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INTRODUCCION 

l. CIRROSIS HEPATICA 

La CiTTosis Hepática continúa siendo un pToblema de salud 

pGblica en México, y se ubica dentTO de las diez primeTas causas 

de mueTte entTe la población en geneTal y ocupa el segundo lugaT 

en el gTupo comprendido entre los 35 y los SS años de edad. 

La causa más fTecuente de que se produzc~ la c·rrosis he

pática es la ingesta CTÓnica de alcohol; sin embargo, no es la 

Gnica etiología pudiendose desaTTollaT poT otras causas tales c2 

mola HemosideTosis y las Teacciones secundaTias a fáTmacos (1). 

El téTmino "CiTrosis" se aplica a t~dos los padecimientos 

esclerosantes del hígado, progTesivos o no, en los que la des

trucción de las células hepáticas se asocia con un aumento Teal 

o aparente del estToma de tejido conjuntivo, aunado a una Tegen~ 

Tación y TetTacción de .los vasos (2). 

Los mecanismos que inducen la apaTición de ciTrosis son 

mGltipfos: el alcohol o la hepatitis viral pueden seT cirrógenos 

por una lesión hepatocelular pTimaTia; sea ésta cTónica, aguda o 

persistente debido a una obstrucción a nivel biliaT, portal o i~ 

cluso supTahepático. Debido a ésto, podemos decir que es neces~ 

ria la unión de tTes procesos para producir una cirTosis: 

1) Una al teraci-6n hepatocelulaT constante a paTtiT de un 
ev~nto o lesión pTimaria. 



-2-

2) Una reacción mesenquimatosa 

_3) Una regeneración parenquimatosa. 

El primer proceso es imprescindible para el desarrollo de 

una cirrosis, aunque aparezca en algón momento no conocido de la 

evolución de la enfermedad (3,4}. 

El hígado normal solo tiene unas cuantas fibras reticula

res formando el espacio de Disse, por lo que toda lesión del he

patocito incrementa el tejido conjuntivo en el espacio porta y 

alrededor del lobulillo, observándose además un aumento de célu-

las "inflamatorias" (linfocitos, plasmocitos, fibroblastos, cél~ 

las de Kupffer y polimorfonucleares). Esta fibrogénesis y la 

multiplicación celular constituyen ·la llamada reacción mesenqui

matosa. 

Por otra parte, la destrucción del parénquima celular pr~ 

duce colapsos parenquimatosos lo cual conduce a mayor fibrosis, 

pudiendo afectar a una sola lámina parenquimatosa o a amplias z~ 

nas d;l hígado. 

A nivel del espacio porta, l~ alteración inicial consiste 

en una proliferación fibroblástica y linfoidea con una neoforma

ción de fibras colágenas las cuales a medida que la cirrosis pr~ 

gresa rodean a las células hepáticas constituyendo un nódulo (5). 

1.1 INCIDENCIA 

Entre las complicaciones del alcoholismo, la cirrosis ocu 
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pa un lugar especial en vista de la severidad de la enfermedad 

y el nómero de pacientes implicados (6), Estudios estadísticos 

indican ·que en 1íreas urbanas de Estados Unidos, la cirrosis he

pática es la cuarta causa de muerte en individuos jóvenes y 

adultos; además, la relaci6n entre cirrosis y alcoholismo es di 

recta observándose cambios paralelos en los índices de muerte Y 

consumo de alcohol (7 ,8,9;9.2l .• 

Así, el consumo de alcohol en un rango de 160g por día 

de 6 a 10 años presenta una incidencia de cirrosis del 8\, la 

cuál aumenta a 21\ después de 11 a 15 afios de ingesta. Por 

otra parte, si el consumo es mayor de 180g por dia durante m!fs 

de 15 afios la incidencia alcanzada es del 51\ (8). Es claro que 

la incidencia del dafio en el hígado aumenta con la cantidad y 

duración del consumo de alcohol; sin embargo, ésta no es la óni

ca causa que produce cirrosis (7,8), uno de los factores princi 

pales y a6n no bien conocido es la susceptibilidad del individuo 

tal ve" determinada genéticamente. Existen otros factores como 

una nutrici6n deficiente, el posible papel de componentes no al 

coh6licos de las bebidas consumidas y las hepatotoxinas presen

tes en estos individuos son quizás importantes, pero su papel 

real aón no se encuentra bien establecido (6). 

Dentro de la epidemiología de la cirrosis (10), se ha e~ 

contrado que la incidencia varía no solo de país a país, sino 

entre grupos étnicos de la misma zona geográfica, encontrándose 

tambiéri que existe una mayor susceptibilidad en el sexo femeni-



-4 -

no en cunnto al des-arrolió 'dé-la- cirrosis bajo las mismas con

-diciones de ingesú; alcoh6iica'úú: 

l.2 PATOLOGIA 

La Cirr6s~s -Alcoh6Üca tambHn Úamada _Cirrosis de Lae!!_ 

nec, está caracterizada cHnica y bioHlgicamente por un cuadro 

de insuficiencia hepatocelular; his_tol6gicamente por s_ig~os de 

necrosis. inflamaci6n y fibrosis-, as! como de una es tea tos is. 

-casi siempre previas a que el estado cirr6Üco _ es'té todavía 

constituido (12, 13).· 

La insuficiencia hepatocelular y todos los síntomas o 

·manifestaciones que la acompañan son debidos a una destrucci6n 

o inhiqici6n funcional de una cantidad importante de tejido he

pático. Se calcula que del 33 al 66\ de los cirr6ticos mueren 

·esencialmente de insuficiencia hepatocelular. 

Este cuadro puede presentarse de dos formas evolutivas 

diferentes: aguda y crónica. 

Évoluci6n Aguda. En ésta existen varios factore!Ccle;en~ -

cadenantes de origen "ex6geno" que descompensan éi-equi~{~'~i'¿-c---~- -

normal como pueden ser: 

- Accidentes causantes de una isquemia hepática, como h~
morragias digestivas, epistaxis, "shock" y colap-~o ·de 
cualquier origen. 

Infecciones, principalmente intestinales con síndrome 
enteroperitoneal. 
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- Desequilibrios volémicos e hidroelectrolíticos bruscos. 
- Hepatitis virales sübitas. 

Evolución Crónica. Sus causas son menos evidentes e in-
cluyen·: 

- Persistencia de la causa de la lesiGn celular por intoxi 
cación alcohólica. 

- Estructura del nódulo cirrótico con vascularización im
perfecta e insuficiente. 

- Existencia de un proceso "autoperpetuado", propio de la 
cirrosis (5). 

Necrosis. El hígado con su enorme nümero de enzimas y 

funciones metab6licas, es vulnerable a toda clase de ataques tóxi 

cos o microbiol6gicos. Las causas más importantes de necrosis h~ 

pática aguda son la hepatitis por virus y las acciones t6xicas 

de productos químicos y drogas (1). Cuando el hígado graso está 

acompañado por cirrosis la incidencia de la necrosis es mayor, 

por lo que la destrucción estructural del hígado es más pronun

ciada (14, 15). 

El aspecto más ·típico de la necrosis celular·debida al 

alcohol es el cuerpo hialino de Mallory, constituido por acamulos 

cosin6filos intracitoplasmáticos, perinucleares, de forma irreg~ 

lar, de tamaño variable, ünicos o mültiples los cuales al parecer 

se hallan constituidos de mucoprotcínas semejantes a la queratina. 

Inflamación. La reacción inflamatoria es una infiltración 

leucocitaria de los espacios portas del 16bulo, algunas veces con 

a_cümulos delimitando el emplazamiento de pequeños lugares necró

ticos intralobulares. La particularidad de este infiltraóo 1nfl~ 

matorio es que existe una importante proporción de polinucleares 
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neutr6filos en sus inicios. 

La· intensidad r\e esta infiltración, adquiere .algunas v.e-
·. ; :-. . ~-> :_" .. · :_ . 

ces aspectos verdaderamente leucémoides. En un.estadía más· ta!. 

d1o de la evolución, las cl!lulas predominantes son ·Únfocitos ,. 

plasmocitos y macrófagos. 

Fibrosis. El tejido fibroso proviene de la proliferación 

fibroblástica activa y no es una simple condensación del estro

ma en colapso; se caracteriza por una esteatosis que puede ser 

severa y en muchos casos es visible en los hepatocitos la sus

tancia hialina alcohólica. 

A medida 0que evoluciona la enfermedad, el hígado se hace 

cada vez más pequeño, hasta constituir un órgano fibrótico que 

muchas veces pesa menos de 1200g. Cuando se acumula el tejido 

fibroso, desaparece la grasa; por lo tanto, el hígado adopta e~ 

lor cada vez más pardo, desapareciendo la sustancia hialina al

cohólica característica de la necrosis celular (1,5). 

1.3 POSIBLES EVOLUCLONES 

La mayoría de signos y síntomas en la cirrosis dependen 

de tres factores: 

1) Disminución de la capacidad funcional del hígado 

2) Alteraciones en el tamaño del hígado 

3) Au~ento de la presión en el sistema porta. 

1) Un factor comün en la cirrosis es la anemia que puede 0rigi-
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narse a partir de una'pr.oducci6n .disminuida de eritrocitos o un 

incremento en· la destr.ucci6n .de los mismos, probablemente rela

cionad·a a hiperespleriísmo. El sangr'ado gastrointestinal debido 

a la ruptura de várices puede conducir a una anemia cr6nica por 

deficiencia de hierro (2). 

La anemia megaloblástica puede producirse por una dieta inade

cuada .de ácido fólico y menos frecuente de vitamina B12 , o debi 

do a una alteración en su absorción (16). Muchos pacientes con 

cirrosis tienen una tendencia para retener sodio y agua, atri

buible solo en parte al hiperaldosterismo secundario (17). 

La leucocitosis con polimorfonucleares, hipoalbulinemia, hipo

coagulación,la ictericia con colestasis (aumento del coleste

rol y las fosfatasas alcalinas), son muy frecuentes; bilirrubina, 

transaminasas y fibrin6geno elevados son otras anomalías bioló· 

gicas (5) • 

2) El hígado en el alcohólico crónico puede adquirir grandes pr~ 

porciones por la acumulación progresiva de grasa, el órgano au

menta de volumen y se torna cada vez más amarillo hasta que, en 

casos extremos llega a pesar de S a 6 Kg. Frecuentemente se 

acompaña de cicatrización y a medida que la lesión evoluciona el 

hígado disminuye de volum~.1 gradual pero progresivamente y se 

vuelve finamente nodular hasta adoptar el aspecto clásico llam~ 

do claveteado; presenta color amarillo anaranjado con cicatriz~ 

ción difusa· y se constituye un órgano fibrótico que pesa poco m~ 

nos de 1200g (1). 
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3) La fisiopatologia de la hipert~nsión portal, la ·retención 

de flu'ido y la ascitis están in~errelaciÍln~clas(llÍ); 

La hipertensión portal es una consecuencia• ca.si !cC>~~:~a'~t~ del 

cambio arquitectónico de.l hígado cirrótifo'..:'°' ;: ti,).· 
Cuando se desarrolla hipertensión po~t~l;·~iJ:'~~o~~~~~ :~e una, 

serie de cambios, entre los cuáles ·~ay·ir'~·~ '.c¡t'~':/~~:~.°'.~~!1\i.rian: 
,,_,.·.-_, 

a) Ascitis t·~li~::~-~~/ -
b) Formaeión de vfas v~mosas colat:Ei'rales;;/;:c: •... , .'"'·, . 

•' .. -:~~1)'=- ;;·- ·- ·.· ._:_\: :.·_;,f·~~}--: = ~- ~;_C:. _·o_' 

c) Esplenomegalia 

En una serie de pacientes con cirrosis, .'ei ·4·¿,·:·~resentaron asci 

tis, 23\ hemorragia gastrointestinal a ·c~nse~uencia de vías ve

nosas colaterales anómalas, 18\ signos y.síntomas de insuficie~ 

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

l. 4 TRATAMIENTO 

El tratamiento de cirrosis alcohólica requiere de esfue~ 

zos para. detener la progresión del daño al hígado y para manejar 

sus complicaciones como sangrado, encefalopatía hepática, asci

tis, anemia, síndrome hepatorrenal y malignidad hepática prima

ria. 

La abstención racional del consumo de alcohol y la inge~ 

ta de una dieta nutritiva han sido discutidas en relación al d~ 

ño del hígado en ingestas agudas de alcohol donde estos paráme

tros fueron evaluados en su capacidad para d~tener e invertir el 
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daño hepático (18). 

El uso de drogas espei:íficas, como esteroides anabólicos, 

fueron eficaces en algunos casos (20,21). La administración de 

prednisona incrementó el intervalo de muerte en pacientes con 

cirrosis alcohólica si presentaban ascitis (22). 

El tratamiento de las formas graves es aleatorio, y tie

ne bases empíricas, con la asociación de antibióticos antibact~ 

rianos, antituberculosos, corticoides, anabólicos a dosis elev~ 

das, con un aporte de vitaminas B1 , B6 , B12 y ácido fólico con 

un efecto favorable en un cierto namero de casos (23), 

Estudios de cirrosis hepática experimental inducida en 

ratas con tetracloruro de carbono para evaluar al mebendazol 

como un fármaco alternativo en el tratamiento de esta enfermedad 

demostraron una inhibición de la secreción y depósito de fibras 

de colágena en el hígado, comprobándose a su vez, que el meben" 

dazol no produce alteraciones bioquímicas o morfológicas en di

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

El tejido conjuntivo prÍlpor;c:ioni la mátriz de soporte. d·e 

casi todos los órganos del C:u~~po)ViEs~á~cilri.~i:ituido por una P2 

blaci6n característica de'..c~i~l:~~\S~~e.á'daf p'..J/,Úbras y mate

rial amorfo o substancia. bti:;G4;;I·~'j]¡5\;~{¡;;¡;~ ~~Ún formadas por 
·\~ .. -'< '!·.· .. ·.: . 

colágena y elastina. y la substáricia ,;~;a.1 ·consiste. primordial
;:~_-::~," 

mente de proteinglicanos:-

Las células dei tejido conjúntivo-puede dividirse en 2 

grandes poblaciones: las células residentes derivadas del mesé~ 

quima y las células inmigrantes que aparecen de manera transit2 

ria en el tejido conjuntivo (25), 

2. 1 ELASTINA 

La elastina es el componente principal de las fibras -

elásticas y se encuentra en todos los órganos del cuerpo, sie~ 

do particularmente abundante en los tejidos elásticos, La ela1 

tina es ~intetizada como un precursor soluble de 70 000 a 75 000 

daltones (Tropoelastina), formada de una sola cadena polipeptí

dica de aproximadamente 800 residuos. 

