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INTRODUCCION

Los lisosomas wson crganelas infra:alularnn que contienen una
gtran variedad de hidrolasas, la mayetria de lam cuales tianen
actividad maxima a pH acido . Loz lisosocmas primarios son
aguellos que se funden con las vacuolas rodeadas de membrana que
contienen el material por digerir para formar los lisosomas

gacundarios o fagolisosomas ¢ 1 ).

Antes de que se coneocieran, la enistencia de los lisosomas fueg
pravisata par De Duve en 19433 fue 2l quien subsecuentemente las
identificd con los "cuaerpos densos peribiliares" encontrados
mediante astudios de microscopia electranica del higada ¥y  loa
establecie como una fueva e8specie de grganeios celulares i 2,3

1.

Muchas de las enfermedades debidas a erroves congenitos del
metabolismo corresponden a enfermedades  ligsosomales también
llamadas enfarmedades por acumulacion o almacenamiento. Estas
entidades e deben a un defecto en la codificacion de wuna o
.varias enzimas lisosomales lo gue da conrp resultadao la falta o
disfuntion de allas. Como consecuencla el sustrato de la &pnzima
deficiente s acunula en el 1nterior ge los lisosamas y estos
organelas aumentan en nomero v tameéha e interfieren con  las

funcinnes de la eélula ( 1-5 ).

Los iipidos son un grupo de biomolaculas gue s8 degradan en  los
lisosomasy son imsolubles en agua y Jjuegan una gran variedad de
papeles biologicos fundamentalment? came componentes de las

mambranas ¥ en la produccion de energla, Log lipidos Qque



basicamente componen a lam membranas san fostolipidos,
glicolipidos Yy colesterol. Los fosfolipidos son depivados del -
gicerol, un alecohol de tres carbonos, © da la eqflngocina. un
AlcPhOl nas comple)o. Los tosfolipides derivados del aglicercl
son llamados fosfogliceridos, @#atan tarmados por una cadena de

glicerol, doz acidas g+rasof y un alcohol fosforilado ( 5 3)

Las lipidosis son enterpedades por depositeo de los lipidos en
las que existe un defecto en e2]l catabolismo de los fipidos ( 4
). A este grupo pertenecen la leucodistrofia ametacromatica , la
entermedad de Gauecher ,la fucosidosis, la enfermedad de Farhbhere
({lipogranulomatosa) N la enfermedad de Niemann-Pick, la
enfermedad de Tay-Sachs y la leucodristofia de Krabe entre otras

1 8,6—% ).

Existe un grupg de drogas que Sofh capaces de producir
fagfolipidosis secundaria con dario celulary entre ellas L1
encuentran a la claroquina, e}l 4°'4'—=dietilamintetoxihexestrol,
el maleato de perhexllenc y la amigdarona ( 10-15 ). El concepta
de foasfolipidosis secundaria a medicamentos se ha generado de
eatudias clinicos y experimentales « 10-18 ); la presencia de
ingclusiones intralitsosomales caracteris=ticas en los hepatocitos,
constituyen el denominadar comun  entre  las fostolipidosis
primarias tales como la entermedsad de Tay—Sachs, Niemann-Pick vy
enfermedad de Fabry ¥y las rosfolipidots secundarias a la

administracion de drogas ¢ 11 ).

Todas las drogas capaces de producir fostolipidosis RON

amfitilicas y li1socsomotropleas ¥ tapaces de formar uniones con



lipidos dentroc de low lisosomasi es probable que el flﬁjﬁ

continuo 0O exagerado de complejos lipidaos—droga _aaade el
citoplasma, lleve a la acumulacien da est&s'-ccmpléjus y ne

acomaden en  los  arreglos laminados intrala;oﬁbmaien que

caracterizan a las faostfolipidosis. Lu disfuncion celular  sarla

una consgcuencia de este acunulo; al retirar el medicamenta,rias

complejos desaparecen ( 10-19 ),

La amiodarona gue couao ya so @en:ionu. -n_una de las drogas qus
puade praducir fosfolipidosis secundaria, a5 un derivado
iodinado del Dbenzoafurano y S util*:a en medicina como
antiarritmico de qran eficacia 3 @es amtitilica y catlionica
y 8@ pirensa qua interfiere con la actividad de las fostwlipasas

lispzomales A-1 ¥y A=2 ( 10,11 ).

Otros Eamb:ns que produce la amicdarona son  Tibrosis ¥y
fosfolipidosis pulinonar ¥ fosfolipidosis gensralizada, opacidad
corneal,hepatitis fulminante,hepatitis seme jente & la
alcohdlica, hepatitis cronica activa y fibreais hepatica vy
pulmonar { 10=11,20-22 . Despues de wvarios intentos -n
diferentes animales, con diferentes dosis y diferentes metodos,
sa desarralld un modelo de fosfolipidosis pulmonar en +ratas ( 11

y.



FLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA

El estudic de ias enfermedades lispsomalas &% muy difictl de
abordgar y 81 sabemos que la amiadarona produce enfermedadeos
ligsasomales secundaria creemcs posible desarrollar un wmodelo

experinental de Tosfolipidosis hepatica secundaria.

OBJET VDS

Pagarrollar fosfolipidogsis hepativa secundaria en un modelo

animal mediante la administracion da amiodarona.

HIFOTESIS

La amadavona adminigtrada en dosis altas y en forma cronica es
capaz de productir fostolipidois secundaria en el higado de ratas

gonetidas 8 la accion de ges medicamenta.



MATERLIAL Y METODNOS
Se eatudiaran &0 ratas Wistar con un pesc aprodimado de 250 a
I00 g divididas eﬁ tuatrao grupc%. Un grdpto control da diez
ratas, un grupo A con 20 ratasy un geupo B con 20 ratas y el
grupo G con dier ratas. Las ratas eran machos, pno tratadas  con
madicamentos previamente, no infectados, con alimentacidn
narmal, da la misma camada. Al grupo control ﬁu a8 les
administrd medicamento alguno.

Al grupo A se les administrs amiodareona via oral a razen de 50
mg # kg de peso cada 12 horas durante una semana como dosis de
impregnacian Yy posteriormente 23 wmg 1 kg de peso cada 12 haras

durante 21 dias mas.

Al grupo B se lea administro amiodarona a razon de 100 mg ¥ Kg
cada 12 horas durante una seman#s coma dosis de impregnacion vy

postaeriaormente a S0 mg ¥ k /12 horas durante 3 semanas mas.

Al grupo © se les admnistro aniodarona a dosis de 37.5 mg. &
kg. cada 12 horas durante 12 semanas. La Amiodarona se les diao
suspendida en agua destilado, mediante alimentaci1on forzada con

sonhda arogastrica.

Los grupos recibieron agua y comida ad tibitum . Al finalizar el
tratamiento se lgs sacrifico con eter y se les exanguina. BSe
tomaron coartes de hlgado epara histolagia Yy microascop ia
electronica. Los cortes fueron tedidos con hematoxilina-eosina
(HE) , tricramico de Masson, acido peryddico de  Schift {PAS)

tratados con y sin diaskasa, Aazul prusiano de Ferls, orceina de



Shikata, Masson Fontana y Luxol fast blue,

Las muestras para micrescoplia rlectronica fueren flJadgs al a4z
de formol amartiguado y gluteraldehido al 1% durante una hora a
O grados C, paosteriormente se fijo en una solucion a volumgnes
iguales de tetraoxido de osmio al % y Ferrociranuro de patasio
al 3% despues se deshidrate y e incluyd en una mezcla de epon-—
araldita, S realizaron cortes finos con una cuchilla de pgunta
de diamante y teMidos con citrato de plomo. See examinaron los

cartes con un micrescopio elgctrenico,



RESULTADOS

t.aos resultados ne resumen en el cuadro I, en dnnﬂe e puedes  vear
que todas las ratas tratadas con amigdarons présuntaron
debilidad, piloergccion, disminucion de la ingesata de alimanta,

perdida de pesoc de 40 g promedio, las del grupo Aa‘ 70 q de
perdida de peso promedio las del grupo B y las del grupo C
perdiaron 90 g en promedioc. Durante ;1 proceso murieron 2 Fatal
del grupo A | 3 del grupe B y ninguna del grupa C.

Par otra parte las ratas del grupo control no mostraron ningun

cambio, perdievon poesoc ni fallecieran.

Las hallazgos a la micraescopia de luz y electronica se puaden

aprecialr en el acudro [l en los tres grupos el hallazge de
citoplasma granular, gue en 1as ratas del grupo At fue de + a

++, en las del grupo B de ++ a +++ y en las del grupo C de +++,

Cambios catalogados de + fueron aguelleos en log guailes ssla en

algunos hepatotitos se encontraron cambios granulares ¥ cambios
minimos; los cambios con ++ { taig 1 ) fueron aquellos en los

cuales no todos las hepatocitos presentaban cambios, pero  mas
numerosoa Yy en los cambios de +++ todon loa hepatocitas con
cambios granulares y abundantes ( tig I ).

