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RESUMEN

La AFBI es una toxina con actividad mutagénica y teratogénica; estas propiedades pueden
variar dependiendo de la dosis ingerida, el tiempo de exposicién, la especie, la raza, 1a edad
¥ el sexo del individuo intoxicado (Pozzi y col., 2001; Wang, 1999). Afecta principalmente
al higado provocando lesiones como cirrosis {(enfermedad crénica progresiva, caracterizada
por la necrosis en células hepéticas de manera lenia por un periodo prolengade que puede
inducir hepatocarcinoma celular u ocasionar 1a muerte) (Angel, 2001). Para valorar los
posibles efectos terapéuticos del Nadian Plus (NP) (Suplemento alimenticio de origen
natural que contiene vitaminas como la A, B, C, D, E y K; ademis contiene minerales
como el calcio, magnesio. fésforo, hierro y potasio; y derivados de la colmena como Ia
miel de abeja, el propéleo y el polen. Se le ha atribuido como auxiliar en el tratamiento de
enfermedades crénico degenerativas ¢ infecciosas) nos dimos a la tarea de investigar su
respuesta ante una enfermedad crénico bepatica. Se realizd un estudio con 40 ratas macho
Wistar tratadas previamente con aflatoxina B! [1.5 ppb ], durante 84 dias; los dias 0,35y
84 se les realizé una puncién cardiaca y mediante pruebas bioquimicas (hematocrito,
cuantificacién de enzimas TGO, TGP v LDH), estudios histopatolégicos (higado, bazo y
rifiones) y la valoracién de sindromes toxicos, se valord el dafio ocasionado porla AFBI1
asi como los posibles efectos terapéuticos ocasionados por el NP. Los resuhtados mostraron
que ls AFB1 provocsd algunos sindromes t6xicos como disminucién de peso, caida de
pelo, anorexia y mortalidad; a nivel bioquimico se observé disminucién en el porcentaje del
hematocrito, aumento en la concentracion de las enzimas TGO, TGP y LDH; con relacién a
hsmnioshiﬂopaolégioos]asmmsnmmmsevemdaﬂoh@éﬂm,asimodaﬁom
bazo y riflones, sin embargo el NP pudo disminuir algunos sindromes t6xicos, contrarrestar
las alteraciones bioquimicas manteniendo niveles normales en el poercentaje del hematocrto
¥ en las concentraciones de las enzimas TGO, TGP y LDH provocados por la AFBI, y
también podria estar disminuyendo el grado de lesiones presentes en los 6rganos de los
mimaleshaladosconAFBl.Estosmsuhadosnoshawnsugm:quce]NP podria estar
minimizando los efectos provocados por la AFB1 debido a que las vitaminas gue contiene
tienen efecto antioxidante y ademis contribuyen en la regeneracion celular; al igual que
tos minerales y los derivados de la colmena que podrian estar participando en reacciones
bioquimicas del organismo que ayudan a contrarrestar ios efectos provocados por la AFB].



I. INTRODUCCION

L1 Caracteristicas anatémicas e histolégicas del higado.

El higado es ¢l érgano mis grande del cuerpo humano, mide aproximadamente 28 x 16 x 8
em de espesor y pesa en el adulto normal 1400-1600 gr, representando el 2.5% del peso
corporal; es considerado una glandula accesoria del sistema gastrointestinal de color rojo
pardo. Esta situado en el hipocondrio derecho, abarca del epigastrio a la parte mas alta det
hipocondrio izquierdo, esta por debajo del diafragma y por encima del estdmago y de las
asas del intestino delgado; ubicado detrés de las tres Gltimas vértebras dorsales y a nivel de
la linea axilar derecha a las siete altimas costillas (Figura I) (Moore y Dalley, 2003). Tiene
forma semiovoidea, posee una cara superior la cual esta divida en ldbuio derecho e
izquierdo; una cara inferior que presenta dos surcos anteroposteriores de los cuales el
derecho aloja a la vesicula biliar y a la vena cava infedor; el izquierdo aloja a la vena
umbsilical y al conducto venoso. En la parte media de ambos surcos, se encuentra el surco
transversal que corresponde al hilio, el cual forma el limite posterior del 16bulo cuadrado y
el limite anterior del 16bulo de Spiegel (Moore y Dalley, 2003); posee un borde anterior y
uno posterior asi como una extremidad derecha y una izquierda. El higado en su mayor
parte esta revestido por la envoltura peritoneal, ademis forma algunos pliegues o
ligamentos tales como el ligamento suspensofio, el coronario, el hepatocdlico, el
hepatorrenal y el epipién gastrohepitico (Figura 2); 1a otra parte del higado esta cubierta
por 1a cépsula de Glisson o envoltura fibrosa. Su principal irrigacion sanguinea aferente se
rw]hxamésdehvmapoﬂa,qmmspmmmgremmoﬂgmadadebidoaque
ha circulado a través de los intestinos, el péncreas y el bazo. La circulacién hepatica se
lleva a cabo en los sinusoides y en consecuencia el higade se interpone en el camino de los
vasos sanguineos que transportan las sustancias absocbidas por el tubo digestivo, esta
posicién le da al higado la oportunidad de metabolizar, degradar o conjugar estas
sustancias, pero también lo convierte en el primer drgance expuesto a los compuestos
toxicos ingeridos (Gartner y Hiatt, 2002).



Figara L Lecalizacién del kigade. Se cacucnin sitvado ca ol cwsdeanie soperior derecho y parte del
iaquierdo, ests por debajo del diafragma y por cacisa del estomago ¥ de las asas ol indestine delgada, detris
de las tres Sitimas vickchras dorsales y a mive] de la fincs axilar dorecha (Moore y Dalley, 2003}
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Figers 1~ Estruciars dol Higade. Esio drpano csla cossilinide per (A) cars daliagmisica ¥ (B) can
viscersl, La cars Saliagmitica tiene forme shovededa y 50 adapts & Is casa indixier dol dinfragass, osia cara
o8 muy cxionss y 30 divide en poscide superior, asterier, deveche ¥ posterior. La cars viscorat del higado teme
' arfontackin inferior y posterier devechs (Ganong, 20073
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ElMgado'prcsmmmpauéndeéreashexagondﬁmhswdwlasnbéculaspafmdas
compuestas por célules parenquimatosas se disponen radialmente alrededor de una vena
central.Enmdeloséngﬂosdcwmsmnasestaprescmeunapequeﬁaémauiangu!ar

formada por tejido conjuntivo en cuyo seno se advierte la presencia de un conductillo biliar,
umrmnadelaamriahep&'caymramadclavmaporta(u-iadapoﬂal)(ﬁgura 3). Las
ramas laterales de estos vasos que s¢ observan a intervalos cortos en su trayecto, confluyen
en los sinusoides hepdticos de pared delgada que ocupan los espacios que quedan entre las
trabéculas dispuestas radialmente, y que drenan en la vena central. Por tanto, las trabéculas
perforadas de células hepdticas estin expuestas a un gran volumen de sangre que fluye en
sentido centripeto dentro de los sinusoides. La vnidad poligonal antes aludida se ha
denominado lobulillo hepatico o clésico y es considerada la unidad estructural y funcional
del higado (Ross y col., 2001). Asimismo, en el endotelio de los sinusoides estan anclados
numerosos macréfagos (células de Kupffer) que se proyectan al lumen. El 4cino hepético es
una masa ovoidea de células parenquimatosas que rodea cada arteriola, vénula ¥
conductillo biliar terminal, que a su vez se ramifica lateralmente desde el espacio porta; su
centroeonsistemmltaﬂowscularqwconﬁmelasramastmnjnalesdelavmpona,de
hsanﬁ'iashq:ﬁiwsydebsmnductosbiliar&s,ﬁnalmauemcadacmemo del 4icino
existe una vena central (Figura 4). La sangre fluye desde ¢l tallo vascular hasta las vénulas
hepdticas localizadas en el exterior de los 4cinos. En esta via las células més cercanas al
tallo vascular reciben sangre mejor oxigenada, mientras que las células en la periferia del
écinosonlasmmsoxigenadas,ydeestama’a,méssusoeptihlsaialaiénanéxica.
Cada célula hepdtica se encuentra adyacente a varios canaliculos biliares; los cuales drenan
en los conductos biliares intralobulares y éstos se unen en la via de los conductos
interlobulares para formar los canales hepéticos derecho e izquierdo, estos se unen a su vez
en ¢l exterior de! higado para formar el conducto hepdtico comin (Ganong, 2002). '

En términos generales, los componentes estructurales hepéticos incluyen a los hepatocitos
(células parenquimatosas), que constituyen el 80% de las células de este &rgano, los cuales
estén organizados en trabéculas celulares; a el estroma de tejido conectivo (capsula de
Glisson), a los vasos sanguineos y linféticos, a los nervios auténomos eferentes que se
distribuyen por el tejido conjuntivo, a los conductos biliares que traascurren por el estroma;
alos sinusoides Jos cuales estdn recubiertos por células endoteliales tipicas y a las células

13



Figura 3. Coric histoligice bepitics representands a la irinda portal 5S¢ observa sns peguefia drea
formads por tejido conjentive, an conductillo bifiar (CB), ma rama de la artcria hepitica (AH), 5na rama de
Ia vena porta (VP), y a los simnsoides (S). (Ross y col, 2001).
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Figars 4 Represcataciia asquemsitics de lobulllle peligenal y del fcine hepbtico clipssidal. El lobuiillo
mecstra was tipics trinda portal, constileida por rames de la arteria hepéitica ¥ de la vesa porta, jusio con wa
conducio bilier. Ea ¢ éicioo aparecen sclialadas tres 2omme que indicas b posiciéa relativa de bas ciiclas ca e}
icino com respecio &l gradionte do comcontracifa de oxigeno en ln sangre quo figye desdo kes rmas de b
artcria hepitics y de la vesa ponta (Cubillos y col., 2001).




de Kupﬁ'ei‘, por debajo de los sinusoides se encuentra ei espacio de Disse, el cual se conecta
con los vasos linfiticos en los tabiques inteclobulares {Ross, 2001).

1.2 FISIOLOGIA DEL HIGADO.

E! higado es una gléndula mixta exocrina y endocrina cuyas funciones son efectuadas por el
hepatocito. Dicho érgano interviene en conversiones metabGlicas de sustratos que
provienen del tubo digestivo, €] pancreas y el bazo. Algunos de los productos de estas
conversiones metablicas son transportados con la secrecion exocrina denominada bilis.
Las secreciones endocrinas son liberadas directamente al torrente sanguineo que irriga el
parénquima hepético, estas incluyen sustancias sintetizadas por los hepalocitos como la
albéimina, la porcién proteica de distintas variedades de lipoproteinas, las & y P globulinas,
la protombina y las glucoproteinas (Ross, 2001).

1.2.1 Funciéa exocrina.

La principal contribucién del higado al proceso digestivo es la secrecién de bilis, que
consiste en un fluido formado por colesterol, lecitina, acidos grasos y sales biliares, los
cuales reducen la tensién superficial; junto con los fosfolipidos y monoglicéridos producen

emulsificacién de las grasas para su digestién y absorcion en el intestino delgado (Ganong
2002).

1.2.2 Funciéa metabdlica.
El higado es el 6rgano encargado de realizar la mayoria de las funciones metabdlicas, por

ejemplo: mantiene la concentracion de glucosa en la sangre, puede convertir compuestos
como el &cido lactico, el glicerol y el 4cido pinivico en glucosa y més tarde en glucogeno
{Gartner y Hiatt, 2002). Con relacién al metabolismo de los lipidos genera un elevado
indice de oxidacién en los 4cidos grasos para aportar energia en las funciones corporales,
en la formacién de las lipoproteinss, en la sintesis de colesterol y de los fosfolipidos, v en
la conversién de los hidratos de carbono y de las proteinas en grasas. Desempefia también
el metabolismo proteico donde se encarga de la desaminacién de los aminodcidos, de la
formacion de la urea para eliminar. el zmoniaco de los liquidos orgénicos, ¥ de las
conversiones reciprocas entre los diferentes aminoécidos y compuestos para proceses
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metabdlicos de! organismo. Ademds el higado almacena vitaminas como la A,Dy¥Bjzy
¢! hierro en forma de ferritina. En el higadotambiénsellevaacabclafmnaciénde
proteinas plasméticas como la albimina, las proteinas fijadoras de esteroides y las
hormonas; se realiza la sintesis de fibrindgeno, protrombina, globulina aceleradora, factor
VII y vitamina K. Este érgano, ademds es cf responsable de la excrecién de muchos
farmacos {sulfamidas, penicilina, ampicilina, eritromicina), esteroides, hormonas, (tiroxing,
estrégeno, aldosterona y cortisof), calcio y toxinas. Finalmente, 'a inmunidad que
proporciona el higado es a través de las células de Kupffer que fungen como fagocitos, los
cuales eliminan los restos celulares y las particulas extrafas, incluyendo microorganismos
que pueden invadir la sangre desde la luz intestinal (Gartner y Hiatt, 2002; Ganong, 2002).

L3 PATOLOGIAS RELACIONADAS CON CANCER DE HIGADO.
1.3.1 Cirrosis Hepitica.
Esummfamedadpmgrahacrénkzwmﬁaﬁzadﬂpmnecmsbdecéluhshepéﬁms de
manera lenta por un perfodo prolongado, hasta causar la muerte del individuo (Angel,
2001). La cirrosis constituye la respuesta principal del higado ante agresiones inflamatorias,
toxicas, metabdlicas y congestivas que han actuado durante largo tiempo (Andreoli y col.,
1999). Esta enfermedad es considerada una lesion premaligna, y ¢} riesgo de un
hepatomrcinomacelular(HCC)wmuyaitowamiolachosisescaus&daporunu-astonm
metabélico, por un virus o por la ingesta de! alcohol; que afecta tanto a venas centrales
como a espacios portales y a nédulos regenerativos formados por células hepdticas
sobrevivientes (Parakrama y Clive, 1999). Entre sus factores etiolégicos interviene el
alooholismo, la obstruccién cronica del tracto biliar, desnutricion, necrosis hepatica
submasiva de la hepatitis viral, degeneracién hepatolenticular o enfermedad de Wilson,
sifilis, insuficiencia cardiaca congestiva y la hemocromatosis  (Angel, 2001).
Macroscépicamente el higado estd crecido en etapas iniciales, pero al avanzar la
enfermedad este se vuelve més pequefio debido a la pérdida de células y a la contraccitn
fibrosa (Parakrama y Clive, 1999). Son diversos los factores que pueden causar lesion
difusa del higado y originar cuadros morfol6gicos distintos de cicatrizacin en su tamafio y
distribuci6n. La cirrosis es considerada una fase final de procesos patolégicos diferentes,
tomando en cucnta para su clasificacién morfolégica el tamafio de los nédulos, 1) €f
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micronodular (nédulos de igual tamafio o menores a lcm), 2) macronodular (de distintos
tamafios y mayores a 5 cm), 3) el mixto (macro y micronoludar) v 4) la cirrosis septal
incompleta (nédulos multilobular) (Kumar y col,, 2004).

1.32 Hepatitis B.

Es una infeccién sistémica que afecta predominantemente al higado; su agente causal es el
virus de la hepatitis B (VHB) que puede producir una hepatitis de tipo: a) aguda, b) crénica
progresiva, ¢) cronica progresiva que acaba en cirrosis, d) fulminante con necrosis hepatica
masive, €) un estado de portador asintomético con o sin enfermedad subclinica progresiva,
o f) un nicho para el virus D de la hepatitis (VHD). El VHB puede ser transmitido por via
percutdnea, saliva, liquido seminal, LCR, ascitis, liquide sinovial, transmisioén sexual y
perinatal. Ademds, el VHB puede intervenir en el desarrollo del HCC (Kumar v col,,
2004)).

