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RESUMEN

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es un importante problema de
salud publica, por desarrollar infecciones oportunistas y enfermedades neoplasicas en
pacientes con inmunosupresion progresiva infectados por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana. Aunque no existe tratamiento curativo, el desarrollo de
diversos tipos de antirretrovirales ha permitido convertir una enfermedad mortal a
corto plazo, en una condiciébn con expectativa de vida prolongada utilizando
combinaciones de antirretrovirales denominandose tratamiento antirretroviral de gran
actividad (TARGA), lo que podria ocasionar toxicidad hepatica inducida por
farmacos. El objetivo general del estudio fue evaluar la toxicidad hepatica inducida
por la asociacion de tenofovir y emtricitabina en un modelo experimental en 70 ratas
albinas Sorague Dawley, adultas jovenes, a las que se les administro, via oral,
tenofovir o tenofovir asociado a Emtricitabina, durante 28 dias (grupo agudo) o 90
dias (grupo croénico). Los pardmetros evaluados fueron variaciones de peso,
marcadores hepaticos, alteraciones histologicas y presencia de microntcleos. Los
resultados mostraron un aumento transitorio de los valores de AST en animales de
ambos sexos en el grupo agudo tenofovir y tenofovir asociado a emtricitabina,
aumento significativo (p <0,05) de los valores de fosfatasa alcalina en los grupos
machos y hembras tanto agudo como cronico y valores de bilirrubina con tendencia al
aumento en el grupo cronico, aunque no fueron significativos, alteraciones
histologicas (dilatacion sinusoidal, fibrosis centrolobulillar, fibrosis parenquimatosa e
infiltrado leucocitario) leves y moderados en muestras de higado. Sin pérdida de peso
significativa ni presencia de micronlcleos en eritrocitos policromatoéfilos.
Concluyendo que, los cambios observados sugieren alteraciones hepaticas (leves-
moderadas) y la necesidad de un estudio méas amplio para evaluar una posible
obstruccion en los conductos biliares hepaticos.

Palabras clave: antirretrovirales, Tenofovir, Emtricitabina, toxicidad hepatica,
micronucleos.
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ABSTRACT

Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) has become in a major public
concern, because of developing opportunistic infections and neoplastic diseases in
patients with progressive immunosuppression infected by the Human
Immunodeficiency Virus (HIV). Although there is no curative treatment, the
development of several types of antiretrovirals has improved what used to be
considered a deadly disease with a short lifespan for those afflicted by the
aforementioned, into a condition with a prolonged life expectancy, by the
combinations of antiretrovirals denominated high activity antiretroviral treatment
(HAART), which could cause a drug-induced toxicity hepatic. The general objective
of the study was to evaluate the hepatic toxicity induced by the association of
tenofovir and emtricitabine in an experimental model in 70 Sprague Dawley young
adults albino rats, who were administered orally, tenofovir or tenofovir associated to
emtricitabine, for 28 days (acute group) or 90 days (chronic group). The parameters
evaluated were weight variations, liver markers, histological alterations and presence
of micronuclei. The results obtained a transient increase in the values of AST in
animals of both sexes in the acute group tenofovir and tenofovir associated to
emtricitabine, significant increase (p <0.05) of the values of alkaline phosphatase in
both male and female groups both acute and chronic and bilirubin values with a
tendency to increase in the chronic group, although they were not significant,
histological alterations (sinusoidal dilation, centrolobular fibrosis, parenchymal
fibrosis and leukocyte infiltrate) mild and moderate in liver samples. No significant
weight loss or presence of micronuclei in polychromatophil erythrocytes.
Concluding that the observed changes suggest hepatic alterations (mild-moderate)
and the need for a larger study to evaluate a possible obstruction in the hepatic bile
ducts.

Keywords: antiretrovirals, Tenofovir, Emtricitabine, liver toxicity, micronuclei.
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CAPITULO 1

EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del Problema

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) ha sido reconocido como un
importante problema de salud publica, por desarrollar infecciones oportunistas y
enfermedades neoplésicas en pacientes con inmunosupresion progresiva infectados
por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), que se han extendido ampliamente

por el mundo en las ultimas décadas (Cardona, 2015).

Hasta el momento han sido descriptos dos tipos del virus, VIH-1 y VIH-2. Ambos
se encuentran asociados al sindrome de inmunodeficiencia humana (SIDA), la
infeccion por el VIH-1 se encuentra difundida a nivel mundial, mientras que la
infeccion por el VIH-2 se encuentra circunscripta a la region de Africa al Sur del

Sahara causando una enfermedad similar al VIH-1 (Maartens, 2014).

Los dos virus tienen de 40 a 60% de homologia de secuencia de aminodcidos, por
lo que presentan similitudes en los mecanismos para la activacion por la enzima
transcriptasa reversa, el agotamiento de las células CD4", sin embargo, el VIH-2
presenta periodos de latencia clinica mucho mas largos, tasas significativamente mas

bajas de progresion y transmision de la enfermedad y menor carga viral en la fase



asintomdtica en comparaciéon con la infeccion por VIH-1. Todos estos hallazgos
sugieren que en la infeccion por VIH-2, en contraste con el VIH-1, presenta un
equilibrio distintivo entre el factor viroldgico y el inmunolégico, lo cual deberia
facilitar una respuesta inmunoldgica mejor ajustada y a un mejor control de la

infeccion (Azevedo-Pereira, 2016; Vidya, 2017).

La transcriptasa reversa es un paso esencial en la replicacion retroviral del VIH, ya
que es una enzima codificada para convertir sus genomas de ARN en ADN. El
tratamiento antirretroviral utiliza medicamentos que inhiben la replicacion viral e
impiden la aparicion de mutaciones de resistencia en el genoma del virus. En 1987
fue aprobado por la FDA el primer tratamiento contra la infeccion por VIH
(Zidovudina). Su mecanismo consistia en inhibir la enzima transcriptasa reversa, lo

que suponia en aquel entonces frenar la replicacion del virus (Bernal, 2016).

Aunque todavia no existe tratamiento curativo, el desarrollo de diversos tipos de
antirretrovirales ha permitido cambiar radicalmente el curso de la infeccion,
convirtiendo una enfermedad mortal de corto plazo, en una condicién con expectativa
de vida prolongada (Maartens, 2014; Setkina, 2015). Sin embargo, éstos por si solos
no son suficientes para disminuir la carga viral. Es por ello, que son utilizadas
combinaciones de antirretrovirales (de dos clases distintas), denominandose

tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA). No obstante, muchos



tratamientos fracasan por multiples causas, entre ellas: el tiempo de administracion,
aparicion de resistencia y de efectos adversos y toxicos, siendo la hepatotoxicidad
una de las principales preocupaciones del médico tratante (Bajpai, 2017; Wang,

2019).

El Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos, quien da
las directrices para el uso de los agentes antirretrovirales en adultos y adolescentes
infectados por el VIH-1, recomienda que la seleccion de un régimen debe ser
individualizada sobre la base de eficacia viroldgica, los efectos adversos, la dosis,
frecuencia de dosificacion, el potencial de interaccion de medicamentos, resultados
de las pruebas de resistencia y las condiciones comoérbidas, sefialando como opciones
para el inicio de la terapia antirretroviral los siguientes regimenes: Efavirenz +
Tenofovir disoproxil fumarato + Emtricitabina; Atazanavir/ritonavir + Tenofovir
disoproxil fumarato + Emtricitabina; Darunavir/ritonavir + Tenofovir disoproxil
fumarato + Emtricitabina y Ratelgravir + Tenofovir disoproxil fumarato +
Emtricitabina; evidenciandose que tienen como denominador comun la asociacion de
Tenofovir disoproxil fumarato + Emtricitabina. Cabe destacar que esta asociacion
también es usada en los protocolos de profilaxis preexposicion (Cada, 2014;

Giinthard, 2016).



El tenofovir (TDF) es un andlogo de nucledtidos aciclico de la adenina nucledsido
monofosfato, indicado para el tratamiento de la infeccion por VIH-1, aprobado por la
Food and Drugs Administration (FDA) en el afio 2001 para uso en adultos. El
nombre  quimico de  tenofovir disoproxil  fumarato es  9-[(R)-2-
[[bis[[(isopropoxicarbonil)oxi]metoxi]fosfinilmetoxi]propil] adenina fumarato (1:1).
Tiene una formula molecular de Ci9H30NsO10P ¢ C4H404 y un peso molecular de
635,52. Compite con el sustrato natural: deoxiadenosina 5 trifosfato, para
incorporarse al ADN durante el proceso de transcripcion del VIH. Una vez que se
incorpora al ADN en formacion, se produce una inhibicion de la accion de la
transcriptasa reversa, con lo que se previene la elongacion de la cadena de ADN,

produciendo la inhibicion de la replicacion viral (Chadwick, 2015; Lu, 2019).

El TDF produce toxicidad renal por acumulacion en el tibulo renal proximal, que
aparece mas frecuentemente en pacientes con bajo peso, en los que se administran
concomitantemente otros farmacos nefrotoxicos; ocasionando alteraciones del
equilibrio acido-base y electrolitos, proteinuria, disminucion de la filtracion
glomerular o Sindrome de Fanconi (Repetto, 2009). Otros estudios clinicos lo asocian
con neuropatias, miopatias, pancreatitis, esteatosis hepatica y la toxicidad
mitocondrial observada en pacientes con VIH debido a los recientes efectos
secundarios adversos atribuidos a los compuestos relacionados a este farmaco

(Chadwick, 2015; Wondifraw, 2017).



Con relacion a la emtricitabina (FTC), la Guia del Medicamento publicada por
FDA indica que fue aprobada en 2003 para su utilizacién, en combinacidon con otros
farmacos antirretrovirales. El nombre quimico es 5-fluoro-1-(2R,5S)-[2-
(hidroximetil)-1,30xatiolan-5-i1] citosina. Tiene una formula molecular de
CsH10FN30sS y un peso molecular de 247,24. Es el enantidmero negativo de un tiol
andlogo de la citidina con actividad contra Virus de la Hepatitis B (VHB) y VIH-1 al
inhibir de forma competitiva la transcriptasa inversa, produciendo la interrupcion de
la cadena de ADN viral. Aunque suele ser bien tolerada, se han reportado con su uso,
efectos adversos leves y poco frecuentes, tales como la cefalea, diarrea, nauseas,

erupciones cutaneas y acidosis lactica con esteatosis hepatica (Valade, 2014).

La hepatotoxicidad por medicamentos se debe a que el higado sirve de primer
paso en la biotransformacioén de estos y por la ausencia de membrana basal en el
endotelio de los vasos sinusoides hepaticos, que, al distribuir la sangre por el érgano,
permite el contacto directo de los xenobiodticos circulantes con los hepatocitos,
ocasionando dano citolitico o citotoxico, dafio canalicular o la combinacion de ambos
en los hepatocitos (Repetto, 2009). Un estudio realizado por Mandala y cols., 2014,
sobre la seguridad hepatica y renal de tenofovir disoproxil fumarato en combinacion
con emtricitabina entre las mujeres africanas en una pre-exposicion de un ensayo de

profilaxis, evidenciaron que las mujeres asignadas al azar a esta combinacion



tuvieron tasas mas altas de toxicidad leve a moderada de las enzimas ALT y AST, y
un aumento significativo desde el inicio hasta la cuarta semana en los valores de la
enzima AST entre las mujeres que eran altamente adherentes a TDF-FTC durante ese

intervalo.

Los criterios utilizados para la determinacion de dafio hepatico incluyen al menos
una de las siguientes alteraciones de los analisis bioquimicos hepaticos: 1) Aumento
de ALT mas de dos veces el limite alto de la normalidad; 2) Aumento de la
concentracion de bilirrubina directa sérica més de dos veces el limite alto de la
normalidad; 3) Aumento de AST, fosfatasa alcalina (FA) y la concentracion total de
bilirrubina, siempre que uno de ellos supere mas de dos veces el valor de referencia.
En animales, la variacion en el peso se considera un indicador de toxicidad (Florez,

2008).

