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RESUMEN

La coenzima pirofosfato de tiamina (PPT) es importante para el
funcionamiento de la piruvaro-deshidrogenasa y de la a -
cetoglutarato deshidrogenasa que intervienen en el merabolismo
celular. En especial, érganos como el corazén, el higado o el
cerebro son dependientes de la presencia del PPT para su
actividad. En este estudio, se evalué el nivel hepdtico el efecto de
la aplicacién de dosis suprafisiolégicas del PPT en la morfologfa
celular y nuclear de hepatocitos de ratas Wistar macho normales
a las cuales se les aplicé la coenzima en distintos periodos.
También se estudio el efecto del PPT sobre el potencial de
membrana (PM) de los hepatocitos, de las células de la corteza
cerebral y de las células del cerebelo en ratas intoxicadas con

CCl.

En los hepatocitos, las dosis continuas de la coenzima
provocaron un aumento minimo (no significativo) de las dreas
citoplasmdticas y nucleares. En los datos electrofisiolégicos, se
observo que el PPT regulé las alteraciones en el PM de las células
del higado, asi como de las células del cerebro o del cerebelo
provenientes de los animales tratados con el CCl4. Por lo tanto,
podemos concluir en base a los resultados obtenidos y que
forman parte de una serie de investigaciones que se realizan
actualmente para valorar los beneficios de utilizar al PPT, quela
aplicacién de esta coenzima a dosis suprafisiolégica, frecuentes y
a largo plazo, no ocasiona efectos secundarios y si interviene
regulando el PM de las células hepdticas asf como de las células
del sistema nervioso central.

Palabras clave: pirofosfato de tiamina, cocarboxilasa, cirrosis
hepdtica, potencial de membrana, neuronas.

! Instituto de Investigaciones Cientificas Hans Selye, A.C. México.
Departamenta de Embriologia de la Faculrad de Medicina de la Universidad Nacional
Aurénoma de México. México.
Departamento de Farmacologia, INER. México.

Correspondencia: M en C Noé Alvarado Vdsquez, Departamento de [nvestigaciones en
Farmacologfa, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, Calz.de Tlalpan 4502,
Col. Secc. XV1, 14080 México D.F, Fax: 56 6546 23, E-mail: noealvarado@yahho.com

ABSTRACT

The coenzyme thiamin pyrophosphate (TPP) is essential for the
correct functioning of the piruvate dehydrogenase and alpha-
ketugluterate dehydrogenase in cell metabolism. Specifically,
organs such as the heart, the liver or the brain are dependent on
the presence of TPP for their respective activities. In this study,
we eevaluate the effect of supraphysiological does of TPP on the
cellular and nuclear morphology of the hepatocytes in healthy
male Wistar rats pover varying periods of time. We also studied
the effect of TPP on membrane potendial (MP) of hepatocyrtes,
cells in the cerebral cortex and cerebellum of the rats intogicate

with CCls.

Cotinuous application of the coenzyme caused a minimum
increase of cytoplasmatic and nuclear areas. Electrophysiological
data demonstrated that TPP regulated MP of the liver cells as
well as cerebrum or cerebellum cells in animals treated with
CCli. We therefore conclude that, on the basis of the results
obrained from this experiment which forms part of a series of
studies on the benefits of TPP, the ferequent application of
supraphysiological doses of TPP over long peeriods does not
cause adverse effets and regulates MP of hepatocytes as well in
central nervous system.

Key words: thiamin pyrophosphate, cocarboxylase, cirrhosis,
mambrane potential, neorons.

INTRODUCCION

La coenzima de pirofosfato de tiamina (PPT) o cocarboxilasa, es
la forma activa de la tiamina (Viatamina Bl)y es importante
como cofactor en los procesos enzimdticos fundamentales para la
economia celular'. Se ha demostrado que esta coenzima forma
parte integral del complejo de la piruvato deshidrogenasa, de la
piruvato descaboxilasa, del complejo de la o -oxoglutarato
deshidrogenasa y de la transcetolasa eritrocitica, entre otras cosas?
y su sintesis es directamente dependiente de la presencia de la
tiamina. A este respecto, diversos investigadores han confirmado
que una deficiente concentracién de tiamina tiene efectos
adversos en la concentracién del PPT?, lo cual afecta a 6rganos
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como ¢l corazdn, higado o ¢l cerebro que son dependientes de la
presencia de esta coenzima para su funcionamiento adecuado.
En el higado una baja concentracién de tiamina provoca
alteraciones en labiosintesis de las bilirrubinas y de la albimina?,
favorece el desarrollo de la piruvicemia y de la acidosis ldctica y
altera la sintesis de diversas proteinas®. En la enfermedad del
Jarabe de Maple, se produce una acumulacién de leucina,
isoleucina y valina y de los acetodcidos correspondientes a
consecuencia del descoplamiento entre el complejo
multienzimdrico y los cofactores que participan en la
descarboxilacién del los o -cetodcidos mencionadoss. La
administracién del PPT atentia estas alteraciones al activar al
complejo de la piruvato deshidrogenaasayal dela @ -cetodcido
deshidrogenasa’.

