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EBQbQ�Q 

El daño hepático inducido por sustancias quimicas 

(CC14> depende no solamente del agente químico, sino también del 

periodo de exposición. Por ejemplo, después de una exposición 

aguda se puede observar acumulación de lípidos, necrosis celular 

o disfunción hepatobiliar, mientras que en la exposición crónica 

se observa generalmente cirrosis o cambios neoplásicos. En las 

células, las alteraciones en la estructura y sistemas enzimáticos 

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

Un fármaco con interesante acción hepatoprotectora es la 

silimarina, cuya capacidad para prevenir y revertir las 

modificaciones de los indicadores de daño hepático en la 

hepatitis tdxica y cirrosis experimental inducida con CC14, se 

evaluó en este trabajo. 

Los resultados en el dafto agudo muestran un incremento 

significativo de la actividad de la fosfatasa alcalina CFA>, 

gamma-glutamil transpeptidasa CGGTP>, transaminasa glutámico 

pirdvica CTGP) y una disminucidn significativa de la glucosa-6-

fosfatasa CG-6-Pasa) en el suero de las ratas intoxicadas con 

CC14. También se presentd una disminucidn de la actividad de la 

F.A., GGTP, ATPasa Na+/K+ y Ca2+ en las membranas plasmáticas. La

administracidn de una sola dosis de silimarina previamente al 

CC14 no previno el efecto causado por el CC14 en la actividad de 

las enzimas sericas: F.A., GGTP, y G-6-Pasa, pero sí se observd

efecto significativo sobre la actividad de la TGP. La 

administracidn de silimarina también previno totalmente la 
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pérdida de la actividad de la F.A. en la membrana y parcialmente 

la de la GGTP. Aunque no se observó ningún efecto sobre la 

actividad de la ATPasa de Ca2+, el tratamiento con silimarina 

previno totalmente el efecto causado por el CC14 sobre la 

actividad de la ATPasa de Na+/K+. 

Los resultados en el daño crónico muestran un 

incremento significativo de la actividad de la F.A., GGTP, TGP y 

G-6-Pasa en el suero de ratas intoxicadas con CC14, un aumento en

la actividad de la F.A. y GGTP en las membranas plasmáticas y una 

disminución de la actividad de la ATPasa Na+/K+ y Ca2+ en las 

membranas plasmáticas. Se encontró un aumento en el contenido de 

colágena y una disminución en el contenido de glucógeno hepático. 

La administración de silimarina previno el efecto causado por 

CC14 en la actividad de todas las enzimas séricas, no previno el 

aumento de la actividad de la F.A. y la GGTP en la membrana, pero 

se observó efecto sobre la actividad de la ATPasa de Na+/K+ y 

La administracidn de silimarina previno parcialmente el 

incremento del contenido de colágena 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. 
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I • I NTRODUCC ION 

El hígado es un árgano que se encuentra presente en 

todos los animales vertebrados, en el hombre comprende del 2 al 

3% del peso corporal (72). Se encuentra localizado en 1a cavidad 

abdominal por debajo del diafragma y presenta cuatro ldbulos 

separados de manera incompleta. Su superficie externa está 

revestida por una fina cápsula de tejido conjuntivo (cápsula de 

Glisson>. 

El hígado tiene doble sistema de irrigación sanguínea 

(Fig. 1). La vena porta, que transporta sangre que ha pasado por 

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

suministra aproximadamente el 75% de la sangre que llega al mismo 

(55>; ésta es rica en sustancias nutritivas, pero relativamente 

pobre en oxígeno. Por otra parte la arteria hepática transporta 

sangre bien oxigenada. Ambos sistemas de aporte sanguíneo se 

mezclan al pasar por los sinusoides de los lobulillos (Fig. 2). 

La sangre de los sinusoides fluye hacia el centro de cada 

lobulillo donde es recogida por la vena central. 

La unidad estructural clásica del árgano es el 

lobulillo hepático, un prisma poliédrico de tejido, que contiene 

placas anastomosadas de células parenquimatosas y un sistema 

laberíntico de sinusoides sanguíneos. Las ramas de los vasos 

sanguíneos aferentes y de los conductos hepáticos corren a lo 

largo de los bordes del poliedro y la vena central pasa por el 

centro de éste (Fig. 2) (24). 

El hígado es esencial para la vida y los mamíferos, 

sobreviven a la hepatectomía parcial fundamentalmente porque las 
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Fig. 1. Diagrama de la Circulación en el Adulto. 

Tomado de William F. Ganong. Manual de 
Fisiología Médica. 5ta. Edición, pp. 

