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FROL OGO

El dano hepdtico inducido por sustancias quimicas
(CC14) depende no solamente del agente quimico, sino también del
periodo de exposicidn. Por ejemplo, después de una exposicidn
aguda se puede observar acumulacidn de 1ipidos, necr&sis celular
o disfuncidn hepatobiliar, mientras que en la exposicidn crdnica
se observa generalmente cirrosis o cambios neopldsicos. En las
células, las alteraciones en la estructura y sistemas enzimaticos

de 1la membrana dan lugar a la pérdida de la integridad celular.

Un farmaco con interesante accidn hepatoprotectora es la
silimarina, cuya capacidad para prevenir y revertir las
modificaciones de 1los indicadores de dafio hepédtico en la

hepatitis tdxica y cirrosis experimental inducida con CCl14, se
evalud en este trabajo.

lLos resultados en el dafio agudo muestran un incremento
significativo de 1la actividad de la fosfatasa alcalina (FA),
gamma—glutamil transpeptidasa (GGTP), transaminasa glutdmico
pirdvica (TGP) y una disminucidn significativa de la glucosa-6-
fosfatasa (G-6~Pasa) en el suero de las ratas intoxicadas con
CCl4. También se presentd una disminucidn de la actividad de la
F.A., GGTP, ATPasa Na+/K+ y CaZ+ en las membrénas plasmdticas. La
administracidn de una sola dosis de silimarina previamente al
£C14 no previno el efecto causado por el CCl4 en la actividad de
las enzimas séricas: F.A., GGTP, y G-6-Pasa, pero si se observd
efecto significativo sobre 1la actividad de 1la TGF. La

administracidn de silimarina también previno {otalmente la



pérdida de la actividad de 1la F.A. en la membrana y parcialmente
la de 1la GGTF. Aungque no se observd ningun efecto sobre 1la
actividad de 1la ATFasa de Ca2+, el tratamiento con silimarina
previno totalmente el efecto causado por el CCl14 sobre 1la
actividad de 1a ATFasa de Na+/K+.

Los resultados en el dafo crdnico muestran un
incremento significativo de la actividad de 1a F.A., GGTF, TGF y
G-6-Fasa en el suero de ratas intoxicadas con CCl14, un aumento en
la actividad de la F.A. y GGTF en las membranas plasmdticas y una
disminucidn de 1la actividad de la ATFasa Na+/K+ y Ca2+ en las
membranas plasmdticas. 8Se encontrd un aumento en el contenido de
coladgena y una disminucidn en el contenido de glucdgeno hepdtico.
La administracidn de silimarina previno el efecto causado por
CCl14 en la actividad de todas las enzimas séricas, no previno el
aumento de la actividad de la F.A. y 1la GGTF en la membrana, pero

se observd efecto sobre la actividad de la ATFasa de Na+/K+ y

lLa administracidn de silimarina previno parcialmente el
incremento del contenido de coldgena y totalmente la pérdida del
contenido del glucdgeno. La silimarina por si misma tuvo un

efecto directo en la actividad de la F.A. sérica y membranal.



I. INTRODUCCION

El higado es un drgano que se encuentra presente en
todos 1los animales vertebrados, en el hombre comprende del 2 al
3% del peso corporal (72). Se encuentra localizado en la cavidad
abdominal por debajo del diafragma y presenta cuatro 1ldbulos

separados de manera incompleta. Su superficie externa estd
revestida por una fina cdpsula de tejido conjuntivo (cdpsula de
Glisson) .

El higado tiene doble sistema de irrigacidn sanguinea
(Fig. 1). La vena porta, que transporta sangre gque ha pasado por
los lechos capilares del tubo digestivo, del bazo y del pincreas,
suministra aproximadamente el 75% de la sangre gue llega al mismo
(55); ésta es rica en sustancias nutritivas, pero relativamente
pobre en oxigeno. Por otra parte la arteria hepdtica transporta
sangre bien oxigenada. Ambos sistemas de aporte sanguineo se
mezclan al pasar por los sinusoides de los lobulillos (Fig. 2.
lLa sangre de 1los sinusoides fluye hacia el centro de cada
lobulillo donde es recogida por la vena central!

La unidad estructural cldsica del drgano es el
lobulillo hepdtico, un prisma poliédrico de tejido, que contiene
placas anastomosadas de células parenquimatosas v un sistema
laberintico de sinusoides sanquineos. Las ramas de los vasos
sanguineos aferentes vy de los conductos hepaticos corren a 1o
largo de 1los bordes del poliedro y la vena central pasa por el
centro de éste (Fig. 2) (24).

El higado es esencial para la vida y 1los mamiferos,‘

sobreviven & la hepatectomia parcial fundamentalmente porque 1las



~ CABEZA - BRAZOS

A

- ENCEFALO -
] 4 &

CORAZON [———{ PULMONES [~ CORAZON

DERECHO 1ZQUIERDO Y
$ ARTERIA HEPATICA

HIGADO | VENA BAZO <

TUBO DIGESTIVD

PORTA
< RINONES <
< TRONCO - PIERNAS =

Fig. 1. Diagrama de la Circulacidn en el Adulto.

Tomado de William F. Ganong. Manual de
Fisiologia Meédica. Sta. Edicidn, pp.
488, Ed. El Manual Moderno, 1976.
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Rama de lo
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Fig. 2. Direccidn de los flujos sanguineos y biliar
en un segmento de lobulillo hepdtico. Las
laminas celulares y los sinusoides se
disponen en forma radial alrededor de 1la
vena central (vénula hepdtica terminal). La
sangre, proveniente de terminales de la
vena porta y de 1la arteria hepatica,
situadas en los canales portales, fluye a
lo largo de los sinusoides vy se vacia en
la vena central. El dibujo estd basado en
una ilustracidn de A.W. Ham. Textbook of
Histology. 1.B. Lippincott Company,
Philadelphia, 1965.



células tienen extraordinaria capacidad de regeneracidn y la
facultad de soportar grandes aumentos de exigencias metabdlicas.

El higado funciona como una glandula exdcrina y como
una gldndula enddcrina. Secreta bilis que fluye hacia el duodeno
y que tiene, entre otros componentes, sales biliares, colesterol,
fosfolipidos y pigmentos biliares. lLa 1lecitina que es el
fosfolipido mas importante y el colesterol son insolqbles en
agua, pero son capaces de formar micelas mixtas con 1las sales
biliares, por lo cual permiten que se 1lleve a cabo 1la
emulsificacidn de las grasas antes de su digestidn (86). l.as
sustancias almacenadas que no son utilizadas por el hepatocito
pueden ser liberadas a 1la circulacidn general, ya sea
directamente como la glucosa o bien, 1ligadas a un transportador
como los triglicéridos que salen formando parte de una
lipoproteina.

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

A causa de su gran capacidad vascular, sirve como
reservorio sanguineo. Finalmente, 1la abundancia de macrdfagos
hace del higado uno de 1los principales filtros para las
particulas extrafias, especialmente 1las bacterias vy antigenos

provenientes del intestino (86).
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I.1. "\ Bases Anatomofisioldgicas del Dafio Hepdtico

Q&ggziiiég'xéﬁ\gg la"Microcdrculacidn

Rappaﬁort 4£14%5) menciona que la unidad estructural vy

11 .'5““1,.‘1'.‘"'
oy A
funcional mds pequena del higado es el acino hepdtico. Se define
como una masa irregular de tejido parenquimatoso no encapsul ado
que se encuentra entre dos o mas venas centrales. El eje de esta
unidad llamado espacio portal, contiene una raiz del canal portal
principal, wuna vénula portal terminal, una arteriola hepatica,
un conductillo biliar, vasos linfdticos y nervios. En los cortes
histoldgicos comprende solamente pequenos segmentos de los
lobulillos cldsicos adyacentes (Fig. 3} ¢X45) .

Rappaport vy cols. (144) encontraron que el tejido
dentro de cada acino recibe sangre de los vasos de su propio
espacio portal. Dentro de cada acino, las células se
agrupan en zonas concéntricas alrededor de su eje. Las células
ma3s prdximas al eje y a los vasos aferentes terminales (zona 1)
son las primeras que reciben sangr& y sustancias nutritivas, las
dltimas que mueren y las primeras en regenerarse.

Las células en la zona 3 estdn situadas en la periferia
del acino y reciben sangre que ha intercambiado gases Yy
metabolitos con 1las células en las zonas 1 y 2. Este anillo
parenquimal es mads sensible al danho por disturbios circulatorios
(isquemia, anoxia ¢ congestidn) y deficiencias nutricionales.

La zona 2 es una porcidn de tejido de transicidn entre
las zonas 1 vy 3,\ que continuamente cambia de dimensidn. Con un
incremento en el flujo de la microcirculacidn, 1la zona 1 se
expande sobre la zona 2 (1495).

Las sustancias tdxicas se empiezan a metabolizar en la



Fig.

3.

Irrigacidn de un acino hepdtico simple.
La tensidn de oxigeno y el nivel
de 1los principales nutrientes de 1la

sangre disminuyen en los sinusoides
desde 1a zona 1 hasta la 3. Las zonas
12, 2 vy 3 indican volumenes

correspondientes de wuna porcidn de una

unidad acinosa inmediata. El circulo

A encierra la zona comunmente conocida
como "periportal", mientras que la zona
B y 1la C representan las zonas mds
periféericas al espacio porta (F.5.).
T.H.V. vénulas hepdticas terminales.
Fig. 1 de Rappaport et. al. Anat.
Record. 119:11 (1954).



zona 1 danando 1los microvasos aferentes, produciendo un
incremento en la permeabilidad y en ocasiones microhemorragias,x

;s . K PO . .
/, o ;o 7 L
s N

1.1.2. Zonas Microcirculatorias y su Heterogeneidad

Enzimdtica y Metabdlica

La diferente irrigacidn y presidn de oxigeno en las
zonas 1 y 3 crean un microambiente especifico para ciertas
actividades enzimiaticas. La zona 1 en el drea periportal tiene
una presidn de oxigeno alta, mientras que la presidn de oxigeno
en la zona 3 que se encuentra en la periferia del acino y en 1la
vecindad de 1a vena central es baja.

En la figura 4 se observa una organizacidn metabdlica
diferente la cual estd en estrecha relacidn con la direccidn
del <flujo sanguineo en el acino hepatico.

Las células en la zona 1 presentan mayor sintesis de
glucdgeno que las células de las otras zonas, como se indica por
los altos niveles de UDP—~glucosa (uridin difosfato glucosa),
a-4 glucosil frans{erasa, fosforilasa vy glucosa—-46—-fosfatasa
(88). Estas células contienen numerosas mitocondrias y 1los
'procesos oxidativos operan a un alto nivel por la via del ciclo
de Krebs. También se ha encontrado actividad de enzimas
Arespiratnrias cdho succinil deshidreogenasa, citocromo oxidasa vy
g—glucuronidasa, para la glucuronidacidn de sustancias y drogas a
ser excretadas.

Le éouton (?3) ha demostrado que la zona 1 es la
principal drea en la formacidn de proteinas plasmdticas y también

es mas activa en la secrecidn de bilis.
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Fig. 4. Areas metabdlicas en el acino hepdtico.

actividades enzimdticas especificas indican
predominantemente funciones metabdlicas en
cada una de las zonas microcirculatorias del

Las

acino. F:V, vena portal; ThV, vénula
hepdtica terminalj; BD, conducto biliarg
hep. art, arteriola hepdticas Z1 = Area
periportal;} Z3 = Area Ferivenular.

Rappaport Fhysioanatomical Basis of Liver
Injury. ToxXic Injury of the Liver. Fact A.M.

Farber and M. M. Fisher. Marcel Dekker
I.N.C. (1979).
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En la zona 3 se ha observado mayor cantidad de reticulo
endopldsmico y menos mitocondrias que en la zona 1. Esta zona es
rica en el sistema oxidasa de funcidn mixta, que consiste de
NADPH-citocromo reductasa y citocromo P-450 (57), responsable
de un gran nudmero de reacciones en el metabolismo de fdrmacos
(63). Aqui hay mds cantidad de NADH y NADPH (40). El1 glucdgeno
se almacena y hay formacidn de grasas y pigmentos.

Esta heterogeneidad enzimdtica y metabdlica de 1las
células en las diferentes zonas esta relacionada con la lesidn
selectiva de las células en diferéntes partes del acino hepdtico

en presencia de agentes hepatotdxicos (178,121).

Yor gégc ’t Eunciod) Normal de la Buperficie Celulbr
Q 1 EEaSQEiQQ A -
e —— El hepatocito que normalmente presenta apariencia

poliédrica, tiene cuatro caras: dos caras adyacentes a otros

hepatocitos, la sinusoidal y la pared del cénaliculo biliar, se.

ha —estimado que representan el 37, S0 y 13% respectivamente del

area \mggpréﬁél\wdéﬂibswhepgtocitnsr\‘ La superficie sinusoidal
presenta numerosas microvellosidades y es el sitio a través del
cﬁal se lleva a cabo el intercambio metabdlico entre el
hepatocito y la sangre. El canaliculo biliar estd formado por 1la
separacidn de dos o mds hepatocitos adyacentes aproximadamente de
1-2 um de didmetro y se ha observado que las microvellosidades de
su pared son mds regulares que las de 1la superficie sinusoidal
(14 .

De acuerdo a Wisher y Evans (Zi#) hay una polarizacidn

en las caracteristicas bioquimicas de las subfracciones aisladas

11



de la membrana plasmdtica del hepatocito de rata, 1la subfraccidn
derivada de la superficie sinusoidal se caracteriza por una alta
actividad de adenilato ciclasa sensible a glucagon, las
subfracciones de la membrana canalicular presentan alta actividad
de diferentes enzimas incluyendo Mg+2 ATPasa, 5’-nucleotidasa,
nucledtido pirofosfatasa, fosfatasa alcalina, sin embargo, 1la
subfraccidn derivada de la superficie adyacente a otro hepatocito
presenta baja cantidad de todas estas enzimas.

Por observaciones histoquimicas se ha demostrado que

hay varias enzimas que pueden usarse como marcadores de funcidn

de la membrana plasmdtica, por ejemplo: fosfatasa alcalina y la
aminotransferasa, las cuales aunque no se distribuyen
uni formemente en la superficie del hepatocito estan concentradas
en la cara canalicular.

La membrana plasmdtica que envuelve a la célula, es una
bicapa de lipidos en la cual se encuentran insertadas proteinas
globulares. Algunas son estructuralesy otras funcionan como
enzimas, algunas estdn encargadas del transporte transmembranal,
otras son receptores para hormonas o moléculas fisioldgicamente
activas, mientras que otras principalmente glucoproteinas estdn
involucradas en la adhesidn celular y en el reconocimiento de
célula a célula. Aunque se ha estudiado mucho la organizacidn
estructural vy molecular de la membrana plasmdtica en general se

conoce muy poco acerca de la membrana plasmdtica del hepatocito.

1.3. Clasificacidn de Agentes Hepatotdxicos

£l dafio hepdtico inducido por sustancias quimicas es un

12



problema de gran importancia en toxicologia. Las 1lesiones
observadas en higado no solamente dependen del agente quimico
sino también del periodo de exposicidn. Por ejemplo después de
una exposicidn aguda se pueden observar ya sea acumﬁlacidn de
lipidos, necrosis celular o disfuncidn hepatobiliar, mientras que
en la exposicidn crénica se observan generalmente cirrosis o
cambios neopldsicos. Las diferentes alteraciones bioquimicas noé
pueden ayudar a entender los posibles cambios patoldgicos que
ocurren en el higado. No se ha visto que haya un mecanismo udnico
que gqgobierne 1la aparicidn de cambios degenerativos en el
hepatocito. .

