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RESUMEN 

En esta investigacién se presentan los resultados de 2 experimentos que se Ilevaron a cabo con ef 

fin de estudiar el efecto de los acidos biliares quenodesoxicélico (AQDC), ursodesoxicélico 

(AUDC) y dehidrocélico (ADHC) sobre la litogenicidad de 1a dieta litogénica no purificada a 
base de glucosa (DLG) y una dieta semipurificada (DLSP) a base de caseina, glucosa y vitamina 
A, desarrollada en este trabajo. El disefio de los experimentos consistié en formar grupos de 

hamsters machos adultos jévenes, a los que se les dieron las diferentes dietas ad libinan. El 
primero se realiz6 para estudiar el efecto de tos dcidos biliares sobre la DLG adicionados 
separadamente a la dieta al 0.1% para los tres y también al 0.5% para el ADHC; en este 
experimento se utilizé la dieta comercial Nutricubos Purina para roedores pulverizada adicionada 

de 50% de glucosa anhidra (DLG) y los animales se alimentaron durante de 60 dias. En el 20 

experimento se estudio de igual manera el efecto de los tres acidos biliares al nivel de 0.1% sobre 

la DLSP durante 21 dias. Al término de los periodos experimentales, se obtuvo bilis hepatica. 

En ambos experimentos se determins el efecto sobre la frecuencia de litiasis, la composicién de 
a bilis, incluyendo el perfil de sales biliares, el peso corporal y el hepatico. 

Los resultados del ensayo de los acidos biliares mostraron que ef AQDC y el AUDC previenen 
significativamente la litiasis en ambas dietas (P<0.05). Asimismo, el AQDC enriquecio la 

composicién biliar con AQDC y disminuyé la de taurocolato, taurodesoxicolato y 
glicodesoxicolato (P<0.05), mientras que el AUDC incrementé los conjugados de AUDC y 

AQDC. El AQDC y el AUDC disminuyeron significativamente la concentracién de fosfato 

biliar y elevaron las concentraciones de lipidos biliares, respecto a DLSP (P<0.05). Por otra 
parte, el ADHC al 0.1% mostré efectos diferentes dependiendo de la dieta, mientras que en 

DLG potencializo la titiasis, en DLSP la previno (P<0.05). En ambas dietas, el ADHC ai 0.1% 

increments la proporcién de glicocolato y glicodesoxicolato, el flujo biliar y la secrecién de 
fosfato; con DLG y ADHC la concentracién de fosfato es elevada, mientras que con DLSP y 

ADHC ésta disminuye a valores cercanos al control. Esto ultimo al parecer, es debido a la mayor 
colerésis producida por 0.1% de ADHC en fa DLSP, a lo cual probablemente se debe su efecto 
preventivo con esta dieta. Por su parte el ADHC a dosis de 0.5% en la DLG previno 

completamente la fitiasis, lo cual se asocié con una significativa disminucién en la concentracién 

de fosfato inorganico, debido a que, a pesar de producirse una mayor secrecién de este ién, la 
coleresis inducida por este nivel de ADHC fue muy elevada. Asi mismo, la concentracion de tos 

conjugados del acido célico y del acido desoxicdlico se incrementé en la bilis de animales con 
0.5% de ADHC en DLG, lo que provocé un aumento en Ia secrecién y concentracién de lipidos 
biliares. En conclusién: la DLG y la DLSP produjeron una alta frecuencia de colelitiasis 

pigmentaria, lo cual se asocia con un incremento en el flujo biliar y concentracién de fosfato 
inorgdnico, y una reduccién en la de lipidos biliares. La adicin de AQDC y AUDC al nivel de 

0.1% en ambas dietas y del ADHC al 0.5% en DLG previene la colelitiasis, mientras que el 
ADHC al 0.1% potencializa la litiasis en DLG y la previene en DLSP. Los efectos preventivos 

se relacionaron con reduccién en la concentracién de fosfato inorganico biliar, mientras que la 
potencializaci6n se asocié con un incremento en la concentracién de este ién.
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1 Antecedentes 

1.1 La colelitiasis 

La colelitiasis o presencia de célculos en la vesicula biliar o en las vias biliares es 

una enfermedad comin en la época contempordnea. 

En general, los calculos se forman cuando ocurre un cambio en la composicién de 

la bilis. El cambio puede resultar de un incremento o una disminucién en algun 

componente biliar normal (es decir, en la proporcién de algun electrolito, como el calcio, 

el fosfato inorganico, etc; de los lipidos biliares, como tas sales biliares, el colesterol o los 

fosfolipidos, de los pigmentos biliares, como la bilirrubina, etc.), que puede ser el 

responsable en !a solubilizacién de un compuesto dado, lo que puede acarrear la 

sobresaturacién de la bilis. Una vez que se produce ésta ocurre la nidacion, secuestro y 

agregacién del (0 los) componente (s) que formara (n) parte del cdlculo. Esta secuencia de 

eventos puede ser rdpida (cuestién de dias) o prolongada (en afios; Trotman y Soloway, 

1982). 

Existen 2 diferentes tipos de caiculos que se han clasificado de acuerdo a su 

composicién quimica: los calculos de colesterol puros y mixtos, y los pigmentarios, que 

a su vez se dividen en cdlculos negros pigmentarios, cdlculos cafés pigmentarios y los 

calculos de sales organicas e inorganicas de calcio (Sutor y Wooley, 1973; Trotman y 

Soloway, 1982) 

Este trabajo esta enfocado al estudio de la litiasis pigmentaria en el modelo del 

hamster dorado. 

En los paises desarrollados, aparte de los grupos de riesgo elevado por causas 

genéticas 0 raciales, la incidencia de cdlculos vesiculares registrada se encuentra en el 

orden del 10 al 20%. Excepto en estudios de poblaciones de alto riesgo, no existen datos 

que permitan determinar la prevalencia real de la enfermedad, ya que ésta varia 

dependiendo de Ja zona geografica que se analice, la edad y el sexo. Por esta razon es 

dificil indicar con precision la historia natural de a colelitiasis, ademas de que la gran 

mayoria de los sujetos presentan calculos vesiculares silenciosos que permanecen sin una



  

sintomatologia especifica durante un largo periodo de tiempo, incluso durante toda !a 

vida (Sleissenger y Fordtran, 1985). 

Los calculos, sin embargo, pueden voiverse sintomaticos y provocar obstruccién 

del conducto cistico o colédoco, causando ictericia obstructiva y colecisistitis aguda o 

crénica, la cual puede ilegar a causar gangrena y perforacién de la vesicula. La 

obstruccién del cistico puede también ocasionar daiio a la vesicula debido a la retencién 

de la bilis. Asimismo, el carcinoma de vesicula se encuentra generalmente asociado a la 

presencia de calculos biliares y colecistitis (Sherlock, 1988). 

1.1.1 Epidemiologia y caracteristicas clinicas de la litisis pigmentaria 

En !os paises de Occidente la mayoria de los calculos son de colesterol, puros 0 

mixtos, en aproximadamente el 80 % de los casos registrados; sin embargo, los calculos 

pigmentarios también son comunes, por ejemplo en México el 13.5 % de los pacientes 

presentan este tipo de litiasis del 15 % total de la poblacién con calculos (Mendez- 

Sanchez et al, 1995). 

Ca4leulos cafés 

Los calculos cafés son identificados generalmente durante la colecistectomia. En 

Occidente. rara vez ocurren como una enfermedad vesicular primaria, sin embargo, la 

incidencia tiende a incrementarse hasta el 50 % de los casos de recurrencia de calculos 

después de ciertos tratamientos y se albergan en los conductos biliares extra o 

intrahepaticos. Los calculos cafés son mas comunes en paises Orientales y se presentan 

en las vias biliares e infrecuentemente en la vesicula biliar. Este tipo de litiasis se asocia 

con la diverticula paraveriana, condicién que se piensa altera la movilidad del colédoco. 

Otra causa es la infeccién con bacterias entéricas, como Esterichia coli (Crowther y 

Soloway, 1990), ademas de dieta baja en proteinas (Trotman y Soloway, 1982).



  
Calculos pegros pigmentarios. 

Al igual que la litiasis café, la litiasis negra pigmentaria aumenta con la edad, lo 

cual puede estar determinada genéticamente (Crowther y Soloway, 1990) y la incidencia 

es la misma en hombres que en mujeres (Trotman y Soloway, 1975 ; Sarin et al, 1986; 

Méndez-Sanchez et al, 1995). La litiasis negra pigmentaria se asocia con la residencia en 

paises Occidentales, a dieta alta en proteinas y carbohidratos y a la ausencia de infeccién 

biliar (Trotman y Soloway, 1982). 

La poblacién Amerindia no es afectada por esta enfermedad, mientras que en las 

poblaciones Hispana y Escandinava de los Estados Unidos y del Norte de Europa los 

casos registrados son menos frecuentes que en la poblacién Japonesa y la del este de los 

Estados Unidos (Crowther y Soloway, 1990). En Japén la litiasis negra pigmentaria se 

presenta en un 9% de los casos y existen reportes que la asocian con la poblacién rural 

mas pobre (Sarin et al, 1986 ). 

Calculos de sales organicas ¢ inorganicas de calcio. . 

Los calculos de sales organicas ¢ inorganicas e calcio son un grupo heterogéneo de 

calculos que se presentan con muy baja frecuencia y su dsitribucién es amplia y no 

especifica. Se sabe muy poco acerca de ellos. Generalmente son calculos negros que se 

desarroilan en la vesicula biliar y no se asocian a infeccion biliar (Trotman y Soloway, 

1982). 

1.1.2 Composicién quimica de los calculos biliares pigmentarios. 

La composicién de los calculos de colesterol es muy diferente a la de los célculos 

pigmentarios. En el cuadro 1 puede observarse la diferencia en la composicién de ambos 

tipos de calculos. 

CaAtculos cafés 

Un tipico calculo café est4 compuesto de sales de calcio de bilirrubina hasta en un 

60%, el acido graso, cominmente presente, es el palmitato junto una pequeiia proporcién



  

de colesterol estos componentes se encuentran inmersos en una matriz glicoproteica. 

Estos calculos presentan generalmente laminaciones y se fragmentan facilmente. Los 

componentes minoritarios son: el carbonato de calcio, el cual se presenta en raras 

ocasiones y el porcentaje de sales biliares que es minimo (Trotman y Soloway, 1982). 

Calculos negros pigmentarios 

Los caiculos puros o negros de pigmento tienen la superficie negra y el nucleo de 

color café, son calculos amorfos y quebradizos cuando se aplastan. Estan compuestos 

principalmente por bilirrubinato de calcio, componente que se encuentra polimerizado a 

diferencia de los calculos cafés y carbonato de calcio. Estos calculos rara_ vez contienen 

colesterol y sales biliares. (Trotman y Soloway, 1982). Mediante el analisis de 

espectroscopia infrarroja se ha determinado que el fosfato de calcio, presente en este tipo 

de calculos, siempre se encuentra en forma de hidroxiapatita ( Qiu e¢ a/, 1992). 

Cuadro 1 Comparacién de la composicién de célcutos de colesterol y pigmentarios 

{% de peso seco inicial, d.s = desviacién estandar) . Tomado de Sutor y Wooley, 1973 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Composicién CAleulos de Cotesterol (n=31) Catculos Pigmentarios (n=25) 

quimica X+ ds. Rango X+ds. Rango 

Pigmentos 0.47 + 0.07 0-1.4 34.4 + 3.1 8.0-9.8 

Acidos biliares 0.71401 0.02-2.7 2.3403 0-6.2 

Colesterol 85.2219 60-109 2141.0 0-25 

Calcio 153+ 0.6 0-6 94413 17-25 

Fosfato 0.95 + 0.3 0-7.8 77421 0-32 

Carbonato 0.53 + 0.4 0-8.6 6.7419 0-35 
Sodio 0.02 + 0.2 0-0.5 0.34 + 0.1 0-18 

Potasio 0 0 0.09 + 0.03 0-0.5 
Magnesio 9.02 + 0.1 0-0.4 0.29 + 0.06 O-1.1 

Cenizas 3.124 1.0 0-27 27.7434 8.2-65 

Total 89.4 + 1.5 75-110 63.7 + 3.6 36-99 

% inorgdnico 89.1 + 1.5 71-110 54.123.9 25-105 

% organico 60.6 + 8.3 0-176 WALT 17-142           
 



  

Calculos de sales orgdnicas e inorganicas de calcio. 

Los calculos de sales organicas e inorganicas de calcio se componen de diferentes 

combinaciones de sales de calcio. Entre ellos se encuentran los calculos de carbonato de 

calcio (formados por aragonita pura, vaterita 0 combinadas, ademas de carbonato de 

calcio), los de fosfato de calcio (que contienen este compuesto en forma de apatita), los 

de palmitato de calcio y los de sales de calcio mixtas (con la combinacién mas frecuente 

de carbonato y palmitato de calcio; Sutor y Wooley , 1973) 

1.1.3 Patogénesis de la colelitiasis 

Los mecanismos de formacién para cada tipo de litiasis son diferentes (Sarin et al, 

1986), asimismo la patogenia pigmentaria y de colesterol es mutuamente excluyente y las 

condiciones dentro de la vesicula puede favorecer el desarrollo de un solo tipo de calculo 

biliar (Crowther y Soloway, 1990). 

Colelitiasis de colesterol 

La litiasis de colesterol esta generalmente asociada con los siguientes cambios en 

la composicion biliar y la vesicula: a) con la bilis vesicular sobresaturada de colesterol, es 

decir, la concentracién de colesterol excede, la que tedricamente, los fosfolipidos y sales 

biliares pueden solubilizar, b) al equilibrio entre proteinas que aceleran la cristalizacién 

del colesterol (agentes nucleantes) y los que retrasan este proceso (agentes antinucleantes) 

y ¢) a defectos en la contractibilidad de la vesicula biliar (Trotman y Soloway, 1974 ; 

Méndez-Sanchez ef al, 1995). 

Colelitiasis pigmentaria 

En base a las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas, y a la composicién 

quimica de los calculos pigmentarios, se sabe que el desarrollo de esta litiasis se realiza 

por diferentes mecanismos (Trotman y Soloway, !982).



  

Aunque ja etiologia de esta litiasis en el humano no esté comprendida en su 

totalidad, se tiene el antecedente de que, la precipitacién del calcio y de la bilirrubina no 

conjugada en forma de sales de bilirubinato de calcio juegan un papel importante en Ja 

formacién de los cdlculos pigmentarios, por lo que el conocimiento de la solubilidad y la 

sobresaturacién biliar con estos elementos es primordial (Moore, 1985) 

Litiasis pigmentaria cafe 

En la litiasis pigmentaria café se han enfatizado dos aspectos particulares, como 

son la infeccién biliar y }a estasis. No obstante, no se sabe si !a infeccion biliar es un 

proceso primario o secundario y si la estasis puede originarse por un desorden motor 

primario de los conductos biliares, lo cual provoca problemas en el vaciamiento de la 

bilis y como consecuencia, un cambio en la composicidén biliar, con 1a subsecuente 

formacion del calculo (Trotman y Soloway, 1975). 

En esta litiasis la concentracién de bilirrubina no conjugada puede incrementarse 

debido a algunos de los siguientes factores: 1) 1a desconjugacién con la 8-giucoronidasa 

de origen bacteriano o 2) la hidrdlisis no enzimatica (Arias et al, 1988), lo que 

produciria aniones para la formacién de sales de calcio, tales como dcidos grasos y 

bilirrubinato. 

En los calculos cafés, ademas del bilirrubinato también se encuentra gran cantidad 

de palmitato de calcio. Este compuesto, posiblemente proviene de la hidrdlisis de la 

lecitina efectuada por las fosfolipasas de origen bacteriano o del jugo pancreatico, de la 

vesicula biliar o de la mucosa de las vias biliares presentes en los pacientes que padecen 

la enfermedad (Trotman y Soloway, 1982). 

Litiasis negra pigmentaria. 