Asi mismo, con el estudio histoldégico se observan respuestas generales que
permite valorar posibles lesiones hepaticas, alteracion en la proliferacion celular y
determinar la causa de las variaciones de las pruebas hepaticas. Estas respuestas son:

inflamacién, degeneracion, necrosis, fibrosis y cirrosis (Kumar, 2008).

Adicionalmente, el ensayo de micronucleos se utiliza para evaluar, in vivo, la

inestabilidad genética inducida por agentes genotoxicos. Los micronucleos son
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cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear, se corresponden con material genético
no incorporado correctamente a las células hijas durante la division celular, reflejan
aberraciones cromosOmicas y se originan por roturas cromosdmicas, errores durante
la replicacion y posterior division celular del ADN y/o por la exposicion a agentes
genotodxicos. Esta prueba es ampliamente aceptada ya que permite un anélisis solido
de las alteraciones de tipo estructural (efecto clastogénico) o alteraciones numéricas
(efecto aneugénico) ocasionadas por los diferentes agentes. En la mayoria de las
situaciones, se considera que un resultado positivo puede predecir el potencial de
carcinogenicidad (Potén, 2013).

Una prueba que permite evaluar la genotoxicidad con una mayor sensibilidad y
especificidad es el ensayo de microntcleo de dosis repetidas en hepatocitos de rata
adulta joven, por la acumulacion de hepatocitos micronucleados inducida por la

administracion repetida de quimicos genotoxicos (Shimada, 2015).

Con lo expuesto anteriormente, surgen las siguientes interrogantes: ;Cuales seran
las modificaciones de las pruebas del perfil hepatico y los cambios histologicos en
higado de ratas expuestas a la asociacion de Tenofovir y Emtricitabina? ;Cual sera la
relacion entre los posibles cambios con los diferentes antirretrovirales y el tiempo del
tratamiento? ;Existira relacion entre las modificaciones del perfil hepatico, los

cambios histolégicos y la aparicion de microntcleos?
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General:

Evaluar la toxicidad hepatica inducida por la asociaciéon de Tenofovir y

Emtricitabina en un modelo experimental en ratas.

1.2.2

Objetivos Especificos:
Determinar las variaciones de peso de las ratas de los grupos experimentales

durante los periodos de 28 y 90 dias de estudio.

Determinar el perfil hepatico (ALT, AST, Bilirrubina total y fraccionada,
Fosfatasa alcalina) en ratas expuestas a tenofovir y tenofovir asociado a

emtricitabina luego de 28 y 90 dias de estudio.

Determinar los cambios histologicos en el tejido hepatico de ratas expuestas a
tenofovir y tenofovir asociado a emtricitabina luego de 28 y 90 dias de

estudio.

Determinar la presencia de micronticleos en ratas expuestas a tenofovir y

tenofovir asociado a emtricitabina luego de 28 y 90 dias de estudio.



Comparar la variacion del peso de las ratas expuestas a tenofovir y tenofovir
asociado a emtricitabina luego de 28 y 90 dias de estudio de acuerdo con el

SE€XO0.

Comparar los valores de ALT, AST, Bilirrubina total y fraccionada, Fosfatasa

alcalina entre los grupos de estudio de acuerdo con el tiempo de exposicion.

Relacionar los valores de ALT, AST, Bilirrubina total y fraccionada,

Fosfatasa alcalina de los grupos experimentales y el tiempo de exposicion.

Asociar los marcadores hepaticos y los cambios histologicos con el

tratamiento antirretroviral y el tiempo de exposicion.

Asociar los marcadores hepaticos y la presencia de microntcleos con el

tratamiento antirretroviral y el tiempo de exposicion.

Asociar los cambios histologicos y la presencia de micronucleos con el

tratamiento antirretroviral y el tiempo de exposicion.



1.3 Justificacion

Segun el informe anual (2018) de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA
(ONUSIDA), a nivel mundial existen 36,9 millones de personas que padecen el
VIH/SIDA, de los cuales 1,6 millones son nuevos casos de infeccion en adultos
(personas de entre 15 y 49 afios). El primer lugar lo ocupa Africa Oriental y del Sur,
luego Africa Occidental y Central, seguido por Africa del Norte y del Medio Oriente,
el cuarto lugar lo ocupa Asia y el Pacifico, el quinto lugar lo ocupa Latinoamérica, y
las ultimas posiciones el Caribe, Este europeo y Asia central, Europa occidental y
Norteamérica. Se deduce, por tanto, que las regiones mas desfavorecidas, con un
menor nivel de ingresos econdmico y de desarrollo son las que se encuentran mas

afectadas por la epidemia.

En Venezuela, en el afio 1981 se reporto el primer caso VIH/SIDA, y para el afio
1999 habia 8.047 personas registradas y 4.726 muertes, con un subregistro estimado
del 80%. En el periodo 1986-1999 la tasa de mortalidad por SIDA se increment6 10

veces (Guerra, 2009; Rodriguez, 2014).

En 2016, ONUSIDA informé que habia 120.000 personas infectadas por el VIH,
de las cuales aproximadamente un 61% tenia acceso a la terapia antirretroviral.
Daniels, (2017) publica en la revista The Lancet un articulo sobre “La crisis

econdmica de Venezuela obstaculiza el tratamiento del VIH / SIDA”, indicando que
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los datos actuales de pacientes infectados por VIH estimados por ONUSIDA podrian
estar muy por debajo de la realidad, debido al decrecimiento en la investigacion de

campo para recopilar datos.

En los ultimos afios, con la introduccion de los antirretrovirales y mas aun del
TARGA, que es mas rentable que otros regimenes terapéuticos disponibles hasta la
fecha, se han logrado grandes avances en la lucha contra el VIH. Sin embargo, dado
que los farmacos no pueden erradicar el virus, la cura todavia no es posible, y los
pacientes tienen que mantener el cumplimiento de la medicacién de por vida con el
riesgo de reacciones adversas, interacciones farmacoldgicas y resistencia a los

medicamentos (Maartens, 2014; Tse, 2015).

En este sentido, la presente investigacion podria aportar informacion que
contribuya a la deteccion precoz de dafio hepatico y efectos genotdxicos ocasionados
por el uso del tratamiento antirretroviral, un mejor seguimiento y optimizacion del
tratamiento antirretroviral en pacientes VIH, que conllevaria a una mejora de la
calidad de vida del paciente y evitard la prolongacion de estancias hospitalarias.
Ademas de sentar las bases para futuras investigaciones que enriquezcan la linea de

investigacion del programa de Maestria en Toxicologia Analitica.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Diversas investigaciones en humanos y animales han mostrado los efectos

adversos y toxicos de los antirretrovirales.

En relacion con los estudios en humanos; Bejarano y cols., (2011), en Venezuela,
estudio los efectos adversos de la terapia antirretroviral en pacientes menores de 15
afnos que acudieron a la consulta de infectologia pediatrica del “Hospital Universitario
Angel Larralde”, durante el periodo de agosto 2008 a mayo 2009. Los medicamentos
antirretrovirales evaluados en este estudio fueron: zidovudina, lamivudina, abacavir,
didanosina, efavirenz y lopinavir/ritonavir. Los resultados mostraron que el 22,66%
de los pacientes presentd hiperlipidemia, 18,66% intolerancia gastrointestinal,
17,33% hepatotoxicidad, 14,66% acidosis lactica, 13,33% rash cutaneo, 9,33%
hiperglicemia, 6,66% lipohipertrofia y solo en el 2,66% se observo lipoatrofia.
Concluyendo que los efectos adversos que prevalecieron fueron hiperlipidemia,

intolerancia gastrointestinal y hepatotoxicidad.

Lourencgo y cols, (2010) en Brasil, evalu6 el potencial clastogénico y/o aneugénico

de tres inhibidores nucledsidos de la transcriptasa reversa (zidovudina — AZT,
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lamivudina-3TC y estavudina-d4T) usando el ensayo de micronucleos bloqueando la
citocinesis (CBMN) en cultivos de linfocitos humanos. Fueron obtenidos linfocitos
de sangre periférica por puncion venosa de 3 pacientes no fumadores que
recientemente no habian sido expuestos a la radiacion ionizante de forma significativa
o mutagenos conocidos de inducir microntcleos. Los resultados mostraron
genotoxicidad a AZT y 3TC en células binucleadas sin aumento significativo en la
frecuencia de micronucleos en células mononucleadas en cualquiera de las
concentraciones ensayadas, indicando que estos dos antirretrovirales no son agentes
aneugénicos y que su genotoxicidad estd relacionada con una accion clastogénico. El
d4T mostré genotoxicidad en células binucleadas, y aumentd la frecuencia de
micronucleos en células mononucleadas, que indica acciones clastogénicas y

aneugénicas.

En el 2016, Kovari y cols en Suiza, realizaron un estudio (Data Collection on
Adverse Events of Anti-HIV Drugs D:A:D) con el objetivo de evaluar el riesgo de
aumento créonico de alanino aminotransferasa y la administracion de los
medicamentos antirretrovirales en 21485 pacientes mono-infectados con VIH. Los
medicamentos antirretrovirales evaluados en este estudio fueron: lamivudine,
abacavir, didanosina, estavudina, emtricitabina, tenofovir disoproxil fumarato,
nevirapina efavirenz y atazanavir. La exposicion al tratamiento antirretroviral se
categorizdé como no expuestos y expuestos a corto o largo plazo (<2 afios o >2 afios,

respectivamente), obteniendo como resultado que 6368 desarrollaron elevacion
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crénica de las enzimas hepaticas (incidencia 6.04 / 100 PY; intervalo de confianza
[IC] del 95%, 5.89—6.19). La elevacion cronica de enzimas hepaticas se asocid con la
exposicion a corto y largo plazo a didanosina, estavudina y tenofovir disoproxil
fumarato y la exposicion a corto plazo a nevirapina, efavirenz, emtricitabina y
atazanavir. Concluyendo que, aunque se ha descrito que la didanosina, la estavudina,
la nevirapina y el efavirenz son hepatotdxicos, también observaron una asociacion
consistente entre el tenofovir y la elevacion cronica de enzimas hepaticas que

emergen dentro de los primeros 2 afios después del inicio del farmaco.

En el 2017 en Etiopia, Wondifraw y cols, realizaron un estudio retrospectivo con
el registro del laboratorio clinico del Hospital de la Universidad de Gondar desde
2010 hasta el 2015, para evaluar el efecto del tratamiento antirretroviral sobre las
funciones renal y hepatica en 275 pacientes infectados por el VIH con mas de 3 afios
con terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA). Los datos recopilados fueron
edad, sexo, niveles sanguineos de creatinina, nitrogeno ureico y alanino
aminotransferasa; y el tratamiento antirretroviral fue: efavirez, nevirapina,
zidovudina, estavudina y tenofovir disoproxil fumarato. Los resultados mostraron
que, el 62.2% de los participantes fueron mujeres, y la prevalencia general de la
enfermedad renal cronica (ERC) antes y después del tratamiento fue de 3.6% y
11.7%, respectivamente. Este 11.7% de los pacientes con ERC estaban en la etapa 3
después del tratamiento. La prevalencia general de hepatotoxicidad fue del 6,5% y del

16,7% antes y después del tratamiento, respectivamente. Los grados de
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hepatotoxicidad se clasificaron como Grado 1 cuando un valor ALT se encuentra
entre 1.25 y <2.5 veces por encima del limite superior del valor normal (ULN por sus
siglas en ingles), Grado 2 cuando un valor ALT se encuentra entre 2.5 y <5.0 x ULN,
Grado 3 cuando un valor ALT se encuentra entre 5.0 y <10 x ULN, y Grado 4 cuando
un valor ALT se encuentra en >10 x ULN. La mayoria de los pacientes desarrollaron
hepatotoxicidad de grado 2 (66.7% y 65.2% antes y después del tratamiento,
respectivamente). Concluyendo que la prevalencia de nefrotoxicidad vy
hepatotoxicidad fue alta en los pacientes que tomaron TARGA. La nefrotoxicidad en
estadio 3 y la hepatotoxicidad en grado 2 tuvieron la mayor incidencia de toxicidades

totales, y el género femenino fue un factor de riesgo para la nefrotoxicidad.

