0.30) (22-
dfas) y hasta 2.91 % (1.31) (45 dfas).

En la tabla IX se muestran los resultados obtenidos en la -~
evaluacién de la concentraci6n de coldgena y ADN. Se observS, que
la concentracién de coldgena se incrementé de 7.72 I (1.61) mg/gts
(normal) hasta 18.89 hs (8.57) mg/gts (45 dias}. Es evidente que =
el grado de fibrosis se modificé conforme se incrementé la concen
tracién de coldgena hasta alcanzar un aumento del 145 %. Sin em =
bargo, este incremento fue menor que el observado para el grupo -~
tratado finicamente con CCl4 que fue de 390 %.

Por otra parte, la concentracién de ADN se elevd ligeraments,
del valor normal: 8.99 % (2.20) mg/gts hasta 11.29 z (0.98) mg/gts
a los 45 dfas. Por lo tanto, la relacién de coldgena/ADN también-
mostré variaciones, el valor obtenido a los 10 dias (0.72) se en-
cuentra dentro del valor normal {0.86), posteriormente se incremen
t6é lentamente ya que las concentraciones de coldgena y ADN se ele
varon, aunque no en forma proporcional, mostrando valores de 1.01
a los 22 dfas y de 1.67 a los 45 dias.

En la figura 8 se presenta el andlisis histoldégico de los -
grupos tratados simultineamente. Los resultados obtenidos concuer

dan con los datos bioqufmicos. Se puede observar a los 10 dfas -~
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CON LL14.

TABLA 1X.- VALORES DE LA CONCENTRACION DE COLAGENA ¥ ADN EN

GRUPO

NORMAIL,

CL14 + CB2Z

iny dias

10 - 22

15 . 35

220 . 45

RATAS CUN DIE''A DE CBZ SIMUL'TANEAMENTE

Coldyena ADN Relacibn
(mg/gts) {my/ygts) Colagene/%DN
0.86

7.72. 1 (1.61). 8,99 % (2.20)
072
'3>;11pi;:':

TR

1.67

11,29 % (0.98)

18,89 * (8.57)



Figqura 8.- Cortes histoldgicos del parénguima hepafico de
ratas tratadas simultdneamente con CCl4 y CBZ.
Cortes transversales en microscopfa de luz. -
78.7 X. Tincién de hematoxilina y eosina. A)-
10 dfas de CB2 y 5 inyec. B) 22 dfas de CBZ y
10 inyec. C) 35 dfas de CBZ y 15 inyec. D} -
45 dfas de CB2Z v 20 inyec. a) Hepatocitos, -
b} Espacio porta, c¢) Vena central, d) Sinu -
soides, e) Infiltrado celular, £) Fibras de-

coldgena y g) Vacuolas lipfidicas.
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una ligera esteatosis sin presencia de bandas de coldgena, lacudl
‘se ve disminuida a los 22 dfas del tratamiento con la aparici6én -
simultinea de ligeras bandas de coldgena. Posteriormente, a los =
35 dfas estas baﬁdas son m&s aparentes y se observa infiltrado ce
lular mononuclear. Finalmente a los 45 dfas el cuadro es de una -
fibrosis moderada, sin la presencia de necrosis celular, existe -~
la formacidén de nédulas al igual que bandas de coldgena. Sin em -
bargo, estos resultados no son comparativeos ni predominantes como
se determind en el grupo tratado (nicamente con CClA,

Por otra parte en la figura 9 se presentan en forma grifica-
los resultados obtenidos de la evalvacidn de la concentracidn de-
congena, asi como del porciento de coligena con relacidn a las -
proteinas totales en los tres grupos estudiados. Como se observa-
en la grifica, los valores del grupo tratado con CCl4 son mayores
en todos los tiempos, mientras que en el grupo tratado con CCl4 V]
CBZ los valores estdn por debajo del grupo cirrdtico (CC14).

En la figura 10 se encuentran los resultados de las relacip-
nes de colfgena/ADN y de Pro/HO-Pro de todos los grupos anali-
zados, se observa claramente como el grupo tratado con CCl4 y CBZ

no iguala los valores obtenidos para el grupo con cc14.