Por otra parte, la litiasis negra pigmentaria se presenta frecuentemente en 

pacientes con hemolisis (desorden fisiolégico que incrementa las concentraciones de 

bilirrubina no conjugada) y en pacientes con cirrosis (caso en el que puede existir una 

combinacién del incremento moderado de la bilirrubina no conjugada y que puede 

asociarse con hemolisis y la disminucién en la concentracion de sales biliares; Erlinger.



  

1996). En ambos casos se puede provocar la precipitacién de este pigmento biliar si se 

alcanzan niveles de sobresaturacién. Es importante sefialar que existen pacientes que 

presentan cdlculos negros pigmentarios y no tienen hemolisis o cirrosis. En ellos 

probablemente ocurre sobresaturacién de bilirrubina no conjugada, como en aquellos 

pacientes, sin embargo, al parecer en este caso se requiere de un extenso periodo de 

tiempo para la formacién de} calculo (Erlinger, 1996). 

Otro posible evento importante que tiene, lugar en esta litiasis es la hidrolisis de la 

bilirrubina conjugada para producir bilirrubina no conjugada mediante la enzima B- 

glucuronidasa de origen bacteriano (mecanismo postulado para la patogénesis 

pigmentaria café en los Japoneses, Trotman y Soloway, 1975) 0 ser de origen biliar o de 

la pared vesicular (Trotman y Soloway, 1982). El proceso de hidrélisis puede ser 

intermitente en !a bilis de pacientes que no presentan infeccién biliar (Trotman y 

Soloway, 1975). 

Otros factores relacionados con la patogenia de la litiasis pigmentaria pueden ser : 

a) Las deficiencias parciales en glucuronil transferasas, que pueden provocar altas 

concentraciones de monoglucordénidos de bilirrubina en la bilis (Trotman y Soloway, 

1982). 

b) El papel de la secrecién de glicoproteinas y la absorcidn de electrolitos realizada por la 

vesicula biliar (Trotman y Soloway, 1982). , 

c) Aumento en la absorcién intestinal de Ja bilirrubina no conjugada, como ocurre en los 

paciente que cursan con malabsorcion de sales biliares, como resultado de la reseccién 

ileal u otros desordenes del intestino delgado. E] incremento en el reciclamiento de 

bilirrubina no conjugada a través de la circulacién enterohepatica puede producir la 

sobresaturaci6on biliar y la formacién de cdlculos con sales de bilirrubinato de calcio 

(Mendez-Sanchez et al, 1996). 

Es importante resaltar, que fa mayor parte de los estudios dedicados a la 

colelitiasis se han enfocado principalmente a la litiasis de colesterol, mientras que la 

patogénesis de la litiasis pigmentaria no ha sido establecida con claridad y hasta la fecha 

no se cuenta con un método no invasivo para su eliminacion y/o prevencién, a pesar de



  

que se presenta en un alto porcentaje de la poblacién. Por tanto, esta litiasis amerita 

mayor investigacion. 

En un intento por conocer la patogénesis pigmentaria se han logrado inducir 

calculos pigmentarios en animales, principalmente en el hamster. 

1.2 inducci6én de litiasis pigmentaria por medios dietéticos en el hamster 

dorado. 

La implementacion de modelos animales en la investigacién de la fisiologia 

hepatica en condiciones de normalidad y enfermedad es invaluable; sin embargo, las 

limitaciones de tipo econémico, de espacio para mantener diferentes especies de 

animales, los problemas relacionados con la interpretacién de resultados y tas diferencias 

en la composicion de sales biliares, asi como las condiciones litogénicas entre estos y el 

hombre, han excluido en cierta forma los resultados obtenidos en tales estudios 

(Schoenfield et al, 1981; Tint et al 1986). A pesar de lo anterior, la facilidad para obtener 

muestras del higado, de bilis hepatica y vesicular, y de ta posibilidad de manipulacién 

dietética o administracién de drogas, entre otros, hace que los estudios en animales sean 

muy atractivos (Tint ef al, 1986). 

Una de tas areas que ofrece mds probabilidades de éxito es el estudio de la 

tregulacién de los procesos enzimaticos para la sintesis de colesterol y sales biliares (Tint 

et al ,1986) y la modificacién de la composicién biliar en condiciones patoldgicas. 

Son varios los animales en los que se ha logrado la induccién de calculos de 

colesterol y de tipo pigmentario por diferentes métodos, sin embargo, atin no se ha 

establecido un modelo para la litiasis café pigmentaria (Crowther y Soloway, 1990). 

El hamster ha sido elegido como modelo de litiasis debido a que la composicién 

biliar de sales biliares es similar a la humana, en Jo que se refiere a la estructura esteroide 

(Gurantz y Hofmann, 1984), y porque este animal conjuga los dcidos biliares con taurina 

y con glicina  y no hidroxila a los acidos quenodesoxicélico y- ursodesoxicélico en 

posicién 6 durante su transporte hepatico, como ocurre en la rata (Gurantz y Hofmann. 

1984). En el cuadro 2 se presenta una comparacién de la composicién de sales biliares de



  

la bilis vesicular del hombre y del hamster. Ademas en el hamster se ha jogrado la 

induccién de calculos de colesterol y de tipo pigmentario por medio de dietas tanto 

semipurificadas como no purificadas. 

En dietas semipurificadas se han dado a conocer los siguientes hallazgos. 

Dam y Christensen (1952) introdujeron al hamster como modelo de colelitiasis. 

Con dietas ricas en glucosa y libres de grasa obtuvieron altas frecuencias de litiasis de 

colesterol y un pequefio porcentaje de littasis pigmentaria (Dam, 1969). El porcentaje de 

litiasis de tipo pigmentario se incrementa cuando se sustituye la glucosa por sacarosa 0 

con la adicién de 2 % de aceite de soya o de higado de bacalao (Dam, 1969). Los calculos 

desarrollados son morfolégicamente semejantes a los negros pigmentarios humanos y 

estan compuestos por fosfato de calcio, sales biliares conjugadas con glicina y un‘bajo 

porcentaje de pigmentos biliares. Tanimura (1965) hizo modificaciones a esta dieta 

semipurificada. Esta consta de 20 % de caseina, 63.5 % de glucosa, 10 % de mantequilla 

de leche de vaca, 0.5 % de cloruro de colina, 5 % de mezcla de minerales y 0.5% de 

mezcla de vitamina. Con esta dieta Wheeler, en 1973, logré la inducccién de calculos 

pigmentarios en el 14 % de los animales alimentados, no obstante, obtuvo un 68% de 

animales con calculos de colesterol. Kritchevisky y Klurfeld (1983) dieron a conocer que 

Si se sustituye caseina con soya en dietas libres de grasa y con alto contenido de glucosa, 

ja frecuencia de animales con calculos de colesterol va disminuyendo notoriamente y 

aumenta la de cdlculos pigmentarios. La dieta de Dam o modificaciones de esta. todavia 

es utilizada en estudios de colelitiasis de colesterol (Crowther y Soloway, 1990). 

Por su parte, Cohen ef af (1987) iniciaron la biisqueda de un modelo de litiasis. 

Estos investigadores administraron dos dietas semipurificadas nutricionalmente 

adecuadas, una a base de soya y otra a base de caseina, a hamsteres jovenes durante tres 

semanas . Estas dietas habian producido calculos de colesterol en el perro de las praderas; 

sin embargo, en el hamster indujeron la formacién de calculos de tipo pigmentario en un 

alto porcentaje de los animales. Es importante sefialar que la dieta de caseina indujo 50% 

de animales con cdlculos en comparacién con el 28% de la dieta de soya. Con respecto a 

lo anterior, los autores concluyeron que la adicién de colesterol y estrogenos fueron los 

reponsables del desarrollo de la alta frecuencia de litiasis en la dieta de caseina. 

 



    

Los calculos biliares obtenidos con ambas dietas fueron negros, numerosos, 

amorfos, de 0.1 a 0.4 mm de longitud y estaban compuestos de 26.7% de fosfato de 

calcio, 12.8% de bilirrubinato, 15.1% de colestero! y 45% de proteinas. 

Recientemente, Hayes ef al (1991) han llegado-a la siguiente conclusién después 

de sus estudios con dietas semipurificadas en el hamster: las dietas con caseina, harina de 

arroz, glucosa y fibra, con un minimo contenido de dcidos grasos esenciales, pero sin 

colesterol, promueven ta litiasis pigmentaria, mientras que, las dietas con limitado 

contenido de acidos grasos, con colesterol y lactosa, promueven eficazmente la litiasis de 

colesterol. 

Cuadro 2 Composicién de Acidos bitiares de la bilis vesicular en el hombre y en el hAmster. * Tomado 

de Arias ef ai, 1988 y de **Roda ef a/, 1995. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Acido biliar Hombre (%)* Hamster (%)** 

Glicoquenodesoxicotato 20 18 

Tauroquenodesoxicolato 12 9 

Glicocolato 23 40 

Taurocolato 12 22 

Acido célico i 2 
Glicodesoxicotato 16 4.5 

Taurodesoxicolato 8 45 

oxodesoxicalato 0.1 / 

7-oxo-colato 01 f 

12-oxo0-colato 0.4 f 

Glicoursodesoxicolato 5 i 

Tauroursodesoxicolato 2 / 

7-Oxotitocolato 0.4 i 

iso-queno-taurodesoxicolato ! f       
  

Por otro lado, también se han realizado investigaciones utilizando dietas no 

purificadas (0 comerciales); por ejemplo, Granados, en 197), observé que las dietas para 

ratones inducian el desarrollo de caiculos pigmentarios en el hamster (de la cepa ChCM) 

cuyo componente principal era el fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita. 

Granados (1976a) y Cardenas et al (199i) establecieron la accion litogénica 

pigmentaria de la mantequilla de leche de vaca, de-la vitamina A, como Acido retinoico y



  

acetato de retinol y de carbohidratos refinados, como glucosa, sacarosa y fructosa, cuando 

se adicionan a la dieta no purificada de roedores y se administran por periodos superiores 

a 50 dias. Los calculos obtenidos en esos experimentos contienen aproximadamente 10 % 

de fosfato inorganico y 20 % de calcio, que si estuviesen presentes como hidroxiapatita, 

Tepresentaria e} 50 % de la masa total de} caiculo. Conviene recordar que los calculos 

negros de pigmento humanos pueden contener hasta un 30 % de fosfato de calcio, el cual 

siempre se encuentra en forma de hidroxiapatita (Crowther y Soloway, 1990); por tanto, 

este modelo puede ser de utilidad en la busqueda de agentes que impidan la precipitacion 

de sales de fosfato de calcio. 

Es importante sefialar que los ratones albinos alimentados con dietas litogénicas a 

base de mantequilla o de vitamina A no desarrolian calculos pigmentarios, }o cual indica 

que la accion fitogénica de estos elementos es especifica del hamster dorado (Granados, 

1976b) 

Ahora bien, se ha observado que en las dietas no purificadas utilizadas por 

Granados (1971, 1976a y b) y Cardenas ef al (1991 y 1996), la composicién de la misma 

afecta la litogenicidad de los factores mencionados. Asi por ejemplo, 1a vitamina A no es 

litogénica cuando se adiciona a ta dieta Albilab, por lo que es necesario controlar los 

componentes de la dieta basica en fa produccién de calculos pigmentarios (Cardenas et 

al, 1996) 

1.3 Patogénesis de la litiasis pigmentaria en el hdmster dorado 

Después de tograr la induccion de la litiasis pigmentaria_ por medics dietéticos en 

el hamster, se ha recurrido frecuentemente al analisis de la composicién biliar como un 

medio para tratar de comprender en parte, si no del todo, cual es el proceso que 

probablemente desencadena la formacién de los calculos. 

Se ha observado, que en la litiasis pigmentaria producida por la dieta 

suplementada con 25,000 UI% de vitamina A, se observa una mayor coleresis y un 

incremento de 2 0 3 veces en Ja concentracién de fosfato inorganico. E] calcio total puede 

elevarse ligeramente o no alterarse. Asimismo, las concentraciones de sales biliares,



  

colesterol y fosfolipidos disminuyen notoriamente. Esta litiasis no se asocia con 

hemolisis, ni con el incremento de la concentracién de 1a bilirrubina biliar (Cardenas er 

al, 1996). 

Se ha propuesto que un evento clave, que probablemente contribuye y 

desencadena la formacién de calculos en este tipo de dietas, es el incremento en la 

concentracién de fésfato inorgdnico biliar, debido al incremento en su concentracién en la 

bilis (Cérdenas et al, 1996). Asimismo, este componente se encuentra en elevada 

proporcién en los calculos producidos en el hdmster con esta dieta. Adicionalmente, se 

ha determinado que el incremento en la concentracién de fosfato inorgaénico no parece 

deberse a la resorcién ésea, ya que la excrecién urinaria de este electrélito no se ve 

alterada (Cardenas ef al, 1996). 

Una posible explicacién del incremento en la excrecién de este elemento hacia la 

bilis es el probable efecto que ejerce la vitamina A sobre el transportador de fosfato 

recientemente descubierto y caracterizado por Ghihan et al, en 1993 en higado. 

En la fitiasis pigmentaria humana Ia precipitacién de sales de calcio es un evento 

importante, porque los cdlculos poseen cantidades considerables de este componente en 

forma de sales de bilirrubinato, carbonato y fosfato de calcio. Es por esto, que el estudio 

de este catién es esencial para el esclarecimiento de la patogenia de !a litiasis. 

El contenido de electrolitos en fa bilis y el mecanismo por el cual diferentes sales 

biliares estimulan su secrecién y solubilizacién en ésta han Ilegado a ser de relevancia 

para descubrir cual es el papel del calcio en la patogénesis y la calcificacién de los 

cAlculos humanos (Loria ef al, 1989). La proporcién de calcio libre, es decir la que estd en 

forma ionizada respecto al calcio total, es mucho menor en la bilis vesicular que en el 

suero (aproximadamente 20-50%) debido a que en la bilis se forman complejos solubles 

con las sales biliares y otros componentes (Crowther y Soloway, 1990). Se estima que el 

80% de este ion se encuentra unido a micelas en la bilis hepatica y de un 40-50% en la 

bilis vesicular (Gleeson et al, 1990). 

El calcio puede interaccionar con diferentes compuestos biliares y formar sales de 

calcio que pueden precipitarse. La precipitacién depende, en parte, de la concentracién de 

calcio libre (Gleeson et al, 1990). Se ha observado que e! calcio tiene gran afinidad por 
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las sales biliares en concentraciones premicelares. Este cation se une a diferentes sitios de 

{a estructura de las sales biliares, por ejemplo, a los grupos 7-hidroxilo y/o 12 hidroxilo 

6 B, carboxi terminal (COO) o grupos sulfoxi (SO;), los cuales conforman un sitio de 

intercambio de iones, dimérico y reversible. No obstante, no se ha registrado afinidad por 

el grupo 12-oxo, ni por el grupo tri-oxo (es decir por el acido dehidrocélico, Moore y 

Preston, 1990). La afinidad del calcio es mayor por sales biliares dihidroxiladas 

conjugadas con glicina y al parecer, las sales biliares monoméricas se unen mas 

eficientemente al calcio que aquellas que se encuentran formando micelas (Gleeson et al, 

1990). 

1.4 Los acidos biliares quenodesoxicolico y ursodesoxicélico y su efecto 
en Ia colelitiasis pigmentaria. 

Como ya se mencioné tanto en calculos humanos, como en calculos de animales 

el fosfato de calcio se encuentra siempre como hidroxiapatita (Ca,OH(PO,),; Crowther y 

Soloway, 1990). Este elemento se puede formar directamente o a través de su precursor. 

el fosfato de calcio amorfo, mediante un proceso de disolucién y reprecipitacién (Qiu er 

al, 1992) y su formacién puede ser retardada o impedida mediante el uso de inhibidores, 

los cuales han sido divididos en dos clases de acuerdo a su modo de accién: 

Tipo L.- inhibidores que se unen a la superficie del centro de crecimiento de 

hidroxiapatita y previenen su crecimiento. 