En el caso del sistema nervioso, la deficiencia de tiamina provoca
sintomas neuroldgicos que intervienen al administrar PPT. En
particular en las neuronas encontramos dos sitios de reserva de la
coenzima, uno mitocondrial con baja velocidad de recambio y el
otro citoplasmdtico con alta velocidad de recambio®. La tiamina
en su forma libre interviene en la sintesis y secrecién de la
en ¢l sistema nervioso parasimpdtico®. En los
niicleos neurales colinérgicos, el complejo enzimdtico
0 -cetoglutorato deshidrogenasa,
fundamental para el proceso oxidativo de la glucos a depende de
la presencia del PPT, esto apoya la importancia de la tiaminay de
sucoenzima (PPT) en el sistema nervioso.

acetilcolina

mitocondrial de la

Contando con estos antecedentes, consideramos importante
valorar: 1)El efecto de la administracién continua y a largo plazo
del PPT sobre la morfologfa celular y nuclear de hepatocitos
procedentes de animales normales y 2)Evaluar su efecto sobre el
PM de hepatocitos, células de la corteza cerebral, asi como de

cerebelo obtenidas de animales intoxicados con Cel4
MATERIALY METODOS

Se emplearon 10 lotes conformados por 9 ratas Wistar cada
uno, las cuales renian un peso inicial de 300g en promedio y que
permanecieron en las condiciones habiruales del bioterio durante
un semana. Después del periodo de adapracién, se les aplicé por
via subdérmica 0.3mL de solucién salina balanceada (SSB) a los
controles y 0.3mL de pirofosfato de tdamina (12mg en cada
aplicacién) estable en solucidn a los grupos experimentales
durante tiempos variables, de acuerdo al siguiente disefio: a)
Lotes control, se les aplic SSB durante el periodo experimental
correspondiente: 7, 14, 21, 30 y 90 dfas; b)Lote 2, se les aplicd
PPT durante 7 dias; ¢)Lote 3, se lees aplicé PPT durante 14 dfas;
d)Lote 4, seles aplicé PPT durante 21 dias; e)Lote 3, se les aplicd
PPT durante 30 dias; f)Lote 6, se les aplicé PPT por 90 dias.

Al término de cada periodo, se sacrificaron los animales y se
disecd el higado, del cual se tomé el extremo inferior del 16bulo
izquierdo. Este tejido se sometié a la técnica de fijacién,
deshidratacién e inclusién en resina epéxica para hacer cortes
semifinos®, en los que se realizaron los estudios histolégicos con
un microscopio de luz conectado, mediante una cimara de video
(CCD Sony) a una computadora con un analizador de imdgenes
(Image Pro-plus, versién 2.0, Media Cibernetics) con el

que se hicieron los andlisis morfométricos. Los resultados con
promedios de 180 mediciones para cada tratamiento y para cada
control, se sometieron a un an4lisis de varianza (ANOVA), a la
prueba de Tukey, a una regresién muiltiple y se aplicd un anlisis
factorial ".

Modelo de intoxicacién con CCl4

Con 20 raras Wistar se conformaron 4 lotes: a) Grupo control
tratado con solucién salina fisiolégica balanceada; b) Grupo
tratado durante 8 semanas Con CC'4 inyectado por via
intraperitoneal; c) Grupo tratado de igual forma que en b, al cual
al término del periodo de 8 semanas se les aplicé PPT durante 8
semanas mds y d) Grupo tratado simuliineamente con
tetracloruro de carbono (CCl4) y PPT durante el mismo
periodo. Al término del estudio los animales fueron sacrificados
y se analizé la actividad eléctrica de la corteza cerebral en la zona
parietal izquierda y de células pertenecientes al extremo inferior
del I6bulo izquierdo del higado por la técnica de registros
electrofisiolégicos®.