1.3.3 Hepatitis C.

El agente causal de esta enfermedad hepética es el virus de la hepatitis C (VHC). Las vias
de transmisién pucden ser por inoculaciones, por transfusiones sanguineas, por
hemodilisis, por transplantes, por exposiciones percutineas, por transmisién matemo filial
o por transmision sexual. Esta lesion hepdtica activa al sistema inmune presentando
foliculos linfoides portales, elevacitn de linfocitos T citotéxicos, induccidn de anticuerpos,
actividad monocitaria elevada y produccitn de monocinas. Ademés presenta elevacién de
enzimas como: la transaminasa glutmico pirivica (TGP), la transaminasa glutimico
oxalacética v la lactato deshidrogenasa (fabla I); por el lado citopdtico, se presenta una
afectacion lobulillar con escasa actividad periportal, también hay una comrelacién enire la
respuesta bioquimica al interferén y la desaparicion del RNA del VHC sérico y el Clll;S‘O
progresivo de enfermos inmunosuprimidos (Kumar y col., 2004). Si después de 6 meses las
transaminasas siguen elevadas, la hepatitis B y C pueden evolucionar a cronica elevando el
nGmero y localizacion de las células inflamatorias  (Andreoli y col, 1999).
Aproxirnadamezneelmdelosent‘ennosconhepaﬁﬁsB crénica avanzan a necrosis y a la
fase terminal con riesgo a padecer HCC (Moore y col., 2004), mientras que los enfermos
con hepatitis C crénica muestran una evolucion natural prolongada y de avance lento; al
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pa'eea'solounlﬂ%deaaosenfamosd;sumllmcinosisympmmtqjemmavm
haci;laflsewrminalyalHCC(Kumarywl.,ZW).

1.3.4 Hepatocarcinoma Celular (HCC)-

Son varios los factores que pueden inducir al HCC, por ejemplo, hay evidencias que la
infeccién por el virus de hepatitis B y C pueden ser causantes de HCC, asi como los
azocompuestos (Altman y Sargi, 2000). Ademds, las aflatoxinas también son muy toxicas
para las células hepdticas (Stettller y Sengstag, 2001). Mis del 80% de pacientes que
desarrollan HCC presentan cirrosis hepética; asi como un recambio celular creciente en los
nédulos regenerativos que s interpretan como alteraciones displasicas premalignas. El
HCC se presenta como una masa solitaria grande, con nodulos multiples o como lesion
difusa infiltrante, las células hepaticas son anormales con diferenciacion variable dispuestas
en cordones separados por sinusoides, tienen nickeos crecidos y muestran nucléolos
prominentes, en algunos casos s¢ preseata bilis en su citoplasma (Kumar y col., 2004).

1.3.4.1 Etapas del hepatocarcinoma celular.
Septmemaenmfas&soetapas:uprimeraesaumdoe]dncermtaconﬁnadoama
pmd@delhigadoyeluunorpwdesaexﬁrpado.hsegundampmdzcuandoel
cﬁm’:aparmca‘lgmnpartedelhimoyeimmornopuedeserexﬁmdo,yhtemm
etnptconrmpomieammdoelnmorschaextendido por todo el higedo y por otros 4rganos,
por via linfitica a ganglios, y por via hematégena para producir metdstasis pulmonar
(Parakrama y Clive, 1999; Altman y Sargi. 2000).

L4 SINTOMAS Y DIAGNOSTICO.

Generalmente los sintomas del hepatocarcinoma no aparecen en etapas tempranas (Aleman
y Sargi, 2000) pero debe sospecharse HCC cuando un paciente presenta dolor y tumoracion
abdominal, pérdida de peso, deterioro de la funcidn hepética, fiebre, hemorragia
intraperitoneal, embolias pulmonares, ictericia y obstruccién de las venas hepéticas (Kumar
y col., 2004). Macroscopicamente el higado esta crecido en etapas iniciales, pero al avanzar
I.aenfamedadestescvueh‘em.éspequdiodebidoalap&didadccélu!asyalaconu-wcién
fibrosa (Parakrama y Clive, 1999). La tabla ! muestra las pruebas bioquimicas, enzimaticas
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¢ inmunolégicas para el diagnéstico de les patologias relacionadas con céncer hepdtico
(Moxrison, 1999). Las enzimas LDH, TGP y TGO estén presentes en e} citoplasma de los
hepatodmAdunashTGOscpmdemmmimmndﬁas.Cumdoseprmmum
lesién leve, 1a membrana plasmética (MP) del hepatocito es dafiada liberando de su
citoplasma LDH, TGO y TGP. En una agresién hepatocelular mas grave, la lesion
mitocondrial provoca 1a liberacién de la TGO de las mitocondrias y la TGP del citoplasma
elevando los valores hasta 1500 U/L (Tabla 2) (Rodriguez A, 2001).

1.5 TRATAMIENTO.

El tratamiento del HCC depende de la etapa de la enfermedad, de! estado general de salud
del paciente y de ofros factores. Se puede extirpar la parte dafiada de higado, ademas se
puede utilizar radioterapia, quimioterapia, transplante de higado, hipotermia, terapia
biolgica (Altman y Sargi, 2000). En algunos modelos de animales, la vitamina E llega a
inhibir 1a formacién de nitrosaminas carcindgenas; ademss modifica la aparicion de
neoplasias y ia conducta de las mismas. En general se ha sugerido que las dietas que
contienen grandes cantidades de vitaminas antioxidantes participan a controlar un poco el
riesgo de enfermedades malignas (Goodman y col., 2003).



T&I.MéWWM¢W)mafm
relscioncdas con clacer hepdtico (Morrison, 1999).

Prechas

Chrresis Bepitica Hepatitis B Hepatitis C Carcinems
Diagnisiicss Hepatocehalar
Acide dirice 1 — —_— JE—
Ada-proteima —_— —_— _ (+}
Amonlses t —_ E— _
ARvimina 1 i 1 i
Bilrruibing Tetal
t T 1 —
Bilirrubina
Urimaria —_— (+) 83 —
Colesterol ! + i 1
Cuenta
eritrecitaria e _ _ 1
Cuenta Linfocitos T
kescocitaria —_— W citstbricor Limfocitos T 1
¥ ctlabns NK cititérices
Fesfatasa
Alcalina 1 _ _ —_
GT i t t —_—
Globaiinas t 1 1 1
Hematocrito —_— _ _— !
LbH — T T T
PCR Si s¢ realiza Si se realiza Si se realiza Si s reakiza
TGO —_— T t 1
TGP t t —_ 1
- Ag. saperficke HB. (TYE HCY).
Prochss Ac, smperficie HB. (ELISA)L
Inmuneligicas - Ag, —ac. HBe. (VRIM)
_ Ac. Central HB. —_—
Biepsia Si 5¢ reakra Si s¢ reakima Sise reaina Si se reakiza

(1 = aumentados; | = disminuidos; (+) = prucba positiva).
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Tabia 2. Vmewkhwewwwew
pers enfermedades relacionadas con céucer hepético (Rodriguer A, 2001).

Pruchas Diagnisticas Valores de referenciz
Acido rico M: 23 - 7.3 mg/dl
H: 3.0 - 8.6 mg/dl
Amonisco 0-150 pg /dl
Albumina 3.4- S4gid
Bilirrubisa Total 8.2-1.1 mg/dl
Colesterol 140 — 310 mg/dl
Cuenta eritrocitaria M: 42 - 53x 18 cébmm’
H:4.4- 57x10°célmm’
Cuenta Jencocitaria 4.0-10 1 10° ceVimma’
Foufatass akcalina 21-91 ULL
v-GT 9-60 UL
Globalinas 2.0-3.8gd
Hematocrito 39-51%
LDH 60220 UYL
TGO o-41 UKL
TGP 0-58 UL

(M: mujeres; H: hombres; mg/dl: miligramos por dexilitro; pg /dl: microgramos por decilitro; g/dl: gramos
pordeqlrhn,cd!mn'oﬂdaspmrmﬁmﬁmwbwo; %4 tanto por ciento; U/L: unidades internacionakes por
kitro).



I1. CANCER

El término céncer se refiere a un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
autbnomo de células anormales (neopldsicas); es el resultado de una pérdida en la
regulacién de las funciones celulares como la proliferacion, la diferenciacién y la apoptosis;
sin la restriccién apropiada de los procesos mencionados, las células neoplasicas se
reproducen en gran ndmero, invaden estructuras adyacentes y desarrollan colonias
metastisicas de manera progresiva. El cAncer es un proceso que consta de miltiples etapas
(iniciacién, promocidn, progresion y metdstasis) en el que se tienen que producir numerosas
alteraciones genéticas, generaimente a lo largo de afios (Schwartz y col., 2000). La mayoria
de las alteraciones son mutaciones somdricas, las cuales derivan transiocaciones
cromosdmicas, delecciones, inversiones, amplificaciones o mutaciones puntuales; estas
alteraciones pueden determinar fa funcién de activar oncogenes, los cuales son efectores
positivos de la transformacién morfolégica y ta tumorigenicidad de las células primarias.
Los genes de supresién tumoral son reguladores negativos del crecimiento y la pérdida de
su funcién conlleva a promover la carcinogénesis (De Vita y col., 2000). La primer etapa
del cincer, “iniciacion”, es la exposicién constante de agentes genotéxicos (union de
metabolite carcinégeno electrofilico al DNA) que inducen cambios en el material genético
o mutaciones decisivas al DNA parental. La segunda etapa, “Promocidn”, €s la exposicion
de las células iniciadas.a moléculas que inducen su proliferacion, la cual permite otras
mutaciones espentineas que culminan en la expresion de fenotipo maligno {transformacién
maligna). La etapa de “Progresion” describe el desarrollo sucesivo de un mayor
crecimiento local e invasivo culminando con la etapa final, “metdstasis”, de las células
transformadas (Schwartz y col., 2000).

IL1 CARCINOGENOS

Se pueden clasificar en 3 tipos:

IL1.1 Carcinigenos Fisicos (rayos nltravioletas y radiacion ionizante).

Estos agentes pueden aumentar la proliferaciéa celular durante cierto tiempo, lo cua!l podria
ocasionar cambios en el material genético de tipo puntual.
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11.1.2 Carcindgenos Quimicos.

Estos agentes requieren ser metabolizados a partir de un procarcindgeno para producir
intermediarios electrofilicos. El dafio al DNA depende del equilibrio entre la tasa de
oxidacién de los intermediarios carcinégenos y la tasa de detoxificacion de estos productos
oxidativos a través de la conjugacién con glutation y #cido glucurdnico. Entre estos
carcindgencs quimicos se encuentran hidrocarburos policiclicos (benzopirene), aminas
arométicas (P-naftilamina, bencidina, aminofluorcnos) y metales pesados (niquel, cadmio,
cromo, arsénico, plomo) entre otros.

.13 Carcinégenos Virales.

Algunos virus son capaces de introducir su material genético en las cétulas huésped
ocasionando cambios morfoldgicamente compatibles con la transformacién neoplasica.
Dentro de los virus capaces de ocasionar estos cambios se encuenira el virus de Epstein-
Bar, el de la hepatit's B, el del papiloma humano subtipos 16y 18,y el virus del Sarcoma
de Kaposi (Schwartz y col., 2000).

I1.2 Oncogenes y genes de supresién tumoral.

La definicién de un oncogén exige la demostracién experimental de que el producto de ese
gen contribuye a la transformacién maligna de la célula; pueden clasificarse en oncogenes
nucleares como MYC, en citoplasméticos como RAS, en factores de crecimiento
anormatmente activados como Her2/neu y c-FMS, en moléculas transmisoras de seffales
intracelulares como c-SRC, RAS y ¢-RAF y en factores nucleares de la transcripeién como
¢-MYC (Weinberg, 1985).

Los mecanismos de los oncogenes a'teran simultineamente diversos aspectos de control en
el crecimiento (ciclo celular y apoptosis). Las células estin en todo momento tomando
decisiones relativas a su divisién, diferenciacién o muerte celular programada (apoptosis);
estos procesos afectan en gran medida el nimero neto de las céluias (Alberts y col., 2002).
Las sustancias carcinogénicas afectan a genes que determinan la mutabilidad del DNA,
codificando proteinas que participan en la respuesta celular a dafios en el DNA. Las
lesiones oncogénicas afectan con frecuencia a la maquinaria interna que regula el ciclo
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celular y a las rutas de transmisidn de sefiales que acoplan los factores de crecimiento a
dicha maquinaria (Cooper, 1995).

Los protoncogenes son los reguladores de los procesos biolégicos normales, desempefian
funciones en el control del crecimiento celular, en la profiferacion, en la apoptosis, en la
estabilidad del genoma y en la diferenciacién (De Vita y col., 2000). La mayoria de los
protoncogenes y genes de supresion tumoral intervienen directamente en la regulacion del
ciclo celular normal; las mutaciones que dan lugar a una nueva funcién y activan a los
oncogenes, activan de forma permanente a los componentes de las cascadas de
transduccién, por ejemplo la activacién de RAS, con menos frecuencia afecta a reguladores
positivos del ciclo celular (ciclinas). Los protoncogenes nucleares median el paso de la fase
Gl a la fase S del ciclo celular, a la apoptosis, a la estabilidad del genoma y a la
maduracién celular. De igual manera, las mutaciones en alguncs genes de supresion
tumoral pueden bloquear la inhibicin del ciclo celular (Cooper, 1995).

11.2.1 Transduccida de sefiales.

Los productos de los oncogenes pueden evitar la dependencia del factor de crecimiento si
actian como ligandos o como receptores. Muchos factores que regulan el crecimiento
celular actiian de forma coordinada para activar las muitipies rutas como Ja de RAS, la de
la fosfolipasa C (PLC), la de SRC y la ruta de las cinasas Janus (JAKs) que actian en
concierto con las proteinas STAT. Las diierentes respuestas celulares s¢ producen por el
reclutamiento diferencial de proteinas transmisoras de sefiales y por la activacién de las
rutas. Cada punto de control de estas rutas puede constituir el objetivo de la desregulacion
producida por las oncoproteinas, éstas pusden no presentsr ninguna afteracién en su
estructura normal pero se expresan en exceso; en el caso contrario serian proteinas mutadas
o truncadas. En términos generales, las oncoproteinas pueden obligar a la célula a suffir una
divisién descontrolada o un crecimiento invasivo {De Vita y col., 2000).

La ruta RAS est4 relacionada con la recepcion celular de sefiales a través de los receptores
de tirosina cinass; una vez activadas las proteinas RAS intervienen en la activacion de la
transcripcién, transformacién celular y otras funciones efectoras (Bos, 1987). La principal
funcién bioquimica de estas proteinas es la capacidad de unirse a nucledtidos de guaning;
esta caracteristica sugiere que estas proteinas funcionan igual que otras proteinas G que



pasan del estadc inactivo por unién al difosfato de guanina (GDP) al estado activo por
unién al trifosfato de guanina (GTP). En los cénceres humanos, los receptores oncogénicos
son activados por amplificacidn génica (exceso de expresion), y/o por mutaciones puntuales
(Mulligan, 1993).

