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FROLOGO

El CCl4 ec un agente hepatotdxico que produce
lipoperoxidacidn modificando la funcidn de organelos celulares
incluyendo la membrana plasmdtica.

En el pasado se han reportado varios agentes capasces de
prevenir el dafo hepdtico inducido aguda o crdnicamente con CCl4
en tratas, entre otros la vitamina E, la adenosina, la
clorpromacina y la colchicina.

La silimarina es una droga considerada_hepatoprotectora
gue se ha usado principalmente en intoxicacidn con faloidina en
donde resulta muy eficaz, sin embargo, no existe suficiente
informacidn acerca de su uso en intoxicaciones con CCl4.

El objetivo de este trabajo concsistid en estudiar los
cambios en la composicidn lipidica de la membrana plasmatica del
hepatocito producidos por el CCl4, vy su modificacidn por la

silimarina, correlaciondndolas con la actividad de algunas

enzimas de membrana, tanto en la intoxicacidn aguda como crdnica

I

con CCl4.

Los recsultados demostraron gue la administracidn  aguda
de CCl14 incremsntd el grsdo de lipoperoxidacidn en higado y gue
la =silimarina previno este incremento. Ademds el CCl4 disminuyd
la relscidn colesterol/fosfolipidos en la membrana plasmdtica.

El andlisie de los fosfolipidos membranales reveld un  incremento

i

en el contenido de fosfatidilinositol y una disminucidn en 1 de
fosfatidiletanol amina (FEAY vy gue la silimarina previno estas

alteracicones. En relacidn & las actividades de la GGTF y FA

5]

membransles <=e observd un decremento por efecto del CCl14 que



tambi¢én fue prevenido por la drogsa. lL.a actividad de la FA

correlaciond copn el contenido de FEA en los experimentos " in
vivo", esta correlacidn fue corroborada con experimentos "in
vitro”.

En el estudioc crdnico el cCl4 incrementd la
lipoperoxidacidn y el contenido de colesterol en las membranas
plasmaticas, el grupo profegido con silimarina no mostrd cambios
comparado con el grupo control. El andlisis de los fosfolipidos
membranales mostrd gue el CCl4 administrado crdnicamente
disminuye cignificativamente el contenido de FEA en la membrana
plasmdtica, 'siendo ecste cambio prevenido por la silimarina. For
octra parte, las actividades de 1la FA y GGTF membranales
aumentaron por efecto del tratamiente crdnico con CCl4, la

silimarina sdlo previno parcialmente 21 incremento en la GGTP sin

ejercer ningudn efecto socbre la actividad de la FA. La actividad
de la ATPasa de Na+/K+ correlaciond con el contenido de
coclecsterol Yy con el cociente colestero/fosfolipidos.

Experimentos "in vitro" corroboraron estas corrslaciones.
Los resultados obtenidos indicanmn que la silimarina
previene varias de las alteraciones causadas por el CCl4 actuando

probablemente a nivel de la membrana plasmdtica.



I. INTRODUCCION

El higado es un drgano gue se encuentra presente en
todos los animales vertebrados.

En el hombre el higado comprende del 2 al 3% del peso
corporal (S1). Se encuentra localizado en la cavidad abdominal
por debajo del diafragma. En el ser humano presenta cuatro
ldbulos separados de manera incompleta vy su superficie externa
estd revestida por una fina cédpsula de tejido conjuntivo (capsula
de Glisson). El hilio estd bien definido y por &l entran los
vasos y =alen los conductos hepdticos . (60).

El higado tiene wun doble sistema de irrigacidn
Sanguinea. La vena porta, gque transporta sangre gue ha pasado
por los lechos capilares del tubo digestivo, del bazo vy del
pancreas. Esta suministra aprozimadamente el 753% de 1la sangre
gue llega al mismo (42), es rica en sustancias nutritivas, pero
relativamente pobre en oxigeno. For otra parte 1a arteria
hepdtica transporta sangre bien oxigenada. Ambcs sistemas de
aporte sanguineo se mezclan al pasar por los sinusolides de los
lobulillos (Fig. 1). La sangre de los sinusoides fluye hacia el
centro de cada lobulillo donde es recogida por la vena central.

El higado recibe cerca de una cuarta parte del gasto
cardiaco en leos adultos en reposo (1,500 ml/min) (22, 42). La
unidad estructural cldsica del drgano es 1 lobulillo hepdtico,
un prisma poliedrico de tejido, gue contiene placas anastomosadas
de cdlulacs parenquimatosas y un sistema laberintico de sinusoides
zanguinens. Las ramas de los vasos zanguineos aferentes y de los

conductos hepdticos corren a lo largo de los bordes del poliedro



y la vena central pasa por el centro de éste (Fig. 1) (60).

La bilis producida por las células parenquimatosas, es
secretada en el interior de diminutos capilares o canaliculos
biliares que existen entre las células epiteliales glandulares.
En 1la periferia de lobulillo, la bilis fluye hacia pequefios
conductillos hepdticos y posteriormente hacia conductos biliares
mas grandes. El higado ests fermado por aproximadamente un
milldn de unidades lobulillares.

El higado es esencial para la vida y 1los mamiferos
sobreviven a la hepatectomia parcial fundamentalmente porque 1las
células tienen extraordinaria capacidad de regeneracidn Yy 1la
facultad de soportar grandes aumentos de exigencias metabdlicas.
El higado funciona como una gldndula exdcrina y como una gldndula
endocrina. Secreta bilis que fluye hacia el duodeno y que tiene,
entre otros componentes, sales biliares, colesterol,
fosfolipidos Yy pigmentos biliares. La lecitina, que es el
fosfolipido mds importante vy el colesterol son insolubles en
agua, pero son capaces de formar micelas mixtas con las sales
biliares, por lo cual permiten que se 1lleve a cabo 1la
emulsificacidn de 1las grasas antes de su digestidn (60). La
sangre portal 1lleva los alimentos digeridos y ahi se almacenan
carbohidratos (glucdgeno) proteinas, vitaminas y algunos lipidos.

Las sustancias almacenadas que no son utilizadas por el
hepatocito pueden ser liberadas a la circulacidn general, vya sea
directamente como la glucosa o bien, 1ligadas a un transportador
como los triglicéridos que salen formando parte de una

lipoproteina.



El higado también sintetiza muchas sustancias en
respuesta a 1las demandas del organismo: albdmina y otras
proteinas plasmdticas, glucosa (para la gluconeogénesis), dcidos
grasos para la sintesis de triglicéridos, colesterol Yy
fosfol ipidos. Metaboliza compuestos exdgenos como drogas e
insecticidas y compuestos enddgenos como esteroides.

A causa de su gran capacidad vascular, sirve como
reservorio sanguineo. Durante 1la embriogénesis y en ciertas
enfermedades del adulto tiene actividad hematopoyética.
Finalmente, 1la abundancia de macrdfagos hace del higado uno de
los principales filtros para las particulas extranas,
especialmente las bacterias y antigenos provenientes del

intestino (60).

I.1. Organizacidn de la Microcirculacidn

La organizacidn de las unidades microcirculatorias del
higado influye en el mecanismo de muchos cambios patoldgicos
(60) . Rappaport (104) menciona que el hepatocito no esta
organizado alrededor de la vena central, (lobulillo cldsico) sino
que la unidad estructural vy funcional del higado es el acino
hepdtico.

En ciertos aspectos esta wunidad es semejante al
lobulillo portal y a menudo se describe como la unidad funcional
mds pequefia del higado.

El acino hepdtico simple se define como una masa
irregular de tejido parenquimatoso no encapsulado que se
encuentra entre dos o mds vénulas hepdticas terminales (venas

centrales). El eje de esta unidad 1lamado espacio portal,
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Fig. 1. Direccibn de los flujos sanguineos y biliar en
un segmento de lobulillo hepitico. Las ldminas
celulares y los sinusoides se disponen en forma
radial alrededor de Ya vena centrdl (vénula hepd
tica terminal), La sangre, proveniente de termi
nales de la vena porta y de la arteria hepitica,
situadas en los canales portales, fluye a 1o lar
go de 1as sinusoides y se vacta en la vena cen-
tral. E)l dibujo est§ basado en una ilustracién
de A.N. Ham. Textbook of Histology. ].H. ’
Lippincott Company, Filadelfia, 1965.

fig. 2.. Irrfgacibn de una actno heptico simple. La ten

si6n de oxfgeno y el ntvel de los principales nu
_ trientes de la sangre disminuyen en los sinusoi-

des desde la zona 1 hasta la 3. Las zonas 1,
2' y 3' indican volumenes correspondientes de
una porciln de una unidad acinosa inmediata. EI
circulo A encterra la zona comunmente conocida
como “periportal”, mientras que la zona B y la €
representan las zonas mis periféricas al espacio
porta (P.S.}. T.H.V. vZnulas hepiticas termina-
les. Fig. 1 de Rappaport et. al, Anat. Record,
119:11, 1954,



contiene una raiz del canal portal principal, una vénula portal
terminal, una arteriola hepdtica, un conductillo biliar, vasos
linfdticos vy nervios (Fig. 2Z) (104).

Rappaport vy cols. {103) encontraron gque el tejido
dentro de cada acino recibe sangre de los vasos de su  propio
espacio portal. Dentro de cada &acinao, las células parecen
agruparse en zonhas concentricas alrededor de su eje. Las
celulas mds prdximas al eje y a los vasos aferentes y terminales
(zona 1) son 1las primeras gue reciben sangre vy sustancias
nutritivas, las dltimas que mueren y las primeras en regenerarse.

Las células en la zona 3 estadn situadas én la periferia
del acino y reciben sangre gue ha intercambiado gases vy
metabolitos con 1las células en las zonas 1y 2. Este anillo
parenquimal es mas sensible al dafic por disturbios circulatorios
tisquemia, anoxia o concecstidn) y deficiencias nutricionales. EIl
concepto de zonas circulatorias acinosas ha sido extendido por
Rappaport para explicar la apariencia histoldgica de muchas
alteraciones patoldgicas en 21 higado

Los cambios en la microcirculacidn hepdtica que se
cbservan "in vivo" después de una intoxicacidn son debidos
principalmente al dafio de los hepatocitos producidos por una
sustancia enddgena o exdgena.

l.as sustancias tduicas se empiezan a metabolizar en la
iona 1 dafando 1los microvasos aferentes, produciendo un
incremento en la permeabilidad vy, en ocasiones microhemorragia.

La distribucidn inicial del dafo a partir del espacio

portal a las zonas 1, 2 vy 3 parece confirmar la correlacidn



funcional de la estructura acinar propuesta por Rappaport.

El dafio hepdtico inducido por sustancias guimicas es un
problema de gran importancia en toxicologia. Las lesiones
obeervadas en higado no solamente dependen del agente guimico
sino también del periodo de exposicidn. For ejemplo despues de
una exposicidn  aguda se pueden observar ya sea acumulacidn de
lipidos, necrosis celular o disfuncidn hepatobiliar, mientras gue
en la exposicidn crdnica =e observan generalmente cirrosis o
cambios neopldsicos. Las diferentes alteraciones bioguimicas nos
pueden ayudar a entender los posibles cambics patoldgicos qgue
ocurren en el higado. HNo se ha visto gue haya un mecanismo unico
gue gobierne la aparicidn de cambios degenerativos en el

hepatocito.

I.Z2. El Tetracloruro de Carbono como Agente Hepatotdzico
El estudio del CCl14 como agente hepatotdxico ha
despertado desde hace mucho tiempo gran interés en los

laboratorios de patologia. Esto se debe a gue con este agente se
pueden estudiar a corto plazo los efectos desvastadores sobre
varioe tipos de células.

El CC14 se usd como agente amestésico (1046) y desde el
siglo pasado se reconocid gque su administracidn producia atrofia
aguda del higado. For ecste motivo, el wuso del CCl14 Fue
abandonado. El CCl14 ceomo un veneno industrial preccupd a las
generaciones de mé&dicos de finales del siglo XIX y principios del
XX. En el afio 1921 ce empezd & usar como antihelmintico vy ésto
ocasiond problemas en la poblacidn asi  tratada. Durante los

primeros afios del presente siglo lcs estudios estuvieron



enfocados principalmente a las condiciones dieteticas que
aminoraban o aumentaban el dano producido por el CCl14 (1%4). Sin
embargo, los estudiosos del problema se han preguntado 4Lipor qué
es el higado el drgano preponderantemente afectado?, iLicudl es la
lesidn inicial?, im qué se deben la infiltracidn grasa vy 1la
necrosis hepatocelul ar con su peculiar distribucidn
centrolobulillar y medioczonal?

Se ha establecido que la infiltracidn grasa del higado
de animales de experimentacidn tratados con CCl4, Fesulta de una
cerie 'de procesos muy complejos, gque esquematicamente pueden
analizarse considerando las siguientes posibilidades: |

1. Aumentc en la llegada al hepatocito de sustratos
capaces de convertirse en lipidos.

2. Disminucidn de la exccitosis de lipidos del

hepatocito.

3. Incremento en la biosintesis de lipidos.

4, Disminucidn de la oxidacidn intrahepdtica de los
lipidos.

