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RESUMEN

Los hepatacitos constituyen el principal companente cefular (60%) del
higado, los cuales desempeiian mulnples aclwndadcs, como la sintesis de proteinas de
la sangre, fa formacuén de urea, la biosi et de Jas carbohidratos

inas, y la desintoxicacion del organismo medi la destruccidn de sustancias
toxicas, entre otras. En particular, el hlgndo depende en gran medida de Ia tiamina o
vitamina B1 para d pefiar sus actividades, por fo cual, es ahi donde esta vitamina
se almacena en una amplia proporcion. La forma activa de la tiamina es el pirofosfato
de tiamina (PPT) o cocarboxilasa, coenzima cuye mecanismo de accion es especifico
en algunas etapas del metabolismo enecrgético. El cual se Jleva a cabo en las
mitocondrias, ¥ su presencia es indispensable para la articutacion bioquimica de la
glucalisis anaerobia y el ciclo del dcido citrico o de Krebs para permitir 1a entrada de
fos carbohidratos a este ciclo. Ademds, desempefia otras funciones no relacionadas
con el metabolismo. Existen reportes en la literatura que demuestran que bajo una
dieta deficiente en tiamina se lentifican las principales vias y ciclos metabolicos, y en
deficiencias mas severas y prolongadas se generan hepatopatias. Por cllo, se ha
relacionado estrechamente la tiamina y en parnicular al PPT, con la actividad
fisiologica de los hepatocitos.

Poco se sabe acerca del efecto que producen las vitaminas
dministradas conti y a largo plazo sobre la morfologia del hepatocito. Por
clio, en el presente estudio se desarrolla unmodelo experimental con higado de ratas
Wistar normales para deferminar si se generan efectos secundarios a nivel
morfoldgico y celular, bajo un tratamiento continuo y a fargo plazo a base de PPT
estable en solucién (X2), para lo cual se adniinistrd éste subdérmicamente cada 24
horas a cinco lotes de animales. La coenzima se aplico a cadalotealos 7, 14, 21,30y
90 dias y solucion salina a sus respectivos testigos. los resultados morfométricos de
microscopia de tuz amalizadas con el programa lmage Proplus, muestran que esta
coenzima no produce alteraciones morfologicas en los hepatocitas cuando se aplica
continuamente en dosis suprafisiologicas. Por otra parte si se observa una clara
tendencia al aumento en las medidas morfométricas en los grupos tratados, aun
cuando las areas celulares se mantuvieson dentro de los limites narmales. Por lo
anterior, se propone que con la aplicacion continua de PPT, el hepatocito se adapta,
mantiene o recupera su actividad biogquimica y fisioldgica sin alterar su morfologia.




INTRODUCCION

E! higado en los mamif‘eros es la glandu!a mas grandc del orbamsmo ya quev

hepatocito posee un al:o potcncml mnonco para su renavacidn y reemplazo (Holmnan

v NovikofE, 1986, Alberts et al, 1994)'

funciones realizadas en fonna directa en el hcpatocno mcluyen el me«abohsmo

de: lipidos, proteinas, carbohldratos, asl <o la ‘bnosimesxs de: azicares, proteinas

plastnaticas, factores de congulampn, ‘llpldos u}ea,' cuerpos cetonicos y las sales

biliarps; ademds de otras funciones como: la excrecion de los pigmentos bitiares, el

| i de alg, lipidqs; itaminas y del glucdgeno. También, tiene a su



cargo la brotransfonnacnon de loxu:os. ﬁrmacos drogas y hormonas (Solomon et al,

' 1987). La hcmatopoycsxs [ formacton de celuias sangumcas [ otra funcnbn dcl lugado

ﬁagocntana al higado Los wnductos ’e éste organo derivan embriol camcnte det

Aol

mo, del revestimi dcl tracto dngesnvo (Albcns et al 1994) pem sélo una

porcion del hlgado el sxstema exmhcpénco formado por los conductos blhares, se

desarrolla como diverticulo duodenal. Los hcpa(ocnos provnencn dc las ce)ulns que :
invaden de manera secundaria al mesénquima en cl que se ha asemado el dnveniculo B
Los conductos biliares intrahepaticos se desarrollan en fomm secunda.na a pamr delos

hepatocitos y posteriormente se fusi con el si bnhar extral , atico. El hlgado

estd rodeado casi por completo por el peritoneo vnsoerai lo cubre una membmna
serosa hasta el sistema de conductos biliares, y a las anenas y venas que salcn o entran

al higado, formando asi ¢l sistema porta hepatico (Lesson et al, 1987). ;

Hepatocitos
Los hepatocitos constituyen el pai¢hqhid;é del érganio y son poliédricos con seis o

mas caras, por lo general miden de 20-35 uni de diémé:ro y tienen limites 'distinlivos



(Weiss y Greep, 1977) (f gura l) Sc d:sponen en una serie dc Ihrnmas pcrforadas que

se ramlﬁcan y a:\astomosan para f‘ormar una especle de cSpOnja o labcnmo, y entre Ias

cuales se encuentran los cspacxos smuscnda]cs' Estas lammas se cxuendcn de la penfena

del lobullllo clAsnco a la vena central en f‘orma radiada (figura 2).-Los nuclcos de Ios

hepatocnos son esfencos u ovo:de

ente. El nucleo e

i

acuv-dad° cion

! de esm, Vg generalme : n forma ﬁlamentasa Poseen una

tra.ma extensa He }etlculo endoplasmmo rugoso eompactado y nbosomas libres,

causantes de Ia basoﬁha observada al microscopio de luz. El reticulo endoplasmlco liso
aparwe como una malla de tibulos que se ramifican y anastomosan. Se observan
llsqsomas, pemxisomas, gotas lipidicas y glucogeno. El aparato de Golgi es grande y

yuxtanuclear. La membrana plasmitica del hepatocito adyacente a los sinusoides, tiene

numerosas microvellosidades cortas e irregulares que se proyectan en las indentaciones
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Figura 1, Seccién transversal de un modelo de célula hepatica, a 10,000

Vista tridi 1 (Pfeiffer, 1972).




que presentan otras mcmbranas plasmancas y las pequeﬁas se ramlﬁcan entre celulas

y como un sistema de liculos blllares visi con nucroscopla de luz Las

membranas celulares de los hepatocitos comlguos mlcraccnonan medlame dcsmosomas i

y zonas de union (Lesson et al, 1987).

Sinusoides hepdticos.

Los sinusoides hepiticos, forman la lmgacnon vascular mlralobuhlla.r La sangre =

proveniente de los vasos mtcrlobuhllarcs se transporta a través de lo smusoldes hacm

fagocno, la célula d Kupﬁ‘ Esta suele local se sobre las células endoteliales; sin

emba:go, los f‘agocnos pueden extenderse al atravesar la luz sinusoidal y ain formar

&

parte del éx:jixsoldq

Sistema blllar -

El slstema bnhar del h!gpdo consta de canahculos bl]lal’ﬁ y conductos mlrahepéticos

y exlrahepéncos pm tmnsponar Ia bilis de los hepatocltos al duodeno (Albens et al

1994) El snstema de celuas n consutuyen los

componemes glandularcs exécnnos del hlgado Los conductos intcrlobuhllares se




ramlfcan en e! lepdo con)umlvo mterlohuhlla: y se anaslomosan con otros para formar

los conducn]los blhares Es\os se encuen(ran locahzados cntre los lobuhllos adyaccntes

morfologlca, secrct

hepénco, la secretona o funcional es el lobulillo port )y la vasc.ular es el acino hepauco

Fiuulogfa del m s

Ademés de 1a sintesis de las'moléculas nec&sanas para Ia mtegndad estruc(ural y

ﬁmclonal de lus proplas celulas hcpancas, los hepatocnos smletmn muchas otras

molécuias que se envian a otras partes del orgamsmo Como productos muy

represcntatlvosdelmetabohsmo patico se tray la A, ef ﬁbnnogcno, las

globu!mas alfa y bem, las hpoprolemas yel oolesterol Ei g]ucogeno se sintetiza a partir

de la glucosa (‘,‘ génesis) y se al en 1 los hepatocitos o se libera, de igual

manera que ocurre con los lipidos. Muchas vitanﬁnu {ADK, vy el complejo B) se



almacenan_en 'c!‘lﬂgadé.‘ Las prolc(naé‘ no parecen‘aldv\accﬁars‘e en éste, sino que -
duspuds de sintetizadas son liberadas a la sangre (Lesson ef al, 1987 y Banks, 1986).
También este rgano es activo en la desintoxicacion enzimatica de cuerpos orgénicos

extrafios (Lehninger et al, 1993).