CONCENTRACION DE COLAGENA (mg/gts)

=

COLAGENA / PROTEINAS TOTALES %

O cci,

o CBZ
A cBz + ccl

4

o cc1,
o CBZ

A CBZ + CCl4

1 ] Kl 1 1
cBz 10 20 30 40 50 (DIAS)
cc14‘ 's 1:) 1'5 Jo {INYECCIONES)

Figura 9.
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7.- DISCUSION DE RESULTADOS.

El mebendazol fue aceptado para su utilizacidn como antihel-
mintico de amplio espectro en 1973, para ser empleado en el trata

miento de parasitosis intestinales. Brugmans y col. (67)

sinteti-
zaron el compuesto con ciertas caracteristicas quimicas que lo =
hicieron muy poco soluble en agua (se obtiene una solucién satura
da de mebendazol al 0.05 - 0.1%). Se ha reportado que el compues-
to es soluble en dimetil sulfdxido; sin embargo, &ste solvente es
sumamente tdxico y produce alteraciones orgdnicas. Debido a lo an
terior, se elabord un protocolo en el que el mebendazol fue admi-
nistrado oralmente en la dieta (250 ppm).

Como se observa en los resultados correspondientes al estu -
dio bioquimico del grupo tratado crdnicamente con mebendazol (CBZ),
los valores de la concentracidn de proteinas totales y coligena -
no mostraron variaciones significativas, encontrandose los datos-
dentro del valor normal excepto a los 35 dias del tratamiento, en
donde se observd un ligero aumento en la concentracidn de protef-
nas totales y una ligera disminucién en la concentracién de coli-
gena. Esta disminucidn puede deberse a un efecto de dilucién con-
respecto a las proteinas totales que como consecuencia incrementa
la relacién Pro/HO-Pro, ademds se detecté un incremento midxime en
la concentracifén de ADN. HistolSgicamente se observé una ligera -
esteatosis que igualmente fue mdximo a este tiempo del tratamien=~
to. Posteriormente estos cambios desaparecieron obteniendose valg

res a los 45 dfas dentro del normal. Las alteraciones producidas-
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durante el tratamiento posiblemente se deban a que como ya se re-

portd (79),

compuestos que tienen actividad antimicrotubular pue-
den producir una acumulacidn de las vesiculas secretoras encon -~
trdndose en éstas lipoproteinas de muy baja densidad (LMBD}. Es -
tos f&rmacos producen un blogqueo e nivel de secrecién y no de sin
tesis de proteinas.

Como ya se habia demostrado, el CBZ no produce alteraciones-
bioquimicas ni morfolégicas en varios 6rganos corporales de anima

(8). Debido-

les experimentales cuando se administra crénicamente
a su pobre absorcién intestinal (0.5 - 1.0%), no se producen efec
tos secundarios, ni colaterales en el organismo de pacientes con~
nemdtodos intestinales tratados con el medicamento (69).

Por otra parte un grupo de pacientes con oncocercosis se les
administrd CBZ (2g/dfa) durante 12 meses, siendo favorables los -
resultados y no se produjeron efectos secundarios en ninguno de -
los pacientes durante el tratamiento (74).

Con respecto al grupo tratado con CCl4 se observd un incre -
mento en las concentraciones de hidroxiprolina, ¢oldgena, porcien
to de coldgena con relacidn a protefnas totales, concentracién de
ADN y en consecuencia en la relacién Coligena/ADN. Todos estos pa
rimetros demuestranque a los animales de este grupo si se les in-
dujo cirrosis hepitica. La evolucidn de esta cirrosis fue répida-
observandose bioquimica e histol6gicamente los cambios producidos

afin desde las 5 inyecciones de CCl,. A las 20 inyecciones la con-

4
centracién de col&gena fue cuatro veces mids alta que para el gru-
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po normal. Como se ha reportado (44, 45) la administracién intrape
ritoneal de CCl4 en los animales produce cirrosis hep&tica, debi-
do a que &ste compuesto es un hepatotSxico potente y es metaboli-
zado por elrcitocromo P-450 a radicales triclorometilo como un in
termediario reactivo. La secuencia de eventos gque conducen a la -
necrosis celular hasta ahora no se ha definido. Se han considera-
do tres efectos principales:

1.~ Disminuci&n de piridin nucle&tidos.