La tropoelastina es sintetizadd por la traducción de ARN 

mensajero correspondiente en los ribosomas del retículo endoplá1 

mico rugoso y se estructura en el espacio extracelular en for

mi1 de fibras a través de su interacción con glicoproteínas micr2 
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fibrilares y otros componentes de la matii~ extracelular (26, 

27). 

2,2 PROTEINGLICANOS 

Los proteinglicanos son polisacáridos unidos covalente

mente por una proteína central y presentan características de 

polianiones por lo que se tiñen con colorantes bas6filos conve~ 

cionales. El análisis estructural de los proteinglicanos ha 

sido difícil debido a la heterogeneidad de estas moléculas. 

Los proteinglicanos son generalmente sintetizados y se

cretados por células derivadas del mesénquima y tienen una tasa 

de recambio más elevada que otras proteínas matriciales·,. tantee 

durante el crecimiento como en la etapa a<lulta. 

Se h<i descrito que los proteinglicanos interactíian ele!:_· 

trostáticamente con una gran variedad de moléculas cati6nicas 

Y, a través de tal interacción participan en el transporte de 

electrolitos y agua (25). 

2. 3 , FIBRONECTINA 

La fibronectina es una proteína presente en la matriz 

intersticial, en la membrana basal, en el plasma y en otros 

fluídos del cuerpo. La molécula de fibronectina es un heterodi 

mero con subunidades de un peso molecular de 210,000 y 240,000 

daltones unidas cerca del extremo carboxilo terminal por enla-
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ces disuifuTo. 

La fibTonect'ina pTomueve la. adhes.i6n de muchos tipos .de· 

células a difeTentes sustTatos ·~in ~vi Úo"; v.·. gr.:· gelatina, .poT 

lo que se considera que· "in vivo!1 pro~~~~é: ia :adhesión de célu 

lns a colágena. La fibToné~~i~a i~~~'¡'\;{~~e también en ln adh!:, 

si6n de algunas células. a ÚbfÍha..:'y;,?:qu~,puede unirse covalen

temente al coáguló ~,O~.i{p¡:¡Tú~i¡facidn de la transaminasa glu

t&mica plasmática (28)';'c~'.;' " >f. · 

2. 4 COLAGENA:. 

La· ~oldgena és la pr~teínamás ab~ndante. de ~os té]idos 

conjuntivos y paTticipa en una gran vaTiedad dé funciones méc! 

nicas y estTucturales {29 ,30). 

La colágena es una pToteína constituida por tTes cadenas 

polipeptidicas denominadas cadena o, cada una de estas cadenas 

adopta una estTUCtUT.a helicoidal que giTa hacia la izquieTda 

. con apToximadamente tres aminoácidos por vuelta. A su vez, las 

tres ca'denas helicoidales giran hacia la derecha dando origen 

a una estTuctura super-helicoidal más compleja. 

La uni6n de las tres cadenas forma una molécula parecida 

a un "rollo" con apToi<imadamente 1.4 nm de diámetro. Cada cad!;. 

na a contiene aproximadamente 1050 aminoácidos, con un peso mo

leculaT apToximado de 100,000 daltones y una longitud de 300 nm, 

VeT figuTa l, (30, 31). 



Figura. 1 

ESTRUCTURA PERIODICA DE LA FIBRA DE COLAGENA 

• 1. 

---Tsoonm-
... -.. 

' 
' ... -, 

-GLY-X-Y-GLX-X-Y-GLX-X-Y-

FIBRA 

FIBRILLA 

MOLECULA 

TRIPLE HELICE 

CADENA ALFA 

SECUENCIA DE 
AMINOACIOOS 

( Trelatad. R. Mundo Científico. 
1•28, 7. 1981 l 
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Un análisis de la composici6n de aminoácidos de una pre

paración de tropocolágena pura obtenida de piel humana, muestra 

varia' caracteristicas sobresalientes (32) : 

1) Un contenido alto de glicina (33\), alanina (12\) y 
prolina (13\). 

2) Bajo contenido de cisteina y tirosina· 

3) Ausencia de triptofano 

4) Presencia de hidroxilisina (6\) e hidroxiprolina 
(9-lH). 

La f6rmula molecular de una cadena a es representada como 

(Gly - X - Y) 333 , donde la naturaleza de estos componentes más 

frecuentes son: Glicina-Prolina-Hidroxiprolina- , explican las 

cualidades de rigidez y estabilidad de la molécula, cualidades 

que son naturalmente la base de la duración de los tejidos ricos 

en colágena (los acoplamientos estereoquímicos debido a la es

tructura cíclica de la prolina y de la hidroxiprolina, y la_nat!!_ 

·raleza compacta de la glicina, son los que proporcionan la rigi

dez de la triple hélice) (30,33,34). 

El grupo hidroxilo de la hidroxiprolina permite el esta

blecimiento de puentes-de hidrógeno (enlaces químicos débiles) 

entre las cadenas a que constituyen la triple hélice. La moléc~ 

la de colágena debe pues su estabilidad en gran parte al grupo 

hidroxilo de la hidroxiprolina (30). 

La h-idroxilisina puede ser glicosi lada por aclid6n de ga

lactosa y glucosa, generando residuos glucosil-galactosil-hidro-
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xilisina. Estas reacciones son catalizadas por la glucosil y 

galactosil transferasas; la galactosil-transferasa ha sido pa~ 

cialmente purificada, y la glucosil-transferasa ha sido aisla

da de un homogenado proteínico (33). 

Aunque todas las colágenas tienen propiedades comunes, 

cada tipo de colágena es genéticamente distinta,está caracteri 

zada por su composición química, propiedades funcionales, int~ 

racción con otras macromoléculas, patología, morfología y dis

tribución (35). 

TIPOS DE COLAGENA 

Colágena tipo I. Fue la primera colágena identificada. y .la 

más abundante, siendo el principal componente estructural de 

piel, tendón y hueso. 

Colágena tipo II. Es la principal proteína estructural del 

cartílago, está formada de tres cadenas polipeptídicas idé~ 

ticas. Se ha encontrado también en el humor vítreo y la r~ 

tina. 

Colágena tipo III. Fue originalmente detectada en piel~Je

tal, donde es particularmente abundante; también se le encue~ 

tra en bazo, pulmón, atero y tejido conjuntivo reticular. 

Colágena tipo IV. Es específica de membranas basales las 

cuales son estructuras extracelulares; se localiza rodeando 

mdsculos, nervios y grasa. Presenta dominios globulares que 
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no son. eliminados _durante el "procesarnlent.ci extÚcelular de 
'--o-._ ;:f;':_·O··--·, '" 

la proteína. 

Colágena tipo V, Se asemeja- a l¡is- colágenas intersticiales·. 

La presencia de un dominio no helicoldal a lo largo de la 

molécula, la hace susceptible a un· at.aque por· proteasas tal 

corno la pepsina. Este tipo de colágena se ha localizado en 

membranas sinoviales (36), hueso, cartílago y alrededor de 

las células de músculo liso. 

Colágena tipo VI. Tiene una estructúra molecular· única, se 

encuentra como microfibrillas en ei intersticio del tejido 

conjuntivo. 

Col!ígcna tipo VII, Es llamada también corno c~lág'ei)a "d1(·¿~ 

den~ grande"' es solubilizada por digesti6n con 1lr?teasas' 

está formada por e"tructuras diméricas en antiparale.10;- · 

Colágena tipo VII l. Conocida corno colágena EC, aún no se 

encuentra del todo caracterizada. 

Colágena tipo IX. Llamada también colágena tipo M o coláge

na HMw - LMW, es un constituyente menor de las colágenas de 

cartílago. Al igual que colágena tipo VIII, no está lo su

ficientemente caracterizada. 

Colágena tipo X. Conocida como cadena corta o tipo G, es el 

mayor producto del cultivo de condrocitos y de regiones cal

cificadas de cartílago. Ver tabla 1, (37) • 
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2.4.1 BIOSINTESIS 

La síntesis de esta proteína 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 biosíntesis y secreción de esta proteína es

tructural, la cual se distingue de otras debido a que sufre un 

gran número de modificaciones postraduccionalcs, poco comunes 

en otras proteínas. 

Los diferentes pasos involucrados en la síntesis de col! 

gena se puede dividir en: 

Al Eventos Intracelulares.- El primer paso en la forma

ci6n de la cadena polipeptídica es la transcripci6n y traduc

ci6n de los ARN mensajeros que codifican para colágena, los 

cualc~ se unen a los polisomas unidos al retículo endo0 lásmico 

rugoso (RER) de la c~lula, con las cadenas nacientes vcctorial

mente orientadas hacia la cisterna de este organelo subcelular. 

La incorporaci6n de aminoácidos en las cadenas nacientes vía 

ARN de transferencia, procede por los mecanismos comunes de la 

síntesis de proteínas, con la excepción de hidroxiprolina e 

hidroxilisina, los cuales se derivan ·por la hidroxilación 

enzimftica de residuos específicos de prolina y lisina durante 

el crecimiento de la cadena polipcptídica. 
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·Estos eventos, así como la adici6n de az1lcares (glucosa, 

galactosa, etc.)°y la formaci6n de puentes disulfuro se llevan 

a cabo en ia·s cisternas y aparato de Golgi. El prec:ursor bio

sint6tico. de la cÓlágena extracelular se conoce como procoláge-

na. 

B) Eventos Extracelulares.- Existen enzimas que trans-

forman la mol6cula de procolágena, denominadas procolágena 

peptidasas, que inciden en los extremos amino y carboxilo ter

minales generando tropocolágena, que contiene telop@ptidos con 

peso molecular de 300,000 dnltoncs. Las moléculas de tropoco

lágena se agregan en el espacio extracelular y se unen covalen

tement" entre si a través de condensacionés ald6licas (aldehi-

dos derivados de residuos de lisina) formando fibras durante la 

fibrilogcncsis (32). 

Z.4.2 COLAGENASAS 

Las colagenasas son proteinasas neutras específicas, las 

cuales inician el rompimiento _d_e fibr_as_ de colágena nativa por 

desdoblamiento de un sitio único. El dep6sito y lisis de colág~ 

na juegan un papel importante en una variedad de condiciones no!. 

males y patológicas incluyendo r.emodclaci6n tisular e inflama

ción crónica (38), 

' '" .. · ' 

La interferencia farmaca.Í.6gica. específica con el metabo-
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bolismo de colágena está relacionada a varios eventos caracte

rísticos de la sínt~sis, secreción, maduración y degradación 

de esta proteína. 

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 de largo de la molécula a par

tir del amino terminal, dividiendo así la molécula 

en dos fragmentos. 

2) Las colagenasas de origen bacteriano, atacan lamo

lécula de colágena en sus partes terminales reducie~ 

do ésta a pequeños fragmentos. (391. 

2.4.3 METABOLISMO 

La degradación de la colágena en condiciones fisiológi

cas y patológicas es--el resultado de la acción de una enzima 

altamente específica: la colagcnasa, aunada a una posterior pa~ 

ticipación de otras proteasas. La actividad colagcnolítica es 

el resultado de la síntesis, secreción, activación e inhibición 

de esta enzima (Gross, 19761 (40}. 

Las enfermedades hereditarias del metabolismo.de la col! 

gena ya sea por alteración en la síntesis o degradación, están 

clasificadas en cuatro categorías: 
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1) Anormalidades genéticas en el DNA que codifica para 
procolágcna. 

2) Defectos a niv.el de transcripción o traducción del 
RNAm para procolágena. 

3) Falla parcial o total de las modificaciones post-tr~ 
duccionales intra o extracelularcs de la procolágena. 

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

En cuanto a las enfermedades adquiridas, estas pueden 

resultar de anormalidades en la respuesta inmune celular con

tra colágena. El equilibrio entre el rango de síntesis y ~e

gradación de colágena determina el depósito neto de esta pro

teína; así, la cstimulación controlada de la actjvidad de co

lagenasa o clastasa en los mamíferos debería ser de importan' 

cia vital en el resultado final de las enfermedades fibrosan-

tes (39). 

2.4.4 PAPEL DE LA COLAGENA EN CIRROSIS. 

En la cirrosis el contenido de colágena en el hígado se 

encuentra siete veces por arriba de lo normal. Macroscópica

rnente la superficie del hígado que en condición normal es lisa, 

se torna en nódulos gruesos rodeados de grandes bandas de col! 

gena. 

llurantc la evolución de la cirros.is, la colágena es de

positada en exceso en el tracto.portal:y/ci alrededor de la vena 
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central inicialmente. Después abarca todo el 16bulo del hígndo 

uniendo estas estructuras y comprometiendo con ello la funci6n 

del hepatocito impidiendo el paso de componentes del plasma a 

estas células y viceversa (39), 
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3. ASPECTOS INMUNOLOGICOS 

3.1 LOS MACROFAGOS 

Los macr6fagos fueron reconocidos corno c@lulas defenso

ras del organismo frente a las agresiones bacterianas, por 

Metchnikoff en 1901. Su origen es punto de debate y no está 

del todo aclarado, se acepta que sus precursores se encuentran 

en m@dula ósea dando lugar a los monocitos sanguíneos, los CU!!_ 

les al llegar a los tejidos y entrar en actividad fagocitica 

se convierten en macrófagos (41,42). Estos pueden existir en 

diferentes estadios de activación, variando su capacidad seer! 

toria, su actividad oxidativa en respuesta a estímulos, y su 

habilidad citot6xica. 

Los macrófagos son influenciados por una gran variedad 

de factores in vivo, y pueden ser modulados por sustancias t!!_ 

les· como los lipopolisacáridos y el interferón gamma (43). 

3.1.1 FAGOCITOSIS 

Los macr6fagos son entidades celulares altamente especi~ 

lizadas para llevar a cabo la función de ingestión y destrucción 

de partículas mediante el proceso de la fa~ocitosis, que requi! 

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

Durante la fagocitosis, las partículas que están ligadas 

a los recriptorcs de la membrana celular, son introducidas (vol-



-24-

TARL¡\ U 

PRODUCTOS DE SECRECION DE LOS FAGOCITOS MONONUCLEARES (44) 

Hormonas Polipeptidicas: 

- Interleucina 1-a y 1-8 (lL-1) 
- lntcrfer6n-a e lnterfer6n - y 
- Factores de crecimiento de fibroblastos 
- Factores activadores de fibroblastos 

Componentes del Complemento (C): 

- Vía clásica; Cl, C4, CZ, C3, CS 
- Vía alterna: Factor R, Factor O, Properdina 

Fragmentos activos generados por proteasas 
de macrófagos: CJa, C3b, CSa, Rb 

Factores de Coagulaci6n: 

- Via intrinseca: IX, X, V, Protrombina 
Via extrínseca: VII 

Otras Enzimas: 

Proteasas neutras: activador del Plasmin6geno, Elas
tasa, Colagenasas,convertasa de Angiotensina, otras. 

