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INTRODUCCION

1.. CIRROSIS HEPATICA

. La Cirrosis Hepitica contintfa siendo un problema de salud
' ptiblica en MExico, y se ubica dentro de las diez primeras causas
de muerte entre 1a poblacién en general y ocupa el segundo lugar

en el grupo comprendido entre los 35 y los 55 afios de edad.

La causa mis frecuente de que se produzca la c’rrosis he-
pitica es la ingesta crénica de alcohol; sin embargo, no es la
finica etiologfia pudiéndose desarrollar por otras causas tales cg

mo la Hemosiderosis y las reacciones secundarias a fArmacos (1).

El término "Cirrosis" se aplica a todos los padecimientos
esclerosantes del higado, progresivos o no, en los que la des-
truccién de las células hepdticas se asocia con un aumento real
o aparente del estroma de tejido conjuntivo, dunado a una regeng

racidén y retraccibn de los vasos (2).

Los mecanismos que inducen la aparicién de cirrosis son
mdltiples: el alcohol o la hepatitis viral pueden ser cirrégenos
por una lesién hepatocelular primaria; sea €ésta crénica, aguda o
persistente debido a una obstruccién a nivel biliar, portal o in
cluso suprahepdtico. Debido a ésto, podemos decir que es necesa
ria la unién de tres procesos para producir una cirrosis:

1} Una alteracifn hepatocelular constante a partir de un
evento o lesidn primaria,



2)-Una reaccién mesenquimatosa

.3) Una regeneracién parenquimatosa.

El primer proceso es imprescindible para el desarrollao de
una cirrosis, aunque aparezca en algn momento no conocido de la
evolucidén de la enfermedad {3,4).

El higado normal solo tiene unas cuantas fibras reticula-
res formando el espacio de Disse, por lo que toda lesién del he-
patocito incrementa el tejido conjuntivo en el espacio porta y
alrededor del lobulillo, observéﬁdose ademds un aumento de célu-
las "inflamatorias" (linfocitos; plasmocitos, fibroblastos, célu
las de Kupffer y polimorfonucleares), Esta fibrogénesis y la
multiplicacién celular constituyen la llamada reaccibn mesenqui-

matosa.

Por otra parte, la destruccibén del parénquima celular pro
duce colapsos parenquimatosos lo cufil conduce a mayor fibrosis,
pudiendo afectar a una sola l#mina parenquimatosa o a amplias zo

nas del higado.

A nivel del espacio porta, la alteracibn inicial consiste
en una proliferacién fibrobldstica y linfoidea con una neoforma-
ci6n de fibras coligenas las cuales a medida que la cirrosis pro

gresa rodean a las células hepfticas constituyendo un nédulo (5).

1.1 INCIDENCIA

Entre las complicaciones del alcoholismo, la cirrosis ocu
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ﬁé un lugar'eépeéiél en vista de la severidad dé la enfermedad
y él’nﬁmero dé pdcienfes implicados (6), Es;udioé estadisticos
indican que en fireas urbanas de Estados Unidos, la cirrosis he-
pitica es la cuarta causa de muerte en individuos jGvenes y
adultos; ademéis, la relacifn entre cirrosis y alcoholismo es di
recta observindose cambios paralelos en los fndices de muerte y

consumo de alcohol (7,8,9,92},

Asi, el consumo de alcohol en un rango de 160g por‘dig
de 6 a 10 afios presenta una incidencia de cirrosis del 8%, la
cudl aumenta a 21% después de 11 a 15 afios de ingesta. .Pof 7
otra parte, si el consumo es mayor de 180g ‘por dia durénte nis
de 15 afios la incidencia'alcanzada es del 51% (8).,755 claro que”
la incidencia del dafio en el higado aumenta con la caniidad y.-
duracién del consumo de alcohol; sin embargo, ésta no es la Gni-
ca causa que produce cirrosis (7,8), uno de los factores princi
pales y afin no bien conocido es la susceptibilidad del individu6
tal ve:r determinada genéticamente. Existen otros factores como
una nutrici6on deficiente, el posible papel de componentes no al'
cohélicos de las bebidas consumidas y las hepatotoxinas presen-
tes en estos individuos son quizis importantes, pero su papel

real aGn no se encuentra bien establecido (6).

Dentro de 1a epidemiologia de la cirrosis {10), se ha en
contrado que la incidencia varfa no solo de pais a pafs, sino
entre grupos étnicos de la misma zona geogrifica, encontrindose

también que existe una mayor susceptibilidad en el sexo femeni-



1,2 PATOLOGIA?

La Clrrésis Alcoh611ca'tamb1én llamada ClTTOSlS de Laen’Ib

nec, esté caracterlzada c1in1ca Y. b1016g1camente por n cuadroxf«”
~de 1nsuf1cienc1a hepatocelular- h15t016g1camente por 51gnos de,f‘i

necros1s,A1nflamac16n y Eibrosis, asi como dc una: esteat051s'

cas1 51empre previas.a que el estado cxrratxco esté todavia

‘constituido (12, 13}

La insuficiencia hepatocelular y todos los sintomas o

V’mhniféétaciones que la acompafian son debidos a una destruccién
éyinhibiciﬁnrfuncional de una cantidad importante de tejido he-
‘”pitiéo.' Se calcula que del 33 al 66% de los cirréticos mueren

‘esencialmente de insuficiencia hepatocelular.

Este cuadro puede presentarse de dos formas evolutlvas

diferentes: aguda y crénica.

Evolucién Aguda. En &sta existen varios factors
cadenantes de origen "exégeno" que descompensan €l
normal como pueden ser:

- Accidentes causantes de una isquemia hépitiéé; cbmo hé

morragias digestivas, epistaxis, "shock" y colapso‘de
cualquier origen. =

Infecciones, principalmente intestinales con sindrome
enteroperitoneal,
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- Desequ111br105 VOlémlCOS e hxdroelectrolit1cos bTuscos.
- Hepatitis virales sdbitas.

"Evolucién Cr6nica. Sus causas som menos evidentes e in-

- Persistencia de 1a causa de la lesi6n celular por intoxi
cacién alcoh6lica. ' : s

- Estructura del nédulo cirr6tico con vascularizacifn im-
perfecta e insuficiente.

- Existencia de un proceso *autoperpetuado”, proplo de la

cirrosis (5}.

Necrosis. El higado con su enorme ntimero de enzimas y
funciones metab&licas, es vulnerable a toda clase de ataques toxi
cos o microbiol6gices. Las causas mfs importantes de necrosis hg
pdtica aguda son la hepatitis por virus y las acciones téxicas
de productos quimicos y drogas (1). Cuando el hfgado graso esti
acompafiado por cirrosis 1la incidencia de la necrosis es mayor,
por lo que la destruccibn estructural del higado es mis pronun-

ciada (14, 15).

El aspecto miis ‘tipico de la necrosis celular debida al
alcohol es el cuerpo hialino de Mallory, constituido por acdmules
cosinffilos intracitoplasmiticos, perinucleares, de forma irregu
lar, de tamafio variable, Gnicos o miltiples los cuales al parecer

se hallan constituidos de mucoproteinas semejantes a la queratina.

Inflamacifn. La reaccidén inflamatoria es una infiltracidn
leucocitaria de los espacios portas del l6bulo, algunas veces con
acGmulos delimitando el emplazamiento de pequefios lupgares necré-
ticos intralobulares. La particularidad de este infiltrado infla

matorio es que existe una importante proporcién de polinucleares



'neuiréfilos en sus inicios.

" La intensidad de esta 1nf11traC16n adqu1{

ces aspectos verdaderamente leucem01des._ En un estadio més tar I

dfo de la evolucibn, las cé€lulas predominante ‘ l1nfoc1tos,

plasmocitos y macrbfagos.

Fibrosis. El tejido £1broso provxene de Ta pr011ferac16n
fibrobldstica activa y no es una 51mp1e condensac16n de1 estro-
ma en colapso; se caracteriza por una esteatosis que puede ser
severa y en muchos casos es viéiﬁle en los hepatocitos la sus-

tancia hialina alcoh6lica.

A medida:que evoluciona la enfermedad, el higado se hace
cada vez mis pequefio, hasta constituir un frgano fibr6tico que
muchas veces pesa menos de 1200g. Cuando se acumula el tejido
fibroso, desaparece la grasa; por lo tanto, el higado adopta co
lor cada vez mis pardo, desapareciendo la sustancia hialina al-

cohflica caracterfstica de la necrosis celular (1,5).

1.3 POSIBLES EVOLUCIONES

La mayorfa de signos y sintomas en la cirrosis dependen

de tres factores:

1) Disminucién de la capacidad funcional del hfigado
2) Alteraciones en el tamafio del higado

3) Aumento de la presién en el sistema porta.

1} Un factor comdn en la cirrosis es la anemia que puede origi-



i roducc16n d15m1nu1da de er1troc1tos o un

narse a partlr de un_
1ncremento en 1a destrucc16n de los m1sm05, probablemente réla-
c1onada a h1peresp1en1smo. El sangrado gastro1ntest1nal debido
a la ruptura de varlces puede conducir a una anemia crénica por

def1;1enc;a de‘h1erro.(2).

Laranemia megaloblﬁsticé puede producirse por una dieta inade-
cuada de dcido f6lico y menos frecuente de vitamina By,, o debi
- do a una alterac16n en su absorc16n {16). Muchos pac1entes con
7c1rros1; tienen una tendencia para retener sodio y agua, atri-

buible solo en parte 4l hiperaldosterismo secundario (17).

La ;éucocitosis con polimorfonucleares, hipoalbulinemia, hipo-
’cbagulaciﬁn,la ictericia con colestasis (aumento del coleste-
rol y las fosfa;asas alcalinas), son muy frecuentes; bilirrubina,
transaminasas y fibrin6geno elevados son otras anomalias biol6- -

gicas (5).

2) E1 higado en el alcohflico crénico puede adquirir grandes pro
porciones por la acumulacifn progresiva de grasa, ¢l Srgano au-
menta de volumen y se torna cada vez mis amarillo hasta qhe, en
cﬁsds extremos llega a pesar de 5 a 6 Kg. Frecuentemente se
acompafia de cicatrizacibn y a medida que la lesi6n evoluciona el
higado disminuye de volumca gradual pero progresivamente y se
vuelve finamente nodular hasta adoptar el aspecto clésico 1lama
do claveteado; presenta color amarillo anaranjado con cicatriza
cibn difusa y se constituye un 6rgano fibrftico que pesa poCo me

nos de 1200g (1),



3) La flslopatologxa de 1a’ h1pertensx6n portal

de fluxdo y-1la asc1t1s estén'1nterrelac10nada

a) Ascitis

b) Formacién, de vias venosas colaterales

¢) Esplenomegalia

En una serie de pacientes con c1rros15, e1 46

nosas colaterales anfmalas, 18% signos y sintomas de 1nsuf1c1en

cia hepdtica, y el 9% ictericia (19).

1.4 TRATAMIENTO

El tratamiento de cirrosis alcoh6lica requiere de esfuer
208 para, detener la progresi6n del dafic al higado y para manejar
sus complicaciones como sangrado, encefalopatia hepftica, asci-
tis, anemia, sfndrome hepatorrenal y malignidad hepAtica prima-
ria.

La abstenci6n racional del consumo de alcohol y la inges
ta de una dieta nutritiva han sido discutidas en relacibn al da
fio del higado en ingestas agudas de alcohol donde estos pardme-

tros fueron evaluados en su capacidad para detener e invertir el

resentaron asc1.

tis, 23% hemorragia gastr01ntest1na1 a consecuenc1a de vias ve-



dafie hepdtico (18).

El uso de drogas espec¢ificas, como esteroides anab&licos,
fueron eficaces en algunos cases (20,21}. La administracibn de
prednisona incrementS el intervalo de muerte en pacientes con

cirrosis alcoh8lica si presentaban ascitis (22},

El tratamiento de las formas graves es aleatorio, y tie-
ne bases empiricas, con la asociaci6n de antibhibticos antibacte
rianos, antituberculosos, corticoides, anabélicos a dosis eleva
das, con un aporte de vitaminas Bl' 86, 812 y 4cido f6lico con

un efecto favorable en un cierto nfimero de casos (23],

Estudies de cirrosis hepdtica experimental inducida en
ratas con tetracloruro de carbono para evaluar al mebendazol
come un fdrmaco alternativo en el tratamiento de esta enfermedad
demostraron una inhibicidn de la secreci6n y depfsito de fibras
de coligena en el higado, comprobindose a su vez, que el meben-
dazol no produce alteraciones bioquimicas o morfol6gicas en di-

ferentes tejidos y 8rganos (24).
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2. GENERALIDADES DE TEJIDO CONJUNTIVO

la matriz de seporte de

El tejido coniup;i&o
casi todos los Grganésjdé-  tuid fpﬁftﬁha po
blaci6n caracterfstica glﬁrasiy’mate-
rial amorfo o‘suBstéﬁCia bass estd .f§%ﬁadas por
coléigena y elastlna ¥ la “ngiéfékprimordial-

mente de prote;ngl:canos

Las c&lulas dei'tejido:conjﬂﬁtiVbLpuédé dividirse en 2
grandes poblacionésé‘iaé”células résidentes dérivadas del mesén
quima y .las células 1nm1grantes que aparecen’de manera transito

Tia en el tejldo conJuntlvo (25).

2.1 ELASTINA

La elastina es el componente principal de 1las fibras -
eldsticas y se encuentra en todos los 6rganos del cuerpo, sien
do particularmente abundante en los tejidos eldsticos, La elas
tina es.sintetizada como un precursor soluble de 70 000 a 75 000
daltones (Tropoelastina), formada de una sola cadena polipepti-

dica de aproximadamente 800 residuos.

La tropoelastina es sintetizada por la traduccién de ARN
mensajero correspondiente en los ribosomas del reticulo endoplds
mico rugoso y se estructura en el espacio extracelular en for-

ma de fibras a través de su interaccién con glicoproteinas micro



ST P

fibrilares y otros componentes de la matriz.extracelular (26,

2730

2.2 PROTEINGLICANOS

"Los proteinglicanos son poiisacSridSs‘uhidqs covalente-
mente por una proteina central y presentan_caractéristicas de
polianiones por lo que se tifien con colorantes basSfilos conven
cionales. El andlisis estructural de los proteinglicanos ha »

sido 'diffcil debido a la heterogeneidad de estas mol&éculas.