La mortalidad asociada con diversas formas de dafo
hepdtico varia, 1la incidencia de dafo también varia en las
diferentes especies y 1la presencia de una relacidn dosis-
respuesta no siempre es aparente. En 1la actualidad no es
suficiente decir que una sustancia causa dafo hepatico sino que
es necesario plantear el posible mecanismo de accidn de dicho
dafio (133).

El gran ndmero vy variedad de agentes quimicos que
pueden producir dafio hepdtico puede ser considerado de acuerdo a
la tabla I (222).

Las hepatotoxinas intriﬁsecas pueden ser clasificadas
como directas o indirectas (Fig. 35). Las hepatotoxinas directas
son venenos protopldsmicos que rdpidamente causan dafio al higado
Yy & una gran variedad de drganos (tracto gastrointestinal,
padncreas, cerebro, pulmdn, rindn, corazdn, piel, etc.). E1 daho
causado en el hepatdcito es indiscriminado e incluye todos 1los

organelos celulares, el resultado es una destruccidn celular.
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DIFERENTES FORMAS DE CLASIFICACION PARA AGENTES HEPATOTOXICOS

TABLA 1

II.

III.

DE ACUERDO AL MECANISMO DE ACCION.

A). HEPATOTOXINAS INTRINSECAS.

B). AGENTES QUE ACTUAN POR IDIOSINCRACIA

HUESFED.

DE ACUERDO AL TIFO DE DARO QUE CAUSAN.

A). CITOTOXICO.

B). COLESTATICO.

C)>. UNA MEZCLA DE AMBAS.

DE ACUERDO A LAS CIRCUNSTANCIAS DE LA

EXFOSICION.

A). ACCIDENTAL: OCUPACIONAL O DOMESTICA.

B). SUICIDA.

C). IATROGENICA.

D). CONTAMINACION AMBIENTAL

DEL
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DIRECTAS INDIRECTAS

Diagrama que representa las supuestas diferencias
entre el modo de accidn de hepatoxinas
intrinsecas directas e indirectas. Las directas
dafian todos los elementos de la célula, mientras
que las indirectas dafian en forma precisa vy
selectiva. Tomado de H.dJ. Zimmerman. Hepatic
injury caused by Therapeutic Agents. Part A. Ed.
by Frederick F. Becker. Marcel Dekker 1I.N.C.,
New York, (1974).
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Las hepatotoxinas directas producen lesiones zonales como
necrosis generalmente acompahada por esteatosis (219). Esta
categoria incluye al CC14, hidrocarburos clorados, fdsforo
inorgdnico y algunos metales pesados.

Las hepatotoxinas indirectas son generalmente
antimetabolitos vy compuestos relacionados que producen daho
hepdtico por interferencia con alguna via metabdlica especifica,
ellos alteran 1la organizacidn del hepatocito. Esta categoria

incluye antibidticos, antimetabolitos y clorpromazina (129, 222).

I1.4. Generalidades acerca de la Hepatotoxicidad gue

Inducen los Hidrocarburos Halogenados (Halocarburos)

Existen en la literatura numerosos reportes en los que
se hace referencia a la hepatotoxicidad que producen diversas
‘sustancias (16, 115), que varian desde las toxinas de origen
vegetal, 1los compuestos sintéticos usados con fines terapéuticos
y los solventes de uso industrial. Dentro de éste dltimo grupo
destacan por su importancia los halocarburos, vya gque durante los
pasados S0 ahos se volvieron ubicuos constituyentes de nuestro
ambiente y ahora estdn presentes en cantidades pequefias en el
aire, en el agua vy en los alimentos. La exposicidn de los
humanos a 1los halocarburos puede ser francamente intensa vy/o
prolongada bajo ciertas circunstancias tales como sitios de
manufactura, lugares de uso en la industria, en el comercio o en
la casa, o cuando se administran con propdsitos médicos.

La mayoria de los xenobidticos son procesados en el

higado por sistemas enzimdticos inespecificos (S8). Durante este
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proceso muchos halocarburos como el CCl14 se transforman en
especies reactivas capaces de producir reacciones citotdxicas
daniinas sobre los hepatocitos y otros tejidos.

Ademas; algunos halocarburos provocan respuestas en los
constituyentes hepatocelulares, pudiendo sinergizar las acciones
tdxicas de Dtrosvcompuestos. Entre las respuestas potencialmente
sinérgicas se incluyen la induccidn del sistema de oxidasas de
funcidn mixta (FMO), que activa un amplio espectro de agentes
quimicos (26), vy la deplecidn de los nucledfilos enddgenos, que
neutralizan a los electrdfilos daninos (224).

Algunas propiedades fisicoquimicas de los halocarburos
tales como volatilidad a temperatura ambiente, alto coeficiente
de particidn Yy estabilidad contra la biotransformacidn
extrahepdtica determinan su extensa captacidn hacia la célula y a
sitios subcelulares, mientras que la polarizacidn molecular,
impedimento estérico y 1la fuerza relativa del enlace C-Cl
determinan la facilidad de ruptura del mismo, influyendo asi en
la formacidn de radicales libres (42).

Los halocarburos son muy cotizados tanto a nivel
industrial como de 1laboratorio debido a sus excelentes
propiedades solventes y a su poca inflamabilidad, siendo el
tetracloruro de carbono (CCl14) el compuesto mds empleado.
Actualmente se le usa en la industria en la extraccidn de grasas,
como disolvente del caucho y en la manufactura de la laca. Se
reportan constantemente intoxicaciones fatales en humanos
sometidos a sus vapores (28, 47, 132), 1o cual hace de 1la
toxicologia del CCl4 asi como'de las sustancias con posible

efecto protector un importante motivo de investigacidn.
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1.4.1. Hepatotoxicidad del CCl4

Cuando el CCl4 es inhalado se encuentran altas
concentraciones del mismo en el cerebro, en la médula dsea, en el
corazdn y en el higado (205), siendo el higado el drgano mas
afectado. Sus efectos tdxicos pueden descubrirse en el anihal
integro a dosis tan bajas como 0.01 mg/kg (148).

Reynolds y Thiers (154) habifan sugerido que el CCl4
producia toxicidad simplemente por ser un disolvente de 1los
lipidos de las membranas. Sin embargo, el CCl14 reacciona con el
citocromo P-450 de los microsomas hepdticos (73) que es parte del
sistema FMO del RE liso hepdtico. Mo obstante, este sistema
existe también en otros drganos, tales como el rifidn y existen
en la literatura numerosos reportes que hacen referencia ala
nefrotoxicidad del CCl4 en varias especies (73, 85, 169). Cuan&o
el CCl14 se metaboliza, produce un dafio en el reticulo
endopldsmico que conduce a defectos funcionales del hepatocito y
a manifestaciones bioquimicas de dano hepdtico (154, 205). De
acuerdo con Recknagel y Glende (150) y con Slater (185), wuna
caracteristica de relevancia para la hepatotoxicidad potencial
del CCl4 es 1la relativamente baja energia de asociacidn del
enlace C-Cl.

Por estas razones se puede ver porgqué el CCl4 ha sido
uno de los agentes hepatotdxicos que mds ha llamado la atencidn
de 1los investigadores (36), vya que existen ciertas ventajas al
estudiar una sustancia simple, capaz de producir efectos
devastadores y muerte celular inmediata.

Se han planteado hipdtesis para explicar 1la accidn
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tdvica del CCl4, pero a la fecha la mds aceptada es la de 1la
lipoperoxidacidn. Hace mucho tiempo que se sabe que el CCl14 es
metabolizado en el organismo (14%9). En la actualidad se acepta
(109, 138, 141, 149) que la toxicidad del CCl14 depende de su
metabolismo Yy que 1la lesidn inicial principal ocurre en el
reticulo endopldsmico (RE) (149). Butler (20) fue el primer
investigador en proponer que el enlace C-Cl se rompia
homoliticamente "in vivo". Si esto dltimo ocurre, 1los dos
fragmentos formados con un electrdn desapareado podrian ser 1los
radicales libres éCl3 Yy él y asi, cada fragmento podria casi
instantaneamente, tomar un electrdn de una fuente externa y en
consecuencia alcanzar la estabilidad de su octeto. Si el radical
orgadnico adquiere un electrdn y un idn hidrdgeno, se forma CHC13

Cl_-

y el idn cloruro resulta de Cl1 + le-

Butler (20) reconocid que los radicales libres
postulados como los productos inmediatos de la fisidn homolitica
inicial son poderosos agentes alquilantes de grupos -SH, ademds
de 1inhibir irreversiblemente los grupos -SH de las enzimas. De
esta manera, una caracteristica importante de 1a hipdtesis
original de Butler fue la idea de que los efectos hepatotdxicos
del CCl14 "in vivo" se entenderian en términos de un ataque
‘ directo por radicales libres sobre las enzimas del hepatocito.

De manera independiente Wirschafter vy Cronyn (213)
comprobaron que el CCl4 sufria ruptura homolitica en el higado,
con lo cual se producia el radical libre éC13 y €l anidn Cl-.

, Gregory (67) establecid que el CCl14 puede reaccionar en

el organismo de la siguiente manera:

19



a). e- + CCl4 CC13 + Cl1-

b). R ™ + CCl4 ____CC13 + R-C1

Dicho autor puntualizd que la reaccidn requiere de la
captura de un electrdn por el CCl14 para que se pueda formar el
CC13. Es importante destacar gque las evidencias de que el CCl4
sufre ruptura homolitica'son indirectas, pues existen pruebas
experimentales que demuestran que se forma exacloroetano (Cl13C-
CC13), posiblemente por una reaccidn de condensacidn entre dos
radicales CC13 (48).

Los estudios descritos con anterioridad, complementados
con los conocimientos de la proteccidn proporcionada por los
antioxidantes como 1la vitamina E (14, 54, 80), 1llevaron a
Recknagel vy Ghoshal (148) a proponer la hipdtesis de 1la
lipoperoxidacidn. Esta hipdtesis, complementada con hallazgos
descubiertos posteriormente por Recknagel (149-151),
bdsicamente propone que la mayoria de los efectos producidos por
la accidn tdxica del CCl4 dependen de su metabolismo previo por
un complejo sistema enzimdtico incluido en 1la membrana del
reticulo endopldsmico liso (REL); las oxidasas de funcidn mixta
(FMO) (1046), que consta de un conjunto de enzimas involucradas en
el metabolismo de drogas Yy compuestos exdgenos, con la
consecuente formacidn del radical libre altamente reactivo eC13
(214), el cual ataca la estructura y funcidn de las
macromol éculas 1lipidicas y protéicas, disminuye la sintesis de
proteinas "in wvivo" (187), produce desactivacidn de los
componentes selectivos del sistema FMO (135) y ademds, inicia una
serie de reaccicnes autocataliticas en cadena con 1los 4dcidos

grasos poliinsaturados que componen los lipidos que integran las
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membr anas del REL. (150), produci éndose 1la descomposicidn
peroxidativa de 1los mismos. Este evento engendra serias
consecuencias para el hepatocito (1, 196, 197y, tales como
la esteatosis hepdtica (149), glucogenolisis (746), liberacidn de
enzimas celulares hacia el torrente sanguineo (35, 152, 220),
necrosis (1469), hinchazdn y desintegracidn mitocondrial (6, 77,
81-B83, 97, 154), asi como desintegracidn 1lisosomal debido a la
descomposicidn peroxidativa de 1los 1lipidos de la membrana
lisosomal, etc. (5, 32, 209).

Por 1o tanto, 1la hipdtesis de 1la lipoperoxidacidn
explica 1los efectos tdxicos del CCl4 teniendo como base el
metabolismo del mismo a CC13.

Un hecho notable de la hipdtesis de 1la lipoperoxidacidn
es el efecto multiplicativo de la misma, vya que durante este
proceso se generan muchos radicales libres nuevos por cada 6013
formado. |

Em la figura 6 podemos observar como el CCl4 es
metabolizado para iniciar el proceso de lipoperoxidacidn
destructiva.

Una vez que el CCl14 es metabolizado por el citocromo F-
450 (150, 181, 185), apreciamos que el radical éClS sustrae
hidrdgenos de los grupos metilénicos adyacentes a carbonos con
dobles enlaces en 1las cadenas poliinsaturadas de 1los dcidos
grasos poliendicos de los lipidos de las membranas del RE dando
lugar a la formacidn de cloroformo (CHC13) y el correspondiente
radical 1libre orgdnico (143) que ya sea inmediatamente o después

de 1la deslocalizacidn del electrdn del radical 1libre por
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resonancia, es sensible de reaccionar con el oxigeno (02) (11Q),
formdndose rdpidamente el radical perdxido {R-00" 3 Y -
eventualmente el perdxido orgédnico.

El 02 es paramagnético y tiene 2 electrones
desapareados, por lo que es un birradical libre, y sus reacciones
con radicales 1libres orgdnicos para formar el correspondiente
radical perdxido orgdnico ocurren muy rdpidamente. El1 R-00°
puede también sustraer hidrdgenos de las cadenas poliinsaturadas
y formar el correspondiente hidroperdxido (79) o endoperdxido
(179, 140). Los perdxidos orgdnicos son en general compuestos
muy inestables que experimentan un ndimero de reacciones muy
complejas vy mal entendidas que conducen a ruptura de las cadenas
carbonadas, con 1la formacidn de aldehidos y cetonas (586),
compuestos carbonilicos hidroxiinsaturados (176), malondialdehido
(MDA}, hidrocarburos de cadena corta como etano, pentano y otros.

Los perdxidos orgdnicos también pueden experimentar
ruptura homolitica, conduciendo a la formacidn de dos nuevos
radicales libres los cuales pueden atacar los puentes metilénicos
vecinos. El1 proceso una vez iniciado, es autocatalitico (171).

Ya qQue 1la lipoperoxidacidn involucra un atague
destructivo sobre los dcidos grasos poliendicos, es de esperarse
una reduccidn marcada de éstos en el matefial microsomal sujeto a
lipoperoxidacidn (34, 171, 201).

Estudios metabdlicos mds recientes realizados "in
vitro" (93, 113, 136, 180), proporcionan evidencias convincentes
de que el CCl14 es metabolizado a diversos intermedi ariocs
reactivos potencialmente dafiinos como el radical 6C13, fdsgeno (0O

= cc12), especies electrofilicas de «cloro, el redical
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peroxitriclorometilo ( *OOCCl13X), que podria formarse pc~ 1la
reaccidn directa del CC13 con el OZ o del CCl4 con el radical
anidnico superdxido (127, 158).

De acuerdo con esta hipdtesis, el CCl4 actuaria como un
agente pro-oxidante en la descomposicidn peroxidativa de 1los
lipidos de 1las células hepéaticas. Maé ain, dicha hipdtesis
proporciona nuevas evidencias de que la hepatotoxicidad del CCl14
depende de su metabolismo.

Muchos de 1os agentes que protegen contra 1la accidn
tdxica del CCl14, son compuestos captadores de radicales 1libres.
Los antioxidantes lipidicos pertenecen a esta clase, 1o mismo que
los compuestos que contienen sulfhidrilos, aungque no todos 1los
compuecstos protectores funcionan por el mismo mecanismo (11, 101,

111).

1.4.2. Consecuencias de la Lipoperoxidacidn

a). Alteracidn de las Membranas Celulares.