- Lipasas: Lipasa lipoproteína, Fosfolipasa A2 
Glucosaminidasa: Lisozima 

- Hidrolasas ácidas lisosomales: Proteasas, Lipasas 
(deoxi) ribonucleasas, Fosfatasas, Glicosidasas, Sul
fatasa~. 

Deaminasa: Arginasa 

continúa .. 
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-continuaci6n-

TABLA 11 

PRODUCTOS DE SECRECION DE LOS FAGOCITOS MONONUCLEARES (44) 

lnhibidores de Enzimas y Citocinas: 

Inhibidores de proteasas: a-2-macroglobulina, a-1-

antiproteasa, Inhibidores de activador de plasmin6geno, 
Inhibidores de plasmina, Inhibidor de colagenasa. 

- Inhibidor de fosfolipasa: Lip~modulina (macrocortina} 
- Inhibidores de lL-1 

Proteínas de Matriz Extracelular o Adhesi6n Celular: 

- Fibronectina 
- Proteína de enlace-gelatina de 95 kD 

Lípidos Bioactivos: 

- Productos de ciclo-oxigennsa: Prostaglandina E2 
(PGE2}, Prostaglandina F2a, Prostaciclina, Tromboxano. 

- Productos de lipoxigenasa: Acido monohidroxi-eicosate
traenoico, Acido dihidroxi-eicosatetranoico, Leucotrie· 
nos B4, C. D. E. 
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viéndose un fagosoma o vacuola fagocitica) y finalmente son di 

geridas (_después de. la fusión del fagosoma con el lisosoma). 

La penetración de partículas ligadas a receptores Fc·o 

a receptores inespecíficos parece estar controlada por microfi 

lamentos citoplásmicos y requiere de energía para llevarse a 

cabo (46). 

3.1.2 QUIMIOTAXIS 

Los monoci tos y los macr6fagos son cé~ulas. móviles "con 

un desplazamiento semejante a las aniibas.· y por tan.to con la 

capacidad de migrar a través de los t_~jido_s; ~' Esta migración 

puede ser aleatoria o con una dirección muy _precisa hacia al

gan estímulo químico, en cuyo caso es conocida con el nombre 

de quimiotaxis. 

La quimiotaxis requiere de energía y es iniciada por el 

contacto de la membrana celular con compuestos quimiotácticos 

específicos. Estos inducen una mayor producción de energía 

por la w1uc6lisis y la motilidad posterior, la cull al parecer 

depende de la formación de miofilamentos al igual que la poli

merización de la actina (.46). La movilidad puede sin cmhargo 

ser espontAnea, esto es, sin necesitar de ningdn estimulo es

pecifico. Se ha demostrado que los macrófagos poseen esta ca

pacidad. 

La participación de los microtdbulos en la quimiotaxis 
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es aún debatida debido a hallazgos contradictorios (47,48), 

los microfilamentos por otra.parte estd plenamente demostrado 

que sí intervienen en esta actividad, 

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

La regulaci6n de la rc~~uesta inmune contra un antigeno, 

constituye un proceso complicado que involucra interacciones de 

los macr6fagos, linfocitos By las subclases de linfocitos T •. 

Los macr6fagos desempeñan un papel central en la inhibl 

ci6n y la regulaci6n de la respuesta inmunitaria "in vivo" e 

"in vitro", como son: 

AJ Aumento de la respuesta por anticuerpos 

BJ Aumento de la inmunidad mediada por células 

CJ 'Los mecanismos mediante los cuales se produce el 
aumento de las respuestas de linfocitos debido a 
los macr6fagos son: 

l. Procesamiento y presentaci6n de los antigenos 
Z. Generaci6n de linfocitos T cooperadores 
3. Factores ••activantes de linfocitos" 
4. Activaci6n estimulada por los mit6genos y por el 

cultivo de linfocitos mixtos 
S. Supresi6n por los macr6fagos de las respuestas 

de los linfocitos. 

Para llevar a cabo estas actividades se requiere de vi~ 

bilidad de las células linfoideas, así como de requerimientos 
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genéticos para la interacci6n de rnacr6fagos-linfocitos. 

Los macr6f.agos además I'u'eden 1 iberar toda una p. ama de 

enzimas hidrol1ticas que contribuyen a los procesos inflarnato· 

rios, en particular a los cr6nicos; Estas enzimas liberadas 

pueden ser entre o'tras hidrolasas ácidas (ca tensinas, hialurci· 

nidasas), colagenasas y el activador de ¡>lasrninógeno (46). 

Además, los macrófa$lOS intervienen en la liberación de · ·· 

enzimas lisosornales corno:. protéasas, RNAasas ,DNAasas',• li)lasas ... , 

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

3.3 POSIBLE PAPEL INMUNOLOGICO EN LA CIRROSIS HEPATICA 

El alcohol y su metabolito mayor el acetaldehido son 

moléculas muy pequefias para ser inmunógenos. Alp.unas evoluci~ 

nes clínicas son atribuibles a disturbios inmunes en pacientes 

con hepatitis crónica activa, cirrosis biliar primaria y lige· 
' 

ramente en cirrosis alcohólica. 

La inmunidad mediada por células está alterada, esto se 

comprob6 ·por una prueba in vi tro de la función celular supreso

ra y la relaci6n de célula cooperadora/sunresora, siendo estas 

anormalidades inespecificas ya que se encuentran en muchos de

s6rdenes clínicos y posiblemente refl'eje alteraciones sistétni· 

cas. La hiperglobulinemia no es rara en la cirr~sis alcohólica 

y su alteración más significativa es el incremento d.e IgA en 

suero; esto está relacionado con la ingesta de alcohol y el da· 
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ño en el hígado. 

Un estudio realizado en el King's College Hospital en 

Londres, sugiere que las mujeres jóvenes son mucho más suscep· 

tibles a hepatitis alcohólica y cirrosis que los hombres, y que 

estas pacientes presentan una alta incidencia de auto·anticuer 

pos antinucleares y anticuerpos anti-mGsculo liso. Además, 

pacientes con antígenos de histocompatibilidad HLA BB y DR3 

tienden a presentar una forma acelerada de daño en el hígado si 

se ingiere alcohol,a~n cuando estos datos no han sido confirma· 

dos (SO). 

El depósito de complejos inmunes en el glomérulo de pa· 

cientes con cirrosis alcohólica ha sido bien establecido (51). 

Este depósito incluye Cuerpos de Mallory, "los cuales son antig~ 

nos relacionados principalmente con la cirrosis de origen alco

hólico aunque su presencia no es específica de esta enfermedad 

(52) • 

Una característica histológica de enfermedad alcohólica 

de hígado es la presencia de cuernos de inclusión intracito· 

pl§smicos eosinofílicos hialinos (Cuerpos de Mallory) formados 

de filamentos intermedios, siendo ésta una evidencia que sugi~ 

re su acción como estímulo antigénico en la iniciación o perp~ 

tuación de daño al hígad0 alcohólico (SO). 
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4. PROPIEDADES DE ALGUNOS IMIDAZOLES. 

·tós derivados de imidazol han sido desarrollados recient~ 

mente como potentes agentes antiparasitarios, antineoplásicos, 

antimicóticos, inmunomoduladores,etc,y la mayoría de ellos mues

tran efectos sobre la respuesta inmune en humanos y animales. 

Sin embargo, se ha reportado que los efectos observados pueden 

ser completamente opuestos de un derivado a otro. 

Entre ellos, el levamiso~ ha sido el primer ar.ente inmun~ 

modulador químico en ser introducido en la práctiva clínica con 

bastante éxito (53). Las consecuencias inmunotoxicológicas del 

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

El tiabendazol ha sido sugerido como un adyuvante potencial 

en la terapia de cáncer (54,55), mientras que el nitidnzol mos

tró ser un potente inhibidor de la respuesta inmune celular, 

part~cularmente en la fase de inducción. La mayoría de los 

imidazoles como por ejemplo el ketoconazol, metronidazol y 

·miconazol (53, 56), se encontró que son inhibidores del metabo

lismo de drogas en el hígado. 

Las reacciones de hipersensibilidad son complicaciones co

munes en muchos agentes inmunomoduladores (57), muchos de éstos 

inducen reac·ciones no específicas como fiebre, escalofríos, male.§. 

tar e hipotensión. Estas reacciones se desarrollan al principio 

de la terapia inmunomoduladora, probablemente inducidas por 



interleucina-1, una monocina producida principalmente por ma

cr6fagos activados y conocida entre otros nombres como la su~ 

tancia pirogénica endógena. 

La inducci6n de reacciones especificas de hipersensibili 

dad por agentes inmunomodulantes es hipot~tica, aunque se han 

determinado niveles elevados de IgE en suero de pacientes tra

tados con levamis~l (58). 

4 .1 LEVAMISOL 

El cloruro de levamisol, es un polvo blanco cristalino 

estable, con· peso molecular de 240.75, soluble en agua e hidr~ 

li~able en solución alcalina (59). Presenta una vida media en 

el plasma humano de aproximadamente cuatro horas, es metaboli

zado en el hígado y eliminado totalmente del cuerpo en un lap· 

so· de dos :dias; siendo sus metabolitos excretados en orina· y 

una pcqucfia parte con las heces (60). 

El levamisol posee propiedades inmunoestimulatorias re

portadas por Renoux and Renoux (59,60). Sus propiedades inmu

nológicas confirman su· capacidad para disminuir el dafio de las 

funciones inmunes, por lo que se ha propuesto su uso como un 

"inmunonormalizador" potencial (61), su actividad incluye la 

regulaci6n mediada por c~lulas T. Cuando es administrado en 

enfermos inmunodísfuncionales, el levamisol es capaz de alte· · 

rar una gran variedad de funciones del macr6fago, por ejemnlo 
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disminuye la movilidad y la quimiotaxis de monocitos y neutró

filos '(62,63). 

4. 2 <;:ARBAMATO DE BENZIMIDAZOLE (CBZT'o l\IEBEf-lDAZOL. 

El mebendazol o (metil-N-(S-benzoil-2-benzimidazolii) 

carbamato) (Janssen Pharmacéutica), es un polvo amorfo amari

llento. Forma cris.tales a partir de ácido acético y metanol, 

es casi insoluble en agua, su 'solubilidad en dimetil sulfóxi

do es de 2.4 g/100 ml; y presenta punto de fusión de 288.SºC. 

Su peso molecular es de 295.30. 

Fórmula condensada:. 

Fórmula desarrollada: 

o 
("''1("~ 'y/'y-N~ O 
V ~N~NH-1¿-0CH3 

~ 
Uso terapéutico aceotado: como antihelmíntico de amplio 

espectro. El mebendazol es pobreme_n_te absorbido a partir. del 

tracto intestinal y la cantidad de mebendazole y sus metaboli

tos excretados por vía urinaria depende de la especie que se 

trate (ver Tabla III) •. 



-33-

TABLA III 

EXCRECION DE MEBEND;\ZOL .. Y METABOLITOS 

DOSIS TIEMPO DES-

ORAL PUES DEL T~ 

ESPECIE (mg/Kg) TAMIENTO. (HRSÍ 

RATA - 2.5 24 

10.0 o - 96 

o -_96 .-

PERRO 10;0' o - :96c _ · 

··-
CERDO _l.O 

EXCRECION 

'(\ DE DOSIS ADMINISTRADA) 

HECES ORINA TOTAL 

82.7 5.1 87.8 

85.6 5.8 91. 4 

92.1 12.6 104.7 
J 

9o.s 
-

0.9 91.4 
,----o-o·, ~-

:-45~64. 32-48 93-96 

(Departmen_t of drug meta
bol ism, Janssen Pharmaceu
tica). 

La absorción reportada en humanos varía entre 0.5 y ·1.oi 

(64) •: 
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El mebendazol en ratas, se eiccreta·casi sin·modificacio-
,. - . ~ !.. : : ;-. o .: "' 

nes en las heces •. Por el contrario, estudib's ·realizados en. 

humanos después de recibir una dosis oral dé 200 ing/dia por. 

·tres días demostraron que sf. existen modificiidones. Los ni· 

veles en plasma no excedieron de.30 ng de. CBZ/ml y 90 ng/ml de 

amino-derivado (65). En la orina se observó que son cuatro 

los metabolitos del mebendazol que se excretan: 

1) metil N-(5-benzoíl-2- benzimidazolil) carbamato. 

Z) 2-amino-5(6)-benzoilbenzimidazol. 

3) metil-5(6)(a-hidroxibenzil) benzimidazol-carbamato, 

4) 2-amíno-5(6)(a-hidroxibenzil)benzimidazol. 

Después de la administración oral de l.S g de CBZ a volurr 

tnrios en ayuno, sólo se encontr6 en plasma a concentraciones 

menores o iguales a· 5 ng/ml (66). 

Toxicología. Farmacológicamente, se ha demostrado que 

el m~bendazol es casi una sustancia inerte y en los modelos de 

toxicidad realizado~, no presenta efectos sobre el sistema ne!_ 

vioso central, ni efectos analgésicos, hipnóticos o anticonvu!_ 

sivos, '(Jansscn Pharmacéutica, 1972; Marsboom, 1973) (67). 

No obstante, existen otros parámetros no determinados, 

com9 sería el efecto de su administración crónica. 