Los proteinglicanos son generalmente sxntet1zados y se-;

cretados por células derivadas del mesénquima y t1enen una tasa

de recambio mfs elevada que otras proteinas matr1C1ales

‘durante el crecimiento como en la etapa adulta.

Se ha déscrito,que los proteinglicanos interattﬁanfgleg"n'
"trostéticamente con una gran variedad de moléculas catiénicasil
‘-y a. través de tal interaccién participan en el transporte de

.electrolltos y agua {25).

2,3 FIBRONECTINA -

La fibronectina es una proteina presente en la matriz
intersticial, en la membrana basal, en el plasﬁa y en otros
fluidos del cuerpo. La molécula de fibronectina es un heterodf
mero con subunidades de un peso molecular de 210,000 y 240,000

daltones unidas cerca del extremo carboxilo terminal por enla-

Sl
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ccs d1su1£uro

La flbronectlna promueve la, adhe516n de muchos t1pos de’

células a dlferentes sustratos i

10 gue se considera quef';n_ €53
las a colégena. La fibronectina intervienc también en la adhe
sién de algunas c8lulas’ uede unirse covalen-

temente al cofigulo de la transaminasa glu-

COﬂJUnthOS y partLC1pa en una gran var1edad de func1ones mecé

n1cas y estructurales €29,30).

- La colfgena es una proteina constituida'por fres cadenas

" polipeptidicas denominadas cadena @, cada una de estas cadenas
adopta una estructura helicoidal que gira hacia la izquierda

_con aproximadamente tres aminodcidos por vuelta. A su vez, las
tres cadenas helicoidales giran hacia la derecha dando origen

a una estructura super-helicoidal mfis compleja.

La unién de las tres cadenas forma una molécula parecida
a un "rollo" con aproximadamente 1.4 nm de didmetro. Cada cade
na a contiene aproximadamente 1050 aminodcidos, con un peso mo-'

lecular aproximado de 100,000 daltones y una longitud de 300 nm, 2
Ver figura 1, (3G, 31},



Figura. |

ESTRUCTURA PERIODICA DE LA FIBRA DE COLAGENA

FIBRA

FIBRILLA

MOLECULA

I4nom  TRIPLE HELICE

-l --f--R - CADENA ALFA

~GLY -X-Y-GLX-X-Y-GLX-X-Y-  SEGUENCIA DE

{ Trelstad. R. Mundo Cientifico.
1128, 7. 1981)
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Un-andlisis de la composicién de aminodcidos de una pre-
paraci6én de tropocolfipgena pura obtenida de piel humana, muestra
varias caracteristicas sobresalientes (32):

1) Un contenido alto de glicina (33%), alanina (12%) y

prolina (13%).

2) Bajo contenido de cisteipa y tirtosina‘

3) Ausencia de triptofano

4) Presencia de h1drox111sxna [61) & hldroxxprollna'
{9-11%). e :

) La férmula molecular de una cadena o es represcntada como .
(Gly - X - Y)333, donde la naturaleza de estos compdnentes mis
frecuentes son: Glicina-Prolina-Hidroxiprolina- , explican las

cualidades de rigidez y estabilidad de la mol&cula, cualidades. .

que son naturalmente la base de la duracién de los tejidos ricosf

en Coldgena {los acoplamientos estereoquimicos debido a la es-.
tructura ciclica de la prolina y de la hidroxiprolina, y 1a natu
raleza compacta de 1a glicina, son los que proporc1onan‘la,r

dez de la triple hé&lice) (30,33,34).

El grupo hidroxilo de la hidroxiprolina permite el est?—
blecimiento de puentes-de hidrégeno (enlaces quimicos d&biles)
entre las cadenas o que constituyen la triple hélice., La mﬁlécé
la de coldgena debe pues su estabilidad en gran parte al grupo

hidroxilo de 1a hidroxiprolina (30).

La hidroxilisina puede ser glicosilada por adic¢iénde ga-

lactosa y glucosa, generando residuos glucosil-galactosil-hidro-
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xilisina. BEstas reacciones son catalizadas por la glucosil y
galactosil transferasas; la galactosil-transferasa ha sido par
cialmente purificada, y 1la glucosil-transferasa ha sido aisla-

da de un homogenado proteinico (33).

Aunque todas las colfgenas tienen propiedades comunes,
cada tipo de colfgena es genéticamente distinta,estd caracteri
zada por su composicién quimica, propiedades funcionales, inte
raccién con otras macromoiéculas, patologia, morfologia y dis-

tribucidn (35).

TIPOS DE COLAGENA

Coldgena tipo I, Fue la primera colégena,iden;ifiﬁqééfyiié _ T

mis abundante, siendo el principal componente estructural'de

piel, tenddén y hueso.

Coldgena tipo II. Es la principal protefina estructural. de]
cattflago, cstf formada de tres cadenas polipeptidi;as idég,'
ticas. Se ha encontrado también en el humor vitreo y la fg

tina,

Coldgena tipo III. Fue originalmente detectada en piel fe-: -
tal, donde es particularmente abundante; también se le encuen

tra en bazo, pulmbn, Gtero y tejido conjuntivo reticular.

Coligena tipo 1V. Es especifica de membranas basales 1las
cuales son estructuras extracelulares: se localiza rodeando

misculos, nervios y grasa. Presenta dominios globulares que




-

o

no son-‘eliminados durante el procesamiento’ extracelular de;
la protefna,’ :

Coligena tipo-V.: Se asehej genas: 1nterst1c1ales.

La presencia de un dominio no’ hellco1da1 vzlo Iargo ‘de la
molécula, la hace susceptible a un ataque por proteasas tal
como la pepsina. ~ Este tipo de colﬁgena se ha locaI1zado en
membranas sinoviales (36), hugso, c§rtilago y alrededor de

las células de mdsculo liso.

Coldgena tipo VI. Tiene una eétfudf : moleLulnr ﬁnlca, se,';‘
encuentra como microfibrillas en el 1nterst1c10 del te31d0

conjuntivo.

Colfigena tipo VII., Bs llamada también-comarébié

dena grande", es solubilizada por digestiﬁn'cqh‘p

esti formada por estructuras diméricas en antipar

Coligena tipo VIII. Conocida como colégen37EC,¥a

encuentra del todo caracterizada.

Col&gena tipo IX. Llamada también colédgena tipd'M o colédge-
na HMW - LMW, es un constituyente menor - de laskcolﬁgenasrde
cartilago. Al igual que coldgena tipo VIII, no estd io su-

ficientemente caracterizada.

Coldgena tipo X. Conocida como cadena corta o tipo G, es el
mayor producto del cultivo de condrocites y de regiones cal-

cificadas de cartilago. Ver tabla 1, (37).



TABLA I

CARACTERISTICAS Y LOCALIZACION DE LOS

DIFERENTES TIPOS DE COLAGENA

TIPO  CADENAS CARACTERISTICAS FORMA DE AGREGACION LOCALTZACION
I al(1),a2(1) MAS ABUNDANTE PEQUENAS BANDAS DE FIBRAS PIEL, HUESO, ETC.
DE 67 nm
Il al(1I) MAS ABUNDANTE PEQUENAS BANDAS DE FIBRAS CARTILAGO, HUMOR
DE 67 nm VITREO
III al{1i1) FORMA RETICULAR EN PEQUENAS BANDAS DE FIBRAS PIEL, VASOS SANGUI-
CARTILAGO, ABUNDANTE DE 67 nm NEOS, ORGANOS INTER
NOS, ETC.
v al(IV),a2(IV)  MEMBRANA BASAL FORMA MALLAS, NO ES FIBRILAR EN TODAS LAS MEMBRA
) NAS BASALES
v al(V),a2(V), ABUNDANTE PEQUERAS FIBRAS ES MAYOR EN TEJIDOS
a3(V} INTERSTICIALES
vl al(VI),a2(VI), MICROFIBRILLAS BANDAS DE FIBRAS DE 100 nm ES MAYOR EN TEJIDOS
a3 (VI) INTERSTICIALES
VII _— CADENAS LARGAS DIMERQ FLS* FIBRAS DE ANCLAJE
VIIT  al(VI1li) PEQUERA HELICE EN —_— ALGUNAS CELULAS
TANDEM ENDOTELIALES
X al(iX),a2(IX), ES EL MENOR EN PROTEINA —— CARTILAGO
a3{IX) DE CARTILAGO; CONTIENE
UNIDOS GLICOSAMINOGLICA-
NOS
X al(x) CADENAS CORTAS —_— CARTILAGO MINERALI-

ZADO E HIPERTROFICO

*EL TERMINO FLS SE REFIERE A LAS MOLECULAS DE COLAGENA ARREGLADAS EN ANTIPARALELO
(TIBS. 287, 198%)

-L1-
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2.4.1 BIOSINTESIS -

-La sintesis de esta proteina que constituye el componen-
.te principal de la mayor parte de los tejidos conjuntivos en el
organismo, es muy compleja. Se han realizado numerosos estu-
dios e investigaciones para llegar a conocer los mecanismos in-
volucrados en la biosintesis y secrecién de esta proteina es-
tructural, la cual se distingue de otras debido a que sufre un
gran nfinero de modificaciones postraduccionales, poco comuncs

en otras proteinas.

Los diferentes pasos involucrados en la sintesis de cold-’

gena se puede dividir en:

A} Eventos Intracelulares.- El primer paso en la forma-
cién de la cadena polipeptidica es 1a transcripcién y traduc-
cibén de los ARN mensajeros que codifican para colégena, los
cuales se unen 2 los polisomas unidos al reticulo endopldsmice
rugoso (RER) de 1a célula, con las cadenas nacientes vectorial-
mente orientadas hacia la cisterna de este organelo subcelular.
La incorboraciﬁn de amino&cidos en las cadenas nacientes via
ARN de transferencia, procede por los mecanismos comunes de la
sintesis de protefnas, con la excepcidén de hidroxiprolina e
hidroxilisina, los cuales se derivan 'por la hidroxilacidn
enzimfrica de residuos especificos de prolina y lisina durante

el crecimiento de la cadena polipeptidica.
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Estos eventos; asf como la ad1c16n de azﬁcares (glucosa,

galactosa,ﬁg;c.)" la formac16n de puentes disulfuro se llevan

a cabo"enjlés, i§;ernas Y aparato de Golgi. E1l precursor bio-

sintético. de 1a coldgena extracelular se conoce como procolége-

na.

Bj Eventos Extracelulares.- Exjisten enzimas que trans-
forman ‘1a molécula de procolfigena, denominadas procoliigena
peptidasas, que inciden en los extremos amino y carboxilo ter-
minales generando tropocolfigena, que contiene telbpéptidos con
peso molecular de 300,000 daltones. Las moléculas de tropoco-
ligena se agregan en el espacio extracelular y se unen covalen-
temente entre si a través de condensacionés aldélicas (aldehi-
dos derivados de residuos de lisina) formando fibras durante la-

fibrilogenesis (32).

2,4,2 COLAGENASAS

Las colagenasas son proteinasas neUtras esuecificas, las
cuales inician el romp1m1ento de f:bras de colégena natlva por.

desdoblamiento de un sitio ﬁn1co El dep651to y lisis de c011gc

na juegan un papel importante en una ar1edad de condiciones nor

males y patolégicas 1nc1uyendo remodclac16n tlsular e inflama-

cidén crénica (38),

La interferencia farmacoldgica especifica con cl metabo-
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bolismo de colfgena esté relacionada a varios eventos caracte-
risticos de la sintesis, secrecifn, maduracién y degradacién

de ‘esta proteina.

“Existen dos clases de colagenasas:

1} Las de origen vertebrado que son endopeptidasas, es-
" cinden una cadena simple en un punto de aproximada-
mente de tres cuartos d¢ largo de la molécula a par-
tir.del amino terminal, dividiendo asf la molécula

en dos fragmentos.

2) Las colagenasas de origen bacteriano, atacan la-mo-
lécula de colégena en sus partes terminales reducieg

do Esta a pequeiios fragméntos.'(391.

2.4,3 METABOLISMO

. La degradacidén de la coldgena en condiciones fisioldgi-
cas y patolégicas es--el resultado de la accién de una enzima
altamente especifica: la colagenasa, aunada a una posterior par
ticipacién de otras proteasas. La actividad colagenoclitica es
el resultado de la sintesis, secrecibn, activacién e inhibicién

de esta enzima (Gross, 1976]1 (40).

Las enfermedades hereditarias del metaholismo.de la cold
gena ya sea por alteracién en la sintesis o degradacidn, estin

clasificadas en cuatro categorfas:
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1) Anorma11dades genétxcas en el DNA que cod1f1ca para
procolﬁgcna. FERT e

.. 2) Defectos a nivel de transcripciéﬁ o tréducciﬁn'dél
: RNAm para procolédgena.

3) Falla parcial o total de las modificaciones post-tra
duccionales intra o extracelulares de la procolégena.

4) Variaciones en la actividad de la colagenasa deter-
minadas genéticamente.

En cuanto a las enfermedades adquiridas, estas puedgn’
resultar de anormalidades en la respuesta inmune celular con- .
“tra colégena, El equilibrio entre el rango de sintesis y;de- o
gradacién de coldgena determina el depbsito neto de estakprb-
teina; asi, la estimulacién controlada de la actividad de co-"7"~
lagenasa o clastasa en los mamiferos deberfa ser de importan-
cia vital en el resultado final de las enfermedades fibroéan-_

tes‘(39).

2.4,.4 PAPEL DE LA COLAGENA EN CIRROSIS.

En la cirrosis el contenido de colidgena en el higado se

.encuentra siete veces por arr1ba de lo normal. Macrosc6p1ca-

mente la superficie del higado que en cond1c16n norma] es 1158;.7

se torna en nddulos gruesos rtodecados de grandes bandas. de colg

gena.

Durante la evolucién de 1a c1rrosxs ]a colagena es de-f-

y/o alredcdor de la vena:

positada en exceso en el tracto porta
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éehtral'iniCia;henté;chspués abarca todo el 16bulo del higado
uniendo estas ‘estructuras y comprometiendo con ello ‘la funcién
del hepatocito impidiendo el paso de componentes del piasma a

estas célﬁlﬁs y‘vicevefsa (39).
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3. ASPECTOS INMUNOLOGICOS

3.1 LOS MACROFAGOS

Los macréfapos fueron reconocidos como c8lulas defenso-
ras del organismo frente a las agresiones bacterianas, por
Metchnikoff en 1901. Su origen es punto de debate y no esté
del todo aclarado, se acepta que sus precursores se encueatran
en mBédula Gsea dando lugar a los monocitos sangufneos, los cua
les al llegar a los tejidos y entrar en actividad fagocitica
se convierten cn macrSfagos (41,42). Estos pueden existir en
diferentes estadios de activacifn, variande su capacidad secre
toria, su actividad oxidativa en respuesta a estimulos, y su

habilidad citotéxica.