El gen ¢-MYC es un componente esencial de las rutas de sefializacidén que median la
transformacién celular por accién de una serie de oncoprotelnas, como BCR-ABL (Sawyers
y col., 1992). Ademds, c-MYC interviene en la progresién del ciclo celuiar provocando la

activacion de las ciclinas E y A en las células quiescentes (Jansen y col, 1993), también
participa en la apoptosis y regula directamente a la proteina p53. El gen retinoblastoma
(RB) se identificé como un gen de supresién tumoral; las mutaciones en esie gen no se
restringen solo a los retinoblastomas hereditarios, sino que también produce proteinas que
regulan directamente a las ciclinas (A, D y E) y a les cinasas dependientes de ciclinas
(Cdks) (Baldin y col., 1993). De todos los genes de supresion tumoral identificados, los
Gnicos que estén relacionados con la maquinaria det ciclo celuler son pRB y p53; la
expresién de pRB provoca a que se inhiba la progresion del ciclo celular de la fase Giala S
por unién a E2F-1 y c-abl. Por.otro lado, p53 inhibe la progresién del ciclo celular por la
activacion del complsjo ciclina/cdk, p21, de manera que esta no puede fosforilar sustratos
como pRb. Ademss, p53 actia controlando el crecimiento de tumores, hacia las rutas
apoptiticas vy a los puntos de control del ciclo celular (Yin y col., 1992).

IL.3 APOPTOSIS.

Es un proceso dependiente de ATP en el que la cflula se autodestruye siguiendo un
peograma ordenado de proteolisis, de degradacion de Acidos nucleicos e involucién celular.
A nivel bioquimico, se activan endonucleasas y proteasas, y el DNA celular es digerido y
escindido en fragmentos. También, se presenta una alteracion dei ciclo celuiar que puede
ocurrir por infeccidn virica, por activacién de oncogenes o pérdida de los supresores
tumorales que regulan el ciclo celular. La expresion elevada de la proteina BCL-2 es capaz
de bloquear la apoptosis incluso en presencia de altos niveles de pS3 en el interior de la
célula (Chiou y col., 1994). Ademss evita la muerte celular inducida por dafios oxidativos,
por ello, actia como antioxidante o secuestrador de radicates libres. BCL-x estd
estrechamente relacionada con BCL-2, la cual ayuda a controlar la muerte celular, mediante
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un proceéo altemative de corte y empalme, BCL-x produce dos variedades, BCL-xS
(isoforma corta) y BCL-xL (isoforma larga), BCL-2 y BCL-xL inhiben el proceso de
apopiosis y contribuyen a la sobrevivencia de la célula y resistencia de dafios contra esta.
Ademés interactiian con Bax que es otro miembro de la familia BCL-2, el cual es activado
por p33 y es considerado un regulador central de la apoptosis, es decir promucve ta muerte
celular programada (Xiao y col., 2002). Ademss, la unién de BCL-2 y BCL-X1I con Bax
puede bloquear la capacidad para inhibir la apoptosis; por lo tanto, la modulacién de las
cantidades de Bax/ BCL-2 en el interior de la célula son fundamentales para que las células
tomen la decisidn de programarse para la muerte celular (Miyashita y Reed, 1995).

IL4 CICLO CELULAR.

Las fases funcionales del ciclo celular son la copia exacta del DNA, conocida como la fase
S o de replicacion del material genético, y la segregacién exacta de conjuntos duplicados de
cromosomas entre las células hijas, llamada fase M o mitosis (Alberts y col., 2002). Las
cé]ulasquenosedh'idendefomaacﬁvapuedenahandonwpamsimpreesteciclopor
difa'mciaciéntamjnalopmpummdumnletmcimﬁempoenunestadode
Iatencia o de reposo conocido como Go. El mecanismo de control intracetular puede verse
mfluenciado por varios factores extracelulares como los factores de crecimiento, los
mitdgenos, los antimitgenos, los inductores de la diferenciacién, el contacto entre cétulas
(uniones GAP) y la disponibilidad de los nutrientes (Hartwell y Kastan, 1994). Las Cdks
controlan las transiciones del ciclo celular a través de las ciclinas; las CdKs pueden verse
inhibidas por cambios en los niveles de las ciciinas D y E que se sintetizan y se degradan en
etapas especificas det ciclo celular, o ser inactivadas por fosforilacién en residuos de
treonina 14 y tirosina 15; también pueden reactivarse por fosfatasas que actian en los
mismos sitios. Las proteinas inhibidoras de Cdks pueden evitar tanto la formacion de los
complejos ciclina/cdk como la activacién de la Cdk en estos complejos. El complejo
ciclina/cdk activado fosforila los sustratos necesarios para la transicién a la siguiente fase
del ciclo celular (De Vita y col., 2002).
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I1.4.1 Transiciomes del ciclo celular.

Cuando las sefales mitogenicas estimulan 2 una célula para que abandone su estado de
reposo ¢ inicie el ciclo celular, 1a expresién de la ciclina D asumenta durante toda la fase G
mientras esta presente algan factor de crecimiento. El complejo ciclina D/cdk4 o 6 activado
fosforila a la proteina del retinoblastoma (RB), la cual tiene unidos factores de
transcripci6n. El complejo E2F puede activar la transcripcion de genes cuyos productos son
necesarios para iniciar la fase S del ciclo celular (Nevins, 1994). Entre los productos
génicos que son activados por los complejos E2F al final de 1a fase Gi se encuentran una
serie de proteinas, como la dihidrofolato reductasa, la DNA polimerasa a y la timidina
cinasa (Nevias, 1994). La familia de proteinas inhibidoras de las Cdk {p21, p27, y p37)
bloquean la actividad de la cinasa de los complejos ciclina D/Cdk4, ciclina D/Cdké, ciclina
E/Cdk2 vy ciclina A/Cdk2 (Lee y col., 1995). Otras proteinas inhibidoras de las Cdks (p15,
pl6, p18 y pi9) también pueden inhibir especificamente a los complejos ciclina D/cdk4 y
cdk6 (Hirai y col., 1995).

Una vez que la célulg ha copiado con éxito todo su genoma (fase S), en la mayoria de las
células se produce una pausa en el ciclo celular conocida como fase Gz La transicion de la
fase Gz a la mitosis esta estrictamente regulada por Cdks y ciclinas anilogas a las que
regulan la transicién de Gi a S. El factor promotor de maduracién (MPF) es un complejo de
ciclina B y cdk2, ¢l cual es un regulador impostante en la transicién de la fase Gz a la
mitesis. Durante la mitosis los cromosomas se condensan y se segregan, fimalmente la
membrana nuclear se reconstruye, el huso mitdtico desaparece, los cromosomas se
descondensan y la membrana celular se invagina para completar la citocinesis (Alberts y
col., 2002).

I1.4.2 Puntos de control ea ¢ ciclo celular

Una serie de acontecimientos extracelulares (como la privacion de nutrientes, cambios en la
temperatura) o intracelulares (agotamiento de nucledtidos o dafios en el DNA) pueden
determinar el bloqueo del ciclo celular en alguna fase. Estas dependencias ordenadas,
llamados puntos de control, estin controladas por la regulacién de ciertos productos
génicos implicados en la progresion del ciclo celular (Figura 3).
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La presencia de dafios en el DNA provoca un aumento de los niveles de proteina de p53
que activa la transcripcién del gen p21, El aumento de expresién de este gen inhibe la El
gen de supresién tumoral p53 es un componente critico de la ruta de transmisién de seflales
que permite la parada del ciclo celular en Gi cuando el DNA ha suftido dafios actividad de
los complejos ciclina E/Cdk2, impidiendo asi la fosforilacién de Rb y blogueando de esta
manera la transicién de la fase Gia la S del ciclo celular (Slebos y col., 1994). Ademas, p53
parece estar mutado en un gran porcentaje de canceres humanos. La pérdida de la funcidn
normal de p53 puede originar la replicacion inadecuada del DNA o la supervivencia de
células que estén programadas a la muerte celular (Hollstein y col., 1991).

IL.5 Desarrollo del céncer.

El término cdncer engloba un conjunto de enfermedades malignas, lo forman miltiples
subpoblaciores de células con diferentes caracteristicas genéticas, bioquimicas e
inmunolégicas (Fidler, 1995). Las células cancerosas presentan diversas anomalias
fenotipicas como: 1) la desregulacién del control del ciclo celular y la alteracién de su
crecimiento, 2) la pérdida de la diferenciacién, 3) invasividad, y 4) la resistencia a los
firmacos. La transformacion de una célula normal en una célula tumoral parece deberse a
mutaciones en genes que controlan el ciclo celular. La activacién de los oncogenes y el
sumento de su expresién o actividad en las células tumorales Hevé a sugerir que la
anomalie en las células tumorales consistia en la presencia de una sefial excesiva que
obligaba a las células a avanzar en el ciclo celular. El descubrimiento de los genes de
supresién tumoral contribuy6 a proponer que la alteracién del crecimiento en las células
tumorales se debla a un defecto de inhibidores del ciclo celular (supresores tumorates) ya
un exceso de accleradores del mismo (oncogenes). Este modelo ha reconocido la
importancia de los controles de Ia muerte celular para el mantenimiento de un nimero
adecusdo de células en un tejido. Los cambios en el nimero de células de un tejido vienen
dictados por las nuevas células generadas y por el niimero de célu'as que ese tejido pierde
por muerte celular, el cual depende de la actividad relativa de los productos génicos que
bloquean la apoptosis (genes antiapoptéticos) y los que la promueven {genes apopi6ticos).
La formecién de tumores y el crecimiento en 1lumero de las células malignas adquiridas por
mutaciones en los genes que originan un estimulo para la progresién o inhibici6n del ciclo
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celular, asi come un aumento en las sefiales antiapoptdticas y una disminucion de las
sefiales proapoptoticas, nos llevan a un desarrollo células cancerosas en el ciclo celular,
ademis en estas células se han identificado algunos productos génicos anormales que
activan la proliferacién y que inhiben la diferenciacidn celular. En la etapa de metistasis se
genetan una serie de acontecimientos interactivos e interdependientes en las células
tumorales, que con el tiempo tienen que sobrevivir a una serie de interacciones con los
mecanismos homeostéticos del huésped los cuales dan origen a las diferentes neoplasias
(Liotta y col.,, 1991). Dentro de los acontecimientos interactivos se encuentran: a) la
proliferacién progresiva de las células neoplasicas se ve favorecida por los nutrientes que
aporta el microentomo del 6rgano, b) la neovascularizacién o angiogénesis que es necesaria
para que la masa tumoral pueda crecer mds alld de 1-2 mm de didmetro, <) los capilares y
las vénulas de la pared delgada (canales linfticos) constituyen las rutas mas frecuentes
para la entrada de las células tumorales al torrente circulatorio, d) los receptores celulares
que presentan las células tumorales pueden responder a factores de crecimiento paracrinos
¥ de esa forma, proliferar en el parénquima del drgano, €) las células metastasicas tienen
que evitar ser destruidas por las defensas del huésped, a través de respuestas inmunes
especificas e inespecificas. La metéstasis pueden dar lugar a otra nueva inetastasis, lo que
se conoce como el fendbmeno de la metéstasis de metdstesis (Hart v col., 1989).

IL5.1 Angiogéuesis.

La angiogénesis consiste en una serie de procesos secuenciales que se inician en las células
endoteliales microvasculares, para formar brotes capilares, estas células tienen que
proliferar, migrar y psnetrar en el estroma del huésped. Posteriormente, los brotes capilares
s¢ expanden y sufren morfogénesis para dar origen a un capilar. Aunque la mayoria de los
tumores s6lidos estén altamente vascularizados, sus vasos no son iguales a los de los tejidos
normales; existen diferencias en su composicién celular, en su permeabilidad, en su
estabilidad y en la regulacidn de su crecimiento (Folkman, 1995).

La induccién de la angiogénesis estd mediada por una serie de meléculas liberadas tanto
por las células tumorales como por las células det huésped (endoteliales, epiteliates,
mesoteliales y leucocitos), Entre las moléculas liberadas se encuentran miembros de la
familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, et factor de crecimiento de células
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endoteliales vasculares (VEGF), el factor de permeabilidad vascular {V¥PF), la interleucina
8, la angiogenina, 1a angiotropina, el factor de crecimiento de células endotzliales derivado
de plaquetas (PD-ECGF), ¢! factor de crecimiento transformante a (TGF-a), el TGF B yel
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (Nagy ¥ col., 1995). Por el contrario, numerosas
células neoplésicas pasan de un fenotipo inhibidor de la angiogénesis a otro que la estimula.
Mientras que las neoplasias benignas estin poco vascularizadas y tienden a crecer despacio,
los tumores malignos estén muy vascularizados y crecen de prisa. Cuando hay una
vascularizacién mayor también aumenta la probabilidad de que las células tumorales
penetren en el torrente circulatorio y estimulen la metéstasis (Folkman, 1995).

IL5.2 Invasién de las células tumorales

La invasién del tumor al tejido y la penetracidn de células anormales en los vasos
sanguineos y linfaticos es vital para el fendmeno de la metastasis. Tres mecanismos pueden
explicar la invasi6n de las células tumorales a los tejidos: 1) 1a rapida multipticacién de las
cflulas malignas que ocasiona el crecimiento y la infiltracion por presién mecdnica, 2) la
cohesién disminuida entre las células tumorales, acompafiada de un aumenic en su
movilidad, y 3) la destruccién de los tejidos del huésped por enzimas liberadas de células
tumorales. Una vez que las células tumorales se separan del tumor primario, tienen que
invadir el estroma del huésped para luego penetrar en los vasos sangulneos y linfaticos;
ademds de atravesar la membrana basal que rodea a los vasos sanguineos. Las membranas
basales y la matriz extracelular del tejido conectivo (MEC) estdn formadas por coldgeno,
clastina, glicoproteinas y protecgiucanos (Kohn y Lioita, 1995). Las células tumorales
metastisicas se adhieren al colégeno de tipo IV de las membranas basales y provocan la
degmdaciéndelosconmuneutwdelamCydelasmnbmnasbam]es,elcualesun
requisito previo esencial para la invasidn y \a metastasis (Nakajima y Chop, 1991).

Las células tumorales pueden invadir directamente el sistema linfitico o acceder a &l
& través de los vasos sanguineos, o que indica que existen comunicaciones venolinfiticas a
través de los espacios intersticiales de los gangtios linfaticos y otros tejidos. La formacién
de metastasis hematdgenas se caracieriza por una serie de etapas: a) penetracion de los
vasos sanguinecs y/o linfaticos, b) liberacién y supervivencia de agregados de células
tumorales en el torrente circulatorio, ¢) detencién y adhesion de los agregados en los
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canales vasculares de los 6rganos distantes, d) invasién de la pared de los vasos sanguineos
por las células tumorales, y e) extravasacion al tejido adyacente, multiplicacion,
crecimiento del estroma y del tumor (Glaves, 1983).

La ditima etapa en el proceso metastdsico es la proliferacién de las células tumorales. La
presencia de factores de crecimiento estimuladores o inhibidores en un cierto tipo de
tejidos, se correlacionan con la formacién de metéstasis en sitios especificos. Cuando un
érgano come el higado sufre dafios, se liberan factores como el TGF-a para estimular la
reparacién normal de los tejidos; por desgracia, este factor también puede estimular la
proliferacion de las células tumorales malignas receptivas.

Una neoplasia es una masa anormal de tejido que ataca al huésped en la medida en que
crece y compite con los tejidos y células normales por el suministro de energia y los
sustratos nutritivos (Kumar y col., 2004). Las neoplasias son biologicamente heterogéneas
y €l proceso metastasico es altamente selectivo. Las céjulas obtenidas de diferentes tipos de
tumores muestran diferencias en cuanto su morfologia, a su tasa de crecimiento, a los
cariotipos, a las caracteristicas metabolicas, al potencial antigénico e inmunogénico, a la
sintesis de proteiras de ia matriz extracelular, a los receptores hormonales y a la
sensibilidad a los firmacos (Fidler, 1995).