El estudio del mecanismo de accidn del CCl14 ha creado
controversias. Dianzani (28) estudio el dano producido por el

CCl14 y propuso gue se debia a una lesidn en las mitocondrias
(hipdtesis mitocondrial). Se o©observd una desorganizacidn del
ciclo de los dcidos tricarboxilices en la mitocondria desde los
10 & 15 minutos, después de la intoxicacidn por CCl14,. El mismo
autor demostrd que la fosforilacidn oxidativa se encontraba
deszcopl ada. Estos resultados parecen deberse a la pérdida de

los nucleotidos de nicotinamida, citocromc C, fosfato y otros



componentes. Estas mitocondrias tienen poco control respiratorio

y un desacoplamiento de la fosforilacidn oxidativa, asi como

pérdida del control de la activacidn de la ATFacsa.
Mor foldgicamente, las mitocondrias tratadas con CCl4 se
encuentran hinchadas como se demostrd por microscopia

electrdnica.

lLLa validez de la hipdtesis mitocondrial fue cuscstionada

Dor otros trabajos. Calver vy Brody (14) confirmaron la
activacidn de 1la ATF2sa dependiente de magnesio de las
mitocondrias hepdticas, como un fendmeno tardio en la
intoxicacidn por CCl4. Asi también se encontrd en algunos

experimentos que la acumulacidn lipidica en el hepatocito precede
el daho mitocondrial, lo cual descartaria a 1a hipdtesis
mitocondrial como wuwna alteracidn primaria en el mecanismo de
accidn d=1 CCl4.

Otra de las hipdtesis enunciadas es la de las
catecolaminas (14), que atribuye los fendmenos subsecuentes a la
intoxicacidn por CCl14, a la descarga simpdtica ocasionada por un
efecto sobre el sistema nerviosoc central, de indole no
determinado.

Se supone que ecta descarga produciria:

&). Disminucidn en el fluje arterial hepdtico.

b). Hipoxia centrolobulillar.

c). Incremsento en la movilizacidn de dcidos grasos

periféricos.

For 1o descrito anteriormente resultd ldgico pencsar gue
el blogueo medular producido al seccionar la médula disminuiria

el daho, pero no resulto asi. Los blogueadores simpdticos del



tipo de la reserpina no protegen como se esperaria contra el dano
producido potr CCl4, existiendo audn infiltracidn grasa. Por todo
esto se encontrd gue esta hipdtesis no era del todo
catisfactoria.

Hay otra hipdtesis gue menciona que el CCl14 deminuye la
sintesis de proteinas. Muchos estudicos indicaron gque el reticulo
endopldsmico es afectado en las primeras horas después de la
administracidn del CCl14 (106). Otros estudios efectuados con
isdtopbs radioactivos han demostrado la disminucidn en la
captacidn de aminodcidos en la sintesis de proteinas. La
dieminucidn en ia sintesis de proteinas produciria incapacidéd
para que los triglicéridos salieran de la célula hepdtica, ya gue
estos componentes dejan la célula unidos a proteinas como
lipcproteinas de baja densidad (121). Esta hipdtesis ce
desvalorizd por el hecho de que otro tipo de agentes que también
disminuyen 1la sintesis de proteinas no producen alteraciones del
tipo denla infiltracidn grasa. For lo tanto la dieminucidn de la
sintesis de proteinas no es por si sola la causante de 1la
acumulacidn de lipidos.

En la actualidad la teoria de la lipoperoxidacidn (138)
ha tomado gran impulso. Se ha demostrado la formacidn de
radicales libres (CC13.) a partir de las moléculas de CCl14 en el
reticulo endopldsmico liso, 1los gque actuarian sobre las cadenas
de &cidos grasos poliendicos destruysndolos. La reaccidn
producida. por los radicales libres es autocatalitica una wvez

iniciada (Fig. 3).
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Cuando el daho producido es masivo con destruccidn de
un nuimero grande de hepatocitos, la pérdida subita del parénguima
funcional estimula la regeneracidn hepdtica (40) (Fig. 4), 1la
cudl ecs un proceso coordinado que incluye regeneracidn celular,
sintesis vy degradacidn de coldgena, 1o que da lugar a 1la
remodelacidn del tejido. Si el dafio es dnico y' el paciente
sobrevive debido al buen funcionamiento de las células hepaticas
remanentes o por las medidas médicas wutilizadas, el higado
regenera rapidamente y en pocas semanas se reestablece su
integridad anatdmica y funcional (12, 10Z2). En estos casos no es
posible encontrar wuna cicatriz en e1 higado, indicando gque 1la
regeneracidn ha predominado éobre el proceso cicatricial.

Cuando el dano es de menor intenéidad y el numero de
célul as destruidas es pequefio, es probable gque no se estimule la
regeneracidn del drgano v sdlo se produzca una pegquena cicatriz.
Si el estimulo es Jdnico, existe remodelacidn y reabsorcidn del
tejido cicatricial. Cuando la lesidn se vuelve a producir, vya
sea porque el agente inductor este presente o porque se estimulen
mecanismos inmunoldgicos gque perpetdan la enfermedad, tales como
la produccidn de anticuerpos contra lipoproteinas de la membrana
de los hepatocitos, antigenos virales, proteinas contractiles del
citoplasma, etc., el proceso cicatricial centinda, produciéndose
primero una fibrosis y posteriormente la cirrosis hepdtica (Fig.
4). Bajo estas condiciones la regensracidn hepdtica es minima o
inexistente, y el fendmeno cicatricial es el predominante (112,

113).
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El mecanismo exacto de la estimulacidn de la recpuesta
fibrogénica se desconoce; sin embargo hay datos xperimentales
que sugieren gque los macrdfagos desempefian un papel preponderante
en el proceso. Los agentes etioldgicos actuando directamente, o
a través de sustancias liberadas por los hepatocitos dahados son
capaces de producir una serie de compuestos quimicos de diversa
rnaturaleza, gue estimulan la produccidn de coldgena, produciendo
cambios importantes en el metabolismo del tejido conjuntivo en
gerreral (4, S} y del glucdgeno hepédtico en particular (89) .
For otra parte, se ha encontrado que la glucoproteina 1llamada
fibronectina que también se libera de los hepatocitos es un
agente quimiotdctico que puede dirigir la llegada de fibroblastos
al sitio de la le=zidn (92). El1 cambio en los elementos celulares
(aumento de fibroblastos y c£lulas inflamatorias), asi como 1la
modificacidn en la matriz extraceluwlar producida localmente,
pueden estimular la produccidn de tejido conjuntivo cicatricial.

En la cirrosis hepdtica, los diversos componentes gque
{ormén el tejido conjuntivo estdn aumentados en la cirrosis y su
distribucidn estd alterada.

Todose 1los tipos de coldgena hepaticos se  encusntran

aumentados en la cirrosis. En cuanto a su distribucidn, se ha
obeservado que todos 1los tipos se encuentran mezclados en
pricticamente todos los sitios. En especial, en las bandas de

tejido conjuntivo gque rodean a los hepatocitos e han demostrado
todas las variedades genéticas propias del higado.
El aumento en el tejido conjuntivo del higado puede ser

debido a un incremento en su sintesis, o0 a una disminucidn en su

12



degradacidn, o una combinacidn de ambeos factores. Los estudios
realizados hasta la fecha sugieren que durante las fases
iniciales del proceso, la acumulacidn de colagena se debe
preferentemente a un aumento en su biosintesis. Tanto en higados
humanos como en higados de animales tratados con CCl4 o
infectados con esguistoscomiasis, la incorporacidn de prolina en
la celdgena (31, 109, 112, 113) esta aumentada. La actividad
ctolagenolitica puede encontrarse normal o inclusive aumentéda
{39, 84).

Existen numerosas evidencias en la literatura gque
muestran gque en €l higado cirrdtico se presentan alteraciones a
diferentes niveles; entre otros en el metabolismo del tej;do
conjuntivo v en las células parenguimatcsas. En relacidn a las
alteraciones gque se precsentan en los hepatocitos se hanvreportado
diversas anomalias en sistemas enzimdticos incluidos en 1la
membrana plasmatica. Se ha visto que 1la actividad de 1la
adenilato ciclasa se encuentra incrementada asi como los niveles
de AMFP ciclico y como consecuencia una reduccidn en el contenido
de glucdgenc hepdtico, también se han reportade reducciones
significativas en las actividades de las ATFasas de sodic—potasio

de calcio, que pu=dsn conducir a sesveras alteraciones en el

<

trarnsporte de ioneé y de sustratos.

El problema de la regeneracidn hepdtica (intoxicacidn
aguda con tetracloruro de carbono) se ha centrado en la budsgqueda
de factores gque regulen dicha respuesta hepatica, vy en laos
cambios gue pusdan s&r usados como un  patrdn del estado
proliferativo.

2is ©0 qQquizd siete hormonas vy algunps amincdcidos

61
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parecen regular la proliferacidn hepdtica (74). Entre estas
hormonas estanm la insulina, glucagon, factor de crecimiento
epidérmico, hormona paratiroidea, calcitonina, iodotironinas vy
los gluco—~corticoides.

Son conocidos los efectos opuestos de la insulina y del
glucagon scbre el metabolismo de los lipidos y los carbohidratos
en el higado. El glucagon precsenta efectos catabdlicos vy 1la
insulina anabdlicos; sin embargo, ambas tienen efectos
sinergisticos favoreciendo la proliferacidn hepatica.

El glucagon parece cer importante en la sintesis de
fosfatidilcolina puesto gque esta hormona estimula la actividad de
una metiltramnsferasa gque cataliza la transformacidn de fosfatidil
etanolamina a fosfatidilcolina (16). Esta estimulacidn no se
sabe si es causada por el glucagon & traveés de AMFCc ©o por una
accidn mds directa. Lo interesante es que los cambios en 1la
accidn del glucagon sobre el hepatocito pueden modificar las
relaciones entre los lipidos de la membrana.

En el caso de la insulina, hasta hace muy poco tiempo,
su mecanismo de accidn era incierto. Experimentos recientes (64,
117, 122) parecen haber encontrado un segundo mensajero para la
insulina, el cual parece ser un pegptido cuyo peso molecular es
aproximadamente 1000-2000 y qgue se.genera cuando la insulina se
une a su receptor: el péptido mimetiza algunés funciones de 1la
insulina. 5in embargo hay muchas otras explicaciones acerca del
mecanismo de accidn de insulina y al presente se reguiersn mas
experimentos para aclarar este problema.

Con respecto a los cambios inducidos por insulina en la
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compnsicidn de la membrana plasmdtica se conoce muy poco.

Como va mencionamos, la teoria moderna mas aceptada
para explicar la hepatotoxicidad del tetracloruro de carbonc se
basa en la facilidad de este compuesto para biotransformarse en
radicales libres, por ejemplo CCl1Z., por lo tanto posee una alta
capacidad de reaccionar con moléculas organicas, tales como
lipidos y provocar reacciones en cadena autocataliticas. A este
proceso e le llama lipoperoxidacidn.,

El proceso de 1ipoperbxidacidn tiene serias
consecuencias a nivel de 1las .membranas, las cuales =Yuly]
wtremadamente complejas e involucran no solamente a los lipidos
poliinsaturados, sino también a un gran numeroc de prateinaé
integrales de la membrana.v Las membramas de la mitocondria y del
RE tienen una elevada proporcidn de ascidos grasos poliinsaturados
(Z0), tales como el dcido araniddniCD (50). En consecuencia,
ectas membranas son extraordinariamente susceptibles al dafio por
lipoperoxidacidn. Las alteraciones en la actividad de la NADH-
citocromo c reductasa y el sistema succirno—-oxidasa de 1las
mitocondrias de corazdn e higado se han asociado con el dano
lipoperoxidativo.

Observamos Qque después de la lipoperoxidacidn  hay

alteraciones en la interaccidn lipido—-lipido y lipido-proteina,

iy

si como pérdida de la conformacidn estructural de las proteinas
de la membrana.

Los fosfolipidos son esenciales para el normal
funcionamiento de una gran variedad de enzimas microsomales como

la glucosa—-6-fosfatasa (32, 1las ATFasas ((83), 1la UDF-
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glucuroniltransferasa (47) y el sistema metabolizante de drogas
(21, 45, 131, 156), por 1o gque resulta obvio que desde el punto
de vista de dano hepdtico producido por CCl14, la actividad de
estos sistemas enzimdticos se verd abatida, no solo por el daho
lipoperoxidativo de 1los fosfolipidos y la alteracidn de 1la
conformacidn estrucctural de las proteinas de la mémbrana, Sino
también por el hecho de gque en la intoxicacidn con CCl4 se
modifica 1a.proparcidn de determinados fosfolipidos, 10 cual
trase como consecuencia un abatimiento en la actividad de diversos
sictemas enzimdticos incluidos en la membrana y cambios en la
microviscosidad de la misma.

Se ha demostrado (131) que una disminucidn en- la
relacidn colesterol a fosfolipidos disminuye la microviscosidad
de 1la membrana y que un incremento en los Jdcidos grasos
poliinsaturados contenidos en los fosfolipidos disminuye 1la
microviscosidad. Agsimismo, un incremento en la relacidn de
fosfatidiletanol amina a fosfatidilcolina incrementa la
microviscosidad (36) y gue la remodelacidn de las proteinas de
las bicapas de fosfolipidos disminuye la microviscosidad (59).

