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I.- MARCO TERORICO
1. Epidemioclogia

La presencia de cdlculos en la vesicula biliar (VB) y/o vias
biliares en el hombre, se conoce como litiasis biliar (LB). La
prevzlonziz 42 ssta énleiuwedad se ha incrementado noy en dia en
todo el mundo, particularmente en los paises llamados "“industri-
alizados", aunque los paises en vias de desarrollo, tales como
Chile y México inclusive otros, no han escapado a este fenémeno,
donde en algunos casos se ha convertido en un verdadero problema
de salud pGblica. Solo para dar una idea de la dimensién del
problena, bastc sefialar gque en lus Estados Unidos de Norteamérica
actualmente existen aproximadamente 25 millones de personas con
este padecimiento. En ese pais se practican m&s de 800 mil cole-
cistectomias anualmente, 10 que ocasiona un gasto de mds de 5
billones de délares (1). En nuestro pafs de acuerdo con la

prevalencia informada en material de  antonaia (14 .7%),  homoo

calculado una cifra de mis de 6 millones de pacientes con LB para
1991 (2~3). Asimismo, considerando la realizacién de aproximada-
mente 150 mil colecistectomias, el gasto anual por este padeci-
miento es de mds de 500 mil millones de pesos (4).

atsz sin duda, wsubrayan la imporcatucia de la LBy
parccen ser suficientes, para que en el momento actual se reali-
cen un nGmer> considerable de trabajos, con el objeto de conocer
mas sobre su epidemlologia, fisiopatologia, tratamiento y en el
mejor de los casos su prevencién.

El primer paso en el estudio de cualquier enfermedad en



particular, es conocer su ocurrencia. En la tabla 1, mostramos la
frecuencia con la cual se presenta la LB en diversos palises del
mundo. Son marcadas las diferencias que existen entre la cifras
de prevalencia de LB, entre una drea geogrifiza y otra, asi como
entre las distintas razas. Aunque la prevalencia de LB de nuestro

curopeus  como  Alemania

pais es similar a la de algunos paf
{figura 1) e Inglaterra (no indicada) . Las preguntas, que surdgen
entonces son: ¢ A qué sc debe gue una poblacién sea mis suscepti-
ble que otra a desarrollar LB y qué factores facilitan su des~

arrollo ?.
1.2 Determinantes do la Aistribucién de LB en una poblacién.
1.2.1 EAad:

La LB sc ha documentado en todos los grupos etarios, desde
el feto hasta edades sumamente avanzadas (5,6). Sin embargo, 1la
prevalencia de LB aumenta a medida que progresa la edad. Algunos
investigadareae han ciloulade yue gl incremento en la prevalencia
de LB es progresivo en hombres. En la mujeres alcanza un pico en
la década de los 40 (7). Las décadas en las gue mis frecuentemen-
te s8e practican un mayor n@mero de colecistectomias son la S5a y

6a décadas de la vida respectivamente,

<]

istintos ractores pudieran ser la causa de estos hallazgos
(3), tales como: 1) estasis vesicular, la cual estd favorecida
por la disminucién en la ingesta de alimentos, la vida sedenta-
ria, disminucién de la funcién motora de la VB o una reduccién

en la produccién de colecistocinina, 2} mayor viscosidad de 1la



bilis wvesicular gue tiende a modifirar las estructuras de un
estado coloidal-snl hacia otras de tipo gel, 3) disminucién de 1a
ingesta de alimentos que reduce la secrecién biliar por el higado
Yy quizas altere los indices de concentracién :lel colesterol ()
en sangre, 5) falta de influencia reguladora de 1las hormonas
sexuales, o) pérdida o&pida 22 poon en nerscnas  obesas Yy, 7)

aumento constante en la esperanza de vida.
1.2.2 Boxo:

En todos los palises donde son comunes los cdlculoes biliares
de colesterol (CBC), la prevalencia es mis alta en mujeres que en
hombres (#). Los estudios cn material de autopsia han demostrado
que, al menos en occidente, las mujeres tienen una elevada fre-
cuencia de LB. Sin embargo, la relacién mujer/hombre ha varilado
con el tiempo; asi, los primeros estudios demostraron una rela-
cién de 4-6:1 y en afios recientes esa relacién parece haber
dizzinmida 2:1 (6). Este cambio en la distribuciébn por sexo en
similar al que ha ocurrido en afos recientes en ¢l caso dc  otras
enfermedades tales come las cardiovasculares y el cancer pulmo-

nar.
1.2.3 Clase social:

La informacién relacionada con la prevalencia de LB y clase
sociceconémica es contradictoria. En Japén, los CBC son mnas
frecuentes en profesjionistas que en obreros (8). De manera simi-
lar en la India,la prevalencia de CB sintomiticos ecs 20 veces

mayor en los oficiales ferrocarrileros gque en aguellos trabaja-



dores de grados inferiores (9). En Africa, los casos raros de
CB se encuentran, preferentemente en las clases soclales nés
altas . {B), 1lo que también parece ser cierto para la poblacién
sueca {10). Por el contrario, en un ostudin prospectivo que

incluyé a 17,000 jévenes inglesas, se encontré una relacién

inversa ausk

2 n» alegnificativa, entre clase social e incidencia
de colecistectomfas (11). Asimismo, Diehl et al (12) han intorma-
do 1la prevalencia elevada de LB en la poblacién hispanoparlante
de bajos recursos econfmicos que radica en los Estados Unidos de
Norteamérica. En México, nosotros hemos observado, gque la histo-
ria familiar de LB, es més frecuente en la poklacién cuyec estrato

sociecondmico es bajo (13).
1.3 Diota
1.3.3 carbohidratos:

En la dlieta contemporinea los carbohidratos aportan del 20

al 50 por ciento ael valor energético. El consumo de carbohidra-
tos por persona durante los Gltimos afios ha aumentado considera-
blemente en las sociedades occidentales., Se estima que actualmen-
te se consumen 50 kg de azicar por persona al afio (14).

En relacién con 1la litogénesis, los tres componentes (
colesterol, &cidos billiares y rosfoviipldzss) d4e 1la bilis parecen
afectarse como consecuencia de un consumo excesivo de carbohidra-
tos. La sintesis hepitica de C aumenta con un incremento corres-
pordiente en la excrecién biliar. La circulacién enterohepstica

de Acidos biliares (AB) se reduce y la sintesis de fosfolipidos



(F) por el higado se abatc (10). Estas alteraciones facilitan 1la

formacién de bilis litogénica.
1.3.2 Dieta baja on calorfas:

Las dietas bajas con calorfas también favorecen la formacién
de bilis 1litogénica, sobre todo en aquellos individuos que se
somaten a dietas reductivas. En la obesidad, la bilis se encuen-
tra sobresaturada debido a una elevada sintesis de C. Durante la
restriccion calérica y pérdida de peso los porcentajes de secre-
cién de todos los lipidos billares disminuyen y la poza de AB se
reduce. En algunos sujetos la secreclén de estos acidos se reduce
mis qua la de C, lo qua 4 como resultado un aumento en el indice

de saturaci6n de la bilis (15).
1.3.3 Dista altx on colesterol:

El C que se absorbe en el intestino, contribuye junto con el
€ sintetizado endSgenamente, a formar el C biliar. Las dietas
ricas en C incrementan su contenido en la bilis y por lo tanto
aumentan el iIndice de saturacién (ISC) (10,16). Esto pudiera
atribuirse a que a diferencia de lo que ocurre en otras especies,
en el hombre la absorcién de un exceso de C de origen diletético
no incrementa el indice de conversién de C a AB y su exceso es

reexcretado a la bilis (17).
1.3.4 Dieta con grasas polinsaturadas:

El contenido de grasa en la diecta ha sido considerado deter-

minante en la formacién de CB. Malhotra (9) en la India resalté
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que los habitantes m&s afectados por LB consumen una dieta mnéas
rica en grasa saturada y en &cidos grasos de cadena corta. Aunque
en el casc de los esquimales, cuya dieta es rica en grasa, los CB
de C son excepcionales (16). Es probable que la accién litogénica
de  lav gracsas an la dieta. =i o5 gue existe, sea indirecta. Su
efecto podria explicarse a través de un incremento en la absor-
cién intestinal de C, ya que entos lipidos proveen los A&cidos
grasos necesarios para la esterificacion del C, paso previo a su
incorporacién en quilomicrones. Ademss, lag grasas son capaces de
modificar la motilidad y el contenido bacteriano del tubo diges-

tivo, lo que guizés influya en la litogénesis.
1.3.% piata rica en fibra:

Normalmente la fibra de la diata procede de los vegetales,
la cual estd constituida por celulosa, que a su vez, est8 formada
de pentosas, hemicelulosas, lignina y pectina. Las dietas contem-
poraneas en el mundo occidental tienen un pobre contenido de
fibra como consecuencia de su alta refinacién, lo que disminuye
la velocidad del transito intestinal y favorece el aumento en la
frecuencia de ciertas enfermedades digestivas tales como 1la
congtipacién, a1 carcinoma de colon, las hemorroides, la enferme-
dad diverticular y la apendicitis (16).

Las dietas sin fibra, disminuyen marcadenente la sintesis de
AB en ratas y en el hombre (17) y elevan el C sérico y biliar 1lo
gque permite suponer que la sintesis de AB a partir de C est&d en
alguna medida bloquea:la como consecuencia de la dieta. Osuga et

al (18) aportaron pruebas que apoyan esta hipé6tesis al producir
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ateromatosis y CB de € en primates alimentados con estas dietas.
ta adicisn dc fibra & 1a dieta, ademis de disminuir el €, permite
revertir los efectos nocivos de las dietas sin fibra en estos
animales.

El efecto de la fibra en la homeostasis del U y de ius AD oo
se conoce, pero algunas pruebas permiten suponer gue su  accién
radica a nivel de la circulacién enterohecpitica de los AB  (19).
ta celulosa y la lignina tienen la capacidad para fijar AB y por
ello de retenerlos en la luz intestinal. Adem&s, al hacer mas
voluminoso el bolo fecal, aceleran la velocidad del transito
intestinal lo que disminuye el tiempo dec exposicion a la superfi-
cie de absorcién y promueve su excrecién fecal. Otras substanclas
que  aumentan el bolo fecal o fijan AB, también promueven la
excrecibn fecal de AB y producen hipocolesterolemia (16). Al
aumentarse la excrecién fecal de AB, el higado sintetiza mias AB a

través de un sistema Ge segulaciin rnalimantacién para
conservar concentracioncn  normales a nivel de 1la  circulacién
enterohepdtica. Esta neosintesis, a nivel de reticulo endoplasmi-
co liso ocurre ¢ partir del € por lo cnal sus niveles disminuyen
en sangre y en bilis. Asi la bilis sc torna menos litogénica al
incrementarse la concentraclén de AR a expensas de i do C.
También se ha demostrado una reduccién significativa en la absor-
ci6n intestinal de € en la rata y en el homhre como consccuencia
de la incorporacién de fibra en la dieta (20).