En la India, Chowta y cols en el 2018, evaluaron el perfil de reaccion adversa a
medicamentos (RAM) en pacientes con VIH que reciben tratamiento antirretroviral
de primera linea a través de un estudio prospectivo y observacional que incluy6 171
pacientes con VIH con un seguimiento a los seis meses. Ellos registraron los detalles
demogréficos, el historial médico, los detalles de la infeccion por VIH y el recuento
de CD4 mas reciente, la terapia antirretroviral y otros medicamentos concomitantes.
Obteniendo como resultado que, de los 171 pacientes, 88 (51,5%) eran hombres y 83
(48,5%) mujeres. Las reacciones adversas observadas fueron: disminucidon en los
valores de hemoglobina o presencia de anemia absoluta en respuesta a la zidovudina,
sintomas no especificos como dolor de cabeza y una sensacién no especifica de

malestar en respuesta a tenofovir, estavudina y efavirenz; dislipidemia, pancreatitis,
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neuropatia periférica y acidosis lactica en respuesta a estavudina; erupcion

generalizada en respuesta a nevirapina y un caso de nefrotoxicidad a efavirenz.

En cuanto a estudios en animales, la revision bibliografica obtenida, presenta
informacion valiosa sobre el comportamiento de xenobidticos citotoxicos en roedores
que alteran la funcién hepatica e inducen inestabilidad genética semejante a los
objetivos del presente trabajo. Arencibia y col., (2011) determinaron la frecuencia
espontanea e inducida de micronucleos transplacentarios en ratones de la linea Balb/c
pretendiendo vincular de esta forma el efecto genotéxico y reproductivo de una droga
a evaluar por esta metodologia. Para ello, formaron 4 grupos experimentales, el
primero un control negativo, el segundo control solvente NaCl (0,9%), en el tercero
se utilizo la ciclofosfamida en dosis de 50 mg/kg, y el cuarto se utilizod la bleomicina
en dosis de 20 mg/kg. Todos los grupos se administraron por via intraperitoneal los
dias 14, 15 y 16 de la gestacion y 24 h después de la ultima inoculacion se procedi6 al
sacrificio de las gestantes por dislocacion cervical. Obteniéndose como resultado los
valores espontaneos e inducidos de los indices de citotoxicidad y de genotoxicidad,
asi como el total de micronucleos divididos segun niveles de dafios. Se observo
mayor induccion de dafio en células hepaticas fetales que en médula dsea materna.
Ademas, se demostrd que la ciclofosfamida es capaz de inducir mayor citotoxicidad y
genotoxicidad que la bleomicina tanto en células de la médula 6sea materna como en
células hepaticas fetales. Por tanto, se demostrd el poder clastogénico transplacentario

de ambos mutagenos vinculando este ensayo de genotoxicidad a la reproduccion.
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Por otro lado, Adaramoye y cols., (2012) evaluaron el efecto de tenofovir, sobre
los indices funcionales hepaticos y renales de ratas Wistar y el papel protector de la
vitamina E, evidenciando que la administracion de tenofovir (TRF) causé un aumento
significativo (p <0,05) en los niveles de urea en suero, creatinina, glucosa en orina, y
proteinas en un 65%, 51%, 88%, y 79%, respectivamente, en comparacion a los
controles. Esto fue seguido por una disminucion significativa (p <0,05) del
aclaramiento de creatinina. No hubo diferencias significativas (p> 0,05) en las
actividades de las aminotransferasas séricas, y-glutamil transferasa y fosfatasa
alcalina en relacion con los controles. La suplementacion con vitamina E mejoroé los
efectos inducidos por TRF. Los datos bioquimicos fueron apoyados por hallazgos
histopatologicos. No hubo lesiones visibles en los cortes de higado de las ratas
control, TFR + Vit E- y Vit E, pero si hubo un corte de higado con necrosis leve de
una rata tratada con TFR. Concluyendo que el TFR altera los marcadores de funcion
renal en las ratas, mientras que la administracion de suplementos de vitamina E

atenua estos efectos.

Luego, Ng y cols (2015) en Estados Unidos hicieron un analisis toxicoldgico,
toxicocinético y toxicogenético en ratones luego de ser expuestas a Tenofovir
Disoproxil Fumarato por 13 semanas. El estudio consistio en exponer ratones
BALB/c hembra a 0, 50, 500 o 1000 mg/kg de TDF, una vez al dia mediante sonda
oral, durante 1, 28 o 91 dias. Los efectos en respuesta al tratamiento con TDF

parecieron ocurrir de una manera dependiente de la dosis. En los dias 36 y 43, se
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observaron pesos corporales medios significativamente mas bajos en ratones tratados
con 1000 mg/kg en comparacion con los animales control (p <0,05).
Histologicamente se evidencio hepatomegalia en ratones tratados con 1000 mg/kg de
TDF después de 4 y 13 semanas de tratamiento. El analisis de microarray en el
higado mostré 11 genes con al menos 2 cambios transcripcionales en los ratones
tratados con TDF de 1000 mg/kg en comparacion con los controles en el Dia 92. La
transcripcion del gen Cdknla, inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A (p21),
en el higado del grupo de dosis de 1000 mg/kg fue 3.7 veces mayor que en el grupo
control. Concluyendo que este aumento del nivel de Cdknla pudo haber contribuido a

la inhibicion de la progresion del ciclo celular en G1, causando la hepatomegalia.
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2.2 Bases Teoricas

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se define como la infeccion
por el virus de inmunodeficiencia humana con un recuento de linfocitos T CD4+
menor de 200/uL, sin importar si presenta o no los sintomas de una o varias
enfermedades oportunistas. El VIH es el agente etiologico del SIDA, y pertenece a la
familia de retrovirus humanos Retroviridae dentro de la familia lentivirus, y existen
dos tipos los cuales son el VIH-1y VIH-2. El VIH se transmite a través de los fluidos
corporales humanos por tres vias principales: relaciones sexuales; inyeccion directa
con medicamentos, agujas, jeringas, sangre o productos sanguineos contaminados con
VIH; y de la madre infectada con VIH al feto en el utero, a través de la inoculacion
intraparto de la madre al bebé o durante la lactancia materna. Ataca especificamente
a las células que expresan el receptor CD4, una de las mds importantes son los
linfocitos T CD4+ y entra en ellos. Una vez dentro, el virus transforma su material
genético de cadena simple (ARN) a uno de cadena doble (ADN) para incorporarlo al
material genético propio del huésped (persona infectada) y lo utiliza para replicarse o
hacer copias de si mismo. Cuando las nuevas copias del virus salen de las células a la
sangre, buscan a otras células para atacar. Mientras, las células de donde salieron

mueren. Este ciclo se repite una y otra vez (Tse, 2015).
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Epidemioldgicamente, los primeros signos de la epidemia surgieron en 1981,
cuando un grupo de pacientes homosexuales fueron diagnosticados con varios tipos
de infecciones oportunistas, el sarcoma de Kaposi y neumonia en Nueva York, San
Francisco y Los Angeles. La identificacion de un retrovirus como el agente infeccioso
sigui6 y se confirmé por muchos laboratorios. Poco después, la epidemia fue
reconocida en todo el mundo como una infeccion crénica y permanente
convirtiéndose en el mas desafiante problema de salud en los ultimos tiempos

(Chowta, 2018).

Estructuralmente, el VIH es un retrovirus de genoma pequefio de ARN de 9300
pares de bases. Dentro de un centro de nucleocapside estin dos copias del genoma,
rodeadas por una bicapa de lipido, proveniente de la membrana plasmatica del
hospedador. El genoma viral codifica tres codones de lectura abierta: gag codifica
una poliproteina que es procesada hasta liberar las principales proteinas estructurales
del virus; pol se traslapa con gag y codifica tres importantes actividades enzimaticas:
una ADN polimerasa que depende de ARN o transcriptasa inversa con actividad
ARNasa, proteasa e integrasa viral; y env codifica la gran proteina de la cubierta de la
transmembrana encargada de la union a la célula y la penetracion del virus. Algunos
genes pequenios codifican proteinas reguladoras que intensifican la produccion del
virus o combaten las defensas del hospedador, incluyen tat, rev, nef y vpr (Brunton,

2012).
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Liy De Clercq (2016), describen el ciclo del virus en nueve etapas:

(1) Los viriones del VIH maduros se dirigen a las células huésped mediante la unién
directa al receptor celular CD4 y los co-receptores de quimiocina (CCRS y CXCR4).
(2) La transcriptasa inversa del VIH en el complejo de transcriptasa inversa produce
ADN bicatenario (ADNds) a partir de ARN monocatenario.

(3) El complejo de preintegracion del VIH (PIC) transporta el ADNds viral al nucleo
ingresando en el complejo de poros nucleares. Durante la transcripcion previa a la
integracion, se sintetizan tres proteinas virales (Rev, Tat y Nef) a partir de ADNds no
integrado. En presencia de cofactores celulares, el PIC se dirige a las regiones
cromosémicas del hospedador con alta actividad transcripcional, donde el ADNds
viral se integra en los cromosomas del hospedador.

(4) Las proteinas virales (Tat y Nef) secuestran mecanismos de transcripcion celular
para activar la sintesis de ARNm viral a partir de ADNds viral integrado. VIH Rev
recluta CRM1, RanGTP y otras proteinas hospedadoras para exportar ARNm virales
al citoplasma.

(5) Los ARNm virales se traducen en proteinas (precursoras) en los compartimentos
celulares. Los ARNm virales de Gag, GagPol y la mayoria de las proteinas accesorias
se traducen en polisomas citosolicos, excepto Env y Vpu. En el citoplasma, la Vpr
madura interactiia con las proteinas del huésped (DCAF1 y SLX4) para inducir la
detencion del ciclo celular G2/M, Vif activa la degradacion de las proteinas
APOBEC3 y Nef desempefia multiples funciones en diferentes compartimientos

celulares basados en las interacciones de la proteina VIH-huésped. En el reticulo
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endoplasmatico, el ARNm de Vpu del VIH-1 se traduce, y el Vpu maduro retiene el
CD4 recién sintetizado. El CD4 dislocado posteriormente sufre una degradacion
lisosomal y/o proteasomal. Tetherina también es objetivo de Vpu en el reticulo
endoplasmatico, y posteriormente se envia a las vias de degradacion lisosomal y/o
proteasomal. En el reticulo endoplasmatico, se producen modificaciones de Env,
como la escision del péptido sefial, el plegamiento, la trimerizacion y la glicosilacion.
En el aparato de Golgi, las proteasas celulares (por ejemplo, la furina) escinden las
glucoproteinas Env en gp120 y gp41, que posteriormente se ensamblan en picos Env
a través de interacciones no covalentes. La mayoria de las proteinas Env retenidas en
el reticulo endoplasmatico o en el aparato de Golgi estdn degradadas y solo una
pequeiia proporcion llega a la membrana celular. Env, Vpr, Tat y Nef viajan a la
membrana celular a través de vias secretoras.

(6) Los viriones de VIH nacientes se ensamblan con dos ARNm gendmicos, proteinas
virales (Gag, GagPol, Env, Vif, Vpr y Nef) y cofactores celulares (por ejemplo, actina,
tRNALYS? y TIP47). Las particulas nacientes del VIH se desprenden de la membrana
celular para infectar otras células huésped. VIH-1 Nef induce la degradacion de CD4
para prevenir la interaccion Env-CD4 en la membrana extracelular.

(7) La proteasa del VIH divide los precursores de Gag y GagPol en proteinas
estructurales (matriz, capside, nucleocapside y p6) y enzimas virales (proteasa,
transcriptasa reversa e integrasa), transformando asi los viriones inmaduros en

viriones maduros para nuevas infecciones.

22



(8) Como una ruta alternativa de brotes virales, los viriones nacientes del VIH se
liberan mediante el uso de vias de exocitosis.
(9) Como una ruta alternativa de entrada viral, los viriones maduros del VIH ingresan

a las células del hospedador a través de las vias endociticas.