Rarg ue ta Como de o
bt hepates vena ponta

e Cons. biharey

Vera cential
& cannniobul Har

Senviedey

Figura 2. Esquema tridimensional de un lobulitio hepatico. (Weiss, 1977).
E! higado de rata esta formado anatdmicamente por cuatro Jobulos: un I6bulo

cistico o mediano, que comparte una profunda fisura con el ligamento hepético, un



I6bulo derecho parcnalmeme dmdndo en el lébulo amcnor y postenor. un gran lobulo

izquierdo, y un pequcho lohulo caudal quc descansa en la zona profunda rodcando al

al, 1993).

Existen cinco rutas metabdlicas pnnc:pales qu

glucosa-6-fosfata en e higado, dependiend del {

-uydela

en forma inmediata y mediata, El ﬂujo de glucosa s dmg:do po una [ mﬁs rutas



metabdlicas por la accion de varias enzimas reg) alogtéri yatravésdela

regulacién hormonal,

La glucosa-6-fosfato se desfosforila, pof accion de la glucosa &TosfhtA;a, yrﬁpde .

D-plucosa libre que pasa al torrente sanguin

glucosa en sangre debe conservarse dentro dd un rango cspeciﬁco"de concentracion (4 :

mM) a fin de que asegure los nutrientes| adecuados para tddas lras(ce’lulas del
organismo (figura 3,A), por lo que la exportaridn es la ruta de selecctén cuando esui

limitada la cantidad de glucosa-6-fosfato (Lehainger et al, 1993)

Conversion en glucdgeno:

la Qucosa-&fosfaio que no se necesita de {nodo inmediato para quedar libre enfa

sangre, se convierte en el glucdgeno hepatico por accion de la fosfoglucomutasa (ﬁguri

3,B)ydelasi del glucogeno (Lehninger, [1978).

s

Conversion en dcidos grasos y en colesterol:

El exceso de glucosa-6-fosfato que no se emplea en las nitas anteriores, se degrada,
por la via de la glucdlisis en piruvato, y por fnedio del complejo de‘ fa pMo
deshidrogenasa lo convierte en acetil-CoA, la cual|se emplea como el precursor para la

sintesis de lipidos, en 4cidos grasos (figura 3, C), los que se emplean para préducir

para ser transportada a los tefidos. La -

10



lnacxlgxccndos y fosf‘ohpldos, y colcsterol Eslos son parcmlmcme cxponados a o(ros

tejidos, mcdmnle la ﬁmclén transponadora de las hpoprotcinas del plasma En el

hlgado se emplea al go de accnl CoA para elaborar colesterol honnonas csterondeas y

cuerpos cetémcos (ﬁgu[g 3; C) (I.clxnnngc;, 1993). i

I)egmdacidn Im.sm CO; p: a\-lllacuin.

: La acenl CoA. procedente de la glucosa-6-fosfalo por la via de la glucdlisis y la

descaxboxllaclén dcl plruvato, puede oxidarse por la via del ciclo del 4cido citrico o de

Krebs (ﬁgura 3 ‘D, El conslgulente transporte electronico y la fosforilacion oxldatlva

rinden energm en fomla de ATP, Sin embargo, normalmente los acndos grasos son'el ”

combusnbl_e a ox_ldar ‘mas importante en ¢l higado por la via del ciclo qe_! aCIdovcltn;o. : A'r

Degmdacidn par Ia mla del fusfalo de pentosa:

La glucosa~6-fosfato es el sustrato para Ia mta del fosfalo de pent sa en ln que se

produce por una parte, el po!cnclal de redudcmn en forma de NADPH, necesario en la

blosintesns de los acudos grnsos y del colesterol fosfato, que es

un precursor en la sintesns de los écxdos nuclélcos (ﬁgum 3

varias enzimas rcguladoras y med:ante la functoﬁ hormonal el hfgado dlnge el ﬂu_,o de

restos de glucosa hacla las dlferentcs rutas, de aeuerdo con el pnnclpno de "atender ala

demanda®, efectuando el suministro, que es el que detemuna la’ economia del

cManismo.

3 E) Por mlewencmn de

11



I}m.rinle.m de las pmlmnn.t dcl hlgmln
" Rutas melabdllcm‘ llt.' Ins anunoncnlos on el hlgado. ;

El !ugado por sus meca.msnms blosmleucos rcnueva conslanlemcme sus proplas

protemas estructumles y ﬁmcnona!es. las males uencn una vclocldad de recamb:o muy

elevada, con una v:da mcdxa de

sitio de blpsintcms de ‘la mayoria de 1as proteinas plasmiticas de ta sangre,

el Y .

{

is de las proteinas en el

Los a.mmoécndos que no s0n necesario: ‘pa:a la b
higado 0 en cua!qmer otro lugar, s¢ dcsamman y se degradan para dar acetil- CoA e
mxennedmnos del cxclo del dcido citrico. Estos intermediarios pueden convemrsc en
p,luuosa y glucégcno por Ia ruta de la gluconeogénesis. La acetil-CoA puede oxldarse

por via del crclo del acudo citrico'y cbtener energia en forma de ATP o puede

convertirse en l|p|dos de reserva. El amoniaco hberado en la degmdacmn de los

ammoacldos medta.me el ciclo de la urea se convierte en el hlgado en este producto de

excrecion (Lehmngcr et al, 1993)

El h(gado mbién es gl

12
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1975),



l’amupacuin en el c:clo de Ia glm:a m-alamna

El higado pa.rthlpa lamhnén en'el mctabohsmo de los ammoacndos que Hegan husta

é constanu:meme desde Iosl dos pcnfencos Algu' ¢ después dc cada com:da O

produce alguna degradacnbn de las prote(nas dcl musculo’ asta la f‘ormacnon de los

ammoacxdos. los cuales ceden sus gmpos ammo al’ piruvato. el producto de fa

] alanma EI cnado ammoacxdo transporta,

g ',por-

por tu.nto, hasta el h(gado cl NH; y el plruvato En el hlgado Ia alamna se desa.mma, el
pxmvato se wnwene en gluoosa sangu(nea y el NH; se convnene en urea, en cuya
forma se excrem El déﬁcn de ammoacldos que se produce en los misculos se repone

enla comida s:gmente ;

14



Co in en cleitid y(m'a.s,,.
Los ammoacrdos sm;n los pn:cursores en Ia bxosinlesls dc las bases de punnu y
pnnmxdma de los nuclcéudos yen la smtesxs de los produclos especlahzados talcs como
porﬁnnas, hormonas y olros pmducios mtrogcnados éstos procesos se Ilevan a cabo

enel hcpa(ocno (Lehmngcr e! al l993)

Rutas metabslicas de los ipidos en cf higado. -

* El exceso dc acenl.CoA que se libera en la omdambn de !os écxdos £78308 y que no
se consume por el higado se convierte enlos lla.mados cuerpos ceténicos: acetoacetato
y D--hidroxibutirato, que son transportados pdr lar sangre hasta los tejidos periféricos

en donde se emplean como combustibles del dcido citrico, .- :

15



&

Regulacion de la widacid de los dcidos grasos y la formacidn  de los cuerpos
cetdnicos: '
Las moleculas acnl émdo graso-CoA formndas en el cnosnl dc las cclulas hepaucas

posecn dos pos:bles rmas (l) la 'oxxdacxén en la mntocondna o (2) Ia conversnon en

lnacxlghcendos oen fosf‘olxprdos por medxo dc las enzlmas que se encuentran en ei

cuosol I.a ruta a la quc s mcorporan, depende de la velocxdad de lransferencm de las i

moleculas de acxl acldo g'aso de wdena larga CoA en el mtenor de !a rmtocondna El -

proceso de lmnsponcen la membrana. constituido por tres elapas, medlame el cual las

particulas de acil-CoA citoplismicas son introducidas en Ia matnz mnocondnal por vna"

de fa camnitina. Esta es la etapa determinante de fa velocldad de la oxldaclén del icido
graso. Una vez que los dcidos grasos han penetrado en la rmtocondna se oxidan para
rendir acetil-CoA. Una vez que se ha formado acetil-CoA por pxidacibn de los 4cidos
grasos en la mitocondria hepatica, son posibles dos Mnosz puede oxidarse hasta CO,
por la via del acido citrico, o puede convertirse en ibs cuerpbs célénicos que circularan
hacia los tejidos periféricos. El determinante pnnmpal de la ruta segmda por la

acelil-CoA en la mitocondria hepatica es la d r‘ nhdaddel paramxclarla

incorporacion de la acetil-CoA af ciclo del 4cido citrico. Cuando Ié concentracion del

oxalacetato es muy baja, penetra éocarﬂbcetil-CoA en ¢l ciclo y se favoreca la formacion

de los cuerpos cetonicos (Lehninger, 1978).