El proceso de lipoperoxidacidn tiene serias
consecuencias a nivel de las membranas, e involucra no solamente
a 1los lipidos poliinsaturados, sino también a un gran ndmero de
proteinas integrales de 1la membrana. Las membranas de 1la
mitocondria vy del RE tienen una elevada proporcidn de d4cidos
grasos poliinsaturados (170), tales como el dcido araquiddnico
{(71). En consecuencia, estas membranas son extraordinariamente
susceptibles al dafio por lipoperoxidacidn. Las alteraciones en
la actividad de 1la NADH-citocromo c reductasa y el sistema

succinooxidasa de 1las mitocondrias de corazdm e higado se han



asociado con el dafio lipoperoxidativo (71, 170, 195).

Asimismo, se ha demostrado (4, 106) que el CCl4
disminuye el metabolismo microsomal de las drogas y demds agentes
exdgenos, asi como los niveles de ;itocromo F-450.

Después de la lipoperoxidacidn hay alteraciones en 1la
interaccidn lipido-lipido y lipido-proteina, asi como pérdida de
la conformacidn estructural de las proteinas de la membrana.

b). Alteraciones en la Actividad de los Sistemas

Enzimdticos incluidos en las Membranas Celulares.

Los fosfolipidos son esenciales para el normal
funcionamiento de una gran variedad de enzimas microsomales como
la glucosa-6—fosfatasa (37, ATPasa (103, UDP-—
glucuroniltransferasa (65) y el sistema metabolizante de drogas
(23, 61, 192, 210), por lo que resulta obvio que desde el punto
de vista de dafio hepdtico producido por CCl14, 1la actividad de
estos sistemas enzimdticos se verd abatida, no solo por el dafio
lipoperoxidativo de 1los fosfolipidos y la alteracidn de 1la
conformacidn estructural de las proteinas de la membrana, sino
también por el hecho de que en la intoxicacidn con CCl14 se
modifica la proporcidn de determinados fosfolipidos, lo cual trae
como consecuencia un abatimiento en la actividad de diversos
. sistemas enzimdticos incluidos en la membrana y cambios en 1la
microviscosidad de la misma.

€). Lipoperoxidacidn y Liberacidn de Enzimas

Lisosomales.

En una investigacidn muy reciente, Younes y Albrecht

(217) realizaron un experimento "in vitrc" en el que demostraron

que el CCl4 y otros agentes gque promueven lipoperoxidacidr dan
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origen a la liberacidn de g—glucuronidasa lisosomal, mientras que
los agentes que inhiben la lipoperoxidacidn previenen
paralelamente 1la liberacidn de enzimas lisosomales, sugiriendo
ésto, que ambos eventos estdn estrechamente relacionados, de tal
manera que el dafio a las membranas lisosomales con la consecuente
liberacidn de enzimas hidroliticas parece ser un paso consecutivo
a la lipoperoxidacidn, conduciendo finalmente a dafio celular.

d). Inhibicidn en la Sintesis de Froteinas Hepdticas.

Durante el dafro celular hepdtico producido por el CCl4
ocurre una marcada depresidn en la sintesis de proteinas
hepdticas y dispersidn de los poliribosomas (2, 50, 177).

Existen evidencias de que el radical CCl13 ataca 1los
grupos -84 de las enzimas, Yy Qque es una caracteristica
sobresaliente en el dafio celular hepdtico producido por el CCl4
(25).

Ademds de producir elevacidn en la actividad sérica de
algunas enzimas y alteraciones en los procesoé de transporte del
hepatocito, 11los agentes hepatotdxicos pueden producir cambios en
los constituyentes estructurales y/o funcionales del hepatocito,
que han sido usados para cuantificar y detectar el grado de dafio

hepdtico producido.

I.5. Fisiopatologia de la Cirrosis Hepdtica

lLa cirrosis hepdtica constituye una de las principales
causas de muerte en el mundo. Mientras que en el hemisferio
oriental resulta como consecuencia de la esquistosomiasis hepato-

esplénica (2046), en el hemisferio occidental el alcoholismo s el
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responsable de méds del 607 del total de muertes atribuibies a
cirrosis hepdtica (29.53). Rojkind (1465) ha reportado gque en
México vy en los Estados Unidos de Norte América, 1la cirrosis
hepdtica es la tercera causa de muerte de individuos de ambos
sexos entre 30 y 60 afios de edad, vy gue la incidencia de esta
enfermedad sigue aumentando. En México mueren aproximadamente
Z00,000 personas por afio debido a las complicaciones de 1la
cirrosis hepdtica (165).

lLa cirrosis hepdtica es la via final comdn de todos los
padecimientos crdnicos que afectan al higado en forma difusa.
Desde el punto de vista anatdmico, se caracteriza por dafo
celular generalizado, aumento del tejido conjuntivo, formacidn de
nddulos de hepatocitos rodeados por bandas de coldgena vy
distorsidn de la arquitectura lobular (166).

El aumento del tejido conjuntivo hepdtico en la
cirrosis, 11amado fibrosis hepdtica y 1las modificaciones
estructurales son responsables en parte de algunas de las
alteraciones funcionales y hemodindmicas observadas (162).

El incremento eﬁ el contenido de tejido conjuntivo del
higado puede estar determinado por un aumento en la sintesis de
coldgena, una disminucidn de su degradacidn o ambos al mismo
tiempo (160).

La distorsidn de la arquitectura lobular del parénguima
hepdtico causada por 1la fibrosis, produce cambios en la
circulacidn del higado que generalmente se manifiestan con una

hipertensidn portal. En los casos avanzados de la enfermedad, la

- fibrosis <=e convierte en el compornente esencial. Los cortes

histoldgicos revel an septos separados irregul armente que



constituyen 1los nddulos de hepatocitos, gruesas bandas de
coldgena distribuidas en todo el parénquima y una pérdida de 1la
relacidn entre el espacio portal y la vena aferente hepdtica,
resultando muy dificultoso lograr definir el 1dbulo hepdtico
(167).

Cuando el higado sufre un daho masivo, con destruccidn
de un ndmero grande de hepatocitos, 1l1la pérdida subita del
paréngquima funcional estimula la regeneracidn hepdtica (121), la
cual es un proceso coordinado que incluye regeneracidn celular,
sintesis y degradacidn de coldgena. En este caso se presenta una
remodelacidn y una reabsorcidn del tejido cicatricial. El
proceso regenerativo del higado es rapido, en pocas semanas ce
reestablece la integridad anatdmica y funcional (21, 142).

Cuando el higado sufre un dafo de menor intensidad y el
nimero de células destruidas es pequefio, no se estimula 1la
regeneracidn vy solo se produce una pequefha cicatriz. Si la
lesidn s& wvuelve a producir, vya sea porque el agente inductor
estd presente o porque se estimulan mecanismos inmunoldgicos que
perpetdan la enfermedad, tales como la produccidn de anticuerpos
contra lipoproteinas de la membrana de los hepatocitos, antigenos
virales vy proteinas contrdctiles del citoplasmaj el proceso
cicatricial continda, produciéndose primero una fibrosis vy
posteriormente la cirrosis hepdtica (163, 1464).

Aunque no se conoce el mecanismo exacto de la respuesta
fibrogénica, hay datos experimentales que sugieren que ios
macrdfagos juegan un papel muy importante en este proceso. La

sintesis de cold&gena se estimula por la accidn directa de 1los
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agentes etioldgicos o por efecto de los compuestos quimicos que
se liberan de los hepatocitos danados (166). Los hepatocitos
lesionados liberan una glucoproteina llamada fibronectina, que es
un agente qQuimiotdctico capaz de dirigir 1la 1llegada de
fibroblastos al sitio de la lesidn (128).

Los conocimientos que se tienen hasta el presente
parecen indicar que en las primeras etapas de 1la enfermedad
predomina el aumento de biosintesis de coldgena con una actiwvidad
colagenolitica normal, o aumentada (52, 104).

Dependiendo del estado de la fibrosis hepdtica y de
factores genéticos vy metabdlicos, aun no bien definidos, la
fibrosis puede continuar hasta cirrosis, independientemente de
que el agente etioldgico esté o no presente.

A medida que 1la enfermedad avanza se observa una
disminucidn en 1la actividad de 1la colagenasa (105) vy una
desaparicidn de 1la enzima en la parte central QE las fibhras
gruesas de cold&dgena encontradndose solamente en la periferia de
las mismas. En las etapas finales de la enfermedad, la actiwvidad

de esta enzima ya no es detectable (117, 118).

1.5.1. Tratamiento de la Cirrosis Hepdtica

Se ha postulado que la inhibicidn de la sintesis y del
depdsito de tejido conjuntivo en el higado podria acompafiarse de
una mejoria en la evolucidn de la cirrosis (161,162).

El tratamiento de la cirrosis hepdtica comprende dos
aspectos fundamentales. El1 primero es el tratamiento sintomd&tico
de las complicaciones de la misma, tales como el manejo de 1la

hipertensidn portal (sangrado de vdrices esofdgicas y retencidn
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de 1liquidos) y de 1la insuficiencia hepatica (encefalopatia
hepdtica y desnutricidn). El segundo, consiste en el tratamiento
de 1la enfermedad misma que ha sido posible en afios recientes
gracias al avance del conocimiento de la fisiopatolog;a de 1la
cirrosis hepatica.

En 1la actualidad se ha encontrado que es posible
influir favorablemente la cirrosis hepdtica por medios
farmacoldgicos.

{a colchicina es la droga que posee mayores cualidades
benéficas para el tratamiento de la enfermedad.

a). Colchicum Autumnale: Cdlchico.

El extracto de 1las semillas de la planta Colchicum
Autumnale contienen una sustancia alcaloide: 1la colchicina junto
con otros productos como el dcido queliddnico, 1la fisosterina vy
azdcares.

{a estructura guimica de la colchicina consta de tres
anillos: el primero es de cardcter aromdtico y el sequndo vy
tercero estan compuestos por siete atomos de carbono (Fig. 7).
El primer anillo estd sustituido por tres grupos metoxi. El
segundo por un grupo acetilamino y el tercero por un grupo

metoxi y un grupo carbonilo.
Efectos:
1). Efecto Antifibrogénico:

a). Inhibe el transporte transmembranal de las

proteinas de exportescidn, tales como la coldgena (38, 126).
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b). Inhibe de manera secundaria 1la sintesis de
col dgena (38).
c). Induce "in vitro" la produccidn de colagenasa y la

liberacidn de procolagenasa activada por proteasa (74).

2). Efecto Antiinflamatorio

a). Inhibe citotoxicidad mediada por neutrdfilos
dependientes de anticuerpos, la movilizacidn, adherencia vy
quimiotaxis de los neutrdfilos (102, 189).

b). Inhibe la liberacidn de histamina por los
leucocitos y 1la liberacidn de cininas plasmdticas "in vitro"

(102, 189).

3. En ratas cirrdticas favorece las alteraciones de
la actividad del sistema adenilatn ciclasa de 1la membrana
plasmdtica de hepatocito. En consecuencia corrige las
alteraciones en el contenido de AMPc y glucdgeno (122).

4). Protege las membranas plasmdticas y estabiliza las
enzimas que tienen grupos -SH en su centro activo (175).

3). Incrementa permeabilidad de 1los canal iculos
biliares (8).

6). Previene alteraciones en las ATPasas (123).

7). FArmaco seqguro cuando se administra oralmente a
una dosis diaria de 1.2 mg, sin embargo puede ser tdxica e
incl:.a mortal (20).

8). Farmaco con un buen margen de seguridad y su uso

resulta ético en la cirrosis (168).
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b). Silibium Marianum

la silimarina aislada del extracto de las semillas de
Silibium Marianum protege contra varias formas de dafio
experimental en el higado, producido por diversas . toxinas.
Constituida de 3 compuestos isdmeros: silibina, silidamina vy

silicristina. El principal componente activo es 1la silibina

(204).

Estructura Quimica (96):

i

|
Los 3 compuestos tienen estructura fenilcromonona a 1la
cual una molécula de alcohol coniferil es atacada por una unidn

oxidante de varias maneras (204).
Efectos:

. Protector contra la hepatotoxicidad de CCl14 (70,
146}, tioacetamida (70), galactosamina (1446), <faloidina y L-
amanitina (204), praseodimium (123} y etanol (1335).

2). Estabiliza membrana previniendo o inhibiendo 1la

lipoperoxidacidn (1846, 202).
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3. Elimina radicales libres (186).

4). Altera fluidez de la membrana, interfiere con
accesibilidad a la proteina de membrana (218).

). Inhibe absorcidn primaria de toxinas y 1la
reabsorcidn debida a la circulacidn enterohepdtica (44).

6). No es tdxico en pruebas agﬁdas, crdnicas vy
subcrdnicas (70).

7). Efecto curativo que depende del tiempo entre la
intoxicacidn y el tratamiento (203).

8). Estimula sintesis de RNA (188).

). Modifica 1la capacidad regenerativa en ratas
sujetas a hepatectomia parcial (1295).
I.6. Deteccidn y Evaluacidn del Dafio Hepdtico Inducido

O G G G G m Em Em Em Em G e G e e e G G R R SR g e TR M R TE W G e m Gm G G G G Em e G n Gm G G G S

Quimicamente

Las lesiones hepdticas producidas por el CCl14 vy el
CHC13 fueron estudiadas en animales de laboratorio durante 1los
primeros 40 anos del presente siglo. Las alteraciones celulares
que se presentan entre los 10 y los 15 minutos posteriores a 1la
intoxicacidn son comparables a los cambios que sufren las células
hepdticas remanentes después de una hepatectomia parcial (96,
124). S8e han estudiado las respuestas del higado frente a una
intoxicacidn aguda con CCl4 y se ha visto que un dafio agudo
produce necrosis que es seguida de una regeneracidn ragpida.

Los complejos eventos reparativos que aparecen después
de 1la administracidn de repetidas dosis de CCl14 varian con 1la
magnitud del intervalo existente entre las dosis. Los intervalos

cortos no permiten una reparacidn histoldgica completa y aunque

los higados se vuelvan relativamente resistentes a la accidn del
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1 %
€CCl14, después de administraciones sucesivas se produce un gradual

desarrollo de cirrosis. Los cambios tempranos son reversikles si
la administracidn del tdxico cesa a tiempo y el higado regresa
gradualmente a la normalidad.

La diversa naturaleza de la actividad funcional del
higado vy su variedad de respuesta al dafio, hace de la seleccidn
de los procedimientos de prueba apropiados una labor dificil.

La determinacidn de 1la actividad de 1las enzimas
hepadticas liberadas a la sangre por el dano hepatico se ha vuelto
una de las herramientas mas dtiles en 1los estudios de
hepatotoxicidad.

La aplicacidn de 1la metodologia de las enzimas séricas
para la determinacidn del dafio hepdtico fue introducida en 1930 y
1940 con 1la demostracidn de la actividad sérica anormal de
fosfatasa alcalina (157) vy colinesterasa (19) en el dano
hepatico.

Sin embargo, el descubrimiento en 1990 de gque 1la

actividad de 1las diferentes transaminasas séricas estaban
aumentadas por destruccidn de 1los tejidos, representa un
verdadero avance en los métodos enzimdticos séricos.

Subsecuentemente se han identificado en la sangre otras enzimas,
las cuales demuestran una actividad anormal en presencia de dafno
hepatico.