El mebendazol comparte con otros derivados del benzimi

dazol la habilidad para enlazarse a tubulina y así inhibir el 

ensamble de los microtabulos (Hoebeke et al, 1976; Friedman 
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and·Platzer, 1978; Ireland et al, 1979) (67). De hecho es 

uno de los fármacos que pres~nta una mayor afinidad por estos 

elementos intracelulares (68) . y solamente es superado por 

fármacos con actividades francamente antirnit6ticas y por ende 

antiturnorales corno el nocodazole. 
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FUNDAMENTO DEL TEMA 

La causa m:is frecúente de que se produzca, la cirrosis 

hepática es la ingesta cróniéa de alcohol; otras causas son 

la hepatitis, la hemosiderosis y las reacciones. se~~n~a.rias 
a f!irmacos. El desarrollo de la cirrosis impl:i,ca·· neÚosis. c~. 

lular que posteriormente se transforma en ~ra.;.ie~ faep6si t~s 
de tejido fibroso dentro de la estrUctura .. d~i.:'hig~do;; ge'·. 

neralmen te dará por resultado al teraci.cines\~:fi,ha.:~iré~'láci6n 

hepática produciendo algunas de las lll~ni}:JEt~f~ri~s ~iiJ\icas 
de esta enfermedad. ~ -·::;; '.-o~";;.~cc';.~, 

.·.e·, 
-·-·-.,·'==> 

La dinámica de esta fibrosis implica~tanto 1'a síntesis 

y el depósito, así como una disminuci6n en' la ·degradación de 

la colágena hepática. Por lo tanto, cualquier f:irmaco que i~ 

cida de manera favorable en uno o varios de estos factores p~ 

dría coadyuvar a la mejor evolución de la enfermedad. 

En este plan se han ensayado varios compuestos entre 

.los cuales destaca la colchicina la cuál ha demostrado su efi 

cacia para mejorar el funcionamiento hepático, Sin embargo, 

esta mejoría funcional no necesariamente se acompaña de cam-

bios morfológicos que indiquen la resolución de la enfermedad(93). 

Recientemente se ha valorado un compuesto que es el Ca~ 

bamato de Benzimidazol (Mcbendazol) el cuál ha demostrado ser 

efectivo a nivel experimental en animales, observándose en al 

gunos casos de mejoría a nivel histológico de la fibrosis he-
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pática, quedando por aclarar el o los mecanismos por los CU!_ 

les se produce dicha mejorí~. Por tanto, creemos que es de 

gran ·inter6s el tratar de dilucidar el mecanismo de acción de 

este fármaco "antifibr6tico", pues esto lograría que se le 

diera un uso más racional y quizás pudiera ser utilizado en 

otras patologras que impliquen la presencia de fibrosís. 
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•, .. ·: 

La cirrosis hepática e's un p;\"d~~i11lien1:0 progresivo y 

crónico cuyas ~aracterísticas.son la ·necrosis hepatocelular y 

el posterior depósito de colágena en el intersticio hepático. 

Hasta la fecha no se conoce el mecanismo fisiopatológi

co íntimo por el cual se produce y mantiene esta enfermedad, 

aunque se ha demostrado en algunos casos que aún cuando se 

eliminen los supuestos agentes etiológicos la evolución del 

padecimiento continúa. En base a estas observaciones se ha 

postulado que existe una alteración a nivel inmunológico que 

"perpetúa" la destrucción del hepatocito (46). 

i.os datos que· apoyan la teoría inmunológica para "perp~ 

tuar" el daño hepático se apoya en diversas alteraciones ob

servadas en pacientes con cirrosis hepática como son: la pre-. 
sencia de anticuerpos dirigidos de las membranas de los hepa-

toci tos (46, 69, 70), alteración de la respuesta de células 

NK (71),, alteración de la distribución de subpoblación de li!!, 

focitos T (72), alteración de la distribución de linfocitos 

T/B (46), aumento de lg A (46,73), presencia de comolejos in

munes (74}, alteración de la respuesta de la hipersensibili

dad retardada (75), etc, 

El Carbamato de Benzimidazol (Mebendazol) ha sido ampli~ 

mente utilizado como antihelmíntico en tratamiento subagudos .. 
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Recientemente se ha ensayado como posible tratamiento 

en la cirrosis hepática experimental inducida en ratas con 

tetracloruro de carbono (76,77), habiEndose observado que su 

administración cr6nica produce: 

a) Aumento en el número de células mononucleares en 
el higado. 

b) Desaparición de los tabiques fibrosos de la cirr~ 
sis moderada y mejoría y adelgazamiento de estos 
tabiques en la cirrosis avanzada. 

e} Disminución en la sintesis de colágena hepática. 

El mebendazol posee como característica unirse con mu

cha afinidad a la tubulina, por lo que impide la polimeriza

ción de los microtúbulos, estructuras necesarias para la se-

creción y posterior depósito de la colágena. Sin embargo, 

la disminución de la secreción de colá~ena no explicaría por 

si misma la desaparición de la fibrosis ya establecida. 

Como este fármaco 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

da zol empleado crónicamente pudiera influir en el sistema iri~ 

mune. Esta hipótesis se apoya en la observación de un incre

mento en el número de cElulas mononucleares en el hígado de 

animales cirróticos tratados con mebendazol. 

La d~saparició~ de los tabiques fibrosos observado en 

la cirrosis.hepática tratada con mebendazol podría deberse 
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a un incremento de 1.a colag~nasá;· enzima específica encarga

da de la hidrólisis.de lá colágena. Algunas c~lulas del si~ 

tema inmune son capaces de producir esta enzima como son los 

monocitos, los macr6fagos. y células polimorfonucleares (79, 

80), así como factores que estimulan la producción de colag~ 

nasa por otras células (81). Otra posibilidad es un increme~ 

to en la capacidad fagocítica de algunas de estas células lo 

cuál se ha observado con el levamisol (82), 

Otro dato que favorece la posible acción del mebendazol 

sobre el sistema inmune,es que se ha demostrado que algunos 

compuestos semejantes como el ketoconasol presenta la caract~ 

rística de unirse ·a los receptores membranales para glucocor

ticoides, impidiendo la acci6n de estos y alterando por lo ta~ 

to la respuesta inmune, habiéndose identificado que la capacl 

dad para bloquear a dichos receptores se localiza en el ani

llo del ben z imidazo 1 (83) , 
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HIPOTESIS DE TRABAJO 

Debido a las similitudes que presenta el Mebendazol COJ!t 

parado con el Levamisol, se es.pera que produzca acciones pare 

cidas a éste sobre células del sistema inmune como: 

a) Aumento de la secreción de colagenasa en los ma
cr6fagos. 

b) Inducci6n de los macr6fagos para liberar factores 
que estimulen la producción de colagenasa en los 
fibroblastos. 

c) Aumento de la actividad fagoc!tica de los macr6-
fagos. 

De corroborarse todos estos factores en conjunto ayuda

rán a explicar la mejoria de la fibrosis observada en la Ci

rrosis Hepática Experimental. 
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OBJETIVOS DEL TRABAJO 

Con el prop6sito de evaluar las consi\Íeracione~ .plant_e!!_. 

das en nuestra hip6tesis de trabajo ,'se es't:~~l~~.i~r~:n l,os sic 

guientes objetivos: 

1) Estudiar el efecto de 
nonucleares. 

' . :::;~-~-.:;;~::;;5}' ~J· 

Mebendazci~' :~~:i·~~~eÍ-~s mo- . · 
::~ -,._ ,~;-;; ·:·~l:::~:·~: -.··:y:;¡. .. _,,<" 

- ;~-:7 __ :7,: -~,,;·;" • - '_:;;;~{:)/ ,_ 

2) Determinar la actividad de colágenas a .en:.~-:· 
a. Sobrenadante de células mononu~leá'r~; ~·s.t\m~-

ladas con mebendazol. 

b. Sobrenadante de fibroblastos estimulados con 
mebendazol. 

c. Cooperatividad entre ambas entidades celulares 
y mcbenda zo l. 

3) Medici6n de la migraci6n espontánea de células mo
nonuclcares en presencia de mebendazol. 

4) Estudiar el efecto del mebendazol sobre la capaci
dad fagocitica de las células mononuclearcs,asi como 
la estimulaci6n de su actividad secretora. 
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MATERIAL Y REAC!IVOS_ 

El material biolli¡:ico utilizado para la re;friitcÍ.61'1 dé 

este trabajo fué: 

REACTIVOS 

-Células mononucleares, obtenidas de sangre peri.f!hica 

de rata o humano. 

-Hacr6fagos de la linea celular J 774.1, de origen mu-

rino. (American Tissue Culture Colection) 

-Fibroblastos humanos de líneas establecidas. 

-Eritrocitos de carnero y/o oartículas de látex. 

-Ratas macho, de la cepa Sprague-Dawley. 

-Mebcndazol: metil-N-(S-benzoil-2-benzimidazolil) carba

ma to, "CBZ" donado por los Laboratorios Janssen Pharma

ceutic de México. 

-Col§gena radioactiva (tritio), obtenida en el laborato

rio. 

-Colagenasa bacteriana (Sigma). 

-Medio de Cultivo Dulbccco Modificado (D-MEM) (Gibco). 

-Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco). 

-Tripsina (Sigma) 

-Tris-l!Cl O.OS tt (Merck). 

-Acido ctilen-diamino tetraacético (EDTA) (Merck). 

-Acido Acético (Mcrck). 

-Metanol (Merck) 

-Fosfato de Sodio (Merck). 
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-Hidróxido ·de sodio 0-lcrck). 

-Histopaque-1077 (Sigma). 

-A~arosa (Sigma). 

-Dimetil-sulf6xido (DMSO) (Merck) 

-Soluci6n Bray 1 preparada en el laboratorio, 

-Reactivos; Fijador y Revelador ¡iara fotografia (Kodak), 

-Reactivos para Electroforesis: 

Poliacrilamida, Tris-l!Cl a l)H = 8.8 y nll • 6.8, Dode

cil sulfato de sodio (SDS), N,N,N' ,N'-tetrametileti

lendiamina (TEMED), Persulfato de amonio nara electro

foresis, Colorante azul de Coomassie, (Bio-Rad I.abora

tories) . 

Estos reaciivos fueron del mejor r.rado disponible, así 

como de diferentes fu~entes comerciales. 
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METO DOS 

1. PARAMETROS DESARROLLADOS 

l. Obtención de macr6fagos peritoneales de rata de·la cepa 

Sprague-Dawley. 

La obtención de los macrófapos en condiciones de esteri

lidad se llevó a cabo mediante la inyección de solución 

salina fria en la cavidad peritoneal de ratas y a las que 

se les dió masaje con el objeto de "desnrender" a los ma

crófagos en la solución. Después con una jeringa se sus

trajo la solución que contenía a los macrófa~os y se va

ció cuidadosamente en un tubo de ensayo, y se le adicionó 

medio D-MEM con SFB al 10\, Finalmente se contaron los 

macrófagos y fueron colocados en caja~ petri e incubados 

a 37ºC, con una atmósfera parcial de St de co2 y 80\ de 

humedad, en un incubador metabólico NAPCO. 

2. Obtención de macr6fagos de sangre periférica de rata. Bajo 

condiciones de esterilidad y con una jeringa que contenia 

heparina, se obtuvo sangre periférica de rata mediante pun

ción cardiaca, con el fin de obtener células mononuclearcs, 

utilizando nara ello la técnica de separación por gradien

tes con Ficoll"Hynaque. 

2.1 Preparación de Ficoll-Hypaque: 

a) Se \ttilizó Fic;oll 400 (Pharmacia) (Si¡:!ma 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 fria a 4 ºC; la disoluci6n se realizó . 
en el cuarto fr1o y se dej6 agitando durante 18 hrs. 

b) Se utilizó Hypaque que es Diatrizoato de sodio (Sigma 

S-4506); 15.SOg disueltos en 31 ml de agua destilada. 

- Se trabaj6 con 13 frascos de P.ypaque al so·.\ y de un 
catorceavo frasco se tomaron 21 ml, con objeto de te
ner 424 ml de Hypaque; a este volumen se le agregaron 
201 ml de agua destilada y se mezcló muy bien. Al fi
nal se tienen.625 ml de Hypaque que al mezclarlos con 
el Ficoll da una concentraci6n final del 33.9 \. 

e) Se adicionaron los 1500 ml del Ficoll a los 625 ml del 
Hypaque y se mezcl6 bien. 

d) Con un densitómetro se ajustó la densidad de la soluci6n 
a 1.076 - l.078, añadiendo agua destilada en cantidades 
pequefias. 

e) La soluci6n de Ficoll-Eypaque se esteriliz6 durante 10 

minutos a 10 lb de presión y 120 ºC. 

f) La soluci6n de Ficoll-Hypaque estéril se distribuy6 en 

frascos ·~mbar estériles y se refrigeraron hasta su uso. 

2.2 Utilizaci6n de la Soluci6n de Ficoll-Hypaque en la obtenci6n 

.de Macrófagos de sangre periflirica de rata: 

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

En tubos de ensayo estériles,. se adicionaron 3 ml d·e sol!!_ 
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ci6n de Ficoll-ttypaque y 6 ml de la mezcla de sangre 

~on medio Dulbccco, ~sta Gltima se adicionó lentamente. 

- Se centrifugaron los tubos a ZSOO - 3000 rpm/20 minutos. 

- Después de la centrifugación, con una pipeta Pasteur se 

aspir6 cuidadosamente la interfase opaca de la capa supe

rior de 0.5 cm, que contiene las células mononucleares. 

- La interfase opaca se transfiri6 cuidadosamente a un tubo 

estéril y se adicionaron 10 ml de medio Dulbecco, se agi

taron y se centrifugó a 2500 - 3000 rpm/10 minutos. 

" Se elirnin6 el sobrenadante, y el bot6n se resuspendi6 en 

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

tos. 

- Estos pasos se llevaron a cabo con el objeto de eliminar 

de esta capa, los residuos de Ficoll-Hypaque que son t6xi

c.os para las células. 

- Por l1ltimo el botón se resuspendió en medio D-MEM con SFB 

al 10\, quedando así las células mononucleares listas para 

su uso. 

3. Establecimiento y Propagación de Cultivos Celulares. 

3.1 Obtenci6n de Cultivos de Fibroblastos. 

Se llev6 a cabo mediante resiembras de lineas preestable

cidas en el ·laboratorio, con el fin de ser probados con 

los sobrcnadante~ de cllulas mononucleares estimuladas con 

mcbcndazol. 
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3. 2 Mantenimiento y Propagación del cultivo de macr6fagos de 

la linea celular murina J 774.1, de origen murino 

(American Tissue Culture Colection). 

Se .llev6 a cabo utilizando para ello medio D-MEM con SFB 

al 10\ y manteniendo las condiciones de cultivo de 37ºC, 

una atm6.sfera parcial de S\ de co2 y 80\ de humedad, en 

un incubador metabólico NAPCO. 

4. Purificación de Colágena de piel de rata. 

La extracción y purificación de colágena a partir de piel 

de Tata, se realizó de acuerdo al método de Gross (1958). 