Tipo II.- inhibidores que se unen al fosfato de calcio amorfo y retardan su 

disolucién. 

No obstante, unicamente aquellos compuestos que se unen a la superficie de los 

micleos en formacién reducen la cantidad de hidroxiapatita formada finalmente (Qiu ¢ 

al, 1992). 

Se ha establecido que el acido quenodesoxicdlico (AQDC) o acido quénico es 

capaz de inhibir y evitar la precipitacién de hidroxiapatita in vitro, principalmente si se 

encuentra conjugado con glicina. De los estudios de Qiu er al (1991), se determind que la 

concentracién adecuada para una inhibicién eficiente es mayor o igual a 2 mM. Ademas 

se ha postulado que este acido biliar actua a través de evitar el crecimiento de los micleos



  

de hidroxiapatita en formacidn, o sea es un inhibidor de tipo I (Qiu et al, 1992), ya que 

compite por los aniones de fosfato antes de que se unan al niicleo de formacién del 

calculo e inhibe de este modo su crecimiento (Qiu er al, 1992). Sin embargo, esto no se 

ha verificado in vive. 

_E? AQDC es un Acido biliar natural sin efecto colerético marcado y téxico si se 

administra a altas concentraciones, debido a que causa diarréa, pues induce la secrecién 

de agua y electrolitos en el colon, asi mismo eleva las transaminasas en el suero 

(Danzinger et al, 1973 ; Kihira ef al, 1994). Es utilizado generalmente en la disolucion 

de calculos de colesterol y la dosis recomendada es de 15 mg/Kg/dia (Maudgal y 

Northfield, 1991). 

Las investigaciones de Qiu ef af en 1992 han revelado que los acidos biliares 

dihidroxilados conjugados con glicina son inhibidores de la precipitacién de 

hidroxiapatita in vitro. Por lo tanto, el Acido ursodesoxicdlico (AUDC, el 7 B-epimero del 

AQDC) puede comportarse quiza como el AQDC in vivo. Ademas existe el antecedente 

que evidencia que el AQDC puede ser convertido en parte a AUDC después de la 

formacién del Acido 7-cetolitocélico, probable intermediario, gracias a la produccién de 

deshidrogenasas 7a 6 7B-hidroxiesteroide de origen bacteriano en el intestino (Tint ef al, 

1986). El acido 7-cetolitocdlico se absorbe eficientemente en e) yeyuno y en el ileon, y es 

llevado al higado mediante la circulacién enterohepatica, en donde se transforma en 

AQDC. El AUDC es un acido biliar terciario y al gual que el AQDC, es un acido biliar 

natural, pero mas hidrofilico, que en condiciones normales se encuentra en cantidades 

minimas en la bilis (Heathcote er a/, 1994). El AUDC es extensivamente utilizado en el 

tratamiento para la disolucion de calculos de colesterol y otras enfermedades hepaticas, 

como la cirrosis. La dosis adecuada para la disolucién en tal colelitiasis va de 8 a 15 

mg/Kep/dia (Stiehl et ai, 1984); sin embargo, tiene la desventaja de producir la 

calcificacién de tos calculos durante tratamientos prolongados (Maudgal y Northfield, 

1991). 

Et AUDC es el acido biliar menos hepatotéxico conocido y con propiedades 

coleréticas capaz de aumentar el flujo biliar dependiente de acidos biliares (Dummont ef 

al, 1980) y la secrecién de bicarbonato (Takikawa et al, 1990).



  

Tanto el AQDC, como el AUDC han sido administrados al hamster para 

comprender la biodinamica en un sistema diferente al humano. Cohen ef al (1987) 

administraron AQDC y AUDC a una dosis de 30 mg/Kg/dia, a hamsters alimentados con 

una dieta semipurificada litogénica que produce calculos pigmentarios en 28% de los 

animales en un periodo de 14 semanas. El] AQDC disminuye significativamente la 

frecuencia de litiasis a 13 %, mientras que el AUDC muestra un menor efecto (28 % vs 

18 %). La composicién biliar de sales biliares tiende a enriquecerse con los conjugados 

de AQDC, mientras que los del AUDC solamente se elevan un 3 %. Asimismo, parece 

probable que parte del AUDC haya sido convertido en AQDC. 

A pesar de que estos autores analizaron cambios en la composicién biliar, la 

concentracién de fosfato inerganico no fue determinada, por lo que no se conoce como 

se ve afectada por la dieta litogénica y por la adicion de acidos biliares. En la figura 1 se 

muestra la estructura de los acidos biliares AQDC y AUDC. 

1.5 El acido dehidrocdlico en la prevencion de la litiasis pigmentaria en el 

hasmster. , 

Otro acido biliar que ha prevenido la formacién de cdlculos pigmentarios in vive 

en el modelo del hamster, es el acido dehidrocélico (ADHC). Granados y Cardenas 

(1983) determinaron que el ADHC al nivel de 0.5% previene completamente ta litiasis 

pigmentaria producida por la mantequi!la de leche de vaca_y !a vitamina A adicionadas a 

dietas no purificadas, sin embargo, provoca hepatomegalia y reduce significativamente el 

peso corpora! de los animales. En esta investigacién no se determind el cambio en la 

composicion biliar, ni el probable mecanismo de prevencidn. 

El} ADHC es un compuesto sintético derivado de Ja oxidacién del acido célico 

(Yousef et al, 1990), posee propiedades hidrofilicas y no forma micelas (Rahman y 

Coleman, 1987a). ‘ 

Este compuesto ha sido utilizado en estudios experimentales para comprender la 

fisiologia de Ja formacién de la bilis y como estimulante de! flujo biliar después de 

cirugia por atresia biliar en humanos (Yousef ef al, 1990).



  

El ADHC tiene un alto potencial colerético, ya que se trata de un dcido biliar que 

no forma micelas y tiene por tanto un alto potencial osmotico. La fuerza osmética que 

origina en el canaliculo biliar es aproximadamente igual a su concentracién, como 

resultado el flujo biliar es incrementado (Hardison, 1971). 

Al parecer, el poder colerético de este compuesto puede deberse también a la 

aparicién de sus metabolitos derivados, como los dcidos mono-hidroxi-diceto 0 los acidos 

dihidroxi-monoceto que son altamente coleréticos (Soloway et al, 1973). 

In vitro el ADHC no forma micelas, sin embargo in vivo este compuesto 

posiblemente es modificado por el higado antes de ser secretado y los derivados 

resultantes puedan formarlas (Hardison, 1971), como por ejemplo, el acido célico. El 

ADHC puede ser modificado en el higado en tal forma que se han reportado al menos 27 

diferentes metabolitos entre los que se destaca el Acido célico (Hardison, 1971; Yousef er 

al, 1990). 

A pesar de que este acido biliar sintético fue objeto de multiples estudios en la 

época de los 70’s, existen ciertas controversias en cuanto a su efecto sobre la secrecion de 

lipidos biliares, asi, se ha observado que jas concentraciones de Npidos biliares no 

cambian después de ta administracion de ADHC (Soloway et al, 1973), otras veces se 

Teporta una disminuci6n en la concentracién de sales biliares (en rata, perro y hombre, 

Yousef et al, 1990) o bien se reprime la secrecién de fosfolipidos y colesterol (en gatos, 

Yousef ef al, 1990). En un sistema de higado perfundido se ha demostrado que la 

secrecién de lipidos biliares aumenta con ADHC (Rhaman y Coleman, 1987b). Puesto 

que ef] ADHC puede convertirse en parte a acido célico y éste en acido desoxicélico, 

como resultado de la modificacién bacteriana en el intestino, se esperaria un aumento en 

la secrecién de lipidos biliares, debido a que estos acidos biliares incrementan la 

secreci6n de estos lipidos biliares, sobre todo la de colestero! (Beer ef al, 1996).
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iares nalurates primarias, secundarias y terciavias encontradas en el hombre. 
‘Tomado de Arias ef af, 1988. En el higado se sintetizan los. acidos biliares primarios y son conjugados con glicina o taurina pasa 
rendir sales biliares, las cuales son secretadas a la bilis a través de los canaliculos hepaticos. Cuando la bilis Mega al intestino 
durante ta digestién. tas sales biliares son capatadas después de realizar su funcién. por los transportadores que se encuentran en la 
parcd intestinal 0 en forma pasiva y retornan al higado mediante La eirculacién enterohepatica. Durante su trayecta par el intestino 
pucden suftir modificaciones bacterianas que las transforman en sales biliares secundarias y parte de ellas son desconjugadas. 
Atgunas, como la sal biliar 7-oxo-litocéticn es modificada por el higado y se transforma en una sal bifiar terciaria, R= 
conjugacién con glicina 9 taarina, 

  



  

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
De la poblacién total mexicacana, el 15% padece de algun tipo de litiasis (es 

decir, aproximadamente 6 millones de personas). Se ha calculado que el costo econdémico 

del tratamiento de estos pacientes es cercano a los 1000 millones de pesos, por lo que se 

trata de un serio problema de salud publica (Mendez-Sanchez, et a/,1993). De este 15 %, 

el 13.5% de los pacientes presentan cAlculos pigmentarios (Mendez-Sanchez, et a/, 1995). 

A diferencia de la colelitiasis de colesterol, la terapia de los calculos pigmentarios 

no ha podido ser implementada, debido a las dificultades para disolver las sales organicas 

e inorganicas de calcio. Inclusive los calculos de colestero! calcificados solo pueden ser 

eliminados quirurgicamente. 

Por lo anterior se hace necesario conocer los factores que desencadenan la 

precipitacién de estas sales insolubles de calcio, y establecer otros que puedan prevenir o 

al menos retrasar la precipitacién, evitando de este modo 1a formacién de calculos 

pigmentarios. Actualmente parece mas factible el prevenir la formacién de estos calculos 

que el eliminarlos por medios no quirtrgicos. La implementacion de modelos animales 

para el estudio de la colelitiasis pigmentaria pude ayudar a esclarcer la patogénesis de 

esta enfermedad y a encontrar mecanismos de prevencién. Asi, en el hamster se pueden 

inducir calculos con sales de fosfato de calcio, mediante manipulacién dietética 

(Cardenas et al 1996). Los calculos negros pigmentarios humanos y algunos de sales 

inorganicas de calcio, contienen fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita (Crowther y 

Soloway, 1990). Por lo tanto, este modelo puede ser de utilidad en establecer como el 

fosfato de calcio llega a precipitar en la bilis, y puede también servir en la busqueda y 

analisis de agentes que impidan la formacién de sales de fosfato de calcio, como es el 

caso de las sales biliares dihidroxiladas, las cuales son capaces de evitar la precipitacion 

de hidroxiapatita in vitro, fenomeno recientemente dado a conocer (Qiu et al, 1992). 
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HIPOTESIS: 

1. Si la precipitacién de hidroxiapatita in vitro es inhibida por la accion de las sales 

biliares dihidroxiladas conjugadas con glicina, especialmente el AQDC en 

concentraciones mayores 0 iguales a 2 mM (Qiu et al, 1991), entonces ta adicién de 

este tipo de sales biliares a una dieta litogénica prevendra la precipitacién de 

hidroxiapatita en el hamster, y por tanto la litiasis pigmentaria. 

2. Puesto que el AUDC también es una sal biliar dihidroxilada, y ya que parte de este 

acido biliar se puede convertir en AQDC, entonces prevendra la precipitacion de 

hidroxiapatita y la formacién de calculos pigmentarios. 

we
 . La coleresis inducida por el ADHC provocara que se diluyan los componentes biliares, 

por lo que la concentracién de fosfato inorganico disminuiraé y se evitara su 

precipitacién. 

OBJETIVO GENERAL: 

1. Estudiar el efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre ta frecuencia 

de cAlculos biliares pigmentarios y la composicién biliar de hamsteres alimentados con 

dos dietas litogénicas. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. Determinar el efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la 

frecuencia de litiasis inducida por una dieta litogénica no purificada a base de glucosa 

y otra semipurificada a base de caseina, glucosa y vitamina A. 
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2. Determinar los cambios en la composicién biliar, respecto a fosfato inorganico, calcio 

total, bilirrubina total, colesterol, fosfolipidos y sales biliares inducidos por el 

suministro de las dos dietas litogénicas adicionadas de AQDC, AUDC y ADHC. 

3. Determinar el! perfil de sales biliares en la bilis hepatica de la dieta litogénica no 

purificada de glucosa y la dieta semipurificada mediante HPLC, solas y con los 

diferentes tratamientos con AQDC, AUDC y ADHC, para corroborar el aumento de 

sales biliares dihidroxiladas con los tratamientos de AQDC y AUDC, y determinar la 

composicién de sales biliares con ADHC. 
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2 MATERIALES Y METODOS 

Experimento 1. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre ta litogenicidad y la 

composicion biliar producida por ta dieta litogénica no purificada de glucosa. 

En este experimento se formaron 6 grupos de 10 animales los cuales se 

alimentaron con las siguientes dietas durante 60 dias: 

Grupos y dietas del exprimento 1. 

  
Grupos Dietas 

Grupo i Nutricubos Purina pulverizados. Dieta basica (DB). 

Grupo 2 DB + 50% de glucosa anhidra. Dieta litogénica (DLG). 

Grupo 3 DLG + 0.1% de AQDC. 

Grupo 4 DLG + 0.1 % de AUDC. 

Grupo 5 DLG + 0.1 % de ADHC. 

Grupo 6 DLG + 0.5 % de ADHC. 

  

  

  

  

  

      
  

  
Animales 

Se utilizaron hamsters dorados machos de la cepa ChCM de 40 dias de edad 

promedio obtenidos de! Bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. 

Manejo de los animales. 

Los animales se colocaron aleatoriamente en una bateria experimental con jaulas 

de acero inoxidable con piso y frente de malla metalica y fueron aclimatados a la bateria 

y a la dieta pulverizada durante 8 dias antes de iniciar el periodo experimental. Tanto el 

alimento como el agua fueron suministradas en recipientes de hierro galvanizado en 

forma ad libinum. (Las dietas se prepararon semanalmente y se mantuvieron en 

refrigeracion. ) pe 

Condiciones experimentales.’ 

El fotoperiodo fue de 14h de luz y 10 de obscuridad a temperatura y humedad 

ambientales. Los animales fueron pesados semanalmente. 
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Dietas y suplementos dietéticos. 

La dieta bdsica utilizada fue la dieta Nutricubos Purina para roedores pequefios de 

Miles Laboratories Inc. (USA) en forma pulverizada (Proteina 23%, Grasa 6 %, Fibra 6 

%, Cenizas 7 %, E.L.N. (elementos libres de nitrogéno) 46%, calcio 1 % y fésforo 0.6%, 

humedad 12 %; total de 340 kcal/100g dieta). La glucosa anhidra fue Polidex MA, de 

Arancia S.A., México. Los dacidos biliares fueron los siguientes: Acido 

quenodesoxicélico: Sulobil. Capsulas de 150 mg de Laboratorios Atlantis (México), 

Acido ursodesoxicdlico, Ursofalk. Capsulas de 250 mg de Laboratorios Farmasa 

(México), Acido dehidrocélico donado por los Laboratorios Infan (México). 

Preparacién de las dietas. 

La glucosa se adicioné a la dieta pulverizada y se mezcl6é hasta conformar una 

mezcla homogénea. A la DLG pulverizada se agregaron los acidos biliares hasta formar 

una mezcla homogénea. Las dietas se mantuvieron en refrigeraci6n y se prepararon 

semanalmente. 

Procedimientos quirurgicos y obtencién de bilis hepatica. 

Af! término del periodo experimental los animales, sin previo ayuno, fueron 

anestesiados con pentobarbital (5 mg/100 g pe Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. México). 