16



Blasintesis de colesteral, y de las sales biliﬂm--

Cierta canndad dc aceul-CoA que denva dc los écxdos grasos y dc la glucosa se

utiliza como eI prccursor pnncnpal parala

para la blosinlems de membranas,

blharcs las oualc la dlgesuén y nbsormén de los

proteina plasmauca mas abundame,
més de lO moléculas : acudos gmsos hbres hhcrandnlos conforme Ios tejldos que Ios

consumen Ios van mcorporando por dlfusxén pasiva (Lehninger et al, 1993).

ol cl cual es requcndu'

es el precursur de hom\onas cstermdeas y sales :

una molécu)a de albumma sérica puede transportar =

17



Por lo antes expueszo. es c\ndeme que el h!gado posee una cx(mordmana actwudad y

citrico (segunda fase de la respiracion) acepta la mayor pane del combusnble que sele.

4 e
Jgenasa.

Esta molécuta se encuentra localizada en las mitocondrias deilas' células eucarioticas'y
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enel cnop)asma de las procanbhcas Cabe

Pll’OfOSfalD de namm como uno de los“ !

a.rnl. \

con la_lcrcera fase de'ta respira

oxidativa.
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PIROFOSFATO DE TIAMINA (PPT) o COCARBOXILASA.,

estd - formado- por 3 enzimas:

molecula de tiamina 1 PPT esta consmuldo por una pmmldma umda

2 lruvw de un puente metileno po tmzol y contiene un mtrogeno cuatemano

(ﬂgum 4) Txene un peso molecu de 460 79 daltones Es altamente so|uble en agua. e

msoluble en solventes ,orgémco ‘En soluclén es estable a pH menor de 5. 5 Kl pH

opumo es de 2 7 a S 4yse descompone aaltas temperaturas {Berkow et al 1978) Es g

. susceptlble ala destruwon por rayos X, rayos gamma y por {a irradiacion UV,

El plrofosfato de‘uamma es una cocnz:ma, es decir, es la forma activa de Ia_‘

‘le encucntra gencralmente en las células, En’.

dibidrotipoil-"+
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Fuentes.
Aunque la sintesis de Ia vitamina BI por las bacterias intestinales ocurre

principal cn los ]

los

Ii s M

su consumo a fravés de los son autotréficas

con respecto a la_tiamina, mientras que_otras pueden’ sintetizarla sl

disponible I pirimidina o el anillo tiazol y :

molécula integra.
':‘Hz e R S
. or -
C S .
N \S-CH,'-—'N; : S
HaC~C _CH C=C=~CHz-CH3-0-B-@
N CHy L :

Fig. -4, FORMA = FSTRUCTURAL DE LA COCARBOXILASA [}
PIROFOSFATO DE TIAMINA (PPT) (Lehningerih al, 1993),

‘ ¢ sde
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[.as planlas superi pucden i fizarla de novo (Machlitl, l990) Enlre 'las

Musculo cardmco
Higado
Cerebroy ﬁhonés

Sangre 12413 pgoog

fisentes mas abundames estan fa lcvadura, lns ccrea)es gennmados, el corarén el nﬂén,’
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Actividad,

La vitamina B! que mgresa por wa dlgestlva es rapxda y uctlvameme absorbxda por

el mtcstmo delgado pnncrpalmcnte en cl duode o y yeyuno proxlmal medlanle un

(Baumganner, 1991) "(Flgura

convierte en mono y tnfosl‘ato dependlendo dcl érgano, ya que por ejemplo, en el

cerebro se almacena com nfosmk de u na (Spector, 1982, Bettendorf et al, 1994

y Bettendorf 1994)

Tiamina + ATP ™/, = difosfuto de tiamina + AMP

23



Torrente

uz 1
irculatorip

ntestinal

ATP  ADP+PI

Tiamina
en baja !
concentracién
: Prot. PR [23-1 Eeveacoiaat
el ; ~Jranep. _Tiamina s, {Tiamina
Tiamina - fosforitada ..} ibre -
an alta Oitusién pasiva

hcid
concenirpeldn Enterocito

Figura S. Esquema’ del Vmecapirsmo,de,'tmnslione“ intestinal - de la tiamina

(Hoyumpa, lv98’3').k 5

Cuando se administra un exceso de tiamina que no s¢ convierte en PPT y no se

almacena, se maaboli;a eri’ el higado, sus principales catabolitos son: ¢l 2-metil-4-

amino-s-pi_ﬁinidina iciddyca}fbd.xﬂico, 4-metil-tiazol-S-dcido acético, 2-metil-4-amino-5 -

Mdroximailpihmfd na,‘;-(2;ilid;oxietl)4-melil~liazpl, los cuales se eliminan por la orina

(Machiin, 1990),
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El cuerpo es incap de 2

al : la itami hbre, pero pequeﬂas canudades dela

Gcidos: _1) en la descarboxilacion de los

nlfa-cetoacrdos scpara o_ transfier gupqs Idehidos, y 2) en la formacion o

degrndacion dc los alfa-utoles srendo el anillo tiazol ef que actita como transportador

transitorio de un mdlcaj nldehndo "acuvo" unido coval Prof fa
descarbomlactén no enzumauca del plruvato dando acetaldehido y CO; de la siguiente
manera: el a(omo de hndrogcno del carbono 2 del anillo tiazol se ioniza para das un
carbanion que rcaccnona con el atomo de carbono carbonilico del piruvato para dar
CO; y un hidroximetit denvado del amllo nazéhco que se hidroliza y da lugar a un

' acetnldehido. o puede oxxdarsepara formar un grupo acilo. Esta reaccion requiere de 3

y5c im que se organizan en un complejo multienzimatico como se

menciond antenormente. y dcmro de Ios que se incluye ef PPT como una de las



coenzimas pnmordmlcs para cumphr con el paso ob)lgado de todos los g!ucudos para su

ingreso al crclo dc Krebs o] PPT interviene espccif camcmc en A und pnmem etapa, en Ia

descarbomlacrén del plruvato convirtindose en ol gmpo a-hndroxncul de( umllo uazol

(Fig: 6 A) En una scgunda etapa,’sc dcshxdrogcna y el grupo aceulo resu!(ame se

transt‘ ere al atomo de azul? snuado subre el atomo 6 del acldo hponco pam despues

convemr a este cn su forma yredumda o dmol (4cido dihidrolipoico) al \ransf'enrle 2
atomos de htdrogcno dcl grupo hldroxxcul del PPT al enlace disulfuro det 4cido. hpolco
(F:g.G.B). En una lchrg etapa, se fmnsﬁcrc el grupo acetilo del acido dnhldrohponco al
grupo tiol ;'le:lra C(A)yr(trxuje‘ uned:a:ﬁbre pira entrar al ciclo de Kfcbs o de los récido
tricarboxilicos (Fig. 6, C). En la cuarta etapa, la farma dﬁiol dél gtupo'liﬁdild de’la
dihidrolipoil-transan;.mil‘asaﬂse ;ééxgda le su f;)nr;a disqll;uro' a l:f&ivé!; de la lipoamida
deshidrogenasa cuyo grapo pmstético ‘e's' ¢l FAD (ainuéléétiAO de ﬂ:;lvina y adenina)
(Fig.6,D), éste ya réduc@o ppslcrionner;te €s reoxid;idd 'borvcl NAD‘ dando lugar al
NADH (etapa cinco, ng.§,E) (Wajsh, 1979>y Harvis y Thimann, 1948) (Figura 6). El
PPT también intervicne dentro dei ciclo Ven ia oxidacion del a-cetoglutaraio a
succinil-CoA, reaccion biologicamente irreversible en las células ﬁmdes andloga ala
descrita prcviamcme para la formacion de la CoA en donde se obtiene un producto

altamente energético, la succinil-CoA (Figura 7).