Se fragmentó la piel lo más pequeño posible y se deslipi

dizó con cloroformo y etanol. Posteriormente se filtró la 

piel en gasa y para eliminar el cloroformo y el etanol se 

lav6 con leido acético O.S M varias veces. Se sometió a 

digestión con pepsina (lmg/ml) incubando a 4°C durante . 
72 horas con agitación constante. Después se centrifugó 

a 18000 rpm/30 minutos (rotor SS34) y el sobrenadante ob

tenido se precipitó con NaCl al S\ durante 24 horas. Inme

diatamente se volvió a centrifugar a 16000 rpm/40 minutos 

y el precipitado se resuspendi6 en Tris-HCl O.OSM y NaCl 

0.45M y se agitó a 4°C durante 48 horas. Se centrifu~ó a 

18000 rpm/30 minutos y el sobrenadante se precipitó nueva

mente con l.OM NaCl durante 24 horas a 4°C. Se centrifugó 

a 18000 rpm/30 minutos a 4°C y el precipitado obtenido se 

resuspendi6 en ácido ac~tico O.SM. Se Qializó nuevamente 
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contra buffer de Tris-HCl Q,OSM y NaCl l. 7M re;ilizando 

varios cambios del buffer dur;inte 24 horas, se centri

fugó a 18000 rpm/30 minutos y el sobrenadante se dializó 

contra Tris-HCl O,QSM y NaCl Z.7M. 

Se centrifugó nuevamente y el precipitado obtenido se resu~ 

pendió en ácido acético O.SM y se dializó posteriormente 

contra ácido acético Q,SM durante 48 horas. Con cambios 

cada 3 horas. Se centrifugó a 18000 rpm/60 minutos a 4°C 

para eliminar el material insoluble y después se liofilizó. 

Para determinar la pureza de la preparación de colágena, se 

tomaron 400µg de la colágena liofilizada y se resuspendie

ron en ~cido acético O. SM. Se tomó una alícuota apropiada 

para electroforesis en geles de poliacrilamida. Debido a 

que se observaron varias bandas por debajo de las cadenas 

alfa, se decidió repetir el proceso de purificación de la 

colágena, como se describi6 anteriormente. 

El material liofilizado se dializó contra ácido acético O.SM 

con cambios cada 24 horas durante 3 días. Posteriormente 

se dializó contra H20 destilada (2 cambios cada 12 horas) y 

nuevamente contra ácido ac~tico 0,0lM (3 cambios en 24 horas) 

y se centrifugó a 17000 rpm/60 minutos. 

Con el objeto de determinar la estabilidad y pureza de la 

col§gena obtenida, se realizaron incubaciones de la colige

na durante io horas, a 30°C y se realizó una electroforesis 

en geles de poliacrilamida. Una vez que se obtuvo el grado 

de pureza requerido para la colágena, se procedió a la ace
tilación de la misma (84). 
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5. Obtención de Colágena Radiactiva por Acetilaci6n con anhídri 

do acético Triti~do. Acetilaci6n de colágena (Lefeveye, Sl~ 

gers and Claeys, 1978). Se llev6 a cabo con 311-anhídrido 

acético (lOOmCi/mM) utilizando 205 mg de colágena dializada 

primero contra ácido acético 0,00SM durante 24 horas y des

pués contra ácido acético 0,0lM. Finalmente los 205 mg de 

colágena se disolvieron en 90 ml de ácido acético al 0.01 \ 

a 4 ºC toda la noche. El 3H-anhídrido acético (0.98 mCi/mg, 

ZS.5 mg en 3 ml de benzeno) se añadió por goteo durante 3 

horas con agitaci6n contínua. 

Se ajust6 el pH de la soluci6n de colágena a 8.0 ar.regando 

K211P04 1. OM y NaOll 1. OM. La reacci6n se termin6 una hora 

después de haber agregado todo el anhídrido acético ajustan

do e.l pll de la solución a 4. O con ácido acético ¡¡lacial. 

La colágena acetilada se dializ6 contra un volúmen de 1.0 

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

Posteriormente se dializ6 la colá,1:ena contra ácido acético 

0.5 M/24 horas a 4 ºC y después contra áciHo acético 0.005M. 

Finalmente, esta nreparaci6n de colágena acetilada se utili 

z6 en los ensayos para determinar la actividad colagenolíti 

ca de los sobrenadantes de células mononucleares (85). 

6. Determinaci6n de la Actividad Colagenolítica, en los sobren! 

dantes de cultivos celulares. 

Se utilizaron los sobrenadantes de células mononucleares pa

ra demostrar su actividad colagenolítica, mediante un ensayo 
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que utiliza sustrato radioactivo fijado a plástico y midien

do su liberaci6n como producto de degradación, siguiendo P! 

ra ello el Método de Johnson Wint (86}. 

7. Ensayo de Quimiotaxis, en placas de agarosa. 

Se midió la capacidad de quimiotaxis mediada por mebendazol 

o algGn factor liberado por las células mononucleares, utili

zando la Prueba de Migración en Placas de Agarosa, mediante 

la Técnica de Clausen Modificada (87). 

8. Determinaci6n de Fagocitosis: en células mononucleares>col\. 

eritrocitos de carnero y partículas de látex, 

La cuantificaci6n de la capacidad fagocitica se realiz6 

utilizando macr6fagos de la linea celular J 774.l adheridos 

a portaobjetos, mediante la ingesta de eritrocitos de car-

nero y partículas de látex expuestos a diferentes concentr! 

ciones de mebendazol durante 2 horas a 37°C. Finalmente 

las laminillas fueron lavadas con soluci6n salina con obje

to de eliminar material no fagocitado y que pudiera interfe

rir en la cuantificación y tinci6n por medio del Método de 

May GrÜenwald Giemsa, quedando así listas para ser cuantifi

cadas. 

9. Electroforesis, en geles de po l iacrilnmida y determin-ac(6n 

de material radiactivo por autoradiografia, 

9.1 Preparación de geles para electroforesis. 

Los gcle.s ut il i z_ados en la metodología fue rol\ ·a1.·: 10\ ·de ;po-

1 iacrilamida, y están constituidos por dos f~ses~·:L~ fase 
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superior que acttia como gel concentrador de la muestra y . 

la fase inferior que funciona como gel separador de la 

muestra. 

Fase Inferior. Es la primera en ser preparada y adicionada 

a la cámara de electroforesis y para lo cual se requiere 

de los siguientes reactivos que son mezclados en un matraz 

en el orden que aparece a continuaci6n: 

7. 5 ml de acrilamida al 30\ 

5.6 ml de Tris-HCl .p!l = 8.8 

7.7 ml de agua b ides til ada 

l. 4 ml de agua bidestilada (en lugar de urea) 

0.45 mi de SOS al 10\ 

15 µ! de TEMED 

150 µl de persulfato de amonio grado para electro-
foresis. 

Una vez obtenida y colocada la mezcla en la cámara de elec

troforesis, se deja gelificar. 

Fase Superior. Se prepara en un matraz y al igual que la 

fa~c inferior no debe alterarse el orden de los reactivos 

al irse adicionando. 

1.0 ml de acrilamida al 30t 

l. 9 ml de Tris-HCl pfl = 6.8 

4.1 ml de agua bidestilada 

o.5 ml de agua b ides ti lada (en lugar de ure~) 

7 µ1 de SDS al 10\ 

7.5 µ1 de TEf.IED 

so µl de persulfato de amonio grado p·ara electroforesis. 
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Terminada .la mezcla se adiciona a la cAmara de electrofo· 

resis y se coloca el "peine" que dará origen a los carri· 

les en los cuales se colocar:ln las J!lUestras; éste s.e deja 

gelificar y con cuidado se retira el "peine", Por tlltimo 

el sobrenadante de la mezcla se quita por medio de tiras 

de papel filtro que son introducidas en cada carril que

dando asr 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 voltaje de 40 volts por gel. 

9. 2 Método para preparar las muestras de electroforesis. 

Se toman alícuotas de 1 SO µl del sobrenadant.e de cada co!!. 

centraci6n de CBZ y se trabaj6 cada muestra por duplicado. 

Se adicionaron 20 µl de tripsina a cada muestra y se incub~ 

ron a 37°C/l0 minutos, después se adicionaron 20 µl de 

inhibidor de tripsina de soya (observaciones previas demos· 

tr~ron que sin activación previa no se observaba degradaci6n 

colagenolítica) y se incuba~on a temperatura ambiente por 

20 minutos. Finalmente se adicionaron 10 µl de colágena 

y las muestras se incubaron a 37ºC/24 horas. 

Las muestras fueron desnaturalizadas a ebullición por 10 

minutos previa adición de 60µ1 de una solución que cante· 

nía: colorante de azul de bromofenol 0.01\ en Tris·HCl 

pH= 6,8 con 1\ de SDS y sometidas a electroforesis. Des· 

pu~s de la electroforesis, los geles fueron teñidos con azul 

brillante de Coomasie durante toda la noche, y desteñidos en 
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·una· soluci6n .. de· ácido ac~t~co.111etanol (5\ , 7,5\). 

9.3 El Buffer Stock de Electroforesis se prepara de la sigúien-

te manera: 

288 g de glicina 

60 g de Tris-óase 

20 g de SOS 

- Se llevan a un volumen de 2 litros -

De este volumen se miden 150 ml y se llevan a 1500 ml con 

agua destilada, y este volumen final es utilizado para lle

var a caóo una corrida.de electroforesis. 

9.4 Preparación de los geles para Autoradiografias. 

Una vez obtenidos los geles fueron tratados de la. siguien

te manera: 

a) Los geles fueron sumergidos en DHSO durante 30 mi.mitas. 

eón agi taci6n. 

b) El procedimiento anteriJr fue repetido cuatro veces.con 

cambio de DMSO en cada ocasión. 

e) Al t~rmino del Oltimo cambio, los geles fueron sumergi

dos en solución de DMSO + PPO al zoi durante 90 minutos 

con ag i taci6n. 
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d) Se lavaron con agua corriente y se colocaron sobre papel 

filtro grueso para desecarlos. 

e) Por ~ltimo se colocaron en placas de autoradiografia, y 

se dejaron en frio (-70°C) durante a 14 días. 

f) Después de este tiempo se procedi6 a su revelado, utili· 

zando soluciones de revelador y fijador de acuerdo a los 

métodos convencionales de fotografía. 
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I I. EFECTO DEL MEBENDAZOL SOBRE CE LULAS MONONUCLl'ARES 

- Sobre portaobjetos estériles se colocaron macr6fagos de 
la l!nea celular J 774,l y se incubaron durante una hora 
para obtener su adherencia al vidrio, transcurrida la 
incubaci6n se lavaron los portaobjetos con el fin de 
eliminar los macr6fagos no adheridos, e irunedi~tamente 
se adicionaron los reactivos de acuerdo al siguiente 

·esquema: 

Nº laminilla Eritrocitos Medio D-MEM Medio D-MEM Equivalente 
de carnero .10\ de SFB con CBZ a: 

lOµl 990µ.t 0µ~ Oµg CBZ 

z lOµl 940µl 50µt Sµg CBZ 

3 lOµl 890µl lOOµl 10\19 CBZ 

4 lOµl 840µl 150\ll 15\19 CBZ 

5 10\ll 790µl 200\ll 20\19 CBZ 

6 lOµl 740\ll 250\ll ZS\19 CBZ 

7 10µ.t 690µl 300\ll 30\19 CBZ 

8 10µ.t 590µl 400µ.t 40µ9 CBZ 

- Se incub6 por dos horas a 37ºC, después se procedió a 
lavar los porta-objetos con solución salina y se fija
ron al calor para ser teñidas por medio de la técnica 
de tinci6n de 'Wright. Se dejan secar las laminillas y 

se observan al microscopio, 
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TINCION DE WRIGllT, 

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

de.Wright por 3 minutos. 

b) Se elimina el colorante y se adiciona soluci6n amortiguado

ra para Wright durante 6 minutos. 

c) Se lavan con agua corriente, se dejan secar y se observan 

al microscopio. 

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

1.- 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 línea celular J 774.l (100 000 c~lulas por pozo) 

.Y se incubaron en condiciones de 37ºC, y atm6sfera parcial de 

5\ de co2 y 80\ de humedad por 72 horas, se lavaron con medio 

D-MEM sin suero con el prop6sito de eliminar macr6fngos no adheri

dos y dcspu!!s se adicion6 medio D-MEM con CBZ a diferentes concen

traciones que variaron de Oµg como control hasta 40µg, se incuba

ron en las mismas condiciones y posteriormente, se procedió a re

colectar el sobrenadante que fu~ tratado de la misma forma como 

se describió en la sección anterior, antes de efectuar la electro

foresis. 
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z.- SOBRENADANTE DE FIBROBLASTOS ESTI"!ULADOS CON CBZ 

En condiciones de esterilidad, en una placa con 96 pozos 

se sembraron fibroblastos de una linea preestablecida en el la

boratorio, ( SO 000 células por pozo) y se incubaron en condi

ciones de 37 ºC y atm6sfera parcial de 5\ de co2 por 72 hrs., 

con el fin de llevar al cultivo de fibroblastos a confluencia. 

Al término de la incubación se elimin6 el sobrenadante y 

se lavaron las células con medio sin suero, des,u~s se adicion6 

medio D-MEH con CBZ a diferentes concentraciones que van de 

O µg como control hasta 40 µg, se incubó a las mismas condicio

nes y posteriormente se procedió a recolectar el sobrenadante. 

El sobrenadante de las muestras fue tratado de la misma forma 

como se ha descrito en la sección anterior, antes de electrof~ 

res is. 

3.- • COOPERATIVIDAD ENTRE AMBAS ENTIDADES CELULARES. 

En condiciones de esterilidad, en una placa con 96 nozos 

se semb~aron fibroblastos de una linea establecida en el labo

ratorio (SO 000 células·por pozo), y se incubaron en condicio

nes de 37 ºC y atmósfera parcial de S ~de co 2 por 72 hrs. 

Por otra parte, en una placa de 96 pozos se sembraron m~ 

cr6far,os de la linea celular J 774.1 (100 000 células por pozo) 

con CBZ a diferentes concentraciones (de O ug a 40 µg) y se in

cubaron en las mismas condiciones. 
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Terminado el período de incubación, los fibroblastos se~ 

brados fueron lavados con medio sin suero (varias veces) e inm~ 

diatamentc se adicionó el sobrenadante contenido en la placa de 

los macr6fagos y CBZ, las muestras fueron incubadas a 37 ºC por 

72 hrs. Posteriormente se recolectó el sobrenadante y fue tra

tado como se describió en la sección anterior, antes de efec

tuar la electroforesis. 
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rv.·cuANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE COLAGENASA 

La actividad·de colagenasa fue determinada de acuerdo al m~· 

todo de Johnson-Wint (86). Se adicionaron ZO µl de coláge

na radioactiva a pozos de plástico, se dejaron evaporar y 

se lavaron con agua destilada varias veces con ·e1 t¡b.jéto · 

de eliminar colágena no adherida. 