El conocimiento de las diferentes etapas del ciclo de replicacion del VIH dio paso
al primer ensayo de un medicamento con actividad antirretroviral (zidovudina) que se
completd en 1986, en el cual, se incluyeron pacientes con infeccion por VIH-1 y se
demostré una reduccion significativa de la mortalidad frente al grupo placebo. En
1987 fue aprobado por la FDA para el tratamiento de la infeccion por VIH. A partir
de entonces, se precisaron mas de 20 medicamentos con actividad antirretroviral
derivados de diferentes clases: Inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de
nucledsidos y nucledtidos (ITIAN), Inhibidores de la transcriptasa inversa no
nucleésidos (ITINN), Inhibidores de la proteasa (IP), Inhibidores de la entrada,
Inhibidores de la integrasa (IIN). En 1996 la estrategia consistio en combinar tres o
mas medicamentos (habitualmente dos ITTAN mas un ITINN, o bien dos ITIAN mas
un IP), monitorizando la respuesta terapéutica mediante la medicion de la carga viral
plasmatica y contaje de linfocitos T CD4, lo que representd una disminucién de las

complicaciones clinicas y aumento de la supervivencia (Bernal, 2016).
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Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos y nucledtidos
(ITIAN)

Son farmacos que inhiben la transcriptasa inversa del VIH por un mecanismo
competitivo con los nucledsidos/nucledtidos fisioldgicos, de los que difieren
unicamente en pequefios cambios en la molécula de ribosa. Los ITIAN se incorporan
a la cadena de ADN viral, interrumpiendo la elongacion de esta y, como

consecuencia, la replicacion viral.

Se dividen en analogos de bases puricas: adenosina (didanosina ddl) y guanosina
(abacavir ABC) y analogos de bases pirimidinicas: timidina (zidovudina ZDV vy
estavudina d4T) y citidina (emtricitabina FTC, lamivudina 3TC). Estos farmacos
requieren tres fosforilaciones en el interior de la célula para activarse. En cambio,
tenofovir (TDF) es un analogo de nucleétidos (analogo de adenina), por lo que

requiere una fosforilacion menos para activarse.

En el metabolismo de los ITTAN no interviene el sistema enzimatico del citocromo
P450 y estos farmacos son poco susceptibles de padecer interacciones metabolicas
relevantes. ZDV y ABC se glucuronidan, por lo que otros firmacos que afecten la
glucuronidacion pueden modificar sus concentraciones. Sin embargo, las
interacciones de los analogos de nucledsidos se deben fundamentalmente a la
potenciacion de su toxicidad, por ej. anemia con la asociacion de AZT a ribavirina,

cotrimoxazol, o ganciclovir, entre otros. No se recomienda la asociacion de ribavirina
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y didanosina por aumento del riesgo de toxicidad mitocondrial (pancreatitis, acidosis
lactica). En lo posible se evitara también el uso simultaneo de ribavirina con ZDV o

d4T por toxicidad hematoloégica o mitocondrial (Pau, 2014; Bernal, 2016).

La resistencia de clase mas caracteristica del VIH a los ITIAN se debe a la
aparicion de combinaciones variables de las mutaciones denominadas TAM o NAM
(tymidine or nucleoside associated mutations). Son 6 mutaciones en la region del gen
pol del VIH que codifica la transcriptasa inversa: M41L, D67N, K70R, L210W,
T215Y/F, K219Q/E. El grado de resistencia a los diferentes ITIAN depende del
nimero y de las mutaciones presentes. Ademas, existen unas mutaciones en aquel
mismo gen que confieren resistencia concreta a uno o varios ITIAN. Asi, la mutacion
M184V/I confiere resistencia completa a lamivudina y emtricitabina, la L74V es
caracteristica de didanosina y la K65R disminuye la sensibilidad a los ITIAN no
timidinicos. Con muy poca frecuencia pueden seleccionarse complejos de
multirresistencia a los ITTAN. El complejo de la 151 (A62 V, V751, F77L, F116Y,
QI51M) afecta a todos los nucledsidos a excepcion del tenofovir. El complejo de
insercion 69 (M41L, A62 V, 69 inser, K70R, L210W, T215Y/F, K219Q/E) afecta a

todos los ITIAN (Ribera, 2011).

Emtricitabina
Es un enantiomero negativo sintético analogo fluorado del nucledsido cistina

utilizado como parte del tratamiento de primera linea con actividad contra Virus de la
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Hepatitis B (VHB) y VIH-1. Entra en las células por difusion pasiva y es fosforilada
por la desoxicitidina cinasa y las cininas celulares hasta la forma de su metabolito
activo 5’-trifosfato de emtricitabina. Inhibe la sintesis del ADN virico al competir con
su sustrato natural (deoxicitidina 5’-trifosfato) por su incorporacion al mismo y
también inhibe la elongacion de la cadena de ADNc virico. Tiene una alta
biodisponibilidad oral (93%) que no es influida por la presencia de alimentos. Se une
poco (<4%) a proteinas plasmaticas. Posee una vida media plasmatica de 8-10 horas y
una intracelular de 39 horas. Se elimina por filtracion glomerular y por secrecion
tubular activa, recuperandose un 86% en orina y un 14% en heces, habitualmente
inalterada, aunque una pequeila porcion lo hace en forma de metabolitos. Se
administra en dosis Unica diaria 200 mg. Existen coformulaciones con uno o dos
farmacos: Truvada® comprimidos con emtricitabina 200mg y tenofovir 245mg y
Atripla® comprimidos que contienen emtricitabina 200mg, tenofovir 300mg y

efavirenz 600mg (Florez, 2008; Valade, 2014; Bernal, 2016).

Tenofovir

El tenofovir disoproxil fumarato (tenofovir DF) es un profirmaco usado como
tratamiento contra el VIH y Hepatitis B cronica en pacientes adultos. Es convertido
por las esterasas séricas y tisulares en tenofovir, que es un compuesto monofosfato,
por lo que en el interior de la célula s6lo debe ser bifosforilado. Esta funcion la llevan
a cabo las enzimas adelinato cinasa y nucleotido difosfato cinasa, presentes tanto en

células en reposo como en division, y da lugar al tenofovir bifosfato, que es la forma

26



activa del farmaco. El tenofovir bifosfato es un inhibidor competitivo de las
retrotranscriptasas virales y es incorporado en el ADN del VIH para que termine la
cadena, porque posee un anillo incompleto de ribosoma. El bifosfato muestra escasa
afinidad por las polimerasas a, B, y y del ADN del ser humano, que es la base de su
toxicidad selectiva. La forma de profirmaco mejora la biodisponibilidad oral, que
alcanza el 40% y mejora con la administracion simultanea de alimentos. Posee una
vida media plasmatica de 12-18 horas y una intracelular de 12-50 horas. La
eliminacion renal es por filtracion glomerular y por secrecion tubular. Se administra
en dosis unica diaria de 300 mg por via oral, y de ser posible con alimentos (Florez,

2008; Ng, 2015).

Los efectos adversos mas caracteristicos de los ITIAN aparecen a largo plazo y se
relacionan con su toxicidad mitocondrial. Los mecanismos de disfuncion
mitocondrial y celular son complejos, destacando entre otros el hecho de que estos
farmacos, ademas de inhibir la transcriptasa inversa viral, pueden inhibir la ADN
polimerasa gamma mitocondrial. Aunque por su mecanismo de accion todos los
analogos pueden producir toxicidad mitocondrial, se produce con mas frecuencia con
los analogos de timidina. Las manifestaciones clinicas pueden ser muy variables:
miopatia, neuropatia, esteatosis hepdatica y acidosis lactica, pancreatitis y lipoatrofia

periférica (Bernal, 2016).
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La toxicidad hepatica constituye una de las reacciones adversas mas frecuentes por
el uso de TARGA. Los procesos morfolégicos como respuesta del higado a agentes
nocivos son:

Inflamacioén: lesion a los hepatocitos acompafiada de flujo interno agudo o cronico
de las células inflamatorias dentro del higado, también conocido como hepatitis. La
inflamacion puede limitarse al sitio de entrada de los leucocitos (fasciculos portales)
o dispersarse en el parénquima.

Degeneracion: daio por agresion toxica o inmunologica que puede ocasionar que los
hepatocitos adopten un aspecto hinchado, edematoso (degeneracion globosa) con
grumos citoplasmaticos irregulares y amplios espacios claros. En forma alternativa es
posible que el material biliar retenido confiera al hepatocito un aspecto difuso,
espumoso, hinchado (degeneracién espumosa). En hepatocitos viables pueden
acumularse sustancias como gotas de grasa conocido como esteatosis. Multiples gotas
finas que no desplazan el nticleo se denominan esteatosis microvesicular y cuando se
observa una sola gota de gran tamafo que desplaza al nticleo se denomina esteatosis
macrovesicular.

Necrosis: cualquier agresion significativa al higado. En la necrosis isquémica se
conservan hepatocitos momificados y pocos tefiidos (necrosis coagulativa). En la
necrosis mediada por toxicos o inmunoldgicamente, los hepatocitos aparecen como
corpusculos de Councilman arrugados, picndticos, muy eosindfilos. Esta forma de

necrosis al parecer es consecuencia de apoptosis. De manera alternativa fuerzas
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osmoticas pueden hinchar y romper los hepatocitos, la llamada degeneracion
hidropica o necrosis litica.

La necrosis muestra una distribucion zonal: Necrosis centrilobulillar donde la
necrosis de los hepatocitos esta situada inmediatamente alrededor de la vena central;
necrosis focal cuando se limita a células dispersas dentro de los lobulillos hepaticos;
necrosis fragmentada cuando se limita a la interfase entre el parénquima periportal y
los fasciculos portales inflamados. Con lesion inflamatoria mas grave la necrosis de
hepatocitos contiguos puede abarcar lobulillos adyacentes en forma de portal-portal,
portal-central o central-central (necrosis en puente). La necrosis de todo lobulo
(necrosis submasiva) o la de mayor parte del higado (necrosis masiva) en general
acompafada de insuficiencia hepatica.

Fibrosis: el tejido fibroso se forma como respuesta a inflamacioén o agresion toxica
directa al higado. El depodsito de colagena tiene consecuencias persistentes sobre los
patrones hepaticos de flujo y riego sanguineo de los hepatocitos. En las etapas
iniciales se puede observar fibrosis dentro o alrededor de los fasciculos portales o de
la vena central o la colagena puede depositarse directamente dentro de las sinusoides.
Con el tiempo bandas fibrosas unen las regiones del higado y este proceso se
denomina puente de fibrosis. Por lo general, la fibrosis es una consecuencia
irreversible del dafno hepatico.

Cirrosis: es la etapa donde el avance de la fibrosis y la lesion parenquimatosa
ocasionan que el higado se subdividida en noédulos de hepatocitos en etapa de

regeneracion rodeadas por tejido cicatrizal (Kumar, 2008).
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Ademas del estudio histopatologico, las pruebas de genotoxicidad facilitan el
desarrollo de estrategias de intervencion precoz frente a diferentes agentes quimicos,
ya que su funcion es el de proteger la integridad fisica del fondo comun de genes.

Una de estas pruebas es el ensayo de microntucleos.

Micronucleos

W. H. Howell y J. Jolly fueron los primeros investigadores en describir pequefias
inclusiones en la sangre extraida de gatos y ratas a finales del siglo XIX. Estas
pequenas inclusiones, posteriormente denominadas cuerpo de Howell-Jolley, fueron
observadas en los eritrocitos de la sangre periférica de los pacientes con anemia
grave. En la década de 1950, J. M. Thoday describi6 cuerpos similares; fue ¢l quien
los denomindé fragmentos nucleares o micronticleos. Esto gener6 muchas
investigaciones donde varios autores utilizaron la presencia de micronucleos para
detectar el potencial de efectos adversos hereditarios de los productos quimicos

(Hayashi, 2016).

