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RESUMEN

En situaciones de hacinamiento poblacional es frecuente que los padecimientos se
compliquen y concurran patologias como es el caso de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y
la tuberculosis (TB), padecimientos que deben ser tratados con farmacos especificos. El
primero, con un hipoglicemiante como la metformina (MTF) y el segundo con rifampicina
(RIF). El tratamiento de la diabetes mellitus (DM) es crénico mientras que aquel de la TB es
por tiempo prolongado. Es posible que la administracién conjunta de MTF y RIF afecten
fisiol6gicamente a los pacientes, por lo que investigamos cuales son los efectos que los
farmacos, de manera independiente y cuando se administran conjuntamente, tienen en el
metabolismo de las células hepéaticas, especificamente sobre la homeostasis lipidica,
empleando un modelo in vitro, la linea celular HepG2. Los resultados muestran que la
exposicion a MTF (0.04, 0.5, 1 y 2 mM) no afecta la viabilidad celular mientras que RIF (10
UM) si lo hace. Respecto a la acumulacion de lipidos, RIF (5 y 10 uM) indujo una
acumulacién lipidica estadisticamente significativa, la cual fue medida con el ensayo de rojo
oleoso y empleando al 4cido palmitico (300 uM) como control positivo. En contraste, MTF
no incrementé los lipidos intracelulares. Cuando las células HepG2 se co-trataron (RIF 10
UM; MTF 0.05 mM), se observé una disminucion significativa en la acumulacion lipidica
provocada por RIF, misma que fue comprobada mediante el andlisis de superficie de
interaccion sinérgica (SIS), donde los 12 co-tratamientos mostraron un efecto infra-aditivo
en la disminucién de acumulacion lipidica, ademas de corroborar los efectos individuales
que cada farmaco ejerce en la linea celular HepG2. Los resultados presentados sugieren
que la MTF previene los efectos de acumulacion lipidica causada por RIF. Por otra parte,
el tratamiento con RIF Unicamente puede constituir un buen procedimiento para desarrollar
esteatosis en un modelo in vitro con utilidad para estudiar a la enfermedad de higado graso
no alcohdlico (EHGNA). Finalmente se proponen los posibles mecanismos implicados en

dicho efecto mediante la construccion de una ruta metabdlica empleando KEGG.



ABSTRACT

In overcrowding sanitary conditions deteriorate and frequently pathologies concur as is the
case of diabetes mellitus type 2 (DM) and tuberculosis (TB). The first, with at metformin
treatment (MTF) and the second with rifampicin (RIF). DM treatment is chronic while TB is
long-term. It is possible that the coadministration of MTF and RIF may physiologically affect
patients, so we investigated the effects these drugs, either independently or coadministrated
on the metabolism of cells hepatic, specifically on lipid homeostasis, using a HepG2 cell line.
Results show that exposure to MTF (0.04, 0.5, 1 and 2 mM), does not affect cell viability
while RIF (5 y 10 uM) does it. Regarding lipids, RIF (10 uM) induced a statistically significant
accumulation, as measured by the oil red test and using palmitic acid (300 uM) as a positive
control. In contrast, MTF did not increase intracellular lipids. However, RIF (10 uM) and MTF
(0.05 mM) significantly decreased lipid accumulation A synergistic interaction surface
analysis (SIS) showed that the 12 cotreatments tested had an infra additive effect on lipids
accumulation. Results suggest that MTF prevents lipids from accumulation On the other
hand, treatment with RIF can only be a good procedure to develop steatosis in an in vitro
model useful for studying nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Finally, the possible
mechanisms involved in this effect are proposed through the construction of a metabolic
pathway using the KEGG.
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1. INTRODUCCION
1.1 Asociacion diabetes mellitus y tuberculosis

De acuerdo a datos de la Federacion Internacional de Diabetes (FID), se estima que el
numero de personas con DM en el mundo se ha incrementado de 135 millones en 1995, a
387 millones en la actualidad, y se estima que para el 2035 hayan 592 millones de personas
afectadas. La DM2 es el principal problema de salud en México y es de las primeras causas
de muerte. La FID reportdé que en el afio 2014 México ocupé la sexta posicion entre los
paises con el mayor numero de personas con DM (8.7 millones), al igual que pronosticé
que para el afio 2030 México ocupara el quinto lugar con un niumero estimado de enfermos
de 15.7 millones. Los datos que proporciona la encuesta nacional de salud y nutricién 2016
(ENSANUT 2016) demuestran que la prevalencia de DM por diagnéstico previo fue de

9.4%, lo que significa que existen 6.8 millones de mexicanos con la enfermedad.

Por otra parte, la TB constituye una de las principales causas de muerte dentro de las
enfermedades transmisibles. Se estima que en el 2013 alrededor de 9.0 millones de
personas en el mundo desarrollaron esta enfermedad. En el continente Americano
alrededor de 280 000 personas se ven afectadas por todas las formas de tuberculosis cada
afio (WHO, 2013).

En México, una muestra representativa nacional de 2 716 casos con baciloscopia positiva
de tuberculosis indicdé que 22% de los casos totales muestreados fueron asociados con
DM2. Dada la importancia creciente para la salud publica de la comorbilidad de TB-DM2 y

su repercusién costosa sobre la sociedad nace el interés por el desarrollo de este proyecto.

Historicamente, la asociacion entre TB-DM ha sido reconocida durante siglos. Obras
publicadas desde el siglo XVI describen los signos y sintomas de pacientes diabéticos
infectados por Mycobacterium tuberculosis (Rajalakshmi et al., 1999). Con la introduccion
de la insulina en 1920, el descubrimiento de la estreptomicina en 1940 y el subsecuente
desarrollo de medicamentos para el tratamiento de ambas enfermedades, dicha asociacion
se creia deshecha (Kapur et al., 2013). No obstante, pese a la inclusion de diversos
farmacos y medidas que disminuyeron notablemente las tasas de letalidad para las
personas que padecian DM o TB, la incidencia de estas dos patologias, actualmente siguen
representando dos grandes problemas de salud publica a nivel mundial situandolas en la

categoria de reemergentes (Lewandowski et al. 2015). Aunque se desconoce la



direccionalidad de ambas enfermedades, se ha observado que el riesgo de desarrollar
tuberculosis activa va de 2.44 a 8.33 veces en pacientes diabéticos, dejando un campo

abierto de cuestionamientos sobre el manejo clinico de estas dos enfermedades.

La TB es la enfermedad de origen bacteriano que ocasiona el mayor nimero de defunciones
en diversos paises. Se estima que una tercera parte de la poblacién a nivel mundial padece
tuberculosis latente, es decir, que dicho sector poblacional es portador de Mycobacterium
tuberculosis y no desarrolla la enfermedad, situacion que se da en méas del 90% de los
casos, siendo del 5 al 10% de la poblacion la que presenta la enfermedad. La tasa de
mortalidad anual por TB es del 25% atribuyéndole 1.5 millones de fallecimientos, lo que la
sitla en la segunda causa de muerte a nivel mundial dentro del marco de enfermedades
infecciosas (Lewandowski et al. 2015).

Asia, Africa, América y el Pacifico Occidental corresponde a las regiones con mayor
incidencia de TB, siendo Brasil, Camboya, China, Etiopia, Filipinas, India, Myanmar,
Uganda y Vietnam los paises con alta carga de este padecimiento desde 1990
(Lewandowski et al. 2015). Particularmente, la prevalencia de TB se presenta en paises en

vias de desarrollo o de bajos ingresos (Stevenson et al. 2007).

En contraste, la DM afecta a todos los paises, en particular a los de alto poder
socioecondmico, asi como paises de ingresos bajos y medios, (Shaw et al. 2010)
convirtiéndose en una de las principales causas de muerte y discapacidad en el mundo.
Existen 387 millones de personas con DM y se prevé que para el afio 2030 dicha cifra
aumentara a unos 33 millones (ADA 2015). Estudios recientes muestran que cerca del 10
al 30% de pacientes con TB desarrollan DM (Restrepo et al., 2007, Nijland et al. 2006,
Singla et al. 2006, Shetty et al., 2006). La OMS reporta que el 40% de los casos de TB son
concurrentes con VIH siendo esta la comorbilidad mas frecuente seguida de un 15 % de los

casos asociados a DM (Marais et al. 2013).

En México, por el contrario, las comorbilidades asociadas con mayor frecuencia a la TB son
DM (22%), desnutricion (14 %), VIH (10%) y alcoholismo (6%) (SINAVE, 2014). En el
periodo de 2000 a 2013 se reporté un aumento del 208% en las tasas de incidencia de
ambas enfermedades. En el afio 2010, la Secretaria de Salud en México reconoce la
comorbilidad de TB-DM y aplica la Estrategia Nacional para la atencion integral de la TB-
DM, la cual sigue vigente y se encuentra aunada a diversas directrices internacionales que

estableci6 la OMS y la Union Internacional contra la Tuberculosis y Enfermedades



Respiratorias. A pesar de existir diversas estrategias de control, el binomio TB-DM

prevalece reportandose 4,269 casos nuevos en al afio 2014 (Davila et al. 2015).

Se tiene conocimiento que las infecciones empeoran el control de la DM y la TB no es la
excepcion. Existen estudios que indican que la TB causa intolerancia a la glucosa y que los
medicamentos utilizados para tratar la infeccion causada por Mycobaterium tuberculosis

pueden empeorar el control glucémico en pacientes con DM (Dooley et al., 2009).

A nivel mundial y en nuestro pais, mas del 90 % de los casos de DM corresponden a
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (FID, 2014) y el 80.5 % de los casos de TB corresponden a
tuberculosis pulmonar (TBP) (WHO, 2014). El manejo terapéutico para DM2 consiste en
una monoterapia a base de MTF, el cual es el farmaco més frecuentemente utilizado para
el tratamiento de esta patologia en adultos (ADA 2015). Por otra parte, el manejo
terapéutico de TB se basa en un esquema de polifarmacia, donde la RIF constituye el

medicamento base a lo largo del tratamiento (Sia et al.,2011).

En pacientes diabéticos administrados con isoniazida y durante tratamiento de TB se ha
observado una toxicidad superpuesta que se ve reflejada en riesgo de desarrollar
neuropatia periférica (Niemi et al. 2001). Otros estudios sefialan que la RIF puede ocasionar
hiperglucemia directa o indirecta a través de las interacciones con farmacos
hipoglucemiantes orales (Atkinson et al., 2001). A pesar de lo anterior, la interaccién entre
MTF y RIF ha sido poco estudiada, pues se supone que la MTF no causa interacciones

farmaco- farmaco con otros medicamentos (Scheen et al., 1996).

Existe un solo estudio que evalla la interaccion RIF-MTF en plasma sanguineo de humanos
donde se reporta que la RIF incrementa los parametros farmacocinéticos de la MTF,
encontrandose concentraciones elevadas de este farmaco después de 0.5 y 1 h de
tratamiento con RIF, interaccibn que se ve reflejada en una mejora del efecto
hipoglucemiante de la MTF (Cho et al. 2011). La importancia clinica de los efectos de RIF
en coadministracion con MTF debe ser estudiada, puesto que a pesar de tener un resultado
favorable en el estudio (Cho et al. 2011), se desconoce la magnitud de la interaccion y los

efectos que en otros sistemas que dependan de la energia, puedan tener.



1.1.1Aspectos generales sobre la diabetes mellitus

La DM es un conjunto de enfermedades de naturaleza crénica y de etiologia multifactorial
que se caracterizan por una deficiencia en la secrecion de insulina, que provoca
hiperglucemia, lesiones vasculares y alteraciones en los niveles lipidicos séricos (Gonzélez
et al. 2014). La insulina es una hormona secretada por las células § pancreaticas en los
islotes de Langerhans en respuesta a niveles elevados de nutrientes en la sangre,
controlando funciones energéticas criticas como el metabolismo de la glucosa y los lipidos
(Madiraju et al. 2014).

La clasificacion de este padecimiento incluye 4 formas clinicas: la diabetes tipo 1 (DM1) la
cual es definida por una deficiencia absoluta de insulina debido a la destruccién de las
células beta pancreaticas, la diabetes tipo 2 (DM2) caracterizada por una disminucion
progresiva de la produccion de insulina o un incremento en la resistencia a la misma, la

diabetes gestacional y otros tipos especificos (ADA 2015)

De acuerdo con la FID; China, India, Estados Unidos, Brasil, Rusia y México en orden
descendente son los paises con mayor niumero de diabéticos. Se estima que mas del 80%

de las muertes por diabetes se registran en paises de ingresos bajos y medios (FID, 2014)

En México, desde el afio 2000 la incidencia de DM es mas alta en mujeres (442.23 casos
por cada 100 mil mujeres) que en los varones (326.81 casos por cada 100 mil hombres) y
las defunciones en el mismo afio se representaron en un 62% en mujeres y 61% en
hombres (INEGI,2011). En 2010 este padecimiento causé cerca de 83 000 defunciones en
el pais y se estima que la tasa de mortalidad anual fue del 3%. Sin embargo, estas
estimaciones no son exactas puesto que parte de la poblacién desconocen tener esta
condicion médica (INSP, 2015). Ademés de su creciente impacto, las complicaciones de
este padecimiento figuran entre las principales causas de ceguera, insuficiencia renal y

amputacion de miembros inferiores de tipo no traumatico (Magee et al. 2013)

La incidencia de DM1 generalmente se produce antes de los 40 afios, siendo mayor en
personas de 4 a 14 afios. En la actualidad no existen cifras confiables y recientes sobre el
namero de casos de DM1 en México, en el afio 2010 el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) declaré atender a mas de 400 mil nifios con este padecimiento (FMD. ORG, 2010).
Por otra parte, la DM2 representa el 90% de los casos mundiales y se debe en gran medida

a un peso corporal excesivo e inactividad fisica (Kapur et al., 2013).



En nuestro pais, la Secretaria de Salud sefala que mas del 14 % de los mexicanos mayores
de 20 afios padecen DM2, siendo esta en 2011 la segunda causa de muerte, puesto que
del 94% de personas a quienes se les ha diagnosticado la enfermedad y, de las cuales,
solo el 5% lleva con rigor su tratamiento. Se estima que la esperanza de vida de personas
con este padecimiento se reduce entre 5 y 10 afios. En México, la edad promedio de
personas que fallecen por DM en 2010 fue de 66.7 afios (Delgado-Sanchez et al. 2015) Los
costos econdmicos asociados al tratamiento de este padecimiento representan una grave
carga para el Sector Salud y para los pacientes. Se estima que la atencion de DM absorbe
el 15% de los recursos totales del Sistema Nacional Mexicano de Salud calculando un costo
de 707 délares por persona al afio (PAE, 2013-2018).

1.1.2 Historia natural de la diabetes tipo 2

La DM2 o diabetes no insulino-dependiente se presenta en personas con grados variables
de resistencia a la insulina o deficiencia relativa. Su fisiopatologia implica 6rganos y tejidos
como el pancreas, el higado, el musculo esquelético, tejido adiposo, cerebro, tracto
gastrointestinal y renal. La disminucion en la capacidad de metabolizar la glucosa aunado
a la disminucion progresiva de las células B pancreéaticas conduce a una alteracion de la
secrecion de insulina dando como resultado un estado de hiperglicemia caracteristico de

este padecimiento (Defronzo, 2009).

Si bien, las causas especificas de este padecimiento son desconocidas, existen factores
asociados con el riesgo de padecer DM2 como lo son factores genéticos, genes asociados
a la insulina y disfuncion de las células B pancreaticas (PPARG, KCNJ11, WSF1, HNF1B)
(Grant et al. 2009) factores fisiol6gicos, entre ellos la edad, asociando un aumento en la
prevalencia de DM2 con el envejecimiento (CDC, 2014), el sobrepeso y la inactividad fisica,

siendo estos ultimos los principales factores de incidencia de DM en el mundo.

Algunos estudios han sefialado que las dietas ricas en carbohidratos rapidamente
absorbibles resultan en niveles elevados de glucosa e insulina en sangre (Hu et al., 2011).
El humo de cigarrillo representa riesgo para desarrollar esta enfermedad. En un estudio de
meta analisis se sefiala que el riesgo de desarrollar DM2 es del 45% comparado con
personas no fumadoras, esto se relaciona con el numero de cigarrillos consumidos (Willi et
al., 2016). Por otra parte, el consumo de alcohol de forma moderada se ha asociado con
una disminucion del riesgo de padecer DM2 (Koppes et al. 2005). Sin embargo, el consumo
excesivo de alcohol lleva consigo mdultiples dafios al metabolismo, incluyendo el exceso de

ingesta caldrica y obesidad, incrementando los niveles de triglicéridos, pancreatitis,
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disturbios en el metabolismo de la glucosa y el deterioro de la funcién hepatica (Baliunas et
al. 2009).