Por otro lado, se ha ohservado una prevalencia baja de LB en

mujeres que consumen dietas vegetarianas (21) . De manera  paradd-~

jica, Hervi ct al (22) han {nrformade gue las leguuinosas  (Lrijol
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Y lentejas) incrementan la saturacién de la bilis con €, al
disminuir la concentracién de F. Estas obscrvaciones sin duda,
son de gran importancia, ya que la dieta en esa poblaclén podria
ser un factor de riesgo para cl desarrollo de LB. bPe confirmarse
esta teoria, ia dicta on nuastra peblacidn auizis también sea un
factor de riesgo para el desarrollo de LB, pues segln Bourges
(23), el frijol, es uno de los alimentos que mds se consumen en
Méxiro, siendo importante en 1la poblacién de bajo estrato

socieconémico.
1.4 Influencias genéticus y étnicas

Superada sélo por los indios norteamericanos, la raza blanca
parece ser la gue mis tendencia tiene a padecer LB. Los indices
de prevalencia en adultos publicados cn Europa y en los Estados
Unidos de Norteamérica varia entre 7.5 y 22 por ciento (8). Nume-
rocae rribus de indios estadounidenses, particularmente aquellos
del suroeste, tales como los Pima, Chipewa y Navajos tienen una
prevalencia extraordinariamente alta de CBC,; la cual llega a  ser
hasta del 75 por ciento en grupos de edad avanzada (24). Estas
cifras son similares a las que se presentan en Sudamérica pero
contrastan CooSn 12 da ntros arupos étnlcos como los Masai  de
Africa en los que la formacién CB son muy raros (B).

Las variaciones &tnicas y raclales en la prevalenclia du LB
parecen ser debidas al contenido relativo de € en la bilig de los
distintos grupos, ademds de que existe una variacién racial en la
composicién 1lipidica de la bilis. Estudios comparativeos entre

mujeres indias y caucasicas jévenes sin CB han demostradeo gque las
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primeras tienen una bilis mucha mds litagenica 1o cual  es ol
resultado de un defecto en la secrecién de lipidos & nivel  hepd-

tico (25).

Asimismo, se han observado diferencias en la  concentraci

3

de lipoproteinas de alta dz 34k 0 1 placma entre  las  raznas

negra y blanca. La concentracién de estas lipoprotefinas es mas
alta en individuos de la raza negra que s5on menos susceptible  de
formar CBA (26). Otros hallazgos de importancia son los elevados
niveles de triglicéridos y la disminucién en la concentracién de
lipoproteinas de alta densidad en la poblacién México-Americana
en comparaciéu con la peblaci6én anglosaijona de los stados Unidos
de Norteamérica (27), siendo la prevalencia de LB mis alta en la
primera que en la segunda (28),

Otras diferencias interraciales se han observade al estudiar
la funcién motora de la VB de sujetos sanos: caucdsicos y  ne-
grss. P10 vaciamiento de dicho érgano es menor en  los  sujctos
caucasicos lo que podria contribuir a la wmaycr prevalencia de LB

en la raza blanca (29).

1.5 RAsoclmciones clinicas

1.%5.1 Obesidad:

Varios esltudios epidemioldyicos han conflirmado que la L se
presenta con mnas  frecuencia en las personas obesas. hAsi  por
ejemplo, se dice que la prevalencia de LB en este grupo de pa-
cientes se duplica o triplica, sobre todo cuando ¢l peso corporal

de los mismos es de mis del 25% de su peso ideal (158). Esta
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asociacién entre obesidad y LB sc debe probablemente a que la
obesidad se acompafa de bilis sobrosaturada de ¢, lo cual deter-~

mina una predispesicion a 1a formaciéon de CB.
1.5.2 Diabetes mellitua:

La frecuencia informada de LB en pacientes con diabetes
mellitus es de 20-30% (30). Asi por cjemplo, Feldman {31) observéd
una prevalencia de LB en 25% de paclientes diabéticos y en B% dec
los no diab&ticos en un estudlo en material de autopsia. Onodera
et al (32) diagnosticaron CB en pacientes diabétlcos en 2.1% de
los hombres en la guinta década de la vida, 4.4% eon la sexta y de
6.1 de la séptima en adelante, y do: 3.7, 6.4 ¥y 10.3 %, respecti-

vampente en las mujor

. El tipo de CB que presentan estos pacien-
tes es predominantemente de C. Tanno et al (30) encontraron CB en
13% (28 de 212 casos) doe pacientes diabéticos, detecténdose CB de
o on el 11.5% de los casos (24 de 208 casos). En un grupo de
nuestros pacientes con LB observawos una frecuencia de diabetes
mellitus del 8% (13).

La causa de LB como complicacibn de diabetes mellitus adn no
se ha esclarecido completamente. Sec sabe gque la contraccién de la
vB esta Jdiscinuida on pacientes dlabéticos, especialmente en
aguellos con neuropatia autonémica, la cual se conoce como

“Vegicula Neurogénica del Diabético",
1.5.3 Cirugia Gastrointeatinal:

La LB Se ha reconocido hoy en dia como una complicacién de

la vagotomia troncular y de la reseccidn gastrica. Bockus et al

1a



{5) observaron una frecuencia de LB mayor a la esperada tras la
intervencién quirtrgica, aespeclalmente en el caso de las resec~

ciones Billlroth II con vagotomia. Lorussc et al (33) han propues-

6

to que la formacién de CB en estous pacicnlas 3o dobe 2 1) hipo-
tonicidad de 1la VB debida a denervacién vagal, 2) exclusién
duodenal del trinsito alimentario con una disminucién en la
produccién de colecistocinina, 3) formaci6én de adherencias post-
quirdrgicas gue limitan mecanicamente la motilidad de la VB y por
lo tanto dificultan el drenaje de bilis, y 4) estasis del asa
aferente acoupafada de hipertensién gue pucds conducir a eatasis
biliar con infecci6én subsecuente.

Asinismo, se ha observado una clevada prevalencia de LB en
pacientes con reseccién ileal o derivacién ileal. En estos casos
la formacién de CB se ha atribufdo a la pérdida excesiva de AB
pui wui Intcztinz, €o sehe aue en esta situacién la secreci6bn do C
cs baja, pero la relacién que existe entre la secrecién de AB y

el fndice de saturaci6n di como resultado la aparicién de una

bilis scbresaturada lo que incrementa el riesgo de producir CB.

1.5.4 Anticoncaeptivos orales:

Dentro de los efectos secundarios de 1los anticonceptivos
orales se encuentra la LB, Existen algunos estudios en donde se
ha confirmado una asocliacién entre LB y ¢l uso de estrdgenos
exégenos, ya sea como anticonceptivos orales o suplementarios,
aguellos utilizados en 1la menopausia, o administrades a los
hombres (34). En estos casos, la sobresaturacién de la bilis con

€ se ha atribuido a una disminucién en la proporcion de &cido

15



quenodesoxicélico (AQDC} en la poza de AB debido al que los
estrégenos  tienen un efectu colestitico de los estrégenos gque
ocasiona un incremento en la secrecibn de € biliar, asf coro a
una disminucién en la cantidad de AQDC que alcanza la bilis. Sin
embargo, o1 riesgo de LB asociada al uso de anticonceptivos
parece ser muy pequefle (35,36). De hecho, Bateson (37) sefiala de

manera terminante gue los anticonceptivos no deben considerarse

como un factor de riesgo para el desarrollo de LB. En México,
nosotros al estudiar dos pcblaciones de diferente nivel socieco-
nérico, observamos que cn ambas poblaciones el uso de anticoncep-
tivos orales se asocié de manera importante a LB, con una inci-
dencia del 12% en la poblacién de nivel sociecondémico alto Qel

37% en la de nivel soclecontmico bajo (13).
2. Clasificacién de los CB

En términos generales, los CB e han clasificado de  acuerdo
a sus caracteristicas fisico-quimicas en dos tipos: I) CBC de los
cuales existen dos variedades: a) puros y b) nixtos, y II) célcu-
los pigmentarios: a) puros de pigmentos o de color negro y b) de
hilirrubinato de calcio o de color café. Las caracteristicas de
ambos tipos de cdlculos se resumen en las tablas 2 y 3. En nues-
tro pais, al igual que en los paises de occidente preqominan los

cdlculos de colesterol (figura 2} (38).
3. Patogenia

La formacién de un CBC en la vesicula biliar (VB) es un

16



evento dindmico en el gque participan varios factores, que al
interaccionar en conjunto, facilitan o propician el medio ade-
cuado para que se desarrolle un cilculo en esbe drgano.

Para comprender mejor la litogénesis, es necesario conocer
&l medis on wl cual ticne lugar la formaciédn de un cilculo, esto
as, la composicién quimica de la bilis y 1la funcién de la VB,
Inicialmente, describiremvs las propiedades fisico-quimicas de
los principales componentes de la bilis y posteriormente cada
uno de los eventos que teéricanmente, participan en la patogenia
de un CBC.
3.1 Propiedades Fisico-quimicas de los priucipales solutos

billarxas:

La bills estd constituida principalmente por cuatro tipos de

lipidos que se mantienen en solucién al interactuar entre ellos.

La cantidad de solutos en la bllis es wvariable. En términos

generales, S€ sabe yuu <3ia s entre 3% (en los conductos
hepiticos) y 10% (en 1a V) (39). Esta variabilidad, esti en
funcién de la secrecidn y reabsorcién de agua en 1los diferentes
segmentos dal tracte biliar, FEn la figura 3, se muestra la compo-
sicién de la bilis de acuerde al porcentaje de solutos {(a) y la
relacién que guardan 8stos entre si (bj. Eo csta misma  figura
podemos observar, que los solutos nds importantes, son: AB,F y C.

Los términos de sales biliares (5B) y AB, sc usan indistin-
tamente en la literatura. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
la forma de “sal" (ionizada), sc encuentra en la bilis y el

intestino, es la mas polar, y por 1o tanto hidrosoluble y 1la

17



que mayor importancia fisiolégica tiene. Los AB, no ionizados son
poco solubles y en condiciones normales, sélo se encuentran en
el celon y sangre venosa portal, slendo transtormados completa-
mente por conjugacidén a "sales”™ en su paso por el higado (40).

Los AB, c&lizc y AQnw, won producto del catabolismo del C no
esterificado. Mientras que los AB secundarios se forman en el
colon, al sufrir deshidroxilacién en la posicién 7-alfa por las
bacterias anaerobias en el intestino. Finalmente, los AB tercia-
rios representan modificaciones hepdticas o bacterianas de )os
grupos funcionales del nfcleo estercideo de los AB secundarios,
como es el caso del Acide ursodescxicélico (AUDRC) (figura 4). La
mayorfa de los AB estan unidos a la albGmina (entre 70 - 30%) vy
una pequefia cantidad lo esta a lipoproteinas (41).

Una propiedad importante de las SB, es que son moléculas
solubles anfipiticas que poseen propiedades semejantes a la de
1ne  datergdentes con una parte liidréfoba (no polar) y una parte
hidro6fila {polar). Las transformacjones estructurales sélo tienen
lugar en la zona polar de la molécula y dan lugar a cambios
significativos en sus propiedades anfipdticas de las moléculas.

De este modo, mediante un cambio en la relacién de 1la forma

I

ionizada con la &cida, de 1a forma conjugada con la ne conjugada,
o por de deshidroxilacién y deshidrogenacién, una molécula de SB,
que es completamente hidroscluble y capaz ae formar micelas,
puede transformarse en una molécula insoluble e incapaz de
formar micelas.

El C ne esterificado es insoluble en agua (solubilidad

mAxima aproximada 10 mol/L), pero en la bilis se mantiene solubi-
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lizado en gracias a las SB, con las que forma micelas (42), que
pueden ser simples (SB+C) o mixtas (SB+C+F).
De los F biliares, las diacilfostatildilcolinas (lecitinas)

son las que predominan en el hombre y otras especics. La seccre-

» de &rtas. ticne dos cemponentes, uno dependicnte y
otro independiente de la secrecién de SB.