26



Ny SN
¢ £8
c-cry N, | ouottera s vamina

cH € =C~CHz=CHy-0- @-@
N

A

Amdn ligaico oaidedo

c Oiidralioail D
-3 tranusendas s -~ c -CHy A(:do s mm
CoAc5~ C-CHy =
Acolil-CoA
SH
/
[
Ssn
Acide liporea reducido
£AD
NAD®
NADH
vt

Figura 6. Descarbozxilacién oxidativa del piruvato (Harpér. 1980).

Esta enzima, la a-cetoplutarato-deshidrogenasa cuya descarboxilacién dépende
también del PPT, ha sido llamada fa enzima clave que limita el grado o nivel de
actividad del ciclo de Krebs, ya que al decrecer su actividad puede comprometer al

metabolismo energético en todas las células de todos los tejidos. Por ejemplo, se ha
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reportado quc en cl te,udo ccrebclar al dccreccr su acuvxdéd sc modiﬁca ia simcsis de

los nmmoacndos cxcnatonos ‘y eslo puede comnbmr a una dlsﬁmc:on neuronal

(Mas(rogmcomo et al l993 Maslroguacomo y szh. 1994 y Cahngasan et nl 1994)

Tamblen intervienc en'el ciclo de las pemosas a transcetolasa que conucnc al PPT

coon
(&M~ € i€
0

3H o Catagiutarare

H
HOOC=(CH )y -C~0H

co,
: ¢-s A
'
-—.N
l:mclulmln
dmnmuuuuu ‘cac—
CHy
Cnuilunuln
”"""“’9""“ S | acdo npoico
G § | ondde,
\g ;

c CoarSH B

;

) ncetlan §~c {CHylg COOH 1

Coa-5~C- (O} COOH *7——4— o i Sonto
Sveemii CoA

FADH,

4230 hpoico redutida
Fab

NADY

ADH
e E

Figura 7, Descarboxilaclon oxidativa del a-cetoglutarato (Hargper, 1980),
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Dexilulosa-5-fosfato” a fa D-ribosa-$-fosfato para dar la

D-seudoheptulosa-7-fosfato™ y D-gliccraldcﬁido-J-Ibsfa(o. intermediario de la

]

glucosa,

-
H-€-OH MAup m.\uvu o H o GooH
H=C=OH Mg, A HeC-0OH
¥ -. |:r k aca? T
HO~CoN g o HO-C-H
H- é'“ Gioean & P H-C-OM lG'«;“;‘:', g ’} H-g=OH
l ol | eatta
u-& P ey e Y Hedmom
CHFO-@ CHyO-B CHeo-§
El-mm G tartste & b
nADP®
L
oCit
SADPH
k)
€ooH
HOH St Toras o Heg-oH
~OH tetonomeran éua <=0
" H-C—0HW
T 'd
H-C-OH H-g-ON : Heg~Ou
M0 - HIO~B < Hg O~
Forma enediod Auaulosy § fatlste 3-Ceta G1otloglucansto
‘ a.n..musmmnl
epumeii
‘CHLOH . ‘CH,OH
'&':-o ‘CmD
H~C-OH HO~E~H HO-C~H
H~C=BH H-c-oM H-C~QH
H-C~OH O & SHrO-@ H~C~OH
Ml ‘ ity SHoslato Hed=ou
X,
0= [Tanwsisia Heo=®
A uusml.m T‘—m-m—;———! 1 Sadohlplulnulluﬁm)
M, ramn
{Innmma Mt H-C~0
HC-0-B _°§® H~ c-ou
H=C~BW ] -on | Euro-®
Het~OM © H-G-ON & Cheeraitanidn 3ractats
ot re
H,OH My OB
Aibosa  tastatn Abow 1§ déastan

Figura 8. Derivacion de Ia hexosamonofosfato (via de ia pentosgfosfaio)

(Harper, 1980).



En es!a rcaccron cl grupo gluconldehndo s lransrcndo en pnmer lugar de la

D-xﬂulosu al PPT formando el u-ﬂ dlhldroxmul de una manera semcjame a lo :

descrito p;evnamcmc, s:endo transportador - del

finalmente par fo

biosintesis de los acidos nucléic

) Tram)iarﬁ- y :

monofosfato dc llamma (MFT) y: trifosfato * de_ tiamina (TFT) por lo que se‘

Vconcluye que el -Aransporte de’ tiami s hepalocnos €s acumulauvo. Este

proceso de lran po de alta aﬁmdad es dependnente del ion Na‘, o sea, se

acompaﬁa de't un ﬂu;o de sodlo Tanto o transpode como la fosforilacion de la

tiamina en el higado son dependlentes de la encrgla bioldgica, lo que se ha

1dehido que: se. lransﬁere
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comprobado at desacuplar la fosibnlacton oxldauva con cl dmurofenol Tamblén se

ha comprobado q\se exlsxe un canal espemﬁco para el transpone de la hamma

IdOl‘ de la uamma. la pmnamma,

Adenuis. se ha demostrado por mcdxo de un in

ia lcmpemtufa de 60"C y se comprobé que no se degradaba

.u‘c 4

d acu

Con base a lo ames mcncwnado, ] claras las

desempeiia el PPT Su mponanc’

manifiestan por una’ def‘ cnencna de uamma en la- mgesta. sobre todo en los

mecamsmos de fosfcnlacuén que la activan, Por jempla: La fami es ial

para el adecuado t‘uncwnamnento de todos los tejidos, pnnc:palmcme el cerebro. en

este caso las moléculns de tiamina pasan de la sangre por difusién simple a través

de los capnlarcs cerehralcs, atravesanda por fo tanto, la barrera hematoenceféhca

(Spector, 1982)

La deficiencia de tiamina afecta primordial al si nervioso periférico, al

sistema digestivo y al ‘sistema cardiovascular (Harper, et al, 1980). Algunos

en el mercado Se esindlé la stab idad ace)er a de esta coenzima someﬂendola a' )

que’”

‘se compmcba por las nlteraciones que 58
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reportes sugieren que Ia dcﬂcncncla de nammn comnbuyc al dcsarrollo del dchrlo, .

fallas cardiacas y neuropanas pcnfencas, por lo quc se rccomlcnda sut

administracion en los ancmnos (Okceﬂ'e,

con parametros bloqulmlcos de def c1enc|a e uamma son la anemia y funcloncs

tner, 1991)

anonnales del higadp (bilirrubina y g

> de la polineuritis de varios origenes,

holismo; y en la gestacion y la lactancia su

requenmlento es mayor (Marks. 1985). También se ha reportado que ‘esta

det‘ clenc:a provaca desordcnes en la glucc é pues disminuye la actividad

de ‘la glucosa6fosf‘alasa, la  fosfoenolpiruvato  carboxiquinasa y la

luco -6-fosfalo hidrog en el metabolismo del higado de rata (Harris y

B

Thiniann, 1948 y Guzmén, 1992). Por otra parte, en las ratas se ha visto que la

rar un ista de la

deficiencia“ de la vitamina B1 producida por

namma la oxmamma, altera la relacion de NAD® /NADH" en el hxgado (Gorbach

et al, 1983 a, Gorbach, et al 1983 b), y en este estado, se encuentran clevados los :

valores sangumeos y urinarios del acudo pirivico (Harper, et al 1980), y esta

sntuacnon puedc llevarlas al coma.

Ademis, en personas nlcoholncas oen cuﬂlqmer enf‘ermedad del higado se han .

detectado mveles anormales de esta vitamina en los tejidos y ﬂundos bmloglcos y

dlsmmucnon en la conversion de las vitami libres a coenzi (Leevy, et al,

t al 1994) Algunos slmomas asocmdos -
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PO

1965). También se ha visto quc en Ia d “"‘ ia tiamini f " ye el

por_la” administraci

dir nente en las

acidosis dnabéuca y el choque msulimco con la cocarboxllasa y. el monomtrato e

tiamina respecuvamente En el Insmum de Invesugacnones Clentiﬁ Hans Selye, e

A. C. (IICHS) se ha demostrado Ia nctmdad de la cocarboxdasa o plrofosfato de
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tiamina' como lcmpm prevenuva ¥ cural:va en el trammlenlo de dnversos

padecnmlcnlos produclo de Ias allcracuones ‘del melabohsmo encrgeuco, cntre_

1977, Singh, 1982). Ademas, mdlbecta

Pt ')
+

en la

intesi def"

actividades no coenzimiticas del PPT aunque se dcsconoce ol mecanismo exacto

de su funcionamiento.
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ANTECEDENTES ’