Los sobrenadantes obtenidos de las muestras J~·i~~~)~s, de 

coopera ti vid ad en tie fibrobl.astos, macT6f_a~3,~_.~>';f~~:;.(~~.di: · ·.· 

fcrentes concentraciones) se dializaron y\.+Üoft{Üaróf. 

Posteriormente las muestras se disolvÍ.eion'~~; zcl:o:;¡i{':d~ amo.! 

ti~uador Tris-HCl p!l = 7.4 

de 100 µl para tratarse de 

A. Muestras Activadas. 

y se diyi~~f~i~~~:;~f~~~.~~ al icuotas 

la sigui~rife \i\an~rii: . 

A los 100 µl de cada muestra se.adicionaron 20 µl de tripsl 

na y se incubaron a 37 ºC/10 minutos, despu6s se adicionaron 

ZO ul de inhibidor de tripsina de soya y se incubaron a te~ 

peratura ambiente por 20 minutos. Se tomaron alícuotas de 

100 µ! y se adicionaron 100 µ! de amortiguador Tris-HCl 

pH = 7.4 para con ello obtener un volumen final de 200 µl. 

B. Muestras No Activadas 

A los otros 100 µl restantes de cada muestra se les adicio

naron 100 µl de amortiguador Tris-HCJ pll = 7 .4 para obtener 

un vólumen final de 200 µl. 
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Ambas muestras (activadas y no activadas) fu.eron colocadas 

en los pozos con colágena radioactiva e incubadas a 37°C/ 

Z4 horas. Se alicuotaron 150 µt de cada muestra en viales y 

se adicionaron 10 ml de soluci6n de Bray (líquido de cente

lleo), se mezclaron y se determin6 la radiactividad con un 

contador de centelleo líquido. 

- Preparaci6n de Soluciones: 

a) Soluci6n Amortiguadora Tris-HCl pH 7.4 

-NaCl O.Z M 

-Tris-HCl 50 nM pH 7.4 

- Ca Clz= l nM 

-Volumen final ZSO ml 

b) Soluci6n de Bray 

-60 g de Naftaleno 

- 4 g de PPO 

-100 ml de Metanol 

-20 ml de Etilenglicol 

-se lleva a volumen final de 1 'ooo ml con Dioxano. 
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Para llevar a cabo. la medición de este partí.metro fue nece
sario hacer modificaciones a la técnica de Clausen (87) , 
que consistieron en: 

Se trabajó con placas bifásicas de agarosa de las cuales 
una de ellas, la de mayor concentración con 0,5\ de 
agarosa, fue utilizada como soporte de las células para 
evitar su adherencia al vidrio, y la segunda capa con 
una concentración de 0.3\ de agarosa permitió la movili
dad de las células por presentar ésta una menor consis
tencia. 

Solidificadas las placas de agarosa se procedió a hacer 
en la fase superior pozos de 4 mm de diámetro 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 a 
37°C con atmósfera parcial de 5\ de CO, durante 72 hrs. 

Transcurrida la incubación se procedió a medir la migra
tión con ayuda de un micrómetro. 

-Preparación de las placas de Agarosa. 
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a) fase Inferior (Agarosa al O, S~), 

Caja Petri A .. garosa Medio·O-MEM Medio D-MEM Eq_ui valen te 
Nº. - 10 \ de SFB · con CBZ a: 

1 0.6 ml 1.4 ml o µl o µg CBZ 

0.6 ml 1.3 ml 100 µ1 µg CBZ 

3 0.6 ml 1.2 ml 200 µl 10 µg CBZ 

4 0.6 ml 1.1 ml 300 µl 15 µg CBZ 

0.6 ml 1.0 ml 400 µl 20 µg CBZ 

6 0.6 ml 0.9 ml 500 µl 25 µg CBZ 

7 o. 6 ml 0.8 ml 600 µl 30 ¡¡g CBZ 

0.6 ml 0.6 ml 800 µl 40 µ¡¡ CBZ 

b) Fase Superior (Agarosa al 0,3 \ ) 

Caja Petri Agarosa Medio 0-MEM Hedio 0-MEH Equivalente 
Nº. 10 \ de SFB con caz a: 

O.Z ml l. 80 ml o )Jl o \Jg CBZ 

2 0.2 ml l. 75 ml 50 111 s ll¡¡ CBZ 

3 o.z ml l. 70 ml 100 µl 10 \Jg CBZ 

4 0.2 ml 1,65 ml 150 111 15 lJ~ CBZ 

s 0.2 ml 1.60 ml 200 µl 20 IJg CBZ 

6 0.2 ml l. 55 ml 250 ul 25 llP. CBZ 

7 0,2 ml 1.50 ml 300 111 30 ll!t CBZ 

8 0.2 m.1·· 1.40 ml 400 µl 40 µg CBZ 

Ambas fases presentaron un volumen final de 2 ml. (88). 
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VI.-CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE LOS MACROFAGOS. 

-Sobre portaobjetos est6riles, se colocaron macr6fagos de la 

linea celular J 774.l y se incubaron durante una hora ~ara· 

lograr su adherencia al ~idrio, transcurrida la incubaci6n 

se lavaron los portaobjetos con el fin de eliminar los ma

cr6fagos no adheridos, e inmediatamente se adicionaron los 

reactivos de acuerdo al siguiente esquema: 

No. laminilla Particulas Medio D-MIJ.I Medio D-MFM llquivalente a: 
de Látex 10\ de · SFB con CBZ 

5 µl 990 µl o µl o µg CBZ 

µl 940 µl 50 µl 5 ~g CBZ 

3 5 µl 890 µl 100 µl 10 µg CBZ 

4 5 µl 840 µl 150 µl 15 µg CBZ 

5 µl 790 µl 200 µl 20 µg CBZ 

6 5 µl 740 µl 250 µl 25 µg CBZ 

µl 690 µl 300 µl 30 µg CBZ 

8 µl _. 590 µl 400 µl 40 µg CBZ 
-----··----·----------------

Se inolb6 por dos horas a 37ºC, después se procedi6 a lavar con soluci6n 

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

tinci6n de May GrÜenwald Giemsa, se dejaron secar las lamini

llas y se observaron al microscopio. 

-Tinci6n de May GrÜenwald Giemsa. 

a) Las lamínillas ya fijadas al calor, se cubren con coloran

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

e) s·e 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 microscopio. 
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RESULTADOS 

Inicialmente y de acuerdó con los objetivos planteados., 

en el presente trabajo se implement6 la metodologia nara efec

tuar la cuantificaci6n de la capacidad fagocitica de las célu

las mononucleares utilizando eritrocitos de carnero y diferen'

tes concentraciones de CBZ (O - 40 µg/ensayo). Durante el de

sarrollo de los ensayos no fue posible realizar las determina

cio~es de fagocitosis con eritrocitos de carnero. Sin embar~o, 

se observaron cambios rnorfol6gicos en las entidades celulares 

utilizadas, como fueron un aumento.real en el tamaño de las c~ 

lulas y la presencia de vacuolas secretoras, sugiriendo estos 

cambios observados una anarente "activaci6n" celular. 

Como se muestra en las siguientes fotografias (Figura 

Z) a medida que aumenta la concentración de CBZ el estado de 

"activación" aparente tambi6n aumenta; habiéndose encontrado 

que a la concentración de ZO µg de CBZ la activación celular 

fue total. Además sé· observó un efecto tóxico para las célu

las a la concentración de 40 µg de CBZ. 

DETERMINACJON DE ACTIVIDAD COLAGENOLITICA EN LOS SOBRENADAN

TES DE CULTIVOS CELULARES. 

Debido a la observación de una "activación"aparente 

rlr. las entidades celulares utilizadas y con el objeto de deter 

.ninar que sucederia al prolongar el tiempo d,c incubaci6n se 
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"ACTIVACION" APARENTE DE CELULAS MONO-

NUCLEARES ESTIMULADAS CON CBZ. MICROSCO

PIA DE LUZ. 40.X. TINCION DE GIEMSA. 

A) o µg CBZ, control ' B) 5 µg CBZ ' 

C) 10 µg CBZ D) 15 µg CBZ , E) 20 µg -

CBZ , F) 25 µg CBZ , G) 30 µg CBZ , 

H) 40 µg CBZ. OBSERVACION DE CAMBIOS MO~ 

FOLOGICOS : a) AUMENTO EN EL TAMA!lO CELU

LAR.• b) PRESENCIA DE VACUOLAS SECRETORAS, 

e) ADHERENCIA DE ERITROCITOS DE CARNERO A 

LA SUPERFICIE DE Ü MEMBRANA CELULAR. 
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mantuvieron los cultivos .po~' peri~dos de 72 a 96 hrs. Se obser. 

v6 que las vac~ola~ presentes eran exocitadas (Figura 3). 

Lo anterior nos hizo suponer que estas células podrían 

liberar una serie de sustancias con diferentes actividades bio-

lógicas, y entre las cuales pudiera estar implicada la produc

ción y/o liberación de actividad colagenolítica. Por lo que se 

procedió a probar la actividad de colagenasa en los sobrenada~ 

tes obtenidos de las diferentes entidades celulares. 

1) SOBRENADANTE DE CELULAS MONONUCLEARES ESTIMULADAS 
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 sección de Métodos. Posterio!_ 

mente se incubaron con colágena radiactiva y se tomaron alicu~ 

tas aproniadas para llevar a cabo la electroforesis y autorra

diografías correspondientes. Los resultados obtenidos se mue~ 

tran en la Figura 4(A y B) 

Fioura 4.A En esta autoradiografía se presentan las muestras 

de colágena· radiactiva incubadas con sobrenadan tes de CBZ " dif.<:_ 

rentes concentraciones (carriles 3 a 10) en presencia de EDTA. 

La acción del EDTA es inhibir a la colagenasa que es una metalo

enzimn que requiere iones calcio y el EDTA actaa como quelante 

de este ión. El obJetivo de este experimento fue determinar si 

el CBZ inducía la liberación de actividades proteolíticas no 



FIGURA 3. EXOCITOSIS DE VACUOLAS 

CELULAS MONONUCLEARES EN ZSTAOO DE "ACTIVACION" 

APARENTE ¡ INCUBADAS DE 72 A 96 Hrs •• A 37ºC y 

ATMOSFERA PARCIAL DE 5% DE co2 . 

-71-
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asociadas con colagenasa y estimar la degradaci6n do colágena 

atribuible tínicamente a colagenasa. En el carril 1, se muestra 

un control-negativo que consiste en la incubaci6n de colágena 

con 'tripsin¡¡\ -en él carril 2, se muestra un control positivo 

que é:~nsis_te,:;en colllgena incubada con colagenasa sin EDTA. 

'Los resultados obtenidos al analizar los patrones de 

los carriles .. -3 a 10 muestran que no existe degradaci6n de las 

bandas de colágena atribuible a actividades proteolíticas no 

asociadas con colagenasa. 

::t'.igura 4.B Para comprobar la presenciá de -actividad colagen~ 

Ütíca de los sobrenadantes' se presentan las muestras oe co

lágena radiactiva incubadas con sobrenada~tes de células trat!!_ 

dai.con CBZ a diferentes concentraciones (carriles 3 a 10) sin 

EDTA. En el carril 1, se muestra un control negativo que con

_siste _en colllgena incubada con colagenasa bacteriana más UDTA 

(inhibidor específico de colagenasa); en el segundo carril, se 

presenta un control positivo que consiste de colágena incubada 

con colagenasa sin EDTA. Como puede observarse no se apreció 

degradaci6n de colágena en el carril (control negativo), mie~ 

tras que en el segundo carril (control positivo) se visualizó 

una dcgradaci6n total de colágena. De los carriles 3 a 10, no 

se determinó dcgradaci6n de la colágena radiactiva por_ activi

dad colagenolítica que pudiese estar presente en lo~ sobrenada~ 

tes d~ las células cu1tivadas con diferentes conccnt~acioncs de 

CBZ. 
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ACTIVIDAD COLAGENOLITICA DE SOBRENADANTES DE CELULAS 

MONONUCLEARES ESTIMULADAS CON CBZ • 

FIGURA . 4 .A CON EDT.l' •• · 

FIGURA 4.B SIN EDTA. 



-74-

Z) SOBRENADANTE DE FIBROBLASTOS ESTIMULADOS CON CBZ 

Para la realizaci6n de este experimento se obtuvieron 

los sobrenadantes de los fibroblastos con CBZ a diferentes co~ 

centraciones, para llevar a cabo su incubación con el sustrato 

(colágena radiactiva) y con ello hacer su electroforesis y au

toradiografías correspondientes, como se presenta·· en la flip,ui.ii. 

S (A y B). 

Figura S.A En la autoradiograf1a se presentan las muestras 

de colágena radiactiva incubadas'con sobrenadante de fibrobla~ 

tos estimulados con CBZ a diferentes concentraciones (carriles 

Z a 8) en presencia de EDTA. Como puede observarse en la aut~ 

radiografía, la presencia de las bandas de colágena que no su

frieron degradaci6n fue constante a todas las concentraciones 

de CBZ ensayadas. El carril 1, muestra el sobrenadante de fi 

broblastos sin CBZ y con adición de EDTA, incubados con colág! 

na radiactiva, (control basal) el cuál no presenta degradaci6n 

y descarta actividades proteolíticas no asociadas con colagen~ 

sa. 

Figura S.B· En esta aL1toradiografía se muestra un experimento 

simultáneo de los sobrenadantes de fibroblastos con CBZ a dife 

rentes concentraciones, incubados con colágena radia~tiva sin 

EDTA. En los carriles l a 6 no se observ6 degradación apreci~ 

ble de colágena. Sin ernbarRo, los carriles 7 y 8 correspondie~ 

tes a las concentraciones de 30 µg y 40~g de CBZ, sí muestran 



ACTIVIDAD COLllGENOLITICA DE SOBRENADJINTES DE 

FIBROBLASTOS ESTIMULADOS CON CBZ • 

F.J:GURA 5.A CON .EDTA. _ 

Fir.ORA 5.B SIN EDTA. 
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degradación de cplágena radiactiva observable nor disminución 

de la intensidad y del grosor de las bandas. comprobándose 

con esto que la degradación presente en estos carriles se debió 

Gnicamente a colagenasa y no a actividad proteolitica no depe!!_ 

diente de calcio. 