LA secrceclén de los lipidos biliares (C y F) aparentemente
se lleva a cabo por exocitosis, a través de vesiculas unilamala-
res Yy posteriormente son "acarrcados" al canmaliculo biliar en
forma de micelas simples, mixtas y/o las mismas vesjculas unila-
malarcs  (flaura §) . Mazer et al (43) en 1984, describieron las
vesiculas unilamelares en animales, como medio de transporte de
€ Y P hasta el canalfculo biliar. Somejen et al (44) y Ulloa et
al {45) fueron los primeros en observarlas en el hombre. Actual-
mente se piensa que estas vesiculas con C y F, son sintetizadas
en la célula hepatica y que son la principal fuente del C bi-
liar. El esctimulo mis importante para la secrecién de las
vegiculas de C y F es la sacrecién de SB. Asimismo, se ha obser-
vado gque las SB al llegar al canaliculo forman micelac simples.

Una vez gque las VU han lleqgado al canaliculo sufren un
preocess de waduracién (micelaci6ébn), el cual involucra la trans-
formaciébn de las VU en micelas, este proceso aparentemente se
incrementa en la bilis vesicular (46).

Tebricamente, la formacién de un CBC en la VB, es secundaria
a la participacién de cuatro eventos : bilis sobresaturada,
nucleacién, crecimiento de crlstales de ¢ y trastornos motores de

la vB.
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3.2 Bilis sobresaturada:

La bilis sobresaturada con C, es el primer sventc en 1la

patogenia de los CBC, que puede ser secundaria a; a) incremento

en la svcrecidn Az o i b} disminucién de 1la secrecién de
8B, o c; defeocto mixto (a+h) (47,48}).

Se conpidera que la principal causa de sobresaturacién da la
bilis con C, es el incremento en la secrecién de C biliar. En la
figqura 6, se muestra la forma mediante la cual se requla 1la
concentracién de C hepdtico. Gran cantidad del € que ingresa al
higado, deriva de izs lipoproteinas de baja densidad (LDL), que
al interaccionar con receptoras celulares especificos son endoci-
tados por el hepatocito. Mediante esta via ingresa aproximadamen-
te 70% del C sérico por dia (49). Adenmfs, existe sintesis end6-
gena de C a partir del acetato {(acetil CoA). Esta sintesis es
Teguiada por la HMG-CoA reductasa (50).

La homeostasis del C depende, en primer lugar de que un
porcentaje de este lipido en su forma llbre, es transformado c¢n
SB (aproximadamente 500 mg/dia), por la 7-alfa hidroxilasa (51).
Otro porcentaje del C libre es secretado como tal en la bills y
el restu us asterificado mediante la accién de acil-CoA-colester-—
ol-acil transferasa. Los esteres de colesteril pueden ser utili-
zados para constituir el contro de las lipoprotainas, principal-~
mente las de muy baja densidad (VLDL). Finalmente, una pegquefia
cantidad del C esterificado es almacenade en el higado (52).

De los datos anteriores, se pueda deducir que @l aumento en

la secrecién de C billar puede ser secundario a: a) urn incremen-—
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to en la captacién de LDL por la célula hepatica, al aumentar el
nimero de veceptores; b) un incremento en la sintesis de €; ) la
disminucién de la transformacién de € a SB y, d) disminucion de
la cantidad de esteres de C que se almacenan en la célula hepdti-
~ca = ¥aver de la sinlesls de vouu, En la tabla & se  enlistan

algunas de las causas gue pueden modificar la composicién de 1la

bilis (53).
3.3 Nucleacidn:

La formacién de bilis saturada con €, es un requisito indls-
vensable poro no sulicienle para ol aesarrollo de los CBC.. El
siguiente evento necesario en la patogenia de este tipo de cdlcu~-
los es la nucleacién, la cual se pucde definir cowu 1a precipita-
cién del C en la bilis, debido a que los componentes que normal=-
mente lo solubilizan son incapaces ya de hacerlo., El tiempo de
nucleacién (TN) es un  t&rminn epre Fun inbecdusids pov
al (54), en 1979 observaron que ¢l € presente an la bilis de
pacientes con CBC, precipita mis rapidamente (24-48 horas), que
el contenido en la bilis de pacientes sin cilenloa (3 semanas con

promedio). Estos dateos, han hecho pensar que para que ocurra la

i AN
isn,

SHalla la presencia de tactores gue la  promue-

van (factores nucleantes) que sobrepannn a aquellos que  la
inhiben (factores antinucleantes). En la figura 7, sc esguenatiza
la forma mediante la cual actdan ambos tipos de factores. En el
primer caso, se ha propuesto como pronucleantes a las glicopro-
teinas que se sintetizan en el epitelio venicular, al calcio, a

la bilirrubina y a las protcinas de bajo peso molecular (55).



Se sabe que el principal componente orginico de la secre-
cién  del epitelio vesicular, es la mucina, una gliccproteina de
2x106 de peso molecular aproximado (56}. Quiza el estudic gue

mds apoye, la accién pronucleantz de la mucina es el realizado

por Lee et al (57) quiunes, utilizando como modelo experimental
de CBC al "perro de las praderas" {gynomis Juvidugianus), observa
ron que al administrar una dieta litogénica (productora de CBC),
la sintesis y la secrecién de mucina se incrementaba notablemente
y de forma paralela a la presencia de cristales de ¢ y <CBC.
Asimismo, basadus en estos hallazgos, este nismo grupo de inves-
tigadores propuso que la sintesis de mucina aparentemente es
mediada por la sintesis de prostaglandinas, ya que cuando adwmi-
nistraron la dieta 1litegénica mds aspirina, se bloqueo la
hipersecrecién de mucina y la formacién de CBC (53). Nosotros
(59}, utilizando como modelo experimental al hamster dorado, Yy
LaMorte el al {£2) »Y cobavo, observamos que la administracion de
dleta 1litogénica mis aspirina no previno la formacién de cCul.
Estas diferencias pudieran atribuirse a diferencias en la ficio-
patolegia de los CRC en estos modelos experimentales. Por otro
lado, Smith et al (61), al estudiar el papel pronucleante de las

mucinas (humana y boviuaj

r un modelo de bilis saturada de C
(Indice de Saturacién de C= 1.4) observaron que la mucina humana
acelera el TN. Este mismo grupo, al comparar la actividad de 1la
mucina de pacientes con CBC y sin ellos, observé que esta glico-
proteina en anmbos tipos de pacientes acelera el TN "in yitro®
(62).

En 1983 Burnstein et al (63), informaron acerca de la pre-
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sencia de un potente promotor de la nuclecacién en la bilis, c¢uyo
peso molecular es de aproximadamente 300 kD y es  inferior al de
1a mucina. La importancia de éste en 1n patogenia de los Che, fue
demeostrada  en  dos estudios de Gallinguer et al (64,65). En el
primero concluyen que la mucina no itiwns crecto gobre el TH.
Mientras que en el segundo estudio, este grupo logrd aislar una
proteina de origen o wuceso en muestras de bilis de pacientes
con CBC y sin ellos. Las observaciones que realizaron fueron que,
la fraccién no proteica de los pacientes con CBC posela mayor
actividad pronucleante, que la fraccidn proteica de la bilis de
los paclentes sin cdlculos. Estos ballanges, ponen en duda el
papcl que juega la mucina come agente pronucleante, y demuestran,
la existencia de otros factures que favorecen 1la nucleacién.
Groen et al (66) han aislado otro agente pronucleante de origen
proteico, ©1 cual es capaz de unirse a concanavalina A, Cste

aparentemente consta de irud

~iones de diferentes peso molecu-
lar, siendo la dwu wayor peso (130 000 kD) la que posce ¢l efaecto
pronucleante. Asimismo, Magnusen et al (67) han informado de otro
agente pronucleante mds, éste de 95 kD de peso molecular. Noso-
tros hemos observado que la matriz de los CBC esta constituida

por material proteico digerible con uiizir

e proteoliticas como
estreptoquinasa y estreptodornasa {(68), lo que apoya ¢l papel de
material proteico en la nucleacién

Otros pronuclieantes da origen no proteico, incluyen clemen-
tos tales como el ca*t [69) Hat, XK' y Mg** (70). En nuestra
opinién, estos tactores propucstos como pronucleantes, juegan un

papel variable para facflitar la nucleacisn.
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La forma como actdan estos factores pronucleantes ha sido
recientemente estudiada. Se ha observado que cuando existe hiper-
secrecion de ¢ piliar y per Yo tanto de VU, la micelacién, que en
condiclones normales ocurre en el canaliculo biliar, no se pre-
centa, de tal forma que el C incorporade en las VU de 1la bilis
vesicular tiende a precipitar on presencia de los {actorsz nu-

cleantes., Esto

i, debido al aumento de VU, é&stas tienden a
fusionarse, dando origen a la formacién de vesiculas multilamela-
res o polisomas, y estas Gltimas a la formacién de cristales de C
monchidratado (figura 8).

Por su parte, Holzbach et al (71) han informado acerca de 1la
presencia de factores antinucleantes en la fraccioén protcoica de
la bilis hepatica doe sujeltos normales. Estas proteinas  fueron
ildentificadas como las apolipoproteinas A-1 y A-2.

La apolipouproteina A-1 (apo A-1) es un polipéptido consti-
tuido por 243 aminodcidos y es la protefna mas importante de las
lipoprotefnas de alta denslaad. ©1 ARG 42 »pe A-1, ha sido
clonado y sn7 conoce su sacusncia de nucleotidos. Asimisme, ha
sido identificada la proteina precursora de apo A-1 {pro apc A-1l)
caracterizada por un peptido safial de 24 aminodcldos en el extre-
mo terminal Nu2 12y .

Recientemente se ha observado que comparativaw

sujetos sin cdlculos en los pacientes con CBC, hay un  incremento
en la concentraciédn de protefnas en la bilis vesicular, particu-
larmenta de las apolipoproteinas A-1 y A-II (73). Estos hallaz-—
gos, sugiercen que este incremento en la concentracién de apoli-

poproteinas probablemente sea en respuesta al  aumento de 1los
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factores nucleantes. Sin embargo, con 1la bilis estas apolipopro-~

teinas podrian ser absorbidas o bien degradadas, de tal forma que

su actividad antinucleante se podria cuncontrar di: nuida, Asi-

mismo, los pacientes con CBC que han sido sometidos a colecistec—

~n . . -t ~n ~e ~ ~ AE Y i—
comea .,y = los £ lec n SIETTER

gue
sls de s5u bilis hepdtica ha demostrado la presencia  de ambos
tipos de factores { promoteores e inhibidures) (66). lor lo que es
juicicso pensar que estos factores podrian ser sintetizados en el

higado y posteriormente modificados en la VB.
3.3 Trustornos motoraes de la VD:

Desde 1856 Mackel von Hemsbach propuso a la estasis como un
factor importante en. la patogenia do los CBC (74). Sin  embavgo,
tuvieron gue transcurrir mis de 100 ahos para que esta hipbtesis
fuera aceptada.

Lot estudios en animales sugieren gue la hipomotilidad de la
vB es uno de los defectos primarios en la formacién de los CBC
{75~79). Asi por ejemplo, en ardillas y en perros de las prade-
ras, alimentados con una dieta litogénica, se ha observado una
disminucién de 1la contractilidad del msculo liso de la VB en

rupe de animales controlas. Feto dofoctn  aa

asocié a un incremento en la saturacién de la bilis con Cy fue
precaedido por la presencia de cristales y de CBC (76). Otro ha-
llazgo de interés en estos modelos, es la disminucién en el
vaciamiento de la VB , la cual se ha asociado a un aumento en la
resistencia del conducto cistico (80) y a un incrementoe en las

concentraciones de prostaglandinas £ y F2 alfa (80). Ahora bien,



aunque no se ha definidc el mecanismo exacto mediante el cual, se
ve alterada la contractilidad de la VB, se postula que ésta
podria ser cl resultado de un defecto a nivel de los receptores
para colecistocinina (76), a cambios en la excitacién de la
membrana, en el acoplamiento: contraccién-excitacién, o en una
disminuci6én en la concentracién de proteinas necesarlas para la
contraceién (79).