RESULTADOS

Se observé que los cambios en las dreas citoplasmiricas y
nucleares de los hepatocitos fueron graduales, conforme los
animales controles continuaron con su desarrollo corporal
normal. Sin embargo, las dreas citoplasmdticas de las células
provenientes de animales normales tratados con PPT en
comparacién con las del grupo testigo correspondiente,
mostraron un incremento (Figura ). A los 7 dias se tuvo una
diferencia de 50 um? en promedio en el grupo experimental con
respecto al testigo; en las etapas sucesivas las diferencias fueron
menores y alos 90 dias de tratamiento la disparidad entre ambos
grupos fue de 18 um?. El andlisis factorial determiné que la
desproporcién entre las pendientes fue de 35.22 um?, mientras
que el incremento por periodo fue de 0.49 um?, lo cual no fue
significativo (p> 0.05) (Tablal).

Con respecto a las dreas nucleares (Figura 1), se observé que se
manifestaron diferencias entre los grupos testigos y los tratados a
los 14 y a los 90 dias, mientras que en los grupos restantes los
valores se mantuvieron muy semejantes entre si. Sin cmbargo,
dichos cambios tampoco mostraron una significancia estadistica
(p> 0.05) (Tabla 2). Los grupos tratados comparados con los
testigos, mostraron que los valores de las dreas citoplasmadticas y
nucleares de los hepatocitos de las ratas experimentales cayeron
dentro de las rangos normales, por lo que se considera que no se
tuvo una estimulacidn de la division celular, sino tnicamente
cambios en las dimensiones debidas probablemente a las
adaptaciones bioquimicas y fisioldgicas ante la presencia de la
coenzima.

Modelo de Intoxicacién con CC14

La dministracién del CCl4 provocé modificaciones en el
potencial de membrana (PM) de los tpos celulares
estudiados (Tabla 3). Las disminuciones observadas en el PM
fueron de wun 25 a un 50% al comparar con los registros
obtenidos de las células procedentes de los animales controles.
E I ¢fe o negativo sobre



el PM disminuye después de administrar a los animales el PPT,
pero solo cuando se comenz6 la aplicacién de la coenzima después
de 8 semanas de tratamiento con el CCl4, cuando el PPT fue
aplicado junto con el CCl4 no se encontré ningtin cambio en el
PM. La despolarizacién que se observo en los registros obtenidos
de células del cerebro de los animales tratados con el CCls mostré
los siguientes valores: -8 + 20.0 mV, en las células de la corteza
parietal izquierda, en el cerebelo el PM fue de +9.5+ 19.5mV yen
los hepatocitos fue de -4.5 + 18.5 mV. El PM encontrado en las
células de los animales controles, tuvo una diferencia del 80 al 96%
comparada con los experimentales.

DISCUSION

La modificacién de las dreas citoplasmdticas y nucleares fue gradual
y obedecié al crecimiento normal de las células hepdticas, ya que a
laedad ala cual se inici6 el estudio de los animales no han llegado a
su madurez. Las dimensiones del 4rea citoplasmdtica de los
heparocitos provenientes de los animales tratados con el PPT al
inicio del estudio, tuvieron una diferencia de 50 um? con respecto
al promedio encontrado en el 4rea citoplasmdtica del hepatocito en
las ratas testigos. Al finalizarse el estudio se observo una
desigualdad de 18 um? en promedio en este mismo aspecto, entre
las ratas testigo y las ratas tratadas ain cuando los grupos tuvieron
la missma edad'. Es probable que la pequea variacién entre los
grupos haya derivado de la adaptacién bioquimica, fisiolégica y
morfoldgica de los organelos intracelulares y en especial de las
mitocondrias, a la presencia continua y de larga duracién de las
canridades "suprafisiolégicas” del PPT, por ser el principal sitio en
donde se llevan a cabo las reacciones bioquimicas catalizadas por el
PPT. Las dimensiones de las dreas nucleares tuvieron menos
discrepancias entre los grupos controles y los experimentales,
probablemente debido a la etapa de diferendiacién celular y por el
grado de biosintesis de las moléculas nucleares. Se ha demostrado
que la deficiencia de tiamina no modifica esencialmente la
biosintesis del ADN'!, pero si afecta la sintesis del ARN, esto
reafirma la mayor influencia de la tiamina y del PPT en las
estructuras extranucleares mds no en las intranucleares. El higado
es un 6rgano cuyas funciones dependen en gran medida de la
presencia del PPT', por lo tanto ésto debe proporcionarle la
capacidad de adapracién a la administracién de cantidades
Jsuprafisiolégicas” continuas de esta coenzima, sin que
aparentemente se genere ningin efecto secundario'. Por
observaciones paralelas se observé un menor contenido de grasaen
los tejidos de las ratas experimentales, las cuales se mostraron mds
activas; lo mencionado permite suponer que el funcionamiento
del metabolismo en general fue normal'®