1.1.3 Manejo terapéutico de la diabetes mellitus tipo 2
En personas con alto riesgo de desarrollar DM2, el uso de farmacos como MTF o inhibidores
de la a-glucosidasa son utilizados para el control de la glucemia.

Los objetivos establecidos para el tratamiento de un paciente con DM2 son principalmente
dos, el primero a corto plazo cuya misibn es mejorar la calidad de vida del paciente
disminuyendo sintomas como la fatiga, poliuria infecciones y complicaciones metabdlicas
agudas. El segundo, a largo plazo para evitar complicaciones micro y macroangiopaticas
(Scheen et al.,2003).

En primera instancia el tratamiento consiste en el desarrollo de un plan que contemple la
reduccién de peso en sujetos con obesidad, incrementado la actividad fisica acompafiado
de terapias nutricionales. Si los niveles de glucemia no disminuyen en 3 meses después de
la iniciacion de la terapia de dieta y ejercicio, se hace necesario el uso de farmacos (ADA
2015).

Una vez que el paciente necesita terapia farmacoldgica para el control de la glucemia, el
medico recurre a lineamientos establecidos por organismos internacionales con la finalidad
de seguir un enfoque orientado al apoyo del paciente, considerando eficacia, costo, efectos

adversos y comorbilidades.

La guia establecida por la Asociacion Americana de Diabetes establece 3 lineas de
tratamiento. La primera linea de tratamiento consiste en una monoterapia oral ajustando
progresivamente la dosis hasta conseguir los niveles de glucemia deseados. El farmaco de
eleccién para iniciar esta terapia es una biguanida, la MTF, la cual se utiliza particularmente
en pacientes con sobrepeso, tolerancia a este farmaco y si no existe contraindicacién. La
MTF tiene un bajo costo, su seguridad ha sido demostrada, ejerce un efecto neutral en el
peso corporal y se le han asociado beneficios cardiovasculares. En los pacientes con DM2
recientemente diagnosticados y con diversos sintomas de descontrol metabdlico, debe

considerarse iniciar el tratamiento con insulina, con o sin otros farmacos.

Si el tratamiento con MTF a las dosis maximas toleradas no alcanza o no mantiene el
objetivo de control glucémico en un periodo de 3 meses, se recurre a la segunda linea de
tratamiento, en la cual se afiade un segundo agente oral: sulfonilurea, tiazolidinediona o

inhibidor de la dipeptidil peptidasa 4 (inhibidor DPP-4). La tercera linea de tratamiento
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consiste en afiadir un tercer agente oral: inhibidor de SGLT2, agonista de receptor GLP-1

o insulina (Bailey et al., 2000).
1.2 Metformina

La MTF es un hipoglucemiante oral de primera eleccién en el tratamiento de DM2. Es una
molécula hidrofilica basica cuya difusion pasiva a través de la membrana celular es muy
limitada. Se deriva de compuestos biguanidas extraidos de las semillas de Galega
Officinalis (Figura 1) (Fridlyand et al., 2006).

CHs

CHs/KWNH\H/NHQ

NH NH

Figura 1. Estructura quimica de la metformina

1.2.1 Mecanismo de accién

Su mecanismo de accion, a diferencia de las sulfonilureas y otros farmacos, se basa en que
la MTF promueven la sensibilidad a la insulina, inhibiendo la absorcién gastrointestinal de
la glucosa y disminuyendo la gluconeogénesis hepatica sin incrementar la secrecion de

insulina, por lo cual el riesgo de desarrollar hipoglucemia es minimo (Madiraju et al., 2014).

Uno de los mecanismos de accién propuestos y mas aceptados es a través de la activacion
de la proteincinasa activada por AMP. La AMPK es una proteina que mide el estado de
energia celular y sistémica que desempefia un papel de proteccion de las funciones
celulares en condiciones de bajo valor energético. Es activada por el incremento en la
proporcion AMP-ATP, que cambia cuando hay un desequilibrio en la produccién y consumo
de ATP. Cuando AMP se une a una de las subunidades de AMPK se genera un cambio
conformacional que inhibe la desfosforilacion de Thr en el bucle de activacién de la
subunidad a de esta molécula. Esta AMPK activada cambia a las células de un estado
anabdlico a uno catabdlico, cerrando las vias de consumo de ATP y restaurando el equilibrio
energético. Como resultado de esta activacion, la AMPK es capaz de regular la sintesis de
glucosa, lipidos y proteinas y a su vez estimula la oxidacion de &cidos grasos y el consumo

de glucosa.



Pese a lo descrito anteriormente, el mecanismo exacto por el cual la MTF ejerce su funcion
aun no se ha esclarecido, se tiene conocimiento que su efecto ocurre por la inhibicién en la
cadena respiratoria mitocondrial en el complejo I, sin afectar los deméas complejos (Figura
2) (Martinez et al., 2014).
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Figura 2. Mecanismo de accion de la metformina en la gluconeogénesis hepética.
Tomada de Valtier et al., 2017

1.2.2 Farmacocinética

La administracion de MTF es a través de la via oral, su absorcion se completa a las 6 h de
haber sido ingerida; a dosis de 0.5 -1.5 g tiene una biodisponibilidad oral de 50-60% en
condiciones de ayuno. La MTF se distribuye rapidamente y no presenta unién a proteinas
plasméticas. Se sugiere que este medicamento no sufre metabolismo hepético debido a
que no se han identificado metabolitos conjugados, pero se acumula en tejidos como

higado, rifién, glandulas salivales y tracto gastrointestinal (Mayer et al., 1997).

El tiempo de vida media de este farmaco en plasma es de 1.5 a 4.7 h. El efecto
hipoglucemiante se alcanza a las 4 h de haber sido administrada y persiste durante 24 h.
Después de la administracion oral, la MTF se absorbe en los enterocitos a través del
transportador de monoaminas plasmaticas (PMAT) y el transportador organico de cationes
3 (OCT 3) en la membrana apical y deja los enterocitos a través de OCT1 en la membrana
basolateral. La MTF pasa directamente al higado a través de la vena porta en
concentraciones plasmaticas de 40-70 uM. La absorcién de MTF en el higado se realiza a

través del OCT1/3 en la membrana de los hepatocitos y su eliminacién se da



fundamentalmente a través de la via renal, puesto que la tasa de aclaramiento renal oscila
entre 552 ml/min a 642 ml/min, hecho que supera el aclaramiento de creatinina, lo que
indica la secrecion tubular renal del farmaco (Figura 3) (Somogy et al., 1987). Su
biodisponibilidad tiende a reducirse con la coadministracion de acarbosa. No obstante, la
interaccion con otros medicamentos afecta poco la farmacocinética del farmaco (Scheen et
al., 1994). Se cree que la MTF no causa interacciones farmaco-farmaco con otros
medicamentos. No obstante, existen estudios que sugieren que la MTF afecta la

farmacocinética de farmacos administrados conjuntamente (Cho et al. 2011).
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Figura 3. Farmacocinética de la metformina
Tomada y Modificada de He et al.,2015

1.2.3 Uso terapéutico

En pacientes con DM2, la monoterapia con MTF va de 0.5-3 g por dia, siendo ésta la dosis
diaria maxima aprobada por la FDA. Ademas de que se ha comprobado que su uso esta
relacionado con la reduccion de complicaciones macrovasculares de la enfermedad,
reduccién de peso corporal (Golay et al., 2008), reducciéon de los niveles séricos de

colesterol, lipoproteina de baja densidad (LDL) y triglicéridos (TG) (Gémez et al., 2013).

1.2.4 Efectos adversos

La acidosis lactica es una de las reacciones adversas poco frecuentes y ocurre cuando el
medicamento esta contraindicado. Por otro lado, los efectos adversos mas comunes
corresponden a las alteraciones gastrointestinales (anorexia, nauseas, vomito, espasmos
abdominales y disenteria) que se observan en un 20% de los pacientes. Estas

complicaciones son dosis dependientes y suelen ser transitorias.



1.2.5 Contraindicaciones

Su uso se restringe en personas con condiciones de insuficiencia renal, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia hepética, alcoholismo crénico, embarazo, lactancia, infecciones
graves, desnutricibn severa, cetoacidosis, hipersensibilidad al farmaco, diabetes

gestacional, DM1 y en pacientes politraumatizados.
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1.3 Aspectos generales sobre la tuberculosis

La TB es una enfermedad crénica, sistémica causada por el complejo Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis , M. africanum, M. microti y M. canettii), que afecta
principalmente al sistema respiratorio (Daniel 2006). Descubierta en 1882 por Robert Koch,
la TB es considerada como una de las enfermedades infecciosas mas antiguas de la
humanidad. La tuberculosis pulmonar (TBP) es la forma clinica que con mayor frecuencia

se presenta en el ser humano (Gradmann et al., 2006).

El principal agente causal de TB en el humano es Mycobacterium tuberculosis, se trata de
un bacilo aerobio inmdvil, de crecimiento lento (15-20 h) que no forma esporas. Su envoltura
celular es poco usual, no produce capsula de polisacaridos, presenta una membrana
citoplasmética cubierta por una extensa capa de peptidoglicanos unidos a
arabinogalactanos que se encuentran esterificados con acidos micdlicos presentes en la
pared celular. La pared celular posee un elevado contenido de lipidos de alto peso
molecular, constituida por tres capas de acidos micdlicos, cera “D”, glucoproteinas,
trehalosa, 6,6 dimicolato sulfatidos y micosidos. Ningdn componente por si solo es
considerado como factor de patogenicidad, no obstante, la trehalosa 6,6-dimicolato se
relaciona con las cepas mas virulentas. Los acidos micélicos son acidos grasos de cadena
larga que se encuentran esterificados con los polisacéridos de la pared estan relacionados
con acido resistencia. Cabe mencionar que la pared celular contiene lipidos libres (acidos
micocerésicos, fosfolipidos y acidos grasos de cadena corta), polipéptidos y polisacéaridos
(Knechel et al., 2009).
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1.3.1 Historia natural de la tuberculosis

La infeccion por Mycobacterium tuberculosis ocurre por inhalacion del microorganismo en
aerosoles de pacientes baciliferos con lesiones pulmonares abiertas. En 1948, Wallgren
describe un patrén general de la progresion de la patologia en cuatro etapas. La primera
etapa (3-8 semanas) después de que el agente bacilar se implanta en los alveolos, las
bacterias se difunden por la linfa a los ganglios linfaticos regionales en el pulmén, formando
el complejo de Ghon, dado que el bacilo tuberculoso no produce toxinas, el organismo tarda
en iniciar la respuesta inmune y se multiplica libremente. En la segunda etapa (3 meses),
las bacterias se difunden hasta los ganglios hiliares y la corriente sanguinea pudiendo llegar
a diferentes 6rganos. La tercera etapa consta de pleuresias (3 a 7 meses) acompafada de
un dolor severo en el pecho y en esta etapa el paciente puede tardar 2 afios. La Ultima
etapa o resolucion del complejo primario donde la enfermedad no progresa puede tardar
hasta 3 afios. En esta etapa el desarrollo de lesiones extrapulmonares es lento,

presentando dolor cronico en algunos pacientes (Smith et al., 2003).

Mycobacterium tuberculosis al ser introducida en el hospedero es opsonizada por
moléculas del complemento (C3b), inmunoglobulinas (IgG), proteinas de unién a manosa
(MBP) y el factor surfactante A (SPA), lo que permite a la bacteria ingresar al macrofago de
forma eficiente. Si bien no se conoce la patogenia por completo, se tiene conocimiento que
su principal mecanismo de infeccion es impedir la fusién del fagosoma con los lisosomas.
Una vez que el bacilo inicia su infeccion en los macréfagos alveolares, produce lisis celular
e infeccién de nuevas células monociticas. A nivel celular, la micobacteria se sitda en los
fagosomas de los macrofagos para evitar la fusion con los lisosomas que contienen
enzimas proteoliticas. Los macréfagos secretan interleucina 12 (IL-12) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) que aumentan la inflamacion localizada al reclutar linfoncitos T, células
natural killer (NK), diferenciacién de linfoncitos TH1 aunado a la secrecién de interferéon
gamma (IF-y), que activa a los macréfagos infectados y con ello aumenta la fusién de
fagosomas, lisosomas y la destruccion intracelular. EI TNF-a estimula la produccién de
oxido nitrico y de intermediarios reactivos del nitrégeno que potencia la destruccion
intracelular. Cuando la concentracion bacteriana es alta, la respuesta inmune celular da

lugar a la necrosis tisular (Cooper et al., 2009).

Diversos factores del hospedero estan implicados en el proceso como lo son la activacién
local de la cascada de complemento, la isquemia y la exposicion a enzimas hidroliticas

generadas por los macrofagos (O’Garra et al., 2013).
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1.3.2 Manejo terapéutico de la tuberculosis

En pacientes con TB activa, el tratamiento incluye diferentes esquemas que se maneja de
diversas formas segun lo prescrito por el personal médico. El tratamiento primario acortado
con farmacos de primera linea, el retratamiento estandarizado con farmacos de segunda
linea para tuberculosis multi-farmaco-resistente (TB-MFR) y el retratamiento individualizado
con farmacos de segunda linea para TB-MFR. Segun la OMS y la NOM-006-SSA2-2013,
los casos nuevos de TB se deben manejar bajo el tratamiento primario acortado que debe
ser aplicado durante 25 semanas hasta completar 105 dosis, el esquema se divide en 2
fases; una fase intensiva (60 dosis) y una fase de sostén (45 dosis). En caso de abandono,
recaida o infeccion se utiliza un retratamiento polifarmacéutico primario por 8 meses. Si el
tratamiento primario y el retratamiento primario no son exitosos, se recomienda una
evaluacién por el Comité Estatal de Farmacorresistencia (COEFAR) para determinar un
tratamiento estandarizado acorde a la situacion que generalmente tiene una duracién de 24
meses, en caso de fracaso en el retratamiento estandarizado se emplea un retratamiento
individualizado. Los farmacos de primera linea son: isoniacida, rifampicina, etambutol,
estreptomicina y pirazinamida, mientras que los farmacos de segunda linea incluyen la

estreptomicina aminoglucosidos, kanamicina y amikacina.

Una vez iniciado el tratamiento, el paciente tiene que ser sometido a evaluaciones de
seguimiento, las cuales consisten en evaluaciones clinicas por lo menos una vez al mes,
con la finalidad de evaluar la adherencia y los efectos adversos de los medicamentos

tuberculosos.

En los pacientes con tratamiento para TBP se deben obtener muestras de esputo y
evaluacién con microscopia al menos una vez al mes hasta que se obtengan 2 muestras

negativas de forma consecutiva (Sia et al., 2011).
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1.4 Rifampicina

La RIF es un farmaco de primera linea, el cual se activa contra bacilos de Mycobacterium
tuberculosis en fase de crecimiento y en fase estacionaria con actividad metabdlicamente
baja lo que la hace esterilizante in vivo y acorta el tratamiento de TB de 12-19 meses a solo

9 meses.

1.4.1 Mecanismo de accion

La RIF interfiere con la sintesis de ARN al unirse con la subunidad 8 de la ARN polimerasa
e interfiere con la sintesis de acido nucleico en el proceso de replicacién bacteriana. La
resistencia a RIF en Mycobacterium tuberculosis involucra mutaciones en el gen rpoB que

codifica a la subunidad 8 de la ARN polimerasa (Goldstein et al., 2014).
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Figura 4. Estructura quimica de la rifampicina

1.4.2 Farmacocinética

Después de la administracién oral en condiciones de ayuno, la absorcion de RIF es rapida
y completa. Después de 2 h de la administracion, RIF alcanza una concentracion sérica
maxima a una sola dosis de 600 mg. El tiempo de vida media de RIF (600 mg) es de 2.5 h.
Este farmaco se distribuye rapidamente en diversos organos Y tejidos, posee la capacidad
de atravesar la barrera hematoencefalica solo si existe inflamacion en las meninges y la
barrera placentaria. Aproximadamente el 80% de la RIF que se transporta por torrente

sanguineo se une a proteinas plasmaticas, en particular a la albumina.
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La RIF induce su propio metabolismo en el higado debido a que induce a CYP 450
principalmente a las isoformas CYP 3A4, CYP 2C9, CYP2E1, CYP 2C19 (Kanebratt et al
2008). Al ser el higado el principal 6rgano metabolizador, en los hepatocitos es probable
que el farmaco se someta a un proceso de desacetilacién generando su principal metabolito
25-O-deacetilrifampicina que es microbioldgicamente activo y que al igual que la RIF esta
sometido a circulacion enterohepatica. La eliminacion del farmaco es por medio de bilis y

heces (65%), el resto es excretado en forma de orina (Donald et al. 2011).