Algunos tumores pueden originarse de células que han sufrido transformaciones multiples;
no obstante, la mayoria de los cénceres humanos proceden de una tnica célula
transformada. En conjunto la metastasis favorece la supervivencia y el crecimiento de un
reducido nimero de subpoblaciones celulares que ya existen en la neoplasia primaria Los
tumores forman metastasis en trganos especificos con independencia del nivel de flujo
sanguineo, la vascularizacién y el nimero Jde células tumorales que alcanzan el &rgano
{Alberts y col., 2002).

IL.6 Oncogenes que inducen hepatocarcinoma celular (HCC).

El mecanismo molecular del HCC actuatmente se desconoce; sin embargo el desarrollo v la
progresién del tumor envuelve una cascada de alteraciones genéticas entre las cuales se
encuentra la expresién de 30 genes de la linea celular HLE (epithelia! like celis) presentes
en el HCC (Tabla 3) (Liu y col., 2003). Cuando el gen Ras se expresa en exceso o se activa
por una transformacién celular se presenta una mutacién puntual, dichas mutaciones actiian
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Tabla 3, Genes de la laea ceinlar HLE asociados af Hepatocarcinoma celnlar. Se muestran 30 genes, los
cudles se dividen en 22 genes reguladores positivas y 8 genes reguladores negatives del ciclo celular; ertre

lax cuales encontramaos factores de transcripeion, factores de creci

apoptiticos y genes supresores (Lin y col., 2003).

Gea Proteina / geme
Fék TDGF1 + TDGF2 +TDGF3.

BTG SKY (DTK) {TYRO 3) (RSE).

ASbh ERK cinass activadora 1; MAPK/ERK Cinasa | (MEK 1).
Csf Receptor del sustrato del factor de creciméento epidermal,
E5b Inbabidor 1 de disociacién de Rho GD.

D6c Semaforina E

BT} Proteina tirosina cinasa ABL2, tirosina cinasa ARG.
FS1 Leucocito interferén inducible de péptido.

BZg Protelna de imteraccion TRAF (TRIP).

B3h Precursor de Caspasa 8.

Dsf CcD9.

Adi Inhibidor CDK.

C7m Receptor beta retinoide.

Cén Gen def sexo.

D3e Precursor de Vitronectina,

D4h Integrina o - 8.

D2n Tenascina R.

Clz DNA dependiente d¢ la protcina cinasa (DNA-PK).
Adj Sefial extraceiular reguladora de cinasa 6 (ERKG y 5).
Dib Biglicano. }

A7d Queratina 11 tipo 11 del citoesqueleto; citoqueratine.
A2k Ciclina C G1/ 5 especifica. '

D4 B - Integrina 7.

Dk B - Integrina 8.

ATg Queratina 4 tipo [T del citoesqueleto; citoqueratina 4,
Dla Proteogticano especifico de cartilago .

ASi E2F-3.

B4d @ proteina cinasa rac, proteina cinasa B.

AS] DP2 dimerizacién asociada a E2F.

ierto, faciores ariapoptiticos factores




interfiriendo con la hidrélisis del trifosfato de guanina (GTP) en el cicio RAS-GTP, en
lugar de promover permanentemente ¢l intercambio RAS-GDP. H-ras puede inducir ¢l
fenotipo metastitico en cflulas hepaticas, ya que transfiere clones de células para la
adhesion de la lamina o de |a fibronecting, en la migracién se incrementa marcadamente la
secrecion de colagenasa y la expresién de EGFR (Qing y col., 2001). E! oncogen MET
(receptor del factor de crecimiento de hepatocitos o factor de dispersidn) contribuye a la
génesis del HCC junto con su ligando activan el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF), provocande maltiples respuestas bioldgicas, incluyendo proliferacién, migracién,
invasién y morfogenesis (Wang y col., 2001).

P28 juega un papel significativo en la promocién de la metastasis en el HCC (Xiao y col.,
2002). Otros oncogenes como c-fms que al unirse con e! factor | estimulador de colenias
(CSF1) y al p53 pueden alterar el ciclo celular ¢ influir en el desarrollo del HCC (Lee ¥y
col., 2000; Jun y col., 2001).

35



III. AFLATOXINAS.

Las aflatoxiras son metabolitos secundarios producidos por cepas de Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius, son compuestos heterociclicos altamente
oxigenados, (bisfuranoisocumarinas) con elevada actividad farmacolégica. Crecen en
productos que contienen carbohidratos o grasas como granos (maiz, trigo, avena, centeno,
sorgo, cacahuate, cebada, mijo, arbeja, frijol, nuez, copra y semilla de soya), en forrajes
(ensilado de maiz, heno de grama comin y pasto bermuda) vy alimentos derivados
(concentrados, pasta y harina de soya, harina de pescado, harinolina, polvo de chile indio,
harina y semilla de algodén y mantequilla de cacahuate) (Sandrine y Oswald, 2005).
Algunas aflatoxinas se producen por hongos, mientras que otras son formadas en el
organismo animal después de la ingestion del alimento contaminado (Wang, 1999). Se
encuentran en la fraccién insaponificable del sustrato y lipidica de los alimentos; se
caracterizan por ser resistentes a altas temperaturas (arriba de 300°C), y a los procesos de
peleteado y enlatado; son insolubles en 2gua y en disolventes no polares; son solubles en
disolventes polares como metanol, éter y cloroformo; presentan sensibilidad al contacto con
¢l aire y se degradan al exponerse a luz visible y a la ultravioleta; pueden ser destruidas o

inactivadas por soluciones 4lcalis, &cidos fuertes, agentes oxidantes o soluciones de
hipoclorito de sodio.

IL1 CLASIFECACION.

La familia de aflatoxinas comprende 18 tipos diferentes, con tres variaciones estructurales:
La serie B (blue), emite un color azul fluorescente al ohservarse bajo luz ultraviolets, tiene
0 su estructura un anillo pentano que es sustituido por una lactona en la serie G (green); la
serie] presenta un doble enlace en el anillo furano terminal que esta ausente en la serie 2; la
serie M (milk toxic) tiene un grupo hidroxilo en el carbono terciario por la fusién de dos
anillos furano (Figure 6). Con base en estas caracieristicas, las aflatoxinas pueden
clasificarse de la siguiente manera: aflatoxina Bl (AFB1), la B2 (AFB2), la G1 (AFG1), la
G2 (AFG2), l1a M1 (AFM1), la M2 (AFM2), la GMI1, la GM2, 1a B2a (AFB2a), {a G2a
(AFG2a), ¢l aftstoxicol y el parasiticol (Bueno y Oliver, Z004).

La AFB1 es la mis abundante, toxica y altamente insaturada, presenta un punto de fusién
de 269° C, su formula condensada es Cj7H,;05 con un PM de 362g/mol (Sénchez, 2002).
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La AFBI es sintetizada a partir del polihidroxinaftaleno endoperdxide derivado de una
cadena de policetona. El endoperdxido da luger a una antraquinona intermedia con una
cadena lateral de bisfurano (versicolorino A); la pérdida oxidativa posterior de los
derivados del acetato da lugar a la O-metil esteregmatocisting, y finalmente a la AFB1
(Figura 7); la molécula al ser fragmentada provoca una ozonolisis ¥y los procductos de esta
reaccion incluyen los édcidos leucinico, succinico y glutdmico (Emi y col., 2005). La
aflatoxina es una toxina con actividad mutagénica, teratogénica y carcinogénica; estas
propiedades varian dependiendo de la dosis ingerida, e} tiempo de exposicidn, la especie, la
raza, la edad y el sexo del individuo afectado (Wang, 1999; Pozzi y col., 2001). Entran al
organismo por via oral a través de alimentos contaminados, se difunden por todos los
tejidos corporales, especialmente en érganos reproductores, en higado y en rifiones por una
rapida absorcién pero lenta eliminacién. La AFBI se bioactiva a través del citocromo p450
IA2 (CYPIA2) induciendo la unién de una guanina con la molécula de la AFBI dando
como resultado la formacién de un epéxido genotéxico y aductos DNA-N’ guanina,
provocando asi la mutagénesis de Ja célula (Figura 8) (Guo y col, 2005). La interaccién de
las aflatoxinas con el 4cido desoxirribonucleico (DNA) provoca como resultado final la
inhibicién de la sintesis de proteinas. Ademis, se ha sugerido que la AFB! inhibe
dristicamente la incorporacién de nucledtidos precursores de los RNAs nucleares
inhibiendo asi 1a transcripcién (Wang, 1999).
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AFG 1 AFG 1

AFM 1 AFM 2

Figura 6. Estructurs de has aflatoxisas. 1) la serie B tiene en su estructura un anillo ciclopentano, sustituido
en la scric G por una lactona, 2) la serie | tiene un doble enlace en el anillo furano termimal de una porcién
bisftu‘tro,a:semcenIls.ericZ;y3)hsaieMtimeungupohidmxilomelwbmmtmiaﬁoporlaﬁnsién
de dos anillos furano ().
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Figura 7. Biesintesis de AFB1. L1 AFB] proviens del polihidroxinaftaleno endoperdxiao, e cual da lugar al
versicolorino A; la pérdida oxidativa de los compuestos derivados dal acetato lleva a la sintesis de la O-
esterigmatocistina y finalmende & ta AFB1 (Emi y col., 2005
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Figura 8. Unién del nucleotido de gmamina com la molécals de Afatoxina Bi. Esta unién mduce la
formacién de @ epdxido genotdxico y aductos de DNA-N’ guanina provocando asi la mutagénesis de la
cdlula. {Guo ¥ col., 2005).



V. VITAMINA E.

La vitamina E es el nombre corriente de diversos tocoferoles (alfa, beta y y- tocoferol) que

se caracterizan por funcionar en el organismo como el mayor antioxidante liposoluble que
protege a las células del dafio provocado por los radicales libres y los perdxidos. Dichos
radicales, que pueden producirse por reacciones enzimiticas, catalizadas por trazas de
metales de transicion, pueden iniciar una reaccién en cadena autocatalitica del tipo
siguiente:

(radical) Re RH

—CH=—CH—CH: »CH—CH— CH—
Cadena de &cido graso insaturado

O
e

— CH== CH —CH —
RH

Re —p {Propagacin
de la cadena)

OOH

— CH —= CH— CH —

Oe
|
— CH— CH—CH— +0OH >
autocatalisis

La secuencia de reaccién se ha esbozado de modo que s¢ regenera el radical Re en una
secuencia de propagacion de cadena y al mismo tiempo se produce un peroxido organico
que puede escindirse en dos radicales que pueden reaccionar ulteriormente. Por tanto, tiene
lugar un proceso autocatalitico que conduce al ranciado rdpido de las grasas. Se pone de
manifiesto asi uns variante de reacciones de dimerizacién y de rupwra de cadenas. La
presencia de una pequefia cantidad de tocoferol inhibe esta peroxidacién de las grasas,
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probablemente por captura de los radicales con objeto de formar radicales tocoferol mas
estables que pueden dimerizarse por si mismos o reaccionar con otros radicales para
terminar la cadena (Metzler, 1981). Es decir, Iz vitamina captura los radicales libres y los
d&ruyemtsdeqmptmhnpmvocmdaﬂo&estapmpiedadsevemfermdaporla
glutstion-peroxidasa, que protege los lipidos contra los dafios peroxidativos, y de este modo
contra numerosas enfermedades degenerativas y trastomos, incluidos el cancer,

enfermedades cardiovasculares (arteriopatia coronaria), la catarata, mejora la actividad del
sistema inmunitario, ejerce efecto detoxificante contra metales pesados retrasa la
progresion del mal de Parkinson y retrasa el envejecimiento (Tolonen M, 1995). Las
mejores fuentes de Vitamina E son los aceites vegetales, margarina, germen de trigo,
semillas, huevos, harina integral, la brecolers, la lombarda y las nueces (Riba y col., 1993).

V.NADIAN PLUS.

Suplemento alimenticio vigorizante de origen natural, auxiliar en el tratamiento de
enfermedades crnico degenerativas e infecciosas, se ha utilizado como energetico,
vitaminico, antiséptico, cicatrizante, bactericida y anticriptogidmico. Los elementos que
contiene Nadian Plus son derivados de la colmena {miel de abeja, propdleo y polen),
vitaminas (A, B, C, D, E, K), minerales (cakio, magncesio, fésforo, hierro y potasio),
azuceres (fructuosa, glucosa, sacarosa y maltosa). Otros elementos que contiene este
suplemento son hierbas medicinales como el Ginseng y el Gincobiloba (Tablz 4). Los
efectos primarios que se han reportado soa: a) incremento en las funciones del sistema
inmunolégico, b) aumento general de la calidad de vida. Ademas, en los dltimos 10 afios
Nadian Plus ha sido utilizado en enfermos de diferentes tipos de cancer como complemento
de su tratamiento oncoldgico mejorando su calidad de vida. Este es el primer trabao tedrico
experimental que podria aportar informacién, por lo tanto ne hay antecedentes
bibliogréficos referentes a este producto naturista.
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Tabia 4. Elementos nutricionales del Nadian Pius. £l Nadian Plus esta compuesto por Vitaminas, minerales,
aucares, derivados de la colmena ¢ hierbas medicinaics; lar cudles ejercen reacciones bioquimicas en el
orgooTsma.

NUTRIMIENTOS

FUNCIONES

{retinol

b=

Capta radicales libres, actia como antioxidante, participa en & ciclo visual,
en ¢ mentenimiento de los epitelios, en la espermatopénesis, en el desarroilo
fetal, en la respuesta inmunologica, en el gusto, en la audicion. en el

crecimiento, en la diferenciacion celular y aumenta e apetilo.

B, (Tiamina)

Interviene en reacciones de descarboxilacion. Responsable de la produccidn
de energia, mejora la actividad de los linfociles, es esencial pare e desarroilo
y funcionamiento normal del cerebro, de los miscules y de los nervios. Es
antioxidante

B; (Riboflavina)

Intervicne en reacciones de oxido-reduccion. Presente en cé'ulas en donde se
produce energia ¢ incrementa la formacién de anficuerpos.

B; (Piridoxina)

Interviene en reacciones de transaminacion y descarboxilacién. Hace Trente a
las enfermedades y al envejecimiento, ayuda en fa prodhceién de gldbulos
rojos y en ¢ aprovechamiento del selenio, Mantenimiento de ia integridad de
la piel ¥ de los nervios, favorece la inhibicién de In agregacién plaguetaria
disminuyendo ¢ riesgo de rombosis. Mejora |2 actividad de los linfocitos Ty
B contribuyendo a la prevencion del asma, de las alergias, de Jos desordenes
artriticos, del cincer, de la carhiopatia coronaria y de los desordenes
circulstorios. Efecto en ¢f herpes, en la depresitn yen e! dolor menstrual.

Bs; (Ciamocobalamina)

Interviene en las reacriones de metilacién. Necesaria para |2 produccién de
gldbulos rojs. Mejora la resisiencia a las enfermedades gracias a su
influencia en la actividad de fos linfociios Ty B.