Exlstcn mnumerables lra os en !os que se demuestra a generacnén de

llposomas comemendo vitamina E pueden mhlblr el dafto a higado causado por ta; v

mloxxcacnon con tecraclomro de carbono, mclusc pueden proteger al hxgado de 3

cambxos morfnlogxcos (Yao et al 1994 y Tholen et a! 1985) Se ha reponado que

bajo una doeta def c:eme o pro!cmas (!4 4 %) se absorbe muy poca tiamina, por lo

que” se prescman'altcracmnes ultraes(ructurales en los enterocitos de aves

(Bokhomv et al 1984) Por su parte, Ostrovskii y Nikitin en 1987 observaron que

en estados de iencia de tiamina e inflamacion séptica en el musculo esquelético

de ralones despues de un trauma mecdnico, se modificé el volumen de los

hsusumas y se retardd la diferenciacion de los fibroblastos. No se detectaron
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" cambios * sngmﬁcauvos en Ia ultracslructura de los granulocnos nculrol‘ los, i

o, arquitectiira 'y

complcydad smaptlca Estas lesiones fueron més severas uando se presenlaron

asocladas a una deﬁcnencua nutncnonal nfermedad hepitica

En el es(udno claborado por Staubh

un estimulo con fenobarbnal un compuesto de conversién metabéhca que aumema

la acuwdad enzlmétlca de fa cadena de transporte electrémco en la fosfonlacnén

oxldatwa, tal como el NADH-cuocromo ¢ reduclasa

inducia un lncremento enel peso del hlgado, yani el subcelul ar, se plk'oduycia” una

proliferacion de las membranas del rcticulo endoplésmnco llso, y cambio en otros
organelos. Esla hrpenroﬁa hepitica se debfa a camblos'ad re: ers:bles

provocados por un intenso metabohsmo celular, En este caso s d mostré que a -

nivel celular pueden ocurrir modificaciones morfologncas correlacnonadas con un -

incremento en la actividad bioquimica. Pero no sélo a este mvel se han. encontrado

adaptaciones de este tipo, por ejemplo, Luft y cols. (1962) demostraron q‘ue‘ eﬁ ‘,

encontrd

y cols. en 1969, se demostri quE bajo—

itocromo - p-450, sg T

cierto caso clinico particular de hiper-metabolismo severo que no se debia a un

hipertiroidismo, se presentaron modificaciones morfologicas de las mitocondrias,

como un aumento en el volumen, el ndmero y la forma de las crestas, debido a un
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desorden en- el sistema cnztmahco, Lcevy y cols (1965). obscrvnron que los

de las mnocondnas que no’ estaba ‘asociado_con algin proceso dc;,encranvo, lo

cual sblo slgmf’ caba un cambio morfolégico compensatorio debido al iratamlcntov

admlmstrado con Io que se deduce que se producen camblos bloquimxcos en estos -

organclos en clcrlas condlcwnes, sobrclodo con la prcscncxa de algunos ﬁimwcos

ion en la
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En base a que cxxsle una “estrecha re(acnon PPT ME’I ABOLISMO -

HCPATOCITO se dlscho un modelo cxpcrlmental quc pcrmmcra ﬂnallzar esta

correlacion y venﬁcar si la aphcacnén conlmua del PPT 0 mduc_ alteraclones

ncbauvas cn los hepatocnos de rata pues

aphcacxén de ﬁrmacos o qulmlcos pucdcn causar alteraciones morfologlcas en cl e

higado.’ Por olra parte hay que comnderar quc lodos Ios medlcamcmos ‘tlcnen que‘ :

pﬂSﬂr pOl‘ csle organo para Sll desacuvacron cuando se encuemran en grandes

canndades

Este traba]o reprcscma una pane de un ampho proyecto de mvcsugacncn ya que

con]un(amemc se esla anahzzndo el efccto del PPT en el tepdo nervioso y enel

musculo cardmco de manera que se obtcnga mformacron de Ios érganos

esludlados en donde se ullza de manera 1mportante esta coenzima, Ademas

poslenormcmevse evaluara la acnvndad bloquimlca en cada uno de estos 6rganos.

La importancia de analizar los efectos que pueda tener la aplicacion continua

det PPT, se'vdreriva dél hecho de que hay diversos pade&imicntos que responden a la

admnmslracxon por penodos prolongados de ésta coenzima, en personas

alcohohcas oen cualquler enfermcdad del higado, por lo que surgen las siguientes -

mterrogantes LComo aclua a mveI molecular. celular y tisular?, Lque beneficios

aporia chmcamente? z,cuéles serian las |nd1cac10nes cllmcas que se podrian

conclunr con eslos lrabsuos” (,no 5cnera c(‘ectos negauvos”

ﬁ‘n'ﬂ dc quc la B
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HIPOTESIS

1 AL qu‘: A, " "’

Debido a la gran acuv:dad el hepatocito y la

" A

P i de la pr s del pxrofosfato de tlamma se propone que al aphcarse

connnuamenle y a largo plazo ésta coenznma estable en solucion a ratas Wistar

normales, se activan en forma continua los procesos me(abohcos hepaucos Por

otra pane, como” ¢ a al !ncr 1 de la actmdad bmqulmlca, se

Japtativos cuya ifestacion es un cambio en la

generan procesos fisiologicos

morfometria dé los hepatbcitos.
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OBJETIVOS

Objetivo general: |

Analizar ¢l cfeclo a.nivel cnoplasménco y nuclear del lratamnento a largo

plazo con plrofosfalo

normales a nivel de mlcroscopla de luz ‘

Objetivos pariicufhre P

Realizar un anélis‘né 'morf‘omélricb del drea citdplasmética de los hépaiocitos de

ratas normales, hacnendo una’ comparacnén dcl drea cntoplasmanca de los -

hcpatoctlos de rams lratadas contmuamente con pxrofosfalo de tiamina.

Realizar un and sis morf‘o

hcpatocnos de las ralas traladas ﬁ'ecuentememe con PPT y las testlgo

ble en solucmn, sobre hepatocnlos de ratas

‘mc comparanvo de las éreas nuc]eares de los :
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METODO

Ammales
Se dnspuso dc cmco lotcs de ratas macho de la cepa Wlsmr dc 300 + 50 gr. de

peso mxcml y3 mcses de cdad apmxlmadamente Cada Iotc sc f‘ormo con 5 ratas

tesugos sélo’ con solucl n sahm por 5 de'cada grupo tratado con PPT y se

dlspuso de otros cinco lotes pnra la repeucnon del cxpcnmemo Ademas, se

'._,’

d sm ningin tipo de tratamiento
(lomados dcl bloteno y sacnf‘ cados mme :atamcme) quc correspondid al grupo de
testigos absolu( ira observar !as dlmensmnes morfométricas al inicio del
tratumlemo en ambos gmpos y'nos serviran para conslderar que las ratas contintian

creclendo con respecio al tiempo. Los animales se mantuvieron bajo las mismas

condiciones amb(emales. Se les permiti6 adaptarse a las condiciones del laboratorio

por una semana y a partir de esa fecha se inicio el tr iento. Se sometieron'a un

fotoperiado de luz normal del dia y s alimentaron ad fibitem. -

Tratamiento

Se adm:mstro por via subdenmca cada ”4 horas’ 0. 3 ml de soluclén sahna

ﬁsmlégxca al 0.9 % a las ratas 1esngo yal grupo _ml de ptrofosfato de

uamma [ cocarboxllasa (40 mg/ml) establc en solucnon cuyo nombre comercml es
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X-2. Los lrﬂlamich;os se :aplicaron a cada lote ‘durante 7, 14, 21, 30 y 90 dias
rcspccnvamcnlc s

Obtencion IIL‘ Iu mueslra. :

Al lermmo de lratamlenm corrcspondleme se sacnﬁcaron a los animales por

decapllacmn Sc aisld Ia porc:on mfcnor del I6bulo lzqulerdo del higado cn un

ucmpo no mayor a l m nuto para asegurar la preservacion del tejido. Se elimind el

exceso de: sangre con solucxon salma ‘al 0.9% y se prepararon para la técnica de

mlcroscopla electromca segun ‘Weakley, 1979. En esta parte del estudio se

anahzara el trabajo con cones semifinos @ microscopia de luz, una segunda fase
sera el anal:sns a mlcroscopia electronica de transmision.
l"ym:nhl

Una vez disectado el fragmento del I6bulo del higado, se baiié con el fijador
glutaraldehido al 2.5%, diluido ¢n un amortiguador de cacodilatos de sodio, 0.15
M, a pH 7.4 en donde se fragmenté el tejido cuidadosamente eﬁ porciones de 1
mm. por lado manteniéndolo siempre inmerso en-la solucion y colocando los
fragmentos recién cortados en gotitas de fijador nuevo hasta que ya no quedaran
restos de sangre libre. Postcriormente, se colocaron en viales con fijador limpio,

en donde se conservaron inmersos durante 2 horas a temperatura ambiente.
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Lavado

Se climind la solucion fijadora con el amortiguador de cacodilatos, mismo que

se utilizd para claborar el fijador. Se realizaron tres cambios de 15 minutos cada
uno.