1.4.3 Efectos adversos
En tratamientos con dosificacion diaria o intermitente, se pueden observar reacciones
cutaneas leves, anorexia, nauseas, urticaria, somnolencia, fiebre, diarrea, cefalea, vision

borrosa, pérdida de apetito y vomito.

Otras reacciones adversas que se manifiestan con los regimenes intermitentes con dosis
altas incluyen leucopenia, hemdlisis con anemia, jadeos, shock, e insuficiencia renal. Los
efectos renales, incluyendo nefritis intersticial, glomerulonefritis y sindrome nefrético son

consideradas reacciones de hipersensibilizacion (Niemi et al., 2001).

1.4.5 Contraindicaciones
La RIF est& contraindicada en pacientes con hipersensibilidad al farmaco, con hepatopatia
activa y en personas con consumao crénico de alcohol ya que su uso puede aumentar el

riesgo de inducir hepatitis (Chen et al., 2006).
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1.5 Hepatoxicidad inducida por farmacos

El dafio hepatico relacionado con medicamentos constituye un grave problema de salud
publica con amplias implicaciones para los pacientes, los proveedores de atencion médica,
la industria farmacéutica y las agencias que se encargan de la regulacion de medicamentos
(Ghabril et al., 2011).

Se considera como reaccion adversa, hepatica o hepatotoxica a toda lesién o dafio hepatico
causado por la exposicion a un medicamento u otros agentes no farmacoldgicos, a las dosis
empleadas para el tratamiento profilctico o terapéutico. La lesién hepatica inducida por
farmacos (LHIF) ya sea la relacionada con la dosis o la de idiosincrasia, es la causa mas
comun de la retirada de farmacos en el mercado y se define como el aumento de mas de
tres veces el limite superior normal de alanino transferasa (ALT), mas de dos veces el limite
superior normal de fosfatasa alcalina (FA) o una bilirrubina total aumentada méas de dos
veces el limite superior normal asociado a cualquier elevacion en la alanino

aminotransferasa o fosfatasa alcalina (Navarro et al.,2006).

El higado juega un papel central en el metabolismo y en la eliminacién de medicamentos y
por lo tanto, es susceptible a LHIF. Aunque se estima que su incidencia varia entre 1 en 10
000 o 1 en 100 000 pacientes, la LHIF puede requerir un trasplante ortotépico de higado o

incluso llevar a la muerte del paciente (Massart et al., 2017).

1.5.1 Factores de riesgo

La susceptibilidad individual al dafio hepatico farmacol6gico depende de factores tanto
genéticos como adquiridos. Dichos factores actuaran mediante la induccion o inhibicion del
sistema citocromo 450 (CYP 450), o bien, mediante la interferencia con los sistemas
enzimaticos detoxificadores. Los factores de riesgo cominmente relacionados con las
reacciones adversas hepéaticas son los factores genéticos, la edad, el sexo, los factores
metabdlicos y hormonales, el consumo de alcohol, el uso concomitante de otros
medicamentos y la presencia de determinadas enfermedades subyacentes (Bjornsson et
al., 2016).
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1.5.2 Mecanismos de hepatotoxicidad

A nivel global la lesién hepatica causada por farmacos es muy frecuente y existen una gran
variedad de farmacos que son considerados como xenobioticos hepatotdxicos que originan
lesiébn hepdética en distintas formas: esteatosis, colestasis, fibrosis, cirrosis, carcinoma
hepatocelular y alteraciones circulatorias intrahepéticas. Los mecanismos por los cuales
llevan a cabo dicho dafio son los relacionados con disfuncion mitocondrial, inhibicion o
alteracion en la oxidacion 3 de los acidos grasos, alteracion en los transportadores biliares,
lo que genera apoptosis, necrosis, autofagia y con ello muerte celular (Pessayre et al.,
2012).

Las principales manifestaciones clinico-patolégicas de hepatotoxicidad asociadas a DILI se
muestran en la siguiente tabla (Tabla 1) (Kass et al., 2007; Labbe et al., 2008; Amacher et
al.,2002).

Tabla 1. Principales manifestaciones patolégicas causas por hepatotoxicidad

Afeccidn Descripcién

Hepatitis aguda Inflamacién parénquimal, necrosis y células de Kupffer en los
sinusoides.

Hepatitis crénica Fibrosis

Hepatitis fulminante Necrosis e inflamacion

Hepatitis colestasica Inflamacién y dafio hepético

Colestasis Tapones biliares en la zona 3

Hepatitis granulomatosa Granulomas en tractos portales o parénquima

Esteatosis macrovesicular Gotas de lipidos en el citoplasma del hepatocito

Esteatosis microvesicular Diminutas gotas de lipidos en el citoplasma del hepatocito
Esteatohepatitis Esteatosis, inflamacion lobular, hepatocitos englobados y fibrosis
pericelular.
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1.5.3 Esteatosis inducida por farmacos o enfermedad de higado graso no

alcohdlica

La enfermedad de higado graso no alcohdlica (EHGNA) es una caracteristica histologica
comun de varias enfermedades hepaticas y su incidencia se encuentra en aumento debido

a la rpida propagacion de DM y obesidad en el mundo entero (Klener et al., 2014).

Numerosos farmacos han sido asociados con esta condicion, como la amiodarona,
dronedona, metotrexato, tamoxifeno, &cido valproico, tetraciclinas, aspirina, ibuprofeno,
glucocorticoides, agentes quimioterapéuticos, nucleésidos inhibidores de la reversa

transcriptasa.

La esteatosis hepatica es una forma rara de LHIF y se puede presentar como esteatosis
microvesicular, macrovesicular y esteatohepatitis dependiendo del mecanismo patrticular
del farmaco, cabe mencionar que todas las condiciones mencionadas con anterioridad

corresponden al espectro de EHGNA (Liane et al., 2015).

La esteatosis microvesicular se caracteriza por la formacion de pequefas gotas lipidicas
dentro del hepatocito que no desplazan al nucleo y es asociada clinicamente con un
aumento en los niveles de aminotransferasa en el suero, acidosis lactica e insuficiencia
hepatica aguda. En contraste, la esteatosis macrovesicular es caracterizada
histolégicamente por una gran vacuola que llena todo el hepatocito desplazando al ntcleo
a la periferia de la célula y esta es asociada con la acumulacion de triglicéridos en el
hepatocito, ya sea por una alteracion en la B oxidacion de los &cidos grasos, una reduccion
en la secrecion de proteina de muy baja densidad (VLDL),aumento de la sintesis de novo
de &cidos grasos, aumento en la captacion de acidos grasos, o una induccion de resistencia

a la insulina (Miele et al., 2017).

La esteatohepatitis se caracteriza histolégicamente por esteatosis, inflamacion lobular y
lesién hepatocelular (Cuerpos de Mallory) y en algunos casos fibrosis peri-sinusoidal. Su
desarrollo puede ser considerado como la precipitacién de la esteatosis preexistente o

como una enfermedad hepatica de novo (Ramachandran et al., 2009).
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1.5.3.1 Aspectos generales sobre la enfermedad de higado graso

La EHGNA fue descrita por primera vez en 1958 por Westwater y Fainer y es definida como
una entidad clinica que se caracteriza por la presencia de una acumulacion anormal de TG
en el citoplasma de mas del 5% de los hepatocitos del parénquima hepético. Esta entidad
incluye un amplio espectro de lesiones hepaticas que van desde una simple esteatosis

hepatica sin inflamacién hasta el desarrollo de cancer hepatocelular (Benedict et al., 2017).

La EHGNA es actualmente la causa mas comin de enfermedad hepatica crénica. Su
prevalencia en la poblacién general oscila entre el 20 y 30 % y se presenta tanto en nifios
como en adultos. Aunque esta afeccion tiene etiologia multifactorial (Tabla 2), la obesidad
es el factor que se asocia con mayor relevancia (Sanyal et al., 2002). Esta condicién es mas
frecuente en pacientes con condiciones metabdlicas preexistentes, sobre todo en personas

gue padecen DM2, donde se ha estimado una prevalencia del 69% (Torres et al., 2012).

Tabla 2. Condiciones asociadas con la EHGNA

1. Resistencia a la Insulina -Obesidad
-Diabetes
2. Desorden en metabolismo lipidico -Hipertrigliceridemia

-Abetalipoproteinemia
-Hipobetalipoproteinemia
-Lipodistrofia

-Sindrome de Christian- Weber

3. Perdida de peso severa -Inanicién

4. Farmacos -Amioderona
-Tamoxifen
-Diltiazem

5. Exposiciones a Toxicos - Solventes Industriales

Tomado y Modificado de Zafrani et al., 2004.

En México no existen estadisticas precisas sobre la prevalencia de EHGNA, no obstante,
se considera que esta afeccién crece a la par de la obesidad y la DM. De acuerdo con la
Secretaria de Salud, esta condicion hepatica se encuentra dentro de las 10 primeras causas
de enfermedad y muerte en los mexicanos (IMSS, 2014). En la Ciudad de México la
incidencia y prevalencia de higado graso en la poblacién adulta es del 14 y 16 %

respectivamente.

19



1.5.3.2 Historia natural de la enfermedad de higado graso no alcohdélico

La teoria de la patogénesis de la EHGNA se basa en la hipotesis de los “2 hits”, la cual
establece que la esteatosis es el primer “hit”, el cual consiste en la acumulaciéon de TG en
el higado, sensibilizando a este érgano para el desarrollo de la lesiébn mediada por el
segundo “hit”, que consiste en la presencia de citocinas inflamatorias, disfuncién
mitocondrial y estrés oxidativo, lo que a su vez conduce a la esteatohepatitis y/o fibrosis
(Dowmann et al., 2010).

RESISTENCIA A INSULINA —
Estilo 5
. . X . : Primer
Hiper-insulinemia de vida olbe
Diabetes Obesidad 8o'P

(ESTRES OXIDATIVO) —

Peroxidacion Segundc
de lipidos golpe

Citocinas
inflamatorias

TNFa, IL-6

Figura 5. Historia natural de la esteatosis hepéatica no alcohélica (EHGNA) basada en la hipétesis
de los dos “hits”. El primer hit consiste en la acumulacién de triglicéridos como gotas de lipidos dentro
del hepatocito que es la causa de la esteatosis. Mientras que el segundo “hit” es la esteatosis asociada
con la inflamacién, muerte celular y fibrosis, se refiere a la esteatohepatitis (EHNA) Modificada de

Dowmann et al., 2010.

1.5.4 alteraciones en el metabolismo de los acidos grasos en la enfermedad de
higado graso no alcohdlica

Como se ha mencionado con anterioridad, la EHGNA se caracteriza por una acumulacion
de TG en el parénquima hepatico y las fuentes de acidos grasos que contribuyen con el

desarrollo de esta enfermedad hepatica son:

-La liberacion de acidos grasos en el plasma provenientes del tejido adiposo periférico hacia
el higado. Los acidos grasos libres en el plasma se consideran la principal fuente de los
acidos grasos que fluyen desde el tejido adiposo hacia el higado en estado de ayuno y

representan la mayor fuente de TG intrahepéticos.

20



-Los acidos grasos provenientes de la lipogénesis de novo

-Los &cidos grasos de la dieta, los cuales ingresan al higado a través de quilomicrones

derivados del intestino delgado (Musso et al., 2009).

En condiciones normales, los acidos grasos provenientes de la dieta, principalmente TG y
el exceso de hidratos de carbono son convertidos en &cidos grasos libres que son
transportados al higado y almacenados en el tejido adiposo como TG re-esterificados, o
usados como una fuente de energia por el masculo. En ayuno, los TG almacenados en el
tejido adiposo son hidrolizados a acidos grasos libres y transportados al higado en donde
son usados para formar fosfolipidos, colesterol o convertidos en cuerpos cetdnicos para ser

usados como combustible en el tejido extrahepético (Mehta et al., 2002).

La acumulacién excesiva de grasa en el higado ocurre en respuesta a un incremento en la
liberacion de acidos grasos libres derivados del tejido adiposo, incremento de la ingesta de
acidos grasos en la dieta, incremento de la lipogénesis de novo, reduccion en la oxidacion
de los acidos grasos y disminucion en la produccion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y de muy baja densidad (VLDL).El incremento en los &cidos grasos libres provoca
resistencia a la insulina, debido a que provocan que se generen fallas en la liberacion de
VLDL, las cuales son el producto de la esterificacion de los acidos grasos libres en
condiciones normales desde el higado hacia el torrente sanguineo; esto contribuye a la

acumulacién de TG en los hepatocitos (Postic et al., 2008)

Por otra parte, la resistencia a la insulina promueve la lipolisis del tejido adiposo e
hiperinsulinemia. La lipdlisis periférica moviliza los acidos grasos libres e incrementa el
consumo de &cidos grasos en el higado promoviendo la acumulacion de grasa, la
glucdgenolisis y el incremento en la sintesis de &cidos grasos libres, mientras que
simultdneamente, inhibe la B-oxidacién mitocondrial de los acidos grasos (Watkins et al.,
2013)

Asi mismo, la hiperinsulinemia también favorece la acumulacién de TG hepéticos por la
disminucion en la capacidad del higado de re-esterificar los TG y su salida del hepatocito
para su almacenamiento en el tejido adiposo, debido a ello, la resistencia a la insulina se

considera el principal mecanismo en el desarrollo de EHGNA (Musso et al., 2003).
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1.5.4.1 Lipogénesis de novo

La lipogénesis de novo es una via metabolica que sintetiza acidos grasos a partir del exceso
de hidratos de carbono. En condiciones fisiologicas normales la lipogénesis de novo tiene
lugar principalmente en el higado y en el tejido adiposo y colabora en el mantenimiento de
la homeostasis de TG. Diversos estudios han reportado que en condiciones basales la
contribuciéon de grasa hepatica por la via de lipogénesis de novo es menor al 5%; sin
embargo, en condiciones patolégicas como la EHGNA, se ha descrito que la lipogénesis de
novo hepatica es una fuente significativa de depédsitos de grasa en el higado, de

aproximadamente 30% (Postic et al., 2008).

La actividad de las vias lipogénicas son dependientes de las condiciones nutricionales y
esta claramente establecido que la transcripcién de las enzimas lipogénicas requieren tanto
de la insulina como de la glucosa para ser inducidas. En esta via de lipogénesis de novo,
la glucosa dietaria es convertida en acetil-CoA a través de la glicolisis y la oxidacién del
piruvato, acetil-CoA después es convertida en malonil-CoA por la acetil-CoA carboxilasa
(ACC); por otro lado, la sintetasa de &cidos grasos (FAS) cataliza la formacion de &cido
palmitico, de acetil-CoA y malonil-CoA. El &cido palmitico es después elongado y
desaturado por la elongasa de cadena larga 6 (ELOVL6) y esterol-CoA desaturasa-1
(SCD1) para generar acidos grasos monoinsaturados, los cuales son los principales acidos
grasos que constituyen los TG. Glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) después cataliza
la esterificacion de glicerol-3-fosfato por la glicolisis con una nueva sintesis de acidos
grasos para generar acidos lisofosfatidicos; estos acidos lisofosfatidicos son substratos de
1 acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa (AGPAT) para catalizar la formacion de acidos
fosfatidicos, asi mismo, estos acidos fosfatidicos son procesados a diacilgliceroles por
lipina 1, seguido de la formacién de TGs a través de acil-CoA, diacilglicerol aciltransferasa
(DGAT) (Kawano et al., 2013).
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Figura 6. Lipogénesis de novo. La glucosa es transportada por el transportador GLUT4, entra a la
via glicolitica y se genera piruvato. Este piruvato es convertido en citrato que sale de la mitocondria
y es convertido en acetil-CoA por la enzima ATP- citrato liasa (ACLY). La acetil-CoA carboxilasa
(ACACA) hidroliza la acetil-CoA para generar malonil-CoA, que después es utilizado como substrato
para la produccién de palmitato saturado de 16 carbonos por la enzima biosintética el acido graso
sintasa (FASN). Tomado y Modificado de Ameer et al., 2014.

