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El CC14 es un agente hepatotá>: i co que produce 

lipoperoxidación modificando la función de organelos celulares 

incluyendo la membrana plasmática. 

En el pasado se han reportado varios agentes capaces de 

prevenir el daflo hepático inducido aguda o crónicamente con CC14 

en ratas, entre otros la vitamina E, 1 a adenosi na, la 

clorpromacina y la colchicina. 

La silimarina es una droga considerada hepatoprotectora 

que se ha usado principalmente en intoxicación con faloidina en 

donde resulta muy eficaz, sin embargo, no existe suficiente 

información acerca de su uso en intoxicaciones con CC14. 

El objetivo de este trabajo consistid en estudiar los 

cambios en la composición lipídica de la membrana plasmática del 

hepatocito producidos por el CC14, y su modificación por la 

silimarina, correlacionándolas con la actividad de algunas 

enzimas de membrana, tanto en la intoxicación aguda como crónica 

con CC14. 

Los resultados demostraron que la administración aguda 

de CC14 incrementd el grado de lipoperoxidacidn en hígado y que 

la silimarina previno este incremento. Además el CC14 disminuyó 

la relacidn colesterol/fosfolípidos en la membrana plasmática. 

El análisis de los fosfolipidos membranales reveló un incremento 

en el contenido de fosfatidilinositol y una disrninucidn en el de 

fosfatidiletanolamina <FEA> y que la silimarina previno estas 

al ter 2c i c,r-,es. En relacidn a las actividades de la GGTP y FA 

membran~les se observó un decremento por efecto del CC14 que 



también fue prevenido por la droga. La actividad de la FA 

correlacionó copn el contenido de FEA en los e>:perimentos" in 

vivo", esta correlacidn fue corroborada con experimentos "in 

vitro". 

En el estudio crónico el CC14 incrementó la 

lipoperoxidacidn y el contenido de colesterol en las membranas 

pl asmá.t i cas, el grupo protegido con silimarina no mostró cambios 

comparado con el grupo control. El análisis de los fosfolípidos 

membrana les mostró que el CC14 administrado crónicamente 

disminuye significativamente el contenido de FEA en la membrana 

plasmática, siendo este cambio prevenido por la silimarina. Por 

las actividades de la FA y GGTP membranales 

aumentaron por efecto del tratamiento crónico con CC14, la 

silimarina sdlo previno parcialmente el incremento en la GGTP sin 

ejercer ningún efecto sobre la actividad de la FA. La actividad 

contenido de de la ATPasa de Na+/K+ correlaciond con el 

col esterol y con el cociente coleste~o/fosfolípidos. 

E>:pet-i mentas "in vi tro" corrobor-at-on estas cot-r-el aci ones. 

Los resultados obtenidos indican que la silimarina 

previene varias de las alteraciones causadas por el CC14 actuando 

probablemente a nivel de la membrana plasmática. 
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INTRODUCCION 

El hígado es un drgano que se encuentra presente en 

todos los animales vertebrados. 

En el hombre el higado comprende del 2 al 3% del peso 

cot-poral (51). 

por debajo del 

Se encuentra localizado en la cavidad abdominal 

diafragma. En el ser humano presenta cuatro 

ldbulos separados de manera incompleta y su superficie externa 

está revestida por una fina cápsula de tejido conjuntivo (cápsula 

de Glisson). El hilio está bien definido y por él entran 1 os 

vasos y salen los conductos hepáticos .(60). 

El hígado tiene un doble sistema de it-ri gaci án 

sanguínea. La vena porta, que transporta sangre que ha pasado 

por los lechos capilares del tubo digestivo, del bazo y del 

pá.ncreas. Esta suministra aproximadamente el 75% de la sangre 

que llega al mismo (42), es rica en sustancias nutritivas, 

relativamente pobre en oxigeno. Por otra parte la arteria 

hepática transporta sangre bien oxigenada. Ambos sistemas de 

aporte sanguíneo se mezclan al pasar por los sinusoides 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 hígado recibe cerca de una cuarta parte del gasto 

cardíaco en los adultos en reposo (1,500 ml/min) (22, 42). La 

uni~ad estructural clásica del árgano es el lobulillo hepático, 

un prisma poliédrico de tejido, que contiene placas anastomosadas 

de células parenquimatosas y un sistema laberíntico de sinusoides 

sanguíneos. Las ramas de los vasos sanguíneos aferentes y de los 

conductos hepáticos corren a lo largo de los bordes del poliedro 
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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 canalículos 

biliares que existen entre las células epiteliales glandulares. 

En la periferia de lobulillo, la bilis fluye hacia pequeftos 

conductillos hep�ticos y posteriormente hacia conductos biliares 

más grandes. El hígado está formado por aproximadamente un 

milldn de unidades lobulillares. 

El hígado es esencial para la vida y los mamíferos 

sobreviven a la hepatectomía parcial fundamentalmente porque las 

células tienen extraordinaria capacidad de regeneracidn y la 

facultad de soportar grandes aumentos de exigencias metabdlicas. 

El.hígado funciona como una glándula exdcrina y como una glándula 

endocrina. Secreta bilis que fluye hacia el duodeno y que tiene, 

entre otros componentes, sales 

fosfolípidos y pigmentos biliares. 

biliares, 

La lecitina, 

colesterol, 

que es el 

fosfolípido más importante y el colesterol son insolubles en 

agua, pero son capaces de formar micelas mixtas con las sales 

biliares, por lo cual permiten que se lleve a cabo la 

emulsificacidn de las grasas antes de su digestidn (60). La 

sangre portal lleva los alimentos digeridos y ahí se almacenan 

carbohidratos (glucdgeno) proteinas, vitaminas y algunos lípidos. 

Las sustancias almacenadas que no son utilizadas por el 

hepatocito pueden ser liberadas a la circulacidn general, ya sea 

directamente como la glucosa o bien, ligadas a un transportador 

como los triglicéridos que salen formando parte de una 

lipoproteína. 



El hígado también sintetiza muchas sustancias en 

respuesta a las demandas del organismo: alb�mina y otras 

proteínas plasmáticas, glucosa (para la gluconeogénesis), ácidos 

grasos para la síntesis de triglicéridos, colesterol y 

fosfolípidos. Metaboliza compuestos exógenos como drogas e 

irisecticidas y compuestos enddgenos como esteroides. 

A causa de su gran capacidad vascular, sirve como 

reservorio sanguíneo. Durante la embriogénesis y en ciertas 

enfermedades del adulto tiene actividad hematopoyética. 

Finalmente, la abundancia de macrdfagos hace del hígado uno de 

los principales filtros para las partículas extrañas, 

especialmente 

intestino (60).

las bacterias y antígenos provenientes 

1.1. Organización Q� !ª Microcirculación 

del 

La organización de las unidades microcirculatorias del 

hígado 

(60). 

influye 

Rappaport 

en el • mecanismo de muchos cambios patoldgicos 

C 104) menciona que 

organizado alrededor de la vena central, 

el hepatocito no 

(lobulillo clásico) 

está 

sino 

que la unidad estructural y funcional del hígado es el acino 

hepático. 

En ciertos aspectos esta unidad es semejante al 

lobulillo portal y a menudo se describe como la unidad funcional 

más pequeña del hígado. 

El acino hepático simple se define como una masa 

irregular de tejido parenquimatoso no encapsulado que se 

encuentra entre dos o más vénulas hepáticas terminales (venas 

centrales). El eje de esta unidad llamado espacio portal, 
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Fig. l. Dirección de los flujos sangutneos y biliar en 
un segmento de lobulillo hep~tico. Las llminas 
celulares y los sinusoides se disponen en fonna 
radial alrededor de la vena centrál (v~nula hepá 
tica terminal). La sangre, proveniente de tennT 
nales de la vena porta y de la arteria hep~tica~ 
situadas en los canales portales, fluye a lo lar 
go de la.s sinusoides y se vada en la vena cen-­
tral. El dibujo est! basado en una ilustración 
de A.W. Ham. Textbook of Histology. J.&. • 
lippincott Company, Filadelfia, 1965. 
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Irrigaci6n de una ac1no hepático simple. La ten 
si6n de oxtgeno y el nivel de los principales nü 
trientes de la sangre disminuyen en los sinusoi:­
des desde la zona l hast<!I la 3. Las zonas 1.•, 
2' y 3' indican volumenes correspondientes de 
una porci6n de una unidad acinosa inmediata. El 
ctrculo A encierra la zona cocrurunente conocida 
corno •periportal•, mientras que la zona By la C 
representan las zonas m!s periféricas al espacio 
porta (P.S.). T.H.V. vénulas hep~ticas tennina­
lcs. Fig. 1 de Rappaport et. al. Anat. Record. 
119:ll, 1954. 
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contiene una raíz del canal portal principal, una vénula portal 

terminal, una arteriola hepática, un conductillo biliar, vasos 

linfáticos y nervios CFig. 2> (104). 

Rappaport y cols. C 103) encontraron que el tejido 

dentro de cada acino recibe sangre de los vasos de su propio 

espacio portal. Dentro de cada acino, las células parecen 

agruparse en zonas concéntricas alrededor de su eje. Las 

células más próximas al eje y a los vasos aferentes y terminales 

(zona 1 > son las primeras que reciben sangre y sustancias 

nutritivas, las últimas que mueren y las primeras en regenerarse. 

Las células en la zona 3 están situadas en la periferia 

del acino y reciben sangre que ha intercambiado gases y 

metabolitos con las células en las zonas 1 y Este anillo 

parenquimal es mas sensible al dafio por disturbios circulatorios 

(isquemia, anoxia o congestión) y deficiencias nutricionales. El 

concepto de zonas circulatorias acinosas ha sido extendido por 

Rappaport para explicar la apariencia histológica de muchas 

alteraciones patológicas en el hígado. 

Los cambios en la microcirculación hepática que se 

observan "in vivo" después de una into;-:icación son debidos 

principalmente al daflo de los hepatocitos producidos por una 

sustancia endógena o exógena. 

Las sustancias tóxicas se empiezan a metabolizar en la 

zona 1 dañando los rnicrovasos aferentes, pt-oduci endo un 

incremento en la permeabilidad y, en ocasiones microhemorragia. 

La distribución inicial del daño a partir del espacio 

a 1 as zonas 1, 2 y 3 parece confirmar la correlación 



funcional de la estructura acinar propuesta por Rappaport. 

El dafio hepático inducido por sustancias químicas es un 

problema de gran importancia en toxicología. 

obse~vadas en hígado no solamente dependen del 

Las lesiones 

agente químico 

sino también del período de exposición. Por ejemplo después de 

una exposición aguda se pueden observar ya sea acumulación de 

lípidos, necrosis celular o disfuncidn hepatobiliar, mientras que 

en la exposición crónica se observan generalmente cirrosis o 

cambios neopl¿sicos. Las diferentes alteraciones bioquímicas nos 

pueden ayudar a entender los posibles cambios patológicos que 

ocurren en el hígado. No ~e ha visto que haya un mecanismo dnico 

que gobierne la aparición de cambios degenerativos en el 

hepatoci to. 

I.2. ~1 Tetracloruro de Carbono como Agente He~atotóxico 

El 

despertado 

estudio del CC14 como agente hepatotóxico 

desde hace mucho tiempo gran interés en 

ha 

los 

laboratorios de patología. Esto se debe a que con este agente se 

pueden estudiar a corto plazo los efectos desvastadores sobre 

varios tipos de células. 

El CC14 se usó como agente anestésico (106) y desde el 

siglo pasado se reconocid que su administracidn producía atrofia 

aguda del 

abandonado. 

hígado. Por este motivo, el uso del CC14 fue 

El CC14 como un veneno industrial preocupó a las 

generaciones de médicos de finales del siglo XIX y principios del 

XX. En el año 1921 se empE2d a usar como antihelmíntico y ésto 

ocasionó problemas en la población así tratada. Durante los 

pr-imeros años del presente siglo los estudios estuvieron 
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enfocados principalmente a las condiciones dietéticas que 

aminoraban o aumentaban el dafio producido por el CC14 (154). Sin 

embargo, los estudiosos del problema se han preguntado ~por qué 

es el hígado el árgano preponderantemente afectado?, ~~uál es la 

lesión inicial?, ~~ qué se deben la infiltración grasa y la 

distribución necrosis hepatocelular con su peculiar 

centrolobulillar y medio2onal? 

Se ha establecido que la infiltración grasa del hígado 

de animales de experimentación tratados con CC14, resulta de una 

serie de procesos muy complejos, que esquemáticamente pueden 

analizarse considerando las siguientes posibilidades: 

1. Aumento en la llegada al hepatocito de sustratos 

capaces de convertirse en lípidos. 

Disminución de la exocitosis de lipidos del 

hepatocito. 

3. Incremento en la biosíntesis de lípidos. 

4. Disminución de la oxidación intrahep~tica de los 

lípidos. 

El estudio del mecanismo de acción del CC14 ha creado 

controversias. Dianzani (28) estudio el dafio producido por el 

CC14 y propuso que se debía a una lesión en las mitocondrias 

(hipótesis mitocondrial). Se observó una desorganización del 

ciclo de los ácidos tricarboxilicos en la mitocondria desde los 

10 a 15 minutos, después de la intoxicación por CC14. El mismo 

autor demostró que la fosforilacián oxidativa se encontraba 

des2coplada. Estos resultados parecen deberse a la pérdida de 

los nucleotidos de nicotinamida, citocromo e, fosfato y otros 

8 



componentes. Estas mitocondrias tienen poco control respiratorio 

y un desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, así como 

pérdida del control de la activación de la ATPasa. 