Los macréfagos son influenciados per una gran variedad
de factores in vivo, y pueden ser modulados por sustancias ta

- les-como los lipopolisacdridos y el interferSn gamma (43).

3.1.1 FAGOCITOSIS

Los macréfagos son entidades celulares altamente especia
lizadas para llevar a cabo la funcifn de ingestifn y destruccién
de particulas mediante el proceso de la fagocitosis, que requic

re de movimiento coordinade de membranas y citoplasma (45).

Durante la fagocitosis, las particulas que estin ligadas

a los rveceptores de la membrana celular, son introducidas (vol-
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TABLA IL

PRODUCTOS DE SECRECION DE LOS FAGOCITOS MONONUCLEARES (44)

Hormonas

Polipeptidicas:

Interleucina l-a y 1-8 (lL-1)
Interferén-a e Interferén - y

Factores de crecimiento de fibroblastos
Factores activadores de fibroblastos

Componentes del Complemento {(C):

Factores

Via clésica; C1, C4, C2, C3, C§

Via alterna: Factor B, Factor D, Properdina
Fragmentos activos generados por proteasas.
de macréfagos: C3a, C3b, CS5a, Bb :

de Coagulacifn:

Via intrinseca: IX, X, V, Pfotrombina
Via extrinseca: VII

QOtras Enzimas:

Proteasas neutras: activador del Plasminfgeno,:Elas- -
tasa, Colagenasas,convertasa de Angiotensina, otras.
Lipasas: Lipasa lipoprotefna, Fosfolipasa A, k
Glucosaminidasa: Lisozima

Hidrolasas Acidas lisusomales:; Proteasas, Lipasas .. ..

(deoxi} ribonucleasas, Fosfatasas, Glicosidasas; Sul-
fatasas,
Deaminasa: Arginasa

"continta..
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~continuacibn-

TABLA 11

PRODUCTOS DE SECRECION DE LOS FAGOCITOS MONONUCLEARES (44)

Inkibidores de Enzimas y Citocinas:

- Inhibideres de proteasas: a-2Z-macroglobulina, a-1-
antiproteasa, Inhibidores de activador de plasminSgeno,
Inhibidores de plasmina, Inhibidor de colagenasa,

- Inhibidor de fosfolipasa: Lipomodulina (macrocortina}

- Inhibidores de 1L-1

Proteinas de Matriz Extracelular o Adhesib6n Celular:

- Fibronectina
- Proteina de enlace-gelatina de 95 kD

Lipidos Bioactivos:

- Productas de ciclo-oxigenasa: Prostaglandina E,
(PGEZ), Prostaglandina an, Prostaciclina, Tromboxanc.
- Productos de lipoxigenasa: Acido monohidroxi-eicosate-
traencico, Acido dihidroxi-eicosatetranoico, Leucotrie-
nos B4, €. D, E.
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1
vi&ndose un fagosoma o vacucla fagocitica) y finalmente son di

geridés {después de. la fusibn del fagosoma con el liSDSOﬁn].

La penetracitn de particulas ligadas a receptores Fc-o
a receptores inespecificos parece estar controlada por microfi
lamentos citoplésmicos y requiere de energfa para llevarse a

cabo (46].

3.1.2 QUIMIOTAXIS

Las monocitos y los macréfagos-son c&lulas méviles con

un desplazamiento semejante a las amibas "y portanto.con la

capacidad de migrar a través defldéjie idos’ _Eéfa"migfaciﬁn

puede ser aleatoria o con una direccién muy precisa hacia al-
gln estimulo quimico, en cuyo caso-es conocida con el nombre

de quimiotaxis.

La quimiotaxis requiere de energia y es iniciada por el
contacto de la membrana celular con compuestos quimioticticos
especificos. Estos inducen una mayor produccidén de energia
por 1a 'glucBlisis y la motilidad posterior, la cu#l al parecer
depende de la formacibn de miofilamentos al igual que la poli-
merizacifn de la actina (46). La movilidad puede sin embargo
ser espontfnea, esto es, sin necesitar de ningln estimulo es-
pecifico. Se ha demostrado que los macréfagos poseen esta ca-

pacidad.

La participacién de los microttbulos en la quimiotaxis



-27-

es afin debatida debido a hallazgos contradictorios (47,48},
los microfilamentos por otra parte esti plenamente demostrado

que sf intervienen en esta actividad.

3.2 PAPEL DE LOS MACROFAGOS EN LA FAGOCITOSIS Y LA PRODUCCION
DE ENZIMAS. '

La regulacién de la respuesta inmune contra un antigeno,
constituye un proceso complicado que involucra interacciones de

los macr6fagos, linfocitos B y las subclases de linfocitos T.,

Los macr6fagos desempefian un papel central en la inhibi
cifn y la regulacién de la respuesta inmunitaria "in vivo" e

“in vitro', como son:
.

A} Aumento de la respuesta por anticuerpos
B) Aumefito de la inmunidad mediada por células

C) ‘Los mecanismos mediante los cuales se produce el
aumento de las respuestas de linfocitos debido a
los macrifagos somn:

. Procesamiento y presentacifén de los antigenos

. Generacién de linfocitos T cooperadores

. Factores Mactivantes de linfocitos"

. Activacibn estimulada por los mitégenos y vor el
cultivo de linfocitos mixtos

5. Supresién por los macréfagos de las respuestas

de los linfocitos.

-~ N

Para llevar a tabo estas actividades se requiere de via

bilidad de las c6lulas linfoideas, asi como de requerimientos




geénéticos para la interaccién de macréfagos-1infocitos.

Los macrbf_ag.os ademnis pueden liberar toda una gama de
enzimas hidrolfticas que contribuyen a los procesos inflamato-
rios, en particular a los crénicos, Estas enzimas liberadas
pueden ser entre otras hidrolasas dcidas (catepsinas, hialuro--

nidasas), colégenasas y el activador de pnlasmindgeno (46).

Adends, los macr6fagos intervienen en la liberacién.de -~
enzimas lisosomales como: protéasas, RNAasas sDNAasas 1ipa.s,a5_,,;,r,'

estearasas, lisozimas, fosfatasas, etc. (49).

3.3 POSIBLE PAPEI INMUNOLOGICO EN LA CIRROSIS HEPATICA

El alcohol vy su metabolito mayor el acetaldehido soﬁ
moléculas nuy pequefias para ser inmun&pgenos. Algunas evolucig
nes clinicas son atribuibles a disturbios inmunes en pacientes
con hepatitis cr'6nica activa, cirrosis biliar primaria y lige-

ramente en cirrosis alcohélica.

La inmunidad mediada por células esté alterada, esto se¢
comprobﬁ'pof una prueba in vitro de la funcibn celular supreso-
ra y la relaci6n de c&lula cooperadora/suvnresora, siendo estas
anormalidades inespecificas ya que se encuentran en muchos de-
sérdenes clinicos y posiblepente refleje alteraciones sistémi-
cas. La hiperglobulinemia no es rara en la cirresis alcohélica
y su alteraciﬁn més significativa es el incremento de IgA en

suero; esto estf relacionado con la ingesta de alcohol y el da-
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- fio en-el higado.

Un estudio realizado en el King's College Hospital en
Londres, sugiere que las mujeres jévenes son mucho mis suscep-
tibles a hepatitis alcohflica y cirrosis que los hombres, y que
estas pacientes presentan una alta incidencia de auto-anticuer
pos antinucleares y anticuerpos anti-mGsculo liso., Ademis,
pacientes con antigenos de histocompatibilidad HLA B8 y DR3
tienden a presentar una forma acelerada de dafio en el higado si
se ingiere alcohol,atin cuando estos datos no han sido confirma-

dos (50},

El depésito de complejos inmunes en el glomérulo de pa-
cientes con cirrosis alcohGlica ha sido bien establecido. (51).
Este depbsito incluye Cuerpos de Mallory, los cuales son hniigg
nos relacionados principalmente con la cirrosis de origen alco-
h6lico aunque su presencia no es especffica de esta enfermedad

(52).

Una caracteristica histolégica de enfermedad alcohflica
de higado es la presencia de cuerpos de inclusién intracito-
‘plismicos eosinofilicos hialinos (Cuerpos de Mallory) formados
de filamentos intermedios, siendo ésta una evidencia que sugie
re su accibn como estimulo antigénico en la iniciacién o perpe

tuacidn de dafio al higado alcohblico (50).



'4. ‘PROPIEDADES DE ALGUNOS IMIDAZOLES,

*Los derxvados de 1m1dazol han sido desarrollados reciente

T mente como potentes agentes antiparasitarios, antxneop1551Cos,
’ant1m1c6t1cos, inmunomoduladores,etc,y la mayoria de ellos mues-
tran efectos sobre la respuesta inmune en humanos 'y animales.

: Sin eﬁbargo, se ha reportado que los efectos observados pueden

ser completamente opuestos de un derivado a otro.

Entre cllos, el levamisol ha'sido el ‘primer agente inmung
modulador quimico en ser-introducido.en la préctiva clinica con’
‘bastante éxito. (53). Las consecuencias inmunotoxicolégicas del

uso de.derivados de imidazol ‘'se desconocen hasta el momento.

£l tisbendazol ha sido sugerido como un adyuvante potencial
en la terapia de céincer (54,55), mientras que el nitidazol mos-
tré ser un potente inhibidor de la respuesta inmune celular,
partiicularmente en la fase de induccién. La mayoria de los
imidazoles como por ejemplo el ketoconazol, metromnidazol y
*miconazol ($3, 56), se encontrd que son inhibidores del metabo-

lismo de drogas en el higado.

Las reacciones de hipersensibilidad son complicaciones co-
munes en muchos agentes inmunomoduladores {57), muchos de éstos
inducen reacciones no especificas como fiebre, escalofrios, males
tar e hipotensién. Estas reacciones se desarrollan al principio

de la terapia inmunomoduladora, probablemente inducidas por
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interleucina-1, una monocina producida principalmente por ma-
créfagos activados y conocida entre otros nombres como la sus

tancia pirogénica endbgena.

La inducci6n de reacciones especfficas de hipersensibili
dad por agentes inmunomodulantes es hipotética, aunque se han
determinado niveles clevados de IgE en suero de pacientes tra-

tados con levamispl (58).

4.1 LEVAMISOL

El cloruro de levamisol, es un polvo blanco cristalino
gstable, con peso molecular de 240.75S, soluble en agua e hidro
iizable en solucién alcalina (59). Presenta una vida media en
el plasma humano de aproximadamente cuatro horas, es metaboli-
zado en el higado y eliminado totalmente del cuerpo en un lap-
so de dos .dias; siendo sus metabolitos excretados en orina y

una pequefia parte con las heces (60].

El levamisol posee propiedades inmunoestimulatorias re-
portadas por Renoux and Renoux (59,60). Sus propiedades inﬁu-
nolfgicas confirman su- capacidad para disminuir el dafio de las
funciones inmunes, por lo que se ha propuesto su uso como un
“inmgnonormalizador“ potencial (61}, su actividad incluye 1la
regulacién mediada por células T. Cuando es administrado en
enfermos inmunodisfuncionales, el levamisol es capaz de alte-

~ rar una gran variedad de funciones del macr6fago, por ejemplo
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'd1sm1nuye la mov111dad y-la qu1m1otaxxs de monoc1tos y neutré-'

fxlos (62 63)

:4 2 CARBAMATO DE . BENZIMIDAZOLE (CBZT HEBBNDAZOL.

El mebendazol o (metil-N-{(5-benzoil-2 ben11m1da20111)
carbamato) (Janssen Pharmacéutica), es un polvo amorfo amari-:

llento.  Forma cristales a partir de 4cido acético y metanol,

¢s}cési insoluble en agua, su solubilidad en dimetil sulf6xi- R

_do es de' 2.4 g/100 ml; y presenta punto de fusién de 288.5°C;
Su peso molecular es de 295.30.

Férmula condensada:,

C16 HysN305

Férmula desarrollada:

| 1
N \NH~C—0CH,
!

Uso terapéutico acentado: como antihelmintico de amplio

espectro. El mebendazol es pobremente absorbido a partir del
tracto intestinal y la cantidad de mebendazole y sus metaboli-
tos excretados por via urinaria depende de la especie que se

trate (ver Tabla III)}.
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TABLA I1II

EXCRECION DE MEBENDAZOL.. Y METABOLITOS

DOSIS  TIEMPO DES- EXCRECION
ORAL PUES DEL TRA (% _DE DOSIS_ADMINISTRADA)
ESPECIE (mg/Kg) TAMIENTO. (HRS) HECES ORINA TOTAL

"'RATA—f 2.8 24 827 5.1 87.8
10 0 85.6 5.8 91.4
1z.6  .104.7

" PERRO 100 91.4

CERDO 1.0 93-96

fﬁ(ﬁéﬁéitmen; of drug meta-
“bolism, Janssen Pharmaceu-
Ctica).

La absorcién reportada en humanos varia entre 0.5 y 1.0%

(64_)11
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El mebendazol en ratas, se extiéta3cas sin modificacio-

nes en las heces. .Por el contrarlo, estu

humanos después de recibir una dosxs ora»[‘

‘tres dfas demostraron que s ex1sten mod1£1cac1unes. Los n1‘._

veles en plasma no excedieron de: 30 ng d ; 90 ng/ml de
amino-derivado {65}. En la orina~se cbser?ﬁ'queVSDn cuatro

los metabolitos del mebendazol que se excretan."
1) metil N-(5-benzoil-2- benz:mldazol11) carbamato.
2) 2-amino-5(6)~ benzoxlben21m1dazol.“ T

3) metil- 5(6)(a hxdroxxbenZLIJ benz1m1dazul:carbamato.:

4) 2-amino- 5(6)(u-h1drux1benz:1)benz1m1dazol

Despuéds de 1a admznxstrac16n oral de«lai g_de CBi;é'voluB‘
tarios en ayuna, s6lo se encontrS§ en plasma a'céhCehtraciungs

menores o iguales a 5 ng/ml (66)

Toxicalopgia. Farmacoldgicamente, se ha demostrado que
el mebendazol es casi una sustancia inerte y en los modelos de

toxicidad realizados, no presenta cfectos sobre el sistema ner

vioso central, ni efectos analgésicos, hipnéticos o anticonvul

sivos, ‘(Janssen Pharmacéutica, 1972; Marsboom, 1973} (67).