La lipogénesis de novo se controla principalmente a nivel transcripcional y esta mediada
por la insulina y la glucosa que actlan mediante la activacion de dos factores de
transcripcion principales: la proteina de union al elemento de esteroles 1 (SREBP1c) y la
proteina de unidn al elemento de respuesta a hidratos de carbono (ChREBP). SREBP1c es
un factor de transcripcion que promueve la expresion de genes pro-lipogénicos, incluyendo
a FAS, ACC, SCDL1 entre otros (Kawano et al., 2013).
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1.5.4.2 Alteracion del transporte de lipidos

El consumo de &cidos grasos en el higado contribuye a establecer la homeostasis de los
triglicéridos hepéticos. La velocidad del consumo de &cidos grasos del plasma a las células
hepaticas depende de la concentracién de acidos grasos plasmaticos y de la capacidad
hepatocelular del consumo de éstos. La capacidad en la absorcion de los acidos grasos
depende del nimero y la actividad de proteinas de transporte en la membrana plasmatica
sinusoidal de los hepatocitos. Los principales transportadores de membrana plasmatica de
los acidos grasos libres son las proteinas transportadoras de acidos grasos (FATP), como
la translocasa de acidos grasos (FAT/CD36) y la proteina de union a acidos grasos (FABP)
(Koo et al., 2013)

Estudios in vivo indican que la perdida de la funcién de cualquiera de estas proteinas
transportadoras disminuye considerablemente la tasa de consumo de &cidos grasos
(Falcon et al., 2010). En otro estudio, se ha observado que la expresién hepética de CD36
se incrementa en pacientes con EHGNA, y es un mediador del aumento en la absorcion de
los acidos grasos no esterificados, asi mismo, se ha observado que el aumento en la
expresion de CD36 en modelos in vivo incrementa el contenido de TG hepéticos (Koonen
et al., 2007).

1.5.4.3 Receptores activados por proliferacién de peroxisomas (PPARS)

Los receptores nucleares son una super familia de factores de transcripcion que responden
a ligandos naturales o sintéticos incluyendo compuestos enddgenos, como hormonas
esteroides, acidos grasos, acidos biliares, vitaminas, colesterol; ligandos ex6genos,

incluyendo varios farmacos y toxinas (Wagner et al., 2011).

Los PPARS son una subfamilia de receptores nucleares que deben su nombre al hecho de
gue responden al estimulo con drogas que estimulan la proliferacion de los peroxisomas.
Se han identificado 3 isoformas en mamiferos, PPARa, PPARB/S y PPARy. Los PPARS
son factores de transcripcién que regulan la expresién de sus genes blanco a través de la
union a los elementos de respuesta especificos en las regiones promotoras para
proliferaciéon de peroxisomas (PPRES) en los sitios potenciadores de sus genes blanco
(Berger et al., 2002).
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Los PPARS juegan un papel fundamental en el metabolismo de los lipidos, ya que se unen
a ligandos naturales y sintéticos y se expresan de forma importante en los tejidos que
participan en el metabolismo de los lipidos. Las isoformas de PPARa y PPAR[ regulan la
expresion de genes involucrados con la oxidacion de lipidos y se expresa en tejidos con
una alta tasa metabdlica, como el musculo, el higado, el corazén y el tejido adiposo pardo.
Por otra parte, PPARY se destaca por su capacidad para activar genes lipogénicos y de la

diferenciacion de adipocitos (Bugge et al., 2010)

En condiciones fisiol6gicas normales, PPARa es el subtipo que mayormente se expresa en
el higado y es el principal regulador de la respuesta hepética al ayuno, ya que incrementa
el flujo de acidos grasos hacia el higado, incrementa el consumo y la oxidacion de los acidos
grasos incrementa las apolipoproteinas HDL, disminuye la produccién de VLDL, asi como
la modulacién del metabolismo de los aminoacidos y la gluconeogénesis. PPARy por su
parte, incrementa la lipogénesis y la sensibilidad a la insulina, mientras que PPARP es un
regulador del metabolismo de los acidos grasos ya que su activacién incrementa el
transporte y el flujo de estos y controla la homeostasis de la glucosa a través de promover

la sensibilidad a la insulina (Tailleux et al., 2012).

En condiciones patolégicas como la EHGNA, la expresion de los PPARs y sus genes
blancos se modifica. Estudios in vivo indican que ratones knowk out para la expresién de
PPARa desarrollan esteatosis hepatica y muestran elevacién en los niveles de TG y
colesterol plasmaticos. En el caso del receptor PPARY, se ha demostrado que su expresion
se incrementa en modelos animales con esteatosis hepatica. Diversos modelos murinos
con obesidad y DM2, desarrollan esteatosis hepatica y expresan niveles aumentados de
PPARYy en el higado. En el caso de PPARR, que se expresa en menor proporcion en el
higado, se ha observado en estudios in vivo con esteatosis hepatica el tratamiento con
agonistas de este receptor muestra una reversion en el padecimiento y en la inflamacion,
ya que promueve el metabolismo de los lipidos e inhibe procesos inflamatorios. En el caso
contrario, la deficiencia en la expresion de PPAR en este modelo muestra que los animales
son mas sensibles a agentes quimicos hepatotédxicos, tales como azoximetano y CCl4, los
cuales promueven la fibrosis y la cirrosis hepatica. Por lo que se llega a la conclusion de
que PPAR es un factor protector contra la inflamacion y la fibrosis. Es posible que debido
a que PPARS se expresa en las células hepaticas, su actividad contribuya a la disminucion
del contenido de lipidos ya que promueve el proceso de B-oxidacion de los acidos grasos
(Tailleux et al., 2012).
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1.5.5 Antecedentes de farmacos que causan dafio hepatico

1.5.5.1 Rifampicina

La RIF es un antibiético macrociclico que pertenece al grupo de las rifamicinas, las cuales
se extrae de los cultivos de Streptomyces mediterranei, mediante hidrolisis y reduccién de
la rifamicina B. Este farmaco por si solo es capaz de provocar toxicidad hepatica tanto en
modelos in vivo, in vitro y en humanos, ademas de que es capaz de incrementar la toxicidad
hepatica de otros antituberculosos como la isoniazida y pirazinamida debido a su potente
induccién del CYP450 (Shen et al., 2009).

La lesion hepética por RIF se encuentra bien documentada (Tabla 3). Los tratamientos a
largo plazo con este farmaco es asociada con elevaciones transitorias en los niveles de

aminotransferasa, también, se ha observado que RIF altera los niveles de bilirrubina sérica

El mecanismo de toxicidad hepética propuesto para este farmaco es a través de la
alteracion lipidica de la membrana debida a un aumento de estrés oxidativo (EO). La RIF
altera principalmente la captacién de sales biliares y bilirrubina, compitiendo por su unién
con proteinas intracelulares y produciendo lesion hepética de tipo colestasico. Los niveles
de bilirrubina disminuyen con la induccién enzimética del glucorénido de bilirrubina por parte

de la RIF, la cual se une con las bilirrubinas e incrementa su excrecion biliar.

Tabla 3. Manifestaciones Hepatotoxicas causadas por Rifampicina

Tipo de Lesion Tipo de Estudio Referencia

R causa lesion toxica directa en los in vitro Cheng et al_, 2009 &
hepatocitos de rata. Meng et al., 2006
R+l induce apoptosis de hepatocitos en In vivo Shih et al_, 2013 &
ratones Cheng et al_, 2011

R causa colestasis intrahepatica. In vivo Zhang et al., 2009

R induce acumulacion lipidica In vivo Huang et al_, 2016

Asociada con la regulacion PPARy

R induce colestasis en ratones in vivo Cheng et al., 2009
R induce acumulacion lipidica en linea in vitro Cortina et al_, 2013
HepaRG
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1.5.5.2 Metformina

La MTF actia como un agente sensibilizador de la insulina, disminuyendo las
concentraciones plasmaticas de esto e induce a una mayor utilizacion periférica de la
glucosa y disminuye la produccion de glucosa hepatica. MTF no sufre metabolismo
hepatico, debido a ello se ha considerado seguro desde el punto de vista hepético. A pesar
de su eficacia clinica, la MTF se ha asociado con distintos efectos adversos, entre los que
encontramos, anorexia, diarrea, nauseas, vomito, hinchazén y su uso a largo plazo ha
reportado disminucion en los niveles séricos de &cido folico y vitamina B12. Su riesgo
principal es la acidosis lactica, y para minimizarlo, dicho farmaco no se debe administrar en

pacientes con insuficiencia hepatica o cardiovascular (Kutoh, 2005).

Se desconoce el mecanismo por el cual la MTF causa hepatotoxicidad, ya que, aunque se
concentra en el higado, no presenta metabolismo hepético y se excreta inalterada por la
orina. No existen datos dependientes de la dosis, lo cual, junto con el periodo de latencia
de varias semanas entre la introduccion del farmaco y la aparicion clinica, hace pensar en

una reaccién de tipo idiosincratico (Nisbet et al., 2004).

Aunque la incidencia sea muy baja, la hepatotoxicidad por MTF debe tenerse en cuenta en

los pacientes diabéticos que reciben MTF y desarrollan alteraciones hepéaticas (Tabla 4).

Tabla 4. Manifestaciones hepatotdxicas causadas por metformina

Tipo de Dafio Tiempo de Tratamiento (Semanas)  Referencia
Hepatitis 6 Deutsh et al., 2004

Hepatitis/ Colestasis Babich et al., 1998
Colestasis Desilets et al.,2001
Colestasis Nammour et al., 2003

Kutoh, 2005
Cone et al., 2010

Hepatitis/ Colestasis

N W~ 01 b

Hepatitis
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1.6 Justificacion

Hoy en dia, la TB y la DM2 son problemas de salud publica prioritarios que afectan tanto a
niflos como adultos y de manera independiente, ocupan el segundo lugar en las estadisticas
de morbilidad nacional (conjuntamente afectan al 36% de la poblacién). EI manejo
terapéutico de estas comorbilidades es, por supuesto, mas complejo que el tratamiento de
cada una de ellas individualmente. Los efectos secundarios de la DM2, por ejemplo, sobre
el sistema inmunitario, hace a los pacientes méas susceptibles a contraer TB. En México, se
estima que mas del 39% de los casos de TB se presentan en individuos con pobres
condiciones socioeconémicos, sanitarias y clinicas, por ejemplo, desnutricion, casa
habitacion insalubre, hacinamiento y DM2. La concurrencia de estas patologias sinergiza
su impacto en los pacientes, lo que hace necesario su estudio, tal es el caso de la
comorbilidad TB-DM2, la que ha sido referida desde hace décadas, pero los efectos de su
cotratamiento, en particular los hepaticos han sido poco estudiados. Un aspecto importante
es el manejo terapéutico, puesto que, ambos padecimientos requieren de tratamientos
prolongados en los que las interacciones entre estos medicamentos pueden interaccionar
e incluso, resultar en nuevas patologias. La polimedicacién resultante del tratamiento de
estas enfermedades concurrentes, puede inducir dafio hepatico, por ejemplo, citélisis
hepatica y colestasis, e inclusive, desarrollar enfermedades complejas como higado graso

no alcohdlico, esteatohepatitis, cirrosis o hepatocarcinoma.

Tomando en cuenta que la RIF y la MTF son los farmacos de eleccién para el tratamiento
de TB y DM2, y que ésta Ultima interfiere con el metabolismo de los farmacos
antituberculosos, se hace prioritario estudiar el efecto independiente de MTF o RIF, y de
manera conjunta sobre la homeostasis lipidica, puesto que estos medicamentos causan

dafio hepatico.
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1.7 Hipétesis

El cotratamiento con rifampicina y metformina aumentaran la acumulacion lipidica en las

células HepG2.

1.8 Objetivo general

Determinar el efecto del cotratamiento con rifampicina y metformina sobre la acumulacién

lipidica en células HepG2.

1.8.1 Objetivos particulares

-Estimar las concentraciones en que Rifampicina o Metformina y en co-exposicién resultan

en muerte celular.

-Desarrollar un modelo de acumulacién lipidica in vitro en la linea HepG2 con los estimulos

de acido palmitico y Rifampicina.

-Cuantificar la acumulacion lipidica a través de la tincion con rojo oleoso en las células

HepG2 con Rifampicina y/o Metformina.

-Determinar el tipo de sinergismo farmacol6gico entre Rifampicina y Metformina a través

del modelo de superficie de interaccion sinérgica (SIS)

-Disefiar una posible ruta metabdlica del cotratamiento Rifampicina y Metformina con ayuda

de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG).
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1.9 Disefio experimental

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Desarrollo Cultivo Celular
HepG2

¥ ANALISIS ESTADISTICO
GradphPad Prism 5

Modelo de Esteatosis
in vitro

-Acido Palmitico (300 pM)
-Rifampicina (5, 10,uM)

ANALISIS DE SUPERFICIE

[ -Rifampicina (10 pM) 2
.y . i DE INTERACCION
Ensayo de Viabilidad Celular etformina (004,05, 1y 1) -
picina (5 pM)-Metformina (0.04 mM) SINERGICA
MTT -Rifampicina (5 WM)-Metformina (0.5 mM) ‘*
-Rifampicina (5 pM)-Metformina (1 mM) Lépez-Mufioz, 2007.

-Rifampicina (5 uM)-Metformina (2 mM)

-Rifampicina (10 pM)-Metformina (0.04 mM)
-Rifampicina (10 pM)-Metformina (0.5 mM)

(
(
gy} : -Rifampicina (10 pM)-Metformina (1 mM) .
Tincion RO]O Oleoso P K ( RUTA METABOLICA

-Rifampicina (10 pM)-Metformina (2 mM)

-Rifampicina (20 pM)-Metformina (0.04 mM) KEGG, Corel Draw X5
-Rifampicina (20 pM)-Metformina (0.5 mM)

-Rifampicina (20 pM)-Metformina (1 mM)
-Rifampicina (20 pM)-Metformina (2 mM)

Figura 7. Estrategia Experimental. Se desarrollo el cultivo de la linea celular HepG2 y se aplicaron
los tratamientos correspondientes durante un tiempo de 48 h. Posteriormente se evallo la viabilidad
celular mediante la técnica de MTT y se realiz6 la tincion con el colorante rojo oleoso. Los resultados
se analizaron con el software GradphPad Prism 5 y el modelo de Superficie de Interaccion Sinérgica
del Dr. Francisco Lépez. La construccion de la ruta metabdlica se realizé empleando el KEGG vy el
programa Corel Draw X5.
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2. METODOS

2.1 Reactivos

Medio DMEM, alto en glucosa, Rifampicina (Cs3sHssN4O12), Metformina (C4H11N5), rojo
oleoso (CzsH24N40), paraformaldehido (OH(CH:0), isopropanol (CsHsO), fosfato de sodio
dibésico (Na:HPO.),dimetil sulfoxido DMSO (C:HsOS), 3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) se obtuvieron de Sigma—Aldrich (San Louis, MO), albumina bovina
sérica (BSA) (US biological, Boston MA); tripsina-EDTA 0.25%, penicilina/estreptomicina,
suero fetal bovino (FBS) (GIBCO, Thermo Fisher Scientific Gaithersburg, MD) filtro de disco
con membrana de 0.2 um (Thermo Scientific, Nalgene Syringe Filters), fosfato de sodio
monobéasico (NaHPO.) proporcionado por el Dr. Olivier Barbier, &acido palmitico
proporcionado por el Dr. Victor Calderén.

2.2 Células HepG2

HepG2 es una linea celular perpetua, derivada de un adolescente caucéasico que padecia
de cancer hepético (Sahu, 2007). Este modelo celular es ampliamente utilizado como
modelo hepatico, debido a que muestra una gran cantidad de funciones hepaticas y de
expresion enziméatica (Gomez-Lechon et al.,2007). Esta linea celular fue proporcionada por
el Dr. Arturo Ortega Soto (Depto. de Toxicologia Cinvestav-IPN).