Evans y colaboradores en 1970, fueron los primeros en utilizar los micronucleos
como una medida de dafio por exposicion a radiacion. Posteriormente, Booler y
Schmid desarrollaron un método para evaluar la frecuencia de los eritrocitos
micronucleados entre los eritrocitos normales utilizando médula 6sea y células de
sangre periférica del hamster chino tratados con un agente alquilante fuerte, trenimon,

denominando a este método como "Mikrokern-Test (prueba de microntcleos)". En
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1976, Countryman y Heddle publicaron un método que utilizaba linfocitos cultivados
en humanos. Fenech y Moley lo modificaron mediante el uso de citocalasina B y
ahora el método se usa ampliamente para el monitoreo humano. A finales de 1970,
Cole y colaboradores y King y Wild observaron una induccion del micronucleo que
aparece en el higado de raton fetal y en las células de la sangre periférica en la etapa
muy avanzada de la gestacion, cuyas madres fueron tratadas por via intraperitoneal
con un quimico clastogénico. Luego en 1983, Hayashi y cols. y MacGregor y cols.
introducen el método de tincion de fluorescencia. Hayashi utilizé naranja de acridina,
mientras que MacGregor utiliz6 Hoechst 33258 y pironina Y. Estos métodos
especificos de ADN y ARN contribuyeron a aumentar la precision de la puntuacion
de eritrocitos inmaduros micronucleados. Mas tarde, Hayashi y cols. inform6 el
método para aislar los micronucleos de la sangre periférica y para distinguir entre los
micronucleos con y sin centrémero. Es por ello, que desde principios de la década de
1980, algunos paises, asi como organizaciones internacionales, comenzaron a hacer
sus propias pautas de prueba para evaluar la evaluacion de seguridad de los productos
quimicos, entre ellas se encuentran: el Grupo de Estudio de Colaboracion para la
Prueba de Micronticleo del Grupo de Estudio de Mutagenicidad de Mamiferos, que es
una sub-organizacion de la Sociedad de Mutagen Ambiental de Japon (CSGMT /
JEMSMMS), el comité del programa US-EPA Gene Tox, el Taller Internacional
sobre Estandarizacion de los Procedimientos de Pruebas de Genotoxicidad (IWGT)

(Hagio, 2014; Uno, 2014; Hayashi, 2016).
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Los micronucleos constituyen un biomarcador de efecto genotéxico ya que éstos
son cuerpos extranucleares que se formaron durante la mitosis en la transicion de
metafase—anafase y pueden ser cromosomas completos rezagados por dafio al huso
mitotico (efecto aneuploidéogeno), o bien fragmentos de cromosomas sin centrémero
(dafo clastogénico); en cualquiera de los casos, no lograron incorporarse a ninguno
de los nucleos de las células hijas. Los micronucleos se pueden diferenciar unos de
otros por su tamaiio o la presencia del centrémero o cinetocoro. Estos eventos pueden
ocurrir espontaneamente; sin embargo, dichos fendmenos se incrementan en
presencia de ciertas condiciones endogenas o exodgenas. Asi, la presencia de
micronicleos puede emplearse como indicador del efecto de agentes mutagenos,
genotdxicos o teratdogenos, principalmente micronucleogénicos. Para realizar la
prueba de micronucleo es frecuente usar medula 6sea o sangre periférica, sin
embargo, son menos sensible a los carcindgenos que requieren la activacion
metabdlica, el tiempo de vida de los eritrocitos es de 120 dias y el tiempo de vida util
del metabolito en estudio pudiera ser muy corto como para llegar a la medula dsea y
generar dafio. Por lo tanto, una prueba de microntcleos en higado seria un método
util para evaluar la genotoxicidad de los hepatocarcindgenos, la cual consiste en
contabilizar los eritrocitos normocromatodfilos (EN), eritrocitos policromatofilos (EP)
y la frecuencia de EP portadores de micronucleos, presente en el tejido hepatico

(Arencibia, 2011; Hagio, 2014; Shimada, 2015).
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2.3 Sistema de variables

Variables Independientes:

Exposicion a diferentes combinaciones de antirretrovirales.

Variables Dependientes:

Variacion de peso.

Marcadores bioquimicos: Bilirrubina total y fraccionada, Transaminasas (ALT y
AST) y Fosfatasa alcalina.

Cambios histologicos en el tejido hepatico.

Presencia de micronucleos en hepatocitos.
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2.4 Formulacion de Hipdtesis

Hipotesis operacional:
La exposicion a las asociaciones de tenofovir y emtricitabina tiene un efecto

hepatotoxico en ratas.

Hipotesis nula

La exposicion a las asociaciones de tenofovir y emtricitabina no tiene un efecto

hepatotoxico en ratas.
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2.5 Operacionalizacion de las Variables

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DIMENSION INDICADOR
Hepatotoxicidad Es la lesion o dafio hepatico causado -Variacion de peso. -Variacion en comparacion a su peso basal.
por la exposiciéon a un medicamento u |- Marcadores Bioquimicos |- Niveles sanguineos de: ALT, AST,
otros agentes no farmacologicos. en ratas expuestas Bilirrubina Total y Fraccionada, Fosfatasa
alcalina.
- Cambios histologicos en el |- Inflamacion
tejido hepatico de ratas - Degeneracion
expuestas. - Necrosis
- Fibrosis
- Cirrosis
- Micronucleos Presencia de micronucleos en hepatocitos.
Tratamiento Consiste en tomar a diario una Asociacion del tratamiento | -Tenofovir
Atirretroviral combinacion (un régimen) de antirretroviral -Tenofovir/Emtricitabina
medicamentos contra el Virus de Tiempo de Exposicion 28 dias (Proceso Agudo)
Inmunodeficiencia Humana (VIH). 90 dias (Proceso Cronico)
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CAPITULO III
METODOLOGIA

3.1 Tipo de investigacion

Esta basada en un estudio basico de tipo experimental, ya que se manipulan
intencionalmente las variables, para analizar las consecuencias dentro de una

situacion de control para el investigador (Hernandez-Sampieri, 2018).

3.2 Nivel o modalidad de la investigacion
Este disefio corresponde a un estudio de nivel explicativo, debido a que se
establecerd la direccionalidad de las variables del estudio, se centra en explicar por

qué ocurre un fenémeno y en qué condiciones se da éste (Hernandez-Sampieri, 2018).

3.3 Muestra

Para el estudio se utilizaron 70 ratas albinas Sprague dawley (37 machos y 33
hembras), adultas jovenes, con pesos iniciales entre 191,4 — 324,40 g, suministrados
por el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Carabobo; con acceso ad libitum al agua y al alimento. Una semana antes del
comienzo del estudio, los animales fueron trasladados al Bioterio del Departamento

de parasitologia de la Universidad de Carabobo para su adaptaciéon. El tratamiento
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antirretroviral usado en este estudio fue generosamente donado por la Fundacion

Mavid Carabobo, Estado Carabobo Venezuela.

Los animales se dividieron al azar en 12 grupos de la manera siguiente:

Grupo 1a (GMC): Control negativo machos: 6 ratas machos a las que sélo se les
administré por via oral solucion fisioldgica y no recibieron tratamiento antirretroviral
por 28 dias.

Grupo 2a (GHC): Control negativo hembras: 6 ratas hembras a las que sélo se les
administré por via oral solucion fisioldgica y no recibieron tratamiento antirretroviral
por 28 dias.

Grupo 3a (GMT): 6 ratas machos a las que se les administré6 por via oral
15mg/kg/dia de tenofovir solo por 28 dias.

Grupo 4a (GHT): 7 ratas hembras a las que se les administr6 por via oral
15mg/kg/dia de tenofovir solo por 28 dias.

Grupo 5a (GMTE): 7 ratas machos a las que se les administr6 por via oral
15mg/kg/dia de tenofovir + 10mg/kg/dia de emtricitabina por 28 dias.

Grupo 6a (GHTE): 7 ratas hembras a las que se les administré por via oral

15mg/kg/dia de tenofovir + 10mg/kg/dia de emtricitabina por 28 dias.
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Grupo 1b (CGMC): Control negativo machos: 6 ratas machos a las que solo se les
administré por via oral solucion fisioldgica y no recibieron tratamiento antirretroviral
por 90 dias.

Grupo 2b (CGHC): Control negativo hembras: 4 ratas hembras a las que solo se
les administr6 por via oral solucion fisioldgica y no recibieron tratamiento
antirretroviral por 90 dias.

Grupo 3b (CGMT): 6 ratas machos a las que se les administr6 por via oral
15mg/kg/dia de tenofovir solo por 90 dias.

Grupo 4b (CGHT): 4 ratas hembras a las que se les administro por via oral
15mg/kg/dia de tenofovir solo por 90 dias.

Grupo 5b (CGMTE): 6 ratas machos a las que se les administré por via oral
15mg/kg/dia de tenofovir + 10mg/kg/dia de emtricitabina por 90 dias.

Grupo 6b (CGHTE): 5 ratas hembras a las que se les administr6 por via oral

15mg/kg/dia de tenofovir + 10mg/kg/dia de emtricitabina por 90 dias.

Procedimiento:

El dia cero (0) de investigacion se inicid el tratamiento con los antirretrovirales,
segun el caso a todos los grupos; excepto los grupos la, 2a y 1b, 2b que recibieron
solucion fisioldgica durante todo el periodo experimental de 28 dias 6 90 dias

respectivamente.
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El dia 28 de experimentacion culminé el tratamiento con los antirretrovirales de

los grupos 3a, 4a, Say 6a.

El dia 90 de experimentacion culmind la administracion de los antirretrovirales de

los grupos 3b, 4b, 5by 6b.

--X X X

0 28 90 Dias

L J
T

(0 - 28 dias): Grupos 3a, 4a, Sa, 6a.

\ J
(0 —90 dias): Grupos 3b, 4b, 5b, 6b.

3.4 Técnica de recoleccion de la informacion

A través de una base datos, se hizo un registro diario de observacion y todos los
animales del estudio fueron pesados el dia 0 y luego semanalmente, siempre a la
misma hora para evitar errores. Se realizaron andlisis bioquimicos de las muestras
extraidas de los diferentes grupos en estudio, asi como cortes histologicos para el

estudio morfologico y la prueba de microntcleos.
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Consideraciones éticas

Este trabajo de investigacion se rige por el Codigo de Niirnberger (1946-1947) que
define las condiciones del experimento humano basado en los resultados de la
investigacion animal; los contenidos éticos de la Declaracion de Helsinki (1964),
donde la investigacion médica en sujetos humanos debe estar basada en pruebas de

laboratorio adecuadamente realizadas y experimentacion con animales.

Ademas, se ajustd a las normas internacionales para la investigacion biomédica
con animales, dictadas por el Consejo Internacional para la Investigacion Biomédica
en Animales (CIOMS), establecido por la UNESCO en 1949, que afirma que el
empleo de animales en las investigaciones implica responsabilidad por su bienestar; y
por la Declaraciéon Universal de Derechos de los Animales (1977) aprobada por la
ONU y la UNESCO, en la cual, su articulo 8 establece que la experimentacion animal
que implique un sufrimiento fisico o psicoloégico es incompatible con los derechos del
animal, tanto si se trata de experimentos médicos, cientificos, comerciales, como de
otra forma de experimentacion y que deben ser utilizadas y desarrolladas técnicas

alternativas.

También se adoptaron los codigos y normativas establecidos en Venezuela: El

Codigo de Etica para la Vida (2010) del Ministerio del Poder Popular para la Ciencia,

40



Tecnologia e Industrias Intermedias de la Republica Bolivariana de Venezuela
publicado a través de la Comisién de Etica y Bioética y Biodiversidad (CeBioBio)
que establece en su capitulo III las normas generales para la adecuada utilizacion de
los animales en la experimentacion de laboratorio, después de considerar
debidamente la necesidad de su utilizacioén y en los estudios de sus patologias y de su
comportamiento natural, obtenidos en sus hdbitats y bioterios; y el manual elaborado
por la Asociacion Venezolana para la Ciencia de los Animales de Laboratorio
(AVECAL, 2008), que establece las directrices para la produccion y uso ético de los
animales usados en la investigacion (Aular, 2018). Adicionalmente, se aplico el
enunciado de “las tres erres” de William Russell y Rex Burch (1959) y los
lineamientos de OECD TG 474 para omitir la presencia de un grupo control positivo

en este estudio.