3) COOPERATIVIDAD ENTRE AMBAS ENTIDADES CELULARES 

Al .llevar a cabo la estimulación de células mononucle2' 

res con CBZ y no observar producción de actividad colagenolit~ 

ca, asr como realizar un experimento similar pero con fibrobla~ 

tos y en·este caso observar actividad colagenolítica a lasco!!_ 

centraciones de 30 µg y 40 µg de CBZ; se planteó llc~ar a cabo 

un tercer ensayo en el cuál se implicó la cooperatividad de a~ 

has entidades celulares estimuladas con CBZ. Se ha rcnortado 

que existen entidades celulares que al recibir un estímulo pr~ 

sentan poca o nula actividad biológica o bien 6sta se incremc!!_ 

ta. Con este objeto se obtuvieron sobrenadantes de c6lulas m~ 

nonuclcarcs estimuladas con CBZ como se describió en Resulta· 

dos l) y se adicionaron a cultivos de fibroblastos en confluc!!_ 

cía y se incuharon como se describili en la sección de Métodos. 

Posteriormente las muestras se trataron nara su electroforesis 

y posterior autoradiografía. Los resultados obtenidos se muc2_ 

tran en 1 as figura· 6 (A y Bj. 

Figura 6.A En esta autoradio~rafia se presentan las muestras 

·:~ 
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de colágena radiactiva incubadas con'los·sobrenadantes de las 

entidades celulares utilizadas (fibroblastos y macr6fagos) con· 

CBZ a diferentes concentraciones y EDTA como inhibidor, corre~ 

pondientes a los carriles 3 a 10, El carril 1, muestra un co~ 

trol negativo que contiene colágena con ~ripsina. El carril 2, 

es un control positivo que consiste en la incubaci6n de colág~ 

na con colagenasa y sin EDTA. De los carriles 3 a 10, no se 

observ6 degradaci6n de las bandas de colágena atribuible a ac

tividad proteol1tica no asociada con colagenasa. 

Fi¡nira 6.B En esta autoradiografia al igual que en los exper! 

mentos anteriores, se realizó otro simultáneo pero sin adici6n 

de EDTA a las muestras de los sobrenadAntes de las entidades e~ 

lulares utilizadas (fi~roblastos y macr6fagos) con CBZ a dife

rentes concentraciones e incubadas con colágena radiactiva. El 

carril 1, corresponde al control positivo que consiste de col! 

gena•radiactiva incubada con colagenasa y sin EDTA, en donde se 

visualiza una degrad~ci6n total de colágena. Al analizar los 

.resultados obtenidos de los carrillcs 2 a 9, se observa una 

disminución gradual en el grosor de las bandas de colágena, - -

siendo esta degradaci6n total para los carriles correspondien

tes a 30 µg y 40 µg de CBZ. Esto se comprueba por la presencia 

de pol ipéptidos de peso molecular bajo, productos de la degrad!!_ 

ci6n de la colágena radiactiva, localizados en la parte inferior 

de la autoradiografia. 

Los resultados obtenidos en estos e~perimcntos demues-
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ACTIVIDA~ COLAGENOLITICA DE LA COOPERATIVIDAD 

ENTRE AMBAS ENTIDADES CELULARES ESTIMULADAS CON CBZ. 

FIGURA 6.A CON EDTA. 
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tran que el CBZ induce 11 liberación de cierto (s) factor (es) 

que a su vez estimulan la producción y secreción de actividad 

colagenolitica en cultivos de fibroblastos este estimulo es· 

concentración dependiente y superior a las actividades· cola

genoliticas determinadas en los cultivos de fibroblast~s con 

CBZ. 

CUANTIFICACION DE LA~CTIVIDAD DE COLAGENASA 

Para la cuantificación de colagenasa en los experime~ 

tos de cooperatividad celular, se tomaron alicuotas apropiadas 

de los sobrenadantes, se procesaron como se describió en la 

Sección de M@todos y los rcsul tados obtenidos se presentan 

en la tabla IV. 

Como se observa en los valores promedio de las muestras 

sin EDTA, a medida Rue aumenta la concentración de CBZ aumenta 

también la actividad colagenolítica. La presencia de esta ac

tividad en nuestras muestras se comprobó por medio del expe· 

rimento hecho simultáneamente con adición de EDTA como inhibi-

dor para descartar la actividad proteolítica de otras enzimas 

no dependientes de Ca++ , observando.que la cuantificación 

promedio se mantuvo constante para las concentraciones de CBZ 

utilizadas. Los resultados cuantitativos obtenidos en este 

ensayo , corroboraron lo observado en el experimento realizado 



TABLA IV. VALORES PROMEDIO DE LA CUANTIFICACION DE 
LA ACTIVIDAD DE COLAGENASA. 

CONTROLES X (cpm) 

So l. Amortigua dora 

Sol. Amortiguadora + EDTA 

Sol. Amortiguadora + Colagenasa 

318. 5 

249.0 

7777.0 

597.0 Sol. Amortiguadora + Colagenasa + EDTA 

MUESTRAS 

(Concen traci6n) 

o µg CBZ 

µg CBZ 

10 µg CBZ 

15 µg CBZ 

20 µg CBZ 

25 µg CBZ 

30 µg CBZ 

40 µg CBZ 

X (cpm] 

SIN EDTA 

1144.0 

781.0 

6os,o 
920.0 

907'. o. 

X (cpm) 

CON EDTA 

286.0 

203.0 

445.0 

708.0 

. ·:- ' -· ' • : ~.900. o 
96~:Ó.' ··.··< "i1<l~o 

'. , 1442. o; •; . . · :(./:], ·~·. io~o '.o 
·;·,;·~·;;:.··.',·;~o.o 

"¡__::'. 
-'o'--_- ;'o-~-';.,-

-80-
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mediante autorradiografias para· la determinación de actividad . 

colagenolitica entre la cooperatividad celular de macrófagos y 

fibroblastos estimulados con CBZ a diferentes concentraciones. 

No obstante se observa una actividad relativamente baja, esto 

puede deberse a que en el ensayo cuantitativo, se forman fibras 

de colágena polimerizada, la cual representa un sustrato más 

resistente y de menor accesibilidad que la colágena soluble 

utilizada para el experimento por autorradiografia (89). Demos

trando con esto que el CBZ induce la liberación de factor (es) 

que a su vez estimulan la producción y secreción de actividad 

colagenolitica en cultivos de fibrob!astos, siendo además este 

estimulo concentración-dependiente, 

MEDICION DE LA MIGRACION ESPONTANEA DE CELULAS MONONUCLEARES 

EN PRESENCIA DE CBZ. 

La estimación de la migración espontánea fue realizada 

en placas de agarosa, en las cuales se visualizó y cuantificó 

'la movilidad de las entidades celulares estimuladas con CBZ a 

diferentes concentraciones. 

En las siguientes fotografias se observa que la movil.! 

dad celular disminuye a medida que la concentración de CBZ au

menta (Figura 7). Esto se comprobó mediante la medición del 

desplazamiento celular, considerado a partir del bordo del po· 

zo (origen) hasta la migración determinada al tl!rmino del perÍ!!_ 
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FIGURA 7. MIGRACION ESPONTANEA: DE CELULAS MONONU-

CLEARES EN PRESENCIA DE CBZ. MICROSCOPIA 

DE LUZ. 6.3.X • 

A) o µg CBZ, Control , B) 5 µg caz , C) 10 

µg CBZ , O) 15 µg CBZ , E) 20 u9 CBZ . 
F) 25 µg CBZ . G) 30 µ9 CBZ , H) 40 µ9 CBZ. 

a) BORDE DEL POZO (ORIGEN) ' b) MIGRACION 

CELULAR RECORRIDA. 
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TABLA V. MIGRACION "BSPONTANBA" DB MONOCITOS EN GBLBS DB AGAROSA 

~ EXP. II 

!:!EBENDAZOL (µg) DESPl!AZAMIENTO (µm) MEBENDAZOL (¡ig) DESPLAZAMIENTO 

o 
5. Mg 
10 Mg 
15 Mg 
20 Mg 
25 Mg 
30 Mg 
40 Mg 

= 

............... 390 ! 23 

............... 257 ! 40 

............... 232 ! 23 

............... 532 ! 30 

............... 207 ! 30 

··············· 207 ! 10 
............... 140 "!: 23 
............... 132 + 3Ó 

EXP. III 

MEBENDAZOL ful. 

o 

10 
15 
20 
25 
30 
40 

Cada resultado representa el promedio de los 
diferentes, cada concentraci6n se ensayó por 

o . .............. 340 ! 38 
. ................ 265 ! 2Z 

10 . .............. 140 ! 23 
15 . .............. 407 ! 31 

.20 . .............. 140 "!: 30 
25 ............... 165 "!: 10 
30 . .............. 90 "!: 11 
40 . .............. 57. 5 "!: 10 

DESPLAZAMIENTO (µm) 

925 "!: 137 
504 "!: 125 
546 "!: 99 
356 23 
175 52 
232 64 
219 56 
150 + so 

datos obtenidos en tres experimentos 

triplicado. 

(µm) 

' 00 

"' ' 
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do de incubaci6n (]2 hrs.). Los valores obtenidos se muestran 

en la tabla V. 

Los resultados ·representan en promedio: 

Experimento t 66.15\ de Inhibici6n Mbima 

Experimento rr 83.08\ de Inhibici6n Máxima 

Experimento rn 83.78\ de tnbibici6n Máxima 

En la figura 7, puede observarse una disminución progresiva de 

la migración espont!inea de las células mononucleares conforme 

se incrementa la concentraci6n de CBZ en el ensayo. 

Esta inhibici6n alcanza niveles máximos entre 30µg y 40µg de 

CBZ/ensayo, como puede observarse en la figura 7 (G y H), por 

otra parte la determinación cuantitativa de la inhibici6n de 

esta migraci6n espontánea obtenida de 3 experimentos diferentes 

muestran que entre las concentraciones de 20µg y ZSµg de CBZ 

la inhibición alcanz6 valores de 62.27\ y 56.78\ respectiva

mente considerando que a estas concentraciones las células se 

encuentran funcional y morfológicamente viables. 

CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA. 

Con el fin de cuantificar la capacidad fagocttica, se llev6 

a cabo la ingesta de partículas de látex en macr6fagos de la 

·Hnea celular J 774.1 estimulados con CBZ a .diferentes concen

traciones. ·Se observó que a medida que aumentaba la concentr~ 
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..:i6n de CBZ se incr!'mentaba la capacidad· .fagocítica. Sin emb.ar:

go, se detérmin6 que a la concentración de 20µg de CBZ se al

canza un máximo y que a concentraciones mayores, la capacidad 

fagocítica disminuye ligeramente. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VI, así como 

los Histogramas de Frecuencia obtenidos para las concentracio

nes de 10, 20 y 30µg de CBZ, asr como para los controles corres

pondientes, ver Figura 8 (A, B, C y D). 

El análisis estadístico de la cuantificación de la capa~idad 

fagoc!tica mostrado "'n los Histogramas de Frecuencia nos indican 

lo siguiente : Para el intervalo de fracuencia comprendido e!!_ 

tre O a 1 O se apreció un ligero aumento de la capacidad fagoci

tica para la concentración de 10 µg de CBZ, manteniéndose bajos 

para 20 µg, 30 µg de CBZ y el control. Para el intervalo de 

frecu!'ncia entre 1 O a 20, se observó un aumento del n\lmero de 

partículas fagocitadªs a medida que aumentaba la concentración 

de CBZ utilizadas para este ensayo. Sin embargo, para la fr!'_ 

cuencia comprendida entre 20 a 30, el número de particulas fag~ 

citadas aumentó conforme aumentaba la concentración de CBZ, ob

servándose un máximo a los 20 µg de CBZ, que disminuyó al incre 

mentar la concentración del mismo. 

El mismo efecto se observó para el intervalo de frecuencia entre 

30 a 40. Comprobándose con esto que la capacidad fagocítica 

de las entidades celulares utilizadas fue concentración depen

dient~ del estímulo recibido (CBZ). 
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TABLA VI. CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA 

CONCENTRACION DE X DE PARTICULAS DE 

CBZ LATEX INGERIDAS 

o µg 16.20 

10 µg 20.35 

15 µg 19.BB 

20 µg 25.27 

25 µg 22:00 
--

30 µg 21;68 

Cada resultado representa el promedio de los datos 

obtenidos en la lectura de 100 células, cada concentraci6n se 

hizo por duplicado. 
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DISCUSIOll 

Los derivados de imidazol han sido desarrollados re

cientemente como potentes agentes antiparasitarios, antineo

pllí.sicos, antimic6ticos, inmunomoduladores, etc y la·mayorl'.a 

de ellos muestran efectos sobre la respuesta inmune en huma

nos y animales, Sin embargo, se ha reportado que los efec

tos observados pue~en ser completamente opuestos de un deri

vado a otro. Perteneciendo el mebendazol a esta familia y 

siendo utilizado como.un antihelm1ntico de amplio espectro, 

asI como el compartir junto con otros derivados del benzimi

dazol la habilidad para unirse a tubulina y asr inhibir el 

ensamble de los microtúbulos (Hoebeke et al, 1976¡ Friedman 

and Platzer, 1978; Ireland et al, 1979) ,. Se han realizado 

estudiós para evaluar al mebendazol como un f§rmaco alterna

tivo en el "tratamiento de la cirrosis hep§tica, en un modelo 

experimental en ratas inducida con tetracloruro de carbono 

(9Z). SabiPndo que la col§gena requiere de un sistema micr~ 

tubular para su movimiento transcelular, se postul~ que el 

·mebendazol podrra interferir con su secreci6n y posterior d~ 

pósito en el par~nquima hep4tico. Los resultados obtenidos 

demuestran una inhibici6n de la secreci6n y dep6sito de fibras 

de col4gena en el hlgado, observ«ndose tambi~n que su admini,2_ 

traci6n cr6nica produce: aumento en el número d~ c~lulas mono

nucleares en'el hlgado y desaparici6n de los tabiques fibro

sos d~ la cirrosis moderada y mejorta 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 v~ 

riable aunque se ha demostrado que es pobre en humanos y ra

tas y la cantidad de ~ste y sus metabolitos excretados por 

via urinaria depende de la especie que .se tr<ltP 

Por lo que en base a las características que presenta 

el CBZ, se ha considerado su uso como una alternativa en el 

tratamiento de eRfermedades que impliquen procesos fibrosan

tes y ~ntre los cuales se encuentra la cirrosis hepática. Con 

este objeto se determin6 el efecto del CBZ en un modelo expe

rimental de cirrosis en ratas inducida con tetracloruro de 

carbono, con el prop6sito de realizar una serie de determina

ciones bioquímicas e histol6gicas que pudiesen dar una posi

bLe explicaci6n de la recuperaci6n del dafio presente en esta 

enfermedad, observándose una disminuci6n en el dep6sito de 

colágena asi como un aumento en la reabsorci6n de las fibras· 

de colágepa presentes en el daño al higado. Por lo que en el 

presente trabajo se plante6 estudiar la interacci6n del CBZ 

con entidades celulares que están implicadas en esta patolo

gía entre las cuales se encuentran las células mononucleares, 

las c61ulas endoteliales, c6lulas NK, fibroblastos, etc. 