Bajo el microscopio electronico sSe ocbsgrvaron a los lisosomas

aumentados de numero y tamafro, distribuidos difusamente én el

citoplasma de los hepatocitos ( fig 2 } y en mencor nunero en las
células de kupffersg tados et los estaban rodeados de una unidad

simple de membrana y en su interior se aprecio la presencia de
don tipos de inglusiones; wnas de ellas =ran laminares

concentricas que formaban remDlinos o Impresiones dactilaresg



glectrodensas con zonas claras, mezcladas con el sequndo bipo de
ineluaiony estas eran granularas finas, de alecrtrodensidad
media, homogendas Yy ocupabsn a4 todo el lisosgma cuande no
gstaban mezcladas con las otras inclusiones.

Ademas, con trecuencia se enconbre a estos lisvsomar asociadag a
mi tocandrias; estas se disponian en la peritferia de ellos. ean
intimp contacto y en ocasiones anbas membranas se fusinnaban vy
el contenide de ellas me hacia indistinguaible ( fig 4 )3 ademas
las mitocondrias mostraban cambios degenerativos tales cEmno
hinchazon vy perdida de& crestas. Ninguno de los cambjos al
m!CPDSﬁOpié de luz o al electronico se obhservaron en &l qgrupo

contral .



CUADRD

I.- Hallazgos higtologicos

Reaultados

Grupo

Controlas

M.L.

Citoplasma gtranular
amfofilico * @

Idem EE T
Idem +++

normales

Los cambios fueron encontradas en todas las ratas, aun en

que fallecieron.

las



CUADRO 2. Hallazgos ultrasstructurales

RESULTADOS
GRUPD M.E.
a Inciusiones lisosomales
B “ - N " .
c u . R

CONTROL NINGUND




D1BCUSION 3

Como puede observarse, ia administra:!nﬁ cronica de amiodarona
fus capaz de producir cambios avtaantel en las ratas sametidas a
la administracion del farmaco aun en dosis bajas. Los cambios
mas tempranos fueron la piloergccion, saegquidos por rechazo al
alimentn y perdida de pesoy todos estos cambios ya han sido
tnformados previamente ( 10 . La nmnuerte de los animales se
cansidera coma un s8fecto del medicamento ...

Las altaraciones merfaolagicos encantradas can el micrascopio dea
luz son semejantes a las observadas &#n humanos sumﬂtl@os a
tratamiento prolongado con amiodarona que ademds desarroclliaron
fibrosis hepatica ( 11 " an nuastros animales de
experimentacian llama la atencion que nNno se encontra ningun eotrao
cambin histgpatologicao fuera de la granulacion citeplésmica.
Esto puede ser debido & gue @l {iempo de administracien no  fue
las suficientemente prolongado como para producir necrosis
hapatocelular y fibrasis. E1l dafo hepatocelular se puede
documentar ' tambien por el hecho de que a las ratas del grupo ©
se‘les practico determinecion de gninatransterasas Fericas ¥y s
encontraron elevadas) sin embargo por dificul tades tecnicas este
dato no puede ser considerado dentro de edte estudio. Las
lesiones descritas fueron obtenidas tantao con la agminisbracion
oral dos veces al dia con dosis de impregnacion de una sendha  y
de mantenimiento de I samanas en los grupos A y B y de dosis de
mantenimients y por 12 demanas en las del grupo C. El daho

histologico fue semsjante en los tres grupos y @010 as

Th TESIS HO DIBE
SR DE A BIBLIOTECA



encontraron variaciones en la intensidad del mismo, es decir en
el grupn A el nuhero de hepatocitos afectados y el numero de
inclusiones intracitoplasmicas fue menor que gn ol grupo B ¥y las
de este grupo fueron menores que las encontradas en el grupn C.
Las inclusiones granuiares intracitoplasmicas corresponden  a
lisgsomaa tal como lo revela la microsScopla electranicar atrag
pasibiiidades como megamitocondrias u otros elementos quedan
descartados por este procedimiento. Cabe destacar que a las
ratas del grupo control que no rectbieron el medicamento no
presentaroen cambios a ningun nivel de arganizacien coma ya fue
sehalado, y como era de vgperarse cambings observados & la
microscapla de luz son cunpatibles con inclusiones
intralisosomales en los hepatocitos de las ratas tratadas.