No obstante, existen otros parfimetros no determinados,

comg seria el efecto de su administracidn crénica.

El mebendazol comparte con otros derivados del benzimi-
dazol la habilidad para enlazarse a tubulina y asi inhibir el

ensamble de los microtGbulos (Hoebeke et al, 1976; Friedman
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and ‘Platzer, 1978; Ireland et al, 1979) (67). De hecho es
uno de los firmacos que presenta una mayor afinidad por estos
elementos intracelulares (68). y solamente es superado por
farmacos con actividades francamente antimit6ticas y por ende

antitumorales como el nocodazole,
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- FUNDAMENTO DEL TEMA

a farmacos.

El desarrollo de'la c;rr051s inp

neralmente dari por resultado altgfa'
hepitica produciendo algunas derld manifestaciones clinicas:”

de esta enfermedad.

La dinfimica de esta f1bros1s 1mp11

y el depbsito, asi como una d1smxnuc16n en 1a degradaclén de
ia colégena hepdtica, Por lo tanto, cualquier férmaco que in
cida de manera favorable en uno o varios de estos factores po

dria coadyuvar a la mejor evolucién de la enfermedad.

En este plan se han ensayado varios compuestos entre
los cuales destaca la colchicina la cudl ha demostrado su efi
cacia para mejorar el funcionamiento hepitice, $Sin embargo,
esta mejorfia funcional no necesariamente se acompaiia de cam-

bios morfol6gicos que indiquen la resolucién de la enfermedad(93).

Recientemente se ha valorado un compuesto que es el Car
bamato de Benzimidazel (Mebendazol) el cufl ha demostrado ser
efectivo a nivel experimental en animales, observindose en al

gunos casos de mejoria a nivel histolégico de 1a fibrosis he-
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: péticﬁ,;guedando por aclarar el o los mecanismos por los cua
-lLes sé proﬂﬁce dicha mejoria. Por tanto, creemos que es de
'grén'iﬁterés el tratar de dilucidar el mecanismo de accibn de
Este fhrmaco "antifibr6tico", pues esto lograria que se le
diera un uso mfs racional y quizfis pudiera ser utilizado en

,otfas patologias que impliquen la presencia de fibrosis.



; La c1rros1s hepﬁt1c progres1vo y :

-cr6n1co cuyas caracterist1cas son lane crosis hepatocelular ¥y

791 poster1or dep551to de colégena en e1 1nterst1c1o hepétlco.

Hasta la fecha no se conoce el mecanismo fisiopatolégi-
co fntimo por el cual se produce y mantiene esta enfermedad,
"aunque se ha demostrado en algunos casos que afin cuando se
eliminen los supuestos agentes.etioldgicos la evolucién del .
padecimiento continda. En base a estas observaciones se ha
postulado que existe una alteracidén a nivel inmunolégico que.'

"perpetiia" la destruccifn del hepatocito (46).

Los datos que apoyan la teorfa inmunolégica para "perpe
tuar" el dafio hepitico se apoya en diversas alteraciones ob-
servadas en pacientes con cirrosis hepitica como son: la pre-
sencxa de ant1cuerpos dirigidos de las membranas de los hepa-
tocitos (46, 69, 70), alteracién de la respuesta de células
‘NK {71), alteracién de la distribucién de subpoblacién de lin
focitos T (72), alteracién de la distribucién de linfocitos
T/B (46), aumento de Ig A (46,73), presencia de complejos in-
munes (74}, alteracién de la respuesta de la hipersensibili-

dad retardada (75), etc,

El Carbamato de Benzimidazol (Mebendazol) ha sido amplia .

mente utilizado cemo antihelmintico en tratamiento subagudos.
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Recientemente se ha ensayado como posiblé tratamiento
en la cirrosis hepitica experimental inducida en ratas con
tetrécloruro de carbono (76,77), habiéndose observado que su
administracién crénica produce:

a) Aumento en el ndmero de células mononucleares en

el higado.

b) Desaparicifn de los tabiques fibrosos de la cirrg
sis moderada y mejorfa y adelgazamiento de estos:
tabiques en la cirrosis avanzada,.

c} Disminuci6n en la sintesis de colégena hepdtica.

El mebendazol posee como caracteristica unirse con ﬁﬁ-:'
cha afinidad a la tubulina, por lo que impide la polimeriza-:
cién de los microtGbulos, estructuras necesarias para la se-
crecibn y posterior depbsito de la colégena. Sin embargo;
la disminucién de la secrecifn de coligena no explicaria por

si misma la desaparicifn de la fibrosis ya estahlecida.

Como este fdrmaco pertenece a la familia de los benzi-
midazoles algunos de cuyos miembros (v.gr.: Levamisol) poseen
“'una actividad inmunomoduladora {78), se postula que el meben-
dazol empleado crénicamente pudiera influir en el sistema ‘in-
mune, Esta hipdtesis se apoya en la obscrvacién de un incre-
mento en ¢l nmero de células mononucleares en el higado de

animales cirréticos tratados con mebendazol,

La desaparicidn de los tabiques fibrosos observado en

la cirrosis hepética tratada con mebendazol podria deberse
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:a'un.inéréhgnté de,lé ?oiégéﬁésé;fénzima.espe;ifica encarga-
da de“ia Hidréliéié‘de ié’éolégéné;' Alguﬁas células del sis
tema inmﬁnc son capéces de ﬁroducir esta enzima como son los
-monocitos, los macr6fagos y células polimorfonucleares (79,
80), as{ como factores que estimulan la produccién de colage
nasa por otras células (B8l). Otra posibilidad es un incremen
to en la capacidad fagocitica de algunas de estas céliulas lo

cudl se ha observado con el levamisol (82},

Otro dato que favorece la posible accifn del mebendazﬁi
sobre el sistema inmune es que se ha demostrado que algunos
compuestos semejantes como el ketoconasol presenta la caracte
ristica de unirse -a los receptores membranales para glucocor-
ticoides, impidiendo la accién de estos y alterando por lo tan
to la tespuesta inmune, habiéndose identificado que la capaci
dad para bloquear a dichos receptores se localiza en el ani-

1lo del benzimidazol (83).
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HIPQTESIS DE TRABAJO

Debido .a las similitudes que presenta el Mebendazol com
parado con el Levamisol, se espera que produzca acciones pare

cidas a Este sobre c&lulas del sistema inmune como:

a) Aumento de la secrecifn de colagenasa en los ma-
crbfagos.

b) Induccién de los macrbfagos para liberar factores
que estimulen la produccifén de colagenasa en los
fibroblastos,

c) Aumento de la actividad fagocftica de los macré-
fagos.

De corroborarse todos estos factores en conjunto ayuda-
rén a explicar la mejorfa de la fibrosis observada en ia Ci-

rrosis Hepética Experimental.
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QBJETIVQS DEL. TRABAJO

Con el propbsito de evaluar las ;oﬁsfdé

nonucleares. LT

2) Determinar la actividad de-colagenas

a. Sobrenadante de células mononucleafes
ladas con mebendazol. B

“b. Sobrenadante de fibroblastos estimﬁlad65 con:
mebendazol.

c¢. Cooperatividad entre ambas entidades celulares
y mebendazol,

3} Medicibén de la migracibn espontéinea de c&lulas mo-
nonucleares en presencia de mebendazol.
4) Estudiar el efecto del mebendazol sobre la capaci-

dad fagocitica de las c€lulas mononucleares,asi como
la estimulacién de su actividad secretora.



MATERIAL Y REACTIVOS .~ . .

£} material biolégico nti;{zadd para 1a realiza

este t;abajo fud:

-Células mononucleares, ohtenidas de sangre per;£§rigé~ u

de rata o humano.

- -Macr6fagos de la linea celular J 774.1, de origeﬁ,mu-
rino. (American Tissue Culture Colection) ' i
-Fibroblastos humanos de lineas establecidas.

‘Eritrocitos de carnero y/o particulas de latex..

-Ratas macho, de la cepa Sprague-Dawlef.
"REACTIVOS L

-Mcbendazol: metil-N-(S-benzoi1-2-ben;im§dgzﬂliij'cAfBa%
mato, “CBZ" donado por los Laboratorios Janssen Pharma—-
ceutic de México.

-Colégena radiocactiva (tritio), obtenida en el laborato-
rio.

-Colagenasa bacteriana [(Sigma).

-Mcdio de Cultivo Dulbecco Modificado (D-MEM) (Gibco).

~-Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco).

-Trinsina (Siéma)

-Tfis-nCI 0.05 1 (Merck). ) )

-Acido etilen-diamino tetraacético (EDTA) (Merék);
-Acido Acético (Merck).

-Metanol (Merck)

-Fosfato de Sodio (Merck).
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-H1dr6xldo de sodxo (Mcrck)

°H1stonaque 1077 (S1gma)

‘—Agarosa (Slgma].

-Dimetil-sul£6xido (DMSO) (Merck).

-Soluc16n Bray, preparada en el laborator1o.
-Reactivos: Fijador y Revelador para fotografia (Kodak)

-Reactxvos para Electroforesis:

Poliacrilamida, Tris-HCl a pH = 8.8 y nil = 6.8, Dode-
.¢il sulfato de sodio {SDS)}, N,N,N' N'-tetrametileti-

lendiamina (TEMED), Persulfato de amonio nara clectro-
foresis, Colorante azul de Coomassie, (Bio-Rad Labora-

tories).

BEstos feacfivés fueron del mejor grado disponible, asf

‘como de,diférentes,fupntgs comerciales.
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METODOS

PARAMETROS DESARROLLADROQS

Obtencién de macrb6fagos neritoneales de féfarﬂe{;afcgya
Sprague-Dawley. :

La obtencién de los macr§fapos en condiciones-de esteri-
lidad se lley6 a cabo mediante la iqyecci6n de solucién
salina fria en la cavidad peritoneal de ratas y a las que
se les dif masaje con el objeto de "“desnrender" a los ma-
crb6fagos cn la solucifn. Despu€s con una jeringa se sus-
trajo la solucifn que contenia a los macrGfagos y se va-
ci6 cuidadosamente en un tubo de ensayo, y se le adiciond
medio D-MEM con SFB al 10%, Finalmente se contaron los
macr6fagos y fﬁcron colocados en cajas petri e incubados
a 37°C, con una atmésfera parcial de 5% de CO2 y 80% de

humedad, en un incubador metab6lico NAPCO,

Obtencién de macrb6fagos de sangre periférica de rata. Bajo
condiciones de esterilidad y con una jeringa que contenia
heparina, se obtuvo sangre periférica de rata mediante pun-
cién cardiaca, con el fin de obtener células mononucleares,
utilizando para elle la técnica de senaracién por gradien-

tes con Ficoll-Hyvaaue.

Preparacibn de Ficoll-Hypaque:
a) Se utilizd Figoll 400 (Pharmacia) (Sigma F-4375) al 9%

en agua. destilada.
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- Se pesaron 135g de Ficoll y se pusieron a disolver en
1500 ml de agua fxia a 4 °C; la disolucibn se realizé .
en el cuarto frio y se dejé agitando durante 18 hrs.

b) Se utilizé Hypaque que es Diatrizoato de sodio (Sigma
$-4506); 15.50g disueltos en 31 ml de agua destilada.

- Se trabaj6 con 13 frascos de Fypaque al 50°% y de un
catorceavo frasco se tomaron 21 ml, con objeto de te-
ner 424 ml de flypaque; a este volumen se le agregaron
201 ml de agua destilada y se mezcl6 muy bien. Al fi-

nal se tienen 625 ml de Hypaque que al mezclarlos con
el Ficoll da una concentracifn final del 33.9 %.

c¢) Se adicionaron los 1500 ml del Ficoll a 1los 625 ml del
Hypaque y se mezcl§ bien.

d) Con un densitbmetro se ajusté la densidad de la solucién
a 1,076 - 1,078, afiadiendo agua destilada en cantidades
pequefias. ' '

e) La solucifn de Ficoll-Fypaque se esteriliz$ durante 10

minutos a 10 1b de presifn y 120 °C.

£} La soluci6n de Ficoll-Hypaque estéril se distribuyé en

frascos -imbar estériles y se refripgeraron hasta su uso.

2,2 Utilizacifn de la Solucibn de Ficoll-Hypaque en la obtencibn

.de Macr6fagos de sangre periférica de rata:

- A 10 ml de sangre de rata, recolectada con heparina se
adicionaron 10 m1 de medio Dulbecco y se mezclaron bien
por inversién.

- En tubos de ensayo estériles,.se adicionmaron 3 ml de solu
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cibn de Ficoll-Hypaque y 6 ml de la mezcla de sangre

con medio Dulbecco, &sta Gltima se adiciond lentamente,

Se centrifugaron los tubos a 2508 - 3000 rpm/20 minutos.
Despu€s de la centrifugacién, con una vipeta Pasteur se
aspird cuidadosamente la interfase opaca de la capa supe-

rior de 0.5 c¢m, que contiene las cflulas mononucleares.

La interfase opaca se transfirié cuidadosamente a un tubo
est€ril y se adicionaron 10 ml de medio Dulbecco, se agi-

taron y se centrifugb a 250G - 3000 rpm/10 minutos.

- Se elimind el sobrenadante, y el botén se resuspendid en

medio Dulbecco, se centrifugé a 2500 - 3000 rpm/5 minu-

tos.

Estos pasos se llevaron a cabo con el cbjeto de eliminar
de esta capa, los residuos de Ficoll-Hypague que son t6xi-

cos para las células.
Por Gltimo el botén se resuspendid en medio D-MEM con SFB

al 10%, quedando as{ las c¢élulas mononucleares listas para

su uso.
Establecimiento y Propagacibén de Cultivos Celulares,
Obtencibn de Cultivos de Fibrohlastos,

Se llevd a cabo mediante resiembras de lineas preecstable-
cidas en cl 'laboratorio, con el fin de ser probados con
los sobrenadantes de c#lulas mononucleares estimuladas con

mebendﬁzol.
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3.2 Mantenimiento y Propagacifm del cultivo de macrﬁfégds'dé'n”“

la 1fnea cetular murina J 774.1, de origen murino
(Amer1can Tissue Culture Colection).

Se llevb a cabo utilizando para ello medio D-MEM con SFB
al 101 y manteniendo las condiciones de cultivo de 37° c,
una atmésfera parcial de 5% de €O, y 801 de humedad, en

un. incubador metab8lico NAPCO.