Por otro lado, estudios en humanos han confirmado la hipo-

motilidad de la VB en pacientes con CBC. Fisher et al (8l1) en un
estudio realizado en sujetos con CBC y controles, observaron una
disminucién en el vaciamiento de la vH, cuando este fue estimula-
do can una comida, empleando &cido m-dimetil-iminodiacético
marcado con Tecnecio-99. Sin embargo, cuando utilizaron colecis-
tocinina para estimular el vacliamiento, este fue similar en ambos
grupos de sujetos. Estas Gltimas observaciones pusieron en evi-
wwla 1o culsteonoin ds varios grupes de pacientaa can CRO e
decir, aquellos que responden en forma normal al estimulo con
colecistocinina (82-84) otro subgrupo que no responde a aeaste
estimulo, y un subgrupo miés en el cual la producciédn de colecis-
tocinina estd disminulda (84).

Otras evidencias que apoyan a la hipomotiliacad de ia VB come
un defecto primario son: 1) gue este defecto no es reversible en
pacientes que son tratados con litotripsia con ondas de chogque
extracorpéreas (85), 2) los pacientes diabéticos, que represontan
un  grupo de alto riesgo para ol desarrollo de CBC, presentan un

defecto en la motilidad de la VB, el cual ha sido demostrado



cuando se comparan a pacientes diabéticos oin CBC y sujetos nor-

males (86). Danion et al (29) al estwliar la funcién motora de la

chzcrvaran aque loa saniebos CoucaAsincos  nor-
males mostraron un vaciamiento menor gque los sujetos de raza
negra, la cual tiene una prevalencia de LB menor 4 la de los
caucéasicos.

A wmanera de resumen en la figura 9, ecsquenatizamos  log

diferentes eventos que participan en la patogenia de los CBC.
4. Historia Natural de la litiasis biliar

El tiempo necesario para que a partir de la bilis saturada
de colesterol (figura 10: Estadic I) sc desarrolle un CBC asinto-
mitico (Estadio II), no se cohoce con cexactitud. La  informacidn
disponible sugiere que puede ser en un lapso tan corto como de 30
dias como sucede cn el caso de los pacientes obesos que se  some-
ten a reduccién rapida de peso o hasta de 10 afios como se ha
observado en los indios Pima (87). El tiempo tambicefl puede var iac
en el caso de un calculo solitario o bien de cdlculos mltiples,
si son de C o son pigmentarios. Asimismo, existe poca informacién
respecto al que tipo de caleulos que aumentaran en tamaiio, nimaro
Yy calcificacién en la VB, as{ como de aquellos que migrardin a
través del conducto cistico y conducto colédoco.

Por lo anterior, se ha planteado la interrogante de cual
serfa el manejo de los pacientes con cdlculos asintomiticos.
Nuestra opinién, cs que se deben observar aquellos pacientes con
cdlculos asintomidticos (descubiertos en forma fortuita, mediante

estudios de imagen); sin embargo, sugerimos tratamiento en los
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pacientes mayores de sesenta afos, que ademds de LB presenten
enfermedades concomitantes que aumenten el riego quirirgico,
tales como diabetoesn mellitus, cardiopatfas, etc, Mientras que los
pacientes con LB sintomdtica deben ser tratadoz, en la figura 11

indicawm

Taw 3ineamientss ue debuetdn ser conslderados para ol

tratamiento de este padecimiento.
5. Tratamiento médico de los cBC

Hoy en dia, disponemos de varias alternativas no quirargicas
para el tratamicnto de la LB, dentro de las cuales podemos men-
cionar: 1) disnlventes oralos {(AG: alDC y aubC y  terpenos), 2)
disolventes organicos de contacto (metil-terbutil-éter y monooc~
tanoina, 3) litotripsia con ondas de chogue extracorpdreas y, 4)
esfinterotomfia endoscépica.

Como hemos mencionado previamente, los CBC son los mis

frecuentes tanto eon pafsas de occidentn, camn México, e Sual
oxplica en parte el porque las modalidades terapéuticas actunales

han sldo desarrolladas exclusivamente para este tipo de cidlcules,
5.1 piselvenles orales:

Con easte

pielende impealr la secrecidén de
bilis sobresaturada con colesterol por parte del higade, asi como
la disciucién de los cilculos. E1 AUDC es el 7~B  epimero  del
AQDC, fue aislado en la bilis del oso polar en 1907 por Hammar-
sten ¥y su estructura dilucidada por Iwasaki en Japén en 1936
(88). En 1974 seo iniciaron los estudios clinicos con fines de

tratar los CBC con este acido y para 1977 ya se habifa populariza-
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do Bu empleo en varios paises de Europa Yy en los Estados Unidos
de Norteamérica.

L3 dosis que sc ha utilizado de AUDC en paclentes con CBC eo
de 10-15 mg/kg/dia. Con csta dosls se ha logrado la disolucién
conpleta en el 80t de los casos (89,90 y recientemente se observé
que cuande se combina con AQDC, su eficacla mejora considerable-
mente, llegando a diselver CBC en un poericdo de 6 meses o menos
en el 52% de los casos (€ ).

El mecanismo de accién propuesto para que el AUDC disuelva
los cdlculos, es a través de la induccién de una bilis insaturada
de C. Este efecto se logra al disminuir la secrecién de € biliar
{(922). Asi en algunos pacientes se ha observado una disminucién
importante en la cantidad de C biliar; en otros, en donde no es
evidente esta disminucién, se observa un incremento en la canti-
dad de AB secretados. Como mecanismo alternativo se ha propuesto
también que al AUDC induzca una mesofase de cristales ligquidos de
€ y lecitina. El término de cristales 1liquides significa un
estado de agregacién que es intermedio entre los s6lidos crista-
linos y liquidos amorfos, substancias que en este caso son aniso-
tr6picas opticamente birrefringentes y exhiben cirrto grado de
fluidez, que en algunos casos puedc ser comparable al de los
liquidos comunes (91). Se dividan en termotrépicos y liotrépicos,
son termodin8micamente estables, requieren la participacién de un
disolvente y se observan en lipidos conteniendo agua, como es el
cagos de los cristales liquidos de C y lecitina en 1la bilis,
Estén constituidos por complejos multimoleculares de dimensiones

infinitas an una o mis direcciones, ilamades mesoagregados que
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forman enrejados ordenndos y son responsables de las caracteris-~
ticas anisotrépicas y de sus propledades macroscépicas de fluldez

Yy gran movilidad (94).
5.2 Racurrencia (reformacién de loa CBC):

Uno de los problemas potenciales secundaries al tratamiento
médicn  con AB o litotripsia con ondas de chorjue extracorpéreas,
ésta ultima recientomente introducida, como una nueva alternatlva
ne quirGrgica para tratar este padecimiento, es la recurrencia,
gque con 21 primer tratamiento a los 5 anos puede ir del 10-50%
{95). Mientras gque con el cegunde procedimienta, a un  afic la
recurrencia informada va del 10~15% respectivamente (96).

Una posible explicacién de este fenémeno, es el TH  reducido
presente en la bilis de los pacientes, aun después de haber sido
sometidos a 1lns tratamientos antes mencionados (97). Con la
finalidad de prevenir la recurrencia, se ha sugerido el empleo de
ALUDC a dosis bajas (250 mg/dia) (97). Con esta dosis en fecha
reclente, 8sBe ha informado que pucde incrementarse el "tiempo de
nucleacién” y disminuir el ISC de la bilis de los paclentes que
son tratados con este acido durante un periodo corto, antes de
ser . Tazuma at a) (99) han
observado un aumento en el TH, asociado con un incremento en la
concentracién de HDL y apclipoproteina A~1 (apo A-1l} en suero.
Sin embargo, se desconoce si existe una correlacién entre 1los
niveles de ARNm que codifica para apo A-1 en tejido hepitico vy

los niveles da apo A-1 en suaroc.
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II.- OBJETIVOB

1.~ Invastigar si 1a zdministrscién de AUDC a dosis bajas modifi-
ca  la composicién quimica y tiempo de nucleacién de la bilis en
pacientes con CBC.

2.- 51 los cambios antes mencionados, son secundarios al incre-
mento en las concentraciones de apo A-1 en suero, Y decl ARNm de

asta proteina en tejido hepitico.
IIX.~ HIPOTESIB

La administracién de AUDC a dosis bajas, modifica la compo-
sicién gquimica de la bilis, tiempo de nucleacisn y las concentra-

ciones séricas de apo A-1 en pacientes con CBC.
IV.~ JUBTIFICACION

Los beneficios esperados de este trabaijo son : a) evitar 1la
neoformacién de los cdlculos en pacirentes que bean osowcitidss o
tratamiento médico con AB o litotripstia, b) evitar en estos pa-
cientes la cirugfa, ya que en muchos de ellos, el riesgo quirar-
gico es elevado, y de esta forma se podria disminuir la morhimor-
talidad, c) disminuir costos y, d) contribuir al conocimiento de

la patogenia de los CHC.
V.- PACIENTES Y HETODOS

Se trata de un estudio clinico controlado por sortco doble

ciego.

1. Poblacién ¥ muostrat
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Pacientes de ambos sexos con adad igual o mayor de 20 afios,

con diagnéstico clinico y ultrasonogriafico de litiasis vesicular

sintomdtica, gque acudieruin 2 1a consulta externa del Instituto

Nacional de la Nutricién 52 y del Hospital General de Mexice y

que fuecsn candidatos a recibir tratemiento quirdrgico (colecis-

tectomia electiva).
2.~ Criterios do incluslién:

a) Pacientes de ambos sexos con edad igual o mayor de 20 afios,

con diagndstico clinico y ultrasonogré&fico de litiasis
vesicular sintomaticae no complicada.

~ Definicién de candidato:
Paciente que desde el punto de vista eclinico refiera mas de
aos episcodios de cblice biliar (dolor en cuadrante superior
derecho, cuya duracién sea entre 30~60 minutss) en un mes;
con VB tunciuvnan®~ v con cdlculos radioldcidos por

colecistogrnfia aral.

b) Que sean candidatos a colecistectomia electiva en fecha
préxima por su padecimiento.

c} Que se encuentren exentos de cualquier otra enfermedad con-

coaitants a su padecimiento, como enfermedades hepidticas,

hematoléglicas, artropatias, hiperlipicemizs, diabetes melli-

tus, cardiovasculares, etc.

d) Que se encuentren libres de cualquier medicacioén, incluyendo
anticonceptives en mujeres.

e} Que se encuentren libres de embarazo (mujeres).

£} Que den su conscntimiento de participacién por escrito
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{anexo 4).
Criterios de exclusidén:

Pacientes con litiasis vesicular complicada

Pacientes con VB exclulda por colecistografia oral.

Pacientes con calculos radioopacos en 1la cotecinlagrafiz nral,
Paclentes con VB escleroatrofica.

Que cursen con alguna enfermedad concowitante a su padeci-
mienty o bajo cualquier medicacion incluyendo anticonceptivos
orales en mujeres.

Que se encuentren cursando con embarazo.

Que no descen participar en ¢l estudio.
Criterios de eliminacién:

Pacientes que por presentar cuadro agude de su padecimiento,
fueron sometidos a colecistectomia de urgencia,

Pacientes que durante el estudio presentaron efectos colate-~
rzlee al farmaco, como dolor abdeominal o diarrea.

Pacientes que durante el estudic desearan salirse del mismo.
Pacientes en los cuales el material biolégico (bilis) fue

insuficiente para realizar las determinaciones de interés,
Variables de interés:

Edad

Sexo
concentraciones de:
- AB en bilis.