2.2.1 Cultivo celular HepG2

Las células HepG2 se cultivaron en medio DMEM (alto en glucosa) suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB), penicilina (100U/mL) y estreptomicina (ug/mL). Los cultivos
celulares fueron mantenidos en una incubadora a 37°C en una atmosfera humificada con
95% de aire y 5% de CO..

2.2.2 Ensayo de viabilidad celular por el método de MTT

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) realizado por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en
un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir
supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la

cantidad de formazan producido (Mosmann, 1983).
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2.2.2.1 Procedimiento
Las células fueron cultivadas a una densidad de 4 a 5x10* células por pozo en placas de
24 pozos. Una vez que alcanzaron confluencia se trataron bajo las siguientes

concentraciones de RIF y MTF por 48 horas (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones utilizadas durante tratamiento de 48 h.

Farmaco A Farmaco B Combinaciones
Rifampicina Metformina Rifampicina Metformina

uM mM puM mM

5 0.04 5 0.04

10 0.50 5 0.50

20 1.00 5 1.00

2.00 5 2.00

10 0.04

10 0.50

10 1.00

10 2.00

20 0.04

20 0.50

20 1.00

20 2.00

Una solucion de MTT fue preparada disolviendo 5 mg/mL en solucién amortiguadora de
fosfatos pH 7.5 y esterilizada en autoclave. El ensayo colorimétrico fue utilizado de acuerdo
al descrito por Mosmann (1983). Después de 3 horas de incubacién con el reactivo, se
adicionaron 200 pL de DMSO para disolver los cristales de formazan, el cambio de
coloracién fue evaluado por densidad 6ptica utilizando un lector de placas Tecan M200

(Tecan, Infinete M200), a una longitud de onda de 550 nm.

2.3 Induccidn de esteatosis hepéatica en células HepG2

2.3.1 Fundamento

La esteatosis hepética en humanos se asocia con la acumulacién intracelular de lipidos y
la subsecuente formacion de gotas lipidicas en el citoplasma de los hepatocitos, asociado
a un incremento del tamafio del higado (hepatomegalia) (Araya et al., 2004). EI modelo de
esteatosis se realiz6 utilizando la linea celular HepG2, esta linea celular bajo estimulos de
acido oleico (AO), acido palmitico (AP) o fructosa (F) induce similitudes morfoldgicas

similares a hepatocitos con esteatosis (Janorkar et al., 2009).
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2.3.2 Procedimiento

Para llevar a cabo los tratamientos se sembraron en multipozos de 6 un total de 1.5 x
105 células (Okamoto et al., 2002). Una vez alcanzado el 70% de confluencia, las células
se incubaron 24 h en medio libre de suero (o BSA 1 %) antes de aplicar los tratamientos.
Las células HepG2 al 70% de confluencia fueron tratadas con acido palmitico 300 uM,
diluido en albumina sérica bovina (BSA) al 3%. Por otra parte, RIF 5, 10 y 20 uM se disolvio
en DMSO al 1%. Con el 4cido palmitico, la acumulacion lipidica se observa a las 6, 12, 24,
48 y 72 h (Lin et al., 2007) y con la RIF se tiene reportado a las 24 y 48 h (Tabla 6) (Zhang
et al., 2013).

Tabla 6. Concentraciones utilizadas para induccién de esteatosis en la linea HepG2.

Acido Palmitico  Rifampicina

uM pM
300 5
10
BSA 20
3%
DMSO
1%

2.4 Tincién con rojo oleoso

2.4.1 Fundamento

La tincion con colorantes solubles en aceites se basa en su mayor capacidad de solubilidad
sobre las estructuras lipofilicas de las células sobre el disolvente en el que se encuentran
al momento de ser aplicados. Rojo oleoso es un colorante liposoluble que se une
especificamente a los triglicéridos y oleatos de colesterol, confiriéndoles una coloracion

rojiza (Ramirez et al., 1992).

2.4.2 Procedimiento

Las células fueron cultivadas a una densidad de 2.5 x10° células por pozo en placas de 12
pozos. Una vez que alcanzaron confluencia se trataron bajo las siguientes concentraciones
durante 48 horas (Tabla 7).
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Tabla 7.Concentraciones utilizadas en tincion con Rojo Oleoso

Farmaco A Farmaco B Combinaciones
Rifampicina Metformina Rifampicina Metformina

UM mM UM mM

5 0.04 5 0.04

10 0.50 5 0.50

20 1.00 5 1.00

2.00 5 2.00

10 0.04

10 0.50

10 1.00

10 2.00

20 0.04

20 0.50

20 1.00

20 2.00

Una vez concluidos los tratamientos, las células se lavaron 3 veces con PBS,
posteriormente para fijar las células se utilizé paraformaldehido al 4% (Apéndice |) y se dejo
incubando durante 60 min en agitacién a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de

incubacion, las células se lavaron 3 veces con PBS.

Para la tincién con el colorante, se prepararon 3 mg de rojo oleoso que fueron disueltos en
1 mL de isopropanol (solucion stock), de este stock se realizd una diluciébn con agua en
relacién 60:40, filtrando 2 veces con filtro de 0.45 uM (Apéndice Il). A cada pozo de células
se les agreg6 1 mL de esta dilucién y se incubd durante 60 min a temperatura a ambiente.
Después de la tincién, las células se lavaron 2X con agua destilada o PBS para eliminar el
colorante no unido y se visualizaron al microscopio para tomar las fotografias

correspondientes.

2.5 Cuantificaciéon de rojo oleoso

2.5.1 Fundamento

El rojo oleoso tifie especificamente triglicéridos y esterés de colesterol (Ramirez et al.,
1992), por lo tanto, la absorbancia del rojo oleoso es proporcional a la cantidad de

triglicéridos presentes en las células.
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2.5.2 Procedimiento

Una vez tefiidas las células se secaron a temperatura ambiente y se procedié a extraer el
colorante con isopropanol colocando 1 mL en cada pozo en una placa de 12 y se ley6 a
510 nm de absorbancia. El contenido de lipidos totales fue expresado por medio del
cociente de la absorbancia de la muestra sobre el blanco (Control) multiplicado por cien,

para obtener el porcentaje de lipidos presentes en cada muestra.

2.6 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron en el programa estadistico Prism V.5.0 (Graphpad Software inc.
San Diego, CA). Los resultados de tres experimentos independientes se expresaron como
la media % error estandar de la media (EEM). Los datos se analizaron por método de
Andlisis de Varianza (ANOVA) con prueba post hoc Tukey o Dunett. Los asteriscos (*)
denotan las diferencias entre concentraciones/tiempos del mismo grupo. Se tomo como
diferencia significativa ‘p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

2.7 Andlisis de Superficie de Interaccion Sinérgica

2.7.1 Fundamento

El analisis de “Superficie de Interaccidn Sinérgica” (SIS) proporcionado por el Dr. Francisco
Javier Lépez Mufioz del Departamento de Farmacobiologia del Cinvestav- Sede Sur
(Lépez-Mufoz., ,1994) es un modelo cuyo propésito es analizar diversas proporciones de
combinaciones o interacciones farmacoldgicas entre 2 farmacos, de manera que el analisis
permite detectar tanto las combinaciones mas eficaces, asi como las combinaciones que
generan los mejores efectos de disminucion o infra aditivos. Por lo tanto, el modelo permite
determinar las mejores combinaciones para el efecto esperado o a estudiar, asi como el

tipo de sinergismo que se da entre la interaccién de los compuestos.

2.7.2 Procedimiento

Los datos obtenidos experimentalmente sobre el efecto a estudiar (acumulacion lipidica) se
analizaron con el método de la SIS. Inicialmente se emplearon los datos de efectos
individuales de los farmacos (RIF, MTF) y posteriormente se incluyeron los datos generados
por todas las combinaciones (A+B), de tal manera, que se podia detectar la combinacién
con mayor eficacia para producir el efecto deseado o esperado, y posteriormente detectaba
de qué tipo de interaccion se trataba para estimar la importancia de la combinacién y de los

efectos individuales.
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2.8 Disefio de ruta metabdlica

El disefio propuesto de las posibles rutas metabdlicas que siguen RIF y MTF se construyé
con la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG) y diversas consultas
bibliograficas. Posteriormente, se utilizaron dos softwares para la construccion del
diagrama. Las ilustraciones de los 6rganos se elaboraron en FireAlpaca V.2.1.5 y Corel
Draw X5 V.15.0 (Graphics Suite inc. Otawwa, Canada).
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3. RESULTADOS

3.1 Evaluacién del efecto individual y en cotratamiento con rifampicina y

metformina sobre la viabilidad celular

Para evaluar el porcentaje de viabilidad de las células HepG2 después de un tiempo de
tratamiento de 48 horas se empleé el ensayo MTT. El cual nos indic6 que la viabilidad de
las células HepG2 se vio afectada de manera estadisticamente significativa con las
concentraciones 5,10 y 20 uM de RIF, de igual manera que los cotratamientos RIF 5 uM-
MTF 0.04 mM, RIF 10 uM-MTF 0.04 y 0.5 mM, RIF 20 uM- MTF 0.04, 0.5, 1y 2 mM. Por
otra parte, la exposicion a MTF 0.04, 0.5, 1y 2 mM, RIF 5 uM- MTF 0.5, 1y 2 mM, RIF 10
UM- MTF 1y 2 mM no afectaron la viabilidad celular (Figura 8), lo que nos indica que estas
concentraciones durante el tiempo seleccionado de tratamiento no resultaron ser citotoxicas

para las células.
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Figura 8.Efecto individual y en cotratamiento de rifampicina y metformina sobre la viabilidad
celular. las células hepg?2 fueron sometidas a tratamiento con rifampicina y metformina durante 48
horas de forma individual y en combinacién, tomando como control negativo (DMSO) y positivo
(H20z2). Los valores se encuentran expresados como la media + SEM de tres experimentos
independientes cada uno realizado por triplicado. ANOVA de una via con p< 0.05, **p < 0.01, ***p<
0.001 prueba post hoc Dunnett’s.
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3.2 Induccidn de esteatosis hepatica en células HepG2

Con la finalidad de inducir la acumulacion de triglicéridos, las células HepG2 fueron
expuestas a tratamientos con acido palmitico y RIF. En la Figura 9 se puede observar que
las células HepG2 desarrollaron esta condicién con ambos compuestos. Particularmente,
las células tratadas con &cido palmitico (300 uM) muestra una mayor acumulacion de
triglicéridos que aquellas tratadas con RIF. La RIF indujo una acumulacioén de triglicéridos
de forma concentracion dependiente. Se observa que la condicién con DMSO (B) acumula
un poco de triglicéridos respecto al control sin estimulo (A). Las concentraciones utilizadas

para realizar los tratamientos ya han sido descritas por otros autores (Zhang et al., 2013).

Control DMSO Acido

‘g ' :; O,

x
o %

Rifampicina 5 yM Rifampicina 10 yM Rifampicina 20 yM
Figura 9. Imagenes de las células HepG2 tefiidas con rojo oleoso. Las células HepG2 fueron
tratadas con Rifampicina 5 pM (D), 10 uM (E), 20 uM (F). Acido palmitico se us6 como control positivo
(C), como control sin tratamiento (A) y DMSO (B) por 48 horas. Fotografias representativas de al
menos tres experimentos independientes por triplicado tomadas de un microscopio (Olimpus I1x70) de

contraste de fases a 10x.
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3.2.1 Cuantificacién de lainduccién de esteatosis hepatica

La cuantificacion de lipidos se realiz6 mediante la medicién de la absorbancia del rojo
oleoso a 510 nm. Esta tincion es util para evaluar de forma -cualitativa como
cuantitativamente la acumulacién de triglicéridos en las células ya que este colorante tiene
afinidad por los lipidos. En la Figura 10 se puede observar que las células tratadas con RIF
5 y 10 pM tienen una tendencia significativa a acumular lipidos. Por otro lado, la
estimulacion con RIF 20 pM muestra una disminucion en la acumulacion de lipidos. Se
observa que el vehiculo en el que se disolvi6 la RIF (DMSO) presenta una acumulaciéon
lipidica minima. EI control positivo (Acido Palmitico 300 uM) muestra una acumulacion de

lipidos que resulta mayor que la observada con el tratamiento de RIF 10 uM.
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Figura 10. Cuantificacién de los triglicéridos por tincién con rojo oleoso en células HepG2. En
la gréfica se observa la acumulacion de triglicéridos, inducida por los tratamientos descritos
previamente. Se usé como control a las células HepG2 sin estimulo alguno. La acumulacién de
lipidos se cuantificd6 mediante la absorbancia de rojo oleoso a 510 nm. Los datos representan la
media de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado (* p <0.05 , **p < 0.01, ***p<
0.001).
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3.3 Tincidn con rojo oleoso en células HepG2

3.3.1 Evaluacion del efecto del tratamiento con metformina

Para identificar si MTF inducia acumulacion lipidica en el modelo celular. Las células HepG2
fueron expuestas a diferentes concentraciones de este farmaco (Figura 11). El resultado
muestra que MTF 0.04, 0.5, 1 y 2 mM no indujeron acumulaciéon de lipidos, lo que se

observa de manera similar en el vehiculo utilizado para disolver este farmaco.
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Figura 11. Imagenes de las células HepG2 tefiidas con rojo oleoso. Las células HepG: fueron
tratadas con metformina 0.04, 0.5, 1 y 2 mM. Acido palmitico se usé como control positivo (C), como
control sin tratamiento (A) y PBS (B) por 48 horas. Fotografias representativas de al menos tres
experimentos independientes por triplicado tomadas de un microscopio (Olimpus 1x70) de contraste

de fases a 10x.
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3.3.2 Cuantificacién de lipidos con tratamiento de metformina

La extraccién con rojo oleoso se une especificamente a triglicéridos, por lo tanto, la
acumulacion lipidica es proporcional a los niveles de absorbancia obtenidos de la extraccion
con rojo oleoso. Fisiolégicamente, las células presentan homeostasis lipidica. Los
tratamientos con diferentes concentraciones de MTF, no indujeron acumulacion lipidica

en las células HepG2, como se puede observar en la Figura 12.

Abs. 510 nm
Veces de cambio vs Control

T
Acido
Palmitico
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Figura 12. Cuantificacién de los triglicéridos por el método de rojo oleoso en células HepG2.
En la gréfica se observa la acumulacién de triglicéridos, inducida por los tratamientos descritos
previamente. Se usé como control a las células HepG2 sin estimulo alguno. La acumulaciéon de
lipidos se cuantific6 mediante la absorbancia de rojo oleoso a 510 nm. Los datos representan la
media de al menos cuatro experimentos independientes por triplicado (* p< 0.05 , **p < 0.01, ***p<
0.001).
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3.3.3 Evaluacion del efecto de los cotratamientos con metforminay rifampicina

Como se ha observado anteriormente, RIF es un farmaco que favorece la acumulacion
lipidica, por otro lado, MTF disminuye dicha acumulacion. Los cotratamientos con ambos
farmacos, nos muestran que, a medida que la concentracion de MTF aumenta, la coloracion
disminuye. Esto es apreciable en la Figura 13, particularmente en los cotratamientos 5, 10
UM de RIF con 0.04, 0.05, 1 y 2 de MTF. En el caso de RIF 20 puM, el rojo oleoso no se

logra unir a los lipidos de las células posiblemente porque dicha concentracion se presenta
muerte celular.
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Figura 13. Imagenes de las células HepG2 cotratadas tefiidas con rojo oleoso. Las células
HepG2 fueron tratadas con metformina 0.04, 0.5, 1y 2 mM. Acido palmitico se usé como control
positivo (C), como control sin tratamiento (A) y PBS (B) por 48 horas. Fotografias

representativas de al menos tres experimentos independientes tomadas de un microscopio
(Olimpus Ix70) de contraste de fases a 10x.
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3.3.4 Cuantificacion de lipidos en los cotratamientos con rifampicinay metformina
Como se ha descrito previamente, los cotratamientos RIF 5y 10 pM- MTF 0.04. 0.5, 1y 2
mM disminuyeron la acumulacién de lipidos de manera concentracion dependiente, de los
cuales, las combinaciones RIF 5 pM-MTF 0.04, 0.05 y RIF 10 uM-MTF 0.04 y 0.05
resultaron estadisticamente significativos dado que la capacidad de RIF de acumular lipidos
persiste. No obstante, MTF previene la acumulacién de triglicéridos, en la mayoria de las
condiciones en cotratamiento, exceptuando RIF 20 uM-MTF 0.04, 0.5, 1y 2 mM (Figura
14).
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Figura 14. Cuantificacion de los triglicéridos mediante la tincion con rojo oleoso en células
HepG2. En la gréafica se observa la acumulacién de triglicéridos, inducida por los co-tratamientos
descritos previamente. Se usd como control negativo a las células HepG2 sin estimulo alguno y
como control positivo acido palmitico 300 uM. La acumulacién de lipidos se cuantificé mediante la
absorbancia de rojo oleoso a 510 nm. Los datos representan la media de al menos cuatro

experimentos independientes por triplicado (* p< 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001).
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3.4 Andlisis de Superficie de Interaccion Sinérgica

Con la finalidad de conocer el tipo de interaccion que se presenta entre MTF y RIF al
observar el efecto sobre la acumulacién lipidica al combinar ambos farmacos. Se utilizé el
modelo de SIS, el cual predijo el tipo de sinergismo que presenta el cotratamiento, ya sea
de potenciacion, infra-aditivo o aditivo, al igual que la mejor combinaciéon de tratamiento
para el efecto observado y deseado. Al analizar los resultados, se puede observar que la
combinacién que generé mayor grado de significancia o disminucion en la acumulacion de
lipidos fue RIF 10 uM- MTF 0.05 mM (Tabla 8).