(Acido asciiTbico)

Interviene en las i de carboxilacidm, transcarboxilaciin y descarboxilacitn
Antioxidanic de! radical superixida, del peroxido de hidrégeno, del hipachorito ¥ del
radical hidrixile. Aumenta ls absorcidn del hicero, contribuye a la formacian de los
hueses, de los disntes ¥ de los tejides; acetera la cicatrizacién de lss heridzs. ayuda a
mamkener ba elasticidad de ka pied; se necesil para producir bas homonas del estrés,
mejora la resiskencia a las infecciones, a la hipertensitn, a la ererioesclerosis v al
cancer, Es un anticxiiante hidrosoluble intraceiular

Participa en la abscrcidn, en el metabolismo del calcio y fosfatos, en la
mineralizacién, en la contraccién muscular y respuesta inmune,

E (Tocoferoles)

Antioxidante eficaz, protege a [os kcidos grasos insaturados de la oxidacicn.
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K (Quinonas})

[nterviens en la simesis de protombina y en factores relacionados con la
coagulecidn y cakcificacion dsea.

Calcio Estructura de huesos y dientes, coagulacién de la sangre, permeabilidad de las
membranas, petrotransmision, comtraceitn muscular,
Féstoro Constituyente de fosfolipidos, estructura de huesos v dientes, constituyente de
enlaces de alts energia
Hierro Componente de Iz hemoglobina y mioglobina, enzimas oxidativas:
citocTomos, catalasas y peroxidasas, transporte de electrones y oxigeno.
Magnesio Erritabilidad perviosa y muscular, cofactor en reacciones donds interviene el
ATP.
Potasio Contraccién del misculo esquel&ico y cardiaco, imitzbilidad nerviosa,
equilibrio hidroelectrolftico y 4cido-base, presién osmdtica.
Fructuosa Son monosacdridos que cumplen en et organisme funciones tanto energéticas
y como cataliticas y estructurales, Son edulcorantes nutritivos.
glucosa
Maltoss Es un disacirido y edulcorante energético.
Sacarusa Es un disacirido, fuente economica y agradable de glucosa que permite elevar
1a densidad de la encrgia.
Miel de sbeja Antiséptica y cicatrizante.
Propéleo Actividad antibidtica.
Polen Fuente de proteinas y Vitaminas (A, C, D, E, B,, B,, By}
Girseng Tooico, afrodisiaco y estimulante, Se wiiliza para estimular las fimciones
sexuales y para mejorar ¢l estado fisico, pslquico y aumentar 1a resistencia.
Gincobiloba

Ayods a mejorar la memoria, aumenta fa circulacion sanguinea v alivia e
dolor.

(Casanueva y col, 2001).




VL JUSTIFICACION

El Hepatocarcinoma celular es uno de los tumores malignos més comunes en Asia, Africa,
sur de Europa, Estados Unidos y otros paises, provocando 1 millén de muertes anualmente.
Existen diferentes causas que pueden ocasionar el desarrollo del hepatocarcinoma, entre
cllas se encuentra el virus de la hepatitis, la exposicién a materiales siméticos y medicinas
(hormonas sexuales, fenobarbital, etc.), contaminantes del medicambiente (cloroformo,
DDT, nitratos, eic.) y productos naturales universales como la Aflatoxina B!, ya que se
encuentra en gran variedad de cereales almacenados, particularmente en zonas calientes y
hiimedas, 1a mayoria de 1a gente desconoce esto y asi lo consumen.

Por otro lado, la cienciz avanza dia tras dia y se investigan nuevas formas de prevenir o
curar o confrarrestar los sintomas de los diferentes tipos de cdncer que existen, creando una
gran variedad de medicamentos (homeopdticos o sintéticos) y antioxidantes como la
vitamina E. En los Gltimos afios se han estudiado plantas que pueden prevenir, contrarrestar
o curar algin tipo de céncer. Con base en los antecedentes sefialados, el objetivo de este
trabajo fue determinar si un producto naturista puede prevenir, contrarrestar e incluso curar
el inicio de un hepatocarcinoma celular por un carcinégeno potente como es la Aflatoxina
Bl. En este trabajo mostramos: 1) el dafio provocado por la AFBI, 2) el efecto que provoca
el Nadian Plus en ratas tratadas previamente con la AFB1 durante 35 y 84 dias, y 3) e
efecto que tiene el Nadian Plus en ratas sanas. El dafio provocado por la AFBI y el efecto
del Nadian Plus se valoro con estudios histopatolégicos, pruebas enziméticas especificas
del higado como la TGP, la TGO y la LDH; pruebas bioquimicas como el hematocrito y
parametros fisicos tales como peso, apariencia fisica y comportamiento.
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar los posibles efectos terapéuticos de Nadian Plus (Suplemento Alimenticio) en
ratas macho Wistar tratadas previamente con Aflatoxinas Bl durante 84 dias a través de la

valoracidn de la funcién hepédtica y morfoiogia del érgano con la finalidad de establecer
los efectos provocados por el NP.

OBJETIYOS PARTICULARES

1.- Provocar una alteracion hepética con la administracion oral de sorgo contaminado con
AFB1 en ratas macho adultas Wistar.

2.- Valorar ¢l dafo hepitico de ratas tratadas con AFBI a través de pruebas bioquimicas
{hematocrito), enziméticas (TGO, TGP y LDH) e histopatolégicas (higado, bazo y rifiones).

3.- Valorar el efecto del Nadian Plus y de la vitamina E en ratas tratadas simultineamente
con AFBI.

4.- Correlacionar el efecto de 1a Vitamina E v el Nadian Plus en ratas previamente tratadas
con AFB1,



VLI MATERIALES Y METODOS.

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico. Se utilizé formaldehido, etanol
absoluto y xileno de Quimica Meyer. Eter etilico de Fermoni. Metanol HPLC. Cloruro de
sodio de Laboratorios Monterrey. El medio Malta Bioxan, la Hematoxilina ¥ eosina &cida
de Harris fueron de Sigma. Columnas de inmunoafinidad Aflatest. El revelador Aflatest
fue de VICAM. Para las determinaciones enziméticas de TGO, TGP y LDH se emplearon
kits de Wiener. Las cépsulas de vitamina E fueron de laboratorios gelcaps. También se
utilizé una cepa de Aspergillus flavus productora de AFBI donada por la Unidad de

Investigacién en Granos y Semillas (UNIGRAS). El Nadian Plus fue donado por el Sr.
Fernando Rivera.

VIIL1. Animales de experimentaciis.

Se utilizaron 40 ratas macho Wistar adultos que pesaron de 358 g a 523.5 g los cuales
fueron distribuidos en 8 lotes de 5 individuos cada uno (Delgado-Buenrostro y Revuelta
M, 1993). Cada lote fue alojado en cajas de acrilico en el Bioterio de Posgrado de FES-
Cuautitlan campo 1, manteniéndose a una temperatura de 22° C durante 12 semanas 2 base

de agua a libre acceso, asf como a una dieta de 18 g diarios de semilla de sorgo por rata en
comederos de acero inoxidable,

VIIL.2. Preparacion del alimento con AFBL.

La cepa de Aspergillus flavus fue sembrada en medio Malta sa! Agar e incubada a 25° C
durante 7 aias. Posteriormente se realizé una suspension de 3x10° esporas/ml en agua
estéril con tween 30 al 1%. En seguida se realizo e inoculo a la semilla de sorgo con 93.1
ml de suspension en 8 ml de agua estéril para tener una humedad de 18% en el sorgo. Una
vez inoculado el sorgo se incubb a 27° C dwante 15 dias. Posteriormente se realizé la
cuantificacién de aflatoxinas por el método de Aflatest VICAM (ver adelante). Finatmente
se gjustd ¢l sorge a la concentracién de 1.5 ppb de aflatoxinas y se realizd el conteo de
esporas en una camara de Newbauer para su posterior administracién por via oral a las ratas
en estudio.
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VIIL3. Ceantificacién de Aflatoxinas (Método Afiatest VICAM)

Se molieron y homogenizaron 50 g de semilla de sorgo inoculada, 5 g de NaCl y 160 ml de
metanol al 30% en una licuadora para laboratorio de uso rudo. Se fiftré la mezcla a través
de papel filro Whatman No. 1. Enseguida se tomaron 10 ml del filtrado y se ilevé a un
volumen de 50 ml con agus destilada, filtrdndose nuevamente a través de un filtro
microfibra (1.0 pm). Posteriormente 10 m! del filtrado final se pasé a través de una
columna de inmuncafinidad Aflatest con flujo de §-2 gotas/s. Enseguida se lavo la columna
dos veces con 10 m! de agua destilada con un flujo de 1-2 gotas/s. iInmediatamente después,
se agrege | ml de metanol grado HPLC para que fluyeran las Aflatoxinas por la columna,
la elusion se colecto en un tubo y se le afiadi | ml de revelador Aflatest y se realizo la
lectura en un fluorémetro VICAM para obtener la concentracion de Aflatoxinas en ppb.

VIL4. Caracteristicas del sorgo.

El sorgo es un cereal color pardo que 2sta compuesto por el pericarpio que encierra el
germen; su embrién se desarrolla hasta formar una nueva planta y el endospermo que
contiene almiddn le da la energia necesaria para iniciar su crecimienio. Su composicién
nutricional por 100 g de porcién comestible y 12% de humedad es de 10.4 g de proteina,
3.1 g de grasa, 1.6 g de ceniza, 2 g de fibra cruda, 70.7 g de carbohidratos, 25 mg de caicio,
5.4 mg de hierro, 038 mg de timing, 0.15 mg de riboflavina, y 4.3 mg de niacina; lo que
equivale a 329 kcal /100 g de racién

VIILS. Puncitéa Cardiaca.

Se coloct a la rata dentro de una campana de vidrio previamente saturada con éter etilico;
o cual llevo al animal de investigaci6n a una etapa de semi inconciencia {anestesia
quirirgica). Enseguida se sacé a la rata de la campana y se sujetd de las extremidades
antero superior y postero inferior extendida boca arriba sobre la mesa sin provocar tension.
Sobre la caja del térax se localizé el cuarto y quinto espacio intercostal izquierdo con la
intencién de percibir la regién de méximo latido cardiaco. Se limpié la zona con una
torunda imperegnada de alcohol al 70% y se introdujo una aguja calibre 25 G x 16 mm
embonada a una jeringa de 5 ml. En la zona seleccionada se realizdé la puncién
introduciendo la aguja a manera tal que formd un dngulo de 90° en relacién con e! torax.
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Lentamente se desplazd el émbolo extrayende 5 ml de sangre. Una vez tomada la muestra
se retird la jeringa en un movimiento rapide ejerciendo un poco de presion sobre el lugar de
la puncién (Delgado- Buenrostro y Revuela M, 1993).

VILé6. Parimetros Fisicos.

Se evalué el consumo de alimento, la ganancia o pérdida de peso, el aspecto fisico y el
comportamiento de los animales.

Los animales fueron pesados individualmente una vez por semana en las mafianas en una
balanza granataria con cesto OHAUS los dias 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 74 ¥
84 del experimento. El consumo de alimento fue medido diariamente con base en el lote,
por la diferencia de la cantidad de alimento consumido de un dia menos la cantidad de
alimento restante al inicio del siguiente dia.

El aspecto fisico del animal se evalué por la caida del pelo; el color de la piel, el tipo de
pelaje que iba presentando y el comportamiento que este tuvo durante todo el tratamiento.

VIIL6.1. Hematocrito.

Se tomaron al azar tres animales de cada uno de los 8 lotes los dias 1, 35 y 84, a los cuales
se les realizd puncicn cardiaca (ver arriba), se colectaron 5 ml de sangre por rata.

Por otro lado, a un tubo se ke adiciono EDTA al 5% y se le afiadié 1 ml de sangre para
realizar la prieba de Hematocrito; técnica que se fundamenta en la relacién del volumen de
eritrocitos con el de sangre total con bass a una fuerza centrifuga. Enseguida tubos
capilares Coming de 7.5 cm de longitud por 1.4 — 1.6 mm de didmetro, fueron !lenados
aproximadsmente 5 cm por atraccién capilar a partir de la muestra. Et extremo vacio se
sellé con la flama de un mechero y fueron centrifugados por 3 min a 12500 rpm en una
centrifuga para microhematocrito Solbat M-600. Enseguida la longitud del capilar se midio
con una regla milimetrada ¥ se realizd la relacién en porcentaje de eritrocitos (Henry y col.,
1996).

Los 4 ml de sangre restantes, se mantuvieron a temperatura ambiente por 30 min hasta la
formacion de un coagulo. Enseguida las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante
S min en una centrifuga Damon para la obtencién de los sueros los cuales fueron
congelados a 4°C para su posterior utilizacidn en determinaciones enzimiticas.
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VIIL6.2. Determinacios de la enzima TGO.

Se fundamenta en la velocidad de formacién de 4cido Oxalacético mediante el sistema
MDH-NADH a partir de la incubacién de 1a muestra con icido a-Cetoghutirico y acido
L-Aspartico (Henry y col, 1996). En dos tubos de ensaye, marcados como blanco y
muestra se afiadieron 0.25 ml de sustrato de TGO (100 mM de L-aspartato, 2 mM de
n-Cetoglutarato en buffer de fosfatos 100 mM pH 7.4), y fueron incubados 37°C+ 0.5°C
por 2 min. Enseguida al tubo problema se e afiadié 50 pi de suero y al tubo blanco 50 pl de
agua destilada, se mezclaron en un vortex Fisher y fueron incubados por 30 min.
Posteriormente se les agregd 0.25 ml de 2,4-DNFH (1mmol de 2,4-Dinitrofenilhidricina en
acido clorhidrico 1M) ¥ se incubaron por 10 min a 37° C. Enseguida, a los tubos blanco y
problema se les afiadié 2.5 ml de difuyente para enzimas (Hidroxido de Sodio 4 M) se
mezclaron y despusés de 2 min se leyd la absorbancia a 505 nm en un espectrofotémetro
Beckman DU, este procedimiento se realizé a cada uno de los sueros.

¥1IL6.3. Determinacion de la enzima TGP.

Se basa en medir 1a velocidad de formacidn del piruvato mediante el sistema LDH-NADH
a partir de la incubacién de la muestra con L-alanina y a-Cetoglutarato (Henry y col.,
1996). En dos tubos de ensaye, marcados como blanco y muestra, se afiadieron 0.25 ml de
sustrato de TGP (100mM de dl-alanina, 2mM de a-Cetoglutarato en buffer de fosfatos
100mM pH 7.4) y fueron incubados a 37° C £ 0.5° C durante 2 min. Enseguida al tubo
problema se le afiadié 50 pl de suero y al tubo blanco 50 pl de agua destilada. Las muestras
fueron mezcladas en un vortex Fisher e incubadas por 30 min. Posteriormente se les agregd :
0.25 ml de 2,4-DNFH {1mmol de 2,4-Dinitrofenilhidricina en acido clorhidrico 1M), se
mezclé cada tubo y se incubd por 10 min a 37° C. Enseguida a cada tubo se le agregé 2.5
ml de diluyente para enzimas (Hidrdxido de Sodio 4 M) y después de 2 min se ley6 la
absorbancia a 505 nm en un espectrofotémetro Beckman DU, este procedimiento se realizd
a cada uno de los sueros obtenidos.

VIIL.6.4 Determinacion de 1a enzima LDH.
Se fundamenta en la velocidad de formacion de lactato + NAD ' al catalizar la reduccién de

piruvato por el NADH; liofitizados, marcados como blanco y muestra, se afiadieron 1.5 ml
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de sustrato de amortiguador de LDH (piruvato sédico 0.6 mM y amortiguador fosfatos 50
mM a pH 7.5). Enseguida al frasco problema se le afiadié 50 pl de agua destilada Las
muestras fueron mezcladas en un vortex Fisher. Enseguida cada frasco se pasS a una celda
de espectrofotdmetro Beckman DU para leer la absorbancia a 340nm a temperatura
constante al cabo de 30 seg, 1, 2 y 3 min. Posteriormente se realizaron los célculos con ia
formula AE/min x 4921, este procedimicnto se realizd a cada uno de los sueros obtenidos.