Se insert6 un catetéter de polietileno PE-10 Clay-Adams Parsipany (N.J. USA) en el 

colédoco después de ligar el cistico, fijandose el catéter a la pared abdominal durante la 

coleccién de bilis. La colecta de bilis se realizo por un periodo de 90 min, en tubos 

siliconizados prepesados, de 2 ml de capacidad, sobre hielo y en la obscuridad para evitar 

la fotodegradacién de la bilirrubina. E! mismo dia de colecta de bilis se determind 

bilirrubina, calcio, fosfato inorganico y se extrajeron los fosfolipidos. La bilis restante fue 

almacenada a -20 °C. 

Flujo biliar: 
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Flujo biliar: 

Se determiné el flujo biliar gravimétricamente, asumiendo que | ul de bilis es 

igual a 1 mg de bilis (asumiendo una densiad igual a la del agua, es decir 1 g/ml). 

Necropsias. 

Después de Ja obtencién de la bilis, los animales fueron sacrificados mediante 

fractura de la nuca. La vesicula biliar se examiné bajo microscopio estereoscépico para 

determinar la presencia de calculos. Los cdlculos biliares se separaron de la bilis 

vesicular, se lavaron con agua desionizada y se colocaron en tubos de polipropileno 

prepesados, en los culaes se dejaron secar y se almacenaron a temperatura ambiente. 

Procedimientos anatiticos: 

Bilirrubina en bilis hepatica: 

Se empled un juego de reactivos Merckotest para bilirrubina (método 

colorimétrico). Los reactivos utilizados son dcido sulfanilico 29-mmol/L en HCI 0.17 N, 

nitrito de sodio (NaNO,) 29 mmol/L, acelerador (cafeina 130 mmol/L. benzoato de sodio 

156 mmol/L, y acetato de sodio 460 mmol/L) y solucién H de Fehling (tartrato de potasio 

y sodio 930 mmol/L en hidéxido de sodio 1,9 mol/L). Para determinar bilirrubina en bilis 

hepatica se agregaron 10 pl de bilis y se adicionaron 50 pl de solucién A (4:1 de acido 

sulfanilico y nitrito de sodio, v/v ) y 250 yl de acelerador, después de 10 min se 

agregaron 250 ul de solucion IT de Fehling y se leyeron a 578 nm. 

Calcio en bilis hepatica: 

La determinacién de la concentracién de calcio se realizé segtin el método de 

Baginsky (Varley et al, 1980). Reactivo para calcio: 4 mg de cresoftaleina complexona 

se disolvieron en 0.1 ml de Acido clorhidrico concentrado, la solucion se colocé en un 

volumétrico de 100 ml con $ ml de DMSO. Se agregaron 0.25 g de 8-hidroxiquinoleina y 

se lava ef cuello del volumétrico con otros 5 ml de DMSO. La solucién se Ilevé a un 

volumen de 100 ml y se almacené en una botella de plastico. 
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Buffer de etanolamina: 50 mg de KCN se disolvieron en 40 ml de agua desionizada, 

luego se agregaron 3.1 ml de etanolamina (98% d= 1.0155) y se aforé a 100 mi. 

Solucién estdndar de calcio: se utilizé una solucén de 15 mg/dl de calcio del juego de 

reactivos Hyal. 

Método: A 5 ul de bilis hepatica se agregaron 250 pl de reactivo para calcio y 250 pl de 

buffer de etanolamina. La medicién de la absorbancia a 575 nm se determin entre 5 y 15 

minutos después de iniciada la reaccién. E! esténdar se preparé agregando 5 pl de 

solucion estandar y los mismos reactivos en igual proporcion. 

Fosfato inorganico en bilis hepatica: 

Se empleé una modificacién del método de Bartlett (1959): A 60 l de bilis 

hepatica se agregaron 90 yl de TCA (acido tricloroacético) al 10% y se dejé a 

temperatura ambiente por 10 minutos al término de los cuales se centrifugaron a 3000 

t.p.m. durante 10 minutos. Se tomaron 50 yl del sobrenadante, por duplicado y se 

agregaron 700 pl de agua desionizada, 200 pl de H,SO, 10N, 200 pl de Molibdato de 

amonio al 5% y 50 pl de solucién reductora ( 10 mg de acido 1-amino-2-naftol-4- 

sulfonico, 120 mg de sulfito de sodio y 600 mg de bisulfito de sodio en 5 mi de agua 

desionizada). Enseguida se colocan en bafio de agua hirviendo por 10 minutos, se 

enfriaron a temperatura ambiente y se determiné la absorbancia a 700 nm. Se preparé una 

curva patron de | a 3 jig de Pi, con una solucién de KH,PO, , con 80 yg de Pi/ 100ml. 

Fosfolipidos en bilis hepatica: 

Se determinaron como fésforo lipidico por e} método de Bartlett (1959). 

Extraccién: A 50 yl de bilis hepatica se agregaron 700 jt} de metanol, 700 jl de agua 

desionizada y 1.4 ml de cloroformo. La solucién se mezclé en vortex y se centrifugd a 

2000 r.p.m. durante 5 minutos. E} sobrenadante se deseché y se colocaron 0.4 ml en tubos 

de vidrio de 75 X 8 mm lavados con acido nitrico ai 50%, por duplicado. 

Ensayo: Después de evaporadas las muestras se agregaron 200 pl de H,SO, 10 N y se 

colocaron en bafio de cera a 150-160 °C durante dos horas, al término de las cuales se 

agreg6 una gota de perdxido de hidrégeno (H,O,) y se colocaron de nuevo en el baiio de 
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cera durante | hora. Se dejaron enfriar y se determiné fosforo inorganico por el método 

de Bartlett (1959). 

Sales biliares en bilis hepatica: 

Para la determinacién de sales biliares se empleé una modificacién del método de 

Turley y Dietschy (1978), mediante la reaccién con 3 a-deshidrogenasa esteroide como 

se indica a continuacién: a 50 yl de bilis se agregaron 450 yl de metanol. Se colocaron 40 

ut de bilis-metanol en tubos de 10 ml por triplicado (dos para muestra y uno para blanco). 

A los tres tubos de cada muestra se agregaron: 500 ul de buffer Tris-HCI pH 9.5, 330 pl 

de | M de sulfato de hidrazina pH 9.5, 100 pl de solucién de NAD ImM pH 7.0 (ajustada 

con bicarbonato de sodio). A los tubos muestra se les agregé ademas 40 yl de solucién 

de enzima 3c -deshidrogenasa esteroide (2 U/ml). Al tubo blanco se le agregaron 40 ul 

de buffer KP, 0.01 M pH 7.2 en vez de la enzima. Se incubaron por | hora a temperatura 

ambiente y se leyé la absorbancia a 340 nm contra un blanco de reactivos. 

Colesterol biliar 

Se determinéd por método enzimatico, para lo cual se empled un juego de 

reactivos CHOD-PAP de Boerhinger-Mannheim. El! procedimiento es el siguiente : a 50 

ul de bilis (por duplicado) irradiadas con lampara fluorescente por 3 horas en hielo se 

agregaron 500 pl de reactive CHOD-PAP y se leyé su absorbancia a 500 nm al tiempo 

cero y despues de 15 minutos. Se corrio un estandar con 5 pl de solucién estandar de 

colestero! (200 mg/dl} y 500 yl del reactivo. 

Determinacisn de los perfiles de sales biliares mediante HPLC 

El metodo utilizado para la detreminacién de los perfiles de sales biliares por 

HPLC es el de Rossy er al, 1987. 

Purificacién de la muestra: A 4 mi de solucién 0.1 N de NaOH se agregaron 100 pl de 

bilis hepatica. La muestra se paso a través de un cartucho de C ,, de fase reversa de 500 

mg bajo vacio después de haber lavado previamente el cartucho con 10 mi de agua. 

desionizada, 4 m! de Metanol (MeOH) grado HPLC y 10 mi de agua desionizada. 

27 

 



  

Después de agregar la muestra se adicionaron 10 ml de agua desionizada y las sales 

biliares se extrajeron con 4 ml de MeOH, El volumen del extracto de MeOH se redujo a 

im! pl Grado alta pureza (99.99%) de Linde Praxair Inc. México S.A. de C.V. y se filtré 

a través de una membrana de nylon de 0.45 um antes de ser inyectada al aparato. La 

cantidad inyectada fue de 20 y} por cada muestra. 

Estandares: las soluciones estandares se prepararon pesando 5 y 10 mg de cada uno de 

los siguientes estandares en forma alternada: GU = glicoursodesoxicolato, TU = 

tauroursodesoxicolato, TC = taurocolato, GC = glicocolato, TQ = 

tauroquenodesoxicolato, GQ = glicoquenodesoxicolato, TD taurodesoxicolato, GD = 

glicodesoxicolato, TL = taurolitocolalo y GL = glicolitocolato. Los estandares se 

disolvieron en | ml de MeOH grado HPLC y de cada uno se tomaron 100p! de solucién 

los cuales se colocaron en un tubo para elaborar una mezcla que contenia todos los 

estandares. Cada tubo de mezcia se llevo a sequedad bajo un flujo de nitrogéno. 

Fase mévil: Consistié de metanol: KH,PO, 0.01M (75:25). Por cada litro de fase movil 

se adicionaron 4.5 ml de una solucién 5 N de NaOH. Se ajusté el pH a 5.35 con H;PO, al 

85%. La fase movil se filtré a través de un filtro de nylon con exclusion de 0.45p 

(Supelco, Inc) antes de ser utilizada. 

Condiciones de la corrida: El flujo fue de 0.45 ml/min y la corrida se Ilevé a cabo 

durante 45 min a temperatura ambiente, las sales biliares se detectaron a 200 nm. 

Aparatos y columnas: Para la purificacién de la muestra se utilizaron cartuchos de Cys 

de fase reversa Bond elut, Analytichem Int. (Harbor City, CA). El cromatégrafo de HPLC 

esta constituido por el sistema de bombas modelo L-7100, detector UV L-7400 y el 

integrador D-7500 de Merck-Hitachi y la columna utilizada en la determinacién de los 

perfiles fue una columna de C,, de 5p de tamafio de particula y 25cm de longitud por 

4mm de diametro de Macherey-Nagel-Duren (Alemania). 

Reactivos. 

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico o HPLC de Sigma Chemical 

Co. (St. Louis Mo. USA) 0 J.T. Baker S.A. de C.V ( México). 
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Analisis estadistico. 

E] analisis estadistico se realizo mediante las pruebas ANOVA (anilisis de 

varianza) y Bonferroni para concentracién y secrecién de bilirrubina total, calcio total, 

fosforo inorganico, colesterol, fosfolipidos, sales biliares y perfiles de sales biliares, yx? 

para Ja frecuencia de litiasis. Las diferencias, con un valor de P < 0.05 se consideraron 

significativas. E] analisis se Ilevé a cabo en el programa estadistico de computo “Primer 

version 1.0” (McGraw-Hill inc., 1988). 

Experimento 2. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre Ia litogenicidad y la 

composicién biliar producida por la dieta litogénica semipurificada. 

Grupos. 

Se formaron grupos de 8 animales y se alimentaron con las siguientes dietas 

durante un periodo de 21 dias: 

Grupos y dietas del experimento 2 

  

  

  

  

  

    

Grupos Dietas 

Grupol — Nutricubos Purina pulverizados. Dieta basica (DB). 

Grupo 2 — Dieta litogénica semipurificada (DLSP). 

Grupo 3 ~ |DLSP + 0.1 % de AQDC. 

Grupo 4 DLSP + 0.1 % de AUDC. 

Grupo 5 ~ DLSP + 0.1 % de ADHC.     
  

Los animales de 50 dias de edad promedio y las condiciones experimentales fueron los 

mismos que en el experimento 1. 

Dietas y suplementos dietéticos 

Dieta litogénica semipurificada de caseina (DLSP): 20 % de caseina, 68 % de 

glucosa, 2 % de aceite de maiz, 2.2% de mezcla de vitaminas, 4 % de mezcla de 

minerales, 1 % de suplemento para mezcla de minerales, 2.75% de alfacel y 0.05 % de 

vitamina A tipo 500 (Total : 428.45 Kcal/100g dieta). El Caseinato de calcio utilizado 

fue de Avary Comercial. S.A (México), el aceite de maiz Mazola, de Aceites la Central. 

(México). La mezcla de minerales No. 2 USP XIII , el suplemento para mezcla de 

minerales No. 2 USP XIIJ, la mezcla de vitaminas “ICN Vitamins Diet fortification” y el 

Alfacel de ICN Biomedicals Inc. (Cleveland. USA). La vitamina A (acetato de retinol 
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tipo 500) de Productos Roche (México) y la Glucosa anhidra fue Polidex MA de Arancia 

S.A. (México). 

Preparacion de las dietas. 

Se utilizé la misma dieta basica que en ef experimento 1. Para la preparacién de 

las dietas semipurificadas todos los ingredentes se adicionaron uno por uno, iniciando con 

la fuente proteica y se fueron incorporando poco a poco hasta formar una mezcla 

homogénea. Las dietas se mantuvieron en refrigeracién y se prepararon semanalmente. Al 

igual que en el primer experimento, el alimento y el agua fueron suministradas ad 

libitum. 

Determinacién de los componentes en bilis hepatica. 

En bilis hepatica se determinaron los mismo pardmetros y en iguales condiciones 

que en el experimento anterior; ademas, también se determiné la composicién quimica 

de los cdlculos biliares de los grupos 2,3,4 y 5, respecto a colesterol, sales biliares, fosfato 

inorganico y calcio. 

Analisis de los calculos biliares. 

Procesamiento de los calculos biliares: ta cantidad que se obtuvo de los calculos en 

miligramos se molié en un tubo ependorf de 0.5 ml con un capilar setlado en un extremo. 

Los tubos se colocaron sobre hielo y se agregaron 0.1 mi de MeOH, después se agregaron 

0.2 mi de cloroformo y se agitaron. Del extracto cloroférmico se tomaron 0.15 ml y se 

evaporaron. Al extracto se agregaron 5 pl de MeOH y se determiné la concentracién de 

colesterol agregando 500pI de reactivo CHOD-PAP. Las sales biliares se determinaron 

como se mencioné antes, en 40 ul del sobrenadante del extracto cloroférmico, empleando 

otros 40u1 como blanco. Posteriormente, a la fase acuosa se agregaron 50 ul de acido 

clorhidrico concentrado para obtener Ja fase acuosa acidulada, en la cual se determind 

calcio total y fosfato inorganico, como se describe en el apartado de procedimientos 

analiticos. 

 



  

3 RESULTADOS 

Para todos los cuadros de resultados, si no existe ninguna letra igual entre los 

superindices de 2 celdas dentro de la misma columna quiere decir que hay diferencia 

significativa entre los resultdos de Jas 2 celdas por Bonferroni (P<0.05) 0 X? para 

frecuencia de litiasis (P<0.05). También en los cuadros I y VII! se emplean las siguientes 

abreviaturas: ncs/ntot = numero de animales con calculos entre numero total de animales 

por grupo; mg/an = mg promedio de calculos por animal. Las celdas sombreadas indican 

los resultados mas trascendentes de cada variable. 

Experimento 1. Efecte de AQDC , AUDC y ADHC sobre ta litogenicidad y la 

composicion biliar producida por la dieta litogénica no purificada de glucosa 

Primeramente, se describiran los resultados obtenidos en los grupos tratados con 

la dieta litogénica de glucosa, para posteriomente tratar los obtenidos con AQDC, luego 

los de AUDC y por ultimo los de ADHC al 0.1% y al 0.5%. 

En los animales que recibieron la dieta litogénica de glucosa (DLG) sola o 

adicionada de AQDC o AUDC, no se afecto ni el peso corporal ni e! peso del higado 

(cuadro I). 

Con la DLG se observo una alta frecuencia de litiasis (75%) y los calculos fueron 

semejantes en apariencia a los obtenidos en experimentos con dietas litogénicas de 

vitamina A (Cardenas e al, 1996), esto es, son numerosos, amorfos, verde obscuros y 

duros (cuadro I). La concentracién de fosfato inorganico se incrementé al doble dei valor 

normal (P<0.05) y su secrecién casi 3 veces (cuadros II y Hi). La concentracién de calcio 

total no se vio afectada, mientras que Ia de bilirrubina disminuyé considerablemente (P < 

0.05), aunque la secrecién de esta ultima no se modificé (cuadros II y HI).