) I’asq/}acldn

Una vez reahzado eI Iavado se colocaron las mueslras cn tetraox:do de osmlo

al 1%, dululdo en amomguador de cacodllatos de SOle, O lS M durante dos

horas Sc Iavé m. con tres de 15 mmulos cada uno con el mismo

amomguador con cl que se preparé el f‘ Jador
l)eslmlralacmh i
La dcshndmtacnén se llevo a cabo con etano

cambios de 15 minutos cada uno, empezando con el de'50, 60, 70 80 90% y 3

cambios de !5 minutos cada uno en alcohol absoluto Por ulnmo, se reahzaron 2 A

cambios de 15 minutos cada uno en ,epoxyp;opano (ox:dq de propllenp). ;

Infiltracidn e Inclusion

Se colocaron los f‘ragmemos dcl tejldo para su premclusmn en mezclas de

6xido de proplleno y resina epoxlca (Epon 8!2) 1: l y ] +3 respecnvamcnle, y se

dejaron a temperatura ambnen:e de 12 a2 ‘horas en’ cada ocaslon Para la

inclusion, se colocaron los l’ragmcntos en resma epoxlca pura durante 2 horas y

finalmente en los moldes dc mclus:on
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I’olimerimca'dn

Este paso se lleva a cabo en ]a es(ufa de lcmpcralura consmme (Rclchcrt-lung

KT 100), a tcmperamras d 35“ 45" y 60 " C de 12 a 24 horas en cada
’ 1emperatura : ) ‘

Corte y tmcuin

Los bloqucs pohmcnzados se tallason para fcmwr la p|ram|de y podcr obtener
cortes semlﬁnos. los cuales se rcallzaron en uhramlcrotomo Relchen-.lung con

un grosor de v0.5 yim. aproXimadamente y se montaron cn ponnobje!os’ para su’

comrastc con el método rapldo de azul de metileno-barax o aznil de tohﬁdiné. Los

cortes - se observaron con un - mi oscopm de luz, y se. obtuweron algunas

fomgraﬁas para

Mmfumerr{a y mmtll ica

Las preparacnones fueron observadas en un microscopio dptico (Zenss).

conectado medxanle u

analizador de imégenes (lmnge Pro-plus, versidn 2.0, Media Cibernetics), con el

cual se mldveron las areas cuoplasmancas y nucleares de los hepatocitos de los :

ammales tralados y los commles Se analizaron para cada tiempo de tratamiento 3.

mara de vndeo {CCD Sony) a una computadora con un

preparaciones, y de cada preparacion se analizason 30 células con sus respccnvas .

tep

tratamiento con sus respectivos testigos. Los resultados se sometieron al anéliﬁis

de varianza (ANOVA), que posteriormente se compararon entre si (Tukey), siendo '

iones tomadas aleatori para obtener 180 mediciones en total de cada :
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fa p inferior-a 05, y finalmente se realizé una rq.,rcsnon mull!plc para anallznr la

diferencia entre las pendientes de !as graﬁcas de Ios datos de 1os (,rupos tratados y

los testigos.

RESULTADOS

El efecto del PPT eslab]e en solucnon sobre cl arca cutoplasmauca de los

hepatocitos de rata dcspues de su admmls!racmn a los 7 I4 2! 30 y 90 dias se.

muestra en la tabla 1, En esta se observa que los valores promcdlo dc las areas

citoplasmaticas de los animales lratados y: testngos mamﬁeslan ‘una (endcncm a

incrementar su area al compararlos con el grupo de los testigos absolutos (le), ya

FRTprY

que éstos ultimos repr an las d de ambos grupos pero sin
alglin t}atnmiento, y su valor‘ promedio es de 398.65 um? ¢l mas pequeiio de
todos. Por otro lado,y se detectd que los resultados correspondicntes a los animales
traiados son gcneralrﬁente un poco'supcriores a sus testigos, alcanzando un &rea

méxima de 5211 8um? a los 90 dias de tratamiento con una diferencia de 44pm? en

promedio, con respecto a los valores que muestran a los 7 dias de tratamiento, sin

ser estédisticanigﬁie sﬁgniﬁéativo. Al comparar los resultados del tratamiento a los
7y 14 dias 'cbr;lrprobamos qué no existe diferencia estadisticamente significativa
entre e“?f} ya que sélo un promedio de 2um? las distinguen, mientras que 105
demas grupos diﬁéren mucho més (Tabla 1). Al aplicar e} analisis de varianza

seguido por una prueba de Tukey a estos grupos se obtuvo una p > 05.
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(e,

- El compor iento de estos r

los valores promcdlo muestran que eld nrea cnlopl mau

‘se incrementa conforme

transcurre el llempo dela apllcacmn de la coenzlma

Para conocer las dlferenc:as cn cl

tratamlcnto Por s partc, cl mcrcmenlo dcl area cntoplas o anlmales

lramdos durante 7 14 21 30y 90 dms fue de 049um en promedlo, lo cual no"

mucslra slgmﬁcancna estadlsuca (p > 05)

itos

Tabln l. Valores promedio yo de las tirens itopli as de Ios h r

de las ratas ustlgo ¥y tratadas. (lc = testigos absolulos)

AREA CITOPLASMATICA (um?)

Diasde - Tratados Testigos
tratamiento 7
7 476.84+27.43 42035+ 19.14°
14 478.70£34.27 47601 £ 1243
21 496.40 + 18.13 436.88 +23.64
30 510264 14.87 " 504.85 = 2866
90 521.18£19.74 503;52& 16.85
le 398.65+21.49  n=6 .

pucdc'vcrse en la grafica. 1, enla cual

'rc cnloplasmunca enlre los nnimales :
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Area (urd)

530 l
.
500‘ N
4704
440
4104
380 L=t il U At Rt el e,
G 7 7 14 14 21 21 3030 9080
Tiompo (dias)
S Tratodes con PPT {23 Tostigus por periade

(23 Toatigos abasluton

PPT {PIROFOSFATO DE TIAMINA]
nz 8

Gralica l. l’rnmedio y o de dreas citoplasmiticas de hepnlocnlos de rah\

(ratadas coanPT;y; e’ fos: lesngos correspondwntcs, asi

[ r an con el pr ' del grupo de teslugos nbsohﬂos (lc) p > 05
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Una forma de vr la diferencia numéri de ‘eslés. iltados, ¢s al hacer los T

cocientes de los proniedios de las dreas citoplasmaticas de los hepatocitos de rata enire
los Qupos 4:,onl‘|rmat

ol drca citoy

dtica. La columna del lado izquicrdo de fa tabla >2,‘,'rrepr‘ésema
a los grupos de ratas Jratadas con Pl’f y ¢l renglén suben'oi' cénl:i;:né vfahlo los 'g>rupos
testigo como tratados|para comparar la diferencia del cociente no sc')ld Eoﬁ los testigos
sino también con cada periodo de tratamiento. Se puedc,‘oly)scrva.r que los coc'icntcs del
control gcncral son mienores a 1, por lo tanto, es ﬁ]eﬁqf a' (pdos los demas grupos,
mientras que en los g pos de 7, 14, 21, 30 y 90 dias sus cocientes son mayores que
sus respectivos grupo$ testigo, cxccptorcnr el dia: 14. Asimismo sc detecta que al
comparar ¢l cociente de un grupo tratado con otro ‘grupo de mayor tiempo de

exposicion a la coenzimia, el cociente del primero es menor {Tabla 2).