Tabla 8. Concentraciones utilizadas en cotratamiento para evaluar la acumulacién lipidica.

A B ABC (A+B) ABC (A + B) SIS
RIF (UM) MTF (mM) Esperado Experimental

5 0.04 239.93 134.13635 -105.79
5 0.50 233.49 131.5472 -101.95
5 1.00 215.04 119.147233 -95.89
5 2.00 209.29 117.935817 -91.36
10 0.04 271.26 144.585567 -126.67
10 0.50 264.83 132.36115 -132.46
10 1.00 246.37 125.667767 -120.70
10 2.00 240.63 109.59435 -131.03
20 0.04 202.37 101.205145 -101.16
20 0.50 195.93 110.513258 -85.42
20 1.00 177.48 96.47125 -81.01
20 2.00 171.74 99.7056817 -72.03

El efecto de acumulacion lipidica durante las 48 h de tratamiento en las células HepG2 fue
obtenido a través del ABC de RIF, MTF y en cotratamiento por la regla de trapezoide. Los
valores de ABC obtenidos del efecto de acumulacion lipidica se compararon con el valor
esperado usando la prueba t de Student. Los valores de ABC obtenidos por RIF y MTF
(analizado por separado) fueron comparados con el ABC obtenido de la combinacion

correspondiente a través del andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba posthoc de Dunnet.
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La interaccion entre MTF y RIF fue evaluada a través de ANOVA de dos vias, (Figura 15)
con un limite de confianza de 95% y un valor de P< 0.05 considerado estadisticamente

significativo (*).
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Figura 15. Efecto de la acumulacion lipidica obtenida de Rifampicina y Metformina por
separado y en combinacion. El eje de la ordenada (Y) representa el area bajo la curva durante el
tiempo de tratamiento; el eje de las abscisas (X) corresponde a la concentracion de Metformina (mM)
administrada simultdneamente con Rifampicina; y el eje de las Z corresponde a la concentracion de
Rifampicina (uUM) utilizada para obtener las curvas concentracion- respuesta. Cada punto representa

la media de 6 experimentos por triplicado (p < 0.0001).

Ademas de proporcionarnos una estimacion del mejor efecto a estudiar y un enfoque a la
administracion individual y al coadministrarse, asi como la mejor o en su caso la
combinacion menos deseada para el efecto observado, el modelo de SIS, nos permitié
conocer el tipo de sinergismo que ocurre entre los medicamentos. Lo que hace de este
analisis, un modelo 6ptimo para la evaluaciéon farmacolégica.
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La interaccién entre RIF y MTF es positiva en cuanto a la reduccién de lipidos en la mayoria
de las combinaciones. Sin embargo, es dificil discernir cuales combinaciones producen
efectos aditivos, de potenciacién o de antagonismo en la Figura 15. Por esta razén, el
modelo construye otro gréafico con el mismo eje de la Figura 15. El nuevo grafico, Figura
16, se calcula a partir del efecto de acumulaciéon de lipidos total producido por los
cotratamientos después de haber restado el efecto de acumulacion lipidica por cada
farmaco de manera individual. La Figura 16, fue producida a partir de dichas
consideraciones algebraicas. En consecuencia, los resultados sobre el nivel “0” son
considerados como efecto de potenciacion, mientras que aquellos en el nivel “0” son
considerados como efecto de suma y, por ultimo, aquellos resultados debajo del nivel “0”

son considerados como efectos de antagonismo.

Con un limite de confianza del 99.9 % (p < 0.001), las 12 combinaciones presentaron
efectos infra-aditivos, considerados en el modelo como antagonismo. Pese a ello, y la
informacion bibliografica que respalda a cada farmaco y la definicion de lo que es un efecto
antagoénico, RIF y MTF no comparten o compiten por receptores comunes. El posible
mecanismo por el cual MTF disminuye los niveles de lipidos en HepG2, serd explicado

posteriormente.

Las combinaciones que mostraron alto grado de significancia, es decir, disminucién de la
acumulacién lipidica fueron RIF 10 uM- MTF 0.05, RIF 10 uM- MTF 2 mM, RIF 10 uM- MTF
0.04 mM, RIF 10 uM- MTF 1 mM respectivamente. La Figura 16 es Util para obtener la SIS
para el cotratamiento RIF-MTF, como se muestra en la Figura 17. Para obtener la SIS de
las combinaciones RIF-MTF, todos los puntos de la interaccién de la Figura 16 se unieron
en un plano. El resultado es la SIS caracteristica y exclusiva de dichos farmacos (Figura
17), el gréfico presenta el mismo eje que la figura 16, por lo tanto, las concentraciones que
producen los efectos infraaditivos cuando se administran conjuntamente se pueden

determinar facilmente.

Las 12 combinaciones mostraron efectos infraaditivos, de las cuales 4 combinaciones
mostraron altos grados del efecto reductor de lipidos (Figura 17).
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Figura 16. El efecto de acumulacién lipidica producido por diferentes concentraciones y
combinaciones de Rifampicina y Metformina. En este grafico los ejes son los mismos que en la
figura 14. Las 12 combinaciones corresponden a un efecto infra-aditivo con una p< 0.001. Las
combinaciones que producen alto nivel de infraadiccién son Rifampicina 10 pM-Metformina 0.05,
Rifampicina 10 pM-Metformina 2 mM, Rifampicina 10 pM-Metformina 0.04 mM, Rifampicina 10 pM-
Metformina 1 mM. Cada interaccion es representada por la media de 3 experimentos realizados por

triplicado con un nivel de significancia de p ***<0.001.
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Figura 17. Determinaciéon de la superficie de interaccion sinérgica (SIS) del cotratamiento
Rifampicina-Metformina. Todos los puntos de la figura 15 fueron unidos en el plano. En este gréfico

los ejes de la figura 15 son los mismos. Las 12 combinaciones muestran diferentes grados de efecto

Integrando los resultados obtenidos con anterioridad y los proporcionados por el modelo de
SIS. El cotratamiento RIF-MTF disminuye la acumulacion de lipidos en la mayoria de las
combinaciones. RIF 20 uM con las diferentes concentraciones de MTF; 0.04, 0.5, 1y 2 mM
es evaluado para la construccién de las curvas concentracion respuesta y asi calcular el
ABC. Sin embargo, como lo arroja el modelo y los resultados anteriores, el efecto del
cotratamiento RIF 20 uM-MTF 0.04, 0.5, 1 y 2 mM, este no es confiable. Puesto que, a la
concentracion utilizada, la linea celular HepG2 presenta muerte celular, por lo tanto, el
efecto de disminucion de lipidos de MTF no se aprecia de forma clara.

Teniendo en cuenta que el efecto esperado en la hipétesis de este proyecto era la
acumulacion lipidica al cotratarse con estos farmacos, el modelo de SIS (Lopez- Mufioz et
al., 2007) nos muestra el efecto esperado, asi como un andlisis individual de cada

48



combinacion (Apéndice Ill). Dando como resultado que la combinacidén que generd la menor
acumulacion lipidica fue RIF 10 uM-MTF 0.05 mM (Figura 18).
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Figura 18. Cotratamiento Rifampicina 10 uM- Metformina 5 mM. El grafico muestra el efecto en
forma individual y en cotratamiento, la combinacion experimental y la suma teérica. Los datos
representan la media de al menos 3 experimentos independientes por triplicado.

Los efectos por separado de RIF 10 uM y MTF 0.5 mM son apreciados en la Figura 18,
donde se muestra que RIF en comparacion de MTF aumenta significativamente la
acumulacion lipidica. La suma teérica (el efecto pronosticado) en comparacion a lo obtenido
experimentalmente (Combinacién) nos refleja que el cotratamiento utilizando estos
farmacos resulta en un efecto benéfico en la disminucién lipidica en las células HepG2
(reduccién del 50%), incluso, comparandolo con la acumulacion lipidica que presenta RIF,

donde efectivamente MTF previene la acumulacion de lipidos en las células HepG2.
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3.5 Integracién de resultados

Los resultados obtenidos con anterioridad (viabilidad, tincion, cuantificacion y SIS) nos muestran que MTF previene la acumulacion de
lipidos provocada por RIF en la linea celular HepG2. Como se ha reportado recientemente y en los resultados obtenidos RIF induce
acumulacion de lipidos y MTF disminuye dicho efecto. Los mecanismos por los cuales ambos farmacos presentan este efecto son

desconocidos. No obstante, en la Figura 19, se propone un posible mecanismo por el cual dicho cotratamiento ejerce su efecto.

51



Figura 19. Mecanismo de induccién y disminucién de esteatosis hepatica de Rifampicina y/o Metformina. El proceso 1 se describe lo que
ocurre en una condicién de esteatosis hepéatica humana. El proceso 2 es el posible mecanismo por el cual Metformina ejerce su funcién y finalmente
el proceso 3 es por el cual Rifampicina acumula lipidos en las células HepG2.
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4. DISCUSION

En condiciones hacinadas es muy comin que se detecten individuos con
padecimientos concurrentes como lo es el caso de la DM y TB, siendo este ultimo
particular en poblaciones marginadas. Frecuentemente, cada padecimiento es
tratado de forma individual, lo que provoca que se realicen administraciones
conjuntas de diversos medicamentos, por ejemplo, con MTF (un hipoglucemiante)
y RIF (un antibiotico). En el presente proyecto se observo que la coadministracion
MTF y RIF interactian en el metabolismo de lipidos, mostrando que la
administracion de MTF previene la acumulacion de lipidos generada por RIF en las
células HepG2.

4.1 Evaluaciéon del efecto del cotratamiento rifampicina y metformina sobre la
viabilidad celular

Las concentraciones de RIF 5,10 y 20 uM y en cotratamiento RIF 5 uM- MTF 0.04 mM; RIF
10 uM-MTF 0.04, 0.5 mM; RIF 20 uM-MTF 0.04,0.5, 1, 2 mM probadas en este estudio
afectaron la viabilidad de las células HepG2. El efecto téxico de la RIF fue evidente a partir
de la concentracion 5 uM (4.10 pg/mL) y aumento en concentracibn de manera
dependiente. Se ha reportado que las concentraciones plasmaticas maximas de RIF
encontradas en humanos oscilan entre 7-10 pug/mL (Isefuku et al., 2001), mismas que se

asemejan a la concentracion de RIF 10 uM (8.23 ug/mL) en los experimentos aqui descritos.

Una posible explicacién de la toxicidad de este farmaco puede ser debido a su gran
capacidad inductora del CYP 450, en particular de CYP2EL, el cual regula la produccion de
agentes hepatotdxicos (Walubo et al., 2005). La capacidad de CYP2E1 para producir
radicales libres independientes de ligando explicaria el dafio celular causado, la

peroxidacion lipidica y el rompimiento de la cadena de DNA (Caro et al.,2004).

Se ha descrito que la RIF 0.1 mM a 5 mM reduce los niveles de ATP en células HepG2 lo
que se ve reflejado en una inhibicion significativa en las actividades de complejo
mitocondrial | y Il que son cruciales para la respiracion celular y la generacién de ATP. De
hecho, una alteracién o inhibicion del complejo mitocondrial | aumenta la produccion de

ROS, que pueden causar dafio celular (lipidos, proteinas, ADN) (Elmorsy et al., 2017)

En cuanto a MTF, las concentraciones 0.04, 0.5, 1 y 2 mM utilizadas en este estudio no

afectaron la viabilidad celular. La concentracion de MTF 0.04 es similar a la registrada en
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la vena porta (40-70 uM) por la cual, la MTF es transportada al higado (Ling et al., 2015).
Después de la captacion hepatica, la concentracion plasmatica de MTF se reduce a 10-40
KM en animales y en humanos (Wilcock et al., 1994). Esta concentracion es poco utilizada
en estudios in vitro ya que se necesita al menos 500 pM de MTF para suprimir la
gluconeogénesis hepatica en un 50%, el cual es el principal mecanismo de accion
propuesto para este medicamento (Forentz et al.,2010). No obstante, Cao et al., 2014
realizaron estudios donde han observado que concentraciones bajas de MTF son capaces
de suprimir la liberacion de glucosa en hepatocitos primarios, sin que la actividad del

complejo | mitocondrial se inhibiera.

Como se puede apreciar, las concentraciones 1 y 2 mM de MTF no presenta toxicidad
significativa en estas células. Sin embargo, estas concentraciones son supra-
farmacologicas, es decir de 10 a 100 veces mas altas que las concentraciones terapéuticas
alcanzables que se encuentran en pacientes con DM2. Diversos estudios en modelos in
vitro mencionan el uso de estas concentraciones debido a que el principal mecanismo de
accion de la MTF se basa en la supresién de glucosa hepatica lo que sugiere una inhibicion
del complejo | de la cadena mitocondrial (Ling et al., 2015). El uso de concentraciones altas
de este farmaco (2 mM) ha sido reportado en mdltiples estudios (Forentz et al., 2010;
Madiraju et al., 2014; Zhou et al., 2001). Particularmente a esta concentracion (2 mM) se
observa una inhibicién significativa de la actividad del complejo | (Maridaju et al., 2014).
Algunos estudios han reportado que a concentraciones = 5 mM de MTF se observan efectos
proapoptoticos (Chen et al., 2013). Yi et al.,2013 reporta que a una concentracion de 1 mM
fue suficiente para alterar la proliferacion de las células HepG2 sin aparente induccion de

apoptosis.

Dado a que las concentraciones utilizadas en la mayoria de los estudios in vitro, son supra-
farmacologicas e inalcanzables en la vena porta (> 80 uM) (Ling et al., 2015) pueden ser

clinicamente irrelevantes y podrian ser quizas toxicas.

La combinacion RIF 5 uM-MTF 0.04 mM; RIF 10 uM- MTF 0.04 y 0.5 mM; RIF 20 uM-MTF
0.04, 0.5, 1, 2 mM presentan toxicidad significativa debido a la toxicidad observada por la

RIF, es decir, MTF, no logra contrarrestar la toxicidad de RIF.

Los cotratamientos con RIF 5 uM-MTF 0.5, 1y 2 mM; RIF 10 uM-MTF 1y 2 mM, muestran
recuperacion en la viabilidad celular de manera concentracion dependiente posiblemente

MTF actué disminuyendo la toxicidad del otro compuesto.
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El principal efecto clinico de la MTF, es decir, la disminucién de la glucosa y los lipidos
séricos se debe a la gluconeogénesis hepética, la glucogendlisis y la absorcion intestinal
de la glucosa (Witters et al., 2001). El mecanismo principal de esta accion depende en gran
medida de la activacién de AMPK, el cual es fundamental para el metabolismo energético
encargado del desarrollo de diversos procesos fisioldgicos. Estudios recientes sefialan que
MTF induce la autofagia a través de la activacion de PRKA el cual es un sensor celular de
estrés y energia y su actividad aumenta con la privacion de la glucosa (Song et al., 2014).
Al igual gue Mashhadian et al., 2013, se observa en nuestros experimentos que DMSO no

redujo la cantidad de células y no fue toxico debido a ello se tomé como control negativo.