Las disfunciones hepdticas generan trastornos en todo el
organismo, y en particular provocan encefalopatias'i. Por esta
razon, el cambio en las funciones hepdticas derivado de la presencia
del CCls produjo una modificacién del PM de las neuronas's, lo
mencionado se comprobd al encontrar variaciones en el PM de los
hepatocitos y en las neuronas de las ratas intoxicadas con CCl4,
ésta es una de las principales alteraciones encontradas en la
membrana celular. EI PPT participa en la regulacién y los
cambios en el PM, ya que como coenzima interviene
modulando las caracteristicas electrofisiolégicas de ésta'®
mejorando la conduccién del impulso nervioso . Asi mismo
interviene en la conservacién de la integridad de los tejidos

neurales’, y en la sintesis, liberacion y recambio de los
neurotransmisores'?. En los lotes de ratas que recibieron el PPT
se observd la rehabilitacién de las funciones eléctricas, asi como
la proteccién contra el efecto téxico del CCla. Seencontréd Una
tendencia a la normalizacién del PM solo cuando el PPT fue
administrado después de la administracién del CCls (Tabla 3).
El Ccl4 provoca modificaciones en la estructura de la
membrana celular, altera la estructura del citoesqueleto,
degrada a los organelos intracelulares, y disminuye la
concentracién de ATP de la célula, entre otros efectos. Los
eventos senalados pueden relacionarse con la induccién de la
necrosis derivada de la presencia del agente téxico?. Debido a
estos cambios estructurales causados por el CCls, la
administracién  del PPT al mismo tiempo que el agente
quimico no fue capaz de proporcionar una proteccion
adecuada a la célula, lo que se reflejd en la despolarizacion del
PM pueslas células estdn muriendo (Tabla 3).

Las mitocondrias tienen cambios estructurales y fisioldgicos
durante el proceso de necrosis o de apoptosis, lo que es
relevante por ser en estos organelos en donde el PPT interviene
principalmente?®?d. La administracion del PPT, tiempo
después de la aplicacion del CCl4 debe proteger por las vias
mencionadas a las células que atin no han muerto permitiendo
su recuperacion, o bien a aquellas células dafiadas e incapaces
de restablecer su metabolismo.

Las resultados obtenidos nos dan bases para poder explicar
los beneficios obtenidos en los pacientes que presentan
hepatopatias de diferente enologla y tiempo de evolucion, y que
muestran una mejoria clinica importante, asi como en sus
resultados de laboratorio durante y después de haber recibido al
ppT21.

En conclusién el PPT aplicado frecuentemente, a largo
plazo y en dosis "suprafisiolégicas”, no genera trastornos
secundarios en el hepatocito y en cambio si interviene
disminuyendo y/o desapareciendo las alteraciones inducidas
por el CCl4en el PM de las células del higado, cerebro y
cerebelo delos animales intoxicados con el agente quimico

TABLA 1
Area citoplasmdtica de hepatocitos normales de animales
tratados y no tratados con el PPT (Promedio +- D.S)

um’ del drea pm? del drea

Hif'a‘:jed;m citoplasmirica en citoplasmirica en
los animales tratados los animales testigos

7 476.84+-27 43 420.35+-19.14

14 478.7+-4.27 476.01+-12.34

21 496.4+-18.13 436.88+-23.64
30 510.26+-14.87 504.85+-28.66

90 521.18+-19074 503.52+-16.85

Para cada tiempo de tratamiento fueron realizadas un rotal de
180 mediciones. Los resultados estin expresados en ym?
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TABLA 2
Areas nucleares de hepatocitos normales de animales
tratados y no tratados con el PPT(promedio+- desviacién
estandar, ym?)

Diis 3¢ um? del dres um? del drea
MO o, 58 hados Keynlaits s
i 49.44+-528 49.484+-7.99
14 55.08+-8.28 51.04+-4.5
21 55.65+-6.0 55.79+-7.82
30 54.12+-5.18 52.64-6.47
90 59.24+-4.5 53.83+-8.79

El total de med;cioncs realizadas por grupo fue de 180.(>0.05)

TABLA 3
Registros electrofisiolégicos por érgano y
por grupo experimental

Grupo Corteza Cerebelo Higado
Control -405205mV-36FX1.0mV -575*+25mV
ca, -30£20mV -20x20mV -23.5+05mV

PPTaplicado -42%20mV -475x75mV -70£9.6 mV
después del
CCl,
CCL+PPT -8%200mV 95+195mV -45%185mV
administrados

de manera

simultanea

Resultados obtenidos de 5 animales por grupo experimental. Las lecturas
esstdn dadas en milivoltios, se muestra el promedio +- la desviacién estindar.
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