La evaluacion del drea nuclear de los hepatocitos de rata se observa en la tabla

3, la cual nos muestra gue el drea nuclear t tiende a incr e, pero de

manera minima pues nq existen diferencias listicamente significativas para cada

tratamiento (p > .05), esto ocurre también con el area citoplasmatica (grafica 1). El
valor maximo de 59.24tm?,, corresponde al grﬁpo tratado de 90 dias y el minimo
valor del drea nuclear Ip presenté el grupo de testigos absolutos con 49.28 pm?

aan cuando no fue muy diferente del valor presentado por los diferentes grupos

tanto experimentales cojio testigos. Esta relacion se confirma al obtener los

nuevamente que conforme transcurre el tiempo de aplicacion
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valores promedio de las dreas nucleares en la tabla 4, No obslamc, cn Ios grupos

tratados de 14 y 90 dias aqui si se ObSLrva una d:f‘crcncm con respecto a'sus

lesng,os, sin embargo, sus desvnaclones son muy

en la grafica 2. En gcneral o arca nuclear no_muestra un camblo morfomcmco ;

notable como el observado én el drea cnlop[asmnu

Tabla 2. Compatacion de los gr

citoplaéméliéa de los hepatoc

cociente de los‘gr'uposv de'la iz

grupqs del reﬁélﬁn superior (T

Dias 7 7T 14 14T 21 2IT.

Ie 083094083076080091078079076079;""

7o L3000

14 E - 100096 93 ¢

21 L iR 1.136.9} oss
30 0 o
9% o ; 1.03

vrandes como se puede observar
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Tabla 3; Valores promedio y o de las dreas nucleares de los hepatocitos de las

ratas lesl’igoyu' { 7‘ s (lc= bsol ). '
Diasde 'Tmi‘ndés: :

tmtamlenlo .

7 494415"8 4948:9:799 e
14 55.08‘1;828 5104*450 .
2 55;65?6.;)0 = 55.791-7;82
R ;4,'2’;5.;8 7

90 '59241456,; 531832879 o
le” 4928&1‘

Tabla 4. Comparacion ‘del cociente de (odos los grupos con el valor del control

gencrsl b4 grupo contra grupo del drea nuclear de los hepmocnos (T= lango, le=

testi |gos nhsolutos

Dias 7 7T l4 I4T 21 2lT 30 30T9090T

le 09909908909608808809!0930830914

7 099089 : ,o‘sé' 091 083

14 , 107098 Y I L) , -
21 T 099102 oo

30 k 102 o9l

% ‘ ' ' 110
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Atea (urf)
80 1

55 -
60
46 1

404

'.-L_‘

35 - ' 5 ey
1 7 7 14 14 21 21 3030 S0 g
Tiempo (dias)

R Tratadas con PPT (3 Testigow por perivdo £ Taatigos abaoiuto

PFT (PIROFOSFATO DE TIAMINA]
n-98

Grifica 2. Areas nuclenres de h ato. 0s v

respectivos con(roles. Las ratas fueron tratadas con 0.3 mi de_ PPT estnhle en

compnran ‘con’ un grupo tesligo absnlu(o (lc) Ln comparacu’m de dntos

reportd una p > 05.

T
o]

3

e rata (rntadas con PPT Y sus .

imu ﬁncamenle con ‘un
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Por otro Iado, los promcdlos de peso corporal de las ratas lCSlly,O y tratadas con

PPT estable en solucmn duramc 90 dlas se olm:rvan en l:| grifica 3. Es claro el

mcrcmcnlo de pcso cn ambos gmpos conl‘omle transeurre el tiempo. El valor promedio

del pcso en Ios ammales tesu&os es de 306 6 g y para los tratados de 310.1 g al inicio.
del cstudm mlcnlras que -al lérrmno del estudio son de 4308 g y 429.1.-g-
respcclivmﬁcmc. Ai rcafi;z;el andlisis de regresion lineal de los datos del peso con')or’alk
se obtuvo que la pendiente para cf aumento del peso de los animales tcsligqs es dg .

1.415 y para los tratados es de 1.358, lo cual indica que el aumento en besd' de’los:

animales tratados fite menor que para los testigos. En este punlo es |mponante

destacar, que al realizar la diseccion del higado se observé que los ammales tesu;,os'

presentaron mucho mayor cantidad de depdsitos de prasa residual quc los animales

tratados con PPT.
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440

420

400

880C

36C

340~

Paso (gramos)

oK

°

20 40 - B0
' Tlempa (dras]

100

—-—Experimgntales " -—*— Testlgosﬂ

Pendients de experimentales 1, 3589
Pendlente de tastigos 1,.4164 -
Grifica 3. Aumento de peso corporal de ratas leslrgo ¥ tratadas con respecto

al tiempo de tratamiento.

53



A continuacion se presentan fotografias a microscopia de luz de cortes semifinos de
0.5 um de espesor y tefiidos con azul de toluidina. Se aprecia el parénquima del 1obulo

izquierdo de higado de diferentes ratas tratadas con PPT y del testigo absoluto.

Podemos identificar los hepatocitos al mismo aumento y donde se observan sus °

caracteristicas asi como células de Kupfler, los sinusoides con eritrocitos dentro de

cllos y algunas células binucleadas. A. Testigo absoluto. B. Animal de 7 dias de

trataniento C. Animal de 14 dias de tratamicnto. D. Animal de 2! dias de tkataﬁﬁento.'

E. Animal de 30 dias de tratamicnto F. Animal de 90 dias de tratamiento, En cada
imagen se identifican las siguientes estructuras; N=niicleo, C=citoplasma, K=célufa de

Kupfter, E=eritrocitos, S=sinusoide, B=conducto biliar. X 400.
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DISCUSION

las células

Jiciones patologi 6 experi

Se ha observado que en

responden a numerosos esumulos a!tcrando la estructura y/o el con(emdo de sus

organelos, lo cual parece eslar correlaclonado a camb:os bloqulmmos y fisiolégicos

observados en la ﬁ'accm subcelular (Staubh et al 1979, Luft et al, 1962, Weibel,

1969). Es muy escasa Ia litera ra cnemiﬁca que anallza la pOSIbI]ldad de que las

vitaminas admxmstradas conllnuamentc pcr pcnodos prolongados lnduzcan cambios
morfolomcos a mvel celular en los hepatocntos Estudlos recientes han reportado
evidencias de quc Ia v:lax‘n/ma Ayla macma de liberacion a largo plazo producen
hcpatotox:cidad a conccntmciones elevadas - modificando - morfolégicamente - al
hepatocito (Kowalskl, ]994 y Howard, 1995).

De acucrdo con los resultados obtenidos en este estudio, como se observa en la
gréafica 1, hubo una tcndcncia al incremento citoplasmatico equivalente a 0.49um? en
prome&io por éeﬁ'odo analizado (sin ser estadisticamente significativo) en las células
hepaticas sometidas al tratamiento con PPT estable en solucién en comparacion con las
no tratadas, lo cual concuerda con el reporte de Staubli y cols. (1979), cuya
modificacién morfologica fise el resultado de Ia utilizacion del fenobarbital que también

incrementa la actividad de las vias mctabolicas que llevan a una mayor produccion de
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ATP momentancamerie. Observaron una hipenroﬁa hepaﬁca. y no sélo a este nivel,

sino que los org clos tambi ‘p‘. r modnﬁ morfologlcas

Tantu los hepatocuas de las raws (mlgo como las tratadas mostmron un ;

1

mcremcmo en las arcas " dticas y porque al aumemar la edad

lamhncn van aumentando de tamaﬁo las células (griiﬁcas 1 y 2)

las gr:iﬁcas prmntadu se obsen'a que los hcpatocnos de: las 'ratas iratadas"

generalmente mostraron mayores dnmensxones oompamdas

tmugos. Io quc se atribuye a las adaptamones morfolog:cas producto de las condlcxones .

ﬁsmlégxcas a} aumentar la actividad bxoqunmnca por I prcscnma commua del PPT La

interpretacidn de este fendmeno es que si blen con la aphcacton ﬁecuentc del PPT se

puede activar Jas rutas metabdlicas, no se pr

1

canto a fas Areas comparadas, es decir que las di asiones del [ x," i se

conservan dentro del rango normal 314pm’- 706.86um’ (Hollzman, 1986) tan(o en los

animales controles como en los tratados con PPT, sin embargo, s’ deswacmnes :

estandar son muy grandes y se superponen entre si, por fo que el andlisis de varianza )

resulta con una p > .05,

Ef hecho, de que el valor de fa pendiente en 1a grifica de peso corporal de los

animales testigo sea mayor con respecto a los tratados se puede atribuir, a que las raias

tratadas presentan una menor cantidad de grasa residual, lo que ‘nos mdwa que
probablemente el higado la esta utilizando como combustible en las vias metabdlicas

dependientes del PPT. Para confirmar esta

56



hipbtesis, se requlere de la rcahzncnon dc nlgunos estudios bloquimlcos postcnores Lo

observado sc pucdc mtcrpretar de la sngmentc mancra al activar los comple)os‘

enziméticos depcndlentes del PPT como so

enzimas. Como se mcncnoné anlenormcnte, el lugado es un ‘organo muy acnvo

mctabohcamenle. y requlere de la presen ia de muchas enzimas y coenz.\mas para que :

se lleve a cabo el metabolismo de Ia glucosa pnnclpalmenle, (Rosa, 1992) De lal

manera que al suministrar conunuamemc PPT : estable en solucnon eslamos» :
coadyuvando a mantener la homeostasis de este drgano tan 1mportante SI por algunar
razdn, dichas enzimas y coenzimas no se encontracan, en cantidad suﬁqlente, cxxstlrﬁanl ‘V
desordenes metabdlicos considerables. En este caso, el higado ﬁl;obablemente

desarrolla procesos adaptativos modificando el contenido del PPT, la lizu‘ninar

£ ofh

fosfocinasa y la tiamina pirc que la lasa tienc oscilaciones
durante la deficiencia de tiamina (Tumanov et al, 1984).