- F en bilis,
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- € en bilis.
~ Lipides en suero:
- Triglicérides y C.
~ Lipoprotefnas en suero:

~ HDL, LDL y VLDL.

Apolipoproteina A~1 en suero.

ARNm en tejido hepdtico.

ARNm en tejido vesicular (cuello, cuerpo y fondo).

d) Tiempo de nucleaciédn de la bilis.

6., Tamajio de la muestra:

El tamaio de la nuestra fue calculado, tomando en considera-

ci6n las siguiente fdrmula y la siguientes variables de interés:

252 (z + 3z )2

IX;
a) Error alfa= 5%
b) Error beta 203%

c) Pérdidag 15%

Nimero de pacientes por grupo: 10

7. Disefio experimentals

Una vez seleccionado al paciente, este fue asignado
acuerdo con el sortec a uno de los siguientes grupos:
Grupo I (Tratamiento con AUDC) = 10

Grupo I1 (Tratamiento con placebo) = 10
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8.~ forteot

Se realizé utilizando tablas de numcros aleatorjos y sobres
cerrados, no visibles a contraluz, se llevé a cabo ajuste cada 4
paclentes. La asighacién al tratamiento correspondiente se reali-

25 inmediatanante desnuds da ahrires ol vobre,

9.~ Tiempo de estudio:

Tuvo una duracisén de 15 dias a partir del sorteo. Los
pacientes fueron asignados a uno de los dos grupos creados y

antes (basal) de iniciar el tratamicnto correspondiente, fueron

citados se para la tama de maestras de: Pruebas de funcion ento
hepitico, perfil de lipidos y apo A-1 sérica. Para estas dos
dltimas determinaciones se les indicé a todos los pacientes ayuno
de 12 horas, no ingerir bebidasz alcohblicas o medicamentos
(antiinflanmatorios no esteroideos) 72 horas antes de la toma de
muectra.

Tres dias después de haber iniciado el tratamiento, el
paciente fue citado con el fin de verificar el apego al mismo y

para valorarle clinicamente. Este procedimiento se repitié al

finalizar el estudio.
10.~ rArmacos:

~ AUDC: Fie administrado a una dosis de 4 mg/kg/dias10-15 dfas,
en dosis Gnica, después de la cena.
~ Placebo: Fue de las mismas caracteristicas (forma, tamafio,

textura y olor) que el AUDC y fue administrado después de -la
cena.
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~ Presentacidén y vias de administracién:

Tanto el AUDC (Laboratorios Farmasa, S.A. de C,V., de la
Cindad de MSvico) corn o) placeho, tuvieron la misma  preasenta-—
cién de cépsulas y se administraron por via oral. Se utilizaron
recipientes idénticos c¢on un nGmero conocido de capsulas. Las
cdpsulas del farmaco y placebo fueron preparadas en el laborato-
rio de Gastroenterologia del INHSZ y se colocaron en frascos con
un nimero de cédigo. El1 tipo de tratamiento recibido por cada

paciente, no fue del conocimiento del médico, ni del paciente,

sino de un monitor externo.
- Valoracidén del apeqgo al tratamirnto:

Se cuantificé el namero de cépsulas, que s2 entregd y el
namero de cdpsulas que regresaron.

- Reconocimiento de los efectos adversos del férmaco:

Loa efectos adversos que se han descrito del AUDC son: dolor
abdominal, diarrea y constipacién. Sin embargo, dichos efectos se
han presentado en aquellos pacientes gue llevan un tratamiento
por mds de sels meses y a dosis de 750 mg/dfa, o mas. Con 1la
finalidad de conocer los efectos adversos atribuibles a 1la

ingentidn del AUDC, se les entreqgé un formato (anexo 3).
11.~ Obtencién de las muestras:

Se  investigé, dia y hora de la programacién de su cirugia.
Los pacientes fueron hospitalizados antas de la cirugia (colecis-
tectomia). Todas las cirugfas fueron realizadas entre las 8 y 10

de la pafiana previo ayuno de 12 horas. Una vez abierto el abdo-
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men, en condiclones estériles y antes de manipuiar la VB, se
tomé una muestra de bilis de 10 ml mediante puncion con Jeringa
estéril y fue colocada inmediatamente a temperatura de -  4°C,

rosteriormente, se Loumnd uia Liopsla hepsti v Aol 1Ahula

derecho de aproximadamente 1.5 centimetros cuadrados, la cual fue
colocada en un tubo Eppendorf y éste a su vez en hielo seco con
acetona para congelar el tejido a - 70 ¢C hasta su procesamiento
para la determinacién de ARNm por el método Northern (figura

12) (100).

12.- Exé&manes de laboratorio:

A todos los pacientes incluidos al protocelo ce les reali
zaron estudios preoperatorios: bionetria hemdtica, quimicea san-
guinea, pruebas de coagulacién, pruebas de funcionamiento heplti-
co y examen general de orina, los cuales se encontraron dentro de
limites normales.

12.~ MEtnAna Aa mediaién do interés:
a) El TN fue determinado por el método de Holan ot al (54).

Una vez obtenida la bilis, ésta se filtré través de papel
filtro estéril de 0.2 um Millex Filter con el objeto de que 1la
bilis quedard libre de cristales de C. El ticmpo cero fue consi-
derado dos horas deapues e naber aido inou = en un
tubo estéril a 37 2C. Cada 24 horas se tomd una alicuota (0.2 ml)
para ser examinada con microscepia de luz polarizante, en busca
de cristales de C, por lo menos en dos campas y por dos  ohserva-

dores. El intervalo entre el tiempo cero y la primera detecccién

de cristales de C fue definido como el TH. Los resultados son
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intormados en dias.
b) Determinacién de la composicién de la bilis (C, F y 8B):

Los métodos utilizados fueron: colorimétrico para el ©
(101), y los F (102) y enzimitico para las SB (103).
Procesamiento:

Una vez obtenidas las muestras de bilis vesicular, fueron
diluidas de inmediato en isopropanol a una concentracién de 1/10
Yy vcentrifugadas a 3,000 rpm durante 20 minutos con el objeto de
eliminar el sedimento.

El € se obtuvo al evaporar 1 ml de la solucién al 1/10 de

bilis-isopropanol y agregar después 5 ml de potasa alcohdlica
(5ml de KOH al 45% en 95 ml de etanol absolutoe); esta solucién se
incubo a 37°C por 55 min. para esterificar todo el C presente Yy
facilltar su extraccién. Esto se logrd al agregar a la muestra 5
ml de aqua bidestilada y desionizada y 10 ml de éter de petréleoc
y agitar la solucién vigorosamente durante un minuto. De la fase
de éter de petréleo se tomaron 4 ml, se evaporaron y se aislé el
C total .

La lecitina se ohtuvo al evaporar 0.1 ml de la mezcla de

tlco al 1% y 0.5 ml de dcido sulfarico 310 N. Se carbonizé la
materia orgdnica al introducir la mezcla en el horno a 150 °C
durante dos horas. Para "depurar" las muestras carbonizadas, se
utilizd perédxido de hidré6geno al 30t y nuevamente se introduijo al

horno . Se afadié reactivo de Kiske-Subbarow y se cuantifictd como
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fésforo inorginico cn “transmitancia" a 830 um utilizando filtro
rojo en un espectrofotométro Beckman.

Para 1la determinacifAn fde SB ze  caplue  la  deshidrogenasa
hidroxiesteroidea con la cual se oxidan los tres grupos hidroxilo
de los C€-17, C~19 y C-24 y se obtienc el derivado 3-cntn. E]
hidrogeno liberado por la oxidacién s¢ combina con NAD en presen-
cia del amortiguador de pirofosfato (1 ml1), el NADI resultante se
cuantifica por ahsorbencia a 340 nm utilizando filtro azul.

Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado.
Los métodos para determinar el C y SB cn la bilis son reproduci~

s

bles en nuestro laboratorio y el cocficiente de variacién es

menor del 5%.
siguientes

Para la deterpinacion del ISC ze emplearon ]
foérmulas (104}):
para x < 0.320, y = 4.87 + 39.45 (X) - 86.9 {(x ) + 53.7 (x )
para x > 0.320, y = 117.4 - 755.0 (x ) *+ 1,756 (x )} - 1,377 (x ).

Liiis; ¢ a saturacién.

Se considera normal < 1.
c) Determinacién de apo A-1 en sueoro:

Se realizé por turbidimetrfia 1105}):

Principio: Los sistemas turbidimétricos para la deteccidn de
proteinas plasmiticas estan basados en la medici6én cinétlica de la
turbidez de las reacciones de precipitacién de las proteinas y
sus correspondientes anticuerpos cspecificos.

Los complejos inmunes formados al ser expuestos a una fuente

de luz disminuyen, al paso de ésta, su intensidad.
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La determinacién da la concentracién en una npuestra es
medida por dos pardmetros simultdneos: la maxima velocidad de
reaccién (Vmax) de tormacion de precipitado y el tiempo requerido
para Vmax (tVmax).

Se utilizan (20 ul) de suero, se agrega el anticuerpo
(turbiquant-apolipoproteina A~-1}, 500 ul. La turbidez producida
después de la rercla se mide fotométricamente.
d4) Daeterminacién de Lipoproteinas en suero:

Se realizé empleando un ensayo de Behring (106).

e) Método Northern
I.- Separacién del ARNam total:

1.~ Homogeneizar de 20 - 100 mg de tejido hepitico en 2 ml de
solucién A con un politrdn.

2.~ Se transficre el homogenado a un tubo de vidrio corex de 15
mi.

3.- Se agrega la siguiente mezcla:

0.2 ml de acetato de sodio 2M,.pH 4.0.
2.0 ml de fecol.
0.4 ml de cloroformo.

4.~ Agitar y enfriar en hielo durante 15 minutos.

6.~ Centrifugar a 10,000 rpm por 20 min a 4°C.

6.— Obtencr la fase acuosa y precipitar con 2.5 vol de etanol
durante 30 - 60 min a -20°C . La mezcla debe contener una -
concentracién final de NaCl 0.1 M.

7.~ Centrifugar durante 20 min a 8,000 rpm a -10°C.

8.~ Disolver la pastilla en 0.4 ml de solucién A, transferirla

a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y extraer el ARN coh un volu-
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men igual de una solucién del:1 de fecol-cloroformo.
9.- Precipitar la fase acuosa con 2.5 vol. de etanol HaCl 0.1 M
final a -20°C por 30 - 60 min y centritugar como se indica

en el paso 7.

1l.-Determinar la D.0. 260/280 y correr la electroforesis,

II.-~ Electroforesis de ARN en geles de agarosa:
Preparacién de la agarosa:
~ Agarosa 1%.
- 0.8 g de agarosa.
- 60 ml de agua desionizada estéril.
- 6.64 ml MOPS5 12X (concentracién final 0.02M).
- 13.0 Formaldehido37%.
- 4,0 ug Bromuroc de etidioc (10 mg/mli).
Disolver la agarcsa en agua a 95°C hasta gue este
transparente la solucibn, agregar MO5P, formaldehido y
bromuro de etidio vaciar en el molde del gel que tienec
peine. Se deja solidificar durante 20 min.
III.~ Preparacién de la muestra:
1.= poner a1 volumen en donde estén contenidos 10 ug de
ARNH + 23 ul de solucién desnaturalizante a bafio maria
a 60 °C durante 10 minutos.
2.- Sacar y colocar en hielo.
3.- Agregar 3 ul de solucién de carga a cada muestra.
4.~ Colocar la nmuestra en los pozos del yel una vez gue

se ha montado la cémara dc clectroforesis y que se ha
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agregado el amortiguador de corrida.