Se trabaj6 con las células mononucleares por ser ent! 

dades que se encuentran en gran número en los procesos infla

ma.tórios asi como el presentar la capacidad de mostrar un es

tado de activaci6n , el cual puede ser inducido por la acci6n 

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

cretora biol6gica lo que puede resultar en un aumento en la 
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producción de colagenasa u otros mediadores (Interleucina-1, 

Prostaglandina Ez, etc). Es.tas moléculas pueden a su vez ac
tuar sobre otros tipos celulares como sería en este caso los 

fibroblastos (además, que se han reportado acciones a muy di

versos niveles como en los condrocitos,células sinoviales, 

células del sistema nervioso, etc), induciendo respuestas ta

les como una mayor actividad metabólica, síntesis y liberaci~n 

de enzimas, proliferación celular y síntesis de otros produc

tos celulares. 

POr otra parte el estímulo del fármaco sobre las cél~ 

las mononucleares también podría disminuir la liberación de 

otros metabolitos como la prostaglandina E2 , la cual se ha de

mostrado que posee algunos efectos antagónicos a la actividad 

de la interleucina-1, de modo que al disminuir la actividad 

del primer mediador se incrementa la del se1undo. Tambilln 

se ha demostrado que los pacientes con cirrosis hep~tica o 

con hepatocarcinoma presentan actividades bajas de interleu

cina-1, debido a un incremento de la prostaglandina E2 cuando 

son comparados con los valores de individuos normales {90). 

Ninguna de estas dos posibilidades se descarta con los 

datos presentados, e incluso debido a las actividades de las 

monocinas sobre otras estirpes celulares el fenómeno puede 

ser mucho más complejo "in vivo". 

Se debe recalcar que a pesar de desconocer el mecanis

mo intimo de acci6n del CBZ sobre los macr6fagos, los dato~ 

obtenidos demuestran que "in vitro" el equilibrio entre susta~ 
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cias que podrian inducir una mayor 1 iberación de. cola,?.e1\asa 

por los ·fibrobliistos:-Y aquelbs que_. lo disminuyen es favorable 

a las primeras por l~ -que ¡le acuerdo a los. r~sul t_ados: obteni e 

dos en los diferentes ~arámetr~s estucÍiados¡' éStos •nas·' sugiere~ 
lo_ siguie~t~ r ---:'·;: _: . -. -. 

1. Exi~t~-un efecto del mebendazol ~obr:~- ~¿i;~l~s~~m~~o: 
•• ·' ••• < :;'.·; •• 

:-n~~ie~·rcs. -"·;·-:·.. . __ -· '" 
2 ;- Se presenta un aumento de la actividad ·~~-~~·~~~~}!.: 

tica,-mediÍlda por la acción del CBZ en los "sóbr'en"!i: 

dantes de cultivos celulares. 

3. El CBZ disminuye el desplazamiento celular a medida 

que la concentraci6n de éste aumenta. 

4. La capacidad fagocitica se incrementa proporcional

mente a la concentración del CBZ. 

1. EXISTE UN EFECTO DEL CBZ SOBRE CELULAS MONONUCLEARES. 

Se ha sabido desde hace varias décadas que los macró

fagos provenientes de animales infectados con ciertos patóge

nos in~racelulares difieren morfológica y metabólicamente de 

los macrófagos normales. Los macrófagos de dichos animales 

(llamados macr6fagos activados) pueden inhibir la multiplica

ción de ciertos organismos intracelulares, lo cual no pueden 

hacer los macr6fagos normales. En los últimos años, se han 

explorado los mecanismos de activación y las múltiples capa

cidades funcionales de los macrófar,os activados. 
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Los macr6fagos pueden activarse mediante la exposi

ci6n a ciertas linfocinas secretadas por los linfocitos T 

sensibilizados, Alr.unos compuestos como las endotoxinas has 

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 ~obre ellos y en forma indirecta, induciendo a 

los linfocitos T a que liberen el factor activador de los ma

cr6fagos. Algunas de las propiedades de los macr6fagos acti

vados difieren de las propiedades de los macr6fagos normales 

como las que se muestran en la Tabla 11. Los macr6fagos acti 

vados son de mayor tamaño y son más adherentes al vidrio, di

seminandose más sobre el mismo que los macr6fagos normales. 

Además, la migraci6n aleatoria está notoriamente aume~ 

tada. Los macr6fagos activados tienen un metabolismo altera· 

do, asi somo un mayor nümero de lisosomas que contienen enzi

mas hidrolíticas (46), 

Por lo que se refiere a el efecto del CBZ sobre célu· 

las·mononucleares, se observaron cambios morfol6r,icos como 

fue el aumento real en el tamaño celular, asi como la presen· 

cia de vacuolas. Ambas características pertenecen entre mu

chas otras a un estado de activación celular que coincide con 

los· estudios realizados por Mackancss (46), quién observ6 que 

células mononucleares que recibían estímulos inflamatorios no_ 

microbianos, presentaban una serie de actividades que en con· 

diciones normales no desarrollan o bien su capacidad fagocíti 
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ca se incrementaba. Por lo que_ al observar. esta aparente act.!_ 

vaci6n de nuestras·entidades celulares al recibir el estimulo 

con CBZ, que entre algunas de sus características presentaban 

un gran número de vacuolas secretoras (Fig. 3), se decidi6 

estudiar si la exocitosis de las vacuolas presentes liberaban 

una serie de actividades enzimáticas y si entre ellas pudiera 

estar implicada la producci6n de colagenasa, enzima necesaria. 

para la degradaci6n de colágena. 

2. SE PRESENTA UN AUMENTO DE LA ACTIVIDAD COLAGENOLITICA , 

MEDIADA POR LA ACCION DEL CBZ SOBRE CELULAS MONONUCLEARES. 

Con la demostración de este estado de activación dé 

las células mononucleares, se procedió a ensayar los sobrena

dantes de los cultivos celulares estimulados con mebendazol, 

observándo~e que los sobrenadantes de células mononucleares 

estimulados con CBZ, no presentaron ningún tipo de activación 

prot'eolitica nÓ asociada con colagenasa y esto se puede obse~ 

var en las autorradiografías correspondientes para este ensa

yo mostradas en la Sección de Resultados (Figuras 4A. y 48). 

· Sabiendo que entidades celulares que reciben estimu

les no bacterianos producen una serie de actividades que se 

encuentran en función tanto de las células como del estímulo, 

se trabjó con cultivos de fibroblastos de la linea preestabl~ 

cida en el laboratorio y se estimularon con CBZ, observándose 

en este caso degradación de colágena radiactiva a concentra

ciones de 30 µg y 40 µg de CBZ producida por actividad p_roteo-
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lítica asociada a colagenasa, como se demostró también en las 

autorradiografías correspondientes en la Sección de Resulta

dos {Figuras SA. y SB). 

Considerando que al trabajar las líneas celulares por 

separado se demostró actividad colagenolítica en los cultivos 

de fibroblastos y no en los cultivos de células mononucleares; 

y existiéndo en la literatura reportes, que entidades celulares 

que reciben un estimulo no producen una activ_idad biológica y 

que al estar en contacto con otra entidad celular se presenta 

entre ellas una cooperatividad para incrementar actividades 

enzimáticas especificas, so procedió a realizar experiméntos 

de cooperatividad entre nuestras entidades celulares estimu

ladas con CBZ. Se observó que la producción de actividad 

colagenolítica que en un principio se demostr5 en el cultivo 

de fibroblastos a concentraciones de 30 µg y.40 µg de CBZ, 

ahora al ,interactuar con sobrenadantes de celulas mononuclea

res activadas con CBZ la degradación de coláge~a fue detecta

da a concentraciones menores y total para las concentraciones 

ensayadas, determinada por la disminución de la intensidad y 

del grosor de las bandas de colágena radiactiva (Figuras 6A y 

6B). Probándose con esto que el CBZ estimuló una mayor pro

ducción de actividad colagenolítica en los fibrohlastos cuando 

se incubaron en presencia de sobrenadantes de células mononu

cleares, demostrando con esto que existe una cooperatividad 

entre ambas entidades celulares. 
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3, EL CBZ DISMINUYE EL DESPLAZAMIENTO _CELULAR A MEDIDA QUE 

LA CONCENTRACIOÑ DE ESTE AU~lEj.m'. 

Estudios realiZados co_n· cBZ', deniÓstraron 'que éste se 

une a las subunidades de tub~lda-,'{mpiÚend'o con ello la po

limerización de los microtÍíb~Ío~s (67), y tamb.ilin se sabe que 

la secreción de la.colágena se lleva a cabo a través del com

plejo de Golgi y depende del funcionamiento adecuado del sis

tema micro tubular consti turdo._ por la polimerización de díme

ros de tubulina asimétricos (91). Siendo en sistema microtu

bular el que controla el tráfico cit_oplasmútico de la inmensa 

mayoría de los organelos, determina· su topografía ordenada, 

coordina la movilidad celular, determina la polaridad, la fOI 

ma y el movimiento de las células, entre otras funciones se 

procedi6 a estudiar el efecto del CBZ sobre la movilidad de 

cultivos de células mononucleares. 

Se midió el desplazamiento de células mononucleares . 
estimuladas con CBZ, observándose una disminución de la movi-

lidad celular a medida que la concentración de CBZ aumentaba, 

comprobándose con esto que el CBZ inhibe la formación de micr~ 

tGbulos' impidiendo con esto la migración espontánea de las 

entidades celulares utilizadas, y esto se muestra en las fi!l!;! 

ras y valores cuantitativos de la Sección de Resultados (Fig!!_ 

ras 7 y Tabla V). 

4. LA CAPACIDAD FAGOCITICA SE INCREMENTA PROPORCIONALMENTE 

A LA CONCENTRACION DEL CBZ. 

Como se-mencionó anteriormente el CBZ estimuló a las 
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células mononucleares a presentar un estado de activación 

como fueron cambios morfológicos, presencia de vacuolas y pro 

ducci6n de actividad colagenolítica mediada por la cooperati

vidad de células mononucleares y fibroblastos. Teniendo como 

antecedentes estas características y perteneciendo entre 

otras a las que presentan los macr6fagos activados y que se 

muestran en la s~cci6n anterior, se cuantificó su capacidad 

fagocitica estimulada por CBZ mediante la ingesta de partícu

las de látex. Se determinó que a medida que aumentaba la 

concentración del estimulo la capacidad fagocitica también 

se incrementaba. Observándose una máxima capacidad fagociti

ca a ZO µg de CBZ, y comprobándose con esto que el CBZ modi

fica la capacidad de las células mononucleares y estimula su 

actividad secretora (Tabla VI y Figura 8). 
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CONCLUSIONES 

El mebendazol es un fármaco útffh:1dÓ't:'~~o 'lln~ihel -
mintico de amplio espectro, al que adem~f ~e:d~a~,descri
to una gran variedad de funciones celula't~~/ ~Ó~~ ioseer una 

elevada actividad antimicrotubular, ind~~¡~,· la secreción de 

insulina, incrementar la producción de anticuerpos específi

cos en la respuesta inmune, etc, y ha sido probado como al

trenativa en el tratamiento de la cirrosis hepática experi

mental demostrandose un efecto sobre la reversi6n de la mi~ 

ma, lo cual implica una disminución de la cantidad de cola-

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 di~ 

tintos tipos celulares para tratar de encontrar una posible 

explicaci6n al mecanismo por el cual la colágena disminuye. 

Los ~esultados obtenidos en el presente trabajo su

gieren que el mcbenda:ol actúa sobre las células mononucle~ 

res y los fibroblastos de la siguiente manera : 

-· Induce un estado que morfológicamente es compatible 

con la "activación" de los macr6fagos. 

- Induce a que el macr6fago produzca un factor que al 

actuar sobre los fibroblastos, incrementa en estos la 

libe.ración de actividad colagenolítica. 

- Disminuye la movilidad espontánea de los macr6fagos. 

- Modifica la capacidad fagoc!tica de los macr6fagos y 

aparentemente estimula su actividaá secretora. 
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En base a los res_ul tados obtenidos se concluye que 

el csz· sí posee una acción sobre los macr6fagos, algunas de 

estas acciones contribuyen a explicar la disminuci:ón de l• 

colágena depositada en el modelo de cirrosis hepática expe

rimental que se ha observado en estudios anteriores, no ob~ 

tante que no se pudo determinar el mecanismo íntimo por me

dio del cual se induce una mayor actividad colagenolítica. -

Los datos nos muestran claramente_ que _a :pesar de 

que el estímulo con CBZ podría propiciar la libera_ción de 
,-.·.,--º 

otras muchas actividades biol6gicas algunas .iE!-ci~s cualés 

son antagónicas entre sí , el resultado netci _final-éoin~Í.de 
con una mayor actividad colap,enolítica y un lige_ro ':i~:;;te~,e~ 
to en la capacidad fagocítica de loa macr6fagos·/-~~---c0~1:·:·--:--
¡iuede coadyuvar en el mecanismo de disminución de l~-,~oi'.á· __ ,, 

gena hepática que se ha descrito. Por aotra parte 11{ pér

,dida de movilidad de las células podria producir uma·mayor_ 

perm~nencia de éstas dentro del espacio hepático, lo cual 

podría ser benéfico o contraproducente dada la !lran va_~ie·

dad de actividades que son capaces de realizar los macr6fac 

gos; pero nuevamente el resulta do experimenta 1 "in vivo" 

hace pensar que el equilibrio se desplaza hacia un -efecto 

benéfico. Por lo tanto consideramos que aün cuando_ se 

requieren estudios con mayor profundidad para dilucidar el 

mecanismo de acción del CBZ, éste es un buen candidato-para 

ser considerado como una alternativa en el tratamiento de 

enfermedades que implique procesos fibrosantes. 
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