En nuestros resultados no se observa una hipertrofia hepatica, pero si tenemos
evidencias de una clara tendencia al incremento del area nuclear y citoplasmatica, que

pueden interpretarse como cambios adaptalivos ante una mayor actividad metabélica.

Esto nos indica que el PPT estable en solucion a nivel morfologico y fisiologico, no

la tmnscﬂolasa. el complejo plruvato-
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causa daiio al hrgado, tal como sc ha reponado en cstud:os con otras moléculas (T Yao

ct al, 1994, Tholen, 1985yHoward 1995)

celu!ar

At

por2 mec:

itando la acndosns

hepatocno no aumenta cuando se activa metabol camente con fenobarbital, lo cual

conﬁrma nu s(ros tados, ya que el nucleo del hepatocno no mostro un incremento

1mponame al adxcnonar'PP \ dado que las reacciones que dste activa se reatizan en el

cltop)asma, pnncrpalméﬁte en las m:tocondnas Ahora bien, los aumentos en el drea
nuclear a fos dias 14 y 90 se puaien exphcar como un aumento en la sintesis del ARN
nuclear como pane de los procesos adaptativos al incremento metabdlico.

La relacnon emre el cxtoplasma y ¢ nacleo es muy importante en este estudio, ya que
el cntoplasma mostro un crecimiento mayor bajo el efecto del PPT, lo cual podria
mdlcamos que dgbldo a un mayor metabolismo los organelos se est4n adaptando y
aumem‘n‘n s ﬁ'@éqién‘membranal, mientras que el nicleo puede estar produciendo

Rt R L]

activamente ARN sin afectar sus dimensiones morfométricas.
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ESTA TESIS Mo rrar
SALIR BE LA BiBLIOILLA

Los resultados de este trabajo experimental nos permiten fundamentar la aplicacion
terapéutica, de esta coenzima demostrando que la administracion continua y a largo
plazo del PPT no es ‘beica para ¢ organismo. Con respecto a esto Ultimo, en las

palo!og,!as rclaclonndas ‘con ¢l higado podemos mencionar lo sxgunemc se ha

comprobado que la funmon hcpnuca se llega a aherar en algunos casos como es la

enccfa!opatia de Wcmnckc y Ia hnperemcs:s grav{dlca (Rolma.n et al, 1994), los cualcs

responden al aphcacton de la namma Sm cmbargo sc esperarian mcjores resultados

chmcos en os casos Sl se adrmmslrnra PPT ¥a que fa coenzima actia dir

sobre su sustralo, cl écado pmmco y el amdo cx-cetoglutanco para la obtcncmn de

energia al acnvar cl ClClO de Krcbs ya que la tiamina, o sea la vitamina B, necesitaria

lransformarse en coenzx

energcucc s adecuado o sea, si hay una produccién adecuada de ATP. Pero Ia

dcl‘ctencla de ésle imporlante donador de fosfato se encuentra en cualquier patologia,

por tanto, la actwacron de las wtammas no se llevaria a cabo, y se produciria un circulo
vicioso, con las consecuencias clurucas esperadas. Por otra parte, la presencia del PPT
activa las vias metabohcas que degradan metabolitos toxicos, los que pueden bloguear

y celular, Asimismo, el PPT se ha

algunas reacciones bioquimicas del
utilizado en diversas alteraciones hepéticas de diferentes etiologias y su accion lega a
normalizar fos valores del acido pinivico y def acido lactico, que se encuentran elevados
por fo que el PPT puede restablecer el metabolismo energe’lico por ef mecanismo antes

descrito. Una vez superadas comp las nl.c." bioquimicas y sobre todo

para que sea activa, y ésto se logra si el metabolismo
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cnergencas de ln cclula hcpallca, las condlcloncs chmcas en gcneral se mcjoran poco a

poco con el uempo Por fo lamo con los resullados obtemdos podemos mnclunr que

no hay efecios secundanos ncg,auvos
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CONCLUSIONES
A mvcl cclular en cl &rea citoplasmatica y nuclear no se obscrvan modnfcncnones
morfomelncas a microscopia de luz, ya que hay una lcndencm al mcremenlo del area,

pero que se conserva dentro de los rangos nonna]es lo que nos pemme proponcr que

¢l PPT no produce una hlpcrtroﬁa del hepalocno ‘un cuando es un lejldo que depende

metabcllcamenle yen gran medida de LSlﬂ coenztma

Con la prescncm conlmua dcl PPT cl hepalocuo se adapla, mantnene ° recupera su

actividad bloqulmjca yfi snologzca sm allerar su morf‘ologla

PERSPECTIVAS

Como continuacién a este trabajo, se desarrollara una valoracién bioquimica, asf como

un’ estudio a -nivel - ultraestructural por medio de la microscopia electronica de

transmision del efecto de la aplicacion continua y a largo plazo del pirofosfato de

tiamina estable en solucion en: las células del higado, corazén y cerebelo para
complementar la informacion acerca del mecanismo de accion de esta coenzima, a nivel
molecular, celular y tisular, y de esta manera brindar mayor informacion sobre su

actividad biologica que sustente su aplicacion terapéutica.
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APENDICE I. 1‘
Asegurese antes de sacrificar lqs animales que itodos los

i
recipientes gue se utilizaron estén disponibles} Vi se
encuentren preparados los fijadores y amortiguadores tiempo antes
de que se extraigan los organos de los animales. Si la fijacién se

realiza A 0 C, las soluciones deberan estar frias en un bafio de

hielo. Los recipientes deben estar escrupulosamente limpios,
especialmente si se van a utilizar fijadores a base de Osmio, ya
que trazas de materia organica hacen que el Osmio pierda
efectividad,

Preparacion de amortiguador de cacodilato 0.3 M.
1.~ Prepare una soluciin 0.3 M de cacodilato de sodio con:
Na (CH3)2As02.3H20 4.12 g !
agrege agua destilada hasta aforar a 100 ml i
Ajuste el pH del amortiguador hasta Ph 7.4 con HCl1 1 N, ‘

Una vez pesado el cacodilato disolverlo en la mitad c‘qe agua
bidestilada y 1luego aforar a 200 ml. Disolver con zigitador
magnético y medir con potencidmetro., E£1 amortiguador y el z“eactivo

\



deben estar a la misma temberatura e ir adicionando lentamente el
HCl para alcanzar el pH de 7.4,., De - preferencia aforar cuando
llegamos a pPH de 7.5 porque al adicionarse a los demids reactivos

baja el pH.

Preparacién del fijador glutaraldehido en cacodilato.

Mezcle buffer de cacodilato con glutaraldehido al 70 % y
Amortiguador de cacodilatos 0.2 M (ml) 3.57 2.0
Glutaraldehido al 70 % (ml) 96.43 54.0

* Verter el glutaraldehido gota a gota y con agitacién continua en
parrilla magnética.

Preparacién de tetradxido de osmic al 1 % en amortiguader de
cacodilatos.

Si la ampolleta del tetradxido de osmio es de 1/2 gramo
disclverlo en 25 ml de agua bidestilada ultrapura desionizada. Se
deja disolviendo durante tres dias, y guardar en frasco esmerilado
bien tapado y sellado. Una vez transcurrido el tiempo de
disolucién, adicionar el amortiguador de cacodilatos 0.3 M al

tetradxido de osmio al 2 % en proporcién 1 : 1.



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Hipótesis
	Objetivos
	Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones    Perspectivas
	Bibliografía
	Apéndice