Purificacién de Coligena de piel de rata.

La extraccidn y purificacién de coldgena a partir de piel

de rata, se realizé de acuerdo al método de Gross (1958).

" Se fragmenté la piel lo m&s pequefio posible y se deslipi-

diz6é con cloroformo y etanol. Posteriormente se filtré la
piel en gasa y para eliminar el cloroformo y el etanol se
lavé con fcido acético @.5 M varias veces. Se sometib a
digestién con pepsina (img/ml} incubando a 4°C durante

.72 horas con agitaci6n constante. Despufs se centrifugé

a 18000 rpm/30 minutos (rotor S§34) y el sobrenadante ob-
tenido se precipité con NaCi al 5% durante 24 horas. Inme-
diatamente se vyolvié a centrifugar a 16000 rpom/40 minutos
y ¢l precipitado se resuspendié en Tris-HC1 0.05M y NaCl
0.45M y se agité a 4°C durante 48 horas. Se centrifugé a
18000 rpm/36 minutos y el sobrenadante se precipité nueva-
mente con 1.0M NaCl durante 24 horas a 4°C, Se centrifugd
a 18000 rpm/30 minutos a 4°C y el precipitado obtenido se

resuspendid en Acido acético 0.5M. Se dializé nuevamente
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contra buffer de Tris-HC1 Q.QSM y NaCl 1,7M realizando
varios cambios del huffér durante 24 horas, se centri-

fugb a 18000 rpm/30 minutos y el sobrenadante se dializé
contra Tris-HC1 C.Q5M y NaCl 2.7M.

Se centrifugf nuevamente y el precipitade obtenido se resus
pendib en icido acético 0.5M y se djaliz6 posteriormente
contra &icido acético Q,5M durante 48 horas. Con cambios
cada 3 horas. Se centrifugd a 18000 rpm/60 minutos a 4°C
para eliminar el material insoluble y después se liofiliz6.
Para determinar la pureza de la preparacién de coligena, se
tomaron 400ug de la coligena ljofilizada y se resuspendie-
ron en 4cido acético 0.5M. Se tom6 una alicuota apropiada
para electroforesis en geles de poliacrilamida. Debido a
que se observaron varias bandas por debajo de las cadenag
alfa, se decidié repetir el proceso de purificacibn de la
coléigena, como se describié anteriormente.

El material liofilizado se dializ6 contra dcido acético 0.SM
con cambios cada 24 horas durante 3 dias. Pesteriormente

se dializé contra H,0 destilada (2 cambios cada 12 horas) y
nuevamente contra 4cido acético 0.01M (3 cambios en 24 horas)
y se centrifugé a 17000 rpm/60 minutos.

Con el objeto de determinar la estabilidad y pureza de 1la
colégena obtenida, se realizaron incubaciones de la colige-
na durante Z0 horas, a 30°C y se realizé una electroforesis
en geles de poli;crilamida. Una vez que sc obtuvo el grado

de pureza requerido para la colfgena, se procedi$ a la ace-
tilacibn de la misma {84). ‘
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Obtenciéﬂ de Col&gena Radiactiva por AcefilaciGn con anhfdri
do acé&tico Ttitiedo.' Acetilacién de coligena (Lefeveye, Slec
gers and Claeys, 1978). Se llevs a cabo con 3M-anhidrido
acético (100mCi/mM} utilizando 205 mg de colfgena dializada
primero contra fcido acético 0,005M durante 24 horas y des-
pués contra Acido acético 0.01M, Finalmente los 205 mg de
coligena se disolvieron en 90 nl de Acido acético al 0.01 %
a 4 °C toda la noche. El 3H-anhfdrido acétice (0.98 mCi/mg,
25.5 mg en 3 ml de benzeno) se afiadid por goteo durante 3

horas con agitacién continua.

Se ajusté el pH de la solucién de coldgena a 8.0 agregando
KZHPO4 1.0M y NaOH 1.0M. La reaccién se termind una hora
después de haber agregado todo el anhidrido acético ajustan-

do el pH de la solucifn a 4.0 con dcido acético glacial.

La colfigena acetilada se dializ§ contra un volfimen de 1.0

litro de agua destilada, con cambios frecuentes (500 ml/hora)

Posteriormente se dializé la coldgena contra 4cido acético

0.5 M/24 horas a 4 °C y después contra 4cido acftico 0.005M.

Finalmente, esta preparacién de colfigena acetilada se utili
z6 en los ensayos para determinar la actividad colagenoliti

ca de los sobrenadantes de células mononucleares (85).

Determinacién de la Actividad Colagenolitica, en los sobrena
dantes de cultivos celulares.
Se utilizaron los sobrenadantes de células mononucleares pa- .

ra demostrar su actividad colagenolitica, mediante un ensayo
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‘que utiliza sustrato radioactivo fijado a pléstico y midien-

_do su liberacidén como producto de degradacifn, sipuiendo pg

ra ello el Método de Johnson Wint (86).

Ensayo de Quimiotaxis, en placas de agarosa.

Se midi6 la capacidad de quimiotaxis mediada por mebendazol

o algGn factor liberado por las cé€lulas mononucleares, ﬂtiii-
zando la Prueba de Migracién en Placas de Agarosa, mediaﬁtei{‘““

la Técnica de Clausen Modificada (87).

Determinacidn de Fagocitosis: en células mononucleare

eritrocitos de carnero y partfculas de létex.g:l; ;
La cuantificacién de la capacidad fagocitica"serféaiizéz'
utilizando macréfagos de la linea celular-J 774;i adheridéir.
a portaobjetos, mediante la ingesta de eritroﬁitos de céf-‘
nero y partfculas de ldtex expuestos a diferehtes concentra
ciones de mebendazol durante 2 horas a 37°C. Finalmente

las laminillas fueron lavadas con solucién salina con.obje-
to de eliminar material no fagocitado y que pudiera interfe-
rir en la cuantificacién y tincién por medic del Método de

May Grienwald Giemsa, quedando asi listas para'scr cuantifi-

“cadasy -

Elcctroforesls, ‘en geles de pollacrllamlda y determxnacxén e

de material radiactivo por autoradiografia;’’

11acrllam1da y estén constituidos por dos fases'_'
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"superlor que actﬁa como gel concentrador de 1a muestra y

,vmuestra,

L 'la fase 1nfer10r que func1ona como gel separador de 1a

4Fase Inferior. Es la primera en ser preparada y adicionada

a la cimara de electroforesis y para lo cual se requiere

de los siguientes reactivos que son mezclados en un matraz

en cl orden que aparece a continuacifn:

7.5
5.6
7.7
1.4
0.45
15
§150

ml
ml
ml
ml
ml
ul
ul

de

.de

de
de
de
de
de

acrilamida al 30%

Tris-HC1 pH = 8.8

agua bidestilada

agua bidestilada (en 1ugaf dé ﬁréng
SDS al 10% S
TEMED

persulfato de amonio grado para electro-‘

foresis.

Una vez obtenida y colocada 1a mezcla en la cédmara de elec- .

troforesis,

Fase Superior,

se deja gelificar,

Se prepara en un matraz y al igual que 1a

fase inferior no debe alterarse el orden de los reactivos

al irse adicionando.

1.0
1.9
4.1
9.5
7
1.5
50

ml
ml
ml
ml
ul
ul

ul

de
de
de
de
de
de
de

acrilamida al 30%

Tris-HCl pH = §.8

agua bidestiladé

agua bidestilada (en lugArvdg urea)
SDS al 104 LR
TEMED

persulfato de amonio grado para-electroforesis.



Terminada la mezcla se adiciona a la cémara de electrofo-
-'résis y se coloca el “peine" que dard origen a los carri-
les en los cuales se colocardn las muestras; éste se deja
gelificar y con cuidado se iétira el “peine". Por Gltimo
el sobrenadante de la mezcla se quita por medio de tiras
de papel filtro que son introducidas en cada carril que-
dando asf el gel listo para ser utilizado. -
Se colocan las muestras previamente tratadas en los carri-
les y se cubren con Buffer Stock de Electroforesis y se¢
corren a un veltaje de 40 volts por gel.

Método para preparar las muestras de electroforesis.

Se toman alfcuotas de 150 ul del sobrenadante de cada cop
centracién de CBZ y se trabaj6é cada muestra por duplicado.
Se adicionaron 20 yi de tripsina a cada muestra y se incuba
ron a 37°C/10 minutos, después se adicionaron 20 yl de
inhibidor de tripsina de soya (observaciones previas demos-
trgron que sin activacifn previa no sc observaba degradacién
colagenolftica) y se incubaron a temperatura ambiente por

20 minutos. Finalmente se adicionaron 10 pi de coligena

y las muestras se incubarom a 37°C/24 horas,

Las muestras fueron desnaturalizadas a ebullicién por 10
minutos previa adicidén de 60ul de una solucibn que conte-
nia:! colorante de azul de bromofenol 0.01% en Tris-HCL

pH= 6.8 con 1% de SDS y sometidas a electroforesis. Des-
pufs de 1a electroforesis, los geles fueron tefiidos con azul

brillante de Coomasie durante toda la noche, y destefiidos. en
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uha'solucién- de- cido acético-metanol (5% - 7,5%).

El Buffer Stock de Electrofqresis se prepara de la sigﬁign{ o
te manera: : ‘
288 g de glicina
60 g de Tris-base
20 ¢ de SDS

Se llevan a un volumen de 2 litros -
De este volumen se miden 150 ml y se llevan a 1500 nl con
agua destilada, y este volumen final es utilizado pdraglie-

var a cabo una corrida de electroforesis,
Preparaci6én de los geles para Autoradiografias. i
Una vez obtenidos los geles fueron tratados de laisiguieno~

te manera:

a) Los geles fucron sumergidos en DMSO duraﬁte:ﬁ‘ ninutos’

cdén agitacibn.

b) El procedimiento anterior fue repetido cuatro veces con

cambio de DMSO en cada ocasién.

c) Al término del Gltimo cambio, los geles fueron sumergi-
dos en solucién de DMSO + PPO al 20% durante 90 minutos

" con agitacidén.
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d) Se lavaron con agua corriente y se colocaron sobre papel
_filtro grueso para desecarlos,

e) Por Gltimo se colocaron en placas de dutoradiografia, y
se dejaron en frie (-70°C) du;ante 7 a 14 dias.

£) Despu€s de este tiempo se procedif s su revelado,‘utili:
zando soluciones de revelador y fijador de acuerdo a los

métodos convencionales de fotografia.
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EFECT0 DEL MEBENDAZOL SOBRE CELULAS MONONUCLEARES

Sobre portachjetos estériles se colocaron macréfagos de
la 1lfnea celular J 774,1 y se incubarnn durante una hora
para obtener su adherencia al vidrio, transcurrida la
incubacifn se lavaron los portaobjetos con el fin de
eliminar los macr&fagos no adheridos, e inmediatamente
se adicionaron los reactivos de acuerdo al siguiente

‘esquema

N°-laminilla Eritrocitos Medio D-MEM Medio D—MEM,Equivalente.

de carnero .10%‘de SFB  con CBZ ai
1 10u2 99048 out Oug~ CBZ-
2 10ue 940yt s0ue Sug  CBZ
3 10ug 890ul 100ut loug CBZ
4 1038 840ut 150u¢  15pg CBZ
s 10pe 79048 2004 20ug CBZ
6 10ul 74018 250ue 25ug CBZ
7 100 69002 300ue  30yg CBZ
8 102 5908 400  40ug CBZ

Se incubé por dos horas a 37°C, despubs se procedif a
lavar los porta-objetos con solucién salina y se fija-
ron al calor para ser tefildas por medioc de la técnica
de tinci6n de Wright. Se dejan secar las laminillas y
se observan al microscopio,
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TINCION DE WRIGHT.

‘a) Las laminillas ya fijadas al calor, se cubren con colorante -

de .Wright por 3 minutos.
b) Se elimina el colorante y se adiciona solucibn amortiguado-.
.ré para Wrightvdurante 6 minutos.
c) Se lavan con agua corriente, se dejan secar y se observan

al microscopio.

"JII.- EFECTO DEL CBZ SOBRE LA ACTIVIDAD DE COLAGENASA EN
SOBRENADANTES DE CULTIVOS CELULARES.

i.- SOBRENADANTE DE CELULAS MONONUCLEARES ESTIMULADAS CON CBZ.

En condiciones de esterilidad, en una placa con 96 pozos
(de las utilizadas para el ensayo de ELISA) se sembraron macr6-
fagos de la linea celular J 774.1 (100 000 células por pozo)
¥ se incubaron en condiciones de 37°C, y atmbsfera parcial de
5% de €0, y 80% de humedad por 72 horas, se lavaron con medio
D-MEM sin suero con el propSsito de eliminar macr&fagos no adheri-
dos y después se adicioné medio D-MEM con CBZ a diferentes concen-
traciones que variaron de Opg como control hasta 40ug, se incuba-
vron en las mismas condiciones y posteriormente, se procedif a re-
colectar el sobrenadante que fué tratado de la misma forma como
se describib en la seccidn anterior, antes de efectuar la electro-

foresis,
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2,- SOBRENADANTE DE FIBROBLASTOS ESTIMULADOS CON CBZ

In condiciones de esterilidad, en una olaca con %6 pozos
sc sembraron fibroblastos de una linea precstablecida en el la-
boratorio, ( 50 000 células por pozo) y se incubaron en condi-

ciones de 37 °C y atm6sfera parcial de 5% de €0, por 72 hrs.,

"~ 'con el fin de llevar al cultivo de fibroblastos a confluencia,

Al término de la incubacifn se elinin6 el sobrenadante y
,Lse'lavaron las células con medio sin suero, desnués se adicioné
medio D-MEM con CBZ a diferentes concentraciones que van de

0 ug como control hasta 40 ug, s¢ incub6 a.las mismas condicio-
nes y posteriormente se procedif a recolectar el sobrenadante,
El sobrenadante de las muestras fue tratado de la misma forma
como se ha descrito en la seccién anterior, antes de eléctrofg

resis,

3.- '« COOPERATIVIDAD ENTRE AMBAS ENTIDADES CELULARES.

En condiciones de esterilidad, en una placa con 96 vozos
_se sembraron fibroblastos de una linea establecida en el labo-
ratorio {50 000 células-por pozo}, y se incubaron en condicio-

nes de 37 °C y atm@sfera parcial de 5 9 de €0, vor 72 brs.