3.5 Recoleccion de las muestras

Los dias 0,14 y 29 al grupo agudo (a) y los dias 0,14, 29, 60 y 91 al grupo crénico
(b) se extrajo (previo ayuno de 12 horas) una muestra de 2mL de sangre por puncién
cardiaca a los animales de experimentacion, se colocaron en tubos sin anticoagulante
para la determinacion de los marcadores bioquimicos (transaminasas ALT — AST,
bilirrubina total y fraccionada y fosfatasas Alcalina). El dia 29 de experimentacion,

los animales de los grupos 1la, 2a, 3a, 4a, 5a, 6a; y el dia 91 de experimentacion los
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animales de los grupos 1b, 2b, 3b, 4b, 5b, 6b, fueron sacrificados por contusion
cervical (de acuerdo al método establecido por el 1993 Report of the AVMA Panel on
Euthanasia), se les practico una incision a nivel abdominal, se extrajeron los higados,
y se lavaron con solucion fisiologica, posteriormente se seccionaron en dos
fragmentos (uno de ellos para el analisis anatomopatologico y el otro para realizar la
prueba de micronucleos) y colocados en formol-buffer al 10% para su conservacion
hasta el momento de realizar el andlisis anatomopatoloégico y la prueba de

micronucleos.

3.6 Procesamiento de las muestras

Determinacion de la Aspartato Aminotransferasa (AST) y Alanino
Aminotransferasa (ALT). Ensayo enzimatico.

Las transaminasas AST y ALT son enzimas ampliamente difundidas en el
organismo con elevada concentracion en corazon, higado, musculo esquelético, rifion
y eritrocitos. La actividad sérica en condiciones normales es baja o nula. Un dafio o
enfermedad en cualquiera de estos tejidos conduce a un aumento en los niveles
séricos. En hepatitis virales y otras formas de enfermedad hepatica que involucren
necrosis tisular, predominara la actividad sérica de ALT (abundante en tejido

hepatico).
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La AST cataliza la siguiente reaccion:
AST

l-aspartato + a-cetoglutarato ——»glutamato + oxalacetato

La ALT cataliza la siguiente reaccion:
ALT

l-alanina + a-cetoglutarato ——»glutamato + piruvato

El piruvato formado (el oxalacetato es inestable y se transforma en piruvato),
reacciona con la 2,4-dinitrofenilhidracina produciéndose, en medio alcalino, un

compuesto coloreado que se mide a 505 nm.

De acuerdo con la cantidad de muestras a procesar, se rotuld un tubo como Blanco

y el resto con el numero de la muestra.

Blanco Desconocido

Reactivo A (AST 0.5 mL 0.5 mL

0 ALT)

Se coloco en bafo de agua a 37° C £ 0,5° C unos minutos.

Suero - 100 uL
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Agua destilada 100 uL -

Se mezclo por agitacion suave e incubd exactamente 30

minutos y se agrego

Reactivo B 0.5 mL 0.5 mL

Se mezclo y dejo 10 minutos a 37° C. Luego se agrego:

Reactivo C 5mL 5mL

diluido

Se mezclo por inversion y retird del bano. Después de 2
minutos se leyo la absorbancia en espectrofotometro a 505

nm, llevando el aparato a cero D.O. con agua destilada

Determinacion de Bilirrubina total y fraccionada. Ensayo enzimatico.

La bilirrubina, compuesto de degradacién de la hemoglobina, es captada por el
higado para su conjugacion y excrecion en la bilis. Las alteraciones hepatocelulares u

obstrucciones biliares pueden provocar hiperbilirrubinemias.

La bilirrubina reacciona especificamente con el 4cido sulfanilico diazotado
produciendo un pigmento color rojo-violdceo (azobilirrubina) que se mide
fotocolorimétricamente a 530 nm. Si bien la bilirrubina conjugada (directa) reacciona

directamente con el diazorreactivo, la bilirrubina no conjugada (indirecta) requiere la
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presencia de un desarrollador acuoso (Reactivo A) que posibilite su reaccion. De

forma tal que, para que reaccione la bilirrubina total (conjugada y no conjugada)

presente en la muestra, debe agregarse benzoato de cafeina al medio de reaccion.

En tres tubos marcados como Blanco. Directa y Total, se coloco:

Blanco Directa Total
Muestra (suero) 200 uL 200 ulL 200 ulL
Agua destilada 2.5mL 2.5mL -
Reactivo A - - 2.5mL
Reactivo B 200 uL - -
Diazorreactivo - 200 uL 200 uL

Se mezclo de inmediato cada tubo por inversion. Luego de 5 minutos,
se ley6 en espectrofotometro a 530 nm, llevando el aparato a cero con
agua destilada. Las lecturas se efectuaron entre 4 y 15 minutos, excepto

la bilirrubina directa que ley6 a los 5 minutos exactos.

Determinacion de Fosfatasa alcalina. Ensayo enzimatico

La fosfatasa alcalina es una enzima ampliamente distribuida en el organismo.

Hidroliza los monoésteres del acido ortofosférico en medio alcalino. En el adulto
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proviene en parte del higado (fraccién termoestable) y en parte del hueso, sistema

reticuloendotelial y vascular (fraccion termolabil), dando lugar a distintas isoenzimas.

La fosfatasa alcalina desdobla al fenilfosfato de sodio en medio alcalino
tamponado con aminometil propanol (AMP). El fenol liberado se determina por
reaccion con 4-amino-antipirina y ferricianuro como agente oxidante. El color
desarrollado es directamente proporcional a la actividad enzimatica y se mide a 520
nm. En tres tubos de fotocolorimetro marcados Blanco, Standard y Desconocido se

coloco:

Blanco Estandar Desconocido

Sustrato 0.5 mL 0.5 mL 0.5mL

Se preincubo en bafio de agua a 37° C unos minutos. Luego se agreg6:

- - 50ulL

Estandar - 50 uL -

Se mezcld e incubd exactamente 10 minutos (crondémetro) y luego se

agrego:

Reactivo de 2.5mL 2.5mL 2.5mL

Color

Se mezclé de inmediato cada tubo. Se retiraron los tubos del bafio y se
ley6 en espectrofotdometro a 520 nm, llevando el aparato a cero de

absorbancia con agua destilada.
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Determinacion de los Valores de Referencias

Para determinar el nivel de lesion producida por Tenofovir solo y asociado a
Emtricitabina, se utilizaron los valores de transaminasas, bilirrubina total y
fraccionada y fosfatasa alcalina obtenidos en el grupo control como valor de

referencia y los del dia 0 en el grupo agudo y cronico como valor basal (Aithal y cols,

2011).

Técnicas Histologicas

Se utilizo la técnica de inclusion en parafina (Montuenga, 2009), y se procedi6 a la

realizacion de los cortes con un microtomo de 5 micras de espesor.

Posteriormente se realiz6 lo siguiente:

1. Se fijaron las muestras en formol-buffer al 10%, para interrumpir los
procesos dindmicos celulares, mantener la estructura con la menor
variacion posible.

2. Se deshidrat6 con concentraciones crecientes de alcohol isopropilico,
para eliminar el liquido presente en el tejido y facilitar la inclusion en

parafina.
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3. Se someti6 en Xilol, para lograr la aclaracion celular.

4. Se infiltraron con parafina fundida a 56°C, para disolver la aclaracion y
permitir la incorporacion de la parafina.

5. Se incluyeron en parafina, utilizada para la formacion de un bloque
solido que permiti6 realizar los cortes correspondientes.

6. Se realizaron cortes micrométricos Sum para finalizar con el montaje
sobre laminas portaobjetos, los cuales fueron desparafinados con xilol y
luego rehidratados con las concentraciones decrecientes de alcohol
etilico.

7. Se realiz6 la coloracion.

Se realizaron 3 cortes por higado de rata, una para la coloracion con Hematoxilina

— Eosina, otra para el Tricromico de Gomori y otra como respaldo.

La coloracion de Hematoxilina — Eosina, la cual se fundamenta en colorear
diferencialmente los componentes del tejido, donde el nucleo se colorea con una
basica (hematoxilina) y luego se colorea el citoplasma con un colorante acido
(eosina), observandose los nucleos de color azul — violeta, mientras que todas las
estructuras del citoplasma toman una coloracién rosada. Se sigue la técnica descrita a
continuacion:

e Se colore6 con hematoxilina durante 5 minutos.

e Se coloreo6 con eosina durante 15 segundos.
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e Se deshidrato, aclarar, y colocar lamina cubreobjeto.

La Coloracién Tricromico de Gomori, se fundamenta en el estudio de las fibras
coldgenas, las cuales se observan de color verde por su afinidad a colorantes acidos
citoplasmaticos (verde-azul), por otro lado, los nucleos se colorean con una sustancia
basica como la hematoxilina de Wiegert, y para crear contraste de emplea un
cromotropo, que actiia sobre los citoplasmas celulares. A continuacion, se describe la
técnica:

e Se colore6 con hematoxilina de Wiegert, por 5 min.

e Se lavo con agua destilada

e Se diferenci6 con alcohol 4cido al 10% por 10 seg.

e Se coloco con agua destilada

e Luego, se colored con solucion de Gomori por 30min
e Se lavo con acido acético al 2%

e Se lavo con alcohol al 95%

e Se paso por alcohol absoluto

e Y finalmente, se paso por xilol

e Se coloco en el medio de montaje y se cubrid con una lamina cubreobjeto.

49



Determinacion de microntcleos en hepatocitos
Se utilizo la técnica de micronucleos en hepatocitos por dosis repetidas usando

ratas adultas jovenes para potenciar la deteccion de carcinogenos hepaticos

(Matsumoto, 2014; Uno, 2014).

El fragmento de higado conservado en formol-buffer al 10%, se deposité en un
mortero estéril con 5 mL de suero bovino fetal y con ayuda de una malla metélica se
procedi6 a la maceracion. Una vez macerado se centrifugd el liquido a 1 000 r.p.m.
durante 10 minutos y tras eliminar el sobrenadante se realiz6 un frotis del boton
celular en laminas portaobjetos. Después de montadas las laminas, se esper6 24 horas
a temperatura ambiente para su secado y posterior fijacion en metanol absoluto
durante 5 minutos, para luego realizar la tinciéon con Giemsa al 5 % durante 12-15

minutos (Narubi, 2012; Matheus, 2014).

El analisis se realizo observando las laminas utilizando un microscopio Optico
marca Nikon ubicado en el CIMBUC, con lente de inmersion (100X). Se calculo el %
de eritrocitos policromaticos (EP) portadores de microniucleos (MN) en 2000
EP/higado (MN-EP %), como indice de genotoxicidad. Posteriormente se calculd el
indice de citotoxicidad dado por la relacion de EP entre eritrocitos normocromaticos

(EN) de la poblacion total de eritrocitos (EP/EN), el % de EP en 2 000 células totales,
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total de MN y el numero de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN en cada grupo para

determinar el grado de genotoxicidad (Arencibia, 2011).

3.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en la investigacion se presentaron como medianas,
valores absolutos y porcentajes, tabulados y se analizé con un software libre Past
version 2.0, utilizando medidas de tendencia central, medidas de dispersion, pruebas
de independencia para comparar, Test de Friedman y Wilcoxon, Test de Kruskal
Wallis y U de Mann Whitney y coeficiente de Spearman para establecer la relacion

entre las variables. Se emple6 un nivel de confianza de 95%.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Culminado el periodo experimental de tratamiento antirretroviral en ratas con la
finalidad de evaluar la toxicidad hepatica inducida por tenofovir solo y asociado a

emtricitabina, se obtuvo los siguientes resultados:

4.1 Peso

En el grupo agudo, las ratas machos (1a) y hembras (1b) tuvieron un aumento
progresivo de peso segin su edad y sexo durante el periodo experimental. No
obstante, en las ratas hembras se observdé un descenso del peso en los grupos
tenofovir y tenofovir + emtricitabina en la semana 1, pero estos cambios no fueron

significativos (Grafico 1).