  

Cuadro I. Efecto de los écidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el peso corporal, el hepatico, la 

frecuencia de litiasis y la masa de los célculos de hamsteres atimentados con DLG. 

  

  

  

2 

DB + 50% glucosa 

(DLG) 
3 

DLG + 0.1% AQDC 

      

    

n=12   

  

4 

DLG + 0.1% AUDC 

  

5 

DLG + 0.1% ADHC   
  

6 
DLG + 0.5% ADHC   134 11%   n=12 
  

Diferencia de peso | Peso porcentual del Frecuencia de Masa de 

Grupos y Dietas corporal en 60 dias higado litiasis célculos 
(g) nes/ntot " 

tot(mg) 

me/an. 

1 

Purina (DB) 14 + 6.4% 3.6 + 0,3" 0/12" 0 0 9 

    
  

  

  

En este experimento se encontré que con DLG sola la concentracién de lipidos 

biliares diminuyéd, aunque solo significativamente para colesterol y sales biliares, 

mientras que la secrecién de sales biliares y fosfolipidos fue similar a la del control 

(Grupo 1) y solo la de colesterol disminuyé (cuadros IV y V). 

En el grupo de AQDC, 8 animales presentaron el higado palido y con los 

lobulillos muy marcados, lo cual denota cierta toxicidad. La frecuencia de litiasis 

disminuyo significativamente al comparar con el grupo de DLG (Grupo 2); esto es, 

unicamente 2 animales desarrollaron calculos pigmentarios, sin embargo 4 animales no 

considerados dentro de este porcentaje presentaron formaciones transhicidas y gelatinosas 

en muy baja cantidad, que no tenian la apariencia de calculos de colesterol; estas 
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formaciones no fueron analizadas debido a la cantidad obtenida. El flujo biliar fue similar 

al presentado con ta dieta de glucosa y la concentracién de fosfato inorganico se 

aproximé a valores normales (cuadro IJ), asi mismo, su secrecién disminuy6, y aunque no 

fue significativamente diferente a la de los animales con la DLG, tampoco lo fue respecto 

al control (cuadro II1); la concentracion de calcio total se incrementé solo ligeramente (P 

< 0.05) y la de bilirrubina se mantuvo como en el grupo de DLG (cuadro II); la secrecién 

de calcio y de bilirrubina no fue significativamente diferente al control (cuadro III). 

Cuadro I. Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHCE sobre el flujo biliar y la 

concentracién de fosfato inorganico, de calcio y de bilirrubina en bilis hepatica de hamsteres 

alimentados con DLG. 

  

  
  

  

  
  

  

  

  

      

       

  

     

    

      
  

     

Flujo biliar Fosfato inorgdnico Calcio total Bilirrubina total 

Grupos y Dietas plmin/l00gpc . mM me/dl mg/dl 

1 

Purina (DB) 441° 9347 10.4 + 2.4* 

n=10 n=i1 n=1] 

2 
DB + 50% glucosa 63 + 1.4 31 + 0.6 9+ 14 ‘ $442.3" 

(DLG) n=9 n=t1 n=10 . n=10 
; = 

DLG + 0.1% AQDC 68214 

n=9 

4 

DLG + 0.1% AUDC Wei? 2.6 + 0.6° 8.1 + 0.7% 

o=il o=11 nell 
5 en 

DLG + 0.1% ADHC 8.3.4 1.2" 3.3 + 0.6 8.1 + 0.9 45 & 1.6" 
n=1! n=lh] = n=l1 

6 yl Pe 
DLG + 0.5% ADHC J 8.8 + 22° *  A.6*4 1.2% 

qi n=7 a=7   
  

Por otra parte, las concentraciones de colesterol y fosfolipidos se incrementaron 

significativamente por encima de los niveles normales, la de sales biliares también se 

incrementé respecto a DLG sola (Grupo2), aunque no fue diferente al control (cuadro 

IV), mientras que la secrecién de colesterol, fosfolipidos y sales biliares aumenté 

considerablemente repecto del valor control y de DLG. 

   



  

En el grupo tratado con AUDC, solamente 1 higado mostré los tobulillos 

marcados. Este dcido biliar previné completamente la litiasis, sin embargo, cabe 

mencionar, que tres animales desarro}laron precipitados gelatinosos, que no eran calculos 

pigmentarios, por lo que no se tomaron en cuenta dentro del porcentaje de animales con 

litiasis. En este grupo, la concentracién de fosfato inorganico disminuyé y las de calcio 

total y bilirrubina no cambiaron con respecto a la DLG. La secrecién de fosfato 

inorganico, calcio y bilirrubina fue similar a la del grupo con DLG sola (cuadro III). 

Respecto a los lipidos biliares, el AUDC, al igual que el AQDC, también elevé la 

concentracién de colesterol al compararlo con el grupo de DLG sola, pero en menor 

grado; asi mismo, restablecié las concentraciones de fosfolipidos y sales biliares a niveles 

control (cuadro IV). Al igual que ei AQDC, la secrecién de fosfolipidos y sales biliares 

se incrementaron significativamente en relacién al grupo control (Grupol), mientras que 

la de colesterol se incremento respecto a DLG sola (Grupo 2) hasta ser similar a la del 

control (cuadro V). 

Cuadro II}. Efecto de los Acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el flujo biliar y la 

concentracién de fosfato inorganico, de calcio total y de bilirrubina total en bilis hepatica de 

hamsters alimentados con fa dieta litogénica de glucosa. 

  

  

    

  

  

       

  

    
  

     

  

    

  

Fosfato inorgénico Calcio total Bilirrubina total 
Grupos y Dietas om/min/i00gpe nim/min/100gpe am/min/100gpe 

1 

Purina (DB) 04+ 0.1' 0.4 + 0.12" 

n=10 n=10 

2 

DB + 50% glucosa 18.2 + 55° 0.55 + 0.16 | 0.34 +0.13* 

(DLG) n=9 n=9 n=9 

3 
DLG + 0.1% AQDC 13.3 + 7.02%" 0.71 + 0.16° 0.35 + 0.06" 

n=10 n=10 n=10 

4 

DLG + 0.1% AUDC 21.6 + 9% 0.62 + 0.12* 0.32 + 0.07" 

n=t0 nell n=I1 z 

DLG + 0.1% ADHC 0.4 + 0.07     
6 

DLG + 0.5% ADHC   
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Cuadro EV. El efecto de !os Acidos bitiares AQDC, AUDC y ADHC sobre Ia concentracién de 

Colesterol, fosfolfpidos y sales biliares en bilis hepatica 

de hamsters alimentados con ls dieta litogénica de ghucosa. 

  Colestero! Fosfolipidos ~ Sales biliares 

Grupos y Dietas uM mM 

  

  1 

Purina (DB) 275.7 + 103° 2.6 + 0.5° 

   

  2 
DB + 50% ghucosa 

(DLG) 

3 

DLG + 0.1% AQDC 

  

      
  

4 

DLG + 0.1% AUDC 194 = 119° 
n=11 
  5 

DLG + 0.1% ADHC 127 + 101° 7 + 03° 3.5 4 1.2"       

    

6 
DLG + 0.5% ADHC   

Ahora bien, el ADHC mostré efectos diferentes a los observados con los acidos 

biliares dihidroxilados AQDC y AUDC. El peso del higado tinicamente se incremento 

en los grupos de ADHC al 0.1 % y 0.5% (cuadro J). 

El ADHC al 0.1% aumenté la frecuencia de litiasis pigmentaria del 75% al 83.3% 

(diferencia no significativa) y también incrementé la masa de calculos y el tamafio de tos 

mismos. EI flujo biliar fue el doble de! valor normal y las concentraciones de fosfato 

inorganico, calcio total y bilirrubina, fueron similares a las presentadas por el grupo con 

DLG (cuadro II). En cambio, 1a secrecién de fosfato inorganico se incrementé 

significativamente al compararlo con la DLG sola y4 veces respecto del valor normal 

(cuadro II}); mientras que, como sucedié con fos otros acidos biliares, la concentracién y 

la secrecién de calcio y bilirrubina fueron similares a los de DLG sola (cuadros II y Ill). 

Respecto a los Hpidos biliares, este acido biliar tiende a incrementar la 

concentracién y la secrecién de colesterol, casi a niveles normales, mientras que la 
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concentracién de fosfolipidos disminuy6é (P < 0.05), aunque su secrecién fue la misma 

que la presentada en el grupo de DLG (cuadros IV y V). La concentracién y secrecién de 

sales biliares no fueron significativamente diferentes con respecto a la DLG, aunque la 

secrecion tendié a incrementarse (cuadros IV y V). 

Cuadro V. Efecto de Jos dcidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre !a secrecién de colesteral, 

_ fosfolfpidos y sales biliares en bilis hepatica de hamsters atimentados con DLG. 

  

  

  

                  

   

  

  

  

    

    

        
      

Colesterol Fosfolipidos Sates biliares 

Grupos y Dietas amol/min/100gpe nmol/min/100gpe nmol/min/100gpe 

1 

Purina (DB) 0.4 + 0.16" 9543 28+ 6° 

n=10 a=? n=8 
2 ; Trg ae 

DB + 50% glucosa OF & 21+ 5* 

(LG) eg aah neo 
3 

DLG + 0.1% AQDC 0.9 + 03° 34 & 8° 

n=9 n=!0 

4 

DLG + 0.1% AUDC 0.5 + 03** 36.2 + 8.6 

n=11 js n=9 

5 

DLG + 0.1% ADHC 0.4 + 0.3%° 30 + 12" 

neo z _ 

DLG + 0.5% ADHC   
Con ADHC al 0.5% os animales lucian muy deteriorados y débiles, ademas este 

acido biliar indujo hepatomegalia (cuadro I). Con este nivel de ADHC se previno 

completamente la litiasis. El flujo biliar se incremento casi 5 veces sobre el valor controt 

y la concentracién de fosfato inorgdnico retorno a niveles normales, ademas de que no 

cambié las concentraciones de calcio total y de bilirrubina (cuadro II). En cuanto a la 

secrecién de estos elementos, la de fosfato inorgdnico se incrementé cerca de 4 veces al 

igual que con ADHC al 0.1%; mientras que, las de calcio y de bilirrubina también se 

incrementaron (cuadro III). Ademas de lo anterior, este Acido biliar elevé 

considerablemente !a concentracion y secrecién de colesterol y sales biliares, mientras 
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que de fosfolipidos, la concentracién se elevé, pero no fue estadisticamente diferente a la 

de DLG sola, y la secrecién si se elevé notablemente (cuadros IV y V). 

Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre los perfiles de sales biliares 
en la bilis hepatica de los animales alimentados con la dieta de glucosa. 

En la dieta de Purina (Grupo !) los acidos biliares mayoritarios fueron el colato y 

e| quenodesoxicolatos y en menor porcentaje se presenté el ursodesoxicolato, el 

desoxicolato y e! litocolato (cuadro V1). Por otra parte, en cuanto a los conjugados de 

estas sales biliares, !a proporcién de tauroconjugados fue mayor que la de 

glicoconjugados (cuadroVIl). 

Cuadro VI. Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el perfil de 

sales biliares en bilis hepatica de hamsteres alimentados con DLG.* 

  

  

  

  

    DB + 50% glucosa 2.74 0.2" 

(DLG) 

44 + 15.3% 

  

Grupos Ursodesoxicolato Colato Quenodesoxicolato | Desoxicotato Litocotato 

1 

Purina (DB) 1.4 + 0.1" 66 + 8.5" 25.5 + 3.4** $.2 + 0.4* 2.2 + 0.15" 

2 

2+ 0.4° 1.04 + 0.76"* 

  

3 
DLG + 0.1% AQDC 1.4 + O.1* 

  
  

4 
DLG + 0.1% AUDC }’ 1.6 + 01° 

  

     § 
DLG + 0.1% ADHC 56.24 20°" 32.3 + 19% 8 + 0.6" 1.35 + 0.05" 

  

6 

DLG + 0.5% ADHC    42 + 6.6** 15 4 0.2°             

  

of   
  

*Porcentaje + DS de cada Acido bitiar , n = 5 
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Grafica del efecto de los Acidos biliares en el perfil de sales biliares totales de hamsters 

alimentados con dieta de glucosa.     
  

Cuando se suministra la DLG la proporcién de colatos tendié a bajar con respecto 

al grupo control de purina. Por otro lado, el porcentaje de quenodesoxicolato se eleva al 

doble, mientras que los restantes permanecen sin cambio (cuadro VII). En este grupo se 

observé la misma tendencia que en el grupo de purina, respecto a la mayor proporcion de 

los tauroconjugados. 

E} suministro de AQDC con DLG incrementé el porcentaje de quenodesoxicolato 

y disminuy6é la de colatos. El AUDC incrementé considerablemente el porcentaje de 

ursodesoxicolato y quenodesoxicolato en la bilis. El) ADHC al 0.1% enriquece la bilis 

con colato y quenodesoxicolato, no afectando los porcentajes de las demas especies de 

sales biliares. El ADHC al 0.5% elevo significativamente el porcentaje de colatos y 

desoxicolatos y disminuy6 e] de quenodesoxicolato, ursodesoxicolato y litocolato (cuadro 

VI). En todos los grupos que recibieron dcidos biliares en la dieta la proporcién de 

glicoconjugados fue mayor que Ja de tauroconjugados (cuadro VII). 

En resumen, los resultados de este primer experimento muestran lo siguiente: 

1. La DLG indujo cdlculos en el 75% de los animales e incrementa de forma 

significativa el flujo biliar, la concentracién y la secrecién de fosfato inorganico y 

disminuye significativamente la concentracién de bilirrubina. Los lipidos biliares se 

mantienen similares al control, excepto que sélo se reduce la concentracién y 

secrecién de colesterol. 
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2. El AQDC y el AUDC previnieron siginificativamente la litiasis, no afectaron el flujo 

biliar con respecto a ta dieta de glucosa y tendieron a regresar la concentracién de 

fosfato biliar a valores normales. Asimismo, aumentaron la secrecién de lipidos 

biliares. 

wd
 . El ADHC al 0.1% incrementa la masa de cdlculos y no modifica la frecuencia de 

litiasis, con respecto al grupo de glucosa. Incrementa el flujo biliar al doble del valor 

normal y la secrecion de fosfato, a raz6n de 4 veces (P<0.05). 

4. El ADHC al 0.5% es Itamente téxico, induce hepatomegalia, prevind la litiasis 

completamente, retorno la concentracién de fosfato a valores normales, pero 

incrementd su secrecidn, a razon de 4 veces (P<0.05). 

E] andlisis de los perfiles de sales biliares mostré que: 

a) Las sales biliares mayoritarias en el hamster son colato y quenodesoxicolato, y los 

conjugados con taurina son comunes. La dieta litogénica cambia los perfiles pero los 

mayoritarios siguen siendo los mismos. 

b) El AQDC enriquece !a bilis con quenodesoxicolato; el AUDC con ursodesoxicolato y 

quenodesoxicolato, el ADHC al 0.1% con colatos y el ADHC al 0.5% con colatos y 

desoxicolatos. 

c) Con la administracién de dcidos biliares exogenos se conjuga principalmente con 

glicina. 

Experimento 2. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre ia litogenicidad y la 

composici6n biliar producida por la dieta litogénica semipurificada (DLSP). 

Los grupos alimentados con dieta semipurificada (DLSP) perdieron peso en 

comparacién con el grupo de purina, debido al tipo de dieta (cuadro IX). No obstante, los 

animales que recibieron AQDC , AUDC y ADHC a! 0.1% no mostraron diarrea y su 

apariencia era saludable. 
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Cuadro IX. Efecto de los 4cidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la frecuencia de litiasis, el 

peso corporal y hepatico y 1a masa de cdlculos de hamsters alimentados con 1a dieta de caseina. 