4.2 Induccion de la esteatosis hepética en las células HepG2

Retomando uno de los objetivos propuestos en este proyecto, el cual consisti6 en
desarrollar un modelo de acumulacion lipidica en la linea celular HepG2, observamos que
el modelo propuesto para el desarrollo de esteatosis fue el adecuado, ya que bajo las
condiciones de RIF 5, 10 Y 20 uM y acido palmitico 300 uM, se puede observar una
acumulacion lipidica exitosa. Posteriormente, para evaluar la acumulacion lipidica en el
modelo, se realizo la tincién con el colorante rojo oleoso, técnica reportada previamente en
otros modelos de esteatosis tanto in vivo como in vitro (Richi et al.,2009; Janokar et al.,2009;
Cui et al., 2010).

Diversos articulos han demostrado que RIF induce acumulacién de lipidos a través de la
regulacién de diversos genes implicados en la absorcion de lipidos hepaticos y lipogénesis,
como lo son la acetil coenzima A carboxilasa (ACC), la acido grasa sintetasa (FAS), esterol
coenzima A desaturasa 1 (SCD-1), la elongasa de &cido graso libre de cadena larga (FAE).
Dichos genes son regulados por el factor de transcripcion de proteina de unién al elemento
de esteroles-1c (SREPB1c), factor encargado de regular la expresion de enzimas
hipogénicas y la sintesis de TG (Jeon et al., 2013). Se creia que RIF regulaba la expresion
de SREPBI1c a través de la activacion de LXR- a, receptor nuclear encargado de regular
transcripcionalmente a SREPB1c y también de modular directamente genes para la sintesis
de acidos grasos (Reppa et al., 2000). Sin embargo, estudios recientes han demostrado
gue RIF regula los genes claves para la sintesis de acidos grasos y la lipogénesis de

manera independiente de SREBP1c.

De acuerdo con reportes in vitro, el receptor nuclear X pregnano (PXR) cuya funcion es
regular el metabolismo y la eliminacién de farmacos posee un papel fundamental en la

expresion de FAS y la promocion de la lipogénesis de novo a través de la activacion de la
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via no clasica S14 en hepatocitos humanos (Moreau et al., 2009). Estudios han demostrado

que PXR es rapidamente activada en ratones tratados con RIF (Huang et al., 2016).

Tomando en cuenta lo descrito anteriormente RIF activa a PXR, hecho comprobado en
células HepG2 donde se observa que la activacién de PXR en el modelo celular induce una
acumulacién lipidica a través de la regulacion positiva de diversos genes implicados en la
lipogénesis hepatica como lo son SCD-1, FAS, FATP, LDLR, CD36, este ultimo siendo un
receptor scavenger de membrana encargado de la absorcién de acidos grasos de la
circulacion al higado (Zhang et al., 2013). Posiblemente, la activacion de PXR por RIF sea

un mecanismo probable de la acumulacion de lipidos por dicho farmaco.

No obstante, existen estudios relacionados con los factores proliferadores de peroxisomas
(PPARs) que cumplen distintos roles en el metabolismo lipidico hepatico. PPARa que
estimula la B-oxidacién de acidos grasos y PPARYy, un regulador clave en la diferenciacion
de adipocitos y promotor de la absorcion lipidica. Siendo este Ultimo un factor activado por
RIF a través de la regulacion positiva de CD36, gen que se encuentra cascada abajo de
PPARy (Huang et al., 2016). Por lo tanto, de acuerdo a los antecedentes discutidos se
sugiere que la capacidad de RIF de inducir acumulacion lipidica puede estar dada por la
expresion al alza de genes implicados en la lipogénesis a través de la activacion del receptor
nuclear PXR, o bien, por una mayor absorcion de acidos grasos de la circulacion al higado
atribuible en parte a la regulacion a la alza por RIF a el factor PPARYy y sus genes blanco
(Figura 19; proceso 3).

En cuanto, el tratamiento con acido palmitico 300 uM, otros modelos que usan la linea
celular HepG2 observan resultados similares con el modelo desarrollado en este proyecto
(Richi et al., 2011).

Pese a que tanto los tratamientos con RIF y acido palmitico resultaron eficientes en la
promocion de la acumulacién de lipidos en los hepatocitos, el efecto fue mas evidente en
las células tratadas con &cido palmitico, que cuando se compara con aquellas tratadas con
RIF. Lo anterior sugiere que el primero promueve el desarrollo de esteatosis en un intervalo

de tiempo menor de exposicion y con diferentes mecanismos.
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Figura 20; proceso 3. Propuesta de mecanismo de induccion de esteatosis por Rifampicina en las células HepG2
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4.3 Evaluacion del efecto del tratamiento con metformina

Como se ha descrito anteriormente, MTF posee un efecto de reduccion lipidica en las
células, que se hace evidente cuando aumenta la concentracion de este farmaco.
Posiblemente este efecto este dado por la interrupcién mediada por MTF en los procesos
oxidativos mitocondriales, lo cual reduce la tasa de ATP/AMP que posteriormente activa a
AMPK (proteina quinasa activada), una importante proteina sensora de los niveles de
energia celulares, que es responsable del metabolismo de lipidos y glucosa (Owen et al.,
2000).

La activacion de la proteina cinasa (AMPK) en el higado, estimula vias catabolicas
produciendo ATP y estimulando la B-oxidacion de los &cidos grasos, asi mismo inhibe
procesos de consumo de ATP como la lipogénesis fosforilando proteinas reguladoras o
indirectamente afectando los genes de expresion en esas vias, como lo es la disminucién
de la actividad de acetil CoA que disminuye los niveles de transcripcion de SREBP1c y sus
genes diana incluyendo las enzimas acido graso sintetasa (FAS), acetil coenzima
carboxilasa (ACC) y esteroail coenzima A desaturasa (SCD-1) (Tarn et al., 2015). Otro
estudio refiere, la capacidad de la MTF de inhibir el esteroide receptor coactivador 2 (SRC-
2) através de la inhibicion de SREBP1c y el camino AMPK pleiotrépico. El receptor SRC-2
es responsable a nivel transcripcional de contribuir al desarrollo de la obesidad, la
resistencia a la insulina, la acumulacién de grasa, la gluconeogénesis hepatica y la
biosintesis de lipidos y colesterol (Madsen et al., 2015). Jeon y colaboradores en el 2006
realizaron un estudio de perfiles de microarreglos con ratones knock-out de SRC-2 donde
se revelo la expresion reducida de SREBP1c y varias enzimas metabdlicas claves
involucradas en la gluconeogénesis (G6PC), lipogénesis (FAS, ELOV16) y la sintesis de
colesterol (HMGCR, HMGCS1, NSDHL, CYP51). El camino AMPK pleiotropico regula el
balance energético celular modulando el metabolismo a través de la inhibicién de la
actividad de mTORCL1 y sus genes blanco como lo son proteina ribosomal s6 quinasa (S6K),
factorE proteina de union 1 (4EBP1), receptor proliferador de peroxisomas (PPARYy)
responsables de la sintesis de proteinas e inhibiciébn de crecimiento celular (Larsson et
al.,2012).

Tomando en cuenta los estudios previos, la capacidad de la MTF de disminuir la
acumulacion lipidica se debe principalmente a la activacion de AMPK (Figura 21 ), el cual
es el principal mecanismo de accién propuesto para este farmaco, lo que justifica las

concentraciones utilizadas en este proyecto que van desde 0.04 a 2 mM, esta Ultima
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empleada en modelos in vitro para la inhibicion del complejo mitocondrial | (Maridaju et al.,
2014).
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Figura 21; proceso 2. Propuesta de mecanismo de disminucidn lipidica por metformina en

células HepG2
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4.4 Evaluacion del efecto de los cotratamientos con metforminay rifampicina
Tomando en cuenta lo discutido anteriormente y acorde a el efecto observado en los
cotratamientos RIF 5y 10 uM; MTF 0.04, 0.5, 1 y 2 mM en la linea celular HepG2, la
capacidad de RIF para inducir acumulacién lipidica y la de la MTF para prevenirla, se
porponen la activacion e inactivacion de diversos genes implicados en la sintesis de TG, en
la sintesis de colesterol, en la lipogénesis, en la lipogénesis de novo como se muestra en
la siguiente tabla (Tabla 9).

Tabla 9. Genes involucrados en la acumulacion lipidica

D
=

GEN MTF
SREBP1c
ACC
FAS
SCD-1
FATP
CD36
PPARyY
CPT-1
SRC-2
HMGCR
HMGCS1
HMGCS2
LCAT
G6Pc
ChREBP

» D 5 sy
« Cecaa

»»
«aea @66

A Regulacion transcripcional positiva de los genes
& Regulacién transcripcional negativa de los genes

La esteatosis hepética es referida como un exceso en la acumulacion de lipidos,
principalmente de TG, que son el sello distintivo de la EHGNA (Liu et al., 2013). En un
estudio realizado por Zhang y colaboradores (2013) se demostré que RIF induce la

acumulacioén de lipidos en las células HepG2 a través de la regulacion positiva de varios
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genes implicados en la absorcion lipidica hepatica y la lipogénesis, principalmente SCD1
como blanco transcripcional de PXR. En otro estudio, la sobreexpresion de PXR y la
activacion en ratones transgénicos VP-hPXR causaron esteatosis hepdtica, resultando un
efecto combinado de activacion de PXR con el aumento en la absorcion de acidos grasos
libres, la lipogénesis y la B- oxidacion (Zhou et al., 2006). Algunos estudios demuestran que
la lipogénesis de novo contribuye en gran medida al desarrollo de esteatosis (Postic et
al.,2008) y teniendo como antecedentes los efectos de la RIF sobre el metabolismo de
lipidos en ratones (Huang et al., 2016) y la linea celular HepG2 (Zhang et al., 2013), se
puede inferir que RIF es un potencial candidato en el desarrollo de EHGNA o contribuir a la

condicion preexistente.

Por el contrario, diversos estudios in vivo e in vitro demuestran que la MTF reduce la
acumulacién de lipidos en los hepatocitos y mejora la EHGNA (Loomba et al., 2009;
Bugianesi et al., 2005; Xu et al.,2016). Este efecto es atribuido principalmente a la activacion
de AMPK, la cual exhibe un efecto antilipogénico a través de la supresion de la expresion
hepatica de las enzimas lipogénicas como ACC y FAS, lo que conduce a una disminucion
en la produccién de malonil-CoA, la que a su vez libera el efecto inhibidor sobre la carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1) para favorecer la oxidacion de acidos grasos. En
combinacion, estos efectos de la AMPK activada o fosforilada explican, en gran medida el
mecanismo de la MTF para reducir la esteatosis hepatica (Woo et al., 2014).

Otro estudio indica que MTF disminuye la acumulacion de TG en células HepG2 a través
de la inhibicién transcripcional de SCD1 (Zhu et al., 2018). Estudios previos indican que
MTF disminuye la acumulacion de TG en hepatocitos a través de la inhibicion de la sintesis
de novo de TG (Rouabhia et al.,2014). Madsen y colaboradores en el 2015 reportan la
capacidad de la MTF de inhibir la glucosa hepatocelular, la biosintesis de lipidos y colesterol
a través de la supresion transcripcional del receptor esteroide coactivador-2 (SRC-2), que
tiene como genes blancos enzimas relacionadas con la gluconeogénesis (G6P), la
biosintesis de lipidos (FAS) y colesterol (HMGCR y HMGCS1), ademas que se ha
demostrado que SRC-2 es un coactivador de SREBP1c, factor promotor de lipogénesis
(Dasgupta et al., 2015). Se tiene conocimiento que MTF y la via AMPK inhiben la actividad
de mTORCL1 (Viollet et al., 2012) como la de SREBP1c (Zhou et al., 2001) (Figura 19).

Consecuencia de los resultados y apoyandose en anteriores investigaciones podemos

inferir que el cotratamiento RIF-MTF, pese a el efecto en la generacion de lipidos de RIF
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resulta seguro al ser coadministrado dado los diferentes mecanismos por los cuales MTF

disminuye dicho efecto.

4.5 Analisis de Superficie de Interaccion Sinérgica

Uno de los propdsitos de este estudio fue analizar el efecto sobre la acumulacién lipidica
en las células HepG2 al ser tratadas con RIF y MTF en combinacion e individualmente con
el fin de determinar por medio de la SIS del cotratamiento las combinaciones mas
adecuadas y que tipo de interaccidbn generaban. Una caracteristica destacada de esta
investigacion fue que la SIS de la combinacién RIF-MTF permiti6 la deteccion de la relacion

optima que producen sobre el efecto de acumulacion lipidica.

El efecto producido por el cotratamiento confirma que RIF es un farmaco con la capacidad
de generar TG de manera concentracién dependiente (5-10 uM), exceptuando a RIF 20 uM,
dado que la concentracion utilizada result6 toxica para el modelo celular (Mashhadian et
al., 2013), y que MTF muestra una disminucién de dicho efecto de manera concentracion
dependiente. Los efectos producidos por las combinaciones no variaron, es decir, las 12
combinaciones utilizadas mostraron un sinergismo de infra-adicién. Sin embargo, el grado
de infra-adicion dependia de la concentracion utilizada en la combinacion (figura 17).

Las concentraciones utilizadas para analizar las combinaciones en el modelo de SIS
(Lépez- Muiioz, 1994) fueron seleccionadas de estudios in vitro en células HepG2, RIF 5,10
y 20 uM (Isefuku et al., 2001), MTF 0.04 (Ling et al., 2015), 0.5, 1 y 2 mM (Forentz et al.,
2010).

En el presente proyecto no se intentdé deducir el mecanismo implicado en el efecto infra-
aditivo producido por la RIF y MTF; claramente se requieren experimentos adicionales para
documentar y determinar tales mecanismos. El efecto antilipidico que muestra el
cotratamiento RIF-MTF depende de las interacciones farmacodinamicas/farmacocinéticas
globales entre los componentes, y, por lo tanto, estas interacciones pueden diferir entre los

diferentes farmacos.

Finalmente, la determinacién de la SIS (L6pez- Mufioz et al., 2007) representa un método
innovador y muy util que permite discernir claramente los efectos resultantes de interaccion,
detectando las combinaciones que generan efectos de antagonismo, la adicion o la

potenciacion de los farmacos.
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En resumen, en este trabajo se observd que a pesar de que el tratamiento con RIF induce
un efecto de acumulacion lipidica, la combinacion con MTF lo disminuye. Los efectos
observados por el tratamiento con RIF estan principalmente relacionados con el aumento
en la captacion de acidos grasos a la célula y a la regulacion positiva de diversos genes
implicados en la lipogénesis, mientras que el efecto de las concentraciones utilizadas de
MTF estd relacionado con mecanismos de activacion de vias que desencadenan la
inhibicion de la sintesis de novo de TG y la biosintesis de lipidos y colesterol. Los
mecanismos por los cuales ocurren dichos procesos aun no han sido dilucidados por
completo. No obstante, la construccion de la ruta metabdlica a través del KEGG, nos
permite visualizar lo que probablemente este ocurriendo en los hepatocitos durante la
combinacién de los farmacos estudiados Los resultados obtenidos con el analisis de SIS
confirmaron que la interaccion entre RIF y MTF produce una disminucién lipidica en la linea
celular HepG2 que puede ser segura al coadministrarse dependiendo de la relacion de

farmaco administrada.
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5. CONCLUSIONES

-La RIF a las diferentes concentraciones utilizadas en este proyecto afectan la viabilidad
celular de manera significativa. Por el contrario, la MTF no lo hace, incluso se observa en

los cotratamientos una recuperacion de dicho efecto.

-Los tratamientos con RIF 5, 10 y 20 uM y acido palmitico 300 uM promovieron el desarrollo
de acumulacion lipidica en las células HepG2. Ambos tratamientos son factores de riesgo

para el desarrollo de esteatosis; sin embargo, el efecto es mayor con acido palmitico.

-El tratamiento Unicamente con MTF disminuye la capacidad celular de acumular lipidos en
la linea HepG2 durante el periodo de tratamiento.

-Los cotratamientos RIF-MTF durante 48 h en las células HepG2 sugieren que MTF

previene los efectos de acumulacion lipidica causada por RIF.

-El andlisis de “Superficie de Interaccion Sinérgica” nos dilucidé que las 12 combinaciones

en cotratamiento mostraron una interaccion infra-aditiva.

-La combinacién que favorecié en mayor grado la disminucién lipidica fue RIF 10 uM- MTF
0.5 mM.