Weddle vy Hornbrook (152) han comprobado gque e1 CCl4
dieminuye el contenido relativo de dcidos grasos poliinsaturados
de los fosfolipidos del higado. También se ha demosirado (130)
que el CCl4 aumenta la relacidn de +05+étidiletanolamina a
fosfatidilcolina en homogenado de higado.

Lamb y Schwartz (71), recientemente demostraron gue el
CCl4 también activa a la fosfolipssa C, conduciendo al deteriocro

de los fosfolipidos. For otra parte, Moore (87) comprobd gue el
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tC14 aumenta el contenido de calcioc ctitosdlico, asoci:ado con la
nérdida de calcio del RE, con lo cudl podria entonces activarse
la metilacidn de fosfolipidos, contribuyendo de esta manera al

aumento en la fluidez de las membranas.

Tratamiento del Danhoc Agudo

El hecho de que el radical CCl13. y demas radicales
libres secundaries consuman las defensas enddgenas e inicien el
proceso de lipoperoxidacidn destructiva ha motivado profundas
investigaciones gque han conducido al descubrimiento de sustancias
que aportan proteccidn contra el proceso de lipoperoxidacidn
destructiva. Se han descubierto una gran variedad de sustancias
gue no guardan relacidn guimica alguna entre si y que protegen
del proceso de lipoperoxidacidn por diversos mecanismos. Entre

otras, destacan las siguientes:

1. Tocoferoles (vitamina E) (19, 41).

2. Etilendiaminotetra-—-acetato (EDTA) (136).
Z. SEF-525A (44, 81).

4. FPropilgalato (138).

S5. Cistamina (18).

4. Dietilditiocarbamato (DEDTC) (77).

7. Selenio (30, B8B3).

8. Metionina (58).

9. Adenosina (54).

10, Teofilina (58).

11. Frem=ztazina (118).



12. Difenil-p-fenilendiamina (DPPD)’(2?, 118;.

13. ARcido ascdrbico (161).

14, Cimetidina (57, 80).

15. Dietilen-triamino—-penta-—acetato (DETAFAC) (34).
16. Glutatidn (48).

17. Colchicina (111, 142).

1.5 Drogas Utilizadas en el Tratamiento del Dafho Crdnico

{Cirrosis})

En 1a actualidad se ha encontrado que es posible
influir favorablemente la cirrosis hepdtica por medios
farmacoldgicos. Estos se basan fundamentalmente en la
okservacidn descrita en la literatura de los resultados obtenidos
en estudios experimentales en animales y en humanos (&2, 110,
111, 128).

Al demostrarse gue, uno de los mecanismos comunes a

través del cual diversos agentes etioldgicos pueden dar lugar a

una cirrosis, es la produccidn aumentada de tejido fibroso, se

han empleado diversos agentes con probable actividad
antifibrogénica en el manejo terapéutico de los p&acientes con

cirrosis (112, 113). Los agentes terapéuticos empleados incluyen:

1. Andlogos de Prolina

Estos compuestos compiten con la prolina por el RNAt
incorpordndose asi en la molécula de la col &gena. La

incorporacidn de este compuesto extrafo en la moléula cambia el

eje de su hélice con lo que interfieren con las reacciones de
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hidroxilacidn. Como consecuencia no se forma la triple hélice vy
la coldgena no se transporta a velocidad normal hacia el espacic

extracelular, sino gque se degrada intracelularmente.

2. Agentes Quelantes de Hierro
Estos agentes inhiben la hidroxilacidn de los residuos
de prolina vy de lisina de la coldgena, impiden la formacidn de la

triple hélice v el movimiento transcelular de procoldgena. No

hay glucosilacidn.

3. fAgentes Latirogenicos
Son agentes que inhiben a la enzima lisiloxidasa y por

lo tanto no se forman los enlaces intra ni intermoleculares en la

mol écula de colagena.

4. Fenicilamina

Ecsta droga se combina con los grupos aldehido de 1la
mol écula de coldgena por lo que no se forman los enlaces intra e
intermolecul ares. A grandes concentraciones también inhibe a la
lisil-oxidasa.

=

5. Corticosteroides
l.os corticosteroides tienen un efecto antiinflamatorio
general Yy también son capaces de inhibir a la enzima

prolilhidroxilasa.

5. Colchicina

Entre los distintos compuestos con actividad
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antifibrogénica, la colchicina es la que en la actualidad se
considera con mayores posibilidades de éxito. Este compuesto es
un alcaloide neutral derivado de la planta Colchicum autumnale
y ha sido usado desde hace varios siglos en el tratamiento de
varios padecimientos, principalmente en el de la gota. Se ha
visto que el uso durante tiempo prolongado no se ha acompafiado
. de efectos adversos serios (62).

LLa colchicina posee varios efectos farmacoldgicos gue
resultan benéficos para el tratamiento de la cirrosis hepdtica.
Tiene 1la propiedad de impedir la polimerizacidn de la tubulina
para formar los microtdbulos y como consecuencia inhibe el
transpdrte transmembranal de las proteinas de exportacidn, en
especial de la coldgena (33, 94). Afumenta "in vitro" 1la
produccidn de colagenasa, enzima responsable de la degradacidn
extracelular de la col dgena (S52). Incrementa la liberacidn de
procolagenasa activada por proteasa.

Como consecuencia de su efecto antiinflamatorio 1la
colchicina estabiliza las membranas lisosomales, inhibe 1la
movilizacidn, adherencia y quimiotaxis de los neutrdfilos; inhibe
la citotonicidad mediada por neutrdfilos dependiante de
anticuerpos, inhibe la liberacidn de histamina de los leucocitos
e inhibe "in vitro” 1a liberacidn de cininas plasmaticas (79,
127 . Se ha visto que la colchicina protege las membranés
plasmdticas y estabiliza las enzimas con grupos —-SH, en su centro
activo (79, 129).

Sz ha reportado gque esta droga es capaz de modificar el

sistema de adenilato ciclasa del higado y como consecuencia los
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niveles de AMPc (75, B89, 92). Otro efecto de la droga sobre la
membrana es el que probablemente explica la elevacidn de 1la
fosfatasa alcalina que se observa cuando se administra colchicina
crdnicamente (67, 89, 111). .

De los datos reportados por Mourelle en 1981 (89), se
observa que en el modelo de cirrosis experimental con CCl14 en
rgtas, el +tratamiento con 1la colchicina regresa & valores
normales l1os niveles de glucagort, de T3, de T4 y de AMFc que se
encuentran alterados en la cirrosis, ademas el glucdgeno hepdtico
que estd disminuido como consecuencia de la elevacidn del AMPC
tambi é&n recupera los valores normales (89).

Uno de los sistemas enziméticos membranales gue juega
un papel preponderante en las células es el de las ATFPasas.
Estas énzimas membranales son muy sensibles a cambios en 1la
ecstructura de la bicapa, se ha demostrado gque pequehos cambios en
el microambiente que las rodea son capaces de modificar sus
actividades (8, 35, 43, 56, 61, &5, 69, 70, 127, 133, 137).

En las células hepdticas estas enzimas tiemen gran
importancia vya que ademds de regular los gradientes de cationes
también controlan el transporte de nutrientes indispensables para
el hepatocito (aminodcidos y azdcares) y el tranzsporte de acidos
biliares, pues estos udltimos se acoplan al transporte de sodio.
Dada 1la gran actividad metabdlica que desarrolla el higado ésto
es de gran importancia.

La ATFasa de Na+, K+ es una proteina incorporada a 1la
membrana celular con una orientacidn asimétrica fija. El
tramsporte activo de Na+ y de K+ involucra cambios

conformacionales protéicos asociados con movimiento de los sitios
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gue unen los cationes, cambiando la accesibilidad a los sitios de
la superficie opuesta de la membrana (92). Esta enzima acopla la

hidrdlisis de ATP a un flujo de cationes en contra de gradientes

electroquimicos. La enzima actda entonces como tramsductor que
convierte reverciblemente energia quimica en gradientes
electroquimicos para cationes (126). La estequiometria de 1la

reaccidn es de 2 K+ introducidos por cada 3 Na+ liberados de 1a
célqla v una molécula de ATP hidrolizada.

A pesar de que el Ca+2 entra continuvamente en forma
pasiva a la célula, la concentracidn intracelular de calcio (0.1
a 1 M) se mantiene en una concentracidn de I a 4 drdenes de
magnitud md&s baja que la del medio externc. Este hecho involucra
la exictencia de cistemas activose para la salida de calcio. Como
la ATPasa de calcio de la membrana (76). Mediante estudios
cingticos <=e ha demostrado la existencia de 2 sitios cataliticos
para esta enzima (93).

Ez evidente que el exceso de Ca++ intracelular puede
ser muy danino para cualguier c#lula y que los mecanismos de
defensa frente a 1la entrada masiva de Ca++ incluyen 1a baja
permeabilidad de la membrana al Ca++ y la actividad de la ATFasa
oue bombea Ca++ hacia el exterior celular (76). En las membranas
pla=mdticas de los hepatocitos se ha aislado un activador
diferente de 1la calmodulina que parece ser una proteina de 1la
membrana (93).

La fosfatasa alcalina (F.A.) es una esctoenzima a la que

no ce ‘le ceonoce exactamente la funcidn bioldgica (160), se

localiza en la superficie exterma de la membrama plasmatica del
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hepatocito. Su actividad especifica es de dos o S veces mayor en
el dominio canalicular que en el sinusoidal de la membrana
plasmdtica (37). Se han reportado (2) niveles elevados de F.A.
en alcohdlicos, en ratas tratadas con etanol (23, CC14, D-
galactosamina, alcohol alilico, +faloidina, amanitina y en 1la
hepatitis reactiva inespecifica (15, 33, 105, 135, 148).

Teschke et al (105) han reportado gque el higado graso
en humanos estd asociado con niveles hepdticos altos de F.A. Sin
embargo el mecanismo por el cual se modifica la actividad de 1la
F.A. permanece oscuro. |

Se han obeervado alteraciones estructurales Y
funcionales en las membranas plasmdticas de los hepatocitos

durante el tratamiento con alcohol (108, 157) y con CCl14 (33,

82). Estas alteraciones podrian estar relacionadas de alguna

manera con la actividad de la F.A.

La gamma—-glutamil transpeptidasa (GGTF) es otra enzima
de membrana que se encuentra en mayor abundancia en el dominio
carnalicular de la membrana plasmdtica del hepatocito. Al igual
que la F.A., 1la GGTF se ve modificada en el dano hepdtico (134)

por lo que sirve como indicador del mismo.

1.6. Silimarina

I1.6.1. Generalidades y Estructura

La silimarina es una mezcla de sustancias extraidas del
cardo mariano, Silybum marianum (L.) Gaertn. cuyo uso se

remonta a la antiguedad. Ecsta planta pertenece a la familia

asteracease, es decir al grupo de las compuestas. El
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cardo marianc no debe confundirse con los representantes del
género Cardus, va que no tiene nada en comdn con estas plantas,

es por esto que se le prefiere llamar 8. marianum (72).

El 8. marianum es natural del sur de Europa, Africa
del Norte y Asia Occidental y Central.

El extracto obtenido a partir de los granos de 1la
planta es una mezcla de sustancias activas que consta de tres
especies moleculares distintas (Fig. 3S): silibina, silidianina y
silicristina. Estas sustancias se - caracterizan por poseer
flavonoides y ser muy poco hidrosolubles.

La silibina representa el compuesto mds activo de 1la
silimarina aungue la silidianina y 1la& silicristina presentan
actividades cualitativas similares pero son menos potentes.

La +drmula de la silibina estd representada  por dos
gstructuras isoméricas (Fig. 5S5a y b), con un grupo hidroxi-2-
fenil-cromanon. Se distinguen de otros flavonoides, en
particular de los dihidroflavonoides por la condensacidn con un

alcohol coniferilico (149).

1.6.2. Estudios Farmacpoldgicos

La silibina y los otros constituyentes de la silimarina
son rdpidamente conjugados en el higado con sulfatos vy dcido
glucurdnico. Los conjugados pasan al plasma y a la bilis con una
recuperacidn mayor al 80% de la dosis administrada 1.V. Esto nos
sefiala la existencia de un ciclo enterchepdtico: absorcidn

intestinal, conjugacidn hepdtica, gxcrecidn por la bilis,

receptacidn por el intestino, hidrdliceis por la flora intestinal
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y se repite el cicloc (72).

lLos estudios de las propiedades farmacoldgicas de 1la
silimarina pueden dividirse en tres partes: los ensayos de
toxicidad, las caracteristicas generales vy los aspectos
particul ares.

a). Ensayos de Toxicidad.

lLa dosis 1letal S50 de la silimarina (solubilizado en
forma de hemisuccinato de Na) por via intravenocsa es de 400 mg/kg
para el ratdn, de 385 mg/kg para la rata y de 140 mg/kg para el
perro. Estas dasis no son fijas, ya gque dependen del periodo de
infusidn, si esta es lenta se pueden administrar 2 g/kg a la rata
en 2-3 hre. (72y. Por via intragdstrica 1la tolerancia es mayor,
la DL 50 en la rata por esta via estd alrededor de los 450 mg/kg.