  

  

  

  

  

      

Diferencia de peso Peso porcentual Frecuencia de Masa de cdlculos 
Grupos y Dietas corporal después de del higado litiasis 

2idias (g) (g/100g p.c.) tot (mg) = mg/an. 

nes/ntot % 

1 

Purina (DB) 45 + 83° 3.7 + 0.2" 

n=8 

2 
Dieta litogénica 1+ 4.1" 43 4 03° 

(DLSP) n=8 
3 

DLSP + 0.1% 2.5 + 9.2" 4340.7 1/8" 12.5 I £0 

AQDC n=8 n=8 

4 

DLSP + 0.1% 1.5 4 2.2" 42 + 0.4 218" 25.0 24 1.2 

AUDC 

3 i 
DLSP + 0.1% V5 

ADHC       

  

  
  

La DLSP indujo una alta frecuencia de colelitiasis. Los calculos observados con 

esta dieta son similares a los obtenidos con DLG (cuadro IX). Los cambios producidos en 

el flujo biliar y en la composicién de la bilis hepatica por la DLSP fueron muy 

semejantes a los encontrados con la DLG, es decir, el flujo biliar se incrementé 

significativamente (cuadro X), aunque este flujo fue mayor que el observado con la DLG. 

La concentracién y la secrecién de fosfato inorgaénico (cuadros X y XI) se incrementd 

significativamente en DLSP (P < 0.05) en compraracién con los valores normales del 

grupo de Purina. La concentracién de calcio total con DLSP no fue diferente del valor 

control, sin embargo, la secrecién de este ién fue mayor con DLSP (cuadros XI); 

mientras que la concentracion de bilirrubina disminuyé con esta dieta y Ja secrecién no 

vié afectada (cuadros X y XI). . 

La DLSP indujé una siginicativa disminucién en la concentracién de colesterol, 

en comparacion con los valores del grupo de purina (cuadros XII y XIII). Ademas de 

que la concentracién de fosfolipidos tendié a disminuir, a pesar de que !a secrecién fue 
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mayor. Asimismo, la concentracién de sales biliares disminuyé, mientras que la 

secrecién, aunque disminuyé, no alcanzé a ser estadisticamente diferente a la del grupo 

con Purina. 

Cuadro X. Efecto de los Acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el flujo biliar 

y la concentracién de fosfato inorganico, de calcio total y de bilirrubina total en 

labilis hepatica de hamsters alimentados con DLSP. 

  

  

  

  

  

  

    
  
    

Grupos y Dietas Flujo biliar Fosfato inorganico Calcio total Bilirrubina total 

pl/min/100g pe mM mg/dl me/dl 

1 
Purina (DB) 5.6 + 0.9 1.3 + 0.4° 10 + 4.0% 9242.5" 

n=8 n=8 n=8 

2 

Dieta litogénica 154 47 104 2° 3.5 + 0.6" 

DLSP n=7 n=7 

3 
DLSP + 0.1% 1243.2 2.2 + 0.34 124 1° 3.6 + 0.8" 

AQDC n=8 n=8 n=8 n=8 

4 

DLSP + 0.1% is 2 2.4 + 0.4° Wn.5 41.5" 3.40.7" 

AUDC n=8 n=8 

s 

DLSP + 0.1% 10.4 + 1.3" 3405 
ADHC n=7 n=7         

  

  

Los resultados observados en el grupo tratado con AQDC son muy similares a los 

registrados en el experimento 1. En este experimento, el peso del higado no se afecto. 

pero 5 animales presentaron higado palido y con los lobulillos marcados (cuadro [X). La 

frecuencia de litiasis disminuyé considerablmente con respecto al grupo de DLSP, y 

solamente un animal present calculos de tipo pigmentario (cuadro IX); sin embargo, en 

5 animales més se presentaron formaciones claras translucidas gelatinosas. 

Con este Acido biliar el flujo biliar fue similar al inducido por la DLSP sola 

(cuadro X). La concentracién de fosfato disminuy6 al comparar con la DLSP, pero no 

alcanz6 valores normales (cuadro X), mientras que 1a secrecién de este ién tendid a 

disminuir, pero no fue diferente de la del grupo con DLSP sola (cuadro XI). 

Contrariamente a lo que ocurre con fosofato inorgdnico, la concentracién y secrecién de 

4) 

 



  

calcio total tendieron a incrementarse ligeramente, aunque solo 1a primera fue 

significativa. Por su parte, la secrecién y concentracién de bilirrubina no variaron 

significativamente respecto a las observadas con DLSP sola (cuadros X y XI). 

De manera similar a lo ocurrido con DLG y AQDC, con DLSP y AQDC la 

concentracién y secrecién de colestero! se incrementé significativamente respecto a 

DLSP (cuadros XII y XIII). La concentracién y la secrecién de fosfolipidos fue similar a 

la producida por DLSP sola, mientras que las de sales biliares tendieron a elevarse, pero 

no alcanzaron a ser significativamente diferentes de las del grupo con DLSP sola (cuadro 

XI y XH). 

Cuadro XI. Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la secrecién de fosfato 

inorganico, calcio total y bilirrubina total en 1a bilis hep&tica de hamsteres alimentados con DLSP. 

  

  

  

            

    
       
    

Fosfato inorganico Calcio total Bilirrubina total 
Grupos y Dietas um/min/l00gpce nm/min/100gpc nm/min/100gpe 

I 

Purina (DB) 7.6 + 2.6" 0.57 = 0.1* 0.5 + 0.2" 

n=8 ; n= n=8 

2 33 “ 

Dieta litogénica iS 1+ 0.2> 0.4 + 0.07 
DLSP n= n= 

3 

DLSP + 0.1% AQDC 1.45 = 0.4°¢ 0440.17 

n=8 n=8 

4 

DLSP + 0.1% AUDC 1.2 £ 0.2° 0.3 + 0.06" 

n=8 n=8 

5 

DLSP + 0.1% ADHC 1.7 404° 0.5 + 0.1" 

n=7 n=7     
  

Con AUDC el peso del higado no se afecta, ni su morfologia. Solo 2 animales 

presentaron cdlculos pigmentarios; sin embargo, 7 animales presentaron las formaciones 

gelatinosas que ya se han mencionado (cuadro 1X). EI flujo biliar fue similar a} inducido 

por DLSP (cuadro X). Con respecto a los componentes biliares, e} AUDC, al igual que el 

AQDC, redujo la concentracién de fosfato, y su secrecién tendié a disminuir, pero no fue 

estadisticamente diferente a la del grupo con DLSP (cuadros X y XI). La concentracion 
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y la secrecion de calcio y de bilirrubina fueron similares a las observada con DLSP sola 

(cuadros X y Xf). Respecto a los lipidos biliares, la concentracién y la secrecion de 

colesterol se elevd, pero menos que con AQDC (cuadro XII] y XHI). La concentracién de 

fosfolipidos fue la misma que la registrada en DLSP (cuadroXI}), lo mismo que su 

secrecién (cuadro XIII). La concentracién de sales biliares aumenté, aunque no fue 

estadisticamente diferente con respecto a DLSP, tampoco la secrecién fue diferente. 

Cuadro XII. Efecto de los acidso biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la concentraci6n de 

colesterol, fosfolipidos y sales biliares en bilis hepatica de bAsmters atimentados con DLSP. 

  

  

  

  

  

        

Grupos y Dietas Colesterol Fosfolipidos Sates biliares 
uM mM mM 

1 
Purina (DB) 286 4 34" 5.044 1° 6.0 + 1.2% 

n=8 n=8 n=8 

2 . 

Dieta titogénica 87 433° 4+ 04° 17 + 02° 

(DLSP) n=7 n=7 n=7 

3 

DLSP + 0.1% AQDC 348 + 93° 4+ 0.6" 3.1 4 1.3% 
n=8 n=8 n=8 

4 

DLSP + 0.1% AUDC 220 + ga* 4+ 03° 2.7 + 05° 

n=8 n=8 n=8 

5 

DLSP + 0.1% ADHC 164 + 45°4 3.44 05° 6+ 1.3? 

n=7 n=7 n=7 

  

Por su parte, el ADHC al 0.1% increment6 significativamente el peso del higado 

y la mayoria de éstos eran palidos y con los lobulillos marcados (cuadro IX). A diferencia 

del grupo con DLG y 0.1% de ADHC del primer experimento, con DLSP y 0.1% de 

ADHC sélo 1 animal presenté calculos de tipo pigmentario, aunque 5 de los 8 animales 

tratados presentaron formaciones gelatinosas (cuadro IX). Por otra parte, el flujo biliar se 

increment notablemente al comparlo contra el del grupo de DLSP sola (cuadro X). En 

cuanto a los componentes biliares, el ADHC retornd a niveles control la concentracion 

de fosfato inorganico y sin disminuir su secrecién (cuadros X y XI). La concentracion de 

calcio total fue la misma que !a observada en tas dietas de Purina y DLSP, pero aumentd 

   



  
  

su secrecién, mientras que la concentracién y 1a secrecién de bilirrubina fueron similares 

a las observadas con DLSP (cuadros X y XI). Respecto a los lipidos biliares, el ADHC 

incremento la concentracién de colesterol, pero no alcanz6 a ser diferente a la observada 

con DLSP (cuadro XII), y tampoco la secrecién fue diferente (cuadro XIII). La 

concentracion de fosfolipidos no fue diferente en comparacién con Ja inducida con DLSP 

(cuadro XII), y aunque su secreci6n si se incrementa, no alcanz6 a ser estadisticamente 

diferente (cuadro XIII). La concentracién de_ sales biliares se elevé notablemente hasta 

alcanzar valores similares al control de dieta de purina, de igual manera la secrecién se 

incrementd casi 5 veces si se compara contra ese mismo grupo (cuadros XH y XIII). 

Cuadro X11, Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la secrecién de colesteral, 

fosfolipidos y sates biliares en bilis hepatica de hamsters alimentados con DLSP. 

  

  

  

        

    

  

Grupos y Dietas Colesterol Fosfolipidos Sales bitiares 

nm/min/100g pe nam/min/100 g pe nm/min/100 g pe 

i 

Nutricubos Purina 1.6 4 03° 28 + 7.2" 34+ 11° 
n=8 n=8 n=8 

2 

Dieta litogénica 44+ 6 20 * 3.1" 

(DLSP) n=7 n=7 

3 

DLSP + 0.1% AQDC 47 + 13.5" 35 4 11.3" 

n=8 n=8 
  4 

DLSP + 0.1% AUDC 41+ 8? 

  
5 

DLSP + 0.1% ADHC         
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Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre los perfiles de sales 

biliares en la bilis hepatica de los animales alimentados con DLSP. 

Con DLSP sola se registré un incremento en el porcentaje de ursodesoxicolato, y 

el colato disminuyé en compracién con la dieta de Purina; asimismo, el 

quenodesoxicolato aumenté significativamente, siendo los conjugados con taurina los 

conjugados mayoritarios (cuadro XIV). 

El AQDC incrementé Ia proporcién de quenodesoxicolato, y en menor grado la de 

litocolato, los cuales se conjugaron principalmente con glicina. Con AUDC el perfil de 

sales biliares muestra que los conjugados de AUDC se incrementaron, sobre todo los 

glico conjugados: asimismo, se incrementaron los conjugados de quenodesoxicolato. Con 

el ADHC al 0.1% la bilis se enriquece con colato, y a diferencia de los observado en el 

tratamineto de ADHC al 0.1% en la dicta de glucosa (primer experimento), la proporcién 

de desoxicolato se increment6 significativamente (cuadro XV). 

Cuadro XV. Efecto de los Acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre el perfil de 

sales biliares en bilis hepatica de hamsteres alimentados con DLSP.* 

  
  

Grupos Ursodesoxicolato Colato Quenodesoxicolato Desoxicolato Litocolato 

  ' 

Nutricubos 
Purina 

ws
 

ey
 cd 2 ay
 62.3 4 11.5 28 413° 3.64 11? 0.9 4 0.7" 

  7 7 

Dieta litogénica 13.4 + 6.7 374 + 6° 
(DLSP) 

45.3 4 75° 3.3 + 1.5" 0.4 + 0.2" 

  
3 

DLSP + 0.1% 

AQDC 

14.3 + 10.7 5.2 + 2.4" 734 20° 2.2 + 0.1" 5.2 4 2.2° 

  4     DLSP + 0.1% 

AUDC 

38.1412 3.6 = 1.7? 53. 128 1.6 + 0.1" 3.7 + 1.4" 

  
3 

DLSP + 0.1% 

ADHC   44 2.5"   55.7 + 13.4 ©   41+ 0.17   36.4 + 9°   0.4 + O01" 

  “Porcentaje + DS de cada acido biliar ,n = 5 
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Burso 

Sicolato 

CO queno 

Ddesoxicotato 

Blitocolato   

    

Purina DLSP OAYAQDC OI%AUDC 0.I%ADHC 

  

Grafica de los perfiles de sales biliares en fa dieta litogénica de 

caseina 

    
  

Composicién quimica de los calculos biliares. 

La composicién de los calculos biliares obtenidos muestra que la propercién de 

colestérol fue minima al comprarla con la de calcio y fosfato, siendo mayor esta ultima, 

sin embargo, estos calculos presentaron casi 10 % de sales biliares (cuadro XVI). 

Con AQDC, la proporcién de colesterol en los calculos biliares disminuy6 casi a 

la mitad al compararlos con los calcutos de la DLSP, asi mismo el porcentaje de sales 

biliares fue menor y la de calcio muy similar, pero la de fosfato inorganico disminuyo 

casi tres veces respecto a los de DLSP. 

Con el AUDC, el porcentaje de colesterol se duplicd, el de sales biliares tendid a_ 

disminuir, el de calcio fue mucho mayor y el fosfato disminuyd considerablemente 

(cuadro V). 

Con el ADHC los calculos presentaron poca cantidad de colesterol, como el 

grupo de DLSP, no obstante, el porcentaje de calcio fue un poco mayor y el de fosfato 

tendié a disminuir. La proporcién de sales biliares fue menor que en ese grupo (cuadro 

XV). 
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Cuadro XVI. La composicién quimica de los calculos biliares vesiculares obtenidos de los animales 

tratados con acidos biliaresAQDC, AUDC y ADHC y ta DLSPcaseina 

  

  

  

  

    

Grupo Masa Colesterol Sales Calcio Fosfato Total No 
analizada (%) bitiares total inorganico identificado identificado 

(mg) (%) (A) (A) (%) (ry 
z 

Dieta litogénica 1 1.6 "9.46 63 14.6 32 68 

(DLSP) he 
3 . : 

DLSP + 0.1% ! 048” 7.99 6.73 5.04 20.2 19.7 

AQDC 

4 

DLSP+ 0.1% 2.4 3.17 6.3 8.5 4.35 22.3 TW 

AUDC 

5 

DLSP + 0.1% Ls 0.56 7 10.36 8.32 26.3 73.7 

ADHC               
  

  
En resumen, la DLSP provocé efectos similares a los observados con la dieta de 

glucosa en el experimento 1; asimismo, el AQDC y el AUDC previnieron 

siginificativamente la litiasis, al parecer por disminuir Ja concentracién de fosfato biliar. 

E1 cambio en los perfiles de sales biliares también fue semejante al observado en el 

experimento 1. Por su parte, e] ADHC al 0.1% en la dieta DLSP previno la litiasis e 

incrementé la proporcién de desoxicolato en la bilis. 
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4 Discusién 

En términos generales, este trabajo se enfoco principalmente a estudiar el efecto 

de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la litogenicidad de dos dietas que 

inducen la formacién de calculos biliares pigmentarios en el hamster dorado. 

Eleccidn de las dos dietas litogénicas. 

Con el objetivo de elegir las dietas sobre las cuales se estudié el efecto de los tres 

Acidos biliares, se realizé un serie de experimentos preliminares que se resumen en el 

diagrama 1. En todos ellos se analizé la frecuencia de litiasis y el cambio en ta 

composicion de la bilis. En ellos se observaron resultados interesantes y que pueden ser 

de utilidad en el establecimiento de los mecanismos que provocan la litiasis pigmentaria 

inducida por medios dietéticos en el hamster. 