Morfológicamente, las 

encuentran 

electrónica. 

hinchadas 

mitocondrias tratadas con CC14 se 

como se demostró por mi ct-oscop ía 

La validez de la hipótesis mitocondrial fue cuestionada 

oor otros trabajos. Calver y Brody ( 14) conf i r-maron 1 a 

activación de la ATPasa dependiente de magnesio 

mitocondrias hepáticas, como un fenómeno tardío 

de 

en 

las 

la 

intoxicación por CC14. Así también se encontró en algunos 

experimentos que la acumulación lipídica en el hepatocito precede 

el daflo mitocondrial, 1 o cual descartaría a la hipótesis 

mi tocondri al como una alteración primaria en el mecanismo de 

acción del CC14. 

Otra de las hipótesis enunciadas es la de las 

catecol ami nas ( 14), que atribuye los fenómenos subsecuentes a la 

intoxicación por CC14, a la descarga simpática ocasionada por un 

efecto sobre el sistema nervioso central, de índole no 

determinado. 

Se supone que esta descarga produciría: 

a). Disminución en el flujo arterial hepático. 

b). Hipm:ia centrolobúlillar. 

c). Incremento en la movilización de ácidos grasos 

periféricos. 

Por lo descrito anteriormente resultó lógico pensar que 

el bloqueo medular producido al seccionar la médula disminuiría 

el pero no resulto asi. Los bloqueadores simpáticos del 
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tipo de la reserpina no protegen como se esperaría contra el daño 

producido 

esto se 

por CC14, existiendo aún infiltración grasa. 

encontró que esta hipótesis no era 

satisfactoria. 

Por todo 

del todo 

Hay otra hipótesis que menciona que el CC14 dsminuye la 

síntesis de proteínas. Muchos estudios indicaron que el retículo 

endoplásmico es afectado en las primeras horas después de la 

administración del CC14 < 106) . Otros estudios efectuados con 

isótopos radioactivos han demostrado la disminución en la 

captación de aminoácidos en la síntesis de proteínas. La 

disminución en la síntesis de proteínas produciría incapacidad 

para que los triglicéridos salieran de la célula hepática, ya que 

estos componentes dejan la célula unidos a proteínas como 

lipopt-oteínas de baja densidad (121). Esta hipótesis se 

desvalorizó por el hecho de que otro tipo de agentes que también 

disminuyen la síntesis de proteínas no producen alteraciones del 

tipo de la infiltración grasa. Por lo tanto la disminución de la 

síntesis de proteínas no es por sí sola la causante de la 

acumulación de lípidos. 

En la actualidad la teoría de la lipoperoxidacián (158) 

ha tomado gran impulso. Se ha demostrado la formación de 

radicales libres (CC13.) a partir de las moléculas de CC14 en el 

retículo endoplásmico liso, los que actuarían sobre las cadenas 

de ácidos grasos polienáicos destruyéndolos. La reacción 

pt-oduc ida. por los radicales libres es autocatalítica una vez 

iniciada (Fig. 3). 

1 O 



CI 
1 

C(-C-CI 
1 
CI 

Ttlrocloruro 
de carbono 

O•st1iolo~• noción por 
lo ttuuno 
d1 citocr:.rno P4 50 

,---- .... , ' , \ 
I \ 

I \ 
' \ b~ Moyor 1 
desh·o109enoción : 

J 
J 

I 
J 

,, Rodicol libre 
lriclorome hlo , 

I 
I 

I , 

CH 
~ 

HC 
'\. 

CHz Potci~ del 
/ oc.ido ~roso 

HC polienoico f 
~ Cotftpon1nt1 de , 

~ CH lo membrana 'CH 
/ del rcllculo ,/' 

endoplásmic.o H2C HC 

'-cH '- cH. 
~ / : f HC'\.CH 

'-cH HzC/ 
,; o '\. 

HC 
2 

#CH 
'\. H ,~ 

C O• 
/'\./ 

HC O 

'\.CH 

~e/ 
2 '\. 

#CH ,~ 
llldchfdos y 

ttlononos 
diversos 

Rcdicol 
libre de 
l)eróxido 

· Cl 
1 

Cl-CH 
1 
Cl 

/ 

Cloroformo 

El rodicol libre 
de lo codeno 
de ocido groso 
reacciono 
con oxígeno 
molecular 

I , 

Nuevo rodicol 
libre 

, 

Fig, 3, Mecantsnos de acci6n del tetracloruro de carbono. 



I. 3. 

Cuando el dafio producido es masivo con destrucción de 

un número grande de hepatocitos, la pérdida subita del parénquima 

funcional estimula la regeneración hepática (40) (Fig. 4) ' la 

cuál es un proceso coordinado que incluye regeneración celular, 

síntesis y degradación de colágena, lo que da lugar a la 

remodelación del tejido. Si el daño es único y el paciente 

sobrevive debido al buen funcionamiento de las células hepáticas 

remanentes o por las medidas médicas utilizadas, el hígado 

regenera rápidamente y en pocas semanas se reestablece su 

integridad anatómica y funcional ( 12, 102) -. En estos casos no es 

posible encontrar una cicatriz en el hígado, indicando que la 

regeneración ha predominado sobre el proceso cicatricial. 

Cuando el dafio es de menor intensidad y el número de 

células destruidas es pequeño, es probable que no se estimule la 

regeneración del árgano y sólo se produzca una pequefia cicatriz. 

Si el estímulo es único, existe remodelación y reabsorción del 

tejido cicatricial. Cuando la lesión se vuelve a producir, ya 

sea porque el agente inductor este presente o porque se estimulen 

mecanismos inmunológicos que perpetúan la enfermedad, tales como 

la producción de anticuerpos contra lipoproteínas de la membrana 

de los hepatocitos, antígenos virales, proteínas contráctiles del 

citoplasma, etc., el proceso cicatricial continúa, produciéndose 

primero una fibrosis y posteriormente la cirrosis hepática (Fig. 

4). Bajo estas condiciones la regeneración hepática es mínima o 

inexistente, y el fendmeno cicatricial es el predominante ( 112, 

113) . 
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El mecanismo exacto de la estimulación de la respuesta 

fibrogénica se desconoce; sin embargo hay datos experimentales 

que sugieren que los macrófagos desempeñan un papel preponderante 

en el proceso. Los agentes etioldgicos actuando directamente, o 

a través de sustancias liberadas por los hepatocitos dañados son 

capaces de producir una serie de compuestos químicos de diversa 

naturaleza, que estimulan la producción de colágena, produciendo 

cambios importantes en el metabolismo del tejido conjuntivo en 

general (4, 5) y del glucógeno hepático en particular (89). 

Por otra parte, se ha encontrado que la glucoproteína llamada 

fibronectina que también se libera de los hepatocitos es un 

agente quimiotáctico que puede dirigir la llegada de fibroblastos 

al sitio de la lesión (99). El cambio en los elementos celulares 

(aumento de fibroblastos y células inflamatorias>, así como la 

modificacidn en la matriz extracelular producida localmente, 

pueden estimular la produccidn de tejido conjuntivo cicatricial. 

En la cirrosis hepática, los diversos componentes que 

forman el tejido conjuntivo están aumentados en la cirrosis y su 

distribucidn está alterada. 

Todos los tipos de colágena hepáticos se encuentran 

aumentados en la cirrosis. En cuanto a su distribucidn, se ha 

observado que todos los tipos se encuentran mezclados en 

prácticamente todos los sitios. En especial, en las bandas de 

tejido conjuntivo que rodean a los hepatocitos se han demostrado 

todas las variedades genéticas propias del hígado. 

El aumento en el tejido conjuntivo del hígado puede ser 

debido a un incremento en su síntesis, o a una disminucidn en su 

\ 
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o una combinación de ambos factores. Los estudios degradación, 

realizados hasta la fecha sugieren que durante las fases 

iniciales del proceso, la acumulación de col á.gena se debe 

preferentemente a un aumento en su biosíntesis. Tanto en hígados 

humanos como en hígados de animales tratados con CC14 o 

infectados con esquistosomiasis, la incorporación de prolina en 

la colá.gena (31, 109, 112, 113) está aumentada. La actividad 

colagenolítica puede encontrarse normal o inclusive aumentada 

( 39, 84 > . 

Existen numerosas evidencias en la literatura que 

muestran que en el hígado cirrótico se presentan alteraciones a 

diferentes niveles; entre otros en el metabolismo del tejido 

conjuntivo y en las células parenquimatosas. En relación a las 

alteraciones que se presentan en los hepatocitos se han reportado 

diversas anomalías en 

membrana plasmática. 

sistemas enzimáticos incluídos en 

Se ha visto que la actividad de 

la 

la 

adenilato ciclasa se encuentra incrementada así como los niveles 

de AMP ciclico y como consecuencia una reducción en el contenido 

de glucógeno hepático, también se han reportado reducciones 

significativas en las actividades de las ATPasas de sodio-potasio 

y de calcio, que pu?den conducir a severas alteraciones en el 

transporte de iones y de sustratos. 

El problema de la regeneración hepática (into:-:icación 

aguda con tetracloruro de carbono) se ha centrado en la bdsqueda 

de factores que regulen dicha respuesta hepática, y en los 

c2mbios que puedan ser usados como un del estado 

proliferativo. 

Seis o quizá siete hormonas y algunos aminoácidos 
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parecen r-egul ar la pr-oliferación hepática (74) • Entr-e estas 

hormonas están la insulina, glucagon, factor- de crecimiento 

ep-i dér-mi co, hor-mona par-atiroidea, calcitonina, iodotironinas y 

los gluco-corticoides. 

Son conocidos los efectos opuestos de la insulina y del 

glucagon sobre el metabolismo de los lípidos y los carbohidr-atos 

en el hígado. El glucagon presenta efectos catabólicos y la 

insulina anabólicos; sin embar-go, ambas tienen efectos 

sinergísticos favor-eciendo la proliferación hepática. 

El glucagon parece ser importante en la síntesis de 

fosfatidilcolin~ puesto que esta hor-mona estimula la actividad de 

una metiltransferasa que cataliza la transformación de fosfatidil 

etanolamina a fosfatidilcolina (16). Esta estimulación no se 

sabe si es causada por el glucagon a tr-avés de AMPc o por- una 

acción más directa. Lo interesante es que los cambios en la 

acción del glucagon sobre el hepatocito pueden modificar las 

relaciones entre los lípidos de la membrana. 

En el caso de la insulina, 

su mecanismo de acción era incierto. 

hasta hace muy poco tiempo, 

Experimentos recientes (64, 

117, 122) parecen haber encontrado un segundo mensajero para la 

insulina, el cual parece ser un péptido cuyo peso molecular es 

apr-oximadamente 1000-2000 y que se genera cuando la insulina se 

une a su receptor; el péptido mimetiza algunas funciones de la 

insulina. Sin embargo hay muchas otras explicaciones acerca del 

mecanismo de acción de insulina y al presente se requier-en más 

experimentos para aclarar este problema. 

Con respecto a los cambios inducidos por insulina en la 
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composición de la membrana plasm~tica se conoce muy poco. 

LiQOQeroxidación y Alteraciones Membranales 

Como ya mencionamos, la teoría moderna más aceptada 

para explicar la hepatotoxicidad del tetracloruro de carbono se 

basa en la facilidad de este compuesto para biotransformarse en 

radicales libres, por ejemplo CC13., por lo tanto posee una alta 

capacidad de reaccionar con moléculas orgánicas, tales como 

lípidos y provocar reacciones en cadena autocatalíticas. 

proceso se le llama lipoperoxidación. 

El 

con~-ecuenci as 

proceso 

a nivel 

de l i popet-m: i daci án tiene 

de las membranas, las cuales 

A este 

serias 

son 

extremadamente complejas e involucran no solamente a los lípidos 

poliinsaturados, sino también a un gran ndmero de proteínas 

integrales de la membrana. Las membranas de la mitocondria y del 

RE tienen una elevada proporción de ácidos grasos poliinsaturados 

(30) , tales como el ácido araquidánico (50). En consecuencia, 

estas membranas son extraordinariamente susceptibles al dafio por 

lipoperoxidacián. Las alteraciones en la actividad de la NADH-

citocromo c reductasa y el sistema succino-oxidasa de las 

mitocondrias de corazón e hígado se han asociado con el 

lipoperoxidativo. 

daño 

Observamos que después de la lipoperoxidacidn hay 

alteraciones en la interacción lípido-lípido y lípido-proteína, 

así como pérdida de la conformación estructural de las proteínas 

de 1 a mernbt-ana. 

Los fosfolípidos son esenciales para el normal 

funcionamiento de una gran variedad de enzimas microsomales como 

la glucosa-6-fosfatasa (32) , 1 as ATPa.sas (83) , la UDP-
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glucuroniltransferasa (47) y el sistema metabolizante de drogas 

(21, 45, 131, 156), por lo que resulta obvio que desde el punto 

de vista de dafio hepático producido por CC14, la actividad de 

estos sistemas enzimáticos se verá abatida, no solo por el dafio 

lipoperoxidativo de los fosfolípidos y la alteración de la 

conformación estrucctural de las proteínas de la membrana, sino 

también por el hecho de que en la intoxicación con CC14 se 

modi~ica la proporción de determinados fosfolípidos, lo cual 

trae como consecuencia un abatimiento en la actividad de diversos 

sistemas enzimáticos incluidos en la membrana y cambios en la 

microviscosidad de la misma. 

Se ha demostrado (131) que una disminución en la 

relación colesterol a fosfolípidos disminuye la microviscosidad 

de la membrana y que un incremento en los ácidos grasos 

poliinsaturados contenidos en los fosfolípidos disminuye la 

microviscosidad. Asimismo, un incremento en la relación de 

fosfatidiletanolamina a fosfatidilcolina incrementa la 

microviscosidad (36) y que la remodelacidn de las proteínas de 

las bicapas de fosfolípidos disminuye la microviscosidad (59). 