488, Ed. El Manual Moderno, 1976. 

4 

; l 

._ 



Sinusoides 

Ramo de la ó :: 

vena porto 
r ,,· . 1 

Rama de lo 
arteria hepático 

Vena 
central 

--,¡ 
- _.,,,,,,

Fig. 2. Direccidn de los flujos sanguíneos y biliar 

en un segmento de lobulillo hepático. Las 

láminas celulares y los sinusoides se 

disponen en forma radial alrededor de la 

vena central (vénula hepática terminal>. La 

sangre, proveniente de terminales de la 

vena porta y de la arteria hepática, 

situadas en los canales portales, fluye a 
lo largo de los sinusoides y se vacía en 

la vena central. El dibujo está basado en 

una ilustracidn de A.W. Ham. Textbook of 

Histology. I.B. Lippincott Company, 
Philadelphia, 1965.
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células tienen extraordinaria capacidad de regeneración y la 

facultad de soportar grandes aumentos de exigencias metabólicas. 

El hígado funciona como una glándula exócrina y como 

una glándula endácrina. Secreta bilis que fluye hacia el duodeno 

y que tiene, entre otros componentes, sales biliares, colesterol, 

fosfolípidos y pigmentos biliares. La lecitina que es el 

fosfolipido más importante y el colesterol son insolubles en 

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

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

emulsificación de las grasas antes de su digestión (86). Las 

sustancias almacenadas 

liberadas 

que no son utilizadas por el 

a la circulación general, 

hepatocito 

ya sea pueden ser 

directamente como la glucosa o bien, ligadas a un transportador 

formando parte de una como los triglicéridos que salen 

lipoproteina. 

El hígado también sintetiza muchas sustancias en 

respuesta a las demandas del organismo: albúmina y otras

proteínas plasmáticas, glucosa (gluconeogénesis), 

para la síntesis de triglicéridos, colesterol y 

Metaboliza compuestos exógenos como drogas e 

compuestos endógenos como esteroides. 

ácidos grasos 

fosfolípidos. 

insecticidas y 

A causa de su gran capacidad vascular, sirve como 

reservorio sanguíneo. Finalmente, la abundancia de macrófagos 

hace del hígado uno de los principales filtros para las 

partículas extrañas, especialmente las bacterias y antígenos 

provenientes del intestino (86).
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I.1. �ªe§�É Anatomofísiológicas del Daño Hegático

1 I .11 • 1 .' Q�¼�Ó·�� �2/'1\�r.����l!SÜ�D. 
' /,,/ _/ /,,, ,,,- '•«-/ 

Rappaport <'.145) menciona que la unidad estructural y 

funcional más pequeña del hígado es el acino hepático. Se define 

como una masa irregular de tejido parenquimatoso no encapsulado 

que se encuentra entre dos o más venas centrales. El eje de esta 

unidad llamado espacio portal, contiene una raíz �el canal portal 

principal, una vénula portal terminal, una arteriola hepática, 

un conductillo biliar, vasos linfáticos y nervios. En los cortes 

histológicos comprende solamente pequeños segmentos de los 

lobulillos clásicos adyacentes (Fig. Z� ff45h 

Rappaport y cols. <1441> 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 

más próximas al eje y a los vasos aferentes terminales <zona 1) 

son las primeras que reciben sangre y sustancias nutritivas, las 

últimas que mueren y las primeras en regenerarse. 

Las células en la zona 3 están situadas en la peri�eria 

del acino y reciben sangre que ha intercambiado gases y 

metabolitos con las células en las zonas 1 y 2. Este anillo 

parenquimal es más sensible al daño por disturbios circulatorios 

(isquemia, anoxia d congestión) y deficiencias nutricionales. 

las zonas 

La zona 2 es una porción de tejido de transición 

1 y 3,� que continuamente cambia de dimensión. 

entre 

Con un 

incremento en el flujo de la microcirculacidn, 

expande sobre la zona 2 <145). 

la zona 1 se 

Las sustancias tóxicas se empiezan a metabolizar en la 
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Fig. 3. Irrigacidn de un acino hepático simple. 

La tensión de · oxígeno y el nivel 

de los principales nutrientes de la 

sangre disminuyen en los sinusoides 

desde la zona 1 hasta la 3. Las zonas 

1•, 2' y 3" indican volumenes 

correspondientes de una porcidn de una 

.unidad acinosa inmediata. El círculo 

A encierra la zona comunmente conocida 

como "periportal", mientras que la zona 

B y la C representan las zonas más 

periféricas al espacio porta CP.S.>. 