En el grupo crénico, la mayoria de los animales de experimentacion machos (2a) y

hembras (2b) tuvieron un aumento progresivo de peso para su edad y sexo durante el

periodo experimental, sin diferencias estadisticamente significativas (Grafico 2).
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Grafico 1

Promedios de peso del Grupo Agudo durante el periodo experimental
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Grafico 2

Promedios de peso del Grupo Cronico durante el periodo experimental
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4.2 Transaminasas

En el grafico 3 se observa que los valores de AST en las ratas machos (3a) y
hembras (3b) del grupo agudo tenofovir + emtricitabina mostraron una tendencia al
aumento de sus valores el dia 14 con descenso para el dia 28; este descenso fue

estadisticamente significativo con respecto al dia 14, para el grupo 3b.

El grafico 4 muestra que en los valores de AST de las ratas machos de grupo
cronico (4a) hubo una disminucion significativa (p<0,05) en el grupo tenofovir los
dias 14, 28, 60 y 90 con respecto a su valor basal y en el grupo tenofovir +
emtricitabina los dias 28, 60 y 90 con respecto a su valor basal. En cuanto las ratas
hembras (4b), presentaron un descenso de sus valores en el grupo tenofovir +
emtricitabina los dias 60 y 90. Al analizar estadisticamente los resultados se
observaron diferencias significativas los dias 60 y 90 con respecto al dia 0 y del dia

90 con respecto al dia 60.
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Grafico 3

Valores de Aspartato Aminotransferasa (AST) del Grupo Agudo durante el periodo experimental
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Grafico 4

Valores de Aspartato Aminotransferasa (AST) del Grupo Crénico durante el periodo experimental
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En el grafico 5 se muestran los valores de ALT del grupo agudo, observandose que
las ratas machos (5a) y hembras (5b) presentaron valores similares a sus basales y al
grupo control durante todo el periodo experimental, sin diferencias estadisticamente

significativas entre ellos.

En el grafico 6 se muestran los valores de ALT del grupo cronico, observandose
en las ratas machos (6a) del grupo tenofovir una disminucién de los valores de ALT
el dia 60 que se acentud para el dia 90. El andlisis de estos resultados mostro
significacion estadistica de los valores del dia 60 con respecto a lo obtenidos los dias
14 y 28; asi como los del dia 90 con respecto a los valores obtenidos los dias 0, 14, 28
y 60. El grupo tenofovir + emtricitabina mostré disminucion de los valores de ALT el
dia 28 con aumento el dia 60 y descenso para el dia 90. Al analizar estadisticamente
los resultados se observo aumento estadisticamente significativo de los valores de
ALT con respecto al grupo tenofovir + emtricitabina el dia 60 y disminucién
significativa el dia 90 con respecto a los dias 0, 14 y 60. En cuanto a las ratas
hembras (6b), se presentd un aumento estadisticamente significativo (p<0,05) de los
valores de ALT en los grupos tenofovir y tenofovir + emtricitabina el dia 60 con
respecto al dia 14 y una disminucion estadisticamente significativa de los valores de
ALT de tenofovir y tenofovir + emtricitabina del dia 90 con respecto al dia 60

(p<0,05).
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Grafico 5

Valores de Alanino Aminotransferasa (ALT) en el Grupo Agudo durante el periodo experimental
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Grafico 6

Valores de Alanino Aminotransferasa (ALT) Grupo Crénico durante el periodo experimental
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4.3 Bilirrubina

En el grafico 7 se muestra que en el grupo Agudo los valores de bilirrubina total
de las ratas machos (7a) presentaron un aumento estadisticamente significativo en el
grupo tenofovir el dia 28 con respecto a los valores de tenofovir del dia 14 y del
control del dia 28. En las ratas hembras (7b), se observé una disminuciéon
estadisticamente significativa de los valores de bilirrubina total en el grupo tenofovir
con respecto al control tanto en el dia 14 como en el dia 28. Adicionalmente, se
observa un aumento estadisticamente significativo de los valores de tenofovir +

emtricitabina con los valores de Tenofovir obtenidos en los dias 14 y 28 de estudio.

En el grafico 8 se observa en los valores de bilirrubina total de las ratas macho
(8a) una disminucion estadisticamente significativa en el grupo tenofovir +
emtricitabina del dia 90 con respecto al dia 14. Las ratas hembras (8b), también
presentaron una disminucion estadisticamente significativa de los valores de
bilirrubina total en el grupo tenofovir + emtricitabina de los dias 14, 28, 60 y 90 con

respecto al dia 0.
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Grafico 7

Valores de Bilirrubina Total del Grupo Agudo durante el periodo experimental
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Grafico 8

Valores de Bilirrubina Total del Grupo Croénico durante el periodo experimental
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En el grafico 9 se muestran los valores de bilirrubina directa de las ratas hembras
(9b) del grupo Agudo, observandose un aumento de estos en el grupo tenofovir +
emtricitabina los dias 14 y 28, sin embargo, este aumento no fue estadisticamente
significativo. Las ratas machos (9a) no presentaron diferencias estadisticamente

significativas de los valores de bilirrubina directa entre los grupos.

En el grafico 10 se observa que las ratas machos del grupo cronico (10a)
mostraron un aumento estadisticamente significativo de los valores de bilirrubina
directa en el grupo tenofovir el dia 28 con respecto al dia 14 y de tenofovir +
emtricitabina del dia 60 con respecto al basal y del dia 90 con respecto al dia 60. En
contraste, los valores de bilirrubina directa de las ratas hembras (10b), no presentaron

cambios estadisticamente significativos.
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Grafico 9

Valores de Bilirrubina Directa del Grupo Agudo durante el periodo experimental
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Grafico 10

Valores de Bilirrubina Directa del Grupo Cronico durante el periodo experimental
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4.4 Fosfatasa alcalina

En el grafico 11 se observa que los valores de fosfatasa alcalina de las ratas
machos (11a) presentaron un aumento estadisticamente significativo en los valores
fosfatasa alcalina de tenofovir del dia 28 con respecto a los valores de tenofovir basal
y los valores del control del dia 28. En las ratas hembras (11b) del grupo agudo, se
observd un aumento estadisticamente significativo en sus valores en el grupo
tenofovir los dias 14 y 28 con respecto a su basal. También se encontrdé un aumento
estadisticamente significativo de los valores de tenofovir y tenofovir + emtricitabina

del dia 28 con respecto al valor del control de ese mismo dia.

En el grafico 12 se muestran que los valores de fosfatasa alcalina de las ratas
machos (12a) del grupo cronico, presentaron un aumento estadisticamente
significativo en los valores de tenofovir de los dias 14, 28 y 60 y de tenofovir +
emtricitabina de los dias 60 y 90 con respectos a sus valores basales, asi como los
valores obtenidos el dia 28 de tenofovir y tenofovir + emtricitabina con el control de
ese dia, y, los valores de fosfatasa alcalina de tenofovir + emtricitabina del dia 60 con
respecto a los de tenofovir y el control del mismo dia. También se puede observar una
disminucién estadisticamente significativa de los valores de tenofovir de los dias 60 y

90 con respecto a los dias 14 y 28.
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El grupo de las ratas hembra (12b), presentd un aumento estadisticamente
significativo de los valores de tenofovir del dia 28 y de tenofovir + emtricitabina de
los dias 14, 28,60 y 90 con respecto a sus respectivos valores basales, y una
disminucién estadisticamente significativa de los valores tenofovir + emtricitabina de

los dias 60 y 90 con respecto a los obtenidos el dia 28.
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Grafico 11

Valores de Fosfatasa Alcalina del Grupo Agudo durante el periodo experimental
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Grafico 12

Valores de Fosfatasa Alcalina del Grupo Croénico durante el periodo experimental
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4.5 Cambios histoldgicos en el tejido de las ratas:

En el estudio histologico del higado de las ratas control, los hepatocitos de las ratas
control mostraron nucleo y citoplasma de aspecto normal, las estructuras lobulillares,
trabeculares y portales no presentaron alteraciones aparentes. No se observaron
células necréticas ni inflamacion en los lobulillos hepaticos de las ldminas observadas

(Tabla 1, Figura 1).

En el grupo machos tenofovir se observé dilatacion sinusoidal moderada (25,0%),
fibrosis centrolobulillar leve (16,7%) e infiltrado leucocitario leve (8,4%); en el grupo
hembras tenofovir también se evidencio dilatacion sinusoidal leve (21,45%) y
moderada (14,35%) y focos de fibrosis centrolobulillar leve (14,35%). El grupo
machos tenofovir + emtricitabina mostr6 dilatacion sinusoidal leve (12%); y fibrosis
centrolobulillar leve (12%). En el grupo hembras tenofovir + emtricitabina se observo
dilatacion sinusoidal, un 14,3% fue leve (la mitad fue difusa y la otra centrolobulillar)
y un 14,3% fue moderada. Ademas de fibrosis centrolobulillar (14,3% leve) y fibrosis

parenquimatosa (7,2% leve y 7,2% moderado) (Tabla 1, Figuras 2 y 3).

El estudio histolégico de los cortes de higado en el grupo cronico no mostro

evidencia de dafio celular.
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Tabla 1

Alteraciones histologicas en higado de ratas de los grupos experimentales

Grupo Agudo
Hallazgos 1 2 3 4 5 6
Histologicos GMC GMT GMTE GHC GHT GHTE
Normal 100 % 49,9 % 42,7 % 100 % 49,85 % 42,7 %
Dilatacion Leve 14,3 % 21,45 % 14,3 %
Sinusoidal Moderado 25,0 % 14,3 % 14,35 % 14,3 %
Severo
Fibrosis Leve 16,7 % 14,3 % 14,35 % 14,3 %
Centrolobulillar  Moderado
Severo
Fibrosis Leve 7,2 % 7,2 %
Parenquimatosa = Moderado 7,2 % 7,2 %
Severo
Infiltrado Leve 8,4 %
Leucocitario Moderado
Severo

1: Grupo Machos Control (n=6)

2: Grupo Machos Tenofovir (n=6)

4: Grupo Hembras Control (n=6)

5: Grupo Hembras Tenofovir (n=6)

3: Grupo Machos Tenofovir + Emtricitabina 6: Grupo Hembras Tenofovir + Emtricibina (n=6)

(n=06)
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Figura 1. Higado: HE X200. Sin evidencia de alteraciones. Existe muy leve
dilatacién sinusoidal peri centrolobulillar (flechas), no significativa.
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Figura 2. Higado: TG X200. Dilatacion sinusoidal moderada panlobulillar.
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Figura 3. Higado: TG X200. Se evidencia dilatacion sinusoidal leve y fibrosis

parenquimatosa leve, por la coloracién verdosa del colageno peri sinusoidal
(flechas).
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4.6 Micronucleos en hepatocitos:

Fue contabilizada la presencia de eritrocitos policromatoéfilos (EP) (Figura 4) y
normocromatofilos (EN) (Figura 4 y 5) en 2000 células/higado, la frecuencia de EP
portadores de micronucleos para determinar el grado y se calculd el indice de

citotoxicidad dado por la relacion de EP/EN.

En la Tabla 2 se muestran las medianas del grupo agudo. La mediana de EP en el
grupo macho control fue de 2 mientras que en tenofovir fue 2,5 y tenofovir +
emtricitabina fue de 3; y las medianas de EN para el grupo control fue 93, para
tenofovir fue 88 y tenofovir + emtricitabina fue 73, obteniéndose como indices de
citotoxicidad: 0,02 para el grupo control, 0,025 para el grupo tenofovir y 0,045 para

el grupo tenofovir + emtricitabina.