El perro yila rata reaccionan a dosis de hasta 30 mg/kg
con hipotensidn arterial y bradicardia gque pueden suprimirse, en
gran medida, con ’atropina aungue nada hace suponer que 1la
silimarina tenga un componente de accidn simpaticomimeética. La
causa primaria faungque no la dnica) de muerte tras la
administracidn de dosis letales de silimarina debe verse en una
accidn inotrdpica negativa sobre el miocardio, como se deduce de
los experimentos in situ y de los realizados en preparaciones de
Langendor £+ de.corazdn aislado (147).

b). FPropiedades Genetralec.

La silimarina protege in vivo a los mastocitos
contra la accidn degranulante del 48/80. For lo mismo 1la
silibina no sé comporta como un aminoliberador a diferencia de
ciertos bioflavonoides. Suprime la liberacidn de seroctonina

debido a su efecto "estabilizador de membranas". Su efecto socbre
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la liberacidn de aminas podria explicar su accidn
parasimpaticomimética.

c). FPropiedades Farticulares.

lLas propiedades particulares de 1la silimarina se
refieren a su efecto hepatoprotector. Vogel fue el primero en
demostrar el efecto hepatoprotector de la silimarina en dano
hepatico experimental provocado por fzaleoidina (143-146).

Fosteriormente su efecto protector y curativo fue
confirmado en animales intoxicados con tetracloruro de carbono

(147), tioacetamida (49), D-galactosamina (120), etanol (96),

fenilhidrazina (139), halotano (125, praseodynium y
otros lantdnidos (132). También ha sido wutilizada en 1la
hepatectomia parcial quirdrgica (78} y en 1la clinica en

diferentes tipos de esteatosis y otros tipos de enfermedades
hepdticas (38).

En el caso de la regeneracidn hepdtica (hepatectomia
parcial quirdrgica) la silimarina aumenta desde el segundo vy
tercer dia el peso del higado con relacidn a los controles (78).
El incremento  es pequeno pero significativo. La silimarina
previene considerablemente el aumento de la actividad de enzimas
séricas causado por la D-—-galactosamina. Incrementa la conversidn
de UDP-hexosamina a UDF-acetylhexosamina en el higado y facilita
la normalizacidn del contenido del dcido UDP-glucurdnico en el
higado de las ratas (135).

La silimarina y la silibina (el compuesto méds activo de
la silimarina) son eficaces en prevenir la muerte de perros

intoxicados com faloidina (148). Estos son los animales gue mas
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se asemejan al hombre en la intoxicacidn con faloidina.

En el cacso de la intoxicacidn con alcohol 1a silimarina
normaliza los niveles de glutatidn reducido, glutatidn oxidado y
el cociente entre ambos (140).

El halotano aumenta la actividad de wvarias enzimas
séricas caracteristicas de dano hepdtico. Entre sstas enzimas se
encuentra la sorbitol deshidrogenasa, la alanina amino
transferasa. La silibina es capaz de revertir este efecto (125).

La administracidn en ratas, de prasecdimiun, cerium y
lanthanum produce'un aumento dosis dependiente en la actividad de
las enzimas séricas: transaminasa glutamico pirdvica (GPTY,
transaminasa glutdmico oxalacética (GOT) Yy sorbitol
deshidrogenasa (SDH). La silibina disminuyd considerablemente
(aunque no totalmehte) la anormalidad en las actividades
enzimaticas antees menciocnadas. También atenud el incremento en
la retencidn de la bromosuiphtaleina y previno la acumulacidn de
triglicéridos hepdticos inducida por el praseodimiun (132).

En cuanto al mecanismo de accidn de la silimarina se
cabe poco, sin embargo la mayoria de los autores estdn de acuerdo
en que por lo merns unno de los efectos de la silimarina es a
nivel de membrana (27) (147).

La acelerada renovacidn de la membrana (durante 1la
administracidn de silimarina) se acompana de un incremento en 1la
actividad fosfatasa alcalina. La hipdtesis mds probable segun
Pesplaces (27) indica que el cambio en la actividad de la F.A.
se debe a un cambio provocado por la silimarina en la membrana,
modificando su estado, posiblemente '"sstabilizdndola. Esto

podria 1llevarce a cabo modificando la composicidn lipidica, tal
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vez disminuyendo el cociente colesterol/fosfolipidos,

tace la colchicina (159). &8in embargo, esto no esta aun

y hacen

falta mds estudios para proponer un mecanismo de

como 1lo

aclarado

accidn.
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IZ. OBJETIVO

Como se menciond en el punto I.4., las membranas y sus
lipidos son primordialmente afectados frente a 1los agentes
hepatotdiicos. También sabemos la importancia de la integridad
de la membrana vy de 1la proporcidn que deben guardar los
diferentes lipidos para el dptimo funcionamiento de las enzimas
membranales, sistemas de transporte, receptores para hormonas,
sicstemas de mensaje y muchos procesos mas, involucrados en el
dano hepdtico.

La silimarina es una droga considerada
hepatoprotectora, se ha usado prinmcipalmente en intoxicacidn con
faloidina (147-1464) en donde resulta muy eficaz. Sin embargo no
existe suticiente informacidn acerca de su uso en intoxicaciones
con CCl14 y no existe ningdn estudio acerca de la influencia de la
silimarina en el daﬁo agudo y crdnico con CCl4 en la composicidn
lipidica de la membrana.

El obietivo del precsente trabajo consistid precisamente
en estudiar los cambios prodﬁcidos por el CCl4 en la composicidn
lipidica de la membrana plasmdtica del hepatocito Y su
modificacidn por la silimarina. Este estudio abarcd tanto a la
intoxicacidn aguda como crdnica con CCl4.

También se hicieron cortes histoldgicos de higado, con
el fin de demostrar el dano hepsdtico.

En los casos en los que se encontraron alteraciones en
la’ composicidn lipidica se midieron enzimas de membrana para
correlacionar el cambio en los lipidos con 1la actividad

enzimdtica.
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ITI. JUSTIFICACION

Un gran numero de agentes guimicos y bioldgicos pueden
inducir dafo hepdtico. Algunas hepatotoxinas son productos del
metabolismo de plantas, hongos o bacterias, otras son
minerales. Muchos son productos, subproductos o desperdicios de
la industria quimica o farmacéutica. El daho hepdtico se puede

llevar a cabo en una variedad de circunstancias. Algunas toxinas

naturales tales como los péptidos de Amanita phalloides,
alcaloides de perrolizidina, se  pueden encontrar como
contaminantes occidentales en 1la dieta. Otras como las

micotoxinas son ingeridas debido a condiciones climdticas vy a
prdcticas culturales en algunas partes del mundo, favoreciendo su

presencia como contaminantes en los alimentos.

Los hepatotdxicos gquimicos también pueden ser
ingeridos como contaminantes accidentales en 1la dieta. Este
fendmeno es ilustrado por 1la epidemia YEpping Jaundice" en

Inglaterra causada por la contaminacidn de un gran suplemento de
harina con 4,4°—-diaminoc-diphenyl metano (143); vy por la enorme
cantidad de personas con dafo hepdtico y porfiria en Turquia por
la ingestidn de trigo &l cual se le hiabia agregado
hexaclorobenceno como fungicida (68).

lLa exposicidn doméstica a hepatotdricos puede resultar
de 1la inhalacidn o ingestidn accidental o suicida de tdxicos
conocidos (CCl14, fosforo eiemental, cales de cobre), o
debido a prolongadas csobredosis de algunos agentes medicinales
(acetaminofen, sulfato ferroso) (20, &%, 68, 119).

Varios agentes hepatotdxicos han sido utilizados en 1la
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industria (hidrocarburos clorados, compuestos nitroaromaticos,
nitrosaminas, arsenicales inorgdnicos, cloruro de vinilo) (10,
116, 119, 163), aunque en la actualidad a los agentes a los que
se les reconoce hepatotoxicidad potencial se les utiliza con
mucha precaucidn, ademé&s dentro de los subproductos industriales,
decechos vy pesticidas que contaminan el medioc ambiente, se
encuentran hepatotoxinas conbcidas (11, .

El dafio hepdtico debido a agentes medicinales s una de
las facetas de hepattotoxicidad de mayor interés para la clinica,
va gque existen un gran ndmero de drogas que pueden producir dano
hepatico como resultado de un error en el tratamientoc o debido
a prolongadas sobredosis (63, 27, 163).

For otra parte sabemos que la cirvrosis hepatica
cornstituye una de las principales causas de muerte en ] mundo.
Mientras ogue en el hémisferio oriental resulta como consecuencias
de 1la esquistoscmiasis hepatoesplénica (130)3 en el hemisferio
occidental el alcoholismo es el responsable de mas del 604 del
total de muertes atFibuibles & cirrosis hepdtica (24, 40).
Rojikind (114) ha reportado que en México y en los Estados Unidos
de Norte é&mérica, 1la cirrosis hepdtica es la tercera causa de
muerte de individuos de ambos sexos entre 30 y 60 ahos de edad, vy
gue la incidencia de esta enfermedad sigue aumentando.

La hepatotoxicidad experimental es una faceta de
relevancia singular y de gran importancia en la medicina humana vy
en la veterinaria (162). También la hepatologia experimental
provee modelos para el estudioco de fendmencs bioguimicos,

fisioldgicos, patoldgicos, farmacoldgicos y clinicos.
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IV, MATERIALES Y METODOS

IvV.1. Intoxicacidn fguda con CCl4

Se usaron ratas Wistar macho cuyo peso oscilaba entre
200 y 2850 g vy se les administrd por via intragdstrica, wuna
solucidn de CCl4 en aceite de maiz (1:1, v/v) (88) a razdn de

0.9 ml/100 g de peso. Los animales se sacrificaron 24 hs después

de la intoxicacidn.

.z, Intoxicacidn Crdnica con CCl4 (88)

Se usaron ratas Wistar macho,v cuyo peso oscilaba
inicialmente entre 'los 530 y 75 g y se les inyectd por via
intraperitoneal 0.15 ml de la solucidn de CCl4 en aceite mineral

cada tercer dia, durante 8 semanas o mds segidn se indique en los

resultados, con el siguiente protocolo:

la. Semana: CCl4: aceite 1:7.
2a. Semanas CCl14: aceite 1:6.

Ja. Semana: CCl14: aceite 1:5.

f4a. en adelante Semana: CCl4: aceite 1:4.
gl aceite utilizado fue nujol (aceite mineral-Sigma). Los
animales se sacrificaron 3 dias despugs de la iltima

administracidn.
Ecste esquema de intoxicacidn fue disefiado con el fin de
mantener aproximadamente la misma dosis por gramo de peso de las

tratas durante todo el proceso.
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IV.3Z. Tratamiento con Silimarina
IV.3.1. En el Dafo Agudo

La silimarina se administrd en forma de suspensidn en
carboximetilcelulosa (CMC) al 0.7% & una dosis de 200 mg/kg i.p.
conjuntamente con e1 CC14. Tambien se hizo un grupo control gue
recibid Jdnicamente silimarina y otro dnicamente con el vehiculo

(CMC) .

La silimarina se administrd también en suspensidn de
CMC al 0.7% pero a una dosis de 30 mg/kg p.o. S veces a la semana
durante el pericdo de tiempo gue se indica en el apartado de

resul tados.

IV. 4. Determinacidn del Grado de Lipoperoxidacidn (13)

La lipoperoxidacidn se midid cuantificando el
malondialdehido formado con el dcido tiobarbitdrico (MDA).

Se hizo un homogenado de higado en agua tridestilada
(1:9) F/V.

Una muestra de homogenado conteniendo S mg de proteina
se llevd a 1 ml con Tris-HCl 0.15 M, pH 7.4 vy sé incubd 30 min a
7 C. Se agregd 1.5 ml de dcido tricloroacético al 20%
(ajustando a pH 2.5 con KOH) y 1.5 ml de dcido ticbarbitdrico al
0.8%. Las muestras se colocaron en un bafio de agua hirviendo por

45 minutos y posteriormente se les agregd 1 ml de KEC1 al 2%.

El complejo colorido formado se extrajo con una mezcla
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butanol-piridina (15:1, v/v) y se leyd a 532 nm.

El coeficiente de extincidn molar (E) del complejo

- -/ -

malondialdehido—-ticbarbitdrico es 1.56 x 103 cm M .
o S s w7
-~ . | ya / ;
o - L L e i vy (o A ol by A
- 7 - // DR e ol Jl/ / [4 /
IV. 5. Obtencidn de las Membranas (91)

Las ratas se anestesiaron con éter y se les extrajo el
higados 10 g de higado se picaron con tijeras, agregdndoseles 25
ml de NaHCO3 1 mM y se homogeneizaron en un homogenizador Dounce
de vidrio (émbolo flojo) mediante 8 golpes fuertes de émbolo.
Cada 20 g de higado tratado de esta manera se juntaron y se les
afiadieron 450 ml de NaHCO3 1 mM. Esta suspensidn se agitd
durante I minutos, y se filtrd a través de 2 capas de gasa. Este
filtrado se pasd ahora a través de 4 capas de gasa. El nuevo
filtrado =se distribuyd en botellas de centrifuga de 250 ml, vy se
centrifugd a 1300 » g a 4 C. El sobrenadante se descartd v 1la
pastilla se homogenizd con 3 golpes suaves en el mismo
homogeneizador: 48 ml de este homogenado se mezclaron con 62 ml
de cacarosa al 694 y se ajustd para que quedara con uh indice de
refraccidn igual al de una solucidn de 44% 0.1% de sacarosa,
esto con un refractdmetro AEBEE.