T.H.V. vénulas hepáticas terminales. 
Fig. 1 de Rappaport et. al. Anat. 
Record . 11 9: 11 < 1 954 > . 
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zona 1 dañando los microvasos aferentes, produciendo un 

incremento en la permeabilidad y en ocasiones microhemorragias.~ 

,/ / / 

I.1.2. IQQª§ Microcirculatorias ~§~Heterogeneidad 

Enzimática~ Metabdlica 

La diferente irrigacidn y presidn de oxigeno en las 

zonas 1 y 3 crean un microambiente específico para ciertas 

actividades enzimáticas. La zona 1 en el área periportal tiene 

mientras que la presidn de oxígeno una presidn de oxígeno alta, 

en la zona 3 que se encuentra en la periferia del acino y en la 

vecindad de la vena central es baja. 

En la figura 4 se observa una organización metabólica 

diferente la cual está en estrecha relacidn con la direccidn 

del flujo sanguíneo en el acino hepático. 

Las células en la zona 1 presentan mayor síntesis de 

glucógeno que las células de las otras zonas, como se indica por 

los 

a-4 

(88). 

altos niveles de UDP-glucosa (uridin 

glucosil transferasa, fosforilasa y 

difosfato glucosa>, 

glucosa-6-fosfatasa 

Estas células contienen numerosas mitocondrias y los 

procesos oxidativos operan a un alto nivel por la vía del ciclo 

de Krebs. También se ha encontrado actividad de enzimas 

respiratorias como succinil deshidrogenasa, citocromo oxidasa y 

e-glucuronidasa, para la glucuronidacidn de sustancias y drogas a 

ser excretadas. 

Le Bouton (95) ha demostrado que la zona 1 es la 

principal área en la formacidn de proteínas plasmáticas y también 

es mas activa en la secreción de bilis. 

9 
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NADH and NAOPH reducto,es{C} 

Areas metabdlicas en el acino hepático. Las 

actividades enzimáticas específicas indican 
predominantemente funciones metabdlicas en 
cada una de las zonas microcirculatorias del 
acino. P:V, vena portal; ThV, vénula 
hepática terminal; BD, conducto biliar; 
hep. art, arteriola hepática; 21 = Area 
periportal; 23 = Area Perivenular. 
Rappaport Physioanatomical Basis of Liver 
Injury. Toxic Injury of the Liver. Pact 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 retículo 

endoplásmico y menos mitocondrias que en la zona 1. Esta zona es 

rica en el sistema oxidasa de función mixta, que consiste de 

NADPH-citocromo reductasa y citocromo P-450 (57), responsable 

de un gran n�mero de reacciones en el metabolismo de fármacos 

(63>. Aquí hay más cantidad de NADH y NAOPH (40). El glucógeno 

se almacena y hay formación de grasas y pigmentos. 

Esta heterogeneidad enzimática y metabólica de las 

células en las diferentes zonas esta relacionada con la lesión 

selectiva de las células en diferentes partes del acino hepático 

en presencia de agentes hepatotdxicos (178,191). 

if f b!�,i-,�f ª � Tb![!k�!M) !:'!2r�ª!. �!l �� ªb!e!lÍ:!isi!l . !;!llálc.
º� ij�Qªt'Q!;.!.te ... / 

( ,•¿

./ 
·'" 

hepatocito que normalmente presenta apariencia 

poliédrica, tiene cuatro caras: dos caras adyacentes a otros 

hepatocitos, la sinusoidal y la pared del canal:ículo biliar., ES� 

h�·---esti m-ado que represt=ntan el 37, 50 y 13¾ respectivamente del 

área "lQeml:>rána� dé los hepatoei t·os;" La superficie sinusoidal 

presenta numerosas microvellosidades y es el sitio a través del 

cual se lleva a cabo el intercambio metabólico entre el 

hepatocito y la sangre. El canalículo biliar est4 formado por la 

separación de dos o más hepatocitos adyacentes aproximadamente de 

1-2 um de diámetro y se ha observado que las microvellosidades de

su pared son más regulares que las de la superficie sinusoidal 

De acuerdo a Wisher y Evans (�,af:,) hay una polarización 

en las características bioquímicas de las subfracciones aisladas 

11 



de la membrana plasmática del hepatocito de rata, la subfracción 

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, la 

subfracción derivada de la superficie adyacente a otro hepatocito 

presenta baja cantidad de todas estas enzimas. 