VHI1.7 Estudio Histopatologico.

El dia 35 y 84 de la experimentacién se sacrificaron por sobredosis de anestésico {éter
etilico) de cada lote 2 y 3 animales respectivamente. Enseguida se procedi6 a realizar la
necropsiz para el estudio macroscopico del higado, del bezo y de riffones. Se observo la
tonalidad, apariencia, textura de los drganos y se pesd cada uno de ellos. Inmediatamente se
realizé el procesamiento de la muestra: a) fijacién de la muestra (formol bufferado a!l 10%);
b} deshidrataci6n (alcoholes a diferentes concentraciones) y ¢) inclusién en parafina, corte
y tincidn histologica (H-E) para su estudio microscépico. Extraido el érgano, se corte una
porcién de 3-4 mm de largo por 2 mm de ancho, enseguida la muestra fue lavada con NaCl
al 0.154 Mm, posteriormente las muestras fueron colocadas en un recipiente de formol
buferado cada (10 ml de formol al 40° con 90 ml de PBS) PBS (NaCl 0.14 mM, KCI 2.7
mM, KH,PO, 1.5 mM, Na;PO, 8.1 mM, pH 7.4) durante 48 h. Inmediatamente se pasaron
los tejidos a recipientes con etanol al 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 96% y 100% en pasos
sucesivos por periodos de lh en cada concentracion, asf como en una mezcla aclarante
(xilol-etanol absoluto 1:1) y en xileno al 100%. Al término de la deshidratacién. las
muestras se colocaron en recipientes de acero inoxidable donde se adiciond parafina a 56°C
con cambios de 1h dos veces dejandolos solidificar. Los bloques incluidos se ies dio forma
de trapecio a 5 mm alrededor de la pieza y 1a muestra se secciont con un microtémo a4 p .
El corte obtenido se anexd a un bafo de flotacion (aguaa 45° C, grenetina lg/litro} para
ser adherido a un portaobjetos, dejindola secar a temperatura ambiente; se tifieron las
laminillas con Hematoxilina y Eosina de Harris (Lynch y col., 1988). Finalmente se realizd
una lectura sistematizada de los drganos buscando alteraciones en =i espacio poria y en el
lobulilko; fa presencia, tipo y localizacién del infiltrado inflamatorio y de la fibrosis; la
presencia de células y materiales extrafios, y alteraciones en la arquitectura.
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VIIL8. Estadistics.

Los resultados son representativos de por lo menos 3 experimentos independientes. Los
resultados se expresan como la media -- desviacién estindar. Los resultados de las
determinaciones enzimaticas (TGP y TGO) y de la prueba bioguimica (hematocrito) fueron

evaluadas con el programa prisma y sigma. Para el estudio Histopatoldgico se utilizd el
programa Stargraphics 5 comparando las medias con la prueba de Tukey. Los niveles de
significancia se establecieron a p < 0.0S.

Lh
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IX. ESQUEMA DE TRABAJO

40 Ratas Macho adulto Wistar (distribucién Japonesa en 8 lotes)

5 s 5 5 5 l 5 5 5
Control Aflatoxina B1 Aflatoxina Bl Aflatoxina Bl Aflatoxina Bl Aflatoxina Bl Nadian Plus Vitamina E
(AFB1) + I + I (NP) (VE)
Nadian Plus Nadian Pius Vitamina E Vitamina E
(AFB1 + NP) (AFB1 + VE) (AFB1 - NP) (AFB1 - VE)
Puncién Cardiaca Dia 0
Segunda puncién y primer sacrificio dia 35
Tercera puncién y segundo sacriflcio dia B4
Valoracion de las muestras
Estudio Histopatoldgico Determinaciones Determinacién Bioguimica Sindromes téxicos

Peso relativo de
6rganos
Bazo
Higado
Rifiones

enzimdticas l

| l,e....n.u

Transaminasa Gluiimica Oxalacetica (TGO) Hematocrito Pérdida de peso
Transaminasa Glutdmica Pirtivica (TGP) Pérdida de pelo
Anorexia

Lactato Deshidrogenasa (LDH)
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X. RESULTADOS

X.1. SINDROMES TOXICOS (Medicion de peso, amorexia, caida de pelo y
mortalidad).

Verios investigadores han sugerido que desde Ia presencia de lesiones preneoplasicas hasta
la fase terminal de un HCC se observa en un individuo la pérdida gradual de! apetito. la
pérdida de peso, 12 caida de pelo e incluso la muerte del individuo {Kumar y col., 2004). El
peso de cada lote fue evaluado en una balanza granataria con cesto OHAUS cada semana
durante los 84 dias. Las ratas que recibieron durante 84 dias una dosis de 1.5 ppb de
aflatoxina B1 (AFB1) mostraron una tendencia a disminuir de peso de manera significativa
(p < 0.05) con respecto a su control (Grdfico y tabla 1); asi mismo, mostraron caida de
pelo, anorexia y mortalidad del 13% (Fig. 94). El lote de ratas que recibié una dosis diaria
de 1.5 ppb de AFB1 y 0.2 ml de Nadian Plus (AFB1 + NP), asi como el lote que recibié
una dosis diaria de 1.5 ppb y 3 U de vitamina E (AFB! + VE) tamtién tuvieron una
tendencia a disminuir de peso pero a partir del dia 56 se observa en ambos jotes un aumento
de peso. Sin embargo no existe una diferencia significativa entre estos lotes y el lote
administrado con AFB1 (Grdfico y tabla 2), estos lotes no presentaron caida de pelo,
anorexia y mortalidad. Las ratas que recibieron una dosis de 1.5 ppb diaria de AFBI
durante 35 dias y a partir del dia 36 se le administré una dosis de 0.2 mi de Nadian Plus
(AFB1 — NP), asi como el lote de ratas que recibi6 una dosis de 1.5 ppb de AFBI durante
35 dias y a partir del dia 36 se le administré una dosis de 3 U de vitamina E (AFBI —- VE}
mostraron una tendencia a disminuir de peso hasta el dia 49 sin embargo mostraron un
aumento de peso a partir del dia 56 hasta el térmiﬁo del tratamiento; pero al compéralos con
el lote administrado con AFB1 no hubo diferencia significativa (Grdfico y tabla 3); en
ambos lotes se observé iniciaimente la caida de pelo y anorexia (Fig. 94) posteriormente a
partir del dia 56 en ¢l lote AFBl — NP se observé la disminucion gradual de estos SIgnos
(Fig. 9B). Finalmente tanto ¢l lote que recibi6 una dosis diaria de Nadian Pius (NP) y el
lote que se le administrd Vitamina E (VE), tuvieron una tendencia a subir de peso durante
todo el tratamiento presentando una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al lote
de AFBI (Grdfico y tabla 4), sin presentar caida de pelo, anorexia y mortalidad.
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Grifico y Tabla 1. Peso de ratas macho Wistar tratados con Afatozina Bl (AFB1) durante 84 dias y su
respective coatrol Cada lote de ratas fue pesado en una balanza granataria cada semana. Se observa en el
gré.ﬁcoq!xc]lmca]queselemjn'su-omadﬂsisdcl.sm&MBlmmmhadminm
signiﬁcarivamenteccurupeaoawoonruLEnlatabhsemmac]prmmdiodclp&pwmm.m
Mosmﬁﬁosmhnﬁhiuksmmhmﬁd@&%mwpﬁom 12 semanas.
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Loic 3495 | 4264 | 3980 | 387.1 | 3766 | 3705 | 352.8 | 351.3 | 368.3 | 365.7 | 364 | 3757
AFBI+VE :

® |

Grifico y tabla 2. Peso de ratas macho Wistar tratsdos coa Aflatoxina BI + Nadisn plus (AFBI + NP} y
Afatoxina Bl + Vitamina E (AFB1 + VE) durante 12 semsanas, Se observa en el grifico que al lote al que
s¢ le administro AFB1 + NP durante todo ¢l tratamiento presento una tendencia a dismimuir de peso al igual
quedlue-dmluisu'adomAFBl,peroaputhdddlaﬁtastacl&seobsqvaunammrnodcpm.Sin
embargo no existe una diferencia significativa eooe este lote y el lote administrado con AFBI. Los lotes
administrados con AFB1 + VE y con AFBl + NP presentaron el mismo comportamiento sin presentar
diferencia significativa. En la tabla se muestra el promedio del peso por lote tratado. Los datos mostrados son
la media + d.s de § experimentos individuaks. Cada individuo s¢ peso durante 12 semanas.  (p > 0.03)
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73]
Lote 4294 413313914 | 377.7 | 3671 | 3634 | 337 338 | 371.5 | 3695 | 364 372
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Grifico y tabia 3. Peso de ratas macho Wistar traiados con Aflatoxina Bl durante 35 dias y s partir del
dia 36 ai 85 de manera paralela recibieroa la sdministracién de AFB1 + NP (AFB1 — NP) o AFBI +
YE (AFB]1 — VE). Se observa en el grifico que al lote al que se ke administrd AFB1 -— NP mucstra una
tendencia a disminuir de peso hasta el dia 49 y posteriormente un aumento de peso: sin embargo
comparindolo con el lote administrado con AFBI no hay diferencia significativa. El lote administrado con
AFB| — VE tuvo el mismo comportamiento que el lote administrado con AFB1 — NP por ko ante no hay
diferencia significativa entre estos lotes. En la tabla se muestra ¢l promedio de peso por lote tratado. Los dalos
mostrados son la media + d.s. de 5 experimentos individuales. Cada animal se peso durante 12 semanas. (p >
0.05).
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Grifico y tabla 4. Peso de ratas macho Wistar tratados com Nadian Ples {NF) ¥ Yitamina E (VE) Cada
lnmdemsﬁxpemdommbalmwmmhmd:m@mﬂe“dﬁ&&oh&wﬁmelmﬁwque
¢! lote control, ef lote al que se le administrd NP y al que s¢ ke administré VE, presentaron una tendencia a
mapaoﬁmmlwoclumammwuimhumd&mchﬂgﬂﬁcaiwcmmpeaoﬂlounmdocm
AFBL. En la tabla se muestra el promedio del peso por lote tratado. Los datos mostrados son la media + d.s,
deSWosindivkhnhs.Cadahiedcnisscpmdxml2m‘p<ﬂ.05.
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a)

Fipura 9. Sindremes Tézices de ratas irstadas com AFBL, AFBI — NP y AFB1 — VE. (A) Raiz gue
mm&mdﬁtp&ymm)ﬁmbuwmmlmﬁ
dbyp“haﬁﬁuﬂkﬂl+ﬂ,“d@ﬂtﬂb(ﬂdh)m
on todo ¢l lote que ac hobo caida de pelo al ser iratadas con &l NP.
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X. 2 DETERMINACION DE HEMATOCRITO

La prueba del hematocrito se basa en la relacién del volumen de eritrocitos con el de la
sangre tofal y cuyo valer se ve alterade debide a tumores de rifién, higado y glandulas
suprarrenakes, enfermedad renal cronica, hipotiroidismo y anemias entre otras
enfermedades (Morrison, 1999). El lote tratado con AFBI durante 84 dias mostro una
tendencia a disminuir e! porcentaje del hematocrito durante el tiempo del provecto
presentando una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al lote control (Grdfice y
tabla 5). En el lote tratado con AFB1 + NP, se observs gue el porcentaje del hematocrito
presenid una tendencia a disminuir hasta el dia 35, sin embargo se observé un aumento
significativo (p < 0.05) en los siguientes dias con respecto al lote tratado con AFB1. Con
relacién al lote tratado con AFBI1 + VE el porcentaje del hematocrito se mantuvo constante
presentande diferencia significativa con respecto al lote tratado con AFBL (Gréfico y tabla
6). En los lotes AFBI -— NP y AFBl — VE mostraron una tendencia a disminuir en
porcentaje hasta el dia 35 y aumentar en los dias posteriores con una diferencia significativa
(p < 0.05) con respecto al lote AFBI (Grdfico y tablz 7). Finalmente, tanto el lote al que se
ke administré Nadian Plus como aj lote que se le administrd Vitamina E se observé que el
porcentaje de hematocrito se mantiene constante durante los 84 dias de tratamiento cayvendo
los valores dentro del rango normal de 38%-50% (Grdfico y fabla 8).
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Dia [ Lote control | Lote AFBI ]
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35 42 28
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—— AFB1

Grifico y tabla 5. Porcentaje de hematocrite olenido de ratas macho Wistar tratados com AFBI su

mhmwmﬁnmsﬂmwmiMyRMﬁﬁmmmmﬁm@
Solbat M-600. Se observa en ¢ grifico que el Jote al que sc ke adminisiré una dosis de 1.5 ppb de AFBI
presentd una tenviencia a disminuir significativamente de porcentaje con respecto a su control En ia tabla se
muesta el promedio del porcentaje por lbote tratado. Los datos mostrados son la media + ds. de §

experimentos individuales. *p<0.05
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Grifico y isbla 6, Porcentaje de bematocrito obtemido de ratas macho Wistar tratsdos con AFB1 + NP
¥ AFB1 + VE. A cada lote se ke realizo la proeba lcs dias 1, 35 y 84. Se observa en el grafico que el lote al
que s ic administté AFB] + NP durante 84 dias el porcentaje del hematocrito presentd una tendencia a
disminuir hasta e dia 35, sin embargo hubo un aumento en ¢l dia 84 con una diferencia significativa con
respecto al bote administrado con AFB1. El lote tratado con AFB1 + VE tuvo ¢l mismo comportamiento que
el Jote administrado con AFB] + NP, no habiendo una diferencia significativa. En la tabla se mucstra el
promedio del porcentaje por lote tratado. Los datos mostrados son la media + ds. de 5 experimentos

individuales. * p < 0.05.
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Grifico y tabla 7. Porceataje de bematocrito obiemido de ratas macho Wistar tratades com AFBI
dun-telﬁdhsypesteriormentehadnhmmddhhdiuPlls(AFBI——NP’)ydIMede
imdivid wos tratados com AFBL — VE. A cada lote se ke realizo la prueba de hematocrito los dias 1,35y 84
En el grifico se observa que el lote al que se Je administrd AFBI — NP y el lote administrado con AFB! —
VE,rmsuamnunatﬁmnciaathuhenpmmmjetmmeldiaﬁytmaumanoeneld.hm,nn
mostrando una diferencia significativa pero comparandolos con ef lote de AFBI si se observa diferencia
significativa. En |2 tabla se muestra el promedio del porcentaje por lote tratado. Los datos mostrades son la
media + d.s. de 5 experimentos individuales. *p < 0.05
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Grifico y tabts 8. Porceataje de hematocrito obtenido de ratas macko Wistar tratados con Nadian Ples
y\v’ttl.nhlE.EnelgliﬂmseobservaqucdloaﬂquescleadmkﬂstréNPmmua]knealqueseI-e
adminisiré VE el porcentaje de hematocrito se mantiene constante durante los 34 dias de tratamsento sin
mdﬁumhs&gﬁﬁcﬁva&hmbhxmdmbdamkmmm.mm
mostrados san fa media + d.s. de 5 experimentos individuales. *p < 0.05.