2.~ Unién covalente a protefnas y lipidos.

3.~ Peroxidacidn de lipidos.

La peroxidacidn de lipidos puede causar:

a) Dafio en la membrana lisosomal liberando enzimas hi
droliticas.

b} Disminucidn de la actividad enzimdtica de la gluco
sa 6-fosfatasa, NADPH - citocromo ¢ -reductasa, Ci
tocromo P-450 y UDP-glucuronil transferasa.

¢} Formacidn de compuestos que pueden ser capaces de-
inhibir la actividad enzimdtica microsomal, sinte-
sis de proteifnas y aumentar la Gsmosis de lisoso -
mas

d) bestruccién de la bomba de Ca** microsomal.

Existen diferentes métodos para inducir cirrosis hep&tica en
los animales de laboratorioc {(administracidén de sustancias irritan
tes como carragenina, cambios nutricionales, por suturas, ligamen

to del conducto biliar, etc.). La cirrosis producida por la admi-
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nistracién de CCl4 es la que presenta mayor similitud con respec-
to a los cambios producidos por cirrosis alcohSlica en el humano.
La concentracidn de coldgena a las 5, 10, 15 y 20 inyecciones de-
CCl4 en este grupo fue de 31%, 193%, 198% y 387% mayor que para =
el grupo normal.

Los resultados obtenidos en el grupo tratado simulténeamente
con CCl, y CBZ demostraron un incremento gradual de la concentra-
cidn de coligena, el cuil fue de 4%, 354%, 74% y 144% mayor que el
valor normal a las 5, 10, 15 y 20 inyecciones de CCl4 y CBZ simu}l
t&neamente en el alimento. i

Es importante hacer notar que el incremento en la concentra-
cién de coligena y el perciento de &sta con respecto a las protei
nas totales en el grupo tratado simultdneamente fue menor que el-
obtenido para el grupo tratado Gnicamente con CC14. Igualmente el
aumento de la concentracidn de ADN fue menor, este marcador de la
celularidad tisular, indica que el ndmero de células es menor, lo
que puede deberse a una disminucidén en la poblacidén de fibroblas-
tos y de células inflamatorias, que podrfa traer como consecuen =-
cia una menor concentracifn de coldgena hepédtica.

Histolfgicamente, son claras las diferencias entre ambos gru
pos. Se puede observar en el grupo cirrdtico (CC14) la presencia-
de bandas de coligena desde las 5 inyecciones, posteriormente la-
formaciSn de nédulos y en la Giltima etapa del tratamiento, se ob~-
tuvo necrosis celular, asf como el predominio de nédulos , infil -
trado celular y abundancia de coldgena. Mientras que en el grupo-

tratado simultineamente se observé inicialmente, una esteatosis -
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sin presencia de fibras de coligena, posteriormente estas fibras-
aparecen formando bandas finas, ademis de ancontrarse infiltrado-
celular. Al compararse estas fibras entre ambos grupos a los dife
rentes tiempos analizados, se observS§, que la cantidad y grosor -
de las bandas de coldgena son menores en el grupo tratado simultd
neamente que en el grupo tratado finicamente con CC14.

Estos resultados sugieren que el mebendazol administrado de-
manera conjunta con CCl4 interfirid con el depdsito y secrecidn -
de coldgena al espacio extracelular, ya que se sabe que la coldge
na es una proteina que requiere del sistema microtubular para su-
secrecidn. Es posible que la inhibicién de la secrecidén de colige
na produzca una acumulacidén de la proteina en el interior de la -
célula y mediante un mecanismo de retroalimentacidn se suprima o-
disminuya la sintesis de coligena. Por otra parte, ha sido repor-
tado por varios grupos de investigacidn el mecanismo de accién -~
del mebendazol como agente con accién antimicotubular:

(71) demostrd que el compuesto se une a las-

Van Den Bossche
subunidades de tubulina en un sitio cercano o estructuralmente -
igual al de la colchicina e inhibe la formacién de microtibulos.-
Los estudios "in vitro" realizados por Laclette y col. (7), con -
mebendazol y colchicina sobre la polimerizaci6n de tubulina demos
traron que existe una afinidad mayor entre el mebendazol y la tu-
bulina gque entre colchicina y tubulina. También se demostr6 que =~
el mebendazol actfia sobre los microt@bulos preformados y el ndme-

ro de sitios de uni6én por dimero de tubulina estimado por diali -
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sis en equilibrio fue de un sitio de unién de mebendazol por dime

ro de tubulina, con una constante de afinidad de 28 x 106 M-l.