Primeramente, la eleccién de las dietas litogénicas se realizo de acuerdo a los 

antecedentes acerca de la litogeniciad presentada por la vitamina A, la glucosa y la 

mantequilla de leche de vaca en dietas no purificadas (Granados 1976, Cardenas 1996); 

sin embargo, en un primer estudio en que se buscaba establecer si fas 3 dietas afectaban la 

composicién biliar y la frecuencia de litiasis de igual manera, se encontré que solamente 

la dieta de glucosa provocé que el 75% de los animales formara célculos, mientras que las 

dietas de mantequilla y vitamina A indujeron muy baja frecuencia de litiasis. No obstante, 

los cambios inducidos por las 3 fueron muy similares, respecto a incrementar el flujo 

biliar y la concentracién de fosfato inorganico, y reducir la de bilirrubina, siendo la dieta 

de glucosa la que produjo el mayor efecto. 

A pesar de la baja frecuencia de litiasis observada en este preliminar con las dietas 

de vitamina A y mantequilla, se pens6 que el incremento en la concentracién de fosfato 

inorganico biliar es un evento importante en la etiologia de Ja litiasis pigmentaria de} 

hamster. Esta observacién es importante para el planteamiento del objetivo principal de 
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este trabajo, es decir, se administrarian acidos biliares dihidroxilados que previnieran la 

precipitacién de sales de fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita (Qiu et al. 1992), y 

se estudiaria el efecto preventivo establecido para el ADHC (Granados y Cardenas 1983). 

Después de realizar este preliminar, se tomé Ja decisién de elegir la dieta no 

purificada de glucosa que indujo calculos pigmentarios en el 75% de los animales 

tratados. 

Otra conclusién debida a la diferencia en 1a frecuencia de litiasis inducida por los 

3 componentes en éste y otros experimentos es que la litogenicidad de la vitamina A, la 

glucosa y la mantequilla puede variar segin 1a dieta no purificada utilizada.. 

Anteriormente se habia observado que con la dieta de Albilab, de produccién nacional, ta 

vitamina A no inducia el desarrollo de calculos pigmentarios en el hamster. 

Desgraciadamente la empresa productora desaparecié del mercado, y no se pudo conocer 

los materiales de elaboracian de esa dieta. La dieta no purificada empleada en el 

experimento sefialado arriba fue Purina importada, recién introducida al inicio de este 

proyecto; anteriormente se tenia una Purina de produccién nacional con fa que la 

frecuencia de litiasis con vitamina A habia sido consistentemente elevada. 

Debido a Jo anterior, se decidié producir una dieta en la que se controlara la 

composicién, adicionando ademas aquellos elementos que han mostrado ser litogénicos 

en dietas no purificadas, para asi tener una dieta litogénica semipurificada mas 

reproducible. 

Inicialmente se disefiaron dos dietas con diferente fuente de proteina, esto es, una 

con harina de soya y otra con caseina, ambas con 20% de proteinas, altas en glucosa y 

con acidos grasos insaturados en baja proporcién, ademas de los otros agentes 

litogénicos vitamina A y mantequilla. En este experimento preliminar se encontré que 

ambas dietas son capaces de inducir un incremento significative en la concentracién de 

fosfato inorganico biliar; sin embargo, solo la de caseina indujo una alta frecuencia de 

animales con calculos de tipo pigmentario después de un periodo de alimentacién de 

tan solo 21 dias. 
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Diagrama 1 Eleccién de Jas dietas litogénicas. 

    

  

  
“ -Dietas    génicasno purificadas =" 

sa
l 

  

  

  
  Dieta litogénica de 

vitamina A (purina + 

25,000 UI% de retinol 

acetato) 
z 

  
  

Dieta litogénica de 

mantequilla (purina + 25% 

de mantequilla) 

I 
Eleva la concentracién de fofato, las 

  
  

  Eleva la concentracién de 
fosfato, flujo biliar y disminuye 

la concentracién de lipidos 
biliares. Indujé 8.3% de 

animales con calculos.   
  

  

de lipidos bitiares y el flujo biliar. 
induj6 8.3% de animales con calculos. 

    
  

  Dietas semipurificadas’con los tres elementos: ~ 
vitamina A, glucosa y maritequitla 

  

    

  

  

      
  
  

  
Dieta de soya 

| 
Eleva la concentracién 

de fosfato pero no induce 

alta frecuencia de litiasis 

  
  

  

    
  

    

Estudio de cada 

elemento litogénico 
per se sobre una 

dieta controt de 

caseina   

Ningin elemento per 
se causa litiasis. 
vitamina A eleva 

  

significativamente la 

concentracién de 
fosfato biliar.     

  
  

  
  

Estudio de Ja dieta de 

  
caseina con y sin 

mantequilla 71 pero al quirtarla, la dieta sigue siendo 
litogénica.   

La mantequilla potencializa la litiasis.   
  

  

hae sein.    
  
provoca a nivel biliar son muy semejantes 

Altamente litogénica, los cambios que 

a DLG, sin embargo, incrementa mas el 

flujo biliar que ésta.     
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Posteriormente se realizaron dos experimentos mas. En el primero se estudié cual 

de los elementos litogénicos per se desencadenaban la litiasis. Aunque por separado, cada 

elemento litogénico aumenté el fosfato inorganico biliar en mayor o menor grado, 

tinicamente el grupo de dieta Jitogénica de caseina adicionada de los tres componentes 

presentd calculos semejantes y en igual frecuencia que en el experimento anterior. 

En el segundo experimento se estudié si la combinacién de vitamina A y glucosa 

provocaban litiasis, ya que fueron los que més incrementaron el fosfato inorganico biliar, 

ademas de que la mantequilla es el componente mas complejo y dificil de mantener 

constante. Se observé que ésta combinacién producia una alta frecuencia de litiasis, pero 

Ja masa de calculos era mayor con la clieta de caseina con los 3 componentes; asi mismo, 

la concentracién y secrecién de fosfato inorganico era mayor con la adicién de 

mantequilla. Sin embargo, se mostré que la combinacién de glucosa y vitamina A es 

suficiente para producir una alta frecuencia de litiasis pigmentaria. Por Jo anterior se 

decidié utilizar la dieta litogénica semipurificada de caseina con vitamina A y glucosa 

(denominada DLSP) para el estudios de los acidos biliares y compararla con la dieta 

litogénica no purificada de glucosa. 

Efecto de los acidos biliares AQDC, AUDC y ADHC sobre la frecuencia de litiasis y la 

composicin de ta bilis en hamsters alimentados cgn la dieta no purificada de glucosa y 

con dieta litogenica de caseina. 

En este experimento, después de elegir las dietas litogénicas y de conocer la 

importancia del fosfato de calcio en da litiasis pigmentaria del hamster alimentado con 

dietas litogénicas no purificada de ylucosa y semipurificada de caseina, se decidid 

determinar cual es el efecto de las sales biliares dihidroxiladas sobre la formacion de 

estos calculos ricos en fosfato y calcio, y que alteraciones en la composicién biliar se 

asocia con estos tratamientos. 

Se sabe que las sales bilires dihidroxiladas conjugadas con glicina inhiben 

eficazmente la precipitacin de hidroxiapatita al impedir el crecimiento de los nucleos de 

formacion de ésta (Qiu ef a/, 1991 y 1992), por lo cual se hipotetizé que si la 

precipitacién de hidroxiapatita in vitro es inhibida por la accion de las sales biliares 
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dihidroxiladas conjugadas con glicina, especialmente el AQDC (Qiu et al, 1991), 

entonces la adicién de este tipo de sales biliares a Ja dieta litogénica de glucosa 

prevendria la precipitacién de hidroxiapatita in vivo en el modelo del hamster y por lo 

tanto, la litiasis pigmentaria. Ademds, ya que el AUDC también es una sal biliar 

dihidroxilada, y ya que parte de este acido biliar se puede convertir en AQDC, entonces 

prevendria ja precipitacién de hidroxiapatita y la formacién de calculos pigmentarios. 

Cohen ef al. (1987) ya habian administrado AQDC y el AUDC, a dosis de 30 

mg/Kg/dia al hamster alimentado con una dieta litogénica con proteina de soya, alta en 

sacarosa y suplementada con colesterol y estrogenos durante 14 semanas, observando 

que ambos previenen la litiasis casi totalmente; sin embargo, no se determind el posible 

mecanismo de prevencidn, ni la concentracién de fosfato biliar, elemento que parece ser 

muy importante en la litiasis pigmentaria del hamster. 

Por otra parte, se sabe también que el ADHC previene completamente Ia litiasis 

pigmentaria en el hamster alimentado con dietas no purificadas de vitamina A y glucosa, 

suministrado en Ja dieta al nivel de 0.5% (Granados y Cardenas, 1983), no obstante, no se 

conocian los cambios producidos por este acido biliar en la composicién biliar. Por lo 

tanto, se decidio estudiar el efecto de este acido biliar, a pesar de que ya se tenian 

antecedentes de su toxicidad, hipotetizandose que si !a coleresis inducida por el ADHC 

provocaba que se diluyeran los componentes biliares, entonces Ja concentracién de 

fosfato inorganico disminuiria y se evitaria su precipitacién. 

Experimento 1. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre fa litogenicidad y la 

composici6n biliar producida por la dieta litogénica no purificada de 

glucosa 

Los efectos de la dieta litogénica de glucosa son muy similares a los determinados 

por Cardenas ey al, (1996) en la dieta litogénica de vitamina A. Después de analizar los 

resultados, los cambios en la composicién biliar pueden estar relacionados a lo siguiente: 

El incremento en la concentracién biliar de fosfato inorganico podria, estar 

relacionado con el funcionamiento de la bomba Na’/Pi ATPasa que se encuentra en la 

membrana plasmatica del hepatocito o a un aumento en la poza de fosfato inorganico en 

32 

 



  

el hepatocito, como resultado del elevado metabolismo de glucosa, y sus intermediarios 

fosfatados, en los animales alimentados con estas dietas. 

El incremento en el flujo biliar, provocado por esta dieta, podria ser atribuido al 

incremento en la concentracién biliar de fosfato inorgdnico, como resultado de la fuerza 

osmética que ejerce éste en el canaliculo biliar. A su vez este mayor flujo biliar puede 

causar la dilusién de los lipidos biliares. 

Por otro lado, la dilusién de los lipidos biliares puede propiciar que se incremente 

la proporcion de calcio libre en la bilis; es decir, este elemento ya no se asocia a las 

micelas mixtas biliares, dando como resultado que el calcio se encuentre facilmente con 

el fosfato inorganico y se precipiten en forma de sales de calcio 

Ya que los acidos biliares quenodesoxicélico (AQDC) y — ursodesoxicdlico 

(AUDC) son de naturaleza diferente al acido dehidrocélico (ADHC) y sus efectos 

también lo son. se trataran separadamente. 

EL AQDC y ef AUDC: 

Inicialmente se probaron los Acidos biliares quenodesoxicdlico (AQDC) y 

ursodesoxicélico (AUDC) a dosis de 0.03% en la dieta. Esta dosis corresponde entre 2 y 

3 veces mas a la utilizada en el humano en Ia litiasis de colesterol. Con esta dosis no se 

observé prevencién aunque habia una tendencia a disminuir 1a frecuencia de litiasis. 

Posteriormente se suministraron estos acidos biliares a dosis de 0.1%. Con esta 

dosis, el AQDC y el AUDC disminuyeron la frecuencia de litiasis significativamente. 

Con AUDC la concentracién de fosfato biliar es menor que ta registrada en el 

grupo de DLNPG; sin embargo, este efecto es mas pronunciado en el grupo que recibidé 

AQDC. Parece probable que la disminucién en la concentracion de fosfato fue suficiente 

para evitar la formacion de sales de fosfato de calcio, especialmente con AQDC. Es 

importante mencionar que si la concentracién de fosfato hubiera sido igual en el grupo 

de glucosa y en los grupos que recibteron AQDC y AUDC, se pensaria en que la 

prevencién se realizé mediante la inhibicién de la precipitacién de hidroxiapatita. es 

decir. que los nicleos de formacién de hidroxiapatita no se desarrollaron por la 

interaccionaron de manera directa con estos acidos biliares. Con la dosis de 0.1% de 
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AQDC y AUDC la concentracién de fosfato disminuye, por lo que mas bien parece 

probable que reduce su concentracién a valores en que se evita la formacidén de estos 

nucleos y su posterior crecimiento. Sin embargo, no se puede descartar que la prevencién 

pudo realizarse también mediante la inhibicién de los micleos, especialmente con AUDC. 

Las concentraciones de bilirrubina total disminuye con DLG y no cambian 

significativamente en los grupos tratados con acidos biliares, lo cual hace pensar que este 

pigmento no parece jugar un papel importante en el desencadenamiento de Ja litiasis 

pigmentaria del hamster, porque no se presenta sobresaturacién aparente a nivel biliar. 

Tanto el AQDC, como el AUDC tienden a incrementar la secrecién y la 

concentracién de lipidos biliares, lo cual es logico pensar que se debe a que incrementan 

en la bilis la secrecién de sales biliares totales, en general y en particular, las de AQDC 0 

AUDC respectivamente, segiin se observa en los perfiles de acidos biliares. Este efecto es 

mas notable con AQDC, ya que este acido biliar promueve mas la secrecion de lipidos 

biliares por molécula de Acido biliar, debido a su mayor efecto detergente, de aqui que 

también puede inducir mayor dajio a los hepatocitos (Coleman ,1987). 

Los perfiles de sales biliares en la bilis hepatica mostraron que la bilis se 

enriquecié con los glico conjugados de quenodesoxicolato (en el grupo de AQDC y 

AUDC) y ursodesoxicolato (en el] de AUDC), por lo que la inhibicion en ta formacion de 

la hidroxiapatita por estos glicoconjugados dihidroxilados podria presentarse. 

En el caso del AUDC, la bilis también se enriquece con AQDC, muy 

probablemente porque parte del AUDC se convierte en AQDC (Matejka e¢ al, 1994). 

Con respecto a los perfiles de sales biliares en la bilis se puede decir que los 

conjugados con glicina son comunes cuando se administran acidos biliares exdgenos, ya 

que los perfiles de los animales normales muestran una tendencia a conjugar mas con 

taurina. Este fenémeno, tal vez se debe a que la conjugacién con taurina esta 

condicionada por el suministro dietético de este aminoacido. Por tanto. cuando el hamster 

ingiere gran cantidad de acidos biliares en la dieta, los conjuga con glicina, Es por esto 

que quizds. se ha mencionado frecuentemente que e] hamster posee mayor proporcién de 

conjugados con glicina (por ejemplo, Roda et al, 1995); sin embargo, al menos en la cepa 

ChCM utilizada en el presente experimento parece ocurrir lo contrario. Al igual que en 

 



  

otras investigaciones, los conjugados de colato disminuyen  significattvamente en 

presencia de AQDC, mientras que los conjugados de litocolato aumentan en la bilis 

(Nilsell er af, 1983, Tint et al, 1986). 

Después de analizar los cambios en la composicién biliar, la frecuencia de liatiasis 

y el perfil de sales biliares en los diferentes grupos, se puede especular !o siguiente sobre 

el mecanismo de prevencién. 

En el caso de la administracién del AQDC, éste alcanza una alta proporcion en la 

bilis (conjugandose en su mayor parte con glicina) e induce una mayor secrecién de 

lipidos biliares y proporcién de flujo biliar del dependiente de sales biliares, lo cual 

produce la dilusidn del fosfato y una disminucién en su concentracién; igualmente, puede 

mantener baja 1a concentracién de calcio ionizado, no permitiendo que las sales de 

CaPO, se precipiten en forma de hidroxiapatita, ademas de poder inhibir el crecimiento 

de los nicleos de formacién de hidroxiapatita. El AUDC posiblemente exhibe un 

mecanismo similar, quizas dependiendo més en inhibir la formacién de hidroxiapatita, 

pues reduce en menor grado la concentracién de fosfato inorganico. Es probable que el 

efecto de] AUDC se deba a su conversién en AQDC, al menos parcialmente. 