Veinticinco mililitros de esta suspensidn e colocaron
en tubos de centrifuga (Rotor SW 27) cuya capacidad es de 38.5 ml
y e les agregd sacarosa al 42% en el volumén necesario para
llenar el tubo con el objeto de formar un gradiente discontinuo.
Se centrifugd durante 150 minutos a 25,000 rpm a 4 C. El
material que flotd despuéds de la centrifugacidn se recogid con

una espatula con forma de cuchara. Ecte material flotante se



pasd a traveés de jeringas con agujas No. 18 primerc y después del
No. 20. A esta fraccidn le hemos llamado "membranas parcialmente
purificadas".

Las pastillas se resuspendieron en NaHCO 1 mM y se

almacenaron en un congelador Revco a —-70 C hasta su utilizacidn.

IV. 6. Extraccidn de Lipidos (151)

A n ml de muestra se ahadieron lentamente a 5 x n ml de
metanol en matraz con &agitacidn suwave durante 30 min. A
temperatura ambiente.

Se ahadieron S » n ml de cloroformo agitandoc
vigorosamente. Después de 15 min se filtraron los solventes por
papel Whatman No. 1. Se regresd el residuo al matraz vy se
extrajo 2 veces mds en la misma fdrma. Se combinaron los
filtrados v e evaporarocn a ceguedad bajo corriente de en N2
a 25-37 C. El residuo se extrajo con cloroformo, metanol vy kCl
0.1 N en la proporcidn (5:3:2) % n.

Se agitd en embudo de separacidn y se extrajo la fase

org#nica (inferior), se evapord en atmdsfera de Na.

Se resuspendid en 0.5 ¥ n ml de benceno.

IV.7. Preparacidn de las Flacas para Cromatografia en

Las placas para identificar los lipidos se prepararon
como sigue:s

41 g de silica gel G-60.

4.5 g de sulfato de amonio.

103 ml de HZ0.

36



En cada caso la suspensidn se colocd sobre placas de
vidrio de 20 cms % 20 cms con el aparato formador de placas.
Las placas se dejaron secar a temperatura ambiente 24

hs antes de usarse.

FPara separar las diferentes especies de fosfolipidos se
usd el siguiente sistema de solventes:
Cloroformo : Metanol : Acido Acético @ Agua
0 20 9 5

la c4dmara se dejd saturar durante 2 horas.

IV.8. Cromatografia de Fosfolipidos (151)

Se aplicaron sobre las placas 10 ul del extracto de

lipidos totales. Una wvez <cecas las manchas, laz placas se
introdujeron en las cdmaras con el sistema de solventes
antericrmente descrito y saturadas. El solvente se dejd llegar
hasta 14 cms pDr'arriba del punto de aplicacidn. El tiempoc de

corrida aproximado fue de 1 hora.

Fara identificar las diferentes especies de lipidos se
realizaron las siguientes pruebas:

al. Fosfatidil serina (FS8): se identificd mediante el
uso de un estdndar purc del fosfolipido (Sigma) y por su reaccidn
ecpecifica con ninhidrina. Una solucidn de ninhidrina 1% en

butanol se rocid por encima de la placa. La placa se calentd a
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120 € por 10 min. La mancha correspondiente did un color
violeta.

b). Fosfatidil etanolamina (PE): se usd un estandar
puro del fosfolipido (Sigma) y también se corrobord con la prueba
de ninhidrina.

c). Fosfatidil colina (FC): se usd también un
estdndar puroc sintético-dipalmitoil 1lecitina yv se le identificd
con el reactivo de Dragendorff especifico para grupos amino
cuaternarios.

d). Esfingomielina (SFH): se hizo mediante un estandar
purc (BDH) y con la reaccidn de Dragendorf+. El co}or gque did la
prueba de Dragendorff fue amarillo.

e). Fosfatidil inositol (FI): se usd un estandar puro
(Applied Science Laboratories) que igual gque en los casos

antericores se juntd con el extracto.

IV.10- Determinacidn Cuantitativa de les Diferentes

Una vez separados 1los lipidos por cromatcocgrafia e
identificados con los estdndares, las manchas se rasparon y se
colccaron en tubos especiales libres de fdsforo, posteriormente
se llevd a cabo el siguiente procedimiento:

a). Reactivos:

FHZ2FO4 10 mM en H2504 0.1 N,

Mg (NO3)2 6HZ20 10% F/V en etanol.
HC1 0.1 N.

Acido ascdrbico 10% F/V (fresco).

Molibdato de amonio al 0.42% en H2504 1 N.
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b). Se tomd 1 ml de la solucidn de KH2ZF04 vy se llevd a
100 ml con agua (100 nmoles/1 ml). De esta solucidn se colocaron
0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ml. Estos estdndares se colocaron en
tubos especiales para fdsforo (al igual que las muestras).

Tanto a las muestras como a los estandares se les tratd
de la siguiente manera:

1. 8Se calcind con 30 ul de Mg (NO3)2 6H20.

2. Se agregd 0.3 ml de HCl 0.1 N.

3. Se hirvid 15 minutos a ebullicidn.

4, Se agregd 0.3 ml de HZ0 tridestilada.

5. Se agregd 0.2 ml de 4cide asﬁdrbico 10%.

6. Se agregd molibdato de amonio (1.2 ml).

7. Se incubd a 37 C 30 minutos.

2. Se leyd a B20 nm.

Se hizo la curva estdndar y se calculd el contenido de
fdésforo inorgdnico en las muestras ({eguivalente a la

concentracidn molar del fosfolipido.

IV.11. Determinacidn de Colesterol (1)

Se prepard una sclucidn estdndar de colesterol 100
mg/100 ml (1 Ugs/ul) en cloroformo.

Se colocaron alicuotas por duplicado de 30, 50, 70, 100
y 120 ul de este estdndar en tubos con tapdn. ™ Se evapord el
cloroformo bajo corriente de Na.

Se colocaron 100 ul de membrana en tubos con tapdn de

vidrio, tanto a 1los estdndares como a las muestras. S les

agregaron 2.5 ml de KOH alcohdlico preparado de 1la siguiente
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maneraz:

10 g KOH + 20 ml H20 (solucidn stock).

De esta solucidn stock se tomaron 6 ml y se les agregd
24 ml de etanol. Esta mezcla se prepard en el momento.

Se taparon los tubos, se agitaron y se incubd a 37-40 C
por 95 minutos.

Se colocaron los tubos en hielo y se agregaron 5 ml de
gter de petrdleo frio, se agitd y se adicionaron 25 ml de HZ20.

Se agitd durante 1 minuto.

Se dejd sedimentar hasta romper la emulsidn y se tomd
una alicuota de 4 ml de la fase de éter de petrdleo (superior) vy
se evapord a bafo maria (50 L), se termind de secar bajo
corriente de NZ.

Se prepard el reactivo de Liebermann Buchand como se
describe a continuacidn:

20 volumenes de anhidrido acético se enfriaron en
hielo, se agregd 1 volumen de H2504 concentrado, se agitd y se
agregaron 10 volumenes de #cido acético. El reactivo ce puso a
temperatura ambiente y se utilizd al momento.

Se anadieron 2 ml del reactivo a cada tubo de muestra o
gestdndar y se incubd a 25 C por 30 minutos se leyd a 420 nm en el
espectrofotdmetro.

Se hizo la curva esstdndar y ce calculd el contenido de

colesterocl en las muestras.
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.12, Determinacidn de Froteinas por

Reactivos:

Acido fosfdrico 85% 100 ml.

Etanocl 5% SO ml.
Azul de

Coomassie G-250 100 mg.
H20 C5F 1000 ml.

Se hizo un estdndar de albumina sérica bovina (BSBA)
mg/ml., se hicieron estdndares de 10-25-50-75-100 wul, vy

tomaron las muestras.

1

se

Tanto los estandares como la muestras se llevaron a 100

ul. 5e anadieron 2.5 ml de reactivo, se agitd y se leyd a S935

en el espectrofotdmetro.

IvV.13. Determinacidn de Enzimas

al. La fosfatasa alcalina se midid con la técnica
Berger y Rudolph (6);

b). La gamma—glutamil transpeptidasa se midid con
métocdo de Glossmaun y Neville (46).

c). La medicidn de la ATFacza de Na+/kK+ se llevd

cabo con el métocdo de Fullman y Fenefsky (100-101).

IV.14. Incorporacidn de Fosfolipidos a Membranas

—_—L s

El fosfolipido disuelto en algin solvente se colocd

nim

de

el

en

un tubo (tubo 1) de ensayo y se evapord bajo corriente de N2,



Ura vez ceco el fosfolipido, se le anadid un buffer tris—~HCl, pH
7.4 que contenia 1% de octil glucdsido. Se agitd en un vortex
hasta que todo el fosfolipido se soclubilizd.

En otro tubo (tubo 2) se colocaron 100 ul de membrana,
se’ le agregd trie-HCl1 7.4 y octil glucdsido para tener una
concentracidn final de 1% de detergente y un volumen del doble
del tubo 1. Se agitd para solubilizar la membrana.

El 3S0% del volumen del tubo 2 se virtid en el tubo 1,
se agitd y se inmcubd 30 min a 37 C para permitir la fusidn.

Se diluyd 1:1 la membrana remanente del tubo 2 con
tris-Hcl 7.4, Dctil'gluédsido 1% para tener aproximadamente la
misma concentracidn de membrana en ambos tubos.

e hizo wun control con membranas y tris-HC1 7.4 sin
detergente. Se midieron las enzimas y se determind proteina en

loe 3 tubos: membranma + buffer, membrana + detergente, membrana +

detergente + fosfolipido.

Iv,15, Tratamiento Estadistico de los Datos y Significancia de

_——= A ===

l.os resultados obtenidos en las determinaciones de cada
grupo de ratas fueron promediados cbteniéndose la media (M) el
error estdndar de la media (EEM) y se compararon con los valores
promedic del grupo control respectivo. lLas diferencias entre el
grupo control vy 1los tratados se compararon estadisticamente
utilizando la prueba "t" de student para muestras pareadas (156).

En el caso de las regresiones lineales se calculd el
coeficiente de correlacidn y ademds se llevd a cabo un andlisis

=

de varianza (ANDEVA) para la regresidn lineal simple (156).
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V. RESULTADOS

La figura &6 muestra que el TIZ14 administrado en dosis
aguda aumentd la lipoperoxidacidn hepdtica casi 4 veces con
respecto al control (p < 0.0035), cuanco se administrd silimarina
conjuntamente con el CCl14 se previno parcial pero
significativamente (p < 0.005) este efeczto.

En 1la figura 7 se muestra un corte de higado de rata
control en el gue se observa la integcridad del parénquima y 1la
cldsica estructura poliédrica de los hepatocitosy £4 hs después
de la intoxicacidn aguda con el CCl£ se observd necrosis del
parénquima, pérdida de 1la estructurs 1lobular, hinchazdn de
células y vaciamiento celular (Fig. 8!. La silimarina también
previno parcialmente las alteraciocnes =structurales causadas por
el CCl14 (Fig. 9), notandose en los cc~tes correspondientes que
las zonas de dafio fueron menores.

El colorante Rojo Sudadn tine =zelectivamente de rojo las
zonas del tejido que tienen acumulacior =s de grasa. En la figura
10 =se muestra un corte de higaco de rata control que
prdcticamsnte na presenta acumulacidn c=z= grasa. En la figura 11
se muestra un corte de higado de ura rata intoxicada con CCl4
en la qgue se aprecian grandes acumul aciones de grasa,
principalmente cerca de la vena central, zona por la que entra el
CCl14. La figura 12 muestra un corte de higado de rata
tratada conjuntamente con silimarina y ZCl14; en la que se observa
una situacidn intermedia en donde as acumulaciones de grasa

estan limitadas a peguefas zonas.
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cClq

[ caa+ silimorino
1.57 : Silimorino

)

04-

LIPOPEROXIDAGON
{nmoles M DA/ mgq prot. 30 min

Fig. 6. Grado de Hpoperoxidacibn en homogenados de hfgados de ratas tra-
tadas con gy silimarina. las ratas se sacrificaron 24 bhrs.
después del tratamiento con CCY4 (4 g/kg) p-0. ¥/o silimarina

200 wma/kg) 1.P- s

Los resultados se muestran Como 1a wedia de a) menos 5 ratas
£.E.N

+ Significa p < 0.025 comparado con el control.
¢ Significa p < 0.005 comparado con el grupo de CClg.

Fig. 7. Tincidn de hematoxﬂina-eosina en un corte de higado de rata
control.



Fig. 8. Tincion de hematoxilina-eosina en un corte de higado de rata
tratado con CCl4 (4 g/kg) p.o.

Fig. 9. Tincion de hematoxilina-eosina en un corte de higado de rata tra-
tada con CC14 (4 g/kg) p.o. y silimarina (200 mg/kg) i.p.



Fig. 10. Tincidn de Rojo Suddn en un corte de higado de rata control.



Fig. 11. Tincidon de Rojo Suddn en un corte de higado de rata tratada con
CC1l5 (4 g/kg) p.o.

Fig. 12. Tincidn de Rojo Sudan en un corte de higado de rata tratado con
CC14 (4 g/kg) p.o. y con silimarina (200 mg/kg) i.p.