Zimmerman (223) ha identificado cuatro categorias
principales de enzimas séricas, basadas en su especificidad vy
. sensibilidad a los diferentes tipos de dano hepatico:

1). Enzimas cuya elevada actividad sérica refleja dano
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colestdtico mds sensiblemente que dafio parenguimal, como 1la
fosfatasa alcalina (FA), 5" —-nucleotidasa vy gamma—glutamil
transpeptidasi (GGTP) . .

2). Enzimas que indican dafio en el parénquima hepatico
producido por un agente citotdxico. Este grupo se ha subdividido
en:

a). Enzimas inespecificas que pueden reflejar dafio a
tejidos extrahepdticos, como la transaminasa glutdmico-
oxalacética (TGO) y lactato~deshidrogenasa (LDH).

b). Enzimas 1localizadas principalmente en el higado
como la transaminasa glutamico-pirudvica (TGP).

c). Enzimas que estdn localizadas casi exclusivamente
en el higado,' como la ornitina carbamil-transferasa (OCT) y 1la
sorbitol deshidrogenasa (SDH). Estas enzimas pueden ser
particularmente wusadas en el estudio de agentes con potencial
hepatotdxico desconocido.

3. Enzimas gue son insensibles al dafio hepidtico, pero
gue son elevadas en el dafio a tejidbs extrahepdticos, como 1la
creatina fosfocinasa.

4, Enzimas que muesﬁran una actividad sérica
deprimida en el dafo hepdtico, como la colinesterasa.

En una serie de experimentos Molander y col. (116)
establecieron que un nudmero de estados necrdticos inducidos con
CCl 4 son detectables por 1la elevacidn de 1la transaminasa
glutdmico-pirdvica sérica (TGFS).

Asimismo, PRalazs y col. (9) demostraron que la TGS se

veia significativamente elevada en 1las ratas que eran trazadas

agudamente con CCl14 vy con otros agentes hepatotd:icos. Sin
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embargo, también se ha demostrado que la TGPS es una medida
insensible de esteatosis hepdtica (7, 64).

Balazs, establecid una correlacidn lineal entre 1la
extensidn de la necrosis hepdtica (determinada planimétricamente)
producida con alcohol alilico en la actividad de la TGPS.

En 1lo que se refiere a FA y G6GTP, pueden utilizarse,
entre otras, para determinar dafio hepdtico obstructivo. La
actividad sérica de estas enzimas, 1localizadas en las membranas
del hepatocito y de 1las células de 1los conductos biliares,

aumentan durante 1la colestasis o dafo hepatobiliar en humanos

(12, 27, 208).

I1.6.1. Andlisis Histoldqico del Dano Hepdtico

El andlisis del potencial hepatbtdxico de un agente
quimico es incompleto sin una descripcidn histoldgica de 1la
lesidn producida. Zimmerman (223) ha encontrado algunas
caracteristicas de las 1lesiones hepdticas definidas por el
microscopio de luz, tales como necrosis centrizonal, atribuida a
la elevada concentracidn centrizonal del sistema FMO, que es
responsable de la conversidn del CCl14 al metabolito hepatotdxico.
También se observa acumulacidn de grasa (esteatosis).

Tanto la necrosis, como la esteatosis son visibles al
microscopio dptico mediante 1las tinciones adecuadas. For
ejemplo, 1la tincidn de hematoxilina—-eosina es uUtil para observar
la integridad del parénquima hepdtico, mientras que la tincidn
con Rojo Suddn tife especificamente la grasa.

Uno de los sistemas enzimdticos membranales que juega

un papel preponderante en las células es el de 1las ATFasas.
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Estas enzimas membranales son muy sensibles a cambios en 1la
estructura de la bicapa, se ha demostrado que pequefios cambios en
el microambiente que las rodea son capaces de modificar sus
actividades (17, 39, 59, 78, 89, 91, 94, 183, 194, 199).

En la década de los 50’s, Skou y colaboradores (182),
describieron un tipo de transporte activo de cationes, el cual
requeria de energia metabdlica (ATP). Como se liberaba ADP y Fi
concluyeron que deberia estar involucrada una enzima que
hidrolizara ATP en el proceso, es decir, una ATPasa.

En 1la actualidad se sabe que existen en el hepatocito

varias ATPasas: la de [Na+, K+1, la de Ca++ y la de Mg++.

En 1las células hepdticas estas enzimas tienen gran
importancia vya que ademds de reqular los gradientes de cationes,
también controian el transporte de nutrientes indispensables para
el hepatocito (aminodcidos y azudcares) el transporte de dcidos
biliares, pues éstos Jdltimos se acoplan al transporte de sodio.
Dada 1a gran actividad metabdlica que desarrolla el higado, el
papel de las ATPasas es muy importante.

La ATPasa de Na+, K+ es una proteina incorporada a 1la
membrana celular con una orientacidn asimétrica fija. Esta
enzima acopla 1la hidrdlisis de ATP a un flujo de cationes en
contra de gradientes electroquimicos. La enzima actda entonces
como transductor que convierte reversiblemente energia quimica en
gradientes electroquimicos para cationes (184). La estequiometria
de la reaccidn es de 2 K+ introducidos por cada 3 Na+ liberados
de la célula y una molécula de ATF hidrolizada.

Emn 1973, Stein vy col. (190) propusieron un modelo
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tetramétrico o2 B2 para la bomba de Na+, K+ (Fig. 8). La
subunidad « (catalitica) podria representar el polipéptido de
alto peso molecul ar, mientras que la subunidad B la
glicoproteina. Ambas subunidades o y B estdn parcialmente
embebidas en 1los lipidos de 1la bicapa y poseen 'segmentos
transmembrana. La subunidad B es unarproteina intrinseca de 1la
membrana, es cataliticamente inactiva, pero estudios recientes
sugieren Qque Jjuega un papel de referencia para la orientacidn
asimétrica correcta de la subunidad o« en la membrana (87).

Una caracteristica de la ATPasa es la capécidad para
poder discriminar entre el potasio y el sodio, en presencia de K+
tiene una conformacidn (forma K) diferente a 1la que posee en
presencia de Na+ (forma Na).

La adaptacidn de la estructura molecular en presencia
de K+ y de Na+ estd intimamente ligada con un cambio en 1la
afinidad por el ATP. La conformacidn en presencia de Na+, abre
un sitio de alta afinidad para el ATP; mientras que 1la
conformacidn en presencia de K+, disminuye la afinidad por el ATF
o cierra dicho sitio.

En el hepatocito una importante funcidn de la ATPasa de
Na+, K+ es 1la secrecidn activa de Na+ hacia 1los canaliculos
biliares, dirigiendo el flujo de agua a través de la membrana
canalicular (17, 39).

Desde hace algiun tiempo se sabe que la accidn de varias
hormonas y otros estimulos externos estdn mediados por cambios en
la concentracidn intracelular de calcio. For 1lo tanto 1la
concentracidn intracelular de calcio libre debe estar finalmente

regulada en la célula como "segundo mensajero”, lo que implica un

39



4u

MODELO TROPUESTO PARA LA Na® k% -afPasa

EXTRACULULAR MEMBRANA INTRACPLULAR

o m——— O
et O

Na*,K*-ATPasa

Fig. 8. Modelo propuesto por Stein y col. para el sistema

tetramétricoy 2 B2 de la [Na+, K+1-ATPasa.



control muy fino de su concentracidn por parte de la célula.

A pesar de gque el Ca+2 entra continuamente en forma
pasiva a la célula, la concentracidn intracelular de calcioc (O.;
a 1 uM) se mantiene en una concentracidn de 3 a 4 drdenes de
magnitud mds baja que la del medio externo. Este hecho invclucra
la existencia de sistemas activos para la salida de calcio. Como
la ATPasa de la membrana (100). En la figura 9 se muestra el
modelo propuesto para este sistema de transporte de calcio.

Mediante estudios cinéticos se ha demostrado la
existencia de 2 sitios cataliticos para la enzima (130).

Es evidente que el exceso de Ca++ intracelular puede
ser muy dahino para cualquier célula y que 1los mgcanismos de
defensa frente a 1la entrada masiva de Ca++ incluyen 1la baja
permeabilidad de la membrana al Ca++ y la actividad de la ATFasa

que bombea Ca++ hacia el exterior celular (100).

1.6.2. Gamma—-Glutamil Transpeptidasa (GGTF)

La gamma—glutamil transpeptidasa es una enzima unida a
la membrana, cataliza la transferencia del grupo gamma—glutamil
del glutatidn a un aminodcido d a un péptido que actua como

receptor de acuerdo a la siguiente reaccidn:

Glutatidn + aminodcido — § —glutamil aminodcido +
cisteinil glicina.

Esta reaccidn es de gran importancia en el metabclismo
de glutatidn vy se ha postulado que ésta o reacciones an&£logas

ecstén involucradas en el transporte de aminodcidos a través de la
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membrana por interaccidn tanto con aminodcidos extracelulares
como con glutatidn intracelular.

/De acuerdo a esta teoria, el aminodcido entra a 1la
célula como un vY-glutamil aminodcido.

La Y- glutamil transpeptidasa esta ampliamente
distribuida en tejidos de mamiferos y se ha encontrado en un gran
nuimero de estructuras epiteliales, generalmente involucradas en
procesos de absorcidn o secrecidn tales como el epitelio del
tdibulo proximal renal, las vellosidades del yeyuno, plexos
coroides, conducto biliar, vesiculas seminales, etcf%

La Y—glutamil transpeptidasa presenta relativamente
baja especificidad con respecto al donador y-glutamilo, 1o cual
permite su cuantificacidn sencilla a partir de meétodos
colorimeétricos (112).

Se ha comprobado que el higado fetal contiene una
considerable actividad de esta enzima, pero que va disminuyendo
durante el desarrollo, 1o cual indica que esté enzima tiene un

papel importante en el transporte de aminodcidos en el higado

fetal (22).

1.6.3. Fosfatasa Alcalina (F.A.)

La fosfatasa alcalina es una enzima ampliamente
distribuida en 1la naturaleza, Yya que puede ser encontrada en
bacterias, algas, hongos, protcoczoarios, plantas y animales. En
los animales vertebrados se ha visto que estd distribuida en
diferentes tejidos.

El higado contiene relativamente poca fosfatasa
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alcalina en comparacidn con drganos tales como el intestino
delgado vy el rifidn (107). lLa distribucidn de 1la fosfatasa
alcalina en 1la rata presenta algunas discrepancias. Watchein
(207) no encontrd actividad de fosfatasa alcalina en la porcidn
sinusoidal vy solamente vid una distribucidn irregulér en el
canalkculo biliar, mientras que Gandstrom (173), encontrd mucha
fosfatasa alcalina en el canaliculo biliar.

En cuanto a la distribucidn de la fosfatasa alcalina
dentro de 1los ldbulos hepdticos se ha visto que en la rata 1la
actividad predbmina.principalmente en la porcidn periprotal.

Muchos compuestos de fdsforo son substratos para las
fosfatasas alcalinas. Por definicidn la fosfatasa alcalina es
una enzima no especifica, puede hidrolizar muchos compuestos de
fdsforo, aunque puede haber mayor especificidad para algunos
compuestos como los ésteres fendlicos. En muchos ae los ensayos

bioquimicos se usa como sustrato el p-nitrofenil fosfato.

p—-nitrofenil _____ p—nitrofenol + Pi
fosfato

\

Lé funcidn de 1la fosfatasa alcalina no estd bien
entendida. En general se considera que estd encargada de 1la
hidrdlisis de ésteres de fosfato. Se harvisto gue todas las
fosfatasas alcalinas son capaces de transferir grupos fosfato de
un alcohol a otro (45).

Se ha sugerido que 1la fosfatasa alcalina ayuda a
mantener el estado estacionario de metabolitos fosforilados

intracelulares (179).

)
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II. OBJETIVO

Evaluar la capacidad para prevenir vy revertir las
alteraciones en los indicadores de dano hepdtico presentes en la
hepatitis tdxica y en la cirrosis inducidas por CCl4 en la rata.

Consideramos adecuado seleccionar como pardmetros pafa
evaluar el grado del daho hepatico la actividad de las enzimas:

a). F.A., TGP, GGTP y glucosa-é—-fosfatasa en suero.

b). F.A., GG6GTF, ATFPasa, Na+, K+ y ATPasa CA++, en

membrana plasmdtica de hepatocitos.

). Niveles de glucdgeno en tejido hepatico.

d). Cuantificacidn de coldgena en cortes de tejido.

Para complementar el andlisis de dafo hepdtico
producido, asi como la proteccidn aportada, estas investigaciones
se corroboraron con estudios histopatoldgicos del higado, que
muestran el grado de necrosis, la acumulacidn de grasa, etc.
Especificamente se efectuaron las tinciones de hematoxilina-
eosina, la de Rojo Suddn y 1la tincidn especifica para la

colagena.
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I11. . MATERIAL Y METODDS

TIT.1. Animales
Se usaron ratas Wistar macho, con un peso entre 250-
300g, se mantuvieron con libre acceso a la comida (Furina) y al

agua. Los animales se agruparon de la siguiente manera:

1. Intoxicacidn aguda con CCl4. CCl14 grado espectro
(Merck) en dosis udnica (de una mezcla CCl4/aceite comestible 1:4
v/v, correspondiente a 0.04g/100g de peso) por via

intraperitoneal.

.a). Tratamiento con vehiculo (Control). Los animales
recibieron oralmente 1a dosis equivalente de aceite de maiz.

(0.12 ml/100g de peso).

2. Intoxicacidn crdnica con CCl4. los animales de
este grupo recibieron CC14 de 0.04 g/100 g de peso disuelto en

aceite comestible por V.0. segin el siguiente esquema:

la. Semana: CCl4: Aceite 1:7 (v,Vv).
2a. Semana: CCl4: Aceite 1:6 (v,v).
3a. Semana: CCl4: Aceite 1:5 (v,v).

4a. a 7a. Semana: CCl4: Aceite 1:4 (v,v).

3. Tratamiento con silimarina en 1la intoxicacidn
aguda. La silimarina se administrd en forma de suspensidn en
carboximetil celulosa (CMC) al 0.7%Z a una dosis de 150 mg/kg p.o.
a las 0, 12, 24 hs. El CCl4 se administrd conjuntamente con la

dltima dosis de silimarina.
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Se hizo un control gque recibid dnicamente silimarina y otro CMC.
4. Tratamiento con silimarina en el dano crdnico.

a). Tratamiento preventivo. Las ratas recibieron el
mismo esquema que el grupo 2, pero ademds recibieron 50 mg/kg de
peso de silimarina p.o., 9 dias a la semana, durante B semanas.
Se hizo un grupo control que recibid dnicamente silimarina y otro

que recibid solo CMC durante el mismo periodo.

b). Tratamiento con silimarina de las ratas
previamente cirrdticas. Se hicieron cirrdticas a las ratas como
a los animales del grupo 2 y después de 1la 13a. semana de
tratamienfo con CCl14, pero sin descontinuarlo se inicid el
tratamiento con silimarina (20mg/kqg) p.o. durante 5 semanas. Se
hicieron 2 grupos controles, uno que recibid dnicamente

silimarina y otro que recibid sdlo CMC.

ITI.1.1. Obtencidn del Suero

La sangre se obtuvo por puncidn cardiaca de las ratas
anestesiadas con éter etilico y fue colocada en tubos de vidrio
sumergidos en hielo. Fara la obtencidn del SQero se centrifugd
la sangre en una centrifuga Reckman TJ-6 a 1000 x g durante 10
minutos a una temperatura de 40, Después se procedid a separar
los sueros con pipetas Fasteur vy se colocan en tubos
pertectamente etiquetados y sellados con parafilm para guardarlos

en el refrigerador.
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I171.1.2. OQObtencidn de 1la Fraccidn de Membranss Parcialmente

Las membranas e prepararon usando el metodo de Neville
con una modificacidn introducida por Pohl vy coiaboradores (159).
El procedimiento se realiza a temperaturas de O a 4°C y consiste
en lo siguiente:

1. Se sacrifican las ratas, se extrae la sangre por
puncidn cardiaca para gque el higado quede libre de eritrocitos vy

se extirpa rdpidamente lavdndolo con NaHCO3 1 mM.