Por otra parte, en una placa de 96 pozos se sembraron ma
créfagos de 1a linea celular J 774.1 {100 000 células por npozo)
con CBZ a diferentes concentraciones {(de 0 ug a 40 pg) y se in-

cubaron ¢n las mismas condiciones,
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Terminado el periodo de incubacibn, los fibroblastos sem
brados fueron lavados con medio sin suero (varias veces) e inme
diatamente se adicionf el sobrenadante contenido en la placa de
los macr6fagos y CBZ, las muestras fueron incubadas a 37 °C por
72 hrs. Posteriormente se recolectf el sobrenadante y fue tra-
tado como se describid en la seccibn anterior, antes de efec-

tuar la electroforesis.
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| IV CUANTTFICACION DE LA ACTIVIDAD DE COLAGENASA
- La acfividéd{&é;colagenasa fue dcterninada:de“écﬁérdb al mg:

-_todo'de-JBhﬁsdn—Hint (86). Se ad1c1onaron 20 ul de colsge~

:'na radloactlva a pozos de pléstlco, se de)aron evaporar y

se lavaron con agua destilada varias veces con’el

de eliminar colfigena no adherida,

Los sobrenadantes obtenides de las muestras.

cooperatividad entre fibroblastos;:macréfag
ferentes concentraciones) se dializaron
Posteriormente las muestras se d1sol

tiguader Tris~HCY pH = 7.4 y se

de 100 ul para tratarse de la_saguiente

A. Muestras Activadas.

A los 100 pl de cada muestra se adicionaron 20 ul de tripsi
n; vy se incubaron a 37 °C/10 minutos, después se adicionaron
20 ¥l de inhibidor de tripsina de soya y sc incubaron a tem
peratura ambiente por 20 minutas. Se tomaron alfcuotas de
160 p} y se adicionaron 100 pl de amortiguador Tris-HC1

pH = 7.4 para con ello obtener un volumen final de 200 w1,
B. Muestras Ne Activadas o :

A los otros 100 pl restantes de cada muestra se les adicio-
naron 100 ul de amortiguador Tris-HC} pl = 7,4 para qbtenér:

un volumen final de 200 wl.
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- Ambas muestras {activadas y no activadas) fueron colocadas
en los pozos con colégena rédioactiva e incubadas a 37°C/
24 horas. Se alicuotaron 150 uf de cada muestra en viales y
se adicionaron 10 ml de solucibn de Bray (liquido de cente-
lleo}, se mezclaron y se determind 2a radiactividad com un

contador de centelleo liquido.

- Preparacién de Soluciones:

a) Solucibn Awortiguadora Tris-HCl pH'= 7.4

-NaCl 0.2 M
-Tris-HC1 50 nM pH = 7.4
-Ca CEy= 1 nM :

-Volumen final 250 ml

b) Solucidn de Bray

. -60 g de Naftaleno
-4 g de PPO
-100 ml de Metanol
-20 ml de Etilenglicel

-Se lleva a volumen final de 1 000 ml con Dioxano.
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V. MEDICION DE LA MIGRACION "ESPONTANEA" DE CELULAS
MONONUCLEARES EN PRESENCIA DE CBZ,

Para llevar a cabo la medici6n de este parimetro fue nece-
sario hacer modificaciones a la técnica de Clausen (87),
que consistieron en:

- Se trabaj6 con placas bifisicas de agarosa de las cuales
una de ellas, la de mayor concentracifén con (,5% de
agarosa, fue utilizada como soporte de las cé&lulas para
evitar su adherencia al vidrio, y la segunda capa con
una concentracién de 0.3% de agarosa permitid la movili-
dad de las cflulas por presentar ésta una menor consis-
tencia.

Solidificadas las placas de agarosa se procedié a hacer
en la fase superior pozos de 4 mm de diimetro con un per-
forador estéril.

En dichos pozos se colocaron 100 000 células en medio
D-MEM y con SFB al 10% y las placas fueron incubadas 2z

37°C con atm6sfera parcial de 5% de CO, durante 72 hrs.

Transcurrida la incubaci6n se procedié a medir la migra-
¢ién con ayuda de un micrémetro.

-Preparacién de las placas de Agarosa.



-63-

a) Eééé;lnfé&io: (Agarosa al 0;5%),

CajéoPétri‘  Agarosa Medio-D-MEM Medio D-MEM Equivalente
SRR . .

10 % de SFB " con CBZ a:

1 06wl 1.4 ml 0 nl 0 ug CBZ
Sz 0.6 ml 1.3 m 106 ul § ug CBZ
3 0.6 ml 1.2 m 200 pl 10 pg CBZ

4 ¢.6 ml 1.1 m 300 nl 15 ug CBZ

5 6.6 ml 1.0 ml 400 ul 20 pg CBZ

6 0.6 ml 0.9 ml 500 ul 25 pg CBZ
7 0.6 31 0.8 ml 600 wl 30 ug CBZ

8 0.6 m1-  '_0}5 nl 800 pl 40 yg CBZ

- b) Fase Superior (Agarosa al 0.3 § )

CajaBPetri Agarosa  Medio D-MEM Medio D-MEM Equivaiente
e _

10 4 de SFB con CBZ a:
1 0.2 ml 1.80 nl 0 vl 0 pg CBZ
2 0.2 m 1.75 ml 50 ¥l 5 ug CBZ
3 0.2 ml 1.70 mi 100 1 10 e CBZ
4 0.2m  1.65ml 150 g2 15 pg CBZ
5 0.2 mt 1.60 ml 200 pl 20 yug CBZ
b 0.2 ml 1.55 ml 250 yl 25 up CBZ
A Coizml 158 mi 300 1 30 yg CBZ
8L he2mle 140 m 400 w1 40 ug CBZ

Ambaédfpééé=ﬁreééﬁtaf6n'un volumen final de 2 ml. (88).
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VI.-CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE LOS MACROFAGOS.

-Sohre portaobjetos estériles, se colocaron macréfagos de 1la

l1fnea celular J 774.1 y se incubaron durante una hora vara

lograr su adherencia al yidrio, transcurrida la incubacifn

se lavaron los portaobjetos cen el fin de eliminar los ma-

crb6fagos no adheridos, e inmediatamente se adicionaron los

reactivos de acuerdo al siguiente esquema:

No. laminilla Particulas Medio D-MEM  Medio D-MEM fqmvalente as

de Litex

10% de " SFB

con CBZ

ul
pé
114
we
wl
jna
e

R R LR . L R
(7. BT T Y TRT NEY BT ST}

Be .

990 ut
940 ul
890 ut
840 pb
790 pt
740 pt
690 pt
590 pé

0 ut
50 pe
100 p£
150 pe
200 pe
250 pe
300 1€
400

0 ug

5 g
10 ug
15 ug
20 yg
25 ug
30 pg

40 pg

CBZ
CBZ
.72
CBZ
CBZ
074
CBZ
CBZ

Se inmbd por dos horas a 37°C, después se procedi6 a lavar con solucién

salina y se fijaron al calor para ser tefiidas por medio de 1la

tincibfn de May Gruenwald Giemsa, se dejaron secar las lamini-

llas y se observaron al microscopio.

-Tincién de May Gruenwald Giemsa.

a) Las laminillas ya f£ijadas al calor, se cubren con coloran-

te de May Grienwald por 25 minutos.
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b) Se lava el colorante con agua destilada neutra.

~ ¢} Se cubre la laminilla con colorante de Giemsa mas agua
destilada neutra por 45 minutos, (Giemsa se diluye 1 10 con
agua neutra).

d} Se lava con agua destilada neutra, se deja secar y se ob-

servan al microscopie,
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‘RESU‘LTADOS P

71n1c1a1mente Y de acuerdo con ‘los ob;et;vos planteados,
men el presente trabaJo se 1mn1ement6 la metodologia nara efec-

'tuar la cuant1f1cnc;6n de 1a canac1dad Eagocit1ca de 1as célu-
las mononuclenres Utlllzando eritrocitos de carnero y d1feren-.

" tes. concentrac1ones de CBZ [O - 40 ug/ensayo}. Durante el- de-

. sarrollo de los cnsayos no fue posible realizar 1as determ;na-
EC1ones de fagocitosis con eritrocitos de carnerq.. S1n embarno,
se obsérvaron cambios morfolégicos en las encidéde;rce;qlgges s
utilizadas, como fueron un aumento real en el tamafio de laé ég ’
lulas y la presencia de vacuolas éecretoras, sugiriéndo estos.

cambios observados una amarente "activacién'' celular.

Como se muecstra en las siguientes fotografias (Figura
2) a medida que aumenta la concentracién de CBZ gl estado de
"activacifn" aparente también aumenta; habiéndose encontrado
que a la concentracién de 20 yg de CBZ la activacién celular
fue total. Ademis s& observé un efecto téxico para las célu-

las a la concentracién de 40 ug de CBZ,

DETERMINACION DE ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN LOS SOBRENADAN-
TES DE CULTIVOS CELULARES.

Debido a la observacién de una '"activacidn'aparente
de las entidades celulares utiljzadas y con el objeto de deter

mninar que sucederfia al prolongar el -tiempo de incubacitén se
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FIGURA 2.  "ACTIVACION" APARENTE DE CELULAS MONO-
SR NUCLEARES ESTIMULADAS CON CBZ. MICROSCO-
PIA DE LUZ. 40.X. TINCION DE GIEMSA.
A) 0 ng CBZ, control , B) 5 ug CBZ ,
-C) 10 pg CBZ , D) 15 uyg CBZ , E) 20 pg -
CBZ , F) 25 yug CBZ , G) 30 pg CBZ ,
H) 40 pg CBZ. OBSERVACION DE CAMBIOS MOR
FOLOGICOS : a) AUMENTO EN EL TAMARO CELU-
LAR , b) PRESENCIA DE VACUOLAS SECRETORAS,
¢) ADHERENCIA DE ERITROCITOS DE CARNERO A
LA SUPERFICIE DE LA MEMBRANA CELULAR.
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mantuv1eron los < ltlvo nor'perlédos de 72 a 96 hrs. Se obhserx

v6 que las vacuolas presentes eran exoc1tadas (Figura 3)

: Lo;éﬁt T; ;D°5 hizo.suponer que estas células podrfan
libérarfﬁnétééfié;derﬁstancias con diferentes actividades bio-
1601cas, y entre las cuales pudiera estar implicada la produc—
c16n y/o Ilberacxén de actividad colagenolitica., Por lo que se

'proced16 a vrobar la actividad de colagenasa en los sobrengdag

© i tes obtenidos de las diferentes entidades celulares.

1) SOBRENADANTE DE CELULAS MONONUCLEARES EbTIMULADAS
CON CBZ.

Una vez incubadas las células mononucleares con CBZ a
diferentes concentraciones, se aislaron los sobrenadantes y se
trataron como se describe en la seccién de Métodos. Posterior
mentc se incubaron con colédgena radiactiva y se tomaron alicuo
“tas apropiadas para llevar a cabo 1a electroforesis y autorra-
diografias correspondientes. Los resultados obtenidos se mues

tran cn la Figura 4(A y 'B)

Ficura 4.A En esta autoradiografia se presentan las muestras
de coldgena radiactiva incubadas con sobrenadantesde €CBZ a dife
rentes concentraciones (carriles 3 a 10} en presencia de EDTA.
La accién del EDTA es inhibir a la colagenasa que es una metalo-
enzima que requiere iones calcio y el EDTA actda como quelante
de este ibn. El oh]etlvo de este experimento fue determinar si

el CBZ 1nduC1a 1a 11beraC1on de act1v1dades proteoliticas no
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FIGURA 3. EXOCITOSIS DE VACUOLAS

CELULAS MONONUCLEARES EN EZSTADO DE "ACTIVACION™
APARENTE ; INCUBADAS DE 72 A 96 Hrs., A 37°C ¥

‘

ATMOSFERA PARCIAL DE 5% DE CO2 -
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aSOC1adas con colavcnasa y estlmar la degradac16n de colﬁgena

vatr1bu1hle ﬁn;camente a colagenasa. En el carril 1 se muestra

negatlvo:que consiste en la incubacién de col&aena
en: el carril 2, seé muestra un control positivo

n“colégena incubada con colagenasa sin EDTA.

'Los Tesultados cbtenides al analizar los patrones de
“los carrile;:3”a'10 muestran que no existe degradacién de las

‘bandas de colégena atribuible a aCthldndes proteolitlcas no

’asoc1adas con colagenasa.

.  ;gura 4, B Para comprobar la presencxa de acthLdad colageno 
' 1it1ca de los sobrenadantes, se presentan las muestras de co-.
Vlﬁgena radlactxva incubadas con sobrenadantes de células trata
dqépbon CBZ a diferentes concentraciones (carriles 3 a 10} sin
 .EDTA} Eﬁrel carril 1, se muestra un control negative que con-
.éiété,en coligena incubada con colagenasa bacteriana mis EDTA
(inhibidor especifico de colagenasa}; en el segundo carril, sc
prescnta un control positive que consiste de coldgena incubada
con colagenasa sin EDTA. Como puede cghservarse ne se aprecié
degradacibn de coligena en el carril 1 {control negativo), mieg,.
tras que en ¢l segundo carril {control positivo) se,visualiz§
una degradaci6n total de coligena,. De los carriles 3 a'lﬂ no

se determind degradacisn de la coldgena radzactlva por_actxvx-

dad colagenolitica que pudiese estar uresente en los shbrenadan
tes do las c6lulas cuitivadas con dxfcrentes~con;entrac1ones de

CBZ.




ACTIViDAD‘COLAGENOLITICA DE SOBRENADANTES DE CELULAS

MONONUCLEARES ESTIMULADAS CON CBZ .

L 7

3. cer Len Toue 150 Jowd 09

FIGURA 4.B SIN EDTA.
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2) SOBRENADANTE DE FIBROBLASTOS ESTIMULADOS CON CBZ

Para la realizacién de este experimento se obtuvieron
los sobrenadantes de los fibroblastos con CBZ a diferentes con
centraciones, para llevar a cabo su incubacién con el sustrato
(colfigena radiactiva) y con ello hacer su electroforesis y au-
toradiografias correspondientes, como se presenta’én la Ripuri

5 (Ay B).

Figura 5.A En la autoradiografia se presentan las muestras

de coligena radiactiva incubadas con sobrenadante de fibroblas
tos estimulados con (B2 a diferentes concentraciones {carriles
2 a 8) en presencia de EDTA. Como puede observarse en la auto
radiograffa, la presencia de las bandas de colfpena que no su-
frieron degradaciﬁn fue constante a todas las concentraciones

de CBZ ensayadas. El carril 1, muestra el sobrenadante de fi
broblastos sin CBZ y con adicifn de EDTA, incubados con colfige
‘na radiactiva, (control basal) el cuil no presenta degradacién
y descarta actividades proteoliticas no asociadas con colagena

sa.