Los experimentos realizados en 1984 por Barrowman y col. (80)
sobre la inhibicifn de la polimerizacifén de la tubulina de Ascaris
suum ("in vitro") con benzimidazoles y colchicina, sugieren que la
inhibicién de la polimerizacién observada por el albendazol 2-ami-
no sulfona y tiabendazol es menor, debido a la pérdida del grupo -
carbamato de la posicidn 2 del anillo imidazeol, el cudl puede ser-
estéricamente andlogo al grupo -NHCOCH, de la colchicina. Cuando-

se incubbé la colchicina marcada con C14

y posteriormente se adicio
né mebendazol se recobré el 95 % de la radiactividad de la colchi-
cina, por lo que se demostrd que el mebendazol tiene el mismo si -
tio de accién que la colchicina, ademds de una afinidad mayor, se-
sugiere que la unidn mebendazol/colchicina para la tubulina es un-
sitio cercano a los grupos sulfhidriles, ya que sc¢ ha reportadc Jque
este grupo es importante para la estructura y funcionalidad de la-
molécula, siendo necesaria para la polimerizacidn.

El compuesto ya ha sido utilizado en un grupo de pacientes -
en el tratamiento de la cirrosis hepédtica, los resultados obteni-

(751

dos han sido favorables , por lo que se esti continuando este

estudio en pacientes con periodos mis largos de tratamiento.
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8.~ CONCLUSIONES.

1.~ Las siguientes propiedades fisico-quimicas y farmacolSgicas -

del fdrmaco, que posiblemente intervienen en los resultados -~

obtenidos en este trabajo son:

al

bl

c)

d)

e}

£)

g}

h}

i)

La minima solubilidad del compuesto en agua (0.05 - 0.1%).
La baja absorcidén intestinal (0.5 - 1.0 %).

Al ser absorbido es conducido al higado, por lo tanto, el
primer sitio de accidén del compuesto serd en este drgano.
La concentracidén méxima en suero se alcanza durante las -
primeras 2 a 4 horas.

El compuesto absorbido es eliminado en la orina durante =
las 17 horas posteriores a su ingesta.

La mayor parte del compuesto que no es absorbido, es eli-
minado en las heces sin cambio.

No se ha descrito hasta el momento que el compuesto se -~
acumule en ningun tejido.

Es posible que a las dosis en las que se ha administrado-
el compuesto, &ste no ha alcanzado en distintas partes «
del organismo niveles que pudieran producir cambios apa -
rentes.

Los benzimidazoles a muy bajas concentraciones inhiben la
polimerizacién de tubulina de nem&todos y en general, &s-
ta es mis suceptible a la inhibicidn que la tubulina de -

(81)

mamiferos En base a esto, podrfa ser que dentrc de-

un mismo organismo existieran distintos tipos de tubulina
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2.~

con afinidades diferentes al mebendazol y que por &ste -

hecho no se presentaran efectos en otros &rganos.

Mediante los resultados mostrados en este trabajo, podemos =
proponer que el mebendazol tiene un efecto protector sobre el
desarrollc de la cirrosis preoducida por tetracloruro de carbo

no.

Las caracteristicas farmacoldgicas que presenta el mebendazol
como baja absorcién intestinal, mfnimas reacciones adversas y
y un posible efecto protector sobre el desarrollo de la cirrg
sis hepdtica, permiten considerar al f4irmaco como un compues-
to utilizable en el tratamiento de algunas enfermedades en -
las cuales esté implicada la coldgena, al mismo tiempo, ayu -
dar a implementar pruebas de diagnSstico para detectar esta -
dios tempranos de la fibrosis & aquellas patologias fibrosan-
tes para las cuales no existe hasta la fecha un tratamiento -

adecuado.
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