~

2. Se colocan wvasos en hielo y se coloca cada higado

desmenuzdndolo con tijeras de diseccidn lo mds finamente posible.

3. Los fragmentos de higado se pasan a un
homogenizador {Dounce) qgrande con émbolo flojo {(Rlaessing Glass
Spec. Co., Rochester, N.Y.,) con 25 ml de NaHCO3 1 mM de los 250

que corresponden a cada higado.

4, Se homogeniza con 8 a 10 chogues del émbolo. Este
procedimiento se repite para cada higado, vy luego se agrega el

resto de NaHCO3 1 mM frio.

Se Se agita durante 3 minutos con varilla de vidrio o

mosca magnética muy suavemente.

6. Se filtra a través de gasa doble y 1luego gasa

cuddruple.

7. El filtrado se distribuye en botellas de
centrifuga de 250 ml. Se centrifuga a 2500 rpm en una centrifuga

Beckman modelo TJ-6 durante 30 min. El csobrenadante se desecha
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con mucho cuidado.

8. El precipitado se coloca en el mismo homogenizador

y se hompogeniza con 3 chogques del émbolo flojo muy suavemente.

q. El homogenado se pasa a una probeta de 50 ml y se
afiade una solucidn de sacarosa a una concentracidn de 69 + 0.5%
(P/P) de tal modo que la suspensidn resultante gquede ajustada a
44.0 = 0O.1%. Las medidas de concentracidn se efectdan con un
refractdmetro Abbe. La concentracidn final se ajusta con

sacarosa si es necesario.

10, Con esta suspensidn se llenan las dos terceras
partes de los tubos del rotor Beckman SW-28. El tercio restante
se llena cuidadosamente con una solucidn de sacarosa ajustada

previamente a una concentracidn de 42.0 ¢ 0.1% (F/P).

11, Una vez hechos 1los gradientes de sacarosa 1los
tubos se& centrifugan a 105,000 x g durante 130 min usando una

ultracentrifuga Beckman modelo L8-70.

12. Se quita la porcidn flotante que corresponde a las
membranas con una espdtula tipo cuchara y se colocan en un vaso
con un pequefio voldmen de NaHCO3 1 mM y se resuspenden
haciéndolas pasar por una aguja Nb. 18 yrluego por una No. 20,
para luego colocarlas en tubos de ceﬁtrifuga agitando por
inversidn y centrifugando en una centrifuga Sorvall RC-5B a
15,000 -x g durante 15 min., se resuspende en un minimo de
sobrenadante y se toman alicuotas de 0.2 ml y se colocan en

viales pequefios, para posteriormente guardarlas en N2 liquido a -
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180°C.

La determinacidn de la cantidad de proteinas en las
membranas se realiza de acuerdo a lo establecido por el método‘de
Bradford (18). Como estdndar de proteinas se utiliza. albumina
sérica bovina (Sigma Chemical Co. Fraccidn V, 96-9%9% de pureza).
Las lecturas de densidad dptica a S95 nm se efectdan en un

espectrofotdmetro Perkin-Elmer (Coleman 44).

I11.1.3. Medicidn de la Actividad de ATPasa por el Método

e e e D s e i e Sy iy o e e o

Este método mide colorimétricamente la cantidad de FPi
desprendido del ATF mediante la formacidn de un complejo colorido
formado con molibdato de amonio en presencia de 3cido ascdrbico.
El protocolo experimental se describe en la tabla 2.

La curva de calibracidn de Fi se hace utilizando
K2HPO4.

La determinacidn cuantitativa dé las proteinas
contenidas en las muestras membranales se efectda por el método
de Bradford (186).

La actividad de la ATPaca de sodio-potasio se obtiene
por diferencia de la total y la de Mg2+.

La actividad de 1la ATFPasa de calcio se obtiene

interpolando los datos en la curva de calibracidn.

111.1.4. Determinacidn de la Actividad de la vy-Glutamil

En ecte método se usa como sustrato la y-glutamil -p-
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TABLA 2

FPROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE

Total-ATPasa M92+-ATPasa Ca2+-ATPasa Blanco
J
NaCl 750 mM _ 100 1 100 1 — —
KC1 25 mM 100 ,1 — — —
Imidazol 20 mM pH 7.8 170 ul 70 ul 180 1 400 1
Quabaina 2.5 mM
en Imidazol — 200 ul — —
CaCl, 12.5 mM ' — —_ 200 1 —

Membranas (60-100 wug)
de proteina 20 ul 20 ul 20 ul —

Preincubar durante 15 minutos a 37°C.

’Mgmz 125 mM | 10 yl 10 1 — —
YATP  12.5 mM 100 ul 100 ul 100 i 100 u'l»

Preincubar durante 30 minutos a 37°C.

Fosteriormente se afaden 100 ul de TCA 35%, rse ééitanﬂ;ﬂsé faman
20 ul y se les adiciona 3500 ul de agua, 200 ul de 3cido ascdrbico
al 104, 1.2 ml de molibdato de amonio 0.45% en dcido sulfdrico 1
N. Los tubos se incuban durante 30 minutos a 3700 y se lee 1la

absorbancia a 820 nm en un espectrofotdmetro.



nitroanilida que en presencia de la enzima Y-L-glutamil y de un

receptor del grupo y-glutamilo como lo es la glicilglicirna se,

obtiene ~y-L-glutamilglicilglicina vy p-nitroanilida que puede
ser cuantificada espectrofotométricamente (162). El meétodo se

realiza de la siguiente manera:

1. En un tubo de ehsaye de vidrio de 12 % 100 mm se
agregan los siguientes reactivos:

- S00 ul de Tris—~HC1 mM (pH = 8.2).

- 100 ul de MgCl2 200 mM.

- 100 ul de glicil-glicina 40 mM (pH = 8.2).

~

- 200 ul de y—glutamil—p—nitroanilida 10 mM.

2. La mezcla de reaccidn se incuba en un baho maria a
3I7°C (5-10 min.), Yy se inicia la réaccidn agregando 100 ul de la
suspensidn de membranas que debe contener 5 a 20 ug de proteina.
Si el ensayo es para suero se agregan 100 ul de suero. Se agita

bien la mezcla y se introduce en el bafio maria a 37°C.

2. Se detiene la reaccidn enzimdtica a los 10 minutos,

agregando 2 ml de dcido acético 1.5 M.

4, Se lee la absorbancia de cada tubo a 410 nm en un
espectrofotdmetro Coleman 44. El resultado se interpola en una
curva estdndar de p—nitroanilida (con un rango de concentraciones
de 10 a 3I30 nmoles de P.N.A.). La actividad enzimatica se
reporta como nmoles de p-nitroanilina/mg de proteina por minuto
en las muestras de membrana y como umoles de p-nitroanilinasl de

suero por minuto en el caso de los sueros.
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IT1.1.5. Determinacidn de la Actividad de la Fosfatasa Alcalina
fosfato por la fosfatasa alcalina para obtener fosfato inorgdnico
y p-nitrofenol el cual se puede leer a 410 nm (13). El método se

realiza de la siguiente manera:

1. En un tubo de ensaye de vidrio de 13 x 100 mm se
agregan los sigquientes reactivos:

- 0.5 ml de buffer de glicina 0.1 My Mg C12 0.001 M

- 0.5 ml de sustrato el cual se prepara pesandc 100
mg de p-nitrofenilfosfato disddico en 25 ml de agqua
destilada (es estable hasta por 4 semanas si se

congela).

2. Esta mezcla se incuba en un baﬁo maria a 37°C por S5

minutos.

3. Se anhaden 100 ul de la suspensidn de membranas que
debe contener de S a 20 ug de proteinas y en el caso de los
sueros también se afaden 100 ul. La mezcla se agita suavemente

y se incuba a 3I7°C por 30 minutos.

4. La reaccidn se para adicionando 10 ml de NaOH 0,02

5. La absorbancia se determina a 410 nm en un
espectrofotdmetro Coleman 44, La lectura se interpola en una

curva estdndar de p-nitrofenol. La actividad enzimatices se
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reporta como nmoles de sustrato hidrolizado/mg de proteina, en el
caso de membranas vy en el caso de sueros como pmoles de p-

nitrofenol/1l suero por minuto.

I11.1.6. Determinacidn de la Actividad de la Alanina Amino

Itéﬂéfgtééé Sérica (Transaminasa Glutdmico Pirdvica)

La actividad de la TGF se determina por el método de
Reitman~Frankel (153), en el gue se mide el complejo formado por
piruVato y 2,4, dinitrofenilhidrazina, que se produce a partir de
alanina y alfa—-oxoglutarato, complejo colorido que absorbe a 3520
nm.

(Método de Reitman—Frankel)
Reactivos: Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4.
Solucidn de sustratos l1-alanina. -
Reactivo cromdgeno (2,-4-dinitrofenilhidrazina). -

NaOH 0.4 N.

Solucidn estdndar de piruvato. -

Reactivo Blanco Problema
Solucidn sustrato l-alanina | 0.250 ml 0.250 ml
Suero problema ——— 0.050 ml

Mezclar y agitar suavemente,
incubar a 37 °C durante &0 minutos.

Reactivo cromdgeno 0.250 ml 0.150 ml
Suero problema 0.250 ml ———
Incubar 15° a 37°C

NaOH 0.4 N ‘ 2.5 ml 2.50 ml

Leer a 515 nm con blanco de agua y restar la absorbancia del



blanco al problema, interpolar en la curva estandar.

I11.1.7. Determinacidn de Glucosa-6~Fosfatasa en Sueros.

I. Reaccidn enzimdtica.

1. Colocar en tubos:
- 150 ul de amortiguador de citrato 0.1 M pH = 6.5.
- 250 ul de G-6-fosfato (0.01 M.

- 100 ul de suero.
2. Incubar una hora a 37°C.

3. Al pasar este tiempo, adicionar 100 ul de dcido

triclorodcetico al 10%Z y centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm.

I1. Tomar 0.6 mlx del sobrenadante y determinar
fdsforo.
X Puede tomarse 0.3 ml + 0.3 ml de agua, vya gue los

animales tratados pueden presentar una elevacidn no legible en el

espectro.

1. Poner en tubos:

- 0.3 ml de agua,

= 0.3 ml de muestra,

- 0.2 ml de dcido ascdrbico al 10% (recién
preparado).

- 1.2 ml de molibdato de amonio 0.42 M en H2504 1.
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2. Incubar a 37°0C 30°.
3. Leer a 820 nm en NIR escala 2.

4. Se coloca un tubo blanco con 100 ul de agua desde
el principio de la reaccidn enzimdtica.

Las lecturas se interpolan en la curva tipo de fésforo.

111.1.8. Determinacidn de Froteinas Séricas Totales

1. Preparar una curva tipo utilizando albuimina sérica
bovina (BSA). Colocando en tubos de ensayo 10, 25, 75, y 100 ul

de una solucidn de BSA a una concentracidn de ! mg/ml.

2. Tomar alicuotas adecuadas de la muestra y llevarlas

a 100 ul con agua (el blanco lleva soclo 100 ul de agua).

El contenido de glucdgeno se determina utilizando el
reactivo de la antrona (46).

Se tolocan 1las muestras del tejido hepatico de
aproximadamente i g de pesoc en los tubos de ensayo,
posteriormente se ahaden 3 ml de una solucidn de KOH al 304 a
cada uno de ellos. El tejido se digiere mediante el
calentamiento en un bafo de agua hirviendo durante 30 minutos.
No es necesario separar las proteinas antes de efectuar el ensayo
ya que este paso no es esencial en los tejidos tales ccmo el

higado donde el contenido de glucdgenoc es elevado. La ruaestra



digerida se coloca en un matraz aforado de 50 ml y se diluye con
agua bidestilada. Una alicuota de 2 ml de esta dilucidn se
coloca en otro matraz aforado de S ml y se diluye nuevamente a S0
ml con agua con el objeto de que el contenido de glucdgeno en
esta solucidn, esté én un rango de concentracidn de 3 a 300
ug/ml. Una alicuota de S5 ml de la dltima dilucidn de 1los
digeridos se coloca en diferentes tubos.

Otros tubos contienen 5 ml de una solucidn estdndar de
‘glucosa que corresponde a 100 ug de hexosa y otros 5 ml de agua
con el objeto de que sirvan como blancos. Todos los tubos se
mantienen en un bafio de hielo y alli se les afiade 10 ml de
reactivo de la antrona. Este reactivo se prepara afadiendo 0.2 g
de antrona (J.T. BRaker) en 100 ml de H2504 de 95% de pureza.

lLos tubos se cubren con perlas de vidrio y se calientan
durante 10 minutos en un bafio de agua hirviendo. Inmediatamente
después 1los tubos se enfrian en un bafio de agua fria y se lee la
absorbancia en un colorimetro a una longitud de onda de 620 nm.
La concentracidn desconocida de glucdgeno se calcula utilizando

la siguiente fdrmula:

ug de glucdgeno

ddnde:

U es 1la absorbancia de la solucidn de concentracidn
desconocida.

S es la absorbancia de 1la solucidn estdndar de

glucosa.
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1.11 es un factor de conversidn determinadeo por Morris

(120) para convertir glucosa o glucdgeno.

I11.1.10. Determinacidn del Contenido de Coldgena en Muestras

Para determinar el contenido de coldgena en los higados
de las ratas, se utilizd el método reportado por Ldpez de Ledn y
Rojkind (99). Este método permite estimar la concentracidn de
coldgena en secciones de tejido fijadas con formol.

El meétodo estd basado en la unidn selectiva del Rojo
Sirio F3BA y el verde rdpido FCF a las proteinas colagénicas y no
colagénicas respectivamente. Los colorantes tienen absorbancias
mdximas a diferentes longitudes de onda y pueden ser eluidos
simultdneamente de manera cuantitativa coh NaOH-metanol de las
secciones histoldgicas.

Los cortes de 10 um de tejido +fijado en formol
embebidos en parafina para su corte deben desparafinarse
efectuando incubaciones sucesivas con #ilol, wxilol:etanol (1:1),
etanol, etanol: agua (1i:1), y agua.

Posteriormente los cortes colocados en tubos de ensayo
se cubren con 0.2 ml de una solucidn saturada de dcido picrico en
agua rrstilada que contenia verde rédpido FCF al 0.1% vy Rojo Sirio
al c¢C.1%. Los tubos se cubren con papel alumino y se incuban a
temperatura ambiente por 30 minutos con agitacidn constante. Se
quita la solucidn con una pipeta desechable y las secciones de
tejido se 1lavan varias veces con agua destilada hasta qaue el

fluido sale transparente. Posteriormente, <se adiciona 1 ml de
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NaDH 0.1 N en metanol absoluto (1:1, v:v) y cada tuvo se agita
suavemente hasta que todo el color se haya eluido de las
secciones (normalmente en unos pocos segundos). El colorante
eluido se cuantifica espectrofotométricamente en un
espectrofotdmetro Beckman DU-7 a 540 y 605 nm, longitudes de onda
correspondientes a los mdximos de absorcidn del Rojo Sirio F3BA y
del verde rdpido FCF respectivamente. La cantidad de proteina
colagénica y no colagénica se calculd utilizando 1a "equivalencia

de color" de cada colorante reportado por los autores del método.