Figura 5.B° En ésta autoradiografia se muestra'un experimento
simultineo dc los sobrenadantes de fibroblastos con CBZ a dife
rentes concentraciones, incubados con colfgena radiactiva sin
EDTA. En los carriles 1 a 6 no se observs degradacin aprecia
ble de coldgena. Sin embargo, los carriles 7 y 8 correspondien

tes a las concentraciones de 30 ng v 40yg de CBZ, sfi nuestran
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: dcg}ndacién de coldgena radiactiva observable oor disminuciﬁn
dc'ié intéhsidad y del grosor de las bandas, Comprobindose
_eon céto que la degradacién presente cn estos carriles se debié
Gnicamente a colagenasa y no a actividad proteolftica no depen

diente de calcio.
3) COOPERATIVIDAD ENTRE AMBAS ENTIDADES CELULARES

_;-Al?llevarrarcabo la estimulacién de cé€lulas mononuclea
“‘res con CBI y no observar produccibn de actividad colagenoliti
ca, asf coﬁo realizar un experimento similar pero con fibroblas
tos y en ‘este caso observar actividad colagenolitica a las con
centraciones de 30 ug y 40 pg de CBZ; se planted llevar a cabo
un tercer c¢nsayo en el cufl se implics la'cooperatividnd de am
bas entidades celulares estimuladas con CBZ. Se ha reportado
que existen entidades celulares que al recibir un estimulo pre
sentan poca o nula actividad biolégica o bien ésta se incremen
ta. Con este objeto se obtuvieron sobrenadantes de células mp
nonucleares cstimuladas con CBZ como se describié en Resulta-
dos 1) y sec adicionaron a cultivos de fibroblastos en confluen
cia y se incubaron como se describif en la seccién de Métodos.
Posteriormente las muestras se trataron para su electroforesis
y posterior autoradiografia. Los resultados obtenidos se mues

tran en las figura 6(A 'y B).

Figura 6.A. En esta‘autpradidgrafié'se presentan las muestras
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de coldgena radiactiva inéusadas?cgp‘lésjsohrenédahtgs de %éé

entidaées celulares utilizadas (fibtbblﬁ;fos;y macr§fé§osj con”
CBZ a difercntes concentracionés y EhTA como inhihidor, corrcgi
ﬁondientes a los carriles 3 a 10, El carril 1, muestra un con
trol negativo que contiene coliigena con tripsina. El carril 2,
es un control positivo que consiste en la incubaci§n de coldge .

na con colagenasa y sin EDTA. De los carriles 3 a 10, no se B
observs degradacifn de las bandas de colﬁgengrat:iﬁgibie a aéf

tividad proteolitica no asociada con colagenasa;

Figura 6.8 En esta autoradiograffa‘al igual que en los experi
mentos antcriores, se realizd otro simultdneo pero sin adicidn
de EDTA a las muestras de los sobrenadantes de las cntidades ce
lulares utilizadas (fibroblastos y macr6fagos) con CBZ a dife-
rentes concentraciones e incubadas con colfgena radiactiva. El
carril 1, corresponde al control positivo que consiste de cold
gena *radiactiva incubada con colagenasa y sin EDTA, en donde sc
visualiza una depraddacién total de colfgena. Al analizar los
-resultados oﬁtenidos de 1os carrilles 2 a 9, se observa upa
disminuéiﬁn gradual en cl grosor de las bandas de colfgena, - -
siendo esta degradacidn total para los carriles correspondien-
tes a 30 pyg y 40 ug de CBZ. Esto se comprucba por la presencia
de polipéptidos de peso molecular bajo, productos de la degrada
€i6én de la coligena radiactiva, localizades cn la parte inferior

de la autoradiografia.

Los resultados obtenidos en estos experimentos demues-
.
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ESTHTESIS Mg prg
SR OBE U miugreg

‘.tran quc el CBZ ‘induce 12 liberacién de cierto (s) factor- (es)
‘que-a: su vez: estlmulan la produccifn y secrecién de actxv1dad

3colagenolitica en cultivos de fibroblastos este estimulo es”

concentraciﬁn dependiente y super1or a las act1v1dade55cola
genol{ticas determinadas en les cultivos de fibroblastos. ‘

CBZ..

. CUANTIEICACION DE LA ACTIVIDAD DE COLAGENASA

Para la cuantificacidén de colagenasa en los exper1men
;bs de cooperatividad celular, se tomaron alicuotas aprop1adas
de los sobrenadantes, se procesaron como se describib gn la’
Secci6n de Métodos y los resultados obtenidos se presentan

en la tabla IV,

Como se observa en los valores promedio de las muestras
sin EDTA, a medida que aumenta la concentracién de CBZ aumenta
también la actividad colagenolfitica, La presencia de esta ac-
tividad en nuestras muestras se comprobé por medio del expe-
rimento hecho simultineamente con adicién de EDTA como inhibi-
dor para descartar 1a actividad proteolitica de otras enzimas
no dependientes de Ca++ , observando que la cuantificacién
promedic se mantuvo constante para las concentraciones de CBZ
utilizadas., Los resultados cuantitativos obtenidos en este

ensayo , corroboraron lo observado en el experimento realizado
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"TABLA IV. VALORES PROMEDIO DE LA CUANTIFICACION DE
LA ACTIVIDAD DE COLAGENASA. '

CONTROLES X gchiﬁ)-‘
Sol. Amortiguadora . . . . . . . . . . % .’ 318 5

Sol. Amortiguadora + EDTA . . . . .\ . . 249 0

Sol. Amortiguadora + Colagenasa . . . .. v 7777.0

Sol. Amortiguadora + Colagenasa + EDTA | ... 597.0
MUESTRAS X (cpm) "X (cpm)
{Concentracibn) SIN EDTA CON: EDTA

0 ug CBZ R § V'Y B TR S 28640

5 ug CBZ C e T80, L . 203.0

10 ug CBZ e . L. 608:0 Loaas0
15 pg CBZ 0 4 '
20 ug CBZ

25 ug CBZ

30 ug CBZ

40 ug CBZ
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mediante autorradiografias para: la determiﬁaéiéh ae actividad
colagenolitica entre la cooperatividad cglular'de:machfagoé y
fibroblastos estimulados con CBZ a diferentes concentraciones.
No obstante se observa una actividad relativamente baja, esto
pucde deberse a que en el ensayo cuantitativo, se forman fibras
de coligena polimerizada, la cual representa un sustrato mis
resistente y de menor accesibilidad que la colfgena soluble
utilizada para el experimento por autorradiograffa (89). Demos-
" trando con esto que el CBZ induce la liberacién de factor (es)
que a su vez estimulan la produccifn y secrecifn de actividad
colagenolitica en cultivos de fibroblastos, siendo ademfs este

estimulo concentracidn-dependiente,

MEDICION DE LA MIGRACION ESPONTANEA DE CELULAS MONONUCLEARES
EN PRESENCIA DE CBZ.

La estimeacibn de la migracifn espontiinea fue realizada
en placas de agarosa, en las cuales se visualizd y cuantificé
"la movilidad de las entidades celulares estimuladas con CBZ a

diferentes concentraciones.

En las siguientes fotograffas se observa que la movili
dad celular disminuye a medida que la concentracién de CBZ au-
menta (Figura 7). Esto se comprobé mediante la medicién del
desplazamiento celular, considerado a partir del bordo del po-

zo {origen) hasta la migracidn determinada al términc de} perfo
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MIGRACION ESPONTANES DE CELULAS MONONU-
CLEARES EN PRESENCIA DE CBZ. MICROSCOPIA
DE LUZ. 6.3.X .

A} 0 yg CBZ, Control , B} 5 pg CBZ , C} 10
wg CBZ , D) 15 ug CBZ , E) 20 g CBZ ,

F) 25 yg CBZ , G) 30 yg CBZ , H) 40 pg CBZ.
a) BORDE DEL POZO {ORIGEN) , b} MIGRACION

CELULAR RECORRIDA.
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TABLA V. MIGRACION "ESPONTANEA" DE MONOCITOS EN GELES DE AGAROSA

EXP. I EXP. 1I
MEBENDAZOL  (ug) DESPIPAZAMIENTO (um)  MEBENDAZOL (ig) DESPLAZAMIENTO (um)
0 e teeereenee.. 390 & 23 0 340 + 38
5.0 Mg coiiiiiieiaaa. (257 + 40 ) 5 265 + 22
10 Mg vvvivnrennnsas, 232+ 23 ‘10 140 + 23
15 ME ceiinueiensne.s 532430 15 407 + 31
200 Mg eveviieeedese,. 20747300 0 200 140 + 30
25 Mg .enninuienneen. 207410 0 02500 165 + 10
300 Mg vevvrnnnenaare,s ©1804 23 L0 im0 L 90 + 11
40 Mg oevvivniens S1324730 T 40

57.5+ 10-

EXP, TII
* MEBENDAZOL (ug) DESPLAZAMIENTO (um}

N veeeeieeeess.. 925 & 137

5 . viveieveesesi.. 504 4 125

100 iieeiriieecee.. 546 + 99

15 ciiiieeecnie... 356+ 23
20 iiieieieeese... 175+ 52
25 iveeeieesene... 232 0+ 64

30 ieeeeenseee... 219 + 56

40 Letecrananranaa 150 + 50

Cada resultado representa el promedio de los datos obtenidos en tres experimentos
diferentes, cada concentracién se ensayt por triplicado.

-G8~
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do de incubacisn (72 hrs.]. Los valores obtenidos se muestran

en la tabla V.

Los resultados representan en promedio:

Experimento I 66,15% de Inhibicifn Mixima
Experimento II 83.08% de Inhibicibn Mixima
Experimento III 83,781 de Inhibicibn Méxima

En la figura 7, puede observarse una disminucidén progresiva de
la migracidn espontfinea de las células mononucleares conforme
se incr;menta la concentracién de CBZ en el ensayo.

Esta inhibicién alcanza niveles miximos entre 30pg y 40ug de
CBZ/ensayo, como puede observarse em la figura 7 (G y H), por
otra parte la determinacién cuantitativa de 1a inhibicién de
esta migracifn espontfnea obtenida de 3 experimentos diferentes
muestran que entre las concentraciones de 20ug y 25ng de CB2

1a inhibicibn alcanz§ valores de 62,27% y ©56.78% respectiva-
mente considerando que a estas concentraciones las células se

encuentran funcional y morfol6gicamente viables,

CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA.

Con el fin de cuantificar la capacidad fagocitica, se llevé
a cabo la ingesta de particulas de litex en macréfagos de la
-1inea celular J 774,11 estimulados con CBZ a diferentes concen-

traciones. - Se observé que a medida que aumentaba la concentra
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cién de CBZ se incrementaba la capaéidad‘ﬁagocitica. Sin embar:
go, se detérmind que a la concentracidn de 20ug de CBZ se al-
canza un miximo y que a concentraciones mayores, la capacidad

fagocitica disminuye ligeramente.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VI, asi como
los Histogramas de Frecuencia obtenidos para las concentracio-
nes de 10, 20 y 30Qug de CBZ, asf como para los controles corres-
pondientes, ver Figura 8 {A, B, C y D).

El anflisis estadistico de la cuantificacifn de la capacidad
fagocitica mostrado en los Histogramas de Frecuencia nos indican
lo siguiente : Para el intervalo de fracuencia comprendido en
tre 0 a 10 se aprecif un ligero aumento de la capacidad fagoci-
tica para 1a concentracién de 10 wg de CBZ, manteniéndose bajos
para 20 ug, 30 ug de CBZ y el control, Para el intervalo de
frecuencia entre 10 a 20, se observ6 an aumento del nUmero de
particulas fagocitadas a medida que aumentaba la concentracién
de CBZ utilizadas para este ensayo. Sin embargo, para la fre
cuencia comprendida entre 20 a 30, el nfimero de particulas fago
citadas aumenté conforme aumentaba la concentracibn de CBZ, ob-
servindose un miximo a los 20 ug de CBZ, que disminuy6 al incre
mentar la concentracién del mismo.

El misno efecto se observd para el intervalo de frecuencia entre
30 a 40. Comprobindose con esto que la capacidad fagocfitica

de las entidades celulares utilizadas fue concentracibn depen-

diente del estfmulo recibido (CBZ).
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TABLA VI. CUANfIFICACION DE LA CAPACiDAD FAGOCITICA

CONCENTRACION DE ’ X _DE PARTICULAS DE
CB2 LATEX INGERIDAS

10 g
15 )§§
20 pg-
25 3g
30 ug

Cada resultado representa el'promedio de los datos

obtenidos en la lectura de 100 células, cada concentracién se

hizo por duplicado.
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DISCUSION

Los derivados.de imidazol han sido desarrollados re-
cientemente como potentes agentes.antipayasitarios, antineo-
pléisicos, antimicéticos, inmﬁnomoduladores, etc y la mayoria
de ellos muestran efectos sobre la respuesta inmune en huma-
nes y animalés. Sin embarga, se ha reportado que los efec-
tos observados pueden ser completamente opuestos de un deri-
vado a otro, Perteneciendo el mebendazol a esta familia y
siendo utilizado como ‘un antihelmintico de amplio espectro,
asi como el compartir junto con otros derivados del benzimi-
dazol 1a habilidad para unirse a tubulina y asf inhibir el
ensamble de los microtGbulos (Hoebeke et al, 1976; Friedman
and Platzer, 1978; Ireland et al, 1979). Se han realizado
estudisds para evaluar al mebendazel como un firmaco alterna-
tivo en el tratamiento de la cirrosis hepdtica, en un modelo
experimental en ratas inducida con tetracloruro de carbono
(92). Sabiendo que la coligena requiere de un sistema micro
tubular para su movimiento transcelular, se postul§ que el
‘mebendazol podrfa interferir con su secrvecibn y posterior de
p6sito en el parfnquima hepdtico, Los resultados obtenidos
demuestran una inhibici6n de 1a secrecién y depésito de fibras
de colédgena en el higadb, observdndose también que su adminis
tracidén crénica produce: aumento en el ndmero de c&iulas mono-
nucleares en el higado y desaparici6a de los tabiques fibro-
sos de la cirrosis moderada y mejorfa y adelgazamiento de es-

tos tabiques en la cirrosis avanzada (24). Aunado a esto, se
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ha observado que la absorci6n intestinal del mebendazol es va
riable aunque se ha demostrado que es pobre en humanos y ra-
tas y la cantidad de dste y sus metabolitos excrétados por -
via urinaria depende de la especie que se'trate

Por lo que en base a las caracteristicas que presenta
el CBZ, se ha considerado su uso como una alternativa_en el
tratamiento de erfermedades que impliquen procesos fibrosan-
tes y entre los cuales se ench;ntra la cirrosis hepfitica. Con
este objeto se determiné el efecto del CBZ en un modelo expe-
rimental de cirrosis en ratas inducida con tetracloruro de
carbono, con el propSsito de realizar una serie de determina-
ciones bioquimicas e histoldgicas que pudicsen dar una posi-
ble explicacién de la recuperacifn del dafio presente en esta
enfermedad, observdndose una disminucifén en el depbsito de
coldgena asf como un aumento en la reabsorci6n de las fibras-

de coldigepa presentes en el dafio al higado. Por lo que en el

presente trabajo se plante6é estudiar 1la interaccifn del CBZ

con entidades celulares que estin implicadas en esta patolo-
gia entre las cuales se encuentran las c&lulas mononucleares,
las células endotelia{es, células NK, fibroblastos, etc.