Weddle y Hornbrook (152) han comprobado que el CC14 

disminuye el contenido relativo de ácidos grasos poliinsaturados 

de los fosfolípidos del hígado. También se ha demostrado (130) 

que el CC14 aumenta la relacidn de fosfatidiletanolamina a 

fosfatidilcolina en homogenado de hígado. 

Lamb y Schwartz (71), recientemente demostraron que el 

CC14 también activa a la fosfolipasa e, conduciendo al deterioro 

de los fosfolípidos. Por otra parte, Moore (87) comprobd que el 
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CC14 aumenta el contenido de calcio citosálico, asociado con la 

pérdida de calcio del RE, con lo cuál podría entonces activarse 

la metilacián de fosfolípidos, contribuyendo de esta manera al 

aumento en la fluidez de las membranas. 

I. 4. ºCQQª§ Utilizadas §Q el Tratamiento g~l Dafio Bg~gQ 

(HeQatitis) 

El hecho de que el radical CC13. y demás radicales 

libres secundarios consuman las defensas endógenas e inicien el 

proceso de lipoperoxidacián destructiva ha motivado profundas 

investigaciones que han conducido al descubrimiento de sustancias 

que aportan protección contra el proceso de l i poper- o>: i dac i án 

destructiva. Se han descubierto una gran variedad de sustancias 

que no guardan relación química 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. Et i 1 endi ami notetra-acetato CEDTA> ( 136). 

3. SKF-525A (44, 81). 

4. Propilgalato (138). 

5. Cistamina (18). 

6. Dietilditiocarbamato (DEDTC) (77). 

7. Selenio (30, 85). 

8. Metionina (58). 

9. Adenosina (54). 

10. Teofilina (58). 

11. Pt-om2tazina (118). 
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12. Difenil-p-fenilendiamina CDPPD> (29, 118}.

13. Acido ascórbico (161).

14. Cimetidina (57, 80).

15. Dietilen-triamino-penta-acetato CDETAPAC) (34).

16. Glutatián (48).

17. Colchicina (111, 142).

Drogas Utilizadas @n 

(Cirrosis) 

Tratamiento del Daño Crónico 

En la actualidad se ha encontrado que es posible 

influír favorablemente la cirrosis hepática por medios 

farm,:1.col ági cos. Estos se basan fundamentalmente en la 

observación descrita en la literatura de los resultados obtenidos 

en estudios experimentales en animales y en humanos (62, 110, 

111, 128) .

Al demostrarse que, uno de los mecanismos comunes a 

través del cual diversos agentes etiológicos pueden dar lugar a 

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

han empleado diversos agentes con probable actividad 

antifibrogénica en el manejo terapéutico de los pacientes con 

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

1. 

Estos compuestos compiten con la prolina por el RNAt 

i ncot-por ándose así en la molécula de la colágena. La 

incorporación de este compuesta extraño en la moléula cambia el 

eje de su hélice con lo que interfieren con las reacciones de 
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hidroxilación. Como consecuencia no se forma la triple hélice y 

la colágena no se transporta a velocidad normal hacia el 

extracelular, sino que se degrada intracelularrnente. 

2. B9@Qi§§ Quelantes de Hierro 

espacio 

Estos agentes inhiben la hidroxilacidn de los residuos 

de prolina y de lisina de la colágena, impiden la formación de la 

triple hélice y el movimiento transcelular de procolágena. No 

hay glucosilación. 

3. B9§~i§§ Latirogénicos 

Son agentes que inhiben a la enzima lisiloxidasa y por 

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

molécula de colágena. 

4. Penicilamina 

Esta droga se combina con los grupos aldehído de la 

molécula de colágena por lo que no se forman los enlaces intra e 

intermoleculares. 

lisil-oxidasa. 

A grandes concentraciones también inhibe a la 

5. Corticosteroides 

Los corticosteroides tienen un efecto antiinflamatorio 

general y también son capaces de inhibir a la enzima 

prolilhidroxilasa. 

6. 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 1 a gota. Se ha 

visto que el uso durante tiempo prolongado no se ha acompafiado 

de efectos adversos serios (62). 

La colchicina posee varios efectos farmacológicos que 

resultan benéficos pa~a el tratamiento de la cirrosis hepática. 

Tiene la propiedad de impedir la polimerización de la tubulina 

para formar los microtúbulos y como consecuencia inhibe el 

transporte transmembranal de las proteínas de exportación, en 

especial de la colágena (33, 94). Aumenta "in vitro" la 

producción de colagenasa, enzima responsable de la degradación 

extracelular de la colágena (52). 

procolagenasa activada por proteasa. 

Incrementa la liberación de 

Como consecuencia de su efecto antiinflamatorio la 

colchicina estabiliza las membranas lisosomales, inhibe la 

movilización, adherencia y quimiotaxis de los neutrófilos; inhibe 

la citotm:icidad mediada por neutrófilos dependiente de 

anticuerpos, inhibe la liberación de histamina de los leucocitos 

e inhibe "in vitro" la liberación de cininas plasmáticas (79, 

129) . Se ha visto que la colchicina protege las membranas 

plasmáticas y estabiliza las enzimas con grupos -SH, en su centro 

activo (79, 129). 

Se ha reportado que esta droga es capaz de modificar el 

sistema de adenilato ciclasa del hígado y como consecuencia los 
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niveles de AMPc (75, 89, 92). Otro efecto de la droga sobre la 

membrana es el que probablemente explica la elevación de la 

fosfatasa alcalina que se observa cuando se administra colchicina 

crónicamente (67, 89, 111). 

De los datos reportados por Mourelle en 1981 (89 >, se 

observa que en el modelo de cirrosis experimental con CC14 en 

ratas, el tratamiento con la colchicina regresa a valores 

normales los niveles de glucago~, de T3, de T4 y de AMPc que se 

encuentran alterados en la cirrosis, además el glucógeno hepático 

que está disminuido como consecuencia de la elevación del 

también recupera los valores normales (89). 

AMPc 

Uno de los sistemas enzimáticos membranales que juega 

un papel preponderante en las células es el de las ATPasas. 

Estas enzimas membranales son muy sensibles a cambios en la 

estructura de la bicapa, se ha demostrado que pequefios cambios en 

el microambiente que las rodea son capaces de modificar sus 

actividades (8, 35, 43, 56, 61, 65, 69, 70, 127, 133, 137). 

En las células hep~ticas estas enzimas tienen gran 

importancia ya que además de regular los gradientes de cationes 

también controlan el transporte de nutrientes indispensables para 

el hepatocito (aminoácidos y azúcares) y el transporte de ácidos 

biliares, pues estos últimos se acoplan al transporte de sodio. 

Dada la gran actividad metabólica que desarrolla el hígado ésto 

es de gran importancia. 

La ATPasa de Na+, K+ es una proteína incorporada a la 

membrana celular con una orientación asimétrica fija. El 

transporte activo de Na+ y de involucra cambios 

conformacionales protéicos asociados con movimiento de los sitios 
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que 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 

electroquímicos. La enzima actda entonces como transductor que 

convierte reversiblemente energía química en gradientes 

electroquímicos para cationes <126). La estequiometría de la 

reaccidn es de 2 K+ introducidos por cada 3 Na+ liberados de la 

célula y una molécula de ATP hidrolizada. 

A pesar de que el Ca+2 entra continuamente en forma 

pasiva a la célula, la concentración intracelular de calcio (0.1 

a 1 M) se mantiene en una concent~acidn de 3 a 4 órdenes de 

magnitud m~s baja que la del medio externo. Este hecho involucra 

la existencia de sistemas activos para la salida de calcio. Como 

la ATPasa de calcio de la membrana (76). Mediante estudios 

cinéticos se ha demostrado la existencia de 2 sitios catalíticos 

para esta enzima (95). 

Es evidente que el exceso de Ca++ intracelular puede 

ser muy dafiino para cualquier célula y que los mecanismos de 

defensa frente a la entrada masiva de Ca++ incluyen la baja 

permeabilidad de la membrana al Ca++ y la actividad de la ATPasa 

que bombea Ca++ hacia el exterior celular (76). En las membranas 

plasm~ticas de los hepatocitos se ha aislado un activador 

diferente de la calmodulina que parece ser una proteína de la 

membrana (95). 

La fosfatasa alcalina <F.A.) es una ectoenzima a la que 

no se le conoce exactamente la funcidn biol~gica ( 160) , se 

localiza en la superficie externa de la membrana plasmática del 
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hepa.toc:i to. Su actividad específica es de dos o 5 veces mayor en 

el dominio canalic:ular que en el sinusoidal de la membrana 

plasmática (37). 

en alcohdlicos, 

galactosamina, 

Se han reportado (2) niveles elevados de F.A. 

en ratas tratadas con etanol (93), CC14, D-

alcohol alílico, faloidina, amanitina y en la 

hepatitis reactiva inespecífica (15, 33, 105, 135, 148). 

Teschke et al (105) han reportado que el hígado graso 

en humanos está asociado con niveles hepáticos altos de F.A. Sin 

embargo el mecanismo por el cual se modifica la actividad de la 

F.A. permanece oscuro. 

Se han observado alteraciones estructurales y 

funcionales en las membranas plasmáticas 

durante el tratamiento con alcohol ( 108, 

de los hepatocitos 

157> y con CC14 (33, 

82) . Estas alteraciones podrían estar relacionadas de alguna 

manera con la actividad de la F.A. 

La gamma-glutamil transpeptidasa CGGTP> es otra enzima 

de membrana que se encuentra en mayor abundancia en el dominio 

canalicular de la membrana plasmática del hepatocito. Al igual 

que la F.A., la GGTP se ve modificada en el daflo hepático (134) 

por lo que sirve como indicador del mismo. 

L 6. Silimarina 

Generalidades~ Estructura 

La silimarina es una mezcla de sustancias extraídas del 

cardo mariano, Sil~bum mar-ianum CL. ) Gaertn. cuyo uso se 

remonta a la antiguedad. Esta planta pertenece a la familia 

asteraceae, es decir al grupo de las compuestas. El 
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cardo mariano no debe confundirse con los representantes del 

ya que no tiene nada en comdn con estas plantas, 

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

El ª~ mª~iªn~m es natural del sur de Europa, 

del Norte y Asia Occidental y Central. 

Africa 

El extracto obtenido a partir de los granos de la 

planta es una mezcla de sustancias activas que consta de tres 

especies moleculares distintas (Fig. 5): silibina, silidianina y 

silicristina. Estas sustancias se· caracterizan por poseer 

flavonoides y ser muy poco tüdrosolubles. 

La silibina representa el compuesto má~ activo de la 

silimarina aunque la silidianina y la silicristina presentan 

actividades cualitativas similares pero son menos potentes. 

La fórmula de la silibina está representada por dos 

estructuras isoméricas (Fig. 5a y b), con un grupo hidroxi-2-

fenil-cromanon. Se distinguen de otros flavonoides, en 

particular de los dihidroflavonoides por la condensación con un 

alcohol coniferilico (149). 

I. 6. 2. Estudios Farmacoldgicos 

La silibina y los otros constituyentes de la silimarina 

son rápidamente conjugados en el hígado con sulfatos y ácido 

glucurónico. Los conjugados pasan al plasma y a la bilis con una 

recuperacidn mayor al 80% de la dosis administrada I.V. 

seftala la existencia de un ciclo enterohepático: 

intestinal, conjugacidn hepática, 

Esto nos 

absorción 

la bilis, 

rec2ptación por el intestino, hidrólisis por la flora intestinal 
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y se repite el ciclo (72). 

Los estudios de las propiedades farmacológicas de la 

silimarina pueden dividirse en tres partes: los ensayos de 

toxicidad, las cáracterísticas generales y los aspectos 

particulares. 

a>. Ensayos de Toxicidad. 

La dosis letal 50 de la silimarina (solubilizado en 

forma de hemisuccinato de Na) por vía intravenosa es de 400 mg/kg 

para el ratón, de 385 mg/kg para la rata y de 140 mg/kg para el 

perro. Estas dosis no son fijas, ya que dependen del período de 

infusión, si esta es lenta se pueden administrar 2 g/kg a la rata 

en 2-3 hrs. (72). Por vía intragástrica la tolerancia es mayor, 

la DL 50 en 1~ rata por esta vía está alrededor de los 450 mg/kg. 

El perro y la rata reaccionan a dosis de hasta 30 mg/kg 

con hipotensión arterial y bradicardia que pueden suprimirse, en 

gran medida, con atropina aunque nada hace suponer que la 

silimarina tenga un componente de acción simpaticomimética. La 

causa primaria _(aunque no la única) de muerte tras la 

administración de dosis letales de silimarina debe verse en una 

acción inotrópica negativa sobre el miocardio, como se deduce de 

los experimentos !Q §!t~ y de los realizados en preparaciones de 

Langendorff de corazón aislado (147). 

b). Propiedades Generales. 

La silimarina a los mastocitos 

contra la acción degranulante del 48/80. Por lo mismo la 

silibina no se comporta como un aminoliberador a diferencia de 

ciertos bioflavonoides. Suprime la liberación de serotonina 

debido a su efecto "estabilizador de membranas". Su efecto sobre 
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la liberación de aminas podría e>:pl icar su acción 

parasimpaticomimética. 

c>. Propiedades Particulares. 