ITI.1.11. Estudios Histoldgicos del Higado
De los higados extraidos de todas las ratas se
separaron dos cortes y se colocan en formol al 10% en buffer de

fosfatos 0.1 M, pH 7.4, Se efectdan 1las tinciones de

hematoxilina-eosina y de Rojo Sudén.

Los resultados obtenidos en las determinaciones de cada
grupo de ratas fueron promediados obteniéndose la media + error
tipo de la media (ETM), vy se compararon con los valores promedio
del grupo control respectivo. Las diferencias entre los grupos
control vy tratados se demostraron estadistiéamente realizando
compar aciones pareadas aplicando el método de 1los rangos
miltiples de Duncan (119) con una significancia de p < <, 05,

como se recomienda para estos estudios (137).
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Iv. RESULTADOS

IV.1. Estudio Agudo

La presencia de danho hepético'agudo inducido por el
CCl4 se verificd por el andlisis histoldgico de muestras de los
higados.

Una serie de preparaciones histoldgicas se tifieron con
la técnica de hematoxilina~eosina. 'La figura 10 nos muestra un
corte de higado de rata control en donde se aprecia la
arquitectura 1lobular normal del higado y no se detecta ninguna
distorsidn del parénquima en general. En la figura 11, se observa
un corte obtenido de un higado de rata tratada agudamente
con CC14 en donde se puede observar necrosis celular y esteatosis
generalizada. El corte de higado de ratas pretratadas con
silimarina mostrd gque existen menos zonas de dafio (Fig. 12).

Otra de las tiﬁciones empleadas fue la especifica para
grasa. En la figura 13 se muestra un corte de higado de rata
control tefiido con esta técnica en el gue no se observa
acumulacidn de grasa. La figura 14 hace ver un corte de higado
de rata intoxicada con CCl4 en el cual se aprecian grandes
acumul aciones de grasa, principalmente cerca de la vena central.
En la figura 15 se aprecia un corte de higado de rata tratada
previamente con silimarina mds CCl14; en el que se observa una
situacidn intermedia en donde 1las acumulaciones de grasa estdn
limitadas a pequefias zonas.

Es importante mencionar que los cortes de higados de
ratas tratadas dnicamente con silimarina no mostraron diferescias

con relacidn a los controles que sdlo recibieron el vehiculo.
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Fig.

Fig.

10-

11.

Tincidn de Hematoxilina—-Eosina en un corte de

higado de rata control.

Tincidn de Hematoxilina-Eosina en un corte de
higado de rata tratada con CCl14 (0.04g/100qg)
i.p.
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Fig. 12. Tincidn de Hematoxilina-Eosina en un corte de
higado de rata tratada con CCl14 (0.04g/100qg)
i.p. vy Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o.

Fig. 13. Tincidn de Rojo Suddn en un corte de higado

de rata control.



Fig.

Fig.

14.

15.

Tincidn de Rojo Suddn en un corte de higado

de rata tratada con CCl4 (0.04g/100g) i.p.

Tincidn de Rojo Suddn en un corte de higado
de rata tratada con CCl14 (0.04g/100g) i.p.
y Silimarina 3 dosis (1530 mg/kg) p.o.
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En la figura 16 podemos observar la actividad de la
fosfatasa alcalina sérica. El CCl4 produjo un  aumento
significativo de la actividad de esta ehzima con respecto a 1la
encontrada en 1los animales no tratados, {p < 0.005). Las
ratas pretratadas  con silimarina mostraron una disminucidn
significativa (p < 0.,005) de la actividad de 1la enzima en
comparacidn con las que recibieron dnicamente CCl4. Sin
embargo, esta actividad no se pudo considerar igual a la del
control ya que el andlisis estadistico indicd una diferencia
significativa, (p < 0.005), Las ratas tratadas exclusivamente con
silimarina mostraron un aumento importante de la actividad de
la FA con respecto a los animales no tratados (p < 0.005).

Al cuantificar la actividad sérica de la gamma-glutamil
transpeptidasa se observd que 1las ratas tratadas soclamente con
CCl4 presentaron un aumento del 100% de la actividad con respecto
a _105 controles, {(p < 0.001) {Fig. 17). Los resultados
obtenidos en los sueros de los animaies tratados con
silimarina mostraron una disminucidn significativa con respecto
& los de las ratas que solo recibieron CCl4 (p < 0.005) sin
llegar a alcanzar valoreé normales (p < 0.005). Las ratas
tratadas con 3 dosis de silimarina mostraron un ligero aumento
en la actividad de 1la GGTF en comparacidn con el grupo tontrol
(p < 0,005.

En la Fig. 18 se muestra que 1la actividad de 1la
transaminasa glutdmico pirdvica (TGF) aumentd significativamente
en el grupo tratado con CCl4, (p < 0.005). En los animales

tratados con silimarina se observd una prevencidn total del
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Fig.

16.

Controfl
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{/// CCla
XN CCla + Sil,
300~ ?.. 4 il
. sit.
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«min)

100

.

aActividad de la fosfatasa alcalina sérica de ratas
tratadas con CCl4 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del
tratamiento con CCl14 (1:4, 0.15 ml/rata) i.p. ¥
Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o.

Los resultados se expresan como la media del
nimero de ratas ; E.S.M.

¥ Significa p € 0.005 comparado con el grupo
control.
O Significa p < 0.005 comparado con el grupo

CCl4.
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17.

Actividad de la gama—glutamil transpeptidasa sérica
de ratas tratadas con CCl4 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del
tratamiento con CC14 (1:4, 0.153 ml/rata) i.p. vy
Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o.

Los resultados se expresan como la media del nudmero
de ratas + E.S.M.

X Significa p < 0.005 compar ado con el grupo
control.

o Significa p < 0.003 comparado con el qgrupo
CCl4,

CCl, + Sil.
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18.

Actividad de la transaminas glutdmico pirudvica sérica
de ratas tratadas con CCl4 y Silimarina+.

-+

Las ratas se sacrificaron 24 h. después del
tratamiento con CCl14 (1:4, 0.15 ml/rata) i.p. vy
Silimarina 3 dosis (1530 mg/kg) p.o.

Los resultados se expresan como la media del ndmero
de ratas + E.S.M.

¥

O

Significa p < 0.005 comparado con el grupo control.

*

Significa p ¢ 0.005 comparado con el grupo CCl4.
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efecto del CCl14. El1 tratamiento con silimarina exclusivamente no
produjo modificaciones.

Al medir la actividad de la glucosa-6—-fosfatasa sérica
se observd (Fig. 19) una disminucidn de ésta en los sueros de los
animales tratados con CCl14 (p < 0.005), que se revirtid a valores
normales en los animales que ademds del CCl4 recibieron
silimarina (p € 0.003).

Analizando 1los datos de la actividad de la fosfatasa
alcalina en 1las membranas plasmdticas de 1los hepatocitos
(Fig. 20) se observd que las ratas tratadas con CCl14 poseian una
actividad disminuida de 1la enzima (p < 0.003) con respecto al
grupo control. En las ratas a las que se leé administrd
silimarina y CCl4 se observd que la actividad de la FA estaba
aumentada de manera importante con respecto al valor normal (p <
0.005). Nuevamente, la silimarina por si misma aumentd la
actividad de 1la enzima (p < 0.005).

La actividad de la gamma-glutamil transpeptidasa de la
membrana disminuyd significativamente en 1los animales que
recibieron €CCl4, (Fig. 21) (p € 0.05). El pretratamiento con
silimarina previno parcialmente ese efecto (p < 0.05). lLos
a~imales que recibieron dnicamente silimarina no mostraron
ninguna diferencia con respecto al control.

En la Fig. 22 se aprecia que la actividad de la ATFasa
de Ca2+ de la membrana disminuyd notablemente en los animales qgue
recibieron CCl14 (p < 0.05). El pretratamiento con silimarina
evitd esta alteracidn (p 4 0.03). También se puede ver en la
misma figura que el tratamiento sdlo con silimarina no tuvo

efectos cobre la actividad de esta enzima.
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Actividad de la glucosa-é6-fosfatasa sérica de ratas
tratadas con CCl14 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del
tratamiento con CCl14 (1:4, 0.15 ml/rata) i.p. Yy
Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o.

Los resultados se expresan como la media del ndmero
de ratas + E.S.M.

X Significa p < 0.005 comparado con el grupo control.

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo CCl4.
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Fig.

20.
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T .
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o) % . .‘
Actividad de la fosfatasa alcalina en membranas

plasmdticas de hepatocitos de ratas tratadas con
CCl14 v Silimarina+,.

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del
tratamiento con CCl14 (1:4, 0.15 ml/rata) 1i.p.
y Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o.

Los resultados se expresan como la media del
nimero de ratas + E.S.M.

¥ Significa p 4 0.005 comparado con el grupo
control.

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo
CCl4.
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Fig.

21.
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actividad de la gama—-glutamil transpeptidasa en
membranas plasmdticas de hepatocitos de ratas
tratadas con CCl4 y SBilimarinat.

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del
tratamiento con CCl14 (1:4, 0.135 ml/rata) i.p.
y Gilimarina 3 dosis (150 mg/kqg) p.o.

Los resultados se expresan comoc la media del
mimero de ratas + E.S.M.

% Significa p < 0.05 comparado con €1 grupo
control.

o Significa p < 0.05 comparado con el grupo
CCl4.

71



Pi/mg-h)

(P mol

Fig.

25+

Control
72
/] cCl,

SE] CCLy+ Sl
tel| sit

M

22.

Actividad de 1la ATPasa de Ca2+ de membranas
plasmdticas de hepatocitos de ratas tratadas
con CCl14 v Silimarina+.

-+

Las ratas se sacrificaron 24 h. después
del tratamiento con CCl4 (1:4, 0.15 ml/
rata) i.p. vy Silimarina 3 dosis (150 mg/
kg) p.o.

'

Los resultados se expresan como la media del
ndimero de ratas + E.S5.M.

*

-

Significa p < 0.05 comparado con el grupo
control.
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La actividad de 1a ATFasa de Na+/K+ determinada en las
membranas presentd una disminucidn significativa de la actividad
en las ratas tratadas con CCl14 al compararla con el control
(Fig. 2%, (p < 0.005). Dicha digminucidn se vid
parcialmente prevenida por el pretratamiento de los animales con
silimarina (p < 0,005). El tratamiento dnico con silimarina
provocd una disminucidn en la actividad de la enzima que fue
estadisticamente diferente del normal (p < 0.025). Esto se

corrobord con una serie de experimentos "in vitro" (Fig. 23a).

V. 2. Estudio Crdnico

a). Capacidad de la silimarina para preVenir el dafio

hepdtico crdnico inducido por el CCl14 (cirrosis}.

La presencia de fibrosis en el higado de los grupos de
ratas tratadas con CCl14 se comprobd por el estudio histoldgico vy
por la cuantificacidn de la coldgena en las muestras de 1los
higados.

Una serie de preparaciones histoldgicas se tifieron con
la tincidn especifica para la coldgena: la tincidn de Mallory.
En 1la Fig. 24 se observa un corte de higado de rata control
tefiido con esta técnica. - En ésta se aprecia que solo existe
colagena en los sitios que rodean los vasos, especificamente en
la zona central y en la triada hepdtica. Los cortes de higado de
los animales cirrdticos (Fig. 25) revelaron dreas de necrosis
difusas, esteatosis y nddulos de hepatocitos de diferentes
tamafios rodeados por gruesas bandas de coldgena.

El contenido de coldgena de los higados cirrdticos fue
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Fig. 23. Actividad de la ATFasa de Na+/K+ de membranas
plasmdticas de hepatocitos de ratas tratadas
con CCl14 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del
tratamiento con CCl4 (1:4, 0.9 ml/rata)
i.p.

Los resultados se expresan como la media del
nimero de ratas + E.S.M.

-

X Significa p < 0.005 comparado con el grupo
control.

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

ooo Significa p < 0,05 comparado con el grupo
CC14.
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23a. Inhibicidn "in vitro" de la ATPasa-Na+/kK+ por
la Silimarina en membranas plasmdticas

aisladas de hepatocitos.
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Fig. 24. Tincidn para coldgena en un corte de higado

de rata control.

Fig. 25. Tincidn para coldgena en un corte de higado de

rata cirrdtica (8 semanas).
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3%.8 £ 3 ug/mg de proteina, y en el grupo de animales gque recibid
CCl4 mds silimarina fué de 20.5 * 2.1 ug/mg de proteina. Aungue
hubo una reduccidn importante, fue diferente del valor éontrol
(10.8 = 1.5 ug/mg de proteina p < 0.001). La diferencia entre
el grupo tratado con CCl14 y el grupo CCl4 + silimarina fue
estadisticamente signi+icativa, p < 0.05 (Fig. 26).

Las bagdas de tejido conjuntivo observadas en los cortes
de higados de ratas que recibieron CCi14 + silimarina fueron
notablemente mas delgadas (Fig. 27) que las observadas en ratas
cirrdticas. En los higados de los animales que recibieron
silimarina dJdnicamente no se observaron cambios histoldgicos y el
contenido de coldgena en el higado se encontrd dentro de los
niveles normales (11.2 + 1.0 Qg/mg de proteina).

También se realizd una técnica especifica para grasa,
para observar si. en el higado cirrdtico existia infiltracidn
grasa, vy se pudo apreciar que los cortes de higados de ratas
cirrdticas presentaban un gran depdsito de grasa (Fig. 28).
Cuando se tifieron cortes de higados de ratas tratadas con
silimarina ademds de CCl14 (Fig. 29) se mostrd menos acumulacidn
de grasa gue la observada en aquellos del grupo gque sdlo recibid
CCl4.

Las actividades enzimaticas de la fosfatasa alcalina
(F.A.), gama—glutamil transpeptidasa (GGT?), transaminasa
gluiluico pirdvica (TGF) y glucosa-6-fosfatasa (G-6—-Fasa) fueron
medidas en el suero de todos los grupos de animales. Como se
muestra en la tabla 3 (Fig. 30-33%), todas 1las actividades
enzimdticas aumentaron en las ratas cirrdticas, comparadas

\
con el corntrol ciendo las diferencias estadisticamente
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Fig.

prot.)

(pg /mg

26.
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0] CCla + SIL

40— - el SIL.

30

20

DN

Contenido de coldgena hepdtica de ratas tratadas
crdnicamente con CCl4 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de
haber iniciado el tratamiento con CCl14 i.p. La

Silimarina (50 mg/kg) p. O. se administrd
diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
nimero de ratas . E.S.M.

¥ Significa p < 0.001 comparado con el grupo
control.

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo
CCl4.



Fig. 27. Tincidn para coldgena en un corte de higado de
rata tratada crdnicamente con CCl14 y Silimarina
(50 mg/kg) p.o. diario.

Fig. 28. Tincidn de Rojo Suddn en un corte de higado de
rata cirrdtica (8 semanas).
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Fig.

29.

Tincidn de Rojo Suddn en un corte de higado de
rata tratada crdnicamente con CCl4 y Silimarina
(50 mg/kg) p.o. diario (8 semanas).
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TABLA 3

e e L 2 L - B - R X AL A X 20 e L

Tratamiento

F.A.

GGTP TGP G-6-Pasa

(ymo1/1.min) (umo1/1.min) (UI/m1) (ymol/ml.h.)