Se trabajé con las células mononucleares por ser enti
dades que se encuentran en gran nfimero en los procesos infla-
ma;drios asi como el presentar la capacidad de mostrar un es-
tado de activacibfn , el cual puede ser inducido por la accibn

de un estimulo y mediante el que se favorece su actividad se-

cretora biolfgica lo que puede resultar en un aumento en la




95

brdducciGn de colagenasa u otros mediadores (Interleucina-1,:.,
_Pfostagléndina'Ez, etc). Estas moléculas pueden a su vez ac-
tuar ﬁobfe otros tipos celulares como seria en este caso los
'fibfpblastos {adem&s, que se han reportado acciones a wuy di-
versos niveles como en los condrocitos,células sinoviales,
células del sistema nervioso, etc}, induciendo respuestas ta-.
les como una mayor actividad metab6lica, sintesis ¥y libefaqisn
de -enzimas, proliferacién celular y sintesis de otros produc-
-tos: celulares. :

POr otra parte el estimulo del fdrmaco sobre las célu
las mononucleares también podria disminuir la liberacién de
otros metabolitos como la prostaglandina E,, la cual se ha de-.
mostrado que posee algunos efectos antagénicos a 1a actividad
de la interleucina-1, de modo que al disminuir la actividad

del primer mediador se incrementa la del segundo. También
se¢ ha demostrado que los pacientes con cirrosis hepftica o
con hepatocarcinoma presentan actividades bajas de interleu-
cina-1, debido a un incremento de la prostaglandina E, cuando
son comparados con los valores de individuos normales {90}.
Ninguna de estas dos posibilidades se defcarta con los

datos presentados, e incluso debido a las actividades de las
monocinas sobre otras estirpes celulares el fenfmeno puede
ser mucho mis complejo '"in vivo',

Sc debe recalcar que a pesar de desconocer el mecanis-
mo fntimo de accién del CBZ sobre los macr6fagos, los datos

obtenidos demuestran que "in vitro" el equilibrio entre sustan
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cias que podrian 1nduc1r ‘una mavor 11beraC16n de colanenasa S

S presenta un aumento de la act1v1da

i1ca -mediada por 1a.accién del. CBZ en. 105 sobrena
dantes de cultivos celulares.
-3..Ei CBZ disminuye el desplazamiento Cclpléilaipeéldi
que la concentracién de &ste aumenta. o .7 A
4. La capacidad fagocitica se incrementa propdrciohéi-r

mente a la concentracién del CBZ,

1. EXISTE UN EFECTO DEL CBZ SOBRE CELULAS MONONUCLEARES,

' Se ha sabido desde hace varias décadas que los macté-
fagos provenientes de animales infectados con ciertos patdge-
“nos intracelulares difieren morfol6gica y metab6licamente de
los macréfagos normales. Los macréfagos de dichos animales
(1lamados macr6fagos activados) pueden inhibir la multiplica-
cién de ciertos organismos intracelulares, lo cual no pueden
hacer los macr6fagos normales. En los dltimos afios, se han
explorado los mecanismos de activacién y las mGiltiples capa-

cidades funcionales de los macréfagos activados.
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Los macr6fagos pueden activarse mediante la exposi-
cifn a ciertas linfocinas secretadas por los linfocitos T
sensibilizados, Alpunos compuestos como las endotoxinas bac
‘terianas y el factor estimulante de las colonias de los ma-
cr6fagos actuan directamente, mientras que otros agentes como

Corynebacterium parvum activa de manera directa a los macr6-

fagos actuando sobre ellos y en forma indirecta, induciendo a
los linfocitos T a que liberéh el factor activador de los ma-
cr6fagos. Algunas de las propiedades de los macréfagos acti-
vados difieren de las propiedades de los macrf6fagos normales
come las que se muestran en la Tabla II. Los macr8fagos acti
vados son de mayor tamafio ¥y son mis adherentes al vidrio, di-
seminandose mis sobre el mismo que los macréfagos normales.

Ademfis, la migracién aleatoria estd notoriamente aumen
tada. Los macr6fagos activados tienen un metabolismo altera-
do, asi como un mayor nimero de lisosomas que contienen enzi-
mas hidroliticas (46).

Por lo que se refiere a el efecto del CBZ sobre célu-
las mononucleares, se observaron cambios morfolégicos como
fue el aumento real en el tamafio celular, asi como la presen-
cia de vacuolas. Ambas caracteristicas pertenecen entre mu-
chas otras a un estado de activacibn celular que coincide con
los estudios realizados por Mackaness (46), quién observ6 que
células mononucleare; que recibian estimulos inflamatorios no.
microbianos, presentaban una serie de actividades que en con-

diciones normales no desarrollan o bien su capacidad fagociti
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ca se incrementaba. ‘Por lo que al observatfespé;aparente acti
vacifn de nuestras entidades celularesiél'récibif el estimulo
con CBZ, que entre algunas de sus caracterfsticas presentaban
un gran nimero de vacuolas secretoras (ﬁig.‘S), se decidié
estudiar si la eﬁocitosis de las vacuolas presentes liberaban
una serie de actividades enzimiticas y si entre ellas pudiera
estar implicada la produccidn de colagenasa, enzima necesaria

para la degradaci6n de colfgena.

2. SE PRESENTA UN AUMENTO DE LA ACTIVIDAD COLAGENOLITICA ,
MEDIADA POR LA ACCION DEL CBZ SOBRE CELULAS MONONUCLEARES.
Con la demostracién de este estado de activacién de
las células mononucleares, se procedié a ensayar los sobrena-
dantes de los cultivos celillares estimulados con mebendazol,
observindose que los sobrenadantes de células mononucleares
estimulados con CBZ, no presentaron ningin tipo de activacién
proteolitica nd asociada con colagenasa y esto se puede obser
var en las autorradiograffas correspondientes para este ensa-
yo mostradas en la Seccién de Resultados (Figuras 4A. y 4B).
'Saﬁiendo que entidades celulares que reciben estimu-
los no bacterianos producen una serie de actividades que se
encuentran en funcifn tanto de las cé&lulas como deli estimulo,
se trabjé con cultivos de fibroblastds de la linea preestable
cida en el laboratorio y se estimularon con CBZ, observindose
en este caso degradacién de colfgena radiactiva a concentra-

ciones de 30 ug y 40 yg de CBZ producida por actividad proteo-



-97-

v11t1ca asoc1ada a colagenasa, como se demostrS también en: las,
autorradlografias correspondientes en la Seccifn de Resulta- a
dos’ (Figuras SA. y 5RB).

Considerando que al trabajar las lineas celulares por
sepafado se demostrdé actividad colagenolitica en los culfiﬁqg
de fibroblastos y no en los cultivos de células mononucleareé;"f
y existiéndo en la literatura reportes, que entidades celuléres s
que recihen un estimulo no pr;ducen una actividad biolﬁgiéa &7

une al estar en contacto con otra entidad celular se presenta =
entre ellas una cooperat1v1dad para 1ncrementar act1v1dades
_en21m£t1cas especificas, se procedié a realizar: experlmencés
de cooperatividad entre nuestras entidades celulares estimu-—,
ladas con CBZ. Se observé que 1la produccxén de act1v1dad
colagenclitica que en un principio se demostrs en el cultxvo
de fibroblastos a concentraciones de 30 ug y.40 ug de CBZ, -
ahora al ,interactuar con sobrenadantes de celulas mononuclea-
res activadas con CBZ la degradacifn de coldgena fue detecta-
da a concentraciones menores y total para 1as concentraciones
ensayadas, determinada por la disminucién de la intensidad y
del grosor de las bandas de colfgena radiactiva (Figuras 6A y
h6B). Prob&ndose con esto que el CBZ estimulé una mayor pro-
duccién de actividad colagenolitica en los fibroblastos cuando
se incubaron en presencia de sobrenadantes de céilulas mononu-
cleares, demostrando con esto que existe una cooperatividad

entre ambas entidades celulares.



-98-

3. EL CBZ DISMINUYE EL DES?LAZAMIEN% CELULAR A’ MEDIDA QUE . -

LA CONCENTRACION DE ESTE AUMENTA

: Estudies renllzados con'CBZ demostraron,q
une a:las suhunldades de i 1endo con ello 1a po-

limerizacién. de- los mlCTOtﬁbUlO

67), ¥ tamblén se sabe que.

la secrecién de la' colégena se llevé a. cabo a través del com-
plejo de Golgi y depende ‘del func1onam1ento adecuado del sis-
tema mlcrotubular const1tuido por 1a p011mer1zac16n de dime-
_ros de tubu11na as1métr1cos (91) ’ Slendo en’ sistema microtu-
bular el que controla e1” tréfxco c1toplasmdt1co de la inmensa
mayoria de los organelos, determlna su topografla ordenada,
coordina la movilidad celular, determ;na la polaridad, la for
ma y el movimiento de las células, entre otras funciones se”
procedis a estudiar el efecto del CBZ sobre la movilidaa'de
cultivos de c&lulas mononucleares,

Se midi6é el desplazamiento de cBlulas mononucleares
estimuladas co; CBZ, observindose una disminucifn de la movi-
lidad celular a medida que la concentracibn de CBZ aumentaba,

" comprobindose con esto que el CBZ inhibe la formacidn de micfg
tﬁbulos‘impidiendo con esto la migraci6n espontinea de las
entidades celulares utilizadas, y esto se muestra en las figu
ras y valores cuantitativos de la Seccién de Resultados (Figu

ras 7 y Tabla V).

4. LA CAPACIDAD FAGOCITICA SE INCREMENTA PROPORCIONALMENTE
A LA CONCENTRACION DEL CBZ.

13

Como se mencion6 anteriormente el CBZ estimulé a las
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céiulas mononucleares a presentar un estado de activacidn
como fueron cambios morfolfgicos, presencia de vacuolas y pro
duccibn de actividad colagenolitica mediada por la cooperati-
vidad de células mononucleares y fibroblastos. Teniendo como
antecedentes estas caracteristicas y perteneciendo entre
otras a las que presentan los macr6fagos activados y que se
muestran en la Seccifbn anter%?r, se cuantificé su capacidad
fagocitica estimulada por CBZ mediante la ingesta de particu-
las de litex, Se determin6é que a medida que aumentaba la
concentracién del estimulo la capacidad fagocitica también

sc .incrementaba. Observindose una mfixima capacidad fagocfiti-
ca a 20 ug de CBZ, y comprobindose con esto que el CBZ modi-
fica la capacidad de las cflulas mononucleares y estimula su

actividad secretora (Tabla VI y Figura 8).
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CONCLUSYONESv

.to una gran variedad de funcxones celulares° como poseer una
elevada actividad antlmxcrotubular, 1nduc1r la secrec16n de’.
insulina, incrementar la producci6n de anticuerpos especifi-
cos en la respuesta inmune, etc,‘y ha sido probado come al-
trenativa en el tratamiento de la cirrosis hepitica experi-
mental demostrandoge un efecto sobre la reversifn de la mis
ma, lo cual implica una disminucién de la cantidad de colé-
gena neta depositada previamente durante el proceso fibro-
sante -de la enfermedad. Con base a lo anterior se hizo
necesario el estudiar el efecto de esta sustancia sobre dig
tintos tipos celulares para tratar de encontrar una posible
explicacifn al mecanismo por el cual la coldgena disminuye.
Los yesultados obtenidos en el presente trabajo su-

gieren que el mebendazol actfia sobre las células mononuclea

res y los fibroblastos de la siguiente manera :

-- Induce un estado que morfolégicamente es compatible
con la "activacién" de los macréfagos.

- Induce a que el macr6fapgo produzeca un factor que al
actuar sobre los fibroblastos, incrementa en estos la
liberacidn de actividad colagenolftica.

- Disminuye la movilidad espontfinea de los macréfagos.

- Modifica la capacidad fagocitica de los macréfagos vy

aparentemente estimula su actividad secretora.
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En base a los resultados obtenldos sc LOnClUVe que
el CBZ" sf posee una acc16n sobre los macrdfagos, algunas de
“:éstas,acclones contribuyen -a expllcnr‘la d15m1nuCL6n de ' 1a
-éélégeﬂa depositada en el modelo de cirrosis hepﬁti;a expe- .

rimental que se ha observado en eétudiés intefiores, no obs

tante que no se pudo determinar el mecanlsmo mtlmo pOT me-‘

dio del cual se xnduce una mayor actlvxdad colagenolltlca.-f~‘

Los datos nos muestran claramente que

puede coadyuvar en el mecanismo de disminucibn de laicold-

gena hepfitica que se ha descrito., Por aotra parte"iqrpéf

,dida de movilidad de las células podria producir_@ﬁa'ﬁaybr

permanencia de &stas dentro del espacio hepéticé, id‘cﬁél
podria ser benéfico o contraproducente dada la gréﬁfza;ie
dad de actividades que son capaces de realizar los'maCfﬁfaf 
gos; pero nuevamente el resultado experimental "in‘ViQO“
hace pensar que el equilibrio se desplaza hacia un efect0"
benéfico. Por lo tanto consideramos que afin cuando se;
requieren estudios con mayor profundidad para d11uc1dar el
mecanismo de accidén del CBZ, &ste es un buen candldata para..
ser considerado como una alternativa en el tratamiento de

enfermedades que implique procesos fibrosantes,
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