5.~ Se colocan las muestras en los pozos del gel (hasta
un miximo de 35 ul) y se completa con amortiguador de
corrida, Se conecta a los clectrodos ¥y £c enciende la
fuente de poder, saca el gel del molde y se lava va-
rlas vacaa con agua destilads.

IV.- Transferencia del ARN de los geles dc agarosa a
las membranas de nitrocelulesa (gene screen):

Etapa A.

1.~ Eliminar el excesoc de formaldehido enjuagando el
gel varias veces en agua destilada varias veces
en agua destilada.

2.~ Fquillbrar el gel incubandelo con 0.025 M de amortigua-
dor de fosfatos, pH 6.5 durante 20 min. a temperatura
ambiente con agitacién suave.

3.~ Cortar la membrana {Gene screen) a la medida exacta del
gel).

4.~ Humedecer la membrana en awortiguador de fosfatos
0.025 M, pil 6.5 durante 15 min antes de colocar en el
gel.

5.~ Humedecer 1-2 piezas de papel filtro #2 con amortigua-
dor de forfatos 0.025 M, PH 6.5 Y colocarlos en el so-
porte de vidrio elevado de modo que los extremos dael
papel queden inmersos en el amortiguador.

6.~ Colocar 4 plezas de papel filtro (de la misma medida

del gel), sobre la membrana himeda.
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7.- Colocar toalla absorbentss (de la nisma medida del
gal) a una altors dn 8.0 en cobre ) papnl Tiltio.
8.~ Permitir gue contintic Ta transforoncia durante 12
horas. El papel absorbentce se cambia frecaentemento
s¢ agrega amortiguador de fosfatos 06.02% M, pH 6.5
cuando sea necesario.
Etapa B
9.~ Retirar la toallas y el papesl filtro snin dJdespegar la
membrana.
10.- Retirar el gel y la mombrana como una unidad,
11.- Marcar lineas de referencia con 18piz.
12.- Desprender el gel de la membrana para gue se pueda

lavar.

y

13.~ Lavar cuidadosamente la membrana con amortiguador para

eliminar el residuo de agarosa, ya que este puede inter-

ferir con ia autoradiogratia.

14.- Secar la membrana con papel suvave y despuds a temperatu-

ra ambiente.

15.- Colocar la membrana que contiene el ARN a 80-100 °C
durante 2-4 horas en un horno con vacio.

V.- Prehibridacion e hibridacién:

1.~ Prehibridizar la membrana tratindela con la siguiente

solucién:

~ Formamida (desionizada) 50%

~ Polivinil pirrolidona (40 kDa) 0.0.4%
- AlbGmina sérica bovina 0.04%
- Ficoll (400 kba) 0.04%
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- 8sC 5X
- DSS 1%
-~ ADM esperma salmén desnat. 50 ug/ml
Colocar la membrana y la solucién en una bolsa de plés-
tico en donde se pucda poner en agitauvidn cuuwstants 1%
horas.

2.- Sacar la solucidén de prehibridizacién de la bolsa de

pléstico y colocar 10 ml de la siquiente solucién:

- Fosfato de sodio, pH 6.8 50 mM

- Formamida desionizada 50%

- Polivinilpirrolidona, 40 kbDa 0.G2%

- Albfimina sérlica bovina 0.002%

~ Ficell (400kDa) 0.02%

- 8sC 5%

- DSS 1%

- ADN esperma de salnén desnat. 250 ug/ml

- ADHc radioactivo (desnat.)

Sellar la bolsa de plastico a incubar con agitacién

constante a 42°C durante 16-48 horas.

.- Retirar la soluciédn de hibridizacién y lavar 1la
membrana de la siguiente manera:

a) Lavar 2 veces con 100 ml de SSC 2X a temperatura
ambiente durante 5 min. con agitacién constante.

b) Lavar 2 veces con 100 ml de una solucién que
contenga SSC 2X y DSS al 0.5% a 65°C durante 30

min con agitaci6én constante.
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4.- Secar la membrana y llevar a cabo la autoradiograffia.
Solucién SSC 20X:
- Citrato de sodio 0,3 M
- NacCl 3 H
¥i. - Praparacifn del ADNc marcado con fésforo 32:
1.~ Agregar a un tubo siliconizado de 1.5 ml
~ 2 ul ADNC { 200 ug/ml)
- 1 ul NaoH 0.5 H
~ 2 ul agua desionizada estéril
Esperar 2-3 min y agregar los siguientes reactivos:
- 1 ul Tris-HCl 1M pi 7.0
- 1 ul ADN de timo de ternera (5 mg/ml)
- 2 ul Amortiguador de polimerasa 10X (Acetato de may-
nesio 17.5 mM mds dCTP 0.5mM).
-~ 10 ul dCTp-32P
~ 0.5 ul Enzimas ADN polimerasa I
2.- Incubar a 37 °C durante 9 min.
3.- Detener la reaccién adicionando 50 ul de amortiquador A.
4.~ Agregar 5 ul de ADN acarreador (5 mg/ml) mezclar bien.
5.- Precipitar el ADN con 2 volGmenes de etanol frie
(155 uly agitar bien .
6.- Mezclar el tubo y precipitar durante 30 min a ~50 °C.
7.- Centrifugar a 10,000 rpm durante 15 min.
8.~ Pasar el sobrenadamente a otro tubo siliconizado;
escurrir la pastilla y disolverla en 200 ul de amorti-
guador pH 8.

Amortiguador A
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10
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0.

02 M Tris.HC1 pH 7.5
mM EDTA pH 8.0
15 M NaCl

1 % Dss

9.- Colocar z ui Jde Ia Sonhdz mercada con un filtro de vi-

drio; lavarlo en un quitasato con filtro al vacio con

HCl 5N y etanol (3 veces).

10.- Colocar cada filtro en un vial que contenga S ml de

liquido de centelleo y contar 32P durante 1 min.

VII.~ Autoradiografia:

1.-

Después del lavado, secar la membrana en una pieza
de papel filtro y colocarla en una bolsa de pldstico.
En el cuarto obscuro colocar la membrana sobre

la pelicula dentro de un cassete Kodack X-Omat.

3.~ Colozar a -70 °C durante 24 a 72 horas.

Colacar 1a pelicula en una solucién de revelado duran-
te 5 min. en cuarto obscura.

Lavar la pelicula en una charcla con agua durante 30
segqundos a un minuto.

Colocar la pelicula en una solucién fijadora de 3 a 5

Lot

min. agitadudc cada

7.- Colocar la pelicula en agua durante 15-20 min primero

en el cuarto obscuro y después en el laboratorio.

6.~ Observar el gel con luz U.V. y tomar fotografia del

mismo.

Amortiguador de Corrida:

- MOPS 12X 83.3 ml

46



- Aforar a 1000 ml con agua desionizada estéril.
Solucién Heutralizante:

- Formamida 500 ml

- MOPS 12X 81 ul

~ Farmaldehido 162 ul

Solucién de carga:

- Azul de bromofenol

- Xileno de Cianol 0.25 %

- Ficoll 460 15 %
Solucién A:

- 4 M Tioclanato de guanidina

~ 25 mM Citrato de sodio, pH 7.0
~ 0.5 % Sarcosyl

- 0.1 M 2 Mercaptoectanol
15.~ RAn&lisis estadistico:

Loz recultados fucron expresades en  promedios, desviacisn
estdndard y se representan en tablas y graficas. Las diferencias
entre los promedios de las varijiables sc analizaron empleando 1la
pruebas de t de Student para muestras parcadas y no pareadas, asf
como U de Mann-Whitney, se consideraron siqnificativas las dife-

rencias cuando el valor de p fue < 0.05.

VI.~- REBULTADOS

Durante el periodo comprendido entre octubre de 1990 y
agosto de 1991, ingresaron a la Unldad e Gastroenterologia del

Hospital General do México en 177 pacientes con diagnéstico de LB
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sintomdtica( representaron el 23.6% de los 750 pacientes ingresa-
dos a la Unidad en este periodo. En la tabla 6 se¢ enlistan 1los
diagnésticos por los cuales fueron exluldos de nuestro  estudla
139 pacientes. De 38 pacientes restantes sin otra enfermedad
concamibaate. 25 rounicren los criterios para ser incluidos en
este protocolo. Burante el estudio de los 2% pacientes incluidos
13 presentaron VB excluida en la colecistograffa oral, 5 (3 del
grupo placebo y 2 del grupc AUDC) fueron eliminados debido a que
el material biol6gico (bilis) de los mismos fue insuficiente para
las determinaciones de interés. En este informe se presentan los
resultados de 20 pacientes. Los dates demogrdficoes se resumen en
la tabla 7. Todos los pacientes fucron del scxo femenino. Su edad
promedio  fue de 43.6 +/- 14.4 afos (rango de 23 - 64); por gru-
pos, tanto la cdad como el peso fueron similares. Todas las
pacientes toleraron bjen 1la dosis de AUDC, ninguna presentéd
efectos adversos al tratamiento y todas tuvieron un buen apego
al tratamiento.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas
cn la composicién quimica de la bilis (C,F, SB) en los paclentes
de ambos grupos, (tabla B). El Th en el grupo tratade con AUDC
fue de A.& 4/~ 2.5 dias, mientras que en el grupo qua recibis
placebo fuc de 1.3 +/~ 0.5 dias, difarencia gue fue estadistica-
mente significativa, p < 0.001, ( figura 13).

Las concentraciones en suero de apo A-1 basales fueron
similares en ambos grupos: AUDC y placebo ( 116.5.13 vs 126.9 +/-
29.07 mg/dl) respectivamente, incluso después del tratamiento

(117.70 +/- 28.02 vs 115.6 +/- 25.37 mg/dl) ver tabla 9.
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En relacién a la concentraciones de los lipidos y lipopro-
tefnas en suero, éstas fueron similares en condiciones basales,
{tabla 10). Sin embargo, posteriormente al tratamicnto se obrervo
una diferencia estadisticamente significativa en la concentracion
de triglicéridos, p< 0.04, ver tabla 11

EL gen de apu a-i eu Lejido Lopliics s cobrooxuprossd (medidn
como ¢l aumento en los niveles de ARNm) sélo en los pacientes que
recibieron AUDC (figura 14) y no en los paclientes que reclbieron
placebo en los que no se presentéd dicho fenémeno. Estos hallaz-
gos, fueron corroborados en 6 de 9 paclientes que recibieron AUDC,
en !0s cuales los niveles estacionarios del ARNm de apo A-1
tueron 6 veces mayores Jue on aguelloas que recibieron placeha.
Por otro lado, no se expresé el gen de apo A-1 en el fondo,

cuerpo y cuello de la VB (figura 15).
ViI.- DISCUBION

¥n  este astudio se observd gue el AUDC a la dosis (4
mg/kg/dia) utilizada por un perfodo relativamente corto (10-15
Jias) no modifica el ISC; estos resultados son contradictorios a
los informados previamente (98) en donde se comunicé que 1la
administracién de AUDC, a dosis de 250 mg/dia, durante un periodo
de 7 - 10 dias diswimiyd ¢l I5C. Sin embarge, cl grupe de pacien-
tes que recibleron AUDC en promedio presenté una mayor concentra-
cién de F y de SB, en comparaci6n con el grupo que recibié place-—
bo, aunque esta diferencia no fue significativa. Estos hallazgos,
nos hacen suponer que el AUDC, si modifica la compasicién quimi-

ca de 1la bilis al incrementar los niveles de F y SB. En este
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estudio quizds, no se obscrvaron diferencias debidoe a que la
dosis administrada se calculd por kilograme de pesa corporql, por
1o que cn 3 de nuestros pacientes, la dosis total administrada
por dia fue menor de 250 mg, aungque Tazuma et al (99), utilizando
dosis de 300 - 600 mg de AUDC durante 3 meses, no  observaron
nuectrs eckreding, nos Ylaea la atencién  cin
embargo, que a pesar de no habersce observade un cambio en el IS,
1 se observaron diferencias en el 1H entre ambos grupos de
pacientes, siendo mayor en el grupo de pacientes tratado con
AUDC. Al respecto uno de los mecanismos que se han propuesto para
que el AUDC disuelva los CBC, es a través de la formacién de
cristales liguides, 1o gue impidirta 1a aristalizacién del ¢
{(92). Esto mecanismo pudiera explicar cl incremento del TN eb
nuestros paclientes.