Control 110°+ 8 9+1.0 428 + 21 ‘ 2.5 + 0.4
(10) (10) (10) (10)

cCl 298 + 10* - 24 + 1.5*% 1300 + 30* 3.5 + 0.5*
4 (10) (10) (10) (10)

. R o ° .

- CC1, + Silimarina 135 + 11 13+£1.0 526 + 25 2.8 + 0.4
4 (10) (10) (10) (10)

Silimarina 161 &+ 9** =10 + 0.8 402 + 19 2.6 TO?-Z

(10) (10) (10) (

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas despudés de haber
iniciado el tratamiento con CCl4 i.p. La silimarina
(30 mg/kg) p.o. se administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del ndmero

de ratas * E.S.M.
¥ Significa p < 0.001
X% Significa p < 0.05
o Significa p < 0.001

() Significa numero de

comparado con el grupo control.
comparado con el grupo control.
comparado con el grupo CCl4.

animales.
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Actividad de la fosfatasa alcalina sérica de ratas
tratadas crdnicamente con CCl14 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después
de haber iniciado el tratamiento con CCl4 i.p.
La Silimarina (50 mg/kg) p.o. se administrd
diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
nuimero de ratas + E.S.M.

¥ Significa p < 0.001 comparado con el grupo
control.
¥* Significa p € 0.05 comparado con el grupo

control.

o Significa p
CCl4.

P

0.005 comparadoc con el grupo
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* min )

( pmol/i

30

20—

[j CONTROL
P77 ccla
E_"ﬁ C Cly+ SIL.
SIL.

NLI.

Actividad de la gama—glutamil transpeptidasa
sérica de ratas tratadas crdnicamente con
CCl4 v Silimarina+.

+

Las ratas se sacrificaron 8 semanas
después de haber iniciado el tratamiento
con CCl14 i.p. La S&ilimarina (50 mg/kg)
p.0. se administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
ndimero de ratas + E.S.M.

*

Significa p € 0.001 comparado con el
grupo control.

significa p < 0.001 comparado con el
grupo CCl4.
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(UI/mi)

Fig.

CONTROL

/| CCla

* .| SIL.

32.

Actividad de la transaminasa glutdmico pirdvica
sérica de ratas tratadas crdnicamente con CCl4
y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron B semanas después
de haber iniciado el tratamiento con CCl4
i.p. La Silimarina (50 mg/kg) p.o. se
administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
nimero de ratas + E.S5.M.

¥ Significa p < 0.005 comparado con el grupo
control.

0 Significa p < 0.005 comparado con el grupo
CC14.

CClg + SIL
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( pmol/mg-h)

Fig.
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33.

Actividad de la glucosa—-6—fosfatasa sérica de
ratas tratadas crdnicamente con CCl4 vy
Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después
de haber iniciado el tratamiento con CCl4
i.p. La S8Silimarina (50 mg/kg) p.o. se
administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
ndimero de ratas * E.S5.M.

¥ Significa p < 0.001 comparado con el grupo
control.

0 Significa p < 0.005 comparado con el grupo
CCl4.

CClg + SIL.
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ignificativas, p < 0.005,

En el grupp de ratas tratadas con CCl14 + silimarina las
ctivid=des enzimdticas se redujeron de manera importante
omparacdas con las del grupo tratado con CCl14, sin embargo, 1los
‘alores permanecieron ligeramente arriba de 1los valores
ontroles. En los animales tratados dnicamente con silimarina se
wbservd un aumento en la actividad de 1la F.A. comparado con el
jrupo control.

la Fig. 34 muestra que la actividad de la F.A. de la
wembrana aumentd (p £ 0.003) en el grupo de ratas tratadas con
Cl4, En el grupo de animales‘que'recibid CCl14 + silimarina no
e observd cambio alguno con reépecto al grupo anterior. En el
Jrupo de animales que recibid solamente silimarina se encontrd
N aumento significativo de la actividad (p < 0.0035).

En la Fig. 35 se observa que la actividad enzimdtica
le la GGTP de 1la membrana de los animales cirrdticos aumentd
asi 2 veces con respecto al valor normal, {(p < 0.005). EI1
ratamiento con silimarina conjuntamente con el CCl14 no produjo
nodificaciones respecto al grupo de CCl4. lLos  animales que
ecibieron exclusivamente silimarina no mostraron diferencia
-on respecto a los controles.

Las figuras 36 y 37 muestran las activid;des de 1la
yTPasa de Na+/K+ y de CaZ2+, determinadas en las membranas
1lasmaticas  aisladas. El CCl4 redujo la actividad de ambas
2nzimas en magnitud significativa (p < 0.001) y 1la silimarina
wevino totalmente esta caida de la actividad. La Figqg. 38

indica que el contenido de glucdgeno hepdtico se redujo en un
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Fig.

34.

( pmol/mg *30 min )

Conirol
;ggg CCl, + Sil.

cet] osil

O

Actividad de la fosfatasa alcalina en membranas
plasmdticas de hepatocitos de ratas tratadas
crdnicamente con CCl4 y Silimarinat.

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después
de haber iniciado el tratamiento con CCl4
i.p. lLa Silimarina (50 mg/kg) p.o. se
administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
numero de ratas + E.S.M.

¥ Significa p < 0.005 comparado con el grupo
control.
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Fig.

35-

(n mol /7mg- 30 min)
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O,

Actividad de la gama—-glutamil transpeptidasa en
membranas plasmdticas de hepatocitos de ratas
tratadas crdnicamente con CCl4 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después
de haber iniciado el tratamiento con CCl4
i.p. La Silimarina (30 mg/kg) p. o0. se
administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
numero de ratas + E.S5.M.

¥ Significa p < 0.005 comparado con el grupo
control.
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Fig.
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36.

Actividad de la ATPasa de Na+/K+ de membranas
plasmdticas de hepatocitos de ratas tratadas
crdnicamente con CCl4 y SBilimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después
de haber iniciado el tratamiento con CCl14
i.p. La Silimarina (50 mg/kg) p.o. Se
administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
nimero de ratas+ E.S5.M.

¥ Significa p < 0.005 comparado con el grupo
control.

O Significa p < 0.005 comparado con el grupo
CCl4.
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Fig.
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37.

Actividad de la ATFasa de Ca2+ de membranas
plasmdticas de hepatocitos de ratas tratadas
crdnicamente con CCl14 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas
después de haber iniciado el tratamiento
con CCl14 i.p. La Silimarina (350 mg/kqg)
p.o. se administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
nimero de ratas + E.S.M.

¥ Significa p < 0.001 comparado con el
grupo control.

0o 8ignifica p < 0.005 comparado con el
grupoc CCl4.
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Determinacidn de glucdgeno en ratas tratadas
cridnicamente con CCl14 y Bilimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron a semanas
después de haber iniciado el tratamiento
con CCl4 i.p. La Silimarina (50 mg/kg)
p.0. se administrd diariamente.

Los resultados se expresan como la media del
ndmero de ratas + E.S.M.

¥ Significa p < 0.001 comparado con el grupo
control.

© Significa p < 0.005 comparado con el grupo
CC14.
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0% en los animales cirrdticos (p < 0.001), vy que las ratas Qque

fueron tratadas con CCl14 + silimarina presentaron un contenido de

glucdgeno normal.

b). Capacidad de la silimarina para revertir el daho

hepdtico crdnico inducido por el CCl14 (cirrosis).

En la Fig. 39 se presentan los resultados de 1la
actividad de l1a fosfatasa alcalina sérica. fas ratas cirrdticas
presentaron un aumento en el contenido de F.A. de 3 veces con
respecto a las controles (p < 0.005). El tratamiento de 1los
animales cirrdticos con silimarina sin discontinuar el CCl14,
revirtid significativamente ese efecto, (p < 0.025).

Analizando la actividad de la gama—glutamil
transpeptidasa, podemos ver en la Fig. 40 que 1los animales
cirrdticos presentaron un incremento déi2 veces con respecto al
valor control (p < 0.005). El +tratamiento con silimarina
revirtid parcialmente ese incremento comparado con el grupo que
recibid sulamente el CCl4 (p < 0.025).

La Fig. 41 muestra los cambios en la actividad de 1la
transamiﬁasa glutdmico pirdvica sérica. Como se puede ver, la
actividad de la enzima aumentd significafivamente con respecto al
control, (p € 0.005). El tratamiento conjunto con silimarina no
revirtid el efecto causado por el CCl4.

Al determinar la actividad de 1la glucosa—-46—-fosfatasa
sérica (Fig. 42) se encontrd elevada con respecto al control (p <
0.0035) y como se puede ver la silimarina no revirtid este efecto.

En relacidn a los niveles de glucdgeno hepatico (Fig.

4F) se observd que la cantidad de glucdgeno presente en los
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gctividad de la fosfatasa alcalina sérica de ratas
tratadas crdnicamente con CCl4 y Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 18 semanas
haber iniciado el tratamiento con
semanas 1i.p. Y Silimarina S semanas
p-o0. conjuntamente.

Los resultados s expresan como la

nimero de ratas + E.S.M.

¥ Significa p < 0.005 comparado con
control.

¥X Significa p < 0.025 comparado con
control.

oo Significa p € 0.025 comparado con

Cccl4.

después de
CC14 i8
(20 mg/kg)

media del

el grupo

el grupo

el grupo
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Fig. 40. Actividad de la gama—glutamil transpeptidasa
sérica de ratas tratadas crdnicamente con
CCl14 vy Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 18 semanas
después de haber iniciado el tratamiento
con CC14 18 semanas i.p. vy Silimarina S
semanas (20 mg/kg) p.o. conjuntamente.

Los resultados se expresan como la media del
ndmero de ratas E.S.M.

1+

| X Significa p € 0.005 comparado con el grupo
control.

oo Bignifica p < 0.025 comparado con el grupo
CC1l4.
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41.

Actividad de la transaminasa glutdmico pirdvica
sérica en ratas tratadas crdnicamente con CCl4
Yy silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron a las 18 semanas de
haber iniciado el tratamiento con CCl4 18
semanas i.p. VY Silimarina S semanas (20 mg/
kg) p.o. conjuntamente.

Los resultados se expresan como la media del
nimero de ratas £ E.S.M.

¥ Significa p < 0.005 comparado con el grupo
control.
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42.

NN\

Actividad de la glucosa—-46—fosfatasa sérica de
ratas tratadas crdnicamente con CClg4 vy
Silimarina+.

+ Las ratas se sacrificaron 18 semanas
después de haber iniciado el tratamiento
con CCl4 18 semanas i.p. y Silimarina S
semanas (20 mg/kg) p.o. conjuntamente.

Los resultados se expresan como la media del
nuimero de ratas + E.S.M.

X Significa p <« 0.005 comparado con £1 grupo
control.
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Determinacidn de glucdgeno en ratas tratadas
crdnicamente con CCl4 Y Silimarina
conjuntamente+.

+ Las ratas se sacrificaron 18 semanas
después de haber iniciado el tratamiento
con CCl4 18 semanas i.p. ¥y Silimarina 5
(20 mg/kg) p.o. conjuntamente.

Los resultados se expresan como la media del
nuimero de ratas + E.S.M.

¥ Significa p < 0.005 comparado con el grupo
control.

oo Significa p < 0.05 comparado con el grupo
CCl4.
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higados de
(p < 0.003).
revirtid en

(p < 0.05)

ratas cirrdticas estaba notablemente  disminuido
En este caso el tratamiento conjunto con silimarina
su totalidad ese efecto siendo significativo

con respecto al grupo de ratas cirrdticas.
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V. | DISCUSION

Desde el siglo XIX se tienen antecedentes del CCl14
como veneno industrial, principalmente en aquellas personas que
por sus ocupaciones necesariamente se veian expuestas a este
solvente con diversos grados de intensidad. Sin embargo, la
situacidn no ha cambiado en la actualidad a pesar de que se han
implementado reglas de seguridad extremas en aqueilas personas
que por su trabajo tienen que exponerse inevitablemente a dicho
solvente; prueba de ello es el hecho de que hasta la fecha se
reportan constantemente intoxicaciones fatales en humanos
sometidos a sus vapores (28, 47, 132), 1o cual hace de 1la
toxicologia del CCl4, asi como de las sustancias que ejercen un
efecto protector de su accidn tdxica un importante  motivo de
investigacidn.

Existen publicaciones en las que se destaca que algunas
sustancias que no guardan relacidn quimica alguna entre si
protegen de 1la accidn hepatotdxica del  CCl4, inhibiendo el
proceso de lipoperoxidacidn destructiva que este dltimo
desencadena cuando es metabolizado por el sistema microsomal
metabolizante de drogas (54, &0, &4, 80, 200).

Se ha postulado que 1la silimarina ejerce efectos
benéficos a diferentes niveles contra la hepatotoxicidad del CCl4
(70, 146). No obstante, hasta el momento no existen en 1la
literaturg reportes que hagan referencia al posible efecto
protector que 1la silimarina podria ejercer sobre el higado de
rata tratada aguda y crdnicamente con CCl4. Esto justifica las

investigaciones realizadas en este trabajo.
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Como vya se menciond en la introduccion el "dano
hepsdtico” inducido QqQuimicamente no es una entidad simple, ya
que la lesidn observada no solo depende del agente quimico
involucrado, sino también del periodo de exposicidn.

La diversa naturaleza de la actividad del higado y su
variedad de respuesta al dafio hace de la seleccidn de 1los
procedimientos apropiados de prueba una tarea dificil. La
aplicacidn de 1a metodologia de las enzimas séricas para la
deteccidn del dafno hepdtico inducido quimicamente, incluye entre
otras a la fosfatasa alcalina (F.A&.), transaminasa glutamico
pirdvica (TGP), gamma—-glutamil transpeptidasa (GGTF) y glucosa—-6-
fosfatasa (G-6-Fasa).

De acuerdo con Zimmerman (223), la TGF es un indicador
de dafo parenguimal especifico del higado, mientras que la F.A. y
la GGTP son indicadores de daho  hepdtico obstructivo. Sin
embargo, éstos ultimos no son indicadores especificos de dano
hepatico, puesto que su actividad también puede verse
incrementada en otras situaciones patoldgicas en que el higado no
se ve afectado (107).