Cabe mencionar Qque 1los cortes de higados de ratas
tratadas Jdnicamente con silimarina no mostraron diferencias con
relacidn a los controles que solo recibieron el vehiculo.

La figura 13 muestra las relaciones
colesterol /proteinas (CH/Frot.), fosfolipidos/proteinas
(PL/Prot.) vy colesterol/fosfolipidos (CH/PL) en las membranas
plasmaticas aisladas de hepatocitos de ratas. Como se puede
apreciar, el CCl4 disminuyd significativamente (P < 0.005) el
contenido de colesterol, incrementd el de fosfolipidos (P <
0.005) vy por lo tanto disminuyd el cociente CH/PL (p < 0.0035).
La silimarina 'adminiétrada junto con el CCl14 no fue capaz de
prevenir estos cambios.

Cuando se midid la actividad de la fosfatasa alcalina
(FA) en las membranas plasmdticas de ratas tratadas con CCl4
=e presentd una actividad casi un orden de magnitud inferior al
control (p < 0.003) (Fig. 14Y. La silimarina previno totalmente
esta caida y ademds por si sola elevd la actividad de la FA 3
veces por encima del control (p < 0.005) (Fig. 14),

La GGTF membranal (Fig. 15) también mostrd una
actividad mucho menor (25 wveces) comparada con 1la de 1los
controles (p < 0.008). La silimarina previno parcial pero
significativamente (p < 0.008) la caida de la actividad de esta
enzima causada por el CCl14 (Fig. 15).

En 1la tabla 1 se muestran los resultados del andlisis
de 1los fosfolipidos realizado en las membranas plasmaticas de
hepatocitos de ratas control, tratadas agudamente con CCl4,

tratadas con CCl4 + =silimarina y ratas gue dnicamente recibieron
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Relaciones colesterol/proteina (CH/Prot.), fosfo)i;idos/pro'teina

(PL/Prot.) y colesterol/fosfolfpidos (CH/PL) en membranas plasm§
ticas de hepatocitos de ratas tratadas con (Cl4 y siltimarina.

Las ratas se sacrificaron 24 hrs. después de) tratamiento con
€C13 (4 g/kg) p.o. y/o silirarina {200 mg/kg)} i.p.

Los resultados se eapresan comd 13 media de al menos 5 ratas 2
E.E.M, s

* Significa p <« 0.0C5 comparado con el control,
# Significa p « 0.005 comparado con el grupo de CC\4.
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14. Actividad de la fosfatasa alcalina (F.A.) en membranas plasmiti-
cas de hepatocitos de ratas tratadas con CCl4 y silimarina. Las
ratas se sacrificaron 24 hrs. después del tratamiento cun CCl4
(4 g/kg) p.o. y/o silimarina (200 mg/kg) i.p.

to; aesultados se expresan cono la medfa de al menos 5§ ratas &

* Significa p < 0.005 comparado con el control.
# Significa p < 0.005 comparado con el grupo de cc14.
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Fig. 15, Acti#idad de la gama-glutamil transpeptidasa (GGTP) en membranas
plasmiticas de hepatocitos de ratas tratadas con CCla y silimarina.

Las ratas se sacrificaron 24 horas después del tratamiento con CC14
(4 g/kg) p.o. y/o silimarina (200 ma/kg) 1.p.

Los resultados se expresan como 1a media de al menos S ratas + E.E.M.
* Significa p < 0.00% comparado con 61 grupo control.
¢ Significa p < 0.005 comparado con el grupo de CCl4.



silimarina. Los fosfolipidos que mostraron cambios
significativos en loe diferentes tratamientos fueron el
fosfatidilinositol (FI) y la fosfatidiletanolamina (FEA). Estos
cambios se encuentran graficados en las figuras 16 y 17, el
contenido se expresd como % con respecto al total de fosfolipidos
en las muestras.

El C€Cl14 condujo a una dieminucidn en el contenido

porcentual de la FEA, esta caida fue prevenida en su totalidad

4

mediante la administracidn conjunta de silimarina (p L 0.005)

(Fig. 16&).

Con relacidn al contenido de FI se puede ver gque fue

mayor en las membranas del grupo tratado con CC14 (p 4 0.035) vy
gue la silimarina fue capaz de prevenir parcialmente este
incremento fp < 0.05). En este caso, la silimarina "per se' no
alterd el contenido de FI (Fig. 17).

Como se menciond en la introduccidn de este trabajo,
los lipidos determinan el microambiente para las enzimas
embebidas. en la membrana vy regulan la actividad de é&stas. For
lo tanto es importante observar si existen correlaciones entre la
actividad de la F A membranal con los cambios en el
contenido de los lipidos, asi tambi én con el cociente
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina (FC/FEAR).

En la Fig. 18 se muestra la variacidn de la actividad

de la FA membranal con el contenido porcentual de FEA de la

membrana. Cada punto graficado corresponde a los valores
experimentales ‘obtenidos al analizar las membranas de los
diferentes grupos de tratamientos (control, cCl4, cCig  +

silimarina y silimarinal. Es importante notar el alto
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Tratamiento ccl cal { 4g/kq } Stlimarina

. Control 4 45
Fosfolipido (49/kg) Silimarina (200 mg/kg) (200 mg/kg)
Fosfatid{linosito! Z 14.8 + 0.8 33.7 ¢+ 1.8* 24,7 ¢ 0.9”' 11.8 ¢+ 0.6
Esfingomielina % 10.3 ¢+ 1.5 9.0 £ 1,2 6.6 + 0.6 7.6 £ 0.7
Fosfatidilserina % 12.0 + 0.4 9.1+ 1.2 4.2 + 0.3 6.7 + 0.9
‘Fosfatidilcolina % 33.5 ¢ 1.1 30.8 + 2.7 36.6 + 0.7 33.6 £ 1.6
Fosfatidiletanolamina % 30.6 £ 2,0  21.7 & 2.1* 27.8 ¢+ 0.5 39.5 + 2.5

TABLA 1. Contenido de fosfolfpidos en las membranas plasmiticas de hepatocitos de
ratas tratadas con CClg y silimarina.

Las ratas se sacrificaron 24 hrs. después del tratamiento con CClg (4 g/kg)
F.0. y/o silimarina (200 mg/kg} i.p.
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimentos + E.E.M,

* Significa p < 0.025 comparado con e} control.

# Significa p < 0.05 comparado con el grupo CCI4.
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fig. 16, Contenido de fosfatidilinositol en membranas plasméticas ce he-
patocitos de ratas tratadas con CClg y silimarina.

Las ratas se sacrificaron 24 hrs, después del tratamiento con
€CY4 (4 9/%g) p.o. y/o silimarina (200 mg/kg) {.p.

Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimen-

tos + E.E.M,

* Significa p < 0,025 comparado con el control.

# Significa p < 0.05 comparade con el grupo CC14.
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% Foslatidiletonolaming

Control
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Fig. 17. Contenido de fosfatidiletanolamina (FEA) en membranas plasmiti-
cas de hepatocitos de ratas tratadas con CClg y silimarina.

Las ratas se sacrificaron 24 hrs. después del tratamiento con
CCl4 (4 g/kg) p.o. y/o silimartna (200 mg/kg) 1.p.

Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimen-
tos ¢ E.E.M. '

* Significa p < 0,025 cbmparado con el control,
# Significa p < 0.05 comparado con el grupo CClg.

r= 0,98

(] cciq+sit.
B silimorino

20

Fig. 18.

|
30 |
FOSFATIDILETANOLAMINA (%)

Correlacidn entre Ya actividad de Ya F.A. y el conteniao de tos-
gatidzletano]amina (FEA) en membranas plasmiticas de hepatocitos
e ratas,

Cada punto corresponde al promedio de por 10 menos 5 ratas que
recibieron diferentes tratamientos (control, €Clg, €LY + silima~
rina, silimarina).

La p se calculs mediante un aﬁa\1sis de varianza para regresidn
1ineal simple.
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coeficiente de correlacidn (r= 0.98) y la probabilidad altamente
significativa (p < ©0.005) obtenida al aplicar el método de
andlisis de varianza (ANDEVA) para esta regresidn lineal simple.

De manera similar, al graficar el cociente FC/FEA con
respecto a 1la actividad de la F.A. membranal se encontrd una
correlacidn buena (I = 0.99) con una probabilidad de (p < 0.025)
(Fig. 19).

Con el objeto de verificar si efectivamente existia una
correlacidn entre la actividad de la FA y el contenido de
FEA de la membrana como parecian indicar los resultados de los
tratamientos (Fig. 18), se planearon experimentos en los cuales
las membranas se enriquecieron artificialmente con FEA Y
posteriormente se midid la actividad de la FA (Fig. 20 y Tabla
2.

En la tabla 2 y la figura Z0 se pusde apreciar que
cuando se incorpord FEA a las membranas, la actividad de la F.A.
aumentd mds de un S04 (p < 0.005). Este efecto es especifico
del afadido del fosfolipido ya que el detergente utilizado para
solubilizar no tuvo efecto por si solo scbre la actividad de 1la
enzima. También es importante sefialar que el fosfolipido no se
utiliza como =sustrato por parte de la enzima. Este sfecto parece
ser sspecifico para la FEA ya que &1 afadir FS la actividad rno

= modificd.
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Fig. 19, Correlacién entre la actividad de la F.A. y el cociente FC/FEA en
membranas plaﬁmaticas de hepatocfitos de ratas.

Cada punto corresponde al promedio de por lo menos 5 ratas que
recibieron diferentes tratamientos {control, CClq, CC14 + s{lima-
rina, silimarina).

. La p se calculd medfante un an§1isis de varianza para regresibn
Tineal simple.

2.0k MEM. CONTROL
CONTENIDO =* MEM. + DET.

DE FEA o , [:] MEM.+ DET. + FEA
(pmoles/mgprot) |
4 9 MEM. + DET. + FS

;?:A . . psigs N
Tk .
'-0- $
5
CONTENIDO 23
DE FS
(p moles /mg prot) 0.5~
PAa_ [ 1
'l"*
ACTIVIDAD  '1SO[™ |
DE FA. 100~ — . -
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I

Fi19. 20. Modulacibn de 1a actividad de 1a F.A. en membranas plasmiticas de
hepatocitos de ratas por la FEA.

Los fosfolipidos se agregaron disueltos en oct¥l glucSsido (1%).

Los resultados se expresan como la media de al menos 5§ experimen-
tos + E.E.M. . '

+ Significa p < 0.005 comparado con el control.



V. Z. Dano Crdnico

En este ecquema experimental la silimarina se
administrd conjuntamente con el CCl14 durante 8 semanas de
tratamiento.

La administracidn crdnica de CCl14 para producir
cirrosis, incrementd 3 veces el grado de lipoperoxidacidn en los
homogenados de higados de ratas tratadas .comparadas con los
controles (p < 0.01). La silimarina administrada conjgntamente
con el CCl4 nuevamente previno el incremento en la
lipoperoxidacidn {(p < 0.025) (Fig. 21).

En la figura 22 se muestra un corte dé higado de rata
cirrdtica procesada con la técnica de Rojo Suddn para visualizar
la grasa gue se tifie de rojo. Ndtece 1la presencia de grandes
atumulaciones de grasa principalmente en la periferia de los
nddul os.

Los cortes de higado de ratas protegidas con silimarina
y tefiidos con Rojo Suddn (Fig. 23) muestran menos acumulacidn de
grasa ogue Jla gue se observa en aguellos del grupoc que sdlo
recibid CCl4.

Mediante 1la tincidn con dcido tricrdmico de Mallory se
visualizd 1a coldgena tefiida selectivamente de color azul. El
corte de higado de la figura 24 pertenece a una rata control y se
nota que sdlo se tind de azul alrededor de la vena central. En

un corte de higado de rata cirrdtica (Fig. 25) se hacen evidentes

las gruesas bandas de coldgena formando nddulos de hepatocitos

Le



FEA FS FA
pmol/mg Prot. umol/mg Prot. % de Actividad

Membranas Control 0.48 + 0.04 0.12 + 0.03 100

Membranas + 6ct11
Gluclsido 0.47 + 0.03 0.13 = 0.02 95.4 ¢ 3,2

Membranas + Octf)
Glucdsido + FEA 1.6 + 0.05* 0.13 2 0.02 157.1 & 7*

Membranas + Octtl
Gluclsido + FS 0.47 + 0,03 1.26 & 0,05 97.2 + 4.1

TABLA 2. ModulaciSn de la actividad de la F.A. en membranas p!asmaticas de hepatocitos
de ratas a las que se les agreg§ FEA o fosfatidilserina (FS) puros.

Los fosfolfpidos se agregaron disueltos en octil glucbsido (12).
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimentos : E.E.M.
* Significa p < 0.005 comparado con el control.
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Fig. 21. Grado de 1ipoperoxidacidn en homogenado de higado de ratas trata-
das crénicamente con CC14 y/o silimarina.

Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el
tratamiento con CCl4 y silimarina (50 ma/kg) p.o. diario.

tos resultados se expresan coms 1a media de al menos 5 ratas ¢
EM.

* Significa p < 0.01 comparado con el control,
# Significa p < 0.025 comparado con el grupo CC14.



Fig. 22. Tincidn de Rojo Suddn en un corte de higado de rata cirrdtico
(8 semanas).