otro de 1los hallazgos de interés en este estudio fue el
hecho de gue el AUDC, no incrementd la concentracién en suerc de
apo  A-1 y de HDL, contrario a lo informado previamente (99). En
términos generales, sec sabe que las apolipoproteinas del suero,
desempefian  un papel importante en el metabolismo de los 1lipidos
(107). También se ha propuesto que las apolipoproteinas (apo A-1,

A-2 y B, las principales aplipoproteinas de HDL y LDL) son deter-

iav en 1a bilis, v que pueden
estar involucradas en la patogenia de los CRC. Thornton et al
(108), observaron una correlacién inversa entre HDL e ISC , asi
como una correlacién directa entre LDL e ISC eon mujeres sanas de
mediana edad, por lo que estos autores, sugieren qua la  princi-

pal fuente de C biltiar son las LDL. En este estudio no se modifi-
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caron las concentraciones de lipoproteinas (HDL, LDL y VLDL) con
la administracién de AUDC y por lo tanto no se correlacionaron
con el 1SC. Marks et al (109), tampoco encontraron una correla-
cién entre los niveles de HDL y los de DL y el ISC en 189 pa-
cientes sometidos a tratamiento médico en el Grupo Nacional

los Cdicuius spiliares de  los

Cooperative nare el kow
Estados Unidos de Norteamérica. Mas recienteumente, Malavolti et
al (110) han informado que la administraci6n de AUDC, a dosis de
9 mg/kg/dia durante un periodo de 1 semanas incrementan las
concentraciones de HDL, pero no las de apo A-1.

En relacién a los lipidos en suero, no se observaron cambios
en 1la concentracién de <, En cate sentide, en la  literatura
internacional existen resultados contradictorlios. Asi por ejemplo
{Allesandrini et al (211), Kakagawa, et al (112), Podda et al
{113), Salvioli et al (114), refleren que no han observado

cambios en la concentracién del C en sucro en aquellos pacientes

con 1litiasis veslcular, gue son sometidos a tratami
con AUDC. Sin embargo, un estudlo realizado en Japén en pacientes
con hiperlipidemia mostré una reduccién en la concentracién en
suero de este lipido (115). Mientras gque Angelin et al (96), en
un estudio realizado en pac.entes con litjiasis vesicular, a
quienes les adminietravon AUDC = 3osis de 1D myskg/dia, durante 4
semanas, observaron una disminuclén en la concentracién de C.
Otro de los lipidos determinado en este estudio fueron los
triglicéridos, los cuales no se modificaron con la administraci6n
de AUDC, aungue su concentracién fue wayor en el grupo tratado

gue en el grupo placebha, siendo esta diferencia estadisticanente



significativa. Pero la Informaclén disponible schala gque con
dosis de 15 mg/kg, existe un aumento moderado de aproximadamente
10%  (116). En nuestra opinién, es posible gquc las diferencias
entre nuestros resultados y los de otros investigadorves, oboedez-
v sosls de AUDC empleados.,

Uno de los hallazgos de mayor relevancia en nuestro trabajo,
fue 1la induccliédn de la expresién del gen de apo A-1 con AMIDC en
el tejido hepatico. Este estudio, es el primero en describir este
fenbémeno. Staels et al (117), han informado que 1los estrégenos
inducen la expresién del gen del apo A-1 ¢n el higado e intestino
de la rata. Estre mismo grupo de investigaderes sin  embarge, no
ohservd un incremente en la concentracién en suero de apo A-~1.
En  nuestro estudio, tampoco ohservamos un  incremento eon  las
concentraciones en suero de apo A-1 en los pacientes que recibie-
ron AUDC, como lo habiamos puntualizado en un anflisis prelimi-~
nar. Es probable que el ARNm de apo A-1 gue se estd sintetizando
no se esta traduciendo completamente o bien que no todo sea acli-
vo. Sin embargo, no en todos los pacientes que recibieron AUDRC,
se observé la sobrecxpresién del ARNm de apo A-1, siendo posible
que esto refleje la existencia de dos tipos de paclentes, es
deuii loz respondedores y los no respondedores. De hecho, clini-
camente se han descrito estos dos grupos de pacientes: : 1) aque-
llos pacientes, en los cuales se puede lograr la disolucién de
sus CB y 2) pacientes que no responden al tratamiento con AUDC a
pesar de reunir los criterlos para ser sometidos a tratamiento
médico con AUDC (118).

Ahora bien, es probable que el aumento de los niveles
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estacionarios de apo A-1 hayan influido sobre la prolongacién del
TH, ¢n los paclentes que reclbieron AUDC. La explicacién de estos
hallazges sin embargo no es fdacil, ya gue no se conoce con  exac-
titud la funci6n de las apolipoproteinas en la bilis no ge connce
con  exactitud . Swell et al (119) han sugerido gue las apolipo-
rroteinas de la bilis derivan de lipoproteinas de plasma y que
su paso a la bilis, es a través de un mecanismn de transporte
vesicular., En el presente trabajo, no observamos una expresiftn
del ARNm de apo A~1 en la VB (cuello, cuerpo ¥ fondo), leo que
apoya, lo propuesto por Swell y sus ceolegas (119), es decir, la
posibilidad de que las apolipoproteinas presentes en la bilis,
particularmente la apo A-1, derive del higado, ya que la VB no es
un érgano de sintecis de esta preteina.

Para explicar la actividad de las apolipoproteinas en la
bilis se han postulado dos hipétesis. La primera propone que las
apolipoproteinas en la bilis representan solo material de des-
echo de los lisoscmas de los hepatocitos y por lo tanto no tienen
ninguna funcidén ecspecifica en la misma (120). La segunda hipo6te-~
sis plantea la posibilidad de que las apolipoproteinas biliares,
desempefien un papel importante en el transporte, secrecién vy
solubilizacién de C y F biliares (121,122). De ser cierta esta
sagunda hipétesis, esto explicaria en parte la prolongacién del
TN en los pacientes que recibieron AUDC. E1 wmecanismo probable
mediante el cual la apo A-1 ejercié este efecto quiz&s sea: 1)
solubilizande una mayor cantidad de C biliar, 2) incrementando y
estabilizando las micelas en las que se encuentra incorporado el

C en la bilis y, 3) inhibiendo o prolongando la transicién de
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micela a vesfcula unilamelar. Del que se sabe gue a) agregarse da
como resultado la formacién de liposomas que son finalmente  los
gue dan paco a la nusleacién (123).

Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que las  apolipopro-
teinas en la bilis, desempefian el mismo papel que las lipoprotei-

nas en el plasma, es decir, que solubilizan tos lipidos. AS

mo, sugiercn la posibilidad de poder prevenir la recurrencia de
litiasis con AUDC, en los pacientes tratados con procedimientos
no quirdrgicos, como los de solventes orales, orgdnicos o 1lito-
tripsia con ondas de choque extracorpéreas y de poder hacer
profilaxis en aquellos sujetos que cursen con algGn tactor o
factores de riesgo para el desarrollo de ¢HU, incr-useiitando 100
factores antinucleantes como la apo A-1.

En oonclusién, 1la administracién de AUDC a dosis de 4
mg/kg/dia por via oral, durante un perjfodo de 10 - 15 dias,
ejerce un cambio en la composicién quimica de la bilis, sin que
éste sea signiticalive, groloinga <2 TN 2ol © an Ja hilis, incre-
menta la concentracién de ins triglicéridos en suero, sin modifi-
car la concentracién de lipoproteinas {(HDL, LDL y VLDL) e induce
la expresion del gen de ape A-1 en te)ido hepdtico, pero no en el

de la VB en pacientes con CBC.
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ANEXO 1
TITULO DEL PROYECIU: EFECTO UE LOS ACLDOS BILIARES TERCIARIOS
SOBRE LA COMPOSICION QUIMICA, TIEMPO DE NUCLEACION DE LA BILIS Y

CONCENTRACIONES DE APOLIPOPROTEINA A-1 EN SUERO Y EN TEJIDO
HEPATICO EN PACIENTES CON CALCULOS BILIARES DE COLESTEROL.

Histocia Cilinica

Ficha de Identificacién:

Nombre:

Sexo: M F Estado Civil: C _._Escolaridad:
Ocupacidn:

Lugar de residencia:

Direccibn y teléfono:

Antecedentes Heredofamiliares:

Litiasis Biliarc: S5i No

Diabetes Mellitus: Si No_

Hiperlipidemias: S8i No Tipo:

Antecedentes Personales no Patolégicos:

Tabagquismo: Si No
Alcoholismo: Si No

Antecedentes Gineco-Obstetricos:
Gestas, Paras

Anticonceptivos: Tipo Tiempo

Padecimiento Actual:
Sintomas principales:
Tiempo de evolucién:
Exploracién Fisica:

Indice de Masa Corporal (IMC):
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SALlR . 3 BIBUOTECA

ANEXO 11
TITULO DEL PROYECTO: EFECTO DE LOS ACIDOS BILIARES TERCIARIOS
SOBRE LA COMPOSICION QUIMICA, TIEMPO DF NUCLEACION DE LA BILIS Y
CORCENTRACICNES DR APOLTPOPROTELINA A-1 EN SUERO Y EN TEJIDO
HEPATICO EN PACIENTES CON CALCULOS BILIARES DE COLESTLROL.

Estud.

s Bioguimicos, Impagen ¥ de Biologia Molecular:

FAIVIN VRt

NGmero de Codigo:
Estudios Bioquimicos:

PBruebas de Funcionamiente liepdtico;
Basal Final

Transaminasas:

TGO

TGP

Bilirrubinas:

Dirccta

Indirecta

Fosfatasa alcalina:

Lipidos:

Colesterol:

Triglicéridos:

Lipoproteinas;:

VLDL:
Apolipoproteinas:
A-1

Estudjos de Imagen:

Colecistogratin Oral;

Calculos Radioldecidos

Calcificacién pParcial: Centro _ pPeriferia

Ultrasonido: Namero de calculos__ Tamailo promedio__
Grosnr de 1a pared_ ___mm

Composicién de la Bilis:

Colesterol

Fosfolipidos

Sales Biliares

Indice de Saturacién del Colesterol:

Tiempo de Nu

Biologia Molecular:

ARNm en Tejido Hepatico:

ARNm en Tejido Vesicular:
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AHEXO IIT
TITULO DEL PROYECTO: EFECTO DE LOS ACIDOS BILIARES TERCIARIOS
SOBRE LA COMPOSICION QUIMICA, TIEMPO DE NUCLEACION DE LA BILIS Y
CONCENTRACTONES DE APOLIPOPROTEINA A-1 EN SUERO Y EN TEJIDO DE
HEPATICO EN PACLENTES CON CALCULOS BILTIARES DE COLESTEROL.
ktectos adversos
Nonbreo del Pacicnte:

Namero de coddligo:
Fachat

Descripcién del los efectos: Intensidad Duracién
Dias 1

2

S

w oo N,

Nombre y Firma del Investigador
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AHEXO 1V
TITULO DEL PROYECTO: EFECTO DE LOS ACIDOS BILIARES TERCIARIOS
SOBRE LA COMPOSICION QUIMICA, TIEMPO DE HUCLEACION DE LA BILIS Y
CONCENTRACTONES DE APOLIPOPROTELINA A-1 EN SUERO Y EN TEJIDO
HEPATICO EN PACIENTES CON CALCULOS DILIARES DR COLESTEROL.