Finalmente, se puede concluir que el tratamiento con RIF puede constituir un buen
procedimiento para desarrollar esteatosis en un modelo in vitro con utilidad para estudiar a
la enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) y que, MTF constituye un farmaco

potencial para el tratamiento de esta patologia.
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6. PERSPECTIVAS

Este trabajo cumplié con los objetivos establecidos, sin embargo, se plantean algunas
propuestas para el desarrollo de un trabajo continuo que refuerce los hallazgos de este

trabajo. De esta manera se plantea:
-Optimizar la técnica de cuantificacion de lipidos.

-Realizar experimentos de inhibicion y activacion de los mecanismos por el cual MTF y RIF

ejercen su efecto.

-Realizar estudios en cotratamiento analizando los principales genes involucrados en los

diferentes mecanismos de accién reportados por la bibliografia.

-Confirmar los hallazgos reportados en este estudio en cultivo primario de hepatocitos y

posteriormente en modelos animales.
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8. APENDICES

Apéndice I. Protocolo para fijaciéon celular en paraformaldehido
1. Antes de la fijacion, preparar una solucién de paraformaldehido al 4 %
Enjuagar el multipozo con PBS (2X)
Dejar secar, pero no en su totalidad
Agregar paraformaldehido 4% y esperar 60 min

a &~ 0N

Enjuagar el multipozo (2x)
Preparacion de soluciones

- 4% de formaldehido (100 ml) en 0.1 M de NaPi pH 7.4

- Realizar la preparacién en campana de extraccion

- Disolver 1.15 g (agua libre: MW 142) Na,HPOsen 80 ml de agua en un matraz
Erlenmeyer. Ailadir 4 g de paraformaldehido y calentar a 60°C mientras se disuelve.
Esto tomara aproximadamente 30 min, la solucion no debe estar completamente
clara. Anadir 0.228g de NaH,PO. en agua hasta aforar a 100 ml. Dejar enfriar la

solucion a temperatura ambiente, filtrar y preservar en frasco de cristal.
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Apéndice Il. Protocolo de Preparacion Rojo Oleoso O.
Protocolo KRF 11-10-17

Tincion con Rojo Oleoso en células HepG2

Fundamento

La tincion con colorantes solubles en aceites esta basada en que estos poseen mayor
solubilidad sobre las estructuras lipofilicas de las células. El rojo oleoso es un colorante
liposoluble que se une especificamente a triglicéridos y oleatos de colesterol, dandoles una
coloracion rojiza (Ramirez- Zacarias et al., 1992).

Reactivos

-PBS

-Paraformaldehido al 4%
-Rojo Oleoso

-Isopropanol

-Filtro de 0.45 uM

-Agua destilada
Preparacion de Colorante

3 mg de Rojo Oleoso (Matheson Coleman & Bell) se disolveran en 1mL de Isopropanol, de
este stock se hizo una dilucion con agua en relacién 60:40. A cada pozo de células se le
agrego 1 mL de esta dilucién y se incubo por 60 min a temperatura ambiente en agitacion.
Pasado este tiempo, se lavaron las células para remover el exceso de colorante con PBS.
Para recuperar el contenido de TGs tefiidos con el colorante, las células se incubaron con
isopropanol por 30 min en agitacion a temperatura ambiente; se recuperd entonces el
sobrenadante y se midi6 la absorbancia a 500nm o 510nm de longitud de onda por
espectrofotémetro. El contenido de TG se reporta como veces de cambio respecto de las

células control. (Escalona, 2014)
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Apéndice lll. Analisis de las combinaciones MTF-RIF para SIS
Combinacion #1: RIF 5 pM — MTF 0.04 mM

n=
Media=
EE=
Var=
F=

T var

iguales=
T var dif=
gl=

Resultado de la prueba de t
Valor de t=
Valor de P=
Conclusion:

A-Rif 5
122.3412
119.9377
116.935
138.5463
118.9826
149.0239

127.63
5.33
170.63
3.321

-10.545
-8.678
7.000

-8.6784
0.00003
Antagonismo

B-Metf
0.04
101.8914
122.6504
110.4449
112.594
106.27792
119.9377

Trat A+B Suma Teorica

Combinacion que genero el grado de significancia
(-105.79)

300 -

100 A

Acumulacion Lipidica %

HH

RIF 5 pM

MET 0.04 mM

140.05
116.13
114.14
127.8779
119.0956
187.52
6 12
134.14 239.93
11.36 441
774.91 233.35
0.04518
0.00000
0.00003
P < 0.00001
Combinacion Suma Tedrica
(5 UM + 0.04 (5uM +0.04
mM) mM)
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n=
Media=
EE=
Var=

F=

T
iguales=
T var dif=
gl=

var

Combinacion #2: RIF 5 pyM — MTF 0.5 mM

A-Rif 5
122.3412
119.9377
116.935
138.5463
118.9826
149.0239

127.63
5.33
170.63
1.350

-12.666
-12.012
9.000

Resultado de la prueba de t
Valor de t=
Valor de P=

Conclusion:

s s

Lipidica %

Acumulacion

-12.6659
0.00000

Antagonismo

B-Metf 0.5
102.9805
107.3888
112.7723
116.7763
98.58606

96.6867

Trat A+B Suma Tebrica
142.50
128.68
127.0581
102.044
133.9533
155.0495

6
131.55
7.25
315.40
0.31404

0.00000
0.00000

12
233.49
4.41
233.56

Combinacién que genero el grado de significancia

300 -

100 A

HH

RIF 5uM

MET 0.5 mM

(-101.95)

P <0.00001

Hh

Combinacion
(10 uM + 0.5
mM)

80

Suma Tedbrica
(A0 uM + 0.5
mM)



Combinacion #3: RIF5 yM — MTF 1 mM

A-Rif 5 B-Metf 1 Trat A+B Suma Teorica

122.3412 85.64982 134.812
119.9377 73.93562 105.9693
116.935 108.4057 111.3027
138.5463 79.02389 116.9319
118.9826 93.30882 149.6278
149.0239 84.13928 96.2397
n= 6 6 6 12
Media= 127.63 87.41 119.15 215.04
EE= 5.33 4.97 8.04 5.16
Var= 170.63 148.26 387.86 318.89
F= 1.216 = 0.36389
T var
iguales= -10.394 P= 0.00000
T var dif= -10.040 P= 0.00000
gl= 9.000

Resultado de la prueba de t
Valor de t= -10.3940
Valor de P= 0.00000
Conclusion:  Antagonismo

Combinacidon que genero el mayor grado de
significancia (-95.89)

300 - P <0.00001

Hi

H

100 A

Acumulacion Lipidica %

RIF 5 uM MET 1 mM Combinaciébn ~ Suma Tedrica
GuM+1mM) (5puM+1mM)
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Combinacion #4: RIF 5 yM — MTF 2 mM

A-Rif 5

122.3412

119.9377

116.935

138.5463

118.9826

149.0239

n= 6

Media= 127.63

EE= 5.33

Var= 170.63

F= 1.202
T var

iguales= -13.262

T var dif= -13.700

gl= 11.000

Resultado de la prueba de t

Valor de t= -13.2618
Valor de P= 0.00000
Conclusion:  Antagonismo

Combinacion que gener6 el mayor grado de

B-Metf 2
76.35379
81.10902
89.67972

76.35379

86.61764

79.88718

Trat A+B Suma Teorica

115.5235

107.647
116.1827
102.5271
128.6765
137.0581

significancia (-91.36)

300 -

s s

Acumulacion Lipidica %

H

100 -

RIF 5 uM

MET 2 mM

6 12
117.94 209.29
5.27 4.09
166.64 200.36
0.44668
0.00000
0.00000
P <0.00001
Combinacion Suma Tedrica
GuUM+2mM) (5 uM + 2 mM)
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n=
Media=
EE=
Var=

F=

T
iguales=

var

T var dif=

gl=

Resultado de la prueba de t
Valor de t=
Valor de P=
Conclusion:

300

100

Acumulacion Lipidica %

Combinacion #5: RIF 10 uyM — MTF 0.04 mM

A-Rif 10
196.9319
149.6278
202.0768
123.9296
137.5347
143.6634

6
158.96
13.30
1061.63
1.712

-8.100
-8.887
13.000

-8.1001
0.00000
Antagonismo

B-Metf
0.04
101.8914
122.6504
110.4449
112.594
106.27792
119.9377

Trat A+B Suma Teérica
117.1596
154.0525
185.5446
117.1596
148.0525
1455446

Combinacion que gener6 el mayor grado de
significancia (-126.67)

RIF 10 pM

MET 0.04 mM

6 12
144.59 271.26
10.46 9.68
656.91 1124.35
0.28777
0.00000
0.00000
P < 0.00001
=
L
Combinacion Suma Teobrica
(10 uM +0.04 (10 uM + 0.04
mM) mM)
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n=
Media=
EE=
Var=
F=

T var

iguales=
T var dif=
gl=

Resultado de la prueba de t
Valor de t=
Valor de P=
Conclusion:

Combinacion #6: RIF 10 pM — MTF 0.5 mM

A-Rif 10
196.9319
149.6278
202.0768
123.9296
137.5347
143.6634

6
158.96
13.30
1061.63
7.099

-9.237
-12.086
17.000

-12.0865
0.00000

Antagonismo

B-Metf 0.5
102.9805
107.3888
112.7723
116.7763
98.58606

96.6867

Trat A+B Suma Tebrica
122.1126
148.4563
145.9241
132.2987
128.0203
117.3549

Combinacidon que generd el grado de significancia
(-132.46)

300 A
X
()
Q
8 200 -
k=
- T
c 1
O
E
= 100 A
£
S
o
<

0
RIF 10uM

MET 0.5 mM

6 12
132.36 264.83
5.14 9.68
158.41 1124.56
0.02115
0.00000
0.00000
P <0.00001
.
1
Combinacion Suma Tedrica
(10 uM + 0.5 (A0 uM + 0.5
mM) mM)
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Combinacion #7: RIF 10 yM — MTF 1 mM

A-Rif 10 B-Metf 1 Trat A+B Suma Tebrica

196.9319 85.64982 104.6029

149.6278 73.93562 132.3529

202.0768 108.4057 140.0475

123.9296 79.02389 104.6029

137.5347 93.30882 132.3529

143.6634 84.13928 140.0475
n= 6 6 6 12
Media= 158.96 87.41 125.67 246.37
EE= 13.30 4.97 6.81 10.04
Var= 1061.63 148.26 278.08 1209.89
F= 4.351 P= 0.05841
T var
iguales= -7.965 P= 0.00000
T var dif= -9.950 P= 0.00000
gl= 17.000

Resultado de la prueba de t

Valor de t= -7.9646
Valor de P= 0.00000
Conclusion:  Antagonismo
Combinaciéon que genero el grado de significancia
(-120.70)
300 - P <0.00001
P T
< 1
Q
8 200 -
\9-
- T
c 1
Ne)
3
= 100 A
S
>
(@]
<
0
RIF 10uM MET 1 mM Combinacién  Suma Teodrica

(20 uM + 1 mM) (10 uM + 1 mM)
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Combinacién #8: RIF 10 pM — MTF 2 mM

A-Rif 10 B-Metf 2 Trat A+B Suma Teorica

196.9319 76.35379 93.8622
149.6278 81.10902 118.6039
202.0768 89.67972 116.1329
123.9296 76.35379 99.0457

137.5347 86.61764 113.2569
143.6634 79.88718 116.6645

n= 6 6 6 12
Media= 158.96 81.67 109.59 240.63
EE= 13.30 2.23 4.27 9.54
Var= 1061.63 29.73 109.22 1091.36
F= 9.992 = 0.00993

T var

iguales= -9.357 P= 0.00000

T var dif= -12.542 P= 0.00000

gl= 16.000

Resultado de la prueba de t
Valor de t= -12.5421
Valor de P= 0.00000
Conclusion:  Antagonismo

Combinacién que generd el grado de significancia

(-131.03)
300 - P < 0.00001
o\o T
[ T
9
8 200 -
\9-
— T
c 1
‘0
3
= 100 A
E
S
3]
<
0
RIF 10uM MET 2 mM Combinacién ~ Suma Teobrica

(20 uM + 2 mM) (10 uM + 2 mM)
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Combinacion #9: RIF 20 uyM — MTF 0.04 mM

A-Rif 20

108.3029

90.74398

102.6733

70.98052

81.9315

85.77988

n= 6

Media= 90.07

EE= 5.60

Var= 188.16

F= 4,912
T var

iguales= -14.739

T var dif= -18.652

gl= 17.000

Resultado de la prueba de t

Valor de t=
Valor de P=
Conclusion:

Lipidica %

Y

Acumulacion

-18.6515
0.00000
Antagonismo

B-Metf
0.04
101.8914
122.6504
110.4449
106.27792
119.9377
112.594

Trat A+B Suma Teérica
108.3029
93.28957
99.50495
111.3029
95.3256
99.50495

6
101.21
2.92
51.07
0.04581

0.00000
0.00000

12
202.37
4.57
250.88

Combinacién que genero el grado de significancia
(-101.16)

300 -

100 A

H

RIF 20uM

MET 0.04 mM

P < 0.00001

H

mM)
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(20 uM + 0.04
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n=
Media=
EE=
Var=
F=

T var

iguales=
T var dif=
gl=

Resultado de la prueba de t
Valor de t=
Valor de P=
Conclusion:

Combinacion #10: RIF 20 uM = MTF 0.5 mM

A-Rif 20
108.3029
90.74398
102.6733
70.98052

81.9315
85.77988

90.07
5.60
188.16
1.023

-10.742
-10.698
10.000

-10.7423
0.00000

Antagonismo

B-Metf 0.5
102.9805
107.3888
112.7723
116.7763
98.58606

96.6867

Trat A+B Suma Teorica

88.2587
113.25645
109.50495

103.3029
111.2516
137.50495

6
110.51
6.54
256.98
0.44971

0.00000
0.00000

12
195.93
4.57
251.08

Combinacion que generd el grado de significancia
(-85.42)

300 -

100 A

Acumulacion Lipidica %

HH

RIF 20pM

MET 0.5 mM

P <0.00001

H

Combinacion
(20 UM + 0.5
mM)
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Combinacion #11: RIF 20 pM — MTF 1 mM

A-Rif 20 B-Metf 1 Trat A+B Suma Teorica

108.3029 85.64982 105.4567
90.74398 73.93562 72.5649
102.6733 108.4057 89.50495

70.98052 79.02389 118.3029
81.9315 93.30882 93.57245

85.77988  84.13928 99.4256
n= 6 6 6 12
Media= 90.07 87.41 96.47 177.48
EE= 5.60 4.97 6.31 5.29
Var= 188.16 148.26 238.91 336.42
F= 1.408 = 0.37168
T var
iguales= -9.263 P= 0.00000
T var dif= -9.834 P= 0.00000
gl= 12.000

Resultado de la prueba de t
Valor de t= -9.2627
Valor de P= 0.00000
Conclusion:  Antagonismo

Combinacion que generd el grado de significancia
(-81.01)

300 - P <0.00001

H

100 A

HH

Acumulacion Lipidica %

RIF 20uM MET 1 mM Combinacién  Suma Tedrica
20 uM + 1 mM) (20 UM + 1 mM)
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Combinacion #12: RIF 20 pM — MTF 2 mM

A-Rifan 20.0 B-Metf 2 Trat A+B Suma Teorica

108.3029 76.35379 89.1924
90.74398 81.10902 97.28957
102.6733 89.67972 119.50495
70.98052 76.35379 68.3029

81.9315 86.61764  112.28957
85.77988 79.88718 111.6547

n= 6 6 6 12
Media= 90.07 81.67 99.71 171.74
EE= 5.60 2.23 7.74 4.26
Var= 188.16 29.73 359.13 217.89
F= 1.648 = 0.22732

T var

iguales= -8.900 P= 0.00000

T var dif= -8.155 P= 0.00002

gl= 8.000

Resultado de la prueba de t
Valor de t= -8.8996
Valor de P= 0.00000
Conclusion:  Antagonismo

Combinacion que gener6 el mayor grado de
significancia (-72.03)

300 - P <0.00001

s s

Acumulacion Lipidica %

H

100 -

HH

RIF 20 uM MET 2 mM Combinacibn  Suma Teobrica
(20 uM + 2 mM) (20 pM + 2 mM)
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