Las propiedades particulares de la silimarina se 

refieren a su efecto hepatoprotector. Vogel fue el primero en 

demostrar el efecto hepatoprotector de la silimarina en dafio 

hepático experimental provocado por faloidina (143-146). 

Posteriormente su efecto protector y curativo fue 

confirmado en animales intoxicados con tetracloruro de carbono 

( 147), tioacetamida (49), D-gal actosami na C 120), etanol (96), 

halotano (125), priseodynium y 

También ha sido utilizada en la 

fenilhidrazina 

otros lantánidos 

C 139 > , 

C 132) • 

hepatectomía parcial quirúrgica (78) y en la clínica en 

diferentes tipos de esteatosis y otros tipos de enfermedades 

hepá.ticas (38). 

En el caso de la regeneración hepática (hepatectomía 

parcial quirúrgica) la silimarina aumenta desde el segundo y 

tercer día el peso del hígado con relación a los controles (78) • 

El incremento es pequefio pero significativo. La si 1 i mat- in a 

previene considerablemente el aumento de la actividad de enzimas 

séricas causado por la D-galactosamina. Incrementa la conversión 

de UDP-hexosamina a UDP-acetylhexosamina en el hígado y facilita 

la normalización del contenido del ácido UDP-glucurónico en el 

hígado de las ratas (135). 

La silimarina y la silibina (el compuesto más activo de 

la silimarina) son eficaces en prevenir la muerte de perros 

intoxicados con faloidina (148). Estos son los animales que más 
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se asemejan al hombre en la intoxicación con faloidina. 

En el caso de la intoxicación con alcohol la silimarina 

normaliza los niveles de glutatidn reducido, 

el cociente entre ambos (140). 

glutatidn oxidado y 

El halotano aumenta la actividad de varias enzimas 

séricas características de daño hepático. 

encuentra la sorbitol deshidrogenasa, 

Entre estas enzimas se 

la alanina amino 

transfer-asa. La silibina es capaz de revertir este efecto (125). 

La administración en ratas, de praseodimiun, cerium y 

lanthanum produce un aumento dosis dependiente en la actividad de 

las enzimas 

transaminasa 

deshidrogenasa 

séricas: transaminasa glutámico pirúvica (GPT>, 

glutámico oxalacética <GOT> y sot-bi tol 

<SDH> • La silibina disminuyó considerablemente 

(aunque no totalmente) la anormalidad en las actividades 

enzimáticas antes mencionadas. También atenuó el incremento en 

la retención de la bromosulphtaleina y previno la acumulacidn de 

triglicéridos hepáticos inducida por el praseodimiun (132). 

En cuanto al mecanismo de acción de la silirnarina se 

sabe poco, sin embargo la mayoría de los autores están de acuerdo 

en que por lo menos uno de los efectos de la silimarina es a 

nivel de membrana <27> {147). 

La acelerada renovación de la membrana (durante la 

administración de silimarina) se acompaña de un incremento en la 

actividad fosfatasa alcalina. La hipótesis más probable según 

Desplaces (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 "estabilizándola". Esto 

podría llevarse a cabo modificando la composición lipídica, tal 
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vez disminuyendo el cociente colesterol/fosfolípidüs, como lo 

hace la colchicina (159). Sin embargo, esto no está aún aclarado 

y hacen falta más estudios para proponer un mecanismo de acción. 



I:. Qfül~Il~Q 

Como se mencionó en el punto I.4., las membranas y sus 

lípidos son primordialmente afectados frente a los agentes 

hepatotó:-:_i cos. También sabemos la importancia de la integridad 

de la membrana y de la proporcidn que deben guardar los 

diferentes lipidos para el óptimo funcionamiento de las enzimas 

membranales, sistemas de transporte, receptores para hormonas, 

sistemas de mensaje y muchos procesos más, 

daño hepático. 

La silimarina es una 

involucrados en el 

droga considerada 

hepatoprotectora, se ha usado principalmente en intoxicación con 

faloidina (143-146) en donde resulta muy eficaz. Sin embargo no 

existe suficiente información acerca de su uso en intoxicaciones 

con CC14 y no existe ningdn estudio acerca de la influencia de la 

silirnarina en el daño agudo y crónico con CC14 en la composición 

lipídica de la membrana. 

El objetivo del presente trabajo consistió precisamente 

en estudiar los cambios producidos por el CC14 en la composición 

lipídica de la membrana plasmática del hepatocito y su 

modificación por la silimarina. Este estudio abarcó tanto a la 

intoxicación aguda como crónica con CC14. 

También se hicieron cortes histológicos de hígado, con 

el fin de demostrar el daño hepático. 

En los casos en los ~ue se encontraron alteraciones en 

la composición lipídica se midieron enzimas de membrana para 

corTel ac i onar el cambio en los lípidos con la actividad 

enz i má.t i ca. 
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II I. JUSTIFICACION 

Un gran número de agentes químicos y biológicos pueden 

inducir daño hepático. 

metabolismo de plantas, 

Algunas hepatotoxinas son productos del 

hongos o bacterias, otras son 

miner-ales. Muchos son pr-oductos, subpr-oductos o desperdicios de 

la industria química o farmacéutica. El dafio hepático se puede 

llevar- a cabo en una variedad de cir-cunstancias. Algunas toxinas 

naturales 

alcaloides 

tales 

de 

como los péptidos de Amanita Qhalloides, 

perrolizidina, se pueden encontrar como 

contaminantes occidentales en la dieta. Otras como las 

micotoxinas son ingeridas debido a condiciones climáticas y a 

prácticas culturales en algunas partes del mundo, favoreciendo su 

presencia como contaminantes en los alimentos. 

Los hepatotó>: i cos químicos también pueden ser-

inger-idos como contaminantes accidentales en la dieta. Este 

fenómeno es ilustrado por- la epidemia "Epping Jaundice" en 

Inglater-r-a causada por la contaminacidn de un gran suplemento de 

har-ina con 4,4"-diamino-diphenyl metano (145); y por la enorme 

cantidad de personas con daño hepático y porfiria en Turquía por-

la ingestión de trigo al cual se le había agr-egado 

hexaclorobenceno como fungicida (68). 

La exposición doméstica a hepatotóxicos puede resultar 

de la inhalacidn o ingestidn accidental o suicida de tóxicos 

conocidos CCC14, fosforo elemental, sales de cobre>, o 

debido a prolongadas sobredosis de algunos agentes 

(acetaminofen, sulfato ferroso) (20, 63, 68, 119). 

medicinales 

Varios agentes hepatotdxicos han sido utilizados en la 
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industria (hidrocarburos clorados, compuestos nitroaromáticos, 

nitrosaminas, arsenicales inorgánicos, cloruro de vinilo) C 1 O, 

116, 119, 163), aunque en la actualidad a los agentes a los que 

se les reconoce hepatotoxicidad potencial se les utiliza con 

mucha precaución, además dentro de los subproductos industriales, 

desechos y pesticidas que contaminan el medio ambiente, se 

encuentran hepatotoxinas conocidas (11, 63). 

El dafio hepático debido a agentes medicinales es una de 

las facetas de hepatbtoxicidad de mayor interés para la clinica, 

ya que existen un gran ndmero de drogas que pueden producir dafio 

hepático como resultado de un error en el tratamiento o debido 

a prolongadas sobredosis (63, 97, 163). 

Por otra parte sabemos que la cirrosis hepática 

constituye una de las principales causas de muerte en el mundo. 

Mientras que en el hemisferio oriental resulta como consecuencias 

de la esquistosomiasis hepatoesplénica (150); en el hemisferio 

occidental el alcoholismo es el responsable de más del 60í:. del 

(24, 40). total 

Ro_ikind 

de muertes atribuibles a cirrosis hepática 

(114) ha reportado que en México y en los Estados Unidos 

de Norte América, la cirrosis hepática es la tercera causa de 

muerte de individuos de ambos sexos entre 30 y 60 afies de edad, y 

que la incidencia de esta enfermedad sigue aumentando. 

La hepatotoxicidad experimental es una faceta de 

relevancia singular y de gran importancia en la medicina humana y 

en la veterinaria (162). También la hepatologia experimental 

modelos para el estudio de fenómenos bioquímicos, 

fisiológicos, patológicos, farmacológicos y clinicos. 
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El desar~ollo de métodos de diagnóstico hepatolágico 

está basado en la hepatotoxicologia experimental. 
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IV. MATERIALES Y ~~IQQQ~ 

IV. 1. Intoxicación Aguda con CC14 

Se usaron ratas Wistar macho cuyo peso oscilaba entre 

200 y 250 g y se les administró por via intragástrica, una 

solución de CCl 4 en aceite de maíz < 1: 1, v/v) (88) a razón de 

0.5 ml/100 g de peso. 

de la intoxicación. 

Los animales se sacrificaron 24 hs después 

IV.2. Intoxicación Crónica con CC14 (88) 

Se usaron ratas Wistar macho, cuyo peso oscilaba 

inicialmente entre los 50 y 75 g y se les inyectó por vía 

intraperitoneal 0.15 ml de la solución de CC14 en aceite mineral 

cada tet-cer día, durante 8 semanas o más según se indique en los 

resultados, con el siguiente protocolo: 

la. Semana: 

2a. Semana: 

3a. Semana: 

4a. en adelante Semana: 

CC14: aceite 1:7. 

CC14: aceite 1:6. 

CC14: aceite 1:5. 

CC14: aceite 1:4. 

el aceite utilizado fue 

anima.les se sacrificaron 

administración. 

nujol 

3 

(aceite mineral--Sigma). Los 

dias después de la ~ltima 

Este esquema de intoxicación fue diseftado con el fin de 

mantener aproximadamente la misma dosis por gramo de peso de las 

ratas durante todo el proceso. 
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IV.3. Tratamiento ~QQ Silimarina 

IV.3.1. ~n el Daño Agudo 

La silimarina se administró en forma de suspensión en 

carboximetilcelulosa CCMC> al 0.7% a una dosis de 200 mg/kg i.p. 

conjuntamente con el CC14. También se hizo un grupo control que 

recibió dnicamente silimarina y otro dnicamente con el vehículo 

CCMC>. 

IV.3.2. ~n el Daño Crónico 

La silimarina se administró también en suspensión de 

CMC al 0.7% pero a una dosis de 50 mg/kg p.o. 5 veces a la semana 

durante el periodo de tiempo que se indica en el apartado de 

t-esul tados. 

IV.4. Determinación del Grado g~ LiQOQeroxidación (13) 

La 1 i pop ero:-: i dac i ón se midió cuantificando el 

malondialdehído formado con el ácido tiobarbitdrico <MDA). 

Se hizo un homogenado de higado en agua tridestilada 

(1:9) P/V. 

Una muestra de homogenado conteniendo 5 mg de proteina 

se llevó a 1 ml con Tris-HCl 0.15 M, pH 7.4 y se incubó 30 mina 

37 c. Se agregó 1.5 ml de ácido tricloroacético al 20% 

(ajustando a pH 2.5 con KOH> y 1.5 ml de ácido tiobarbitdrico al 

O.Si.. Las muestras se colocaron en un baño de agua hirviendo por 

45 minutos y posteriormente se les agregó 1 ml de KCl 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 extinción molar CE> del complejo 
:,-

mal ond i al deh í do-ti ob ar bit úrico es 1.56 x 10 cm 
-1 

M 

IV.5. 

hígado; 

Las ratas se anestesiaron con éter y se les extrajo el 

10 g de hígado se picaron con tijeras, agregándoseles 25 

ml de NaHC03 1 mM y se homogeneizaron en un homogenizador Dounce 

de vidrio (émbolo flojo) mediante 8 golpes fuertes· de émbolo. 

Cada 20 g de hígado tratado de esta manera se juntaron y se les 

afladier6n 450 ml de NaHC03 1 mM. Esta suspensidn se agifd 

durante 3 minutos, y se filtró 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 centrífuga de 250 ml, y se 

centrifugd a 1500 x g a 4 C. El sobrenadante se descartd y la 

pastilla se homogenizct con 3 golpes suaves en el mismo 

homogeneizador; 48 ml de este homogenado se mezclaron con 62 ml 

de sacarosa al 69% y se ajustó para que quedara con un índice de 

refraccidn igual al de una solucidn de 44% 

esto con un refractctmetro ABBE. 

0.1% de sacarosa, 

Veinticinco mililitros de esta suspensión se colocaron 

en tubos de centrífuga <Rotor SW 27) cuya capacidad es de 38.5 ml 

y se les agregó sacarosa al 42% en el volumen necesario para 

llenar el tubo con el objeto de formar un gradiente discontinuo. 

Se centrifugó durante 150 minutos a 25,000 rpm a 4 C. El 

que flotd dEspués de la centrifugacidn se recogid con 

una espátula con forma de cuchara. Este material f 1 otante se 
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pasó a través de jeringas con agujas No. 18 primero y después del 

No. 20. A esta fracción le hemos llamado "membranas parcialmente 

purificadas". 

Las pastillas se resuspendieron en NaHCO 1 mM y se 

almacenaron en un congelador Reveo a -70 C hasta su utilización. 

IV.6. Extracción de LiQidos (151> 

A n ml de muestra se afladieron lentamente a 5 x n ml de 

metanol en matraz con agitación suave durante 30 min. A 

temperatura ambiente. 

Se afladieron 5 x n rnl de cloroformo agitando 

vigorosamente. Después de 15 rnin se filtraron los solventes por 

papel Whatman No. 1. Se regresó el residuo al matraz y se 

extrajo 2 veces más en la misma forma. Se combinaron los 

filtrados y se evaporaron a sequedad bajo corriente de en N2 

a 25-37 C. El residuo se extrajo con cloroformo, metano! y KCl 

0.1 Nen la propor-ción (5:3:2> >: n. 

Se agitó en embudo de separación y se extrajo la fase 

org~nica (inferior>, se evaporó en atmósfera de Na. 

IV.7. 

Se resuspendió en 0.5 x n ml de benceno. 

PreQaracidn de las E!ª~ª§ Qara Cromatografia ªº 
!_:;;ªº-ª Fina < 151 > 

Las placas para identificar los lipidos se prepararon 

como sigue: 

41 g de silica gel G-60. 

4.5 g de sulfato de amonio. 

103 rr,l de H20. 
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En cada caso la suspensión se colocó sobre placas de 

vidrio de 20 cms x 20 cms con el aparato formador de placas. 

Las placas se dejaron secar a temperatura ambiente 24 

hs antes de usarse. 

Cromatografía en CaQa Fina (151) 

Para separar las diferentes especies de fosfolípidos se 

usó el siguiente sistema de solventes: 

Cloroformo : Metanol Acido Acético: Agua 

90 20 9 5 

la cámara se dejó saturar durante 2 horas. 

IV.8. Cromatografía de FosfolíQidos (151) 

Se aplicaron sobre las placas 10 ul del extracto de 

lípidos totales. Una vez secas las manchas, las placas se 

sistema de solventes introdujeron en las cámaras con el 

anteriormente descrito y saturadas. El solvente se dejó llegar 

hasta 14 cms por arriba del punto de aplicacidn. 

corrida aproximado fue de 1 hora. 

IV. 9 . Identificacidn de 1ª2 EsQecies de Lígidos 

El tiempo de 

Para identificar las diferentes especies de lípidos se 

realizaron las siguientes pruebas: 

a). Fosfatidil serina CPS): se identificó mediante el 

uso de un est~ndar puro del fosfolípido (Sigma) y por su reaccidn 

específica con ninhidrina. Una solución de ninhidrina 1% en 

butanol se roció por encima de la placa. La placa se calentó a 
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120 e por 

violeta. 

10 min. La mancha correspondiente did un color 

b > . Fosfatidil etanolamina CPE>: se usó un estándar 

puro del fosfolípido (Sigma> y también se corroboró con la prueba 

de ninhidrina. 

c > . Fosfatidil colina CPC> : se usó también un 

estándar puro sintético-dipalmitoil lecitina y se le identificó 

con el reactivo de Dragendorff específico para grupos 

cuaternat-i os. 

amino 

d). Esfingomielina CSPH>: se hizo mediante un estándar 

puro .<BDH) y con la reacción de Dragendorff. 

prueba de Dragendorff fue amarillo. 

El color que dió la 

e). Fosfatidil inositol (PI>: se usó un está.ndar puro 

CApplied Science Laboratories) que igual que en los casos 

anteriores se juntó con el extracto. 

IV.JO. Determinación Cuantitativa de 192 Diferentes 

FosfolíQidos SeQarados (149) 

Una vez separados los lípidos por cromatografía e 

identificados con los estándares, las manchas se rasparon y se 

colocaron en tubos especiales libres de fdsforo, posteriormente 

se llevó a cabo el siguiente procedimiento: 

a). Reactivos: 

KH2P04 10 mM en H2S04 0.1 N. 

Mg CN03)2 6H20 10% P/V en etanol. 

HCl 0.1 N. 

Acido ascórbico 10% P/V (fresco). 

Molibdato de amonio al 0.42% en H2S04 1 N. 
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b). Se tomó 1 ml de la solución de KH2P04 y se llevó a 

100 ml con agua (100 nmoles/1 ml>. De esta solución se colocaron 

0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ml. Estos estándares se colocaron en 

tubos especiales para fósforo <al igual que las muestras). 

Tanto a las muestras como a los estándares se les trató 

de la siguiente manera: 

1. Se calcinó con 30 ul de Mg(N03)2 6H20. 

..., 

..::. . Se agregó 0.3 ml de HCl 0.1 N. 

.,.. ._ .... Se hirvió 15 minutos a ebullición. 

4. Se agregó 0.3 ml de H20 tri destilada. 

C' 
J. Se agregó o·.2 rnl de ácido ascórbico 10%. 

6. Se agregó molibdato de amonio ( 1. 2 ml >. 

7. Se incubó a 37 e 30 minutos. 

8. Se leyó a 820 nm. 

Se hizo la curva estándar y se calculó el contenido de 

fósforo inorgánico en 1 as muestt-as (equivalente a la 

concentración molar del fosfolipido. 

IV.11 ■ Determinación de Colesterol 11L 

Se preparó una solución estándar de colesterol 100 

mg/100 ml (1 Ug/UI> en cloroformo. 

Se colocaron alícuotas por duplicado de 30, 50, 70, 100 

y 150 ul de este estándar en tubos con tapón. 

cloroformo bajo corriente de Na. 

Se evaporó el 

Se colocaron 100 ul de membrana en tubos con tapón de 

vidrio, tanto a los estándares como a las muestras. Se les 

agregaron 2.5 rnl de KOH alcohólico preparado de la siguiente 
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manera: 

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

De esta solución stock se tomaron 6 ml y se les agregó 

94 ml de etanol. Esta mezcla se preparó en el momento. 

Se taparon los tubos, se agitaron y se incubó a 37-40 C 

por 55 minutos. 

Se colocaron los tubos en hielo y se agregaron 5 ml de 

éter de petróleo frío, se agitó y se adicionaron 25 ml de H20. 

Se agitd durante 1 minuto. 

Se dejó sedimentar hasta romper la emulsión y se tomó 

una alicuota de 4 ml de la fase de éter de petróleo (superior>· y 

se evaporó a baño maría (50 C), 

corriente de N2. 

se terminó de secar bajo 

Se preparó el reactivo de Liebermann Buchand como se 

describe a continuación: 

20 voldmenes de anhidrido acético se enfriaron en 

hielo, se agregó 1 volumen de H2S04 concentrado, se agitó y se 

agregaron 10 voldmenes de ácido acético. El reactivo se puso a 

temperatura ambiente y se utilizó al momento. 

Se afiadieron 2 ml del reactivo a cada tubo de muestra o 

estándar y se incubó a 25 C por 30 minutos se leyó a 620 nm en el 

espectrofotámetro. 

Se hizo la curva estándar y se calculó el contenido de 

colesterol en las muestras. 
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IV.12. 

Bradford (9) 

Reactivos: 

Acido fosfórico 85i. 100 ml. 

Etanol 95% 50 ml. 

Azul de 
Coomassie G-250 

H20 CSP 

100 mg. 

1000 ml. 

Se hizo un estándar de albúmina sérica bovina CBSA> 1 

mg/ml., se hicieron estándares de 10-25-50-75-100 ul, y se 

tomaron las muestras. 

Tanto los estándares como la muestras se llevaron a 100 

ul. Se afiadieron 2.5 ml de reactivo, se agitd y se leyd a 595 nm 

en el espectrofotámetro. 

IV.J3. Determinacidn de Enzimas 

a). La fosfatasa alcalina se midió con la técnica de 

Berger y Rudolph (6). 

b). La gamma-glutamil transpeptidasa se midió con el 

método de Glossmaun y Neville (46). 

e). La medición de la ATPasa de Na+/K~ se llevó a 

cabo con el método de Pullman y Penefsky (100-101). 

IV. 1 4, Incoreoracián de Fosfolíeidos ª Membranas 

Plasmá.ticas 

El fosfolípido disuelto en algún solvente se colocó en 

un tubo (tubo 1) de ensayo y se evaporó bajo corriente de N2. 



Una vez seco el fosfolípido, se le afiadi6 un buffer tris-HCl, pH 

7.4 que contenía 1% de octil glucdsido. Se agitd en un vortex 

hasta que todo el fosfolípido se solubilizó. 

En otro tubo (tubo 2) se colocaron 100 ul de membrana, 

se le agregó tris-HCl 7.4 y octil glucósido para tener una 

concentracidn final de 1% de detergente y un volumen del doble 

del tubo 1. Se agitd para solubilizar la membrana. 

El 50'1/. del volumen del tubo ...., se virtid en el tubo 1' ..::. 

se agitd y se incubd 30 min a 37 e par-a permitir 1 a fusidn. 

Se diluyd 1: 1 la membr-ana remanente del tubo 2 con 

tris-Hcl 7.4, octil glucdsido 1'1/. par-a tener aproximadamente la 

misma concentracidn de membrana en ambos tubos. 

Se hizo un control con membranas y tris-HCI 7.4 sin 

deter-gente. Se midieron las enzimas y se determind proteína en 

los 3 tubos: membrana+ buffer, membrana+ detergente, membrana+ 

detErgente + fosfolípido. 

IV.15. Tratamiento Estadistica~ª lQ§ ºªiQ§ ~ Significancia ~ª 

Los resultados obtenidos en las determinaciones de cada 

grupo de ratas fueron promediados obteniéndose la media <MJ el 

error estándar de la media <EEM) y se compar-aron con los valores 

promedio del grupo control respectivo. Las diferencias entre el 

grupo control y los tratados se compararon estadísticamente 

utilizando la prueba "t" de student pat-a muestras pareadas (156). 

En el caso de las regresiones lineales se calculó el 

coeficiente de correlacidn y además ~e llevd a cabo un análisis 

de varianza (ANDEVA> para la regresidn lineal simple (156). 
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En ambos casos se tomó como dife~encia significativa 

cuando fue p < 0.05. 

43 



v. RESULTADOS 

v. l. ºª:5º Bm:!QQ 

La figura 6 muestra que el c:::14 administrado en dosis 

aguda aumentct la lipoperoxidacictn hE~ática casi 4 veces con 

respecto al control Cp < O. 005), cuanco se administró silimarina 

conjuntamente con el CC14 SE previno parcial pero 

significativamente Cp < 0.005) este efe=to. 

En la figura 7 se muestra u~ corte de hígado de rata 

control en el que se observa la integridad del parénquima y la 

clásica estructura poliédr~ca de los hepatocitos; 24 hs después 

de la intoxicación aguda con el CCl~ se observó necrosis del 

parénquima, pérdida de la estructura lobular, hinchazctn de 

células y vaciamiento celular CFig. 8) - La silimarina también 

previno parcialmente las alteraciones ~structurales causadas por 

el CC14 CFig. 9)' notándose en los ce-tes correspondientes que 

las zonas de dafio fueron menores. 

El colorante Rojo Sudán tifie selectivamente de rojo las 

zonas del tejido que ~ienen acumulaciores de grasa. En la figura 

10 se muestra un corte de hígac:=i de rata control que 

prácticamente no presenta acumulacictn ce grasa. En la figura 11 

se muestra un corte de hígado de ura rata intoxicada con CC14 

en 1 a que se aprecian grandes acumulaciones de grasa, 

principalmente cerca de la vena central, zona por la que entró el 

CC14~ La figura 12 muestra un corte de hígado de rata 

tratada conjuntamente con silimarina y :::Cl4; en la que se observa 

una situacictn intermedia en donde :as acumulaciones de grasa 

están limitadas a pequeflas zonas. 
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F\g. 6. Grado de lipoperoxidaci6n en hornogenados de h1gados de ratas tra­

_tadn con CCl4 y silhr,a:rina. LU ratas se sacrificaron 24 hrs,

despu�s del tratamiento con CCl4 (4 g/lg) p.o. y/o silimarlni 

200 mg/lg) 1 .p. 

Los resultados se inuestran como la siedia de al menos S ratas t

[.[.K. 

• Significa p < 0.025 c0111parado con el control.

f Significa pe 0.005 comparado con el grupo de cc14•

Fig. 7. Tincl6n de hematoxi1ína-eosina en un corte de hígado de rata

control. 



Fig. 8. Tinción de hematoxilina-eosina en un corte de hígado de rata 
tratado con CCl( (4 g/k�) ·p.o. 

Fig. 9. Tinción de hematoxilina-eosina en un corte de hígado de rata tra­
tada con CCl4 (4 g/kg) p�o: y silimarina· (200 mg/kg) ·;.p. 



Fig. 10. Tinci6n de Rojo Sudán en un corte de hígado de rata control . 

•



Fig. 11. Tinci6n de Rojo Sudán en un corte de htgado de rata tratada con 
CCl4 (4 g/kg} p.o. • 

Fig. 12. Tinción de Rojo Sudán en un corte de hígado de rata tratado con 
CCl4 (4 g/kg} p.o. y COA silimarina (200 mg/kg} i.p. 



Cabe mencionar que los cortes de hígados de ratas 

tratadas únicamente con silimarina no mostraron diferencias con 

relacidn a los controles que solo recibieron el vehículo. 

La figura 13 muestra las relaciones 

colesterol/proteínas CCH/Prot.>, fosfolípidos/proteínas 

<PL/Prot.> y colesterol/fosfolípidos (CH/PL> en las membranas 

pl asmá.t i cas aisladas de hepatocitos de ratas. Como se puede 

O. 005} el apreciar, el CC14 disminuyd significativamente (P < 

contenido de colesterol, incrementd el de fosfolípidos <P < 

0.005) y por lo tanto disminuyd el cociente CH/PL (p < 0.005). 

La silimarina administrada junto con el CC14 no fue capaz de 

prevenir estos cambios. 

Cuando se midid la actividad de la fosfatasa alcalina 

<FA) en las membranas plasmáticas de ratas tratadas con CC14 

se presentd una actividad casi un orden de magnitud inferior al 

contr-ol (p < 0.005) (Fig. 14). La silimar-ina pr-evino totalmente 

esta caída y además por sí sola elevd la actividad de la FA 3 

veces por encima del contr-ol Cp < 0.005) (Fig. 14>. 

La GGTP membrana! <Fig. 15} también mostrd una 

actividad mucho menor (25 veces) comparada con la de los 

controles (p < 0.005). La silimarina previno parcial pero 

significativamente (p < 0.005) la caída de la actividad de esta 

enzima causada por el CC14 (Fig. 15). 

En la tabla 1 se muestr-an los r-esultados del análisis 

de los fosfolípidos realizado en las membranas plasmáticas de 

hepatocitos de r-atas control, tratadas agudamente con CC14, 

tratadas con CC14 + silimar-ina y ratas que únicamente recibieron 
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Fi9. 13. Relaciones co1estcrol/protefoa (CH/Prot. ), fosfoH¡:idos/prote1na 
(PL/Prot.) y colcstcrol/fosfoltpidos (CH/Pl) en membranas plasm~ 
ticas de hcpatocitos de ratas tratadas con CCl4 y sili~~rina. -

las ratas se sacrificaron 24 hrs. después del tratamiento con 
CCl4 (4 g/lg) p.o. y/o silir.,arina (200 1r9/kg) i.p. 

los resulta dos se e~presan como la r.,edla de al menos 5 ratas :t 
E.t.H. 

• Significa p " 0,005 comparado con el control. 

t Significa p , 0.005 co,:irarado con el grupo de cc1 4, 
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(4 g/kg) p.o. y/o silimarina (200 mg/kg) i.p. 
Los resultados se expresan con~ la ~~dia de al menos 5 ratas± 
E.E.11. 
* Significa p < 0.005 comparado con el control. 
I Significa p < 0.005 comparado con el grupo de CC1 4. 
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Fig. 15. Actividad de la gama-glutamil transpeptidasa {GGTP} en membranas 
plas~ticas de hepatocitos de ratas tratadas con CC14 y silimarina. 
Las ratas se sacrificaron 24 horas despu~s del tratamiento con CC14 
(4 g/kg) p.o. y/o silimarina (200 rrg/kg) i.p. 
Los resultados se expresan como la lllE:dia de al menos 5 ratas± E.E.H. 
* Significa p < 0.005 comparado con el grupo control. 
I Significa p < 0.005 comparado con el grupo de CCl4. 



silimarina. Los fosfolípidos que mostraron cambios 

significativos en los diferentes tratamientos fueron 

fosfatidilinositol CFI) y la fosfatidiletanolamina <FEA>. 

cambios se encuentran graficados en las figuras 16 y 

el 

Estos 

17, el 

contenido se expresó como X con respecto al total de fosfolípidos 

en las muestras. 

El CC14 condujo a una disminución en el contenido 

de la FEA, esta caída fue prevenida en su totalidad 

mediante la administración conjunta de silimarina (p < 0.005) 

(Fig. 16). 

Con relación al contenido de FI se puede ver que fue 

mayor en las membranas del grupo tratado con CC14 (p < 0.05) y 

que la silimarina fue capaz de prevenir parcialmente este 

incremento (p < 0.05). En este caso, la silimarina "per se" no 

alteró el contenido de FI (Fig. 17). 

Como se mencionó en la introducción de este trabajo, 

los lípidos determinan el microambiente para las enzimas 

embebidas_ en la membrana y regulan la actividad de éstas. Por 

lo tanto es importante observar si existen correlaciones entre la 

actividad de la F A con los cambios en el 

contenido de los lípidos, así también con el cociente 

fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina (FC/FEA>. 

En la Fig. 

de la FA membrana! 

18 se muestra la variación de la actividad 

con el contenido porcentual de FEA de la 

membr-ana. Cada punto graficado corresponde a los valores 

e:-:peri mental es obtenidos al analizar las membranas de los 

diferentes grupos de tratamientos (control, CC14, CC14 + 

alto silimarina y silimaTina). Es importante notar el 
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Tratamiento CC1 4 CC1 4 ( 49/kq J Sil imarina 
Fosfoltpido Control ( 4g/k9) Silimarint (700 mg/kg) (200 mg/kg) 

Fosfatidflinositol l 14.8 ± o.a 33.7 ± 1.8* 24.7 ± 0.9** 11.8 t 0.6 

Esflngomielina t 10.3 ± 1.5 9.0 ± 1.2 6.6 t 0.6 7.6 ± 0.7 

Fosfatidilserina % 12.0 ± 0.4 9.1 t 1.2 4.2 ± 0.3 6.7 ± 0.9 

Fosfatidtlcolfna X 33.S ± 1.1 30.8 ± 2.7 36.6 ± 0.7 33.6 ± 1.6 

Fosfatidiletanolamina % 30.6 ± 2.0 21.7 ± 2.1* 21 .8 ± o. s' 3~.5 ± 2 <• 

TABLA l. Contenido de fosfoltpidos en las membranas plasm.1ticas de hepatocitos de 
ratas tratadas con CC14 y silimarina. 

~ -~ 
o 
e 

40.0 

Las ratas se sacrificaron 24 hrs. despu~s del tratamiento con CCl4 (4 g/kg) 
~-.o. y/o sil imarina (200 mg/kg) i .p. 
Los resultados se ex¡H"esan como la media de al menos 5 experimentos ± E.E.M. 

* Significa p < 0.025 comparado con el control. 
I Significa p < 0.05 comparado con el grupo cc1 4. 
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Fig. 16. Contenido de fosfatidil inositol en membranas plasm~ticas Ce he­

patocitos de ratas tratadas con CCl4 y siliw~rina. 
Las ratas se sacrificaron 24 hrs. despu~s del tratamiento con 
CCl4 (4 g/kg) p.o. y/o silimarfna (200 mg/kg) i.p. 
Los resultados se expresan como la media de al menos S experimen­
tos ± E.E.M. 

* Significa p < 0.025 comparado con el control. 
I Significa p < O.OS comparado con el grupo tel 4• 
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Ftg. 17. Contenido de fosfatidiletanolamina (FEA) en l!le!OOranas plasrMti­
cas de hepatocitos de ratas tratadas con CCl4 y sili~arina. 
Las ratas se sacrificaron 24 hrs. despufs del tratamiento con 
CCl4 (4 g/kg) p.o. y/o silimarina (200 mg/kg) t.p. 
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimen-
tos t E.E.H. ' 
* Significa p < 0.025 comparado con el control. 
f Significa p < O.OS comparado con el grupo CCl4. 

Control 

CCl4 

CCl4 + Sil. 

Silimorino 

12.0 r = ú.98 • p< 0.005 

8.0 

4.0 
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20 30 
FOSFATIDILETANOLAMINA {%) 

Ftg. 18. Correlaci6n entre la actividad de la F.A. y el conteniao tie tos­
fatidiletanolamina (FEA) en membranas plasrMticas de hepatocltos 
de ratas. 
Cada punto corresponde al promedio de por lo nicnos 5 ratas que 
recibieron diferentes tratamientos (control, CCl4, CCl4 + sllima­
rina, silimarina). 

La p se calcu16 mediante un análisis de varianza para regresi6n 
lineal ~imple. 
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coeficiente de correlación ( r = 0.98) y la probabilidad altamente 

significativa (p < 0.005) obtenida al aplicar el método de 

análisis de varianza CANDEVA) para esta regresión lineal simple. 

De manera similar, al graficar el cociente FC/FEA con 

respecto a la actividad de la F.A. membranal se encontró una 

corrrel aci dn buena ( r = O. 99) con una pt-obabi 1 i dad de Cp < O. 025) 

(Fig. 19>. 

Con el objeto de verificar si efectivamente existia una 

correlación entre la actividad de la FA y el contenido de 

FEA de la membrana como parecian indicar los resultados de los 

tratamientos 18>, se planearon experimentos en los cuales 

las membranas se enriquecieron artificialmente con FEA y 

posteriormente se midict la actividad de la FA <Fig. 20 y Tabla 

2) . 

En la tabla 2 y la figura 20 se puede apreciar que 

cuando se incorpord FEA a las membranas, la actividad de la F.A. 

aumentó más de un 50% (p < 0.005). Este efecto es especifico 

del afladido del fosfolípido ya que el detergente utilizada para 

solubilizar no tuvo efecto por si solo sobre la actividad de la 

enzima. También es importante seflalar que el fosfolípido no se 

utiliza como sustrato por parte de la enzima. Este efecto parece 

ser específico para la FEA ya que al afiadir FS la actividad no 

·:,;;e modi ficd. 
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Ffg. 19, Correlacf6n entre la actividad de la F.A. y el cociente FC/FEA en 
membranas plas_rnatlcas de hepatocftos de ratas. 

CONTENIDO 

Cada punto corresponde al promedio de por lo menos 5 ratas que 
recibieron diferentes tratamientos {control, CCl4, CC14 + s111ma­
r1na, s 11 fmarlna). 
La p se calcu16 mediante un an!lisls de varianza para regresl6n 
lineal simple. 
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Ffg. 20, Modu1ac16n de la actividad de la F.A. en membranas plasmSt1cas de 
hepatocftos de ratas por la FEA. 
los fosfol,pidos se igregaron disueltos en oct,1 gluc6sido (1%). 
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimen-
tos± E.E.M. • 
• S1gn1ffca p < O.DOS comparado con el control. 
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V. 2. 

V.2.1. 

Daño Crónico 

CaQacidad de la Silimarina Qara Prevenir el Dafio 

Crónico g_or !;;;~!.1 

En este esquema experimental la silimarina se 

administró conjuntamente con el 

tratamiento. 

CC14 durante 8 semanas de 

La administración crónica de CC14 para producir 

cirrosis, incrementó 3 veces el grado de lipoperoxidación en los 

homogenados de hígados de ratas tratadas comparadas con los 

controles (p < 0.01). La silimarina administrada conjuntamente 

con el CC14 nuevamente previno el incremento en la 

lipoper-o:-:idacián (p < 0.025) (Fig. 21>. 

En la figura 22 se muestra un cor-te de hígado de rata 

cirrótica procesada con la técnica de Rojo Sudán par-a visualizar 

la grasa que se tifie de rojo. Nótece la presencia de gr-andes 

acumulaciones de grasa principalmente en la periferia de los 

nódulos. 

Los cor-tes de hígado de ratas protegidas con silimarina 

y teftidos con Rojo Sudán CFig. 23) muestran menos acumulación de 

grasa que la que se observa en aquellos del 

recibió CC14. 

grupo que sólo 

Mediante la tinción con ácido tricrómico de Mallory se 

visualizó la colágena teñida selectivamente de color azul. El 

corte de hígado de la figura 24 pertenece a una rata control y se 

nota que sólo se tifió de azul alrededor de la vena central. En 

un corte de hígado de rata cirr-ótica CFig. 25) se hacen evidentes 

las gruesas bandas de colágena formando nódulos de hepatocitos 

4R 
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FEA FS FA 
µmol/mg Prot. µmol/mg Prot. :i: de Actividad 

Membranas Control 0.48 t 0.04 0.12 :t: 0.03 100 

Membranas+ Octíl 
Gluc6sido 0.47 :t: 0.03 0.13 :t: 0.02 95.4 :t: 3.2 

Membranas + Octn 
Gluc6sido + FEA 1.6 :t: O.OS* 0.13 :t: 0.02 157.l :1: 7* 

Membranas+ Oct11 
Gluc6sido + FS 0.47 :t: 0.03 1.26 :1: o.os• 97.2 :1: 4.1 

TABLA 2. Hodulaci6n de la actividad de la F.A. en merrbranas plasmaticas de hepatocitos 
de ratas a las que se les agreg6 FEA o fosfatidilserina (FS) puros. 

e ·e 1.5 o 

Los fosfollpidos se agregaron disueltos en octll gluc6sido (1%). 
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimentos± E.E.H. 
* Significa p < 0.005 comparado con el control. 
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Fig. 21. Grado de lipoperoxidaci6n en homogenado de hlgado de ratas trata­
das crónicamente con CCl4 y/o silimarina. 
Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el 
tratamiento con CCl4 y silimarina (50 mg/kg) p.o. diario, 
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 ratas :t 
E.E.H. 

* Significa p < 0.01 comparado con el control. 
# Significa p < 0.025 comparado con el grupo cc1 4. 



Fig. 22. Tinción de Rojo Sudán en un corte de hígado de rata cirrótico 
• {8 semanas).

Fig. 23. Tinción de Rojo Sudán en un corte de hígado de rata tratada cro­

nicamente con CC14 y silimarina (50 mg/kg) p.o. diario {8 sema-

1 
nas). 



Fig. 24 Tinción para colágena en un corte de hígado de rata control. 

Fig. 25 Tinción para colágena en un corte de hígado de rata cirrótica 
(8 semanas). 



atr- ci.pados. 

Las bandas de tejido conjuntivo observadas en los 

cortes de hígados de ratas que recibieron CC14 + silimarina 

fueron notablemente más delgadas CFig. 26) que las observadas en 

ratas cirróticas que se trataron dnicamente con CC14. 

Las relaciones colesterol/proteínas CCH/Prot.) 

fosfolípidos/proteínas CPL/Prot.) y 

<CH/PU en las membranas plasmáticas 

colesterol/fosfolípidos 

aisladas después del 

tratamiento crónico se representan en la figura 27. A diferencia 

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

de colesterol/proteína de las 

significativamente Cp < 0.005) 

membranas plasmáticas aumentó 

con respecto al control, 1 os 

fosfolípidos, en cambio, no se vieron modificados. Como 

consecuencia de estos cambios el cociente CH/PL también aumentó. 

La administracidn conjunta de CC14 + silimarina .previno 

eficazmente estas alteraciones <p < 0.005). 

La tabla 3 nos muestra el porcentaje de los diferentes 

fosfolípidos determin~dos en las membranas plasmáticas de los 

hepatocitos de ratas cirróticas y tratadas con silimarina. El 

dnico cambio observado fue en el contenido de FEA que se 

encontró ligeramente disminuído (p < o. 05) en las membranas 

cirr6ticas, y en el grupo que recibid CC14 + silimarina éste fue 

similar al control (Fig. 28). 

A diferencia de lo que sucedió en la administración de 

una dosis dnica de silimarina, la administración crónica de éste 

no aument6 el contenido porcentual de FEA en las membranas 

28). 

CFig. 



Fig. 26 Tinción para colágena en un corte de·hígado de rata tratada cro­
nicamente_con CCl4 y silimari�a (50 mg/kg) p.o� diario. 



-- 0.5 O' 
E ..... 
"' ., 
o 
E 0.3 
~ 

o .. 
a. º·' ..... 
:e 
o o 

'·º e,, 
E ..... .,, ., 

0.6 -5 
E 
:l. -o 0.2 ... 
a. ..... 
_J o o.. 

_J 

e:: 0.3 
:e u 

o., 

• 
• 
• 
• 
• 

• 

• 
• 
• 

• 
• 

o, 

• 
• 

• 

~ Control 

l:• :I CCl 4 (cirrosis) 

D CCl4+ Sil. 

* m Silimorino 

• 
• 

• 
• 

• 
• 

• 
• 

• 

• 
• 

• 
• • 
• 

• 
• 

• 
• • 

* 

• # • 
• 

• 
• 

• 
• 

0-'--"'-,._,,'-'-....___._ ___ .____,_ __ _.__.....,...:..,.,~.:;._-

F1g. 27. Relaciones colesterol/protetna (CH/Prot.), fosfolipidos/rrotetna 
(PL/Prot.) y colesterol/fosfoltpidos (CH/Pl) en membranas pla~­
ticas de hepatocitos de ratas tratadas con CCl4 cronicamente, 
CCl4 y silimarina. 
Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el 
tratamiento con CCl4 y/o silimarina (50 mg/kg) p.o. diario. 
Los resultados se expresan como la media de al menos S ratas± 
E.E.H. 

• S1gnifit4 p < 0.005 comparado con el control, 
f Significa p < 0,005 compa,rado con el grupo CC1 4 cr6nico. 
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TRATAMIENTO 

Sil imarina + 
FosfoHpido Control Cirrosis Cirrosis Sil imarina 

Fosfatidil inositol \ 14.8 ! 0.8 12.9 t 0.2 12.0 :!: 0.7 12.5 :!: 0.6 

Esfingomielina: 10.3 :t l. 5 13.5 :!: 0.5 9.2 ± 0.5 11.5 ± 0.5 

Fosfat idil serina t 12.0 :t 0.4 11.7 :!: 0.5 8.6 :t 0.5 10,5 :t 0.6 

Fosfatidil colina t 33.5 t 1.1 37.6 :t 0.7 36.5 :t 0.8 36.9 ± 0.8 

Fosfa t idil etano lamina '.t 30,6 :t 2.0 25.3 :t 0,8* 31.4 ± 1.01 29.1 ± 1.0 

TABLA 3. Cc,mposici6n fosfol ip1dica de membranas plasmH icas de hepatocitos de h1gados 
de ratas tratadas cronicamente con CCl4 y sil imarina, 

40 

20 

o 
Fig. 28. 

Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el tratamiento 
con CCl4 y/o sil imarina 50 mg/kg p.o. diario. 
Los resultados se expresan como la media de al menos 7 ratas± E.E.M. 
• Significa p < 0,05 comparado con el control. 
I Significa p < O.OS comparado con el grupo cirrótico. 
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1%:iJcoNTROL 

! : :.j CCl4 (CIRROSIS) 

1 ! C Cl4 + SILIMARINA 

~ SILIMARINA 

Contenido de FEA en membranas plasm~ticas de hepatocitos de rotas 
trotadas_cronicamente con CCl4 y silimarina. • 
Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el • 
tratamiento con CCl4 y sili~~rina (50 mg/kg) p.o. diario. 
Los resultados se expresan como la media de al menos 7 experimen­
tos :t E.E.M. 
* Significa p < O.OS comparado con el control. 
f Significa p < O.OS comparado con el grupo cirr6tico. 



Las membranas plasmáticas del grupo de ratas cirróticas 

presentaron un incremento de más del doble en la actividad de la 

FA (p < 0.005). La silimarina no previno este incremento 

aunque por sí sola fue capaz de elevar la actividad de dicha 

enzima (p < 0.005) CFig. 29). 

La actividad de la GGTP también se vid incrementada en 

las membranas plasmáticas de los hepatocittos de las ratas 

cirrdticas con respecto al control Cp < 0.025), en este caso la 

capacidad de la silimarina para prevenir este cambio fue parcial 

(p < 0.05) como se observa en la Fig. 30. 

v.2.2. Estudio de la Caeacidad de la Silimarina Qª~ª 

Revertir las Alteraciones Producidas QQC 1ª 

Administración Crónica de ~~11 

Las ratas se trataron con CC14 por 8 semanas y la 

silimarina se administrd durante 5 semanas para descontinuar el 

tratamiento con CC14. 

Con este esquema de tratamiento el CC14 también 

incrementó la lipoperoxidacidn 3 veces en los homogenados de 

hígados de ratas Cp < 0.005) CFig. 31) y la silimarina revirtid 

de manera parcial pero significativa (p < 0.005) la 

lipoperoxidacidn producida por el CC14. 

La silimarina fue capaz de revertir la elevación en el 

contenido de colesterol/proteína que se observó en las membranas 

cirróticas (p < 0.005), el cociente CH/PL en el grupo de ratas 

cirróticas que después recibieron silimarina también regresó a 

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

La figura 33 nos muestra la actividad de la ATPasa de 
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fig. 29. Actividad de la fosfatasa alcalina (F.A,) en las membranas plas­
mhicas de hepatocitos di! r,atas tratadas con CC14 cronicamente y 
sfl imarina. 

-o .. 
c. 

Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el 
trata1roiento con CCl4 y sil imarina 50 mg/kg p.o. diario. 
Los resultados se expresan como ta media de al menos 5 ratas± 
E.E.M. 
* Significa p < 0.005 compar3do con el control. 
f Significa p < 0.005 comparado con ~1 grupo de Cct 4. 
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Fig. 30, Actividad de la gama-glutamil transpeptídasa (GGTP) en membranas 
plas~ticas de hepatocitos de ratas tratadas cronicamente con 
CCl4 y silimarina. 
Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber iniciado el 
tratamiento con CC14 y/o siliwdrina 50 mg/kg p.o. diario. 
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 ratas± 
E.E.K. 

* Significa p <,0.005 comparado con el control . 
. I Significa p < 0.005 comparado con el grupo cirr6tico, 
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~ Control 

□ CCl4 Cirrosis . 
* D CCl4+ silimorino 
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Grado de lipoperoxidaci6n en homogenados de hlgado de ratas tra­
tadas cronicamente con CC1 4 (cirrosis) y silimarina. 
La silimarina 20 ITJ:l/kg p.o. diario se aáninistr6 durante S sema­
nas a ratas cirróticas que hablan recibido 13 semanas de CC14, 
sin descontinuar el CC14. 
Los resultados se expresan como la media de al menos S ratas i 
E.E.M. 

• Significa p < O.OS comparado con el control, 
# Significa p < O.OS comp1rado con el grupo cirr6tico. 
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Relaciones colesterol/prote1na (CH/Prot.), fosfoltpidos/prote1na 
'(PL/Prot.) y colesterol/fosfol tpidos (CH/PL) en membranas plasm.i­
ticas de hepatocitos de ratas tratadas cronicamente con CCl4 y 
sil imarina. 
La sil imarina 20 m;¡/kg p.o. diario .se aaninistr6 durante 5 sema­
nas a ratas cirr6ticas que hablan recibido 13 semanas de CCl4 
sin descontinuar el CC1 4. 
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 ratas± 
E.t.H. 
• Significa p < O.OS comparado con el control. 
# Significa p < O.OS canparado con el grupo cirr6tico. 



Na+/K+ en membranas plasmáticas de diferentes grupos 

experimentales (normales, cirróticas, cirr-óticas + silimarina y 

silimarina) con respecto al cociente colesterol/fosfolípidos. 

Como se puede ver existe un buen coeficiente de 

corr-elacián (0.87) y el análisis de varianza (ANDEVA' Para 

regresión 1 i neal simple nos reveló también una buena 

significancia con una p < 0.025 indicándonos que este parámetro 

CCH/PL) es de importancia para determinar la actividad de la 

ATPasa de Na+/K+. 

De maner-a similar se construyó el gráfico de la figura 

34 utilizando al cociente colesterol/proteínas como variable 

independiente y la actividad de la ATPasa de Na+/K+ como variable 

dependiente. 

e r = o. 98> 

El coeficiente de correlación fue ligeramente mayor 

que el obtenido en el gráfico de la figur-a 33, 

mismo la 

regresión lineal 

significancia que 

simple fue mayor 

reveló el 

(p < o. 005). 

ANDEVA para 

La pendiente 

negativa indica que la actividad de la ATPasa de Na+/K+ es 

inversamente proporcional al cociente colesterol/proteína, es 

decir, cuanto mayor sea el contenido de colesterol por unidad 

de proteína en la membrana, menor será la actividad de la enzima. 

Con el fin de vet-i ficar la con-elación entt-e el 

contenido de colesterol/proteína y el cociente CH/PL con la 

actividad de la ATPasa de Na+/•::+ que se encontró i!J :Y:.l:Y:Q. se 

llevaron a cabo experimentos i!J Yii~Q. La tabla 4 nos muestra 

que las membranas plasmáticas de ratas cirróticas presentan un 

cociente CH/PL mayor a las del control (p < O. 025) debido a un 

incremento en el contenido de colesterol/proteínas. Además la 

5 1 



-+ 
~ .e . 
' Ol 
+o E z ' a: 
e 

(/) (/) 

o _g¿ 
a. o 
l- E <!. 

::i.. -

-+ 
~ .e 

+' Ol 
o :s z 

a. 
o 
(/) (/) 

e 0.) 

Q. o ._ E 
<! :J... -

12.0 • r = O. 87 

• p < 0.025 

8.0 

4.0 

• 
0-+----.....---------r----_,;a.,--

0.25 0.30 0.40 

CH/ PL 

12.0 

8.0 

4.0 

F1g. 33. Modulaci6n de la actividad de la ATPasa de Na+/K+ por· el cocien­
te colesterol/fosfol tpidos (CH/PL) en membr~nas plasmáticas de 
hepatocitos de ratas, 

Cada punto corresponde al promedio de 7 ratas que recibieron di­
ferentes tratamientos. 
La p se calcu16 mediante un anS11s1s de varianza para regres16n 
lineal simple. 

r = 0.93. 

• p < 0.005 

• 
•• 

º_¡_ ___________ -,-___ :ir..___ 
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CH/ Protei'na 
Fig. 34, Modulaci6n de la actividad de la ATPasa de Na+/K+ por el cocien­

te colesterol/protetna en n~mbranas plasmSticas de hepatocitos 
de ratas. 
Cada punto corresponde al promedio ·de 7 ratas que recibieron di­
ferentes tratamientos. 
La p se calculG mediante un anSl ists de ,•ar1anza para re¡:resi6n 
lineal simple. 



actividad de la ATPasa de Na+/K+ es menor en las membranas del 

grupo cirréitico que en las del nor-mal (p < 0.025). Si agregamos 

colesterol a las membranas normales (simulando un cociente CH/PL 

propio de ratas cirréiticas>, al medir la actividad de la ATPasa 

encontramos resultados similares a los del grupo cirrótico (Tabla 

4, Fig. 35). 

Por otro lado, cuando agregamos un fosfolípido (FS> a 

las membranas que tienen un cociente CH/PL elevado (membranas 

cirrdticas) y una actividad de la ATPasa de Na+/K+ baja, entonces 

el cociente CH/PL 

incrementada (p < 

disminuyó y la actividad de la ATPasa se vió 

0.005) (Tabla 4, Fig. 35) confirmando 

nuevamente que la relacion CH/PL es inversamente proporcional a 

la actividad de la ATPasa de Na+/K+. 
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Membttna CH/Protetna PL/Protefoa CH/PL ATPasa de Na+/K+ 
~moles/mg ~moles/mg ~,moles Pi/mg Prot.h, 

Norma 1 0.30 :! 0.02 0.94 ± 0.11 0.31 i 0.02 11.3 :t 1.2 

cc1 4 (Cirr6tica) 0.46 ± 0.04* 1.14 ± 0.08 0.41 ± 0.03* 1.9 :! 0.5* 

cc1 4 + Silimarina 0,30 i 0.011 1.03 ± 0.05 0.29 ± 0.01' 9.5 ± o.7' 

Nonnal + Colesterol 0.44 ± 0.02* 1.08 ± 0.06 0.42 ± 0.02* 2.2 ± 0.3* 

Cirr6tica + FS 0.48 ± 0.04* 3. 74 ± 0.20*1 0.14 ± 0.03*' 8.23 :! 0.41 

TABLA 4. Modulaci6n de la actividad de la ATPas·a de Na•;t por el cociente CH/PL 
en membranas plasm.Hicas. 

Los ltpidos se agregaron disueltos en octtl gluc6sido {1%). 

Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimentos t 
E.E.M. 

* Significa p < 0.025 comparado con el grupo normal. 

I Significa p < 0.005 comparado con el grupo cirr6tico. 
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Fis .. 35. HodulaciOn de la actividad de la ATPasa de Na+/K+ por el cociente 
CH/PL en merrbranas plasmlit1cas. 
Los 11pidos se agregaron disueltos en oct11 glucósido (1%). 
Los resultados se expresan como la media de al menos 5 experimen­
tos 1 E.E.H. 
• Significa p < 0.025 comparado con el grupo normal. 
I Significa p < 0.005 comparado con el grupo cirrótico. 



VI. DISCUSION 

VI. 1. He(:!ati ti s Tó:-: i ca 

El mecanismo de acción tóxico del CC14 más aceptado en 

la actualidad es el de la lipoperoxidacián. Se ha demostrado la 

formación de radicales libres como resultado del metabolismo del 

CC14 <Fig. 3), que atacan a los lípidos insaturados en reacciones 

autocatalóticas. No es sorprendente entonces que el daño 

provocado por el CC14 involucre alteraciones en los lípidos que 

pudieran a su vez ser causa de otras alteraciones de la célula 

hepática. El problema del dafio hepático puede ser estudiado 

desde distintos ángulos. Así por ejemplo el estudio del daño 

agudo se ha centrado en la bdsqueda de factores que estimulen la 

regeneración hepática. Otros investigadores han dedicado sus 

esfuerzos en el daflo lipoperoxidativo y han utiliz~do sustancias 

inhibidoras del citocromo P-45O, sistema responsable de la 

convet-sián del, CC14 en radicales libres tales como el radical 

triclorometilo (CC13 (44, 81). Otros grupos han usado agentes 

antioxidantes como el ácido ascárbico (161) y captadores de 

radicales libres como los tocoferoles (Vit. 

dafio que produce el CC14 (19, 41, 82). 

E> para evitar el 

El estudio del daño crónico, por su parte, se ha 

centrado en la bdsqueda de sustancias que interfieran con la 

síntesis y/o el transporte de la colágena. 

En este trabajo el problema de la toxicidad del CC14 se 

ha enfocado al estudio de los cambios lipídicos derivados de la 

lipoperoxidacián mediada por los radicales libres, metabolitos 



del CC14. Es por esta razón que se escogió a la silimarina como 

agente hepatoprotector, ya que frecuentemente se mencionan sus 

propiedades para captar radicales libres. 

Valenzuela y colaboradores (140) mencionan que después 

del tratamiento con silimarina se incrementa el contenido 

intrahep¿tico de glutatión, que protege al tejido frente de un 

"str-ess" o>:idativo. El glutatián reducido CGSH> puede ser 

utilizado en el hígado como cofactor de la enzima glutatidn 

perm:idasa en el metabolismo de perá>: idos· orgánicos á 

directamente como un atrapador de radicales libres. 

Estudios "in vitro" ( 17) indican que la silibina, 

principal compuesto de la silimarina, puede afectar el 

metabolismo de los 

hepatocitos de rata, 

fosfolípidos en las membranas de los 

este es un mecanismo que también podría 

oper-ar- "in vivo" frente al daño lipoperoxidativo producido por el 

CC14. 

Vogel ( 147) también está de acuer-do en que la 

silimar-ina puede influenciar el metabolismo de los lípidos y 

propone como una de las posibilidades del mecanismo de acción de 

la silimarina, la hipótesis "membt-ano-tr-ópica". 

Ya sea que 

efecto se deba a un 

la silimar-ina capte r-adicales 

incremento en el contenido 

o que 

de 

su 

intrahep~.tico su acción antilipoper-oxidativa se pone 

GSH 

de 

manifiesto en nuestros resultados. 

El CC14 administr-ado ya sea aguda o crónicamente 

incrementó el grado de lipoperoxidacián y la silimarina lo 

previno, entonces fue lógico pensar que la silimarina podía 
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1 
prevenir los cambios lipídicos que causa el CC14. Sin embargo 

los cambios inducidos por el CC14 son complejos y dependen de 

varios factores, por lo tanto, no es sorprendente que la 

silimarina no haya ejercido ningún efecto en la disminución 

del contenido de colesterol ni en el incremento en el contenido 

de fosfolípidos producidos por el CC14. 

Debido a que no se modificó el contenido total de 

fosfolípidos pensamos entonces que el efecto de la silimarina se 

podría encontrar a nivel de los fosfolípidos individuales como lo 

han sugerido Castigli y colaboradores (157), por lo que se 

estudió el contenido porcentual de los diferentes fosfolípidos de 

la membrana plasmática de hepatocitos de ratas tratadas coh CC14 

y silimarina. 

Nuestros resultados confirmaron los hallazgos de 

Castigli y colaboradores (157) en el sentido de que efectivamente 

la silimarina interviene en ~1 metabolismo de los fosfolípidos. 

La silimarina no solo previno la disminución en el 

contenido de FEA, sino que lo incrementó por encima de lo normal. 

La silimarina también previno aunque solo de manera parcial, el 

incremento en el contenido membrana! de FI. Sin embargo, la 

administración de silimarina sola no alteró el contenido de éste. 

El efecto protector de la silimarina en la caída de la 

actividad de la FA membrana! en la intoxicación aguda con CC14 

fue total. 

Nuestros resultados indican también que existe un 

efecto directo de la silimarina sobre esta enzima produciendo una 

estimulacián. Analizando estos resultados se observa que existe 

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

la administracidn de silimarina que es paralela al incremento que 

produce el flavonoide en el contenido de FEA. 

viá que el efecto de la FEA es específico, 

Por otra parte se 

ya que experimentos 

"in vitre" mostraron que la adición de este fosfolípido a 

membranas plasmáticas incrementaba la actividad de la FA mientras 

que la adición de otro fosfolípido (FS) 

actividad. 

no modificaba dicha 

La relación de concentraciones de 

fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina CFC/FEA> de las membranas 

es directamente proporcional a la fluidez membranal (53, 124) 

debido a que los metilos de la amina cuaternaria de la FC impiden 

alostéricamente un mayor empaquetamiento de los lípidos. La alta 

correlacidn y significancia entre la actividad de la FA y el 

cociente membrana! 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 que la fluidez membrana! 

no solo depende del cociente FC/FEA, sino también de la relación 

colesterol/fosfolípidos, grado de insaturación, etc., con 1 os 

resultados obtenidos en esta investigación, no podemos saber si 

la alta significancia en la correlación FA Vs FC/FEA se debe a 

un efecto de la fluidez membranal o a una dependencia directa del 

contenido membrana! de FEA para la actividad de la FA. Los 

r~sultados aquí presentados apoyan más la segunda posibilidad, ya 

que de 1 os datos "in vivo" no se observó correlación entre 1 a 

actividad de la FA membr-anal y el cociente CH/PL (inversamente 

proporcional a la fluidez). Ademá.s, en los experimentos "in 
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vitro'' al agregar fosfatidilserina y disminuir el cociente CH/PL 

y por lo tanto incrementar la fluidez de la membrana, no se 

observó modificación en la actividad de la FA, 

el incremento observado al agregar FEA. 

en contraste con 

VI.2. Cirrosis He~ática 

La inducción de cirrosis por el CC14 en las ratas fue 

verificada por la presencia de fibrosis en los cortes 

histológicos y por los indicadores séricos de daño hepático: FA, 

TGP y G-6-Pasa. 

Como se vid en los resultados, la silimarina fue capaz 

de prevenir los cambios observados en los cortes histológicos, el 

incremento en el grado de lipoperoxidación hepática y en las 

actividades de las enzimas GGTP y FA membranales, indicándonos 

su utilidad en el tratamiento de la cirrosis hepática. 

Cuando se analizaron los lípidos de la membrana se vid 

que la silimarina administrada conjuntamente con el CC14 previno 

en su totalidad las alteraciones en los cocientes CH/Prot., 

PL/Prot., y CH/PL. 

Los cambios en el contenido de fosfolípidos en las 

membranas plasmáticas del grupo de ratas cirrdticas fueron menos 

intensos que los observados en el daño agudo y no se observaron 

correlaciones entre éstos y las actividades de las enzimas FA y 

GGTP. De hecho, la única alteración observada en los 

fosfolípidos de las membranas del grupo cirrdtico fue una 

disminución en el contenido de FEA que se vid 

prevenida por la silimarina. 
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Parece que la alteración lipidic¿ más importante en 

las membranas plasmáticas de las ratas cirróticas es el 

en el contenido de colesterol por mg. de proteína. 

El col esterol es un constituyente esencial 

aumento 

de la 

membrana plasmática de las células eucaridticas. 

significado funcional 

habilidad de alterar 

no está totalmente aclarado, 

Aunque su 

posee la 

la fluidez de la bicapa (66, 73), de 

suprimir el transporte pasivo de sustancias polares a través de 

ella ( 7) ' 

86), 

y de crear dominios discretos dentro de la bicapa 

(3, presumiblemente en virtud de su interaccictn 

preferencial con ciertos fosfolipido~ (26, 141 > . El cociente 

se altera significativamente en colesterol/fosfolípidos 

enfermedades tales como 

sctlo 

la. cirrosis hepá.ti ca ( 159) y bajo 

estrictos regímenes dietéticos (66). 

Es de esperarse entonces que el incremento en el 

contenido de colesterol/proteína observado en el grupo cirrdtico 

modifique la actividad de los sistemas embebidos en la membrana, 

ya que entre otras cosas la fluidez de ésta se verá disminuída. 

Efectivamente, la actividad de la ATPasa de Na+/K+ de 

la membrana plasmática mostrd una correlacidn alta y muy 

significativa con los cocientes CH/Prot., y CH/PL. 

Los e:-:perimentos "in vitre" nos muestran como el 

incremento en el contenido de colesterol (y por lo tanto en el 

cociente CH/PL) inhibe a la ATPasa de Na+/K+, además una 

disminución en el cociente CH/PL provocada por la adición de FS 

incrementa la actividad de la enzima. Estos experimentos "in 

vitre" corrobor-an las correlaciones antes mencionadas observadas 
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"ir, vivo" y aportan aun mayor evidencia de que la ATFasa c.ie 

Na+/K+ se inhibe por altas proporciones de colesterol. 

La ATPasa de Na+/K+ es una enzima formada por varias 

subunidades que tienen que interaccionar entre si para acoplar la 

desfosforilación del ATP a una traslocación del Na+ y del K+ a 

lados opuestos de la membrana, lo que requiere de una alta 

movilidad de estas subunidades para lo cual se precisa de un 

ambiente fluido. Es probable que cuando aumenta el contenido de 

col esterol, la membrana se hace más rígida y se impide que la 

ATPasa de Na+/K+ funcione a su velocidad normal. Por otro lado, 

además se ha visto que la enzima en cuestión requiere de ciertos 

fosfolipidos para su dptimo funcionamiento (en particular de 

fosfatidilserina) y como ya mencioné el col esterol tiene la 

habilidad de formar asociaciones con ciertos fosfolipidos, 

pudiendo así restarle a la ATPasa el contacto con fosfolípidos 

necesarios para su dptima actividad. 

En cuanto a la capacidad de la silimarina para 

revertir en un mes de tratamiento las alteraciones en ratas ya 

cirróticas con CC14, los resultados no fueron tan notorios como 

en el tratamiento preventivo. Sin embargo, tomando en cuenta 

que las ratas recibieron crónicamente CC14 por 13 semanas y luego 

silimarina únicamente por 5 sin descontinuar el CC14, la 

reversión parcial del incremento en la lipoperoxidación fue un 

efecto muy favorable de la silimar-ina. Es probable que si se 

continda el tr-atamiento se obtengan efectos aún más 

sor-pr-endentes. 

Estos resultados de alguna manera nos indican que entre 

más pronto se traten a los animales, mayor será el efecto de la 
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silimarina. 

Es importante sefialar que aún con este esquema de 

tratamiento la silimarina revirtió el alto contenido de 

colesterol/proteína producido por el CC14 a niveles normales. 



-------- --------------------------------------

VII. 

VII. l. 

agudo: 

CONCLUSIONES 

HeQatitis Tdxica 

El tratamiento agudo con CC14: 

aumentó la lipoperoxidación hepática. 

aumentd el cociente PL/Prot. en la membrana 

pl asmá.ti ca. 

aumentó el porcentaje de fosfatidilinositol <FI> en 

la membrana plasmática. 

disminuyó el porcentaje de fosfatidiletanol2mi~a 

<FEA) en la membrana plasmática. 

disminuyó la actividad de la fosfatasa alcalina (FA> 

y de la gamma-glutamil transpeptidasa CGGTP) 

membranales. 

La administración conjunta de silimarina en el daho 

previno la lipoperoxidación hepática. 

previno los cambios en el porcentaje de FI y FEA. 

no tuvo efecto en la alteración del cociente 

PL/Proteína. 

previno la caída en las actividades de la FA y GGTP 

membt-anal es. 

Los cambios en el contenido de FEA correlacionaron con 

los cambios de la F.A. 

La FEA parece modular la actividad de la FA. 
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VII. 2. 

crónico: 

Cirrosis HeQática 

El tratamiento crónico con CC14: 

incrementó la lipoperoxidación. 

aumentó el contenido de colesterol/proteína en la 

membrana plasmática. 

no modificó 

membrana!. 

consecuentemente 

la relación fosfolípidos/proteína 

se incrementó el cociente 

colesterol/fosfolípidos <CH/PL>. 

La administración conjunta de silimarina en el dafio 

Los 

previno y revirtió la lipoperoxidacián. 

previno y revirtió el aumento en la relación CH/PL. 

previno la disminución en el 

membranal. 

porcentaje de FEA 

cambios en la relación CH/PL y CH/Prot., 

correlacionaron significativamente con los cambios en la 

actividad de la ATPasa de Na+/K+ de la membrana plasmática. 
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