En las ratas hembras del grupo agudo (Tabla 2), la mediana de EP tanto para el
grupo control como tenofovir fue de 2,5 y para tenofovir + emtricitabina fue de 7; y
las medianas de EN para el grupo control fue 125, para tenofovir fue 89 y tenofovir +
emtricitabina fue 65, obteniéndose como indices de citotoxicidad: 0,015 para el grupo

control, 0,025 para el grupo tenofovir y 0,1 para el grupo tenofovir + emtricitabina.
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En el grupo cronico presentados en la Tabla 3, la mediana de EP en el grupo
macho control fue de 3,5 mientras que en tenofovir fue 2 y tenofovir + emtricitabina
fue de 5; y las medianas de EN fue 99,5; 49,5 y 62,5 respectivamente. Obteniéndose
como indices de citotoxicidad: 0,035 para el grupo control, 0,025 para el grupo
tenofovir y 0,07 para el grupo tenofovir + emtricitabina. Por otro lado, la mediana de
EP en el grupo hembra control fue de 3.5; en tenofovir fue 4 y tenofovir +
emtricitabina fue de 5; y las medianas de EN fue 72; 49,5 y 61 respectivamente y sus
indices de citotoxicidad fueron: 0,035 para el grupo control, 0,04 para el grupo

tenofovir y 0,08 para el grupo tenofovir + emtricitabina.

Tanto en los grupos agudos y crénicos, no se observo la presencia de

Micronucleos, ni de forma espontanea o inducida en las células hepaticas de las ratas

control o tratadas con tenofovir o tenofovir + emtricitabina.
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Figura 4. Higado: Tincion con Giemsa X100. Prueba de Micronucleos. Tipos de células: Eritrocitos
Normocromatoéfilos (EN) y Eritrocito Policromatoéfilo (EP).
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Tabla 2

Presencia de Microniicleos e indice de Citotoxicidad del Grupo Agudo

Hallazgos 1 2 3 4 5 6
GMC GMT GMTE GHC GHT GHTE
N 6 6 6 6 5
Micronucleos 0 0
EP 2,0 2.5 3,0 2,5 2,5 7,0
EN 96,0 88,0 73,5 125,0 89,0 65,0
Indice de 0,02 0,025 0,045 0,015 0,025 0,1
Citotoxicidad
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Tabla 3

Presencia de Microniicleos e indice de Citotoxicidad del Grupo Crénico

Hallazgos 1 2 3 4 5 6
GMC GMT GMTE GHC GHT GHTE
N 6 6 6 4 4 5
Microntcleos 0 0 0 0 0 0
EP 3,5 2,0 5,0 3,5 4,0 5,0
EN 99,5 49,5 62,5 72,0 49,5 61,0
Indice de 0,035 0,025 0,07 0,035 0,04 0,08
Citotoxicidad
1: Grupo Machos Control 4: Grupo Hembras Control
2: Grupo Machos Tenofovir 5: Grupo HembrasTenofovir
3: Grupo Machos Tenofovir + Emtricitabina 6: Grupo Hembras Tenofovir + Emtricitabina
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CAPITULO V

DISCUSION

El tratamiento antirretroviral es una estrategia cuyos objetivos principales son
reducir la morbilidad asociada con la infeccion por VIH, lograr y mantener la
supresion de la viremia hasta valores indetectables, mejorar la calidad de vida de los
pacientes, prolongar su supervivencia y disminuir el riesgo de transmision del virus
(Bennett y cols, 2014; Pau, 2014). Sin embargo, el uso de estos puede incrementar el
riesgo de causar dafio hepatico por el tiempo de exposicion, el potencial intrinseco de
causar hepatotoxicidad, la existencia de otras patologias que incrementan la toxicidad
hepatica, tales como la coinfeccion del virus de inmunodeficiencia humana y virus de

la hepatitis C (VIH/VHC) (Alonso-Bello y col, 2018).

El paso critico del manejo de las reacciones adversas y toxicas causadas por los
farmacos antirretrovirales en el ser humano es el reconocimiento temprano y retiro
del farmaco responsable de la lesion hepatica, para ello es necesaria ademas de la
evaluacién clinica, el diagndstico histopatologico que es dificil de realizar por los

riesgos inherentes al procedimiento de toma de biopsia.
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Es por ello, que en el presente estudio fueron evaluados el peso, diferentes
marcadores hepéaticos e histologicos con la finalidad de valorar la funcion hepética de

las ratas expuestas a tenofovir solo y asociado a emtricitabina.

Con relacion al peso, se observd ganancia de este en los grupos machos y
hembras durante todo el periodo experimental, sin diferencias significativas con el
grupo control, lo que coincide con un estudio disefiado por Anekian y cols en el Sur
de Africa (2018) para investigar la toxicidad de la nanoparticula de Tenofovir en el
higado y el rifion utilizando como modelo animal la rata. Estos autores no observaron
pérdida de peso entre los grupos de tratamiento y control a pesar de evidenciar dafo

histologico hepatico y renal leve.

En cuanto a los valores de transaminasas, en la ALT agudo no se observaron
aumentos significativos comparados con el control, la ALT del grupo T-E crénico
mostré aumento significativo el dia 60 de experimentacion y la AST del grupo T-E
agudo presentd un aumento transitorio el dia 14 con disminucién en el dia 28,
posiblemente debido al proceso de adaptacion de las ratas a la dosis administrada
(Poten, 2013; Alonso — Bello y cols, 2018), la cual se ajustaba diaria e
individualmente con cada rata en estudio, ya que el objetivo del estudio era observar
las posibles reacciones toxicas con la administracion de dosis equivalentes (de

acuerdo con el peso de las ratas) a la dosis terapéutica que se administra en humanos.
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En contraste, un estudio en humanos realizado por Morse y cols en Estados Unidos
(2015), evalué a 62 adultos monoinfectados por VIH con mds de 6 meses de
tratamiento antirretroviral, determinando que el 65% presento un cuadro clinico
hepético significativamente patologico evidenciado por la elevacion crénica de las

transaminasas.

En relacién con la bilirrubina se observé una tendencia al aumento de sus valores
en los grupos agudo y cronico, sin embargo, los mismos no fueron significativos.
Aunque son escasas las evidencias en estudios animales sobre el comportamiento de
este parametro; estudios en humanos (Alonso — Bello y cols, 2018) han mostrado que
en estos pueden ocurrir cambios adaptativos o tolerancia de estas sustancias o
complejos que se forman por la administracion de farmacos hepatotoxicos que evitan
la activacién de mas mecanismos de dafio al higado o que en un paciente susceptible
se genere la activacion de los mecanismos de lesion y culmine en dafno hepatico

(Fontana y cols, 2014).

La lesion hepatica aguda inducida por farmacos se define como el incremento de
la concentracion sérica de la fosfatasa alcalina ademas de alanina-aminotransferasa o
bilirrubina conjugada hasta 2 veces el limite superior del valor basal (Aithal y cols,
2011). En este sentido, en el presente estudio, los valores de fosfatasa alcalina de los

animales expuestos mostraron aumentos significativos en los grupos machos y
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hembras tanto agudo como crénico, lo que podria sugerir el desarrollo de enfermedad
hepatica por la administracion de tenofovir y/o tenofovir + emtricitabina. En
contraste, un estudio realizado por Aniekan y cols en el Sur de Africa (2018),
investigo los efectos toxicos de tenofovir y tenofovir en nanoparticulas usando un
modelo animal (Sprague Dawley), los resultados no mostraron cambios significativos

en los niveles séricos de ALT, AST y fosfatasa alcalina.

Los valores observados en las pruebas hepaticas de este estudio, aunque discretos,
son compatibles con los cambios histologicos en los cortes de higado, el grupo agudo
presento mayor dafio celular al ser expuesto a tenofovir asociado a emtricitabina.
Entre los danos encontrados esta: dilatacion sinusoidal (mayormente moderada), leve
fibrosis centrolobulillar, leve fibrosis parenquimatosa, infiltrado leucocitario. Estos
cambios sugieren una respuesta inflamatoria como consecuencia del dafio hepatico y /
o extra — hepatico, producto de una obstruccion o destruccion de los conductos
biliares del higado ocasionada por el Tenofovir solo y/o asociado a Emtricitabina en
concordancia con Aniakan y cols (2018), los cuales evidenciaron leve dafio
histologico por la presencia de depdsitos de colageno y fibrosis en un estudio para
investigar la toxicidad de la nanoparticula de Tenofovir en el higado y el rifion
utilizando ratas, en las cuales no se observaron cambios en las pruebas funcionales

hepaticas.
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En contraste, Ng y cols (2015), en una investigacion con el objetivo de analizar la
toxicidad, toxicocinética y toxicogenética de Tenofovir luego de 13 semanas de su
administracion oral en ratones, considerando como evidencia relacionada al farmaco
durante la necropsia de los dias 29 y 91, hepatomegalia en los animales a los que se
les administro altas dosis de TDF (1000 mg/kg/dia); en las dosis bajas de TDF a 50 y
500 mg/kg/dia (las cuales son mas elevadas a las de este estudio: 15mg/kg/dia) no

hubo presencia de hepatomegalia.

Es interesante destacar, que, en la presente investigacion, las ratas hembra
presentaron mayor alteracion hepdatica que las ratas macho, y en su mayoria, causada
por la asociacion de tenofovir + emtricitabina. En concordancia un estudio
retrospectivo en humanos, realizado por Wondifraw y cols (2017), para evaluar el
efecto del tratamiento antirretroviral sobre las funciones renal y hepatica, al tomar en
cuenta el género, notaron que de los 275 pacientes infectados por el VIH que
presentaron hepatotoxicidad, el género femenino predomind con 62,2%, atribuyendo
este hallazgo a factores biologicos (edad, raza, hormonales). En general, los machos
metabolizan los xenobioticos mas rapido que las hembras, lo que contribuye a una

disminucidn del riesgo (Repetto, 2009).

En relacion con la deteccion de micronucleos (MN) en los hepatocitos, es conocido

que el higado por ser un tejido involucrado en el metabolismo tiene potencial para
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detectar hepatocarcindgenos y metabolitos genotdxicos (Hayashi, 2000; Hayashi,
2007; Morita, 2011). En el presente estudio, se utiliz6 la técnica de MN de Arencibia
(2011), la cual consiste en contabilizar los eritrocitos normocromatofilos (EN),
eritrocitos policromatofilos (EP) y la frecuencia de EP portadores de micronucleos.
En el analisis realizado a las muestras no se observo la presencia de MN, de forma
espontdanea o inducida en las células hepaticas de las ratas control o tratadas con
Tenofovir o Tenofovir + Emtricitabina de los grupos agudos y cronicos. A pesar que
en la revision bibliogréfica realizada no se encontraron investigaciones de deteccion
de MN con los antirretrovirales en estudio que permitan contrastar estos resultados;
un estudio realizado por Okada y col. (2019) se ha sefialado que la prueba de MN en
el higado tiene una alta sensibilidad a los hepatocarcinégenos (87,5%) y también una
buena especificidad para no hepatocarcinogenos (66,7%), por lo que resultados
negativos con no hepatocarcindgenos como los observados en el presente estudio
podria proporcionar evidencia de la especificidad de los no hepatocarcindgenos para
la prueba de MN hepatica. Sin embargo, para ello se requiere realizar estudios

adicionales.
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CAPITULO VI

CONCLUSION

En esta investigacion se observo aumento transitorio de los valores de AST en
animales de ambos sexos en el grupo agudo tenofovir y tenofovir asociado a
emtricitabina, alteracion de los valores de fosfatasa alcalina en los grupos machos y
hembras tanto agudo como crénico y valores de bilirrubina con una tendencia al
aumento en el grupo crénico, aunque no fueron significativos, con cambios
histologicos leves y moderados en las muestras de higado expresadas como dilatacion

sinusoidal, fibrosis centrolobulillar, fibrosis parenquimatosa e infiltrado leucocitario.

No se observaron perdidas de peso significativos ni actividad genotdxica
evidenciable a través de la presencia de microntcleos en eritrocitos policromatofilos
en tejido hepatico; sin embargo, sugiere la necesidad de un estudio mas amplio que
incluya dosis mayores a las usadas en el presente estudio y compararlas con
sustancias de probada actividad genotoxica y hepatocarcindgena; en los cuales
ademas de la fosfatasa alcalina, bilirrubina, ALT y AST, determinacion de la enzima
gamma-glutamil transferasa, se incluya estudio histolégico de los conductos biliares
para evaluar una posible obstruccion de los conductos biliares del higado ocasionada

por el Tenofovir solo y/o asociado a Emtricitabina.
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