Forma de Participacién Veluntaria al Proyeg

A QUIEN CORRESPONDA:

Declaro libre y voluntariamente que mi nombre es

¥y que acepto

participar en el proyecto de investigacién clinica que se  reali-

zard en

cuyos objetivos son_

Se me ha informada que de esta investigecidn se espera obtener el

siguiente bencficio )

Entiendo gque estaré sometido a los siguientes procedimientos

Se me ha 1nrormade &xplicitamente que soy libre de retirarme del
estudioc en el mwomento cn que asi lo decida, y esiuy Scncientae aue

ruedo solicitar mayor informacién acerca del presente studio si
asi lo deseo. Ademas de mi persona, firma como testigo_
Datos del Paciente Datos del Testigo

Rombre
Direccibn:
Tel&fono
Firma
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PREVALENCIA DE LITiASIS BILIAR
INFORMADA EN DIFERENTES PAISES
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Figura 2: Composicion quimica de los calculos biliares
en diversos paises de! mundo. En México, al
igual que otros paises el colestero! es ei
Jrincipal constituyente.




BILIS: SOLUCION ACUDSA

,Scln bedares 12%

- Foalciin doy 4%
095% Leima)

Colanteral ¢ otros 1%

Poecenton de Peso

COMPOSICION DE SOLUTOS

Figura 8: Composicion quimica de la bilis de acuerdo al
porcerntaje de peso (a) y de solutos (b).
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Figura 4: Acidos Biliares (AB) de la bilis humana. Los
AB primarios se sintetizan a partir del coles-
tero! en el higado. Las modificaciones que
sufren en el intzstino por parte de las bacte-
rias dan lugar & ios AB secundarios o tercia-
rios.




ACARREADORES DE LIPIDOS BILIARES

AGREGADOS DE LIPIDOS COMPOCSICION  D!AMETRO TERMOESTABILIDAD
F);
MICELAS SIMPLES SB+ G 30 A + L_,/
MIGELAR MIXTAS SB+C+L 40-80 A .

L

VESICULAB UNILANELARES L+C 500-1000 A -

(

Figura 5; Representacién esq dtica de las
que transpaortan lipidos en ia bilis.
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LIPOPROTEINAS

Figura 6: Regulacion intracelular cel flujo de colesterol

hepatico (ver texto).
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Figura 7: Los factores nucleantes favcrecen la precipi- |

tacion del colesterol en la bilis. Mientas que
los factores antinucieantes fa inhiben.
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NUCLEACION
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Flgura B: La rucieac.6n en uno d3 10s eventos mAs imoortantss en le petogena
de {as célculos ditiaras.
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PATOGENIA DE LOS CALCULOS DE COLESTEROL

l _]
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Figura 9; Para expllcazion, ver texto. b 4




VESICULA BILIAR

|

ESTADIO | /7
.

ESTADIO H ;’(\;“}

ESTADIO Il

ESTADIO tV

HISTORIA NATURAL DE LA LITIASIS 811

NORMAL

BILIS SATURADA
DE COLESTEROL

CALCULO
ASINTOMATICO

CALCULO
SINTOMATICO

COMPLICACIONES

“igura 10: Historia natural de la litiasis biliar desde el
punto de vista clinico.
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LINEAMIENTOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA LITIASIS VESICULAR

NO ey OBSERVACION
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Figura 12: Se ilustra la técnica de Southern: La técnica
de Northiern nos permite detectar niveles de
ARNm eipecificos. La primera 2tapa de este
procemiento es la purificacion del ARN total
mientras que :as etapas subsecuentes son
muy sinilares a aquelias de la técnica de
Souhern.
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Figura 14: SE PRESENTAN LOS NIVELES ESTACIONARIOS DE ARNmM
EN TEJIDO HEPATICO DE AFC A-1 DE AMBOS GRUPOS DE
. PACIENTES. NOTESE QUE EN LOS PACIENTES 1,2,3,6,8,

; 9, SE ENCUENTRAN INCREMZINTADOS EN COMPARACION CO
: LA POZA DE CONTROLES.




VESICULA BILIAR HIGADO

C Cu F € Cu F
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e

Figura 15: La expresidn del gen de apolipoproteina A-1
no se detecto en la vesicula biliar, en ;
comparacion con el higado. |

C, Cuerpo; Cu, Cuello; F, Fondo !




Tabla 1

FRECUENCIA DE LITIASIS BILIAR EN VARIOS PAISES DEL MUNDO

{30-70%) {0-30%) o} fo-ts)

. - EUA. (negros) Alrica criental
ggd;n gpi[:s(zr dios) Ggﬁé;bmws) Japén (potlacion urbanaj Africa Cccidentat

! i . Tailandia Indoneca
Ecuador Reino Unido India, Nort N o
Bolivia Zurapa Occkla 2! e e ueva (ulinea
Chile Nueva Ze'anda Canada (ecquimeles de zonas Japdén (‘urales)
Cenada (indiot) Zimbabwe {blancos) urbanas) Canadd (esquimales
Suacla Australia ghlna ge zonas rurales)

P recia gipto

g‘r;e:“ojg:aqui.l Jggag:‘dla Asta (sudoosta) India Meridional

Sudafrice (blarcos) Sudairica (banties)

Jnlén Sovidtlca

BM.A.v Eatagos Unldos g Korteamarics,




Tabla 2

CARACTERISTICAS DE LOS CALCULOS DE COLESTEROL

_PURQOS MIXTOS
ASPECTO Fmarlillo Amarilio-facetado
NUMERO £olitarios Multipes
TAMARO »2.6cm «2.5 cm

LOCALIZAGION
RADIOSEMSIBILIDAD
COMPQOSISION

\Vesicula Blliar
Fadiolicldos

> 30% colestero!

Vesicule Blliar
Radiopacos

+ 30% colesterol
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; Tabla 3
© CARACTZRISTICAS LE LOS CALCULOS PIGMENTARIOS '

BILIRRUBINATO PUROS DE PIGMENTO

Ca:é Negro ‘
MULTIPLES Muitiples :
¢<2om <1cm

i Cor.ductos Biliares Vesicula Biliar

:“ RADIOSENSIBILIDAD Raciolicidos 80% Radiopacos

)" COMPOSICICN Bilirrubinato de Polimeros de

calzio 50% bilirrubina 40%
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Tabla 4
CAUSAS QUE MODIFICAN LA COMPOSICION DE LA BILIS

COLESTERQL (C) SALES BILIARES (8B)
- Obesidad. é - Enfermadades del
- Hiperlipoprotei- jleon:
nemia tipo 1V. - lleotomia
- lleitis regionat
- Clofibrata. - Fibrosis quistica
- Consumo excesivo de calorias. - Insuficiencia pan-
creatica.
- Consumo excesivo de C. - Colastasis cronica
- Estrégencs. - Agentes que se-

cuestran SB

Estas entidades cilnicas o {a administracién de estos
tArmacos causan aumento daf C o disminucién de 12s SB.




Tabla 5

PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE LITIASIS BILIAR EXCLUIDOS POR HABER
PRESENTADC ENFERMEDAD CONCOMITANTE.

piagndstico n

27
Litiasis vesicular 21
coladocelitiasis
Hipertonsién arterial 19
Diabetes Mollitus II 18
Hipertensidén arterial
calculos radiopacos 10
Colecistitis aguda 8
Ccontrol con anticoncéptivos 7
Pancreatitis crénica 6
Hiperlipidemia 4
Enfermedad Pulmonar Obstructiva 4
crénica
Oboasidad Morbica 2
Antecadentes de regeccisn intestinidl 2
Esferocitosis hereditaria 1

Total 139



Tabla 6
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES |

AUDC+ PLACEBO
n 10 10
Sexo Femenino Femenino

Edad (afios)
Promedio +/- D'Z++ 43,6 +/- 144 389 +/-105

(intervalo} (23 - 64} (20 - 54)
Peso {kg)

Promedio +/- DE« 622 +/- 814 63.30 +/- 9.4¢
(Interalo) (38 - 71) (58 -71)

Ho se vbservaron diferencias estadisticemente significativas
en edad y peso, en ambos grupos de pacientes .

- Acldo Ursodesoxicélico; -+ Desviaclén Estandar.
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Tabla 7
COMPOSICION DE LA BILIS EN AMBOS GRUPPOS

AUDC PLACEBO

Promedio +/- DE

a) Colesterol 43.42 +/- 10.68 33.86 +/- 12.05
{mmoi/1}

b) Fosfolipidos 45.46 +/- 22,96 25.17 +/- 5.4V
{mmol/1}

c} Sales Biliares £37.20 +/- 27356 432.00 +/-132.88
{(mmol/1)

d) Indice de saturacion 1.01 +/- 0.39 1.10 +/- 0.30

No se observaron diferencias estaditticamente slgnliicativas en la concentracior de les
tres componentes mas importanies cde 12 bills, asi como en el |ndice de saturacién

de colesterol.

AUDC: Acldo ursodesoxicélico.




Tabla &

CONCENTRACIONIES EN SUERC DE APO A-1

Y TN E ISC EN LA BILIS

AUDC PLACEBO
n 10 10
Apo A-1 {(mg/dl)
Promedio +/- DE 117.70 +/- 28.02 115.6 +/- 2537
' TN {dias)
Promedijo +/- DE 3.80 +/- 2.6+ 1.8 +/- 0.4~
1SC 1.01 +/- 0.3 1.1 +/- 03

TN, Tiempo de Nucleacién;' 1SC, Indice de saturacion de
colesterol.
« p ¢ 0001 ( "t de Student).




Tabla 9

CONCENTRACIONES BASALES DE LIPIDOS Y LIPOPROTEINAS EN BUERO DE
PACIENTES TRATADCS CON ACIDO URSODESBOXICOLICO.

AUDC PLACEBO Valor de p

(10} (20}

mg/4dl (promedio +/~DE})
Colesterol 160.20 +/- 50.82 55.90 +/~ sa.s1 uz
Triglicéridosn 155.00 +/- B88.82 140.10 +/- 47.81% NB
HDL 40.90 +/- 9.70 33.80 +/~- 7.42 NS
LDL 86.90 +/~ 46.65 94.90 +/~ 35.27 N8
VvLDL 23.00 +/—- 12.84 27.60 +/~ 9.47 N6

AUDC, Acldo ursodesoxicdélico; KDL, Lipoproteinas de alta densi-—
dad; LDL, Lipoproteinas de baja densidad; VLDL, Lipoproteinas de
muy baja densidad; DE, dosviacidn estandar.



Tabla 10

CONCENTRACIONES DE LIPIDOS Y LIPOPROTECINAS EN SUERO DE PACIENTES
TRATADOS CON ACIDU URBODESOXICOLICO

AUDC PLACEBO Valor de p

(20} (10)

my/dl {promedio +/-DE}
Colastarol 171.20 +/~ 53.68 146.40 +/- 37.19 N8
Triglicerigos A34.38 1, 444 107.20 +/~ S3.48 0.04
DL 35.30 +/- 7.90 33.40 +/- 5,46 NS
LDL 108.00 +/- 48.50 92.00 +/-~ 28.46 N8
VLDL 25.80 +/~ 0.64 21.00 +/- 10.79 NS

AUDC, Acido ursodesoxicoédlico, HDL, Lipoproteinas de alta densi-
dad; LDL, Lipoproteinas de baja densidad; VILDL, Lipoproteinas de
muy baja densidad; DE, Dosviacion estandar.
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