Por observaciones histoquímicas se ha demostrado que 

hay varias enzimas que pueden usarse como marcadores de función 

de la membrana plasmática, por ejemplo: fosfatasa alcalina y la 

aminotransferasa, las cuales aunque no se distribuyen 

uniformemente en la superficie del hepatocito están concentradas 

en la cara canalicular. 

La membrana plasmática que envuelve a la célula, es una 

bicapa de lípidos en la cual se encuentran insertadas proteínas 

globulares. Algunas son estructurales; otras funcionan como 

enzimas, algunas estan encargadas del transporte transmembranal, 

otras son receptores para hormonas o moléculas fisiológicamente 

activas, mientras que otras principalmente glucoproteínas están 

involucradas en la adhe�ión celular y en el reconocimiento de 

célula a célula. Aunque se ha estudiado mucho la organización 

estructural y molecular de la membrana plasmática en general se 

conoce muy poco acerca de la membrana plasmatica del hepatocito. 

I.3. Clasificación de Agentes HeQatotóxicos 

El dafto hepático inducido por sustancias químicas es un 

12 



problema de gran importancia en toxicología. Las lesiones 

observadas en hígado no solamente dependen del agente químico 

sino también del período de exposicidn. Por ejemplo después de 

una exposición aguda se pueden observar ya sea acumulación de 

lípidos, necrosis celular o disfuncidn hepatobiliar, mientras que 

en la exposición crónica se observan generalmente cirrosis o 

cambios neoplásicos. Las diferentes alteraciones bioquímicas nos 

pueden ayudar a entender los posibles ca�bios patológicos que 

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

que gobierne la aparición de cambios degenerativos en el 

hepatocito. 

La mortalidad asociada con diversas formas de daño 

hepático varía, la incidencia de daño también varía en las 

diferentes especies y la presencia de una relación dosis-

respuesta no siempre es aparente. En la actualidad no es 

suficiente decir que una sustancia causa daño hepático sino que 

es necesario plantear el posible mecanismo de accidn de dicho 

daño (133>. 

El gran número y variedad de agentes químicos que 

pueden producir daño hep�tico puede ser considerado de acuerdo a 

la tabla I (222). 

Las hepatotoxinas intrínsecas pueden ser clasificadas 

como directas o indirectas (Fig. 5). Las hepatotoxinas directas 

son venenos protoplásmicos �ue rápidamente causan daño al hígado 

y a una gran variedad de árganos (tracto gastrointestinal, 

páncreas, cerebro, pulmón, riñón, corazón, piel, etc.). El daño 

causado en el hepatocito es indiscriminado e incluye todos los 

organelos celulares, el resultado es una destrucción celular. 
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TABLA 1 

DIFERENTES EQB�0§ Q� CLASIFICACION E0B0 0§��I�§ HEPATOTOXICOS

I. DE ACUERDO AL MECANISMO DE ACCION.

A). HEPATOTOXINAS INTRINSECAS. 

B). AGENTES QUE ACTUAN POR IDIOSINCRACIA DEL 

HUESPED. 

II. DE ACUERDO AL TIPO DE DAÑO QUE CAUSAN.

A>. CITOTOXICO. 

B). COLESTATICO. 

C). UNA MEZCLA DE AMBAS. 

III. DE ACUERDO A LAS CIRCUNSTANCIAS DE LA

EXPOSICION.

A>. ACCIDENTAL: OCUPACIONAL O DOMESTICA. 

B). SUICIDA. 

C). IATROGENICA. 

D>. CONTAMINACION AMBIENTAL 
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Fig. 5. Diagrama que representa las supuestas diferencias 

entre el modo de accidn de hepatoxinas 

intrínsecas directas e indirectas. Las directas 

dañan todos los elementos de la célula, mientras 

que las indirectas dañan en forma precisa y 
selectiva. Tomado de H.J. Zimmerman. Hepatic 

injury caused by Therapeutic Agents. Part A. Ed. 

by Frederick F. Becker. Marcel Dekker I.N.C.,
New York, (1974).
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Las hepatotoxinas directas producen lesiones zonales 

necrosis generalmente acompañada por esteatosis (219}. 

categoría incluye al CC14, hidrocarburos clorados, 

inorgánico y algunos metales pesados. 