Los arreqglas laminares concentricos encantrados con el
microscopia electeronico son Senejante & los descrite par otros
autores en bjopsias hepatica= en humanos ( 1l )y B1n anbargo las
inclusiones intralisosomales granulares homogeneas no han sido
descritas hasta donde sabemos. Ezxtas pusden represesntar parte de
la matri: de otros organelos como nitocandrisa®s O peroxisomast
atdemas la presgncia de mitogcondrlas ¥y sus crestas en continuidad
corn la formacion de las inclugiones leamindres sugiore gque estas
altimas provienen de las membiranas gue forman lag crestas
mitocondriales. De ser esto ci1erto, estariamos presenciando la
degradacion de las mitocondrias vy su incotrporacidn a los
li1sgsomas § el material granular corvesponderia a la matriz y el
laminar a las thembranas de las mitocondrias. por otra patie
sabemos que la disruncion celular mas acentuada en estos canos

=2 debe a la aletragion de los mecanismos oxidativos lo que se



podrta enxplicar por lesion mitocondrial. Es por demas
intarssente esta sepeculacieon pues podria explicer la setle de
mani festciones clinicas y bioguimicas gue %@ encuentran en aotras
enfremedades en las que el almacenamientg de lapidos mse lleva a
cabo en forma de tnclugiones laminares. E£s décir, en casos de
Niemann=Fick, por ejemplo, la saerier da trastornos que &g
abservan seria consecuezncia no solo del dafflo mecuanico & las
telulas que almacenan fostolipidos mai na a disfuncion ceilular
debldo a dafo mitocendrial. Sin embargo hay que racordar que la
amiodarena  produce cambios die acumuiacion de lipidas & nivel
intralisosomal, ya gque se piensa que interfiere gn la actividad

de las fosfolipasas lisasomales Al y A2,



CONCLUSICONES:

be los hallazgos anteriores Yy nu: interpretacinn; podemos
concluir gue a8 posible desaprrollar anfermadad' limosomal
sacundaria a la administracion de amjodartna en ratas. Estos
camblos aungue son semajantaes a los que suceden en las
snfermedades |i1sosomalew primarias mostiaron algunas diferencias
pero al parecer, al igual que ellas san capaces de interferir

con la funcien de las celulas.

El efecto observado eg probablemente dosis dependiente. Pudimosg
obaservar que a mayor dosis los cambios mencionados eran mayores
en intensidads los cambios mas acentuadas a nivel de
micrascopla de luz ¥ wlectronica fueron mas flaridos en el
grupa de animales btratados con dosis altas de amiadarona.

El efecto a5 mayor a mayor tiempo de exposicion. En €]l grupo ©
en el cual se administreo 21 medicamento durante un  tiempo mas
prolongado se enacontraron mayores camblos ngue en loa otroa dos
grupos mencionados,

El efecino perdura una ve: suspendtdd la droga. Pe dguerdo a lo
revigado en el literatura, una vezr retirado e] medicamento las
lesiones desapatrecent pero en nuestros animales. al suspender el
medicamenta potrr tres meses el efecto perduraba. Lazs lesiones
hepaticas tueroen seme jantes en intensidad y extensioa ias
decritas en el grupo Cf sin embarge es probable que este tiempo
ns sea suficiente para que el higado se recupare. 0 otra  forma

habra que analizar csate hecho pjpuas de sar  peErmanente o



prolongado el dato, permitiria contar énn un buasn modeloc de
enferemedad lisosomal. )

Los cambios uwltrasstructurales son uemaiantau a los abservados
an 1a enfermedad tumana 1ndu:id§ por lmindarnna,
fundamentalmente laa inclusionea intraliscsomales en forma de
remolinc dentro delos hepatﬁcitns. Ferp la obtras 1inclusiones
granulares no estan mencionadas en la literatura y como ya fue
Plucutidn, podrian  tener implicaciones patogeénicas de  gran
trascendencia. .

For ultimo, es probable gque los lpidos que se acumulan provienen
de las membranas de las mitocandrias) los cambios chservados en
la microscopla electronica con las mitocandrias alradedor de los
liapsomas tumefectas » con sus membranas formando parte del

limpaoma No$ sugiere askta atirmacion.
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Figura 1.~ Miecrototogartl de uno Jde Llos cortes de higsdo de una
de las pratas del grupa A. En ella se pueden chsecvelr  varios
granulos flechan ! en ol cilioplacma Ju las  hepaltocibon,. [}
Hematoutlina v Eaosina x o )



Figura 2.= hapecto histologico del higado de una de jas ratas.
del grupo C. LOB grénulos intracitoplasmitos san mas NUMErOBOs y
afectan priécticamente a todos los hepatocitow, { Hematoskilina y
egsina k 720 ). : .



Figura 3.« Micrototaogerafy elactronicas del higado de una da  las
ratas del grupp C en la que 3¢ puwde observar un hepatocite con
varrias inclusi1ones en su clLlioplaama que cocredponide o lisbsanas.
(hagnil Tlcac1o ariginal x Jugl ).



Figura 4.- Acercamiento de la anterior en la cual =e aprecia a
un lisosoma que contishe material Tinamente granular de
elpctrodensidad media, figuras de mielina y un Intimo contacto

de las mitocondrias a su alcedador. ( Hagnificacion ariginal x
JION0 ).
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