X. 3 DETERMINACION DEL PESO RELATIVO DE LOS ORGANOS HIGADO,
BAZO Y RINONES.

El higado es el principal érgano que realiza las funciones metabdlicas del organismo,
cuando sufre un dafio por un agente externo este puede suffir lesiones patolégicas, por
ejemplo en el hepatocarcinoma celular se presenta una invasién del tumor al tejido ¥
penetracién de las células anormales en los vasos sanguineos y linfiticos a través de
comunicaciones venolinfiticas y de los espacios intersticiales de los ganglios linfaticos y
otros tejidos como el bazo y los rifiones induciendo asi 2 la metastasis (Kohn v Liotta,
1995). El peso relativo de los 6rganos se obtuvo con base a la relacién del peso de cada rata
y de cada érgano. El lote tratado con AFB1 durante 84 dias mostré una tendencia a
disminuir el peso relativo del higado, del bazo y de los rifiones de manera significativa (p <
0.05) con respecto al lote control (Grdficos y tablas 9 A, B y C). En el iote tratado con
AFB1 + NP se observé que el peso relative de higado presenta una tendencia a disminuir
hasta el dia 35 al igual que el lote administrado con AFBI, sin embargo el peso del drgano

_en ¢l dia 84 de tratamiento presentd una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al
lote administrado con AFB]. Con relacion al peso relativo del bazo se observé diferencia
significativa (p < 0.05) dusante el tratamiento. Sin embargo ¢l peso relative de los rifiones
no presenté diferencia significativa con respecto al lote tratado con AFBI. El lote
administrado con AFB1 + VE present el mistmo comportamiento que el lote con AFBI +
NP (Grdficos y tablas 10 A, B y C}. La tendencia observada tanto del lote de AFB1 —- NP
como la del AFB1 — VE fue la disminuci6n del peso relativo del higado, de! bazo ¥ de los
riftones hasta el dia 35 con respecto al lote control sin embargo el dia 84 se observé un
aumento significativo (p < 0.05) con respecto al fote administrado con AFBI1 (Grdficos y
tablas 11 A, B y C}. Finalmente, tanto el lote que recibio NP como en el lote al que se le
administr VE, se observé una disminucién significativa (p < 0.05) en el peso relativo de
higado en el dia 35 con respecto al lote control, sir embargo et dia 84 se observd un
aumento significativo con respecto al lote AFBI. En relacién al peso relativo del bazo y de
los riffones no hubo diferencia significativa (Grdficos y tablas 12 A, By C).
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Grifices y tshias 9. Peso relative del higado, del baxo ¥ de los rifiones ebtraides de ratas mache Wistar
tratados con AFB1 durssic 84 dins y su respective conirel. A cada lote sc ke resliz wmn estudio psoligico
los dixs 35 y 34 del tratmmiesio. Durasie ks pecropsia s¢ observo tonsfidad, textura y s peso a cada uno de bos
éegancs. Posteriormente se realiz |a relacion del peso de cada drgano coa respecto al peso de cada rata para
obicner o peso relstivo. Los grificos muestran al lote que recibid ona dosis de 1.5 ppb daria de AFBI
durante 84 diss presentando wna tendeacia a disminuir ¢ peso refativo de (A) higado, (B) bazo y (C) rifiones
con respecto al Jote coatrol. En las tablas se muoestra el promedic del porcentaje por lote tratado. Los datos

mostrados som la medsa + d s. de 3 experimentos incfvidiales, *p < 0.05.
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con AFB1+NP y AFB1 + VE duranie 12 semasss. Los grificos A y B meestran que ¢ lote con AFBI +
P@mgwaﬁﬁ'dpﬂnmﬁugdoyddhmhﬂ:d&ﬁdigdqnd
kote administrado con AFBI, sia embergo & dia 84 presenio uns diferencia significstiva con respecto al kote
Mmﬂl;iuﬂpdmdﬁw&hrﬁsmmmiﬁﬁﬂiu
giﬁmCEkhaﬁiﬂ'lbmAml+VEMquqndmm“
AFB1 + NP sin prescatar diferencia significativa. En las tablas se mwocstran o promedio ded porceatsje por
lote trstado. Los datos mostrados son la media + d_s. de 3 experimentos individales. * p < 0.05.
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Grifics y tabiss 11, Peso reixtive del higada, del bazo y de los rillemes de raiss macho Wistar tratades
coa AFB1 — NP y AFBl — VE dursate 12 semsans. A cada lote de ratas se le realizh un estadio
patoligico los diss 35 y 34 del tratamicato, a 3 animates por lote so Jes realizd [a necyopsia para el estudio
macroscipico de los drganos meacionados. Se observo ka tonalidad, ha textors ¥ se peso cada uBo de los
Orgamon. Los grificos muoestran que | tendencia del Jos lotes tratados con AFB1 — NP como com
AFB1 — VE es la de disminmir ol peso redativo de bos Grganos hasta of dia 35 con respecio al lote cosirol; sim
embargo e} dia 34 s¢ cbservd wn sumenio de los pesos relativos de higado, de bero y los rifiones con uma
diferencia significative coa respecto al lote tratado com AFBI. En lss tablas sc mmestra of promedio ded
porcentaic por kote tratado. Los detos msostrados son 1a media + d s de 3 experimentos individesles. *p < 0.05.
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Dias 35 [
WP (% | 26 | 33
YE(®) | 27 | 33
Dixs 5 ] |

NP (%) | 0254 | 626
VE(%) | 0224 | 051
Des 35 =
NP %) | 0510 | 0620
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Gﬂuyﬂ-nmmﬁmumyahmumwmm
com Nadian Plus y Viismima E dursate 12 semanas. A cada lote de rates se e realizd un cstudio
pstoidgico los dias 35 y 34 del tratammiento. Se observd I tonafidad, 1a textura del érgano ¥ se pessron cada
mbh&mAﬁpﬁ)B(&m)yC(rﬂms}mgﬁmmnmdmm
con NP como a8 lote que s¢ ke administnd VE preseotsn una disminocion significativa el dia 35 en & peso
relativo ded higado coa respecto al lote control, sin embargo <l dis 34 se observé un aumentc en peso de los
Seganos (higedo, bezo ¥ rifiones). En ks tablas se moucstran ¢l promedio del porcentuje por lote tratado. Los
datos mostrados soa ka media + d.s de 3 experimentos individuales. *p <0.05.




X_ 4 MEDICION DE LAS ENZIMAS TGP, TGO Y LDH.

Las Transaminasas TGO y TGP son enzimas ampliamente difundidas en el organismo con

elevada concentracion en el corazén, en el higado, en muasculo esquelélico, en los rifiones ¥
en los eritrocitos. La actividad sérica en condiciones normales es baja o nula; un dafio o
enfermedad en cualquiera de estos tejidos, conduce a un aumento en los niveles séricos; por
ejemplo en hepatitis virales y otras formas de enfermedad hepatica que involucren necrosis
tisular predomina la actividad sérica de TGP (Morrison, 1999). Los valores de los 8 lotes de
ratas fueron evaluados por ef método colorimétrico para la deterninacién de la actividad
sérica de las enzimas TGO y TGP con kits Wiener. Las ratas que recibieron durante 84 dias
una dosis de 1.5 ppb de AFB} mostraron una tendencia a aumentar de manera significativa
{p < 0.05) la actividad sérica de TGO y TGP con respecto a su control (Graficos y tablas 13
A y Bj. En los lotes tratados con AFB1 + NP v AFB! + VE se observo una tendencia a
aumentar ligeramente pero significativamente (p < 0.05) su actividad sérica con respecto al
lote tratado con AFB1, sin embargo en el dia 84 se observé una disminucidn de la actividad
sérica (Grdficos y tablas 14 A y B). El lote tratado con AFB1 —- NP y el lote con AFBI —
VE, mostraron una tendencia a aumentar su actividad sérica de TGO y TGP af igual que el
lote AFB1 pero el dia 84 se observd una disminucién significativa {p < 0.05) con respecto
al lote AFB1 (Graficos y tablas I5 A y B). Finalmente, tanto los valores del lote al que s¢ le
administré NP como al que se le administrd VE mantuvieron su actividad sérica de TGO y
TGP dentro de los valores normales durante el tratamiento mostrando una diferencia
significativa (p < 0.05) con respecto al Ew tratado con AFB1 (Grdficos y tablas 16 Ay B).

La enzzlma LDH mostrd el misme comportamiento que las enzimas TGO y TGP en todos
los lotes. Datos no mostrados.
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Grificos y tablas 13. A (Tramsaminasa glatimico pinivica, TGP) y B (Transamiwasa gintimico
oualacética; TGO). Medicién de la enzima TGP y TGO obtenida de ratas macho Wistar tratados con
AFBI durante uéh:ynrupedivomﬁnll,osvﬂwasdec&chhtedermﬁewa}ua&obsdﬁsl,ﬁ
prudmé&domhi:ﬂrbomhdﬁamhndﬁndehnﬁvﬂads&imdehmimaTGPyTGOcm
k'ns\lﬁm'.LasraasumadmcmAFBlumsuwmummimciaamwmdemmasigniﬁcuivah
aﬁivkbdsériudcTGPyladcTGOconrcspcctuasucum-uLEnlmtabhssemueslnc]prmnediopmkne

namdo.mdammsradmmnhmedhid&deiexpah}m[ndiﬁdnﬂes.‘p<0.05.
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Grifices y tablas 14. A (Transaminasa glutimico pirévica, TGP) y B (Tramsaminasa ghutimico
axalacética; TGO)L Mediciéa de la eazimas TGP ¥y TGO obtenidas de ratas macho Wistar tratados con
AFB1 + NP y AFBI + VE. Loz valores de cada lote de ratas fueron evatuados bos diss 1, 35 y 84 porel
método colorimétrico para la determinacion de s actividad sérica de las enzimas TGP y TGO con  kits
Wicner. Los grificos muestran en ambos lotes una tendencia a aumentar ligeramente pero significativamente
su actividad sérica con respecto al lote tratado con AFBI, sin embargo el dia 84 se observé una dismimucion
de b actividad sérica de TGP y TGO. Entre ambos lotes mo hay diferencia significativa. En las tablas se
mestra e! promedio por loke tratado. Los datos mostrados son |a media + d.s. de 5 experimentos individuales.

*p <0.05.




(A)

218 —=— CONTROL
~ 288 AFB]
S 178 —~—AFB1-— NP
. 150 AFBI — YE Dfss o | 3%
::: AFBl — NP 42 &7
7% /’\_\_‘ AFBl —¥E | a2 93
5 -
15
‘ 15 P 5 (e
TIEMPO (DfaS)
B)
168+
158 —=— CONTROL
148 —i— AFB1
o }: ~e— AFBI — NP Dias 0] 35 | =
< e —— AFBI — VE AFBT—W [ &2 | 7 | &
8 180+ AFBI—VE | 47 | 93 | &
= 9
5+
i o *
o8-
F T T T L
¢ 25 50 75 1
TIEMPO (DiAS)

Grificos y tablas 15. A (Tramsaminass glutimico pirivica, TGP) y B (Tramsaminasa glutdmico
oxalacética; TGO). Meﬁdﬁndeh:ﬂz:inuTGPyTGOaht:lidasderltu macho Wistar tratados con
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X.5 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.
El diagnéstico del HCC ha sido establecido sobre pruebas basicas citologicas e

histopatolégicas, la neoplasia se constituye por céiulas hepéticas anormates dispuestas en
cordones separados por sinusoides con diferenciacién variable; las células tienen nucleos
crecidos y muestran nucleolos prominentes e hipercromatismo (Llovet ¥ Beaugrand, 2003).
Con relacitn al estudio histopatolégico de los érganos (higado, bazo y rifiones) realizado en
nuestro proyecto s¢ observé que el dia 35 el lote control presentd en higado degeneracion
albuminosa difusa moderada e hiperplasia de conductos biliares (Figura 104 y 10B)
comparadas con el lote AFBl que presenté degeneracién albuminosa difusa moderada,
poliploidia, picnosis, congestién difusa leve, mecrosis coagulativa periacinar moderada,
anisocariosis, hepatosis grasa severa y degeneracién vacuolar severa (Figura 10C - 10F);
sin embargo ¢l dia 84 el lote control presentd degeneracion albuminesa difusa y
degeneracién vacuolar multifocal leve (Figura 114) y en el lote AFBI se observd
anisocariosis leve, necrosis individual coaguiativa, lobulillos con puentes de tejido
conjuntivo, degeneracién vacuolar, megacariosis, anisocitosis, necrosis y fibresis (Figura
1IB - 11E}. Las caracteristicas presentadas en el bazo el dia 35 del lote contro! fueron
deplecién linfoide y congestidn difusa leve (Figura 124} y en ridones se observd
degeneracién albuminosa moderada y congestion leve (Figura {2B), comparando con el
lote AFBl que presentd en bazo deplecién linfoide moderada, congestién severa y
hemosiderosis (Figura 12C y 12D); en tifiones se observéd degeneracién albuminosa difusa
severa, glomerulitis, necrosis coagulativa difusa moderada, picnosis y congestidn
multifocal moderada (Figura 12E y i2F). El dia 84 el k:dc control presenié nodubos
linfoides en bazo (Figura 134) v en rifiones se observé degeneracion albuminosa difusa
moderada (Figura [3B), comparado con ef iote AFBI que s¢ observd en bazo deplecion
linfoide moderada y hemosiderosis moderada (Figura 13C y 13D) y en rifiones se observé
degeneracién albuminosa difusa moderada, nefritis intersticial multifocal leve ¥ congestion
difusa leve (Figura 13E y 13F). El lote con AFB] + NP presento el dia 35 las siguientes
lesiones hepdticas: degeneracion albuminosa centrotobulillar leve, degeneracion vacuolar
leve, células de Kupffer, hiperplasia de conductos biliares leve y necrosis individual
(Figura 144 - 14D); comparado con el lote AFB| + VE que presentd hepatosis albuminosa,
necrosis individual, células mononucleares, anisocariosis, megacariocitos, hemosiderosis,
hiperplasia de conductos biliares, degeneracién albuminosa leve y congestién leve
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(Figura 14E — 14H); sin embargo el dia 84 en el iote AFB] + NP se observé degeneracién
albuminosa centrolobulillar, degeneracidn vacuolar y necrosis en espacio porta (Figura
164); y el lote AFB1 + VE presentd hiperplasia de conductos biliares y degeneracién
vacuolar periportal {Figura 16D). El dia 35 se observaron las siguientes lesiones en bazo del
lote AFB1 + NP deplecién linfoide moderada y congestién difusa moderada (Figwra [34) y
en rifiones se presentd degeneracién albuminosa moderada, glomerulitis y congestion
difusa moderada (Figura 15B); sin embargo el lote AFB1 +VE presentd deplecion tinfoide
moderada, congestion y hemosiderosis difusa moderada (Figura 15C y 13D) ¥ en rifiones
s¢ observd degeneracion albumincsa difusa moderada y congestion leve (Figura I5E); el
dia 84 el lote AFB1 + NP present6 en bazo deplecion linfoide difusa moderada (Figura
16B) y en rifiones degeneracién albuminosa difusa moderada y hemorragia multifocal
moderada (Figura /6C) comparado con el lote AFB1 + VE que presenté en bazo deplecion
linfoide difusa moderada y hemeosiderosis (Figura [6E} y en rifiones se observd
degeneracién albuminosa severa, congestién difusa multifocal, hemorragia y glomerulitis
(Figura 16F y 16G). Los lotes AFB! — NP y AFB1 — VE presentaron el dia 35 la misma
patologia en higado (Figura 10C - 10F), bazo (Figura 12C y 12D) y rifones (Figura 12E y
12F} que et lote AFBIL. Sin embargo el dia 84 en ambos lotes se observé a nivel hepatico
degeneracion periportal vacuolar moderada e hipesplasia de conductos biliares (Figura 174
y 17B) en bazo se observt deplecion linfoide moderada v hemosiderosis (Figura 17C) y en
rifiones se presentd degeneracion albuminosa difusa moderada, hemorragias multifocal y
congestion (Figura 17D). El lote administrado con NP durante 35 dias presentd a nivel
hepatico hiperplasia de conductos biliares, necrosis individual moderada, hepatosis grasa
difusa moderada y congestién difusa moderada (Figura 184 - 18C). El lote administrado
con VE presenté degeneracién albuminosa, congestidn leve ¢ hiperplasia de conductos
biliares (Figura 18D y I8E); en el dia 84 el lote NP present6 degeneracin albuminosa leve
(Figura 204) y en el lote VE se observd degeneracion albuminosa difusa, degeneracion
vacuolar leve e hiperplasia de conductos biliares leve (Figura 20D y 20E). Las
caracteristicas presentadas en el bazo del lote NP el dia 35 fueron deplecion linfoide
moderada, hemosiderosis leve y congestién moderada (Figura 194 y 19B) y a nivel renal se
presentd degeneracion atbuminosa difusa moderada y congestion leve (Figuwra 19C). En el
lote VE se observdé en bazo deplecion linfoide leve, congestion moderada difusa y
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hemosiderosis leve (Figura 19D) ¥ a nivel renal se presenté degeneracién difusa leve y
congestién leve (Figura 19 E); en el dia 84 en el lote NP se observé en bazo deplecidn
linfoide leve (Figura 20B) y en riftones degeneracién albuminosa moderada y congestién
leve (Figura 20C). En el bazo del lote VE se observé deplecion linfoide leve y poca
hemosiderosis (Figura 20F) y a nivel rena!l se observd degeneracion albuminosa leve difusa
y congestion leve (Figura 20G}.
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XL DISCUSION. .
El HCC representa aproximadamente el 5% de los cancéres en el mundo y el nitmero de
muertes excede a las 500,000 por affo. Uno de los principales factores epidemiolégicos que
caracierizan este cdncer son enfermedades hepaticas previas como la cirrosis, el virus de la
hepatitis B y C (Llovet y Beaugrand, 2003).