Fig. 23. Tincidn de Rojo Suddn en un corte de higado de rata tratada cro-
nicamente con CC14 y silimarina (50 mg/kg) p.o. diario (8 sema-

nas).



Fig. 24 Tincidn para coldgena en un corte de higado de rata control.

Fig. 25 Tincién para coldgena en un corte de higado de rata cirrdtica
(8 semanas).



atrapados.

tas bandas de tejido conjuntivo observadas en 1los
cortes de higados de ratas que recibieron CCl14 + silimarina
fueron notablemente mds delgadas (Fig. 26) que las observadas en
ratas cirrdticas que se trataron dnicamente con CCl4.

Las relaciones colesterol /proteinas (CH/Frot.)
fosfolipidos/proteinas (PL/Prot.) y colesterol /fosfolipidos
(CH/PL)Y en 1las membranas plasmdticas aisladas después del
tratamiento crdnico se representan en la figura Z27. A diferencia

de lo gue sucedid en el dafio agudo, en la cirrosis el contenido

de colesterol /proteina de las membranas plasmdticas aumentd
significativamente (p < 0.008) con respecto al control, los
fosfolipidos, en cambio, no se vieron modificados. Como

consecuencia de estos cambios el cociente CH/FL también aumentd.
La administracidn conjunta de CCl4 + silimarina previno
eficazmente estas alteraciones (p < 0.005),.

La tabla 3 nos muestra el porcentaje de los diferentes
fosfolipidos determinados en las membranas plasﬁéticas de 1los
hepatocitos de ratas cirrdticas y tratadas con silimarina. El
vnico cambio observado fue en el contenido de FEA que se
encontrd ligeramente disminuido (p £ 0.03) en las membranas
cirrdticas, vy en el grupo qué recibid CCl14 + silimarina este fue
similar al control (Fig. 28).

A diferencia de lo gue sucedid en la administracidn de
una dosis dnica de silimarina, la administracidn crdnica de éste
ro aumentd el contenido porcentual de FEA en las membranas (Fig.

28).
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Fig. 26 Tincién para coldgena en un corte de-higado de rata tratada cro-
nicamente con CC14 y silimarina (50 mg/kg) p.o. diarjo.
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Fig. 27. Relaciones colesterol/proteina (CH/Prot.), fosfolipidos/Frotetna

: (PL/Prot.) y colesterol/fosfolipidos (CH/PL) en membranas plasm§-
ticas de hepatocitos de ratas tratadas con CCl4 cronicamente,
CClq y silimarina.

Las ratas se sacrificaﬁ)n 8 semanas después de haber {niciads el
tratamiento con CCl4 y/o silimarina (50 mg/kg) p.o. diario.

Los resultados se expresan como la media de al menos 5 ratas ¢
E.E.M.

* Significa p < 0.005 comparado con el control,
# Significa p < 0,005 comparado con el grupo Ccl4 crbnico,



FOSFATIDILETANOLAMINA

%o

TRATAMIENTO
Silimarina +

Fosfolfpido Control Cirrosig Cirrosis Sitimarina
Fosfatidil inositol % 14.8 + 0.8 12.9 + 0.2 012.0 + 0.7 12.5 = 0.6
Esfingomielina % 10.3 = 1.5 13.5 £ 0.5 8.2 £ 0.5 11,5 = 0.5
Fosfatidil serina ¢ 12.0 * 0.4 11,7 £ 0.5 8.6 ¢+ 0.5 10,5+ 0.6
Fosfatidil colina % 33.5 £ 1,1 37.6 ¢+ 0.7 36.5 + 0.8 36.9 + 0.8
Fosfatidil etanolamina % 30.6 + 2.0 25.3 £ 0.8* 31.4 ¢ 1.0’ 29.1 + 1.0

TABLA 3. Composicibn fosfolipidica de membranas plasmiticas de hepatocitos de hfgados
de ratas tratadas cronicamente con CCl14 y silimarina,

Las ratas se sacrificaron B semanas despufs de haber iniciadc el tratamiento
con CCls y/o silimarina 50 mg/kg p.o. diario,

tos resultados se expresan como la media de al menos 7 ratas + E.E.M,
* Significa p < 0.05 comparado con el control.
# Significa p < 0.05 comparado con el grupo cirrdtico.

N
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40— _ | ' CCla (CIRROSIS)

_ # [::] CClg + SILIMARINA
. i T kX% SILIMARINA
/ B |
204 % D

1B

Fig. 28, Contenido de FEA en membranas plasmiticas de hepatocitos de ratas
tratadas cronicamente con CCl4 y silimarina,

Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el -
tratamiento con CClgq y silimarina (50 mg/kg) p.o. diario.

Los resultados se expresan como 1a media de al menos 7 experimen-
tos ¢+ E.E.M.

* Significa p < 0.05 comparado con el control,
# Significa p < 0.05 comparado con el grupo cirrtico,



Las membranas plasmdticas del grupo de ratas cirrdticas
presentaron un incremento de mds del doble en la actividad de 1la
FA (p < 0.003). La silimarina no previno este incremento
aunque por si sola fue capaz de elevar la actividad de dicha
enzima (p < 0.005) (Fig. 29).

La actividad de la GGTF tambié&n se vid incrementada en
las membranas plasmdticas de los hepatocittos de las ratas
cirrdticas con respecto al control (p < 0.025), en este caso la

capacidad de la silimarina para prevenir este cambio fue parcial

(p < 0.03) como se observa en la Fig. 30.
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Las ratas se trataron con CCl4 por 8 <semanas y la
silimarina se administrd durante 5 semanas para descontinuar el
tratamiento con CCl14.

Con este esquema de tratamiento el CCl14 también
incrementd la lipoperoxidacidn 3 veces en los homogenados de
higados de ratas (p < 0.0035) (Fig. 31) y la silimarina revirtid
de maner a parcial peroc significativa (p < 0.005) la
lipoperoxidacidn producida por el CCl4.

La silimarina fue capaz de revertir la elevacidn en el
contenido de colesterol /proteina que se observd en las membranas
cirrdticas (p < 0.003), el cociente CH/PL en el grupo de ratas
cirrdticas que después recibieron silimarina también regresd a

niveles normales (p < 0.005) (Fig. 32).

La figura 33 nos muestra la actividad de la ATFasa de

50
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Fig. 29, Actividad de la fosfatasa alcalfna (F.A.} en las membranas plas-
miticas de hepatocitos de ratas tratadas con CCV4 cronicamente y
silimarina.

Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el
tratamiento con CCl4 y silimarina 50 mg/kg p.o. diarfo.

Los resultados se expresan como la media de al menos 5 ratas #
E.E.M.

* Significa p < 0.005 comparado con el control.
§ Significa p < 0.005 comparado con el grupo de Ccl4.
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Fig. 30. Actividad de )a gama-glutamil transpeptidasa (GGTP) en membranas
plasmdticas de hepatocitos de ratas tratadas cronicamente con
CClg y silimarina,

Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el
tratamiento con £Cg y/o silimarina 50 mg/kg p.o. diarfo.

Los resultados se expresan como la media de 2) menos 5 ratas s
E.E.M.

* Significa p <'0.005 comparado con el control.
.# Significa p < 0,005 comparado con el grupo cirrético.



LIPOPEROXIDACION
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Fig. 31.

Grado de lipoperoxidacién en homogenados de higado de ratas tra-
tadas cronfcamente con ccl4 (cirrosis) y silimarina.

ta silimarina 20 my/kg p.o. diario se administrd durante 5 sema-
nas a ratas cirrdticas que habfan recibido 13 semanas de CCl4,
sin descontinuar el CCla.

Los resultados se expresan como la media de al menos 5 ratas 2
E.E.M.

* Significa p < 0.05 compirado con el control,
# Significa p < 0.05 comparado con el grupo cirrbtico.
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Relaciones colesterol/proteina (CH/Prot.), fosfolipidos/proteina

(PL/Prot.) y colesterol/fosfolfpidos (CH/PL) en membranas plasmi-
ticas de hepatocitos de ratas tratadas cronicamente con CClg ¥
silimarina.

La silimarina 20 m/kg p.o. diario se adninistré durante 5 sema-
nas a ratas cirrbticas que habian recibido 13 semanas de CCl4
sin descontinuar el CC14.

Los resultados se expresan como 1a medfa de al menos 5 ratas ¢
E.EM.

* Significa p < 0.05 comparado con el control,

" § Significa p < 0.05 comparado con el grupo cirrftico.



Na+/F+ en membranas plasmdticas de diferentes grupos
experimentales (normales, cirrdticas, cirrdticas + silimarina y
silimarina) con respecto al cociente colesterol /fosfolipidos.

Como se puede ver existe un buen coeficiente de
correlacidn (0.87) y el andlisis de varianza (ANDEVA) Fara
regresidn lineal simple nos reveld también una buena
significancia con una p 4 0.025 indicdndonos que este pardmetro
(CH/FL) es de importancia para determinar la actividad de 1la
ATFasa de Na+/K+.

De manera similar se construyd el grdfico de la figura
34 wutilizando al cociente colesterol/proteinas como variable
independiente y la actividad de la ATFasa de Na+/K+ como variable
dependiente. El coeficiente de correlacidn fue ligeramente mayor
( r= 0.98) que el obtenido en el grafico de la figura 33,
asi mi smo la significancia que reveld el ANDEVA para
regresidn lineal simple fue mayor (p < 0.003). La pendiente
negativa indica que 1la actividad de 1la ATFasa de Na+/K+ es
inversamente proporcional al cociente colesterol/proteina, es
decir, cuanto mayor sea el contenido de colesterocl por unidad
de proteina en la membrana, menor serd la actividad de la enzima.

Con el +fin de verificar la correlacidn entre el
contenido de colesterol/proteina vy el cociente CH/PL con 1la
actividad de 1la ATFasa de Na+/K+ que se encontrd in vivo. se
llevaron a cabo experimentos in vitro. La tabla 4 nos muestra
que las membranas plasmdticas de ratas cirrdticas presentan un
cociente CH/FL mayor a las del control (p < 0.025) debido a un

incremento en el contenido de colesterol/proteinas. Ademds la
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Fig. 33. Modulacibn de la actividad de la ATPasa de Na+/K+ por el cocien-
: te colesterol/fosfol ipidos (CH/PL) en membranas plasmiticas de
hepatocitos de ratas,
Cada punto corresponde al promedio de 7 ratas que recibieron di-
ferentes tratamientos.
La p se calculs mediante un anf1isis de varianza para regresibn
11neal simple.
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Fig. 34. Modulacibn de la actividad de la ATPasa de Na*/x' por el cocien-
te colesterol/proteina en membranas plasmiticas de hepatocitos
de ratas.

Cada punto corresponde al promedio de 7 ratas que recibieron di-
ferentes tratamientos,

La p se calculé mediante un an§lisis de varfanza para regresidn
Vineal simple.



actividad de la ATFasa de Na+/F~+ es menor en las membranas del
grupo cirrdtico que en las del normal (p < 0.025). 81 agregamos
colesterol a las membranas normales (simulando un cociente CH/FL
propio de ratas cirrdticas), al medir la actividad de la ATFasa
encontramos resultados similares a los del grupo cirrdtico (Tabla
4, Fig. 25).

For otro lado, cuando agregamos un fosfolipido (FS8) a
las membranas que tienen un cociente CH/FPL elevado (membranas
cirrdticas) y una actividad de la ATFasa de Na+/kK+ baja, entonces
el cociente CH/PL disminuyd y la actividad de la ATFasa se vid
incrementada (p < 0,00%) (Tabla 4, Fig. 33) confirmando
nuevamente gque la relacion CH/FPL es inversamente proporcional a

la actividad de la ATFasa de Na+/K+.
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Membrzna CH/Protetna PL/Protefna CH/PL ATPasa de Na’/K+

wmoles/mg wmoles/mg wmoles Pi/mg Prot.h,
Norme | 0.30 ¢ 0.02 0.94 2 0.11  0.31 + 0.02 11.311.2
ccly (Cirrstica) 0.46 + 0.04* 1.14 £ 0.08  0.41 + 0.03* 1.9 1+ 0.5
CC14 + Silinarina 0.30 + 0.01 1.03 ¢ 0,05  0.29 + 0.01" 9.5 ¢ 0.7"
Normal + Colesterol 0.44 + 0,02* 1.08 + 0,06 0.42 + 0.02* ?.2 + 0.3
Cirrbtica + Fs 0.48 + 0.04 3.74 £ 0.204'  0.14 + 0.03+f 8.23+ 0.4

TABLA 4. Modulacibn de la actividad de 1a ATPasa de Na*/K* por el cociente CH/PL
en membranas plasmiticas.

Los 1§pidos se agregaron disueltos en octfl glucbsido {1%).

Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimentos 2
E.EM,

* Significa p < 0.025 comparado con el grupo normal.
# Significa p < 0.005 comparado con el grupo cirrtico.
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Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimen-

tos ¢ E.E.M.

* Significa p < 0.025 comparado con el grupo normal,
# Significa p < 0.005 comparado con el grupo cirrbtico.