EL ADHC 

El ADHC se administré a niveles de 0.5% (nivel preventivo antes estudiado, 

Granados y Cardenas, 1983) y al 0.1% (para disminuir los efectos t6xicos y comparar 

contra los grupos que recibieron 0.1% de AQDC y AUDC, ya que son de naturaleza 

diferente. 

El ADHC en la dicta litogénica de glucosa provocé cambios completamente 

diferentes a los observados en los tratamientos con AQDC y AUDC en fa composicién 

biliar. Cuando se administr6 al 0.1% 1a frecuencia de litiasis fue practicamente igual a la 

del grupo de dieta de glucosa, pero se presenté mayor cantidad y tamafio de calculos 

pigmentarios. Esta potencializacién parece ser debida al incremento en la secrecién de 

fosfato inorganico observado. por lo que a pesar de que este Acido biliar es un potente 

colerético, que elevé el flujo biliar al doble de! valor normal, ta concentracién de fosfato 

en este grupo fue la mas elevada. 
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La potencializacién exhibida por el ADHC al 0.1% podria también deberse al 

incremento en los glicoconjugados de tesoxicolato en la bilis , ya que este estas sales 

biliares tienden a precipitarse en forma de sales de calcio (Van der Meer er ai, 1991); lo 

que puede contribuir incrementando la masa del célculo. Desgraciadamente la proporcién 

de sales biliares no fue estimada en estos calculos. 

Ahora bien, el aumento en la secrecién de fosfato tal vez pueda deberse al tipo de 

metabolitos del ADHC en la bilis. La secrecién de fosfato podria verse favorecida por un 

estimulo en el flujo biliar (colerésis) de tipo independiente de sales biliares, que en el 

caso de ADHC es provocada porque este acido biliar y algunos de sus metabolitos, tiene 

una concentracién critica micelar muy elevada y no forman micelas en la bilis. Lo 

anterior causa mayor salida de agua, sin estimular la secrecién de lipidos. Esto se detecta 

al observar que la estimulacién de Ia secrecién de lipidos por el ADHC fue la mas baja de 

los tres acidos biliares ensayados, inclusive la secrecién de fosfolipidos no varié con 

respecto a la dieta de glucosa. 

En el caso del ADHC al 0.5%, al igual que en investigaciones anteriores 

(Granados y Cardenas, 1983) se observ prevencién total de la litiasis. La prevencién 

parece deberse al alto flujo biliar (5 veces mayor que el normal); el cual diluyé el fosfato 

inorganico hasta alcanzar niveles normales, a pesar de una elevada secrecién de este ion. 

Es importante sefialar que la secrecién de fosfato es 4 veces mayor que la secrecién 

normal, pero similar, y no mayor, a la registrada con 0.1% de ADHC. Por otro lado, tal 

vez la interaccion del fosfato con el calcio disminuye al incrementarse la concentracién y 

la secrecién de sales biliares, que debe producir mayor proporcién de micelas mixtas, ya 

que aumenta !a proporcién de glicocolato y glicodesoxicolato. Esto ultimo puede 

argumentarse ademas porque las concentraciones de fipidos biliares se incrementan 

considerablemente, a diferencia de lo que ocurre con 0.1% de ADHC. 

Con respecto a los lipidos biliares se habia mencionado que la administracién de 

ADHC no aumenta significativamente la concentracién y secrecién de colesterol y sales~ 

biliares, y al parecer la de fosfolipidos disminuye debido al efecto colerético que produce 

este compuesto (Yousef er a/, 1990). Yousef y colaboradores, en 1990, encontraron que 

después de infundir ADHC a ratas la concentracion de sales biliares aumento al inicio y 
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decrecié al final del periodo de infusién, y encontraron grandes cantidades de colato y 

derivados del ADHC, y aquellos como el desoxicolato, murocolato, AQDC ¢ 

hiodesoxicolato desaparecieron después de la infusién. Estos autores sugieren que la 

disminucién de los Iipidos biliares no se debié al alto flujo biliar, ya que 1a disminucién 

fue observada mucho después del incremento en el flujo biliar. Es importante recalcar que 

en ese estudio, se infundié ADHC en animales con fistula biliar y que la circulacién 

enterohepatica de sales biliares estaba interrumpida, por tanto, es diferente a} administrar 

4cidos biliares in vivo en animales intactos y durante un largo periodo de tiempo, por lo 

que contrariamente a lo observado en aquellos trabajos, en el presente experimento, la 

concentracién y la secrecién de lipidos biliares aumentaron significativamente en 

presencia de ADHC al 0.5%. Una posible explicacion puede ser que el higado metaboliza 

al ADHC y lo convierte a varios derivados tales como el dcido 3a-hidroxi-7,12-diceto-5B 

colanoico, acido 3a,7c-dihidroxi-12-ceto-5B colanoico, acido 3a,12c-dihidroxi-7-ceto- 

58 colanoico y AC. Ya que se puede convertir cierta parte en Acido colico, la poza de este 

4cido biliar aumenta, lo cual se comprueba al analizar los perfiles de sales biliares 

presentados por este grupo . El acido célico es modificado por las bacterias en el intestino 

y es convertido a Acido desoxicdlico. este acido biliar vuelve al higado mediante la 

circulacion enterohepatica incrementandose su proporcién en la bilis. El acido 

desoxicdlico es el dcido biliar que tiene 1a mayor capacidad para estimular la secrecion de 

colesterol (Beer ef ai, 1996). Puesto que los fosfolipidos siguen !a misma tendencia, 

entonces queda explicado su aumento en la bilis. La concentracién y secrecién de sales 

biliares se debe a la administracin oral de este compuesto en alto nivel y su modificacion 

en el higado. 

A pesar de la gran variedad de metabolitos que pueden derivarse de la 

modificacion del ADHC, el ensayo de HPLC no muestra ningin metabolito adicional a 

los glico y tauro conjugados normales; ya que, el ensayo de HPLC es incapaz de detectar 

este tipo de componentes mas polares que el AUDC, esto ultimo quizds relacionado 

principalmente con el método de purificacion. 

Como ocurre con todos los grupos tratados con acido biliares, !a proporcién de los 

acidos biliares endogénos se reduce. Dicha reduccién puede darse a nivel de la sintesis de 

 



  

Acidos biliares mediante un proceso de retroalimentacién, pero también puede deberse a 

la pérdida de acidos biliares a nivel del transportador en el intestino, efectuada por la 

competencia entre estos Acidos biliares y los administrados. 

En resumen, las sales biliares AQDC y AUDC si reducen la formacién de calculos 

pigmentarios, en hamsters alimentados con la dieta de glucosa; por lo tanto, se cumplen 

las hipotesis planteadas. Ademas, desputs del analisis de tos resultados puede observarse 

que el fosfato inorganico juega un papel importante en Ja litiasis pigmentaria del hamster 

y que su precipitacién puede ser inhibida in vive. Sin embargo, queda por dilucidarse el 

mecanismo de prevencién operante en la dieta de glucosa suplementada con AQDC y 

AUDC. 

En cuanto al ADHC, al 0.1% potencializa la secrecién de fosfato y como 

consecuencia los calculos son mas grandes y mas numerosos, si se toma en cuneta este 

resultado puede decirse que no se cumplen las hipstesis planteadas, pero si se revisan los 

obtenidos con ADHC al 0.5% se puede decir que si se cumple, porque el fosfato se diluye 

como consecuencia del elevado flujo, que depende de la dosis y que los conjugados de 

colato y desoxicolato se incrementan significativamente en la bilis, lo que produce mayor 

  

secrecién de lipidos hacia ésta. 

Experimento 2. Efecto de AQDC , AUDC y ADHC sobre Ia litogenicidad y la 

composicién biliar producida por Ia dieta litogénica semipurificada. 

La DLSP incremento el flujo biliar casi al doble del grupo de Purina, al igual que 

en el caso de dieta litogénica de glucosa, asociado con elevada secrecién de fosfato hacia 

Ja bilis, con 1a concentracién de fosfato que se increment casi al triple al compararla con 

el grupo control de Purina. Los demas componentes biliares experimentaron cambios 

muy similares a los observados en la dieta de glucosa. Lo mismo ocurre en el perfil de 

Acidos biliares. Por lo tanto, un cambio en !a concentracién y secrecién de fosfato y una 

disminucién en la concentracién de lipidos biliares, posiblemente sean suficientes para 

desencadenar el proceso de precipitaciin de fosfato de calcio, lo cual de alguna manera 

también es afectado por el tipo de proteina que se adiciona a la dieta, segtin los resultados 

obtenidos en los preliminares de dietas semipurificadas. 
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ESTA TESIS 80 DEBE 
SALA BE LA BIBLIOTECA 

En este experimento se determiné la composicién quimica parcial de los cdlculos 

biliares obtenidos. En los calculos humanos y de hamster que han sido analizados el 

fosfato se encuentra constituyendo hidroxiapatita (Trotman y Soloway 1982; Granados 

1971). Si lo mismo ocurre en el presente estudio entonces la hidroxiapatita podria 

constituir hasta un 90% de la masa del calculo. 

Por otra parte, el AQDC fue igualmente efectivo en la prevencion de fa litiasis 

pigmentaria en el hamster dorado alimentado con la DLG y con DLSP. Los calculos 

desarrollados por los animales del grupo con DLSP y AQDC AQDCE contienen igual 

cantidad de calcio que e! grupo de dieta de caseina sola; sin embargo, la concentracién de 

fosfato disminuye a mas de la mitad. pur lo que se apoya la hipdtesis de que el AQDC 

evita su precipitacion. Asi mismo, fos cambios a nivel biliar son muy semejantes a los 

observados con DLG. esto es. se aprecia una disminucién de la concentracién y !a 

secrecién de fosfato, la concentracién de calcio se incrementa y la de bilirrubina 

disminuye, sin afectarse su secrecién. 1a concentracién de sales biliares y de colestero! se 

eleva, Con los fosfolipidos ocurre algo muy diferente, ya que la concentracion es la 

misma que con la DLSP. Parece que con DLSP la secrecién de fosfolipidos es mayor que 

el valor normal (al igual que con dieta de glucosa), pero es una dieta mas colerética, por 

lo que su concentracién es menor. También con la DLSP los acidos biliares exégenos 

suministrados no estimularon mas la secrecién de fosfolipidos, porque quizas ya se habia 

alcanzado un valor maximo de secrecién y por tanto su concentracion disminuye. 

En el grupo tratade con AUDC se comporté de manera muy similar al tratado con 

AQDC. La unica diferencia notable fuc su efecto sobre Ja concentracién y secrecién de 

colesterol, fas cuales fueron menores con AUDC, hecho ya establecido para estos acidos 

biliares, que se emplean en la disolucién de calculos de colesterol. 

Por otra parte, seria importante dar seguimiento a las formaciones translucidas que 

se desarrollan en los animales tratados con AQDC y AUDC, ya que probablemente en un 

lapso mayor de tiempo pudieran Iegar a calcificarse y formar el tipico calculo 

pigmentario. Para resolver lo anterior se podria descontinuar el tratamiento para ver si 

estas formaciones desaparecen o son sustituidas por calculos pigmentarios tipicos. 

‘También se podria dar seguimiento al iratamiento hasta obtener resultados que permitan 
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conocer si se estaba retrasando la aparicién de calculos 0 se previene completamente 

durante la administracién de acidos biliares por periodos mas largos de tiempo. En el 

humano, la bilis retorna a su estado litogénico después de terminar el tratamiento con 

Acidos biliares, lo cual muy probablemente ocurra en el hamster. 

En cuanto a los perfiles de sales biliares, estos mostraron que efectivamente la 

bilis se enriquecié con el acido bitiar en cuestién, ademas en el caso del tratamiento con 

AUDC, también se incrementé el AQDC, muy probablemente por conversion de AUDC. 

En todos los casos los conjugados que se incrementaron fueron los glico conjugados, al 

igual que en el experimento 1. Por lo anterior es probable que se esté inhibiendo la 

formacion de hidroxiapatita, aunque no se puede decir que ese sea el mecanismo pues la 

reduccién en la concentracién de fosfato de calcio pudiera ser mas importante cn la 

prevencién de los calculos por estos acidos biliares. 

EI ADHC 

A diferencia de lo ocurrido con la DLG, el ADHC al 0.1% en la DLSP previene la 

litiasis y no la potencializa. Con DLSP, a pesar de que la secrecion de fosfato es 

igualmente elevada, la concentracién de éste ion baja a niveles control. Lo anterior parece 

ser debido a que el flujo biliar presentado con esta dieta es mucho mayor que en la dieta 

litogénica de glucosa del primer experimento, por lo que otra vez se puede argumentar 

que el incremento del flujo biliar producido por 0.1% de ADHC y la DLSP. determiné la 

dilusién del fosfato inorganico y eviti su precipitacién. Asi con dieta de glucosa y 

ADHC, el flujo biliar se duplica; mientras que, en DLSP y ADHC se triplica. 

Por su parte, el ADHC al 0.1% tiende a bajar la proporcion de fosfato en los 

calculos; sin embargo, su efecto no es tan marcado como con AQDC y AUDC, a pesar de 

haber diluido mucho mas el fosfato biliar, esto sugiere que con AQDC y AUDC si se 

inhibe la formacién de hidroxiapatita y disminuye por tanto la proporcién de fosfato en 

los calculos que Hegan a formarse. 

En este experimento se intent6 administrar ADHC al 0.5%; sin embargo. los 

animales comenzaron a morir a partir de los 14 dias de iniciado el experimento. 
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En general se puede decir que las hipdtesis planteadas se cumplen si se considera 

que ambas sales biliares dihidroxiladas previenen la litiasis, sin embargo el mecanismo de 

la inhibicién de los nicleos de formacién de! calculo no puede aceptarse, ni rechazarse, 

pues también puede realizarse a través de 1a dilusién del fosfato que ya no alcanza a 

precipitar. Ademas es importante mencionar que el ADHC previene dependiendo de ja 

dosis y la dieta, y que la prevencién se relaciona con el grado de incremento del flujo 

biliar ocasionado por este fuerte colerético, que tiende a diluir significativamente el 

fosfato inorganico. 
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5 CONCLUSIONES 

¢ La dieta litogénica a base de Nutricubos Purina adicionados de 50% de glucosa 

anhidra (DLG) produce una alta frecuencia de hamsters con calculos pigmentarios, lo 

cual se asocia con un incremento en el flujo biliar y en la concentracién de fosfato 

inorganico, una reduccion en la de lipidos biliares y bilirrubina, y sin cambio en la de 

calcio total. 

e La dieta semipurificada DLSP produce una elevada frecuencia de hamsters con 

calculos pigmentarios, semejantes a los obtenidos con dietas litogénicas no 

purificadas, en tan solo 21 dias. 
  

¢ Los cambios en la composi 

  

on biliar encontrados con DLSP son muy similares a los 

observados con DLG. 

¢ El AQDC y el AUDC previenen significativamente la litiasis inducida por la DLG y 

por la DLSP, lo cual se asocia con una disminucién en la concentracién biliar de 

fosfato inorganico y una elevacién en la de sales biliares, con mayor proporcion de 

AQDC y AUDC conjugadas con glicina. 

© El ADHC al 0.1% potencializa la litiasis en 1a DLG, mientras que este mismo nivel la 

previene significativamente en la DLSP. La potencializacién se asocia con una 

elevada concentracién de fosfato inorganico, y 1a prevencién con una reduccidn en este 

parametro y una mayor coleresis. 

e Et ADHC al 0.5% previene completamente la litiasis en la DLG, incrementa 

notablemente el flujo biliar y la concentracién de lipidos biliares, y reduce la 

concentracion de fosfato inorganico a valores normales. 
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