SINDROMES TOXICOS.

Existen varias caracteristicas clinicas que incluyen un HCC entre ellas, s presenta un dolor
en el cuadrante superior derecho, dolor abdominal agudo, anorexia, hemorragias en higado,
caida de pelo y la pérdida de peso entre otras (Befeler y Di Bisceglie, 2002). Los resultados
en nuestro modelo animal nos permitieron determinar algunos sintomas clinicos como la
ancrexia, la pérdida de pelo y la disminucidn en peso. Los resultados mostraron que el lote
tratado con AFBI1 presentdé una disminucién significativa de peso con respecio a sus
controles (NP, VE y controi) mientras que los lotes AFB1 + NP, AFBI + VE, AFB|-— NP
y AFB1 — VE mostraron el mismo comportamiento que AFB1 peroc con una tendencia a
incrementar de peso a partir del dia 50 sin diferencia significativa. Ademas el lote AFBI
presentd caida de peio y anorexia. Estos resultados nos hacen sugerir que: a) la AFB1 esta
ocasionando pérdida de pelo, disminucién en peso y anorexia; b} el NP v la VE pudieran
ayudar a comrarrestar los efectos provocados por la AFB1 con respecto a la caida de pelo y
la anorexia; sin embargo si el tratamiento hubiese durado mas de 100 dias es probable que
existiera una diferencia significativa en relacién al aumento de peso.

HEMATOCRITO.

Morrisson, (1999) sugiere que el hematocrito puede verse alterado debido a la formacién de
algunos tumores, enfermedades renales y/o anemias entre otras. El lote que se traté con
AFBI disminuyo el porcentaje del hematocrito sin embargo los lotes AFB1 + NP, AFB1 +
VE, AFB1 — NP y AFB! — VE a partir del dia 35 presentaron un incremento en el
porcentaje del hematocrito de manera significativa con respecto al lote AFB1 hasta llegar a
su valor normal. Esto nos hace sugerir que tanto et NP y {a VE pudieran ayudar a
contrarrestar el efecto de seguir dismiruyendo el hematocrito debido a que et NP contiene
hierro (componente de la hemoglobina y miogtobina), vitaminas Be ¥ B;> que ayudan en la
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produccién de glébulos rojos, ademas contiene vitamina C que interviene en la absorcion
del hierro (Casanueva y col ,2001).

MEDICION DE LAS ENZIMAS TGO Y TGP.

Las enzimas TGC y TGP son enzimas que pueden verse alteradas por alguna afeccion
hepdtica (Morrison, 1999). Las ratas tratadas con AFBl mestraron una aumento
significativo en los valores de las enziinas TGO y TGP, sin embargo al haber tratado a los
lotes AFR] + NP, AFB1 + VE, AFBi1 — NP y AFBl —- VE los valores disminuyeron de
manera significativa con respecto al lote AFB1. Estos resultados sugieren que tanto el NP
como la VE pudieran ayudar a conirarrestar el efecio de seguir aumentando la
concentracion de TGO y TGP ya que la vitamina E es un antioxidante y la vitamina C que
se encuentra en el NP podria estar contribuyendo a la regeneracion celular, ademas de
mejorar la resistencia al cincer ya que es un antioxidante intracetular. Con lo discutido
previamente la AFBI esta ocasionando caida de pelo, disminucidn de peso, anorexia,
disminucién de hematocrito y valores elevados de las enzimas TGO, TGP y LDH. Estas
son algunas caracteristicas que pudieran asemejarse a un HCC (Marrero y col, 2005). Sin
embargo ¢l incremento de las enzimas TGO y TGP no necesariamente son mediciones

bésicas de un HCC ya que pueden verse afectadas por alteraciones en corazon, en el higado
o en los rifiones (Morrison, 1999).

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

Con relacidn al estudio histopatoldgico realizado en nuestro proyecto observamos que el
lote tratado con AFBI presentd en higado, en bazo y los en riffones lesiones que afectan la
estructura celular de estos Organos comparado cor sus controles donde las lesiones
observadas fueron leves. Estos resultados nos hacen sugerir que el sorgo ingerido por los
controles contenia una concentracion baja de AFB1. Esto nos podria indicar que la AFBI
esta ocasionando dafio los 6rganos mencionados. Sin embargo cuando nuestros animales
fueron tratados con AFB1 + NP durante 35 dias se observo que las lesiones en el higado
fueron leves, ademis de la presencia de células de Kupffer sugiriéndonos que el sistema
inmune podria estar activado. En bazo vy rifiones las lesiones disminuyeron a un grado

moderado. Por otro lado, el lote AFB1 + VE presentd un mayor dafio hepatico gue el lote




AFB1 + NF esto nos hace sugerir que el NP est4 contrarrestando mejor los efectos de la
AFB! en el higado, ya que en ¢l bazo y en los riflones no hubo diferencias en cuanto a
lesiones. El peso relativo de fos 6rganos disminuy6 a los 35 dias de tratamiento; sin
embargo su tendencia fue de aumentar, esto nos hace pensar que el NP puede estar jugando
un papel terapéutico en la alteracién hepdtica que esta provocande la AFB), Finalmente los
parfmetros histopatolégicos de los lotes tratados con AFBI ~— NP o AFB1 — VE
mostraron que la administracion de NP o VE contrarrestd el avance de las lesiones en los
érpanos mencionados evitando que en el higado se pudiera presentar cirrosis como se
observé en el lote tratado con AFBI a los B4 dias de tratamiento. Este estudio
histopatolégice nos indica que el NP podria estar contrarrestando desde el inicio los efectos
provocados por la AFBI perc también nos hace sugerir que la vitamina E pudiera estar
jugando un papel importante en disminuir los efectos provocados por la AFB1 ya que es
un eficaz antioxidante; sin embargo los resultados nos sugieren que el NP pudiera tener un
efecto mis potente que la vitamina E ya que este suplemento contiene diferentes elementos
nuiricionales que ayudan al mantenimiento de las funciones bioquimicas del organismo. por
ejemplo la vitamina A que capta radicales libres, interviene en el mantenimiento de los
epitelios, en la respuesta inmune y en la diferenciacién celular. La vitamina B, es un
antioxidante, interviene en reacciones de descarboxilacién. La vitamina B, que interviene
en reacciones de oxido-reduccién c incrementa la formacién de anticuerpos. La vitamina
Bg que interviene en reacciones de transaminacion y descarboxilacién, ademds mejora la
actividad de los linfocitos T ¥ B contribuyendo a la prevencién del cancer. La vitamina B,
que interviene en las reacciones de metilacién y mejora la resistencia a las enfermedades
gracias a su influencia en la actividad de los tinfocitos T y B. La vitamina C que interviene
en las reacciones de carboxilacion, transcarboxilacién y descarboxilacion, antioxidante del
radical superdxido, del peréxide de hidrdgeno, del hipoclorito y del radical hidréxilo,
contribuye a la formacién de los tejidos, ademés mejora la resistencia al cancer y es un
amtioxidante hidrosoluble intracelular. La vitamina D que participa en la respuesta inmune.
La vitamina E que también es un antioxidante. E! calcio que interviene en la permeabilidad
de las membranas. El magnesio cofactor en reacciones donde interviene el ATP.
Finalmente derivados de la colmena que tienen funcién antibidtica y son fuente de
proteinas y minerales ( Casanueva y col,; 2001).
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XII. CONCLUSIONES.

1.- La AFB]) provocd sindromes tdxicos como son disminucién de peso, caida de pelo,
anorexia y mortalidad; a nivel bioquimico se presenté una disminucion en e! volumen de
eritrocitos representado por el porcentaje del hematocrito; y se incrementd la concentracién
de las enzimas TGO, TGP y LDH indicindonos una enfermedad hepética que involucra
necrosis tisuler,

2.- El estudio histopatolégico nos confirmé vn severo dafio hepatico hasta llegar a inducir

cirrosis, asi como dafio en bazo y rifiones.

3.- El Nadian Plus debido a los elementos nutricionales aue contiene podria inhibir los
sindromes toxicos como la anorexia, l2 caida de pelo y disminucion en 2l peso; ademds de
mantener los niveles normales del hematocrito v de las enzimas TGO, TGP y LDH que
fueron alteradas por la AFBI1.

4.- Con base a los resultados mostrados sugerimos que el Nadian Plus ayuda a disminuir el
grado de lesiones presentes en los érganos de los animales tratados con AFBI.

5.- Sugerimos que ¢l efecto que tiene el Nadian Plus en el organismo ante un dafio hepdtico
podria ser mejor gue el de la vitamina E.
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XHIL GLOSARIO

Anisocitosis: Desigualdad en el tamafio de las células especialmente de los glébulos rojos.
Améxica: Término general para los estados de oxigenacion insuficiente.

Ascitis: Acumulacién de liquido en la cavidad peritonesl por exudacién o trasudacion.
Conagestidn: Acumulacién excesiva o anormal de sangre en los vasos de una parte.
Criptogénica: Procesos infectivos cuya puerta de entrada o asiento se ignora.
Degeneracién: Alteracion de los tejidos o elementos anatémicos, con cambios quimices de
la sustancia constituyente y pérdida de fos caracteres y funciones esenciales. -
Deplecitn: Disminucion de fa cantidad de liquidos, especialmente de la sangre del cuerpo 0
de un érgano.

Edema: Acumulacién excesiva de liquido subcutineo y espacio intersticial en el tejido
celular.

Embolia: Obstruccién brusca de una arteria por un cuerpo arrastrade por la corriente
sanguinea.

Endoflebitis: Inflamacién de la tinica interna de las venas.

Epigastrio: Regién superior y media del abdomen, entre ambos hipocondrios y desde la
apdfisis xifoides hasta dos dedos por encima del ombligo.

Epiplén: Repliegue que une las visceras entre si y contiene los vasos y conductos.
Esplesomegalia: Aumento del volumen o hinertrofia del bazo.

Estroma: Armaz6n de un &egano, glindula u otra estructura, generalmente de tejido
conjuntivo que sirve para sostener entre sus matlas los elementos celuiares.

Extravasacién: Salida de un liquido del vaso que lo contiene.

Febricula: Fiebre ligera, especialmente la de larga duracién y origen no bien conocido.
Fibrosis: Formacién d: tejido fibroso.

Gimecomastia: Volumen excesiva de las mamas en ef hombre.

Glomerulitis: Inflamacion de los gloméulos renales.

Hedor: Olor fétido.

Hematemesis: Vomito de sangre.

Hemocromatosis: Trastomo metabdlico caracterizado porl acumulacion de grandes
cardidades de hierro con pigmentacion cutdnea y visceral.
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Hemosiderina: Pigmento amarillo oscuro que contiene hierro, producto de descomposicién
de la hemoglobina que se encuentra en los focos hemorrigicos antiguos, en determinados
estados patoldgicos, infiltrando las visceras, particularmente el higado.

Hemusiderosis: Deposito de hemosiderina en los tejidos, especialmente en el higado.
Hepatoleaticular: Relativo al higado vy al nicleo lenticular.

Hepatomegalia: Aumento del volumen del higado, que lo hace palpable por debajo del
reborde costal derecho.

Hipercromatismo: Forma de degeneracion del nicleo celular en la que éste se llena de
particulas pigmentarias.

Hiperplasia: Multiplicacion anormal de los elementos de los tejidos, hipertrofia numérica.
Hilio: Fisura o depresién en una viscera parenquimatosa por la que entran ¥ szlen los
elementos vasculares, nerviosos vy linféticos.

Hipocoadrio: Regitn superior y lateral del abdomen a cada lado del epigastrio.

Ictericia: Coloracién amarilla de la piel, mucosas y secreciones debido a la presencia de
pigmentos biliares en la sangre.

Imtersticio: Pequefio espacio o hendidura en un tejido. Espacio pequefio entre dos drganos
0 partes.

Lébualo: Porcion saliente de una viscera, limitada por cisuras y divisiones.
Megacariocitosis: Abundancia de megacariocitos.

Melena: Expulsién de sangre alterada por el ano, sola o con heces.

Neoplasia: Crecimiento de tejido , en el que la multiplicacion de las células no esta
totalmente controlada por los sistemas reguladores del organismo y tiene un cardcter a
veces pHogresivo.

Necrosis: Mortificacién de un tejido en general. Coagulativa: Tipo de necrosis en la que
los tejidos afectados conservan su consistencia y microscopicamente mantienen sus limites
celulares.

Nefritis: Nombre genérico que se refiere a las inflamaciones renales. Iatessticial: Aquella
que presenta predominioc de lesiones en el intersticio, como las causadas por infecciones,
toxicos, ete.

Nevos ardcneos: Vasos dilatados que se disponen en forma radiada como las patas de una
arafia.



Ozonolisis: Proceso quimico en el que se utiliza ozono para la ruptura de un hidrocarburo
etilénico.

Picnosis: Condensacién, espesura, especialmente degeneracidn celular en la que el
protoplasma se hace mis denso y el tamajio de la célula disminuye.

Sinusoides: Forms de vaso sanguineo terminal con tinica terminal completa.

Trabécutas: Cada uno de los tabiques que se extienden desde la envoliura de un organo
parenquimatoso a la sustancia de éste formando con los otros la parte esencial del estroma.

Trasudacion: Paso de liquido o suero a través de las paredes o membranas que lo

contienen.
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