VI. DISCUSION

VI.1. Hepatitis Tdxzica

El mecanismo de accidn tdxico del CCl4 mas aceptado en
la actualidad es el de la lipoperoxidacidn. Se ha demostrado 1la
formacidn de radicales libres como resultado del metabolismo del
CC14 (Fig. 3), gue atacan a los lipidos insaturados en reacciones
autocataldticas. No es sorprendente entonces que el daho
provocado por el CCl4 involucre alteraciones en los lipidoé que
pudieran a su vez ser causa de otras alteraciones de 1la cé&lula
hepdtica. El problema del dano hepdtico puede ser estudiado
desde distintos 4dngulos. Asi por ejemplo el estudio del daho
agudo se ha centrado en la buisqueda de factores gque estimulen la
regeneracidn  hepdtica. ' Otros investigadores han dsdicado sus
esfuerzos en el dafno lipoperoxidativo y han utilizado sustancias
inhibidoras del citocromo F-450, sistema responsable de 1la
conversidn del. CCl4 en radicales libres tales como el @ radical
triclorometilo (CC13 ) (44, 81). Otros grupos han usado agentes
antioxidantes como el 4dcido ascdrbico (161) y captadores de
radicales 1libres como los tocoferoles (Vit., E) para evitar el
dafo que produce el CCl4 (192, 41, 82).

El estudio del daifo crdnico, por su parte, se ha
centrado en la bdsqueda de sustancias gue interfieran con 1la
sintesis y/o el transporte de la coldigena.

En este trabajo el problema de la toxicidad del CCl4 cse
ha enfocado al estudio de los cambios lipidicos derivados de 1a

lipoperoxidacidn mediada por los radicales libres, metabolitos
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del CC1l4. Es por esta razdn gque se escogid a la silimarina como
agente hepatoprotector, ya que frecuentemente se mencionan sus
propiedades para captar radicales libres.

Valenzuela vy colaboradores (140) mencionan gue después
del tratamiento con silimarina se incrementa el contenido
intrahepdtico de glutatidn, que protege al tejido frente de un
"stress" oxidativo. El glutatidn reducide (GSH) puede ser
utilizado en el higado como c0¥actar de 1la enzima glutatidn
peroxidasa en el metabolismo de perdxidos” organicos o]

directamente como un atrapador de radicales libres.

Estudios "in wvitro” (17) indican gue 1la silibina,
principal compuestc de la silimarina, puede afectar el
metabolismo de 1los fosfol ipidos en las membranas de 1los

hepatocitos de rata, este es un mecanismo Que también podria
operar "in vivo" frente al danho lipoperoxidativo producido por el
CC14.

Vogel (147) también estd de acuerdo en gue la
silimarina puede influenciar el metabolismo de 155 lipidos vy
propone como una de las posibilidades del mecanismo de accidn de
la cilimarina, la hipdtesis "membrano-trdpica®.

Ya sea que 1la silimarina capte radicales o que su
efecto se deba a un incremento en el contenido de G5H
intrahepdtico su accidn antilipoperoxidativa se pone de
manifiesto en nuestros resultadoes.

El CCl14 administrado vya sea aguda o crdnicamente
incrementd el grado de lipoperoxidacidn y la silimarina 1lo

previno, entonces fue ldgico pensar que la silimarina podia
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prevenir los cambios lipidicos que causa el CCl4. Sin embargo

los cambios inducidos por el CCl4 son complejos y dependen de

varios factores, por lo tanto, noc es sorprendente que la
silimarina no haya ejercido ningun efecto en 1la disminucidn
del contenido de colesterol ni en el incremento en el contenido
de focsfolipidos producidos por el CCl4,

Debido a que no se modificd el contenido total de
fosfolipidos pencszamos entonces que el efecto de la silimarina se
podria encontrar a nivel de los fosfolipidos individuales como lo
han sugerido Castigli vy éolaboradores (157, por 1o que se
estudid el contenido porcentual de los diferentes fosfolipidos de
la membrana plasmdtica de hepatocitos de ratas tratadas con CCl4
y silimarina.

Nuestros resultados' confirmaron 1los hallazgos de
Castigli y colaboradores (157) en el sentido de que efectivamente
la silimarina interviene en el metaboiismo de los fosfolipidos.

lLa silimarina no solo previno la disminucidn en el
contenido de FEA, sino que lo incrementd por encima de lo normal.
La silimarina también previno aungue solo de manera parcial, el
incremento en el contenido membranal de FI. Sin embargo, 1la
administracidn de silimarina sola no alterd el contenido de éste.

El efecto protector de la silimarina en la caida de la
actividad de 1la FA membranal en la intbxicacidn aguda con CCl14
fue total.

Nuestros resultados indican también que existe un
efecto directo de la silimarina socbre esta enzima produciendo una
estimulacidn. Arnalizando estos resultados se cbserva gque exicste

una relacidn entre la actividad de 1la FA y el contenido de FEA.
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Por una parte se presenta una elevacidn de la FA "in vivo", tras

la2 administracidn de silimarina que es paralela al incremento gue

produce el flavonoide en el contenido de FEA. Por otra parte se
vid que el efecto de la FEA es especifico, ya que experimentos
"in wvitro" mostraron Que la adicidn de este fosfolipido a

membranas plasmdticas incrementaba la actividad de la FA mientras
que la adicidn de otro fosfolipido (FS) no modificaba dicha
actividad.

La relacidn de concentraciones de
fosfatidilcolina/fusfatidiletanolamina (FC/FEA) de las membranas
es directamente proporcicnal a la fluidez membranal (33, 124)
debido a que los metilos de la amina cuaternaria de la FC impiden
alostéricamente un mayor empaguetamiento de los lipidos. La alta
correlacidn vy significancia entre 1la actividad de 1la FA y el
cociente membranal FC/FEA sugieren que la actividad de esta
enzima se ve modificada por la fluidez de la membrana a la que se
encuentra unida. Sin embargo debido a gque la fluidez membranal
no =olo depende del cociente FC/FEA, sino también de la relacidn
colesterol /fosfolipidos, grado de insaturacidn, etc., con los
resultados obtenidos en esta investigacidn, no podemos saker si
la alta significancia en la correlacidn FA Vs FC/FEA se debe a
un efecto de la fluidez membranal o a una dependencia directa del
contenido membranal de FEA para la actividad de la FA. Los
resultados aqui presentados apoyan mds la segunda posibilidad, ya
gue de los datos "in vivo" no se observd correlacidn entre 1la
actividad de la FA membranal vy el cociente CH/PL (inversamente

proporcional a la fluidez). Ademds, en los experimentos "in
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vitro” al agregar fosfatidilserina y disminuir el cociente CH/FL
y por lo tanto incrementar la fluidez de la membrana, no se
observd modificacidn en la actividad de la FA, en contraste con

el incremento o©observado al agregar FEA.

LLa induccidn de cirrosis por el CCl14 en las ratas fue
verificada por la presencia de fibrosis en los cortes
hisfoldgitos y por los indicadores séricos de daho hepatico: FA,
TGP y G-6-Fasa.

Como se vid en los resultados, 1la silimarina fue capaz
de prevenir los cambios observados en los cortes histoldgicos, el
incremeﬁto en el grado de lipoperoxidacidn hepdtica y en las
actividades de las enzimas GGTF vy FAA membranales, indicéndonos
su utilidad én el tratamiento de la cirrosis hepatica.

Cuando se analizaron los lipidos de la membranma se vid
gue la silimarina administrada conjuntamente con el CCl4 previno
en su totalidad 1las alteraciones en 1los cocientes CH/Frot.,
FL/Prot., y CH/FL.

Los cambios en el contenido de fosfolipidos en las
membranas plasmdticas del grupo de ratas cirrdticas fueron menos
intensos que los observados en el dafio agudo y no se observaron

correlaciones entre éstos y las actividades de las enzimas FA vy

GGTP. De hecho, la dnica alteracidn observada en los
fosfolipidos de las membranas del grupo cirrdtico fue una
pa2guenRa disminucidn en el contenido de FEA que se vid

prevenida por la silimarina.
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Parece que la alteracidn lipidice mas importante en
lacs membranas plasmdticas de las ratas cirrdticas es el aumento
en el contenido de colesterol por mg. de proteina.

El colestercl es un constituyente esencial de la
membrana plasmdtica de las células eucaridticas. Aunque su
significados funcional no estd totalmente aclarado, posee la
habilidad de alterar 1la fluidez de 1la bicapa (&6, 73), de
suprimir el transporte pasivo de sustancias polares a través de
ella (7), vy de crear dominios discretos dentro de 1a bicapa
(3, 863, presumiblemente en virtud de su interaccidn
preferencial con ciertos fosfolipidos (26, 141y, El cociente
colesterol /feosfolipidos sdlo se altera significativamente en
enfermedades tales como 1la. cirrosis hepdtica (159) vy bajo
estrictos regimenes dietéticos (&6).

Es de esperarse entonces qgue el incremento en el
contenido de colesterol/proteina observado en el grupo cirrdtico
modifigue la actividad de los sistemas embebidos en la membrana,
va que entre otras cosas la fluidez de ésta se verd disminuida.

Efectivamente, la actividad de la ATFasa de Na+/E+ de
la membrana plasmdtica mostrd uwuna correlacidn alta y muy
eignificativa con los cocientes CH/Frot., vy CH/PL.

Los experimentos "in vitro" nos muestran como el
incremento en el contenido de colesterol (y por lo tanto en el
cociente CH/FL) inhibe a 1la ATFasa de Na+/K+, ademds una
disminucidn en el cociente CH/FL provocada por la adicidn de FS
incrementa la actividad de la enzima. Estos experimentos "in

vitro" corrocboran las correlaciones antes menciocnadas observadas
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ir vive" y aportan aun mayor evidencia de que la ATFasa de
Na+/F+ se inhibe por altas proporciones de colesterol.

La ATFasa de Na+/K+ es una enzima formada por varias
subunidades que tienen gue interaccionar entre si para acoplar la
desfosforilacidn del ATF a una traslocacidn del Na+ y del K+ a
ladose opuecstos de 1la membrana, lo que requiere de una alta
movilidad de estas subunidades para lo cual se precisa de un
ambiente fluido. Es probeble gue cuando aumenta el contenido de
colesterol, la membrana se hace mds rigida y se impide que 1la
ATPasa de Na+/KE+ funcione a su velocidad normal. Por otro lado,
ademds <ce ha visto que la enzima en cuestidn requiere de ciertos
fosfolipidos para su dptimo funcionamieﬁto {(en particular de
fosfatidilserina) y como vya mencioné el colesterol tiene 1a
habilidad de formar asociaciones con ciertos fosfolipidos,
pudiendo asi restarle a la ATPasa el contacto con fosfolipidos
necesarios para su dptima actividad.

En cuanto a la capacidad de 1la silimarina para
revertir en un mes de tratamiento las alteraciones en ratas vya
cirrdticas con CCl4, los resultadocs no fueron tan notorios como
en el tratamiento preventivo. Sin embargo, tomando en cuenta
gue las ratas recibieron crdnicamente CCl4 por 13 semanhas y luego
silimarina dJdnicamente por S5 sin descontinuar el CCl4, la
reversidn parcial del incremento en la lipoperoxidacidn fue un
efecto muy favorable de la silimarina. Es probable gue si cse
continda el tratamiento se obterngan efectos adn mas
sorprendentes.

Ecsteos resultados de alguna marnera nos indican gue entre

mds pronto se traten a los arnimales, mayor serd el efecto de la
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silimarina.
Es importante sefialar gue aun con este esquema
tratamiento la silimarina revirtid el alto contenido

colesterol /proteina producido por el CCl4 a niveles normales.

de

de
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VII. CONCLUSIONES
VII.1. Hepatitis Tdxica
El tratamiento agudo con CCl4:
- aumentd la lipoperoxidacidn hepatica.
- aumentd el cociente PL/Frot. en la membrana
plasmdtica.
-~ aumentd el porcentaje de fosfatidilinositol (FI) en
la membrana plasmdtica. |
- disminuyd el porcentaje de ¥05{atidiletanolamina
(FEA) en la membrana plasmdtica.
- disminuyd la actividad de la fosfatasa alcalina (FA)
Y de la gamma—-glutamil transpeptidasa (GGTF)
membranal es.
La administracidn conjunta de silimarina en el daho
agudo:
-~ previno la lipoperoxidacidn hepatica.
- previno los cambios en el porcentaije de FI y FEA.
- no tuvo efecto en 1la alteracidn del cociente
FL/Froteina.
~ previno la caida en las actividades de la FA y GGTF
membranal es.
Los cambios en el contenido de FEA correlacionaron con
los cambioé de la F.A.

La FEA parece modular la actividad de la FA.



VII.Z.

crdnico:

El

La

Los

tratamiento crdnico con CCl4:

incrementd la lipoperoxidacidn.

aumentd el contenido de colesterol/proteina en 1la
membrana plasmdtica.

no modificd la relacidn fosfolipidos/proteina
membranal.

consecuentemente se incrementd el cociente
colesterol /fosfolipidos (CH/PL).

administracidn conjunta de silimarina en el daho

previno y revirtid la lipoperoxidacidn.

previno y revirtid el aumento en la relacidn CH/FL.
previno la disminucidn en el porcentaje de FEA
membfanal.

cambios en la relacidn CH/FL Y CH/Frot.,

correlacionaron significativamente con los cambios en la

actividad de la ATFasa de Na+/K+ de la membrana plasmdtica.
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