como 

Esta 

fdsforo 

Las hepatotoxinas indirectas son generalmente 

antimetabolitos y compuestos relacionados que producen daño 

hep�tico por interferencia con alguna vía metabólica específica, 

ellos alteran la organizacidn del hepatocito. Esta categoría 

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

1.4. Generalidades acerca de la HeQatotoxicidad gue 

se hace 

sustancias 

!�9�S�� los Hidrocarburos Halogenados (Halocarburos>

Existen en la literatura numerosos reportes en los que 

referencia a la hepatotoxicidad que producen diversas 

(16, 115>, que varían desde las toxinas de origen 

vegetal, los compuestos sintéticos usados con fines terapéuticos 

y los solventes de uso industrial. Dentro de este último grupo 

destacan por su importancia los halocarburos, ya que durante los 

pasados 50 años se volvieron ubicuos constituyentes de nuestro 

ambiente y ahora están presentes en cantidades pequeñas en el 

aire, en el agua y en los alimentos. La exposición de los 

humanos a los halocarburos puede ser francamente intensa y/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 propósitos médicos. 

La mayoría de los xenobióticos son procesados en el 

hígado por sistemas enzimáticos inespecíficos (58}. Durante este 
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proceso muchos halocarburos como el CC14 se transforman en 

especies reactivas capaces de producir reacciones citotóxicas 

dañinas sobre los hepatocitos y otros tejidos. 

Además, algunos halocarburos provocan respuestas en los 

constituyentes hepatocelulares, pudiendo sinergizar las acciones 

tdxicas de otros compuestos. Entre las respuestas potencialmente 

sin�rgicas se incluyen la induccidn del sistema de oxidasas de 

función mixta (FMO>, que activa un amplio espectro de agentes 

químicos (26), y la deplecián de los nucleáfilos enddgenos, que 

neutralizan a los electrdfilos dañinos (224>. 

Algunas propiedades fisicoquímicas de los halocarburos 

tales como volatilidad a temperatura ambiente, alto coeficiente 

de partición y estabilidad contra la biotransformacidn 

extrahepática determinan su extensa captación hacia la célula y a 

sitios subcelulares, mientras que la polarizacidn molecular, 

impedimento estérico y la fuerza relativa del enlace C-Cl

determinan la facilidad de ruptura del mismo, 

la formación de radicales libres (42>. 

influyendo asi en 

Los halocarburos son muy cotizados tanto a nivel 

industrial como de laboratorio debido a sus excelentes 

propiedades solventes y a su poca inflamabilidad, 

tetracloruro de carbono (CC14> el compuesto más 

siendo el 

empleado. 

Actualmente se le usa en la industria en la extraccidn de grasas, 

como disolvente del caucho y en la manufactura de la 

reportan constantemente intoxicaciones fatales en 

laca. Se 

humanos 

sometidos a sus vapores (28, 47, 132), lo cual hace de la 

toxicología del CC14 así como de las sustancias con posible 

efecto protector un importante motivo de investigación. 
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I. 4. 1. HeQatotoxicidad del CC14 

CL1ando el CC14 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 más 

afectado. Sus efectos tdxicos pueden descubrirse en el animal 

integro a dosis tan bajas como 0.01 mg/kg (148). 

Reynolds y Thiers (154> habían sugerido que el CC14 

producia toxicidad simplemente por ser un disolvente de los 

lípidos de las membranas. Sin embargo, el CC14 reacciona con el 

citocromo P-450 de los microsomas hepáticos (73) que es parte del 

sistema FMO del RE liso hepático. No obstante, este sistema 

existe también en otros drganos, tales corno el riñón y existen 

en la literatura numerosos reportes que hacen referencia a la 

nefrotoxicidad del CC14 en varias especies (73, 85, 169). Cuan�o 

el CC14 se metaboliza, produce un daño en el retículo 

endoplásmico que conduce a defectos funcionales del hepatocito y 

a manifestaciones bioquímicas de daño hepático (156, 205). De 

acuerdo con Recknagel y Glende (150) y con Slater (185>, una 

característica de relevancia para la hepatotoxicidad potencial 

del CC14 es la relativamente baja energia de asociación del 

enlace C-CL 

Por estas razones se puede ver porqué el CC14 ha sido 

uno de los agentes hepatotdxicos que más ha llamado la atención 

de los investigadores (36), ya que existen ciertas ventajas al 

estudiar una sustancia simple, capaz de producir efectos 

devastadores y muerte celular inmediata. 

Se han planteado hipótesis para explicar la acción 
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tdxica del CC14, pero a la fecha la más aceptada es la de la 

lipoperoxidacidn. Hace mucho tiempo que se sabe que el CC14 es 

metabolizado en el organismo (149). En la actualidad se acepta 

C 109, 138, 141, 149> que la toxicidad del CC14 depende de su 

metabolismo y que la lesión inicial