Asimismo, existen en la literaturé reportes publicados
por otros autores (31, 106, 107, 138, 141, 149, 150, 151, 174,
213), en 1los cuales se ha establecido que el citocromo P-450
Juega un papel determinante en la toxicidad del CCl4, vya que su
metabolito primario, el radical 1libre altamente reactivo
triclorometilo (CCl13 ), 1inicia el proceso de lipoperoxidacidn
destructiva por si mismo (20, 213, 214) y por la formacidn de

radicales libres secundarios (79, 93, 10%, 110, 113, 127, 136,
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139, 140, 143, 158, 171, 180, 212).

| A continuwacidn discutiremos los efectos producidos por
el tratamiento con silimarina sobre los diversos pardmetros que
nos permitieron detectar y evaluar el dano hepatico producido por

la intoxicacidn con CCl4.

vV.1. Efectos del Pretratamiento con Silimarina sobre la

La F.A. es una enzima de amplia distribucidn en 1los
tejidos; En proporciones relativas el intestino delgado y el
rifidn tienen mds F.A. que el higado (i107), vy para el caso de la
rata, 1la actividad de la F.A. predomina principalmente en 1la
porcidn periportal del ldbulo hepdtico. Con lo anteriormente
expuesto, es probable que el incremento observado en la actividad
sérica de F.A. en los animales no pretratados, no sea dnicamente
una consecuencia del dafio hepdtico obstructive (223), sino
también de dafio al intestino delgado y al rifhdn (107). No
obstante, 1los alcances de este trabajb'se limitaron al dafio
hepdtico, por 1o que para tener una demostracidn objetiva de la
. participacidn del darno hepético en el incremento de la actividad
sérica de F.A., se determind su actividad en las membranas
plasmdticas de los hepatocitos, encontrdndose en las mismas una
disminucidn estadisticamente significativa, situacidn que
concuerda con lo reportado por Tsuboi (198) en el sentido de que
la administracidn de CCl4 a ratas vy ratones provoca una
disminucidn en 1la actividad de F.A. vy de otras enzimas de 1la
membrana plasmdtica de hepatocito durante el periodo de dafho

tisular. Esta enzima estd ldbilmente unida a la membrana y por

101



lo tanto el dafio producido en el hepatocito se reflejard en una
disminucidn de su actividad en la membrana y en un aumento de la
misma en el suero. En los animales pretratados con silimarina se
observaron aumentos, tanto en la actividad sérica como membranal
de 1la F.A. Esto puede deberse a que por si sola la silimarina
ejerce un efecto directo sobre esta enzima, lo cual concuerda con
lo ya reportado por Desplaces (33},

El incremento observado en la actividad sérica de TGF
en 1los animales no pretratados es una manifestacidn de dano
parenquimatoso (necrosis), que concuerda con lo establecido por
Balazs (9, 10), en el sentido de que las ratas que eran
intoxicadas agudamente con CCl14 experimentaban un notable

incremento en la actividad sérica de TGP, como una manifestacidn

de las 1lesiones necrdticas severas producidas por 1la ya
mencionada hepatotoxina. En los animales pretratados con
silimarina se encontrd una actividad igual a la normal. De

acuerdo con la correlacidn lineal existente entre 1la actividad
sérica de la TGP y el grado de neérosis hepdtica establecida por

Balazs (10), el pretratamiento con silimarina hizo que el grado

de necrosis producido por el CCl4 observado a las 24 horas fuera .

nulo.

La GGTPF es una enzima integral de 1la membrana
plasmdtica del hepatocito vy de las células de 1los conductos
biliares. Se encuentra en muchas estructuras epiteliales,
generalmente involucradas en 1los procesos de absorcidn o
secresidn, tales como el epitelio del tudbulo proximal renal, las

vellosidades del vyeyuno, 1los plexxos coroides, los conductos
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biliares, las vesiculas seminales, etc.

De aqui que el incremento observado en 1la actividad
sdrica de la GBGTP en 1los animales no pretratados sea una
consecuencia, no solo del dafo hepético.obstructivo (223), sino
también de dafo renal vy de .DtFDS drganos. ﬁﬁ, obstante,
Roelsterli (1%, ha establecido que si se encuentran
alteraciones en la actividad de la GGTF tanto en el higadb como
en el suero, se puede considerar gue el aumento en este Jdltimo
puede deberse a dafio hepdtico. For lo tanto, para demostrar
objetivamente la barticipacidn del daho hepatico en el incremento
de la actividad sérica de la GGTF, se determind su actividad en
membranas plasmaticas de hepatocitos de rata y se encontrd un
decremento significativo que puede asociarse en el incremento de
la actividad sérica.

En los animales pretratados con silimarina, se
incrementd 1la actividad sérica de la GGTP, sin embargo, dicho
incremento fue significativamente inferior alvde los animales no
pretratados. Observdndose en las membranas plasmdticas de estos
“animales que la actividad de la B6TP no difirid
significativamente del control normal.

Estos resultados sugieren que muy posiblemente el
pretratamiento con silimarina ejerce un efecto protector scbre la
membrana = plasmdtica. Ya en estudios previos, Slatter vy
Valenru2la (1846, 202), demostraron gue la silimarina protegia las
membranas plasmadticas previniendo o inhibiendo la
lipoperoxidacidn.

La G-6-Fasa es una enzima asociada al reticulo

endopldsmico, vy 1la disminucidn de su actividad refleja dafo
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a este organelo (130). La integridad funcional de esta enzima es
dependiente de la presencia de fosfolipidos, por lo tanto, en la
descomposicidn de los lipidos microsomales provocada por el CCl4,
resulta una disminucidn de la actividad de la enzima (147, 150,
151). |

"Brice (&8) sugirid que las alteraciones en la actividad
de la G-6-Pasa pueden servir como un indicador de dafio hepdtico y
puede detectarse histoldgicamente el dafio en el mismo drgano.

Nuestros resultados muestran que en las ratas tratadas
con CCl14 la actividad estd significativamente reducida vy que el
pretratamiento con silimarina restablece este efecto a valores
normal es.

Las ATPasas son enzimas de la membrana piésmatica muy
importantes para conservar la homeostasis celular (183). Por tal
razdn se pensd que en la hepatitis tdxica, 1las actividades de
estas enzimas podrian encontrarse alteradas.

Nuestros resultados demuestraﬁ gue la actividad de 1las
dos ATFasas de la membrana plasmdtica del hepatocito (Na+/K+,
Ca2+) sufren una disminucidn importante. Las disminuciones
observadas en las actividades de las ATPasas podrian deberse a
cambios en los pardmetros cinéticos de las enzimas (Vmax, Km), a
una disminucidn en el ndmero de moléculas de enzimas en su forma
activa en la membrana, a un cambio en la velocidad de transporte
de los cationes, etc.

En este trabajo se observd que el pretratamiento con
silimarina no fue capaz de prevenir la disminucidn de la ATPasa de

Na+, K+ debido &a que la silimarina por si =ola ejerce un efecto



sobre la enzima.

FPara confirmar 1lo anterior se realizd una serie de
experimentos en los que se anadid la droga "in vitro" utilizando
membranas normales. Los resul tados obtenidos sugieren que 1la
droga si ejerce un efecto sobre la actividad de la ATFasa de
Na+, K+ de 1la membrana plasmatica de 1los hepatocitos. Las
alteraciones en la actividad de 1la ATFasa de Na+/K+ originan
por un lado modificaciones celulares debidas a un desequilibrio
electrolitico y ademds como a este sistema se acoplan sistemas de
transporte de nutrientes indispensables para el hepatocito (a.a.
y azudcares), el dafio sobre esta enzima conduciria a una
disminucidn importante en el aporte de estas sustancias al
interior celular. Asimismo, como consecuencia de la disminucidn
de la actividad de la bomba de sodio, el transporte de &dcidos
biliares hacia los canaliculos podria estar modificado en el
higado dahado. Con relacidn a la ATFasa de CaZ2+, nuestros
resultados podrian sugerir un incremento en el contenido de
calcio intracelular. El calcio juega un papel importante en la
regulacidn de wvarios sistemas enzim&ticos y en el control del
metabolismo del AMPC, por 1lo tanto estos resultados podrian
explicar muchas de las anomalias que se encuentran en el higado
dafado relacionados con el metabolismo de nucledtidos ciclicos,

tal como el nivel de glucdgeno hepdtico.

V.2. Efecto del Pretratamiento con Silimarina sobre los

De acuerdo a lo establecido por Flaa vy Hewit (134), el
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andlisis del potencial hepatotdxico de un agente quimico ‘es
incompleto sin una descripcidn histoldgica de 1a lesidn
producida. Zimmerman (223) ha establecido algunas
caracteristicas de 1las lesiones hepéficas definidas por el
microscopio de luz, tales como necrosis centrizonal y'esteatosis.
lLa integridad del parénguima hepdtico puede hacerse visible por
medio de 1la tincidn hematoxilina-eosina, mientras que la
presencia de grasa se visualiza con la tincidn de rojo Sudan.

Al realizar 1las tinciones, hematoxilina-eosina en
cortes de higado provenientes de animales no pretratados vy
pretratados con silimarina, notamos que mientras en los animales
control se aprecia claramente la integridad del parénguima
‘hepdtico, en los animales no pretratados 24 horas después de 1la
intoxticacidn con CCl4 se observa un dafio generalizado de todo el
parénquima hepdtico, con amplias zonas de necrosis y células que
han perdido su citoplasma, resultado que concuerda con 1lo
establecido por Zimmerman (223), en el sentido de qué el radical
libre CC13 es el principal agente éaﬁsal del desarrollo de
necrosis por iniciar el proceso de lipoperoxidacidn en las
membranas celulares.

Farber (43) propone 1la alteracidn de 1la membrana
plasmdtica como el evento necrogénico inicial, vya que conduce

-a una pérdida de K+ intracelular, proteinas (incluyendo enzimas

r

citopldsmicas) y coenzimas, asi como una acumul acidn
intracelular de agua y CaZ+.
No obstante, en los animales pretratados con silimarina

no se ocbservd dafio generalizado del parénquima hepdtico vy las
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zohas de necrosis fueron mgcho menores que en las ratas no
pretratadas. Estos hallazgos se encontraron en todas las ratas
analizadas, vy el hecho de gque en todos los animales pretratados
se Dbserven peguenisimas zonas de necrosis seria atribuible a que
la silimarina si, actue como atrapador de radicales libres (18é),
impidiendo de esta manera 1los efectos caracteristicos que
producen los mismos sobre las membranas celul ares. No obstante,
de acuerdo a lo establecido por otros investigadores (30, 98,172,
221), el CCl4 ejerce parte de sus efectos hepatotdxicos por ser
un poderoso solvente lipidito, teniendo efectos adversos
principalmente sobre la membrana plasmatica (98, 172), donde
ejerceria un efecto dafnino, propuesto por algunos autores como el
evento necrogeénico inicial (41),

For otro lado, ‘también consideramos de importancia
evaluar los cambios lipidicos que se producian en el higado como
consecuencia de la intoxicacidn con CCl4. La mayoria de 1los
lipidos almacenados en la célula son triglicéridos, 1los cuales
constituyen las reservas metabdlicas en $Dfma de gotas, vy sus
fluctuaciones en los tejidos pueden seguirse citoquimicamente.

Las técnicas de tincidn de lipidos se fundamentan en
el hecho de gque los colorantes de los lipidos son débilmente
ionizables y por ello tienen la capacidad de disolverse en ellos,
coloredndolos intensamente.

En este caso; se utilizd 1la técnica de Rojo Sudan para
evaluar 1los cambios producidos por el CCl4 en el contenido de
grasa. .Como se pudo cobservar en los resultados la acumulacidn de
grasa en las ratas pretratadas fue menor que en 1bos que

dnicamente recibieron el CCl14 que como se sabe produce

107



esteatosis. Como consecuencia de la inhibicidn en 14 sintesis
protéica, y de la dispersidn de los ribosomas de las membranas
del reticulo endopldsmico rugoso, 1o cual hace pensar gue muy
probablementé la silimarina, al actuar como un captador de
radicales libres, evite la accidn devastadora de los mismos sobre
la sintesis de proteinas y 1los poliribosomas del reticulo
endopldsmico rugoso, no se desencadenaria una acumulacidn

excesiva de grasa en higado.

Un buen modelo para estudiar la disfuncidn bioquimica
de la cirrosis hepdtica se obtiene de ratas intoxicadas con CCl14,
asi como también para estudiar los efectos de nuevas drogas

para ser usadas en el tratamiento de la enfermedad en humanos

(131).

La presencia de fibrosis en el higado se manifestd por
medio de determinaciones histoldgicas y bioguimicas de 1la
col 3gena. Nuestros resﬁltados demostraron que las ratas

cirrdticas muestran un patrdn de alteraciones de dafio crdnico
caracteristico en el higado. El contenido de colagena se
incrementd mds de 3 veces en el grupo tratado con CCl4. Las
actividades enzimaticas séricas de la F.A., GGTF, TGF vy
G-6-Fasa y 1las actividades membranales de 1la F.A. y GGTF,
aumentaron en el grupo cirrdtico. Mientras que las ATFasas de

Na+/K+ y Ca2+, al igual gque el contenido de glucdgeno fueron
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notablemente reducidas en los higados cirrdticos.

Nuestros resultados demostraron que la silimarina
mejora todas las anormalidades estudiadas en las ratas
cirrdticas. La capacidad de 1la silimarina para prevenir la

lipoperoxidacidn podria ser la responsable de algunos otros
efectos benéficos observados en los higados cirrdticos incluyendo
actividades enzimdticas.

lLa F.A., GBTF y las ATFasas, como ya mencionamos son
enzimas de 1la membrana plasmdtica y su actividad refleja el
estado funcional de la membrana (27). Mientras que la G-&-Fasa
es una enzima microsomal y la TGP es una enzima citosdlica, que
al aparecer en el plasma reflejan un defecto en 1la membrana
celular de los hepatocitos (215).

Las ATPasas mantienen la concentracidn intracelular de
iones % determinan el gradiente electrogquimico (183).
Generalmente se acepta que el gradiente electrogquimico en el
hepatocito provee una fuerza motriz para el transporte de Na+
atoplado a wuna variedad de solutos (49) incluyendo ciertos
aminodcidos (69), dcidos biliares (84) vy azﬁcares (49). For otro
lado el CaZ+ intracelular es esencial en la regulacidn de un gran
ndmero de actividades enzimdticas que participan en la
gluconeogénesis (51) y glucogendlicsis (79).

Nuestros resultados en este trabajo demostraron
claramente que la silimarina efectivamente protege contra
alteraciones de 1la membrana plasmdtica del higado en las ratas
cirrdticas.

l.os ‘cambios encontradose en las ATFasas podrian

explicarse por alteracicnes en los mecanismos regulatorios de
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cada enzima, asi como por cambios en la fluidez de 1la membrana
(216).
La mejoria de las funciones hepdticas por la silimarina

puede atribuirse a su accidn sobre la membrana. La mejoria en
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la fibrosis y en las funciones celulares del higado son dos

procesos distintos gue pueden ocurrir por actividades
farmacoldgicas independientes de la droga o de sus metabolitos.
La silimarina protege contra el efecto fibrogénico del
CCl4, quizds por actuar modificando factores que promueven
fibrogénesis después del dano al higado pero esta pregunta
permanece sin respuesta. Es importante enfatizar que este
trabajo demuestra que la silimarina es una de las drogas mds

prometedoras en el tratamiento de enfermedades hepdticas.



VI.

CONCLUSIONES

La

La

La

La

administracidn aguda de CCl4:

Disminuye 1l1la actividad de la G-6—-Pasa, eleva. la
actividad de la F.A., la GGTF vy la TGP en el suero.
Disminuye 1la actividad de la F.A. vy la GGTF en 1la
membrana. |

Dieminuye la actividad de las ATFasas.

administracidn aguda de CCl14 + Silimarina:

Previene significativamente 1la actividad de 1las
enzimas séricas.

Freviene parcialmente los cambics enzimdticos

membranales.

administracidn de silimarina:
Incrementa per se la actividad de la F.A. vy la GGTF

sérica y membranales.

administracidn crdnica de CCl4:

Eleva la actividad de las enzimas séricas.

Aumenta la actividad de 1la F.A. y la GGTP en 1la
membrana.

Disminuye la actividad de las ATFasas.

Aumenta el contenido de coldgena del higado.

Disminuye el contenido de glucdgeno del higado.
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El

La

tratamiento crdnico de CCl14 + silimarina:

Previene y revierte la actividad de enzimas séricas.
Freviene y revierte parcialmente las alteraciones en
enzimas membranales.

Previene parcialmente la acumulacidn de colagena.

Previene totalmente la pérdida glucdgeno hepdtico.

administracidn de silimarina:

Incrementa per se la actividad de la F.A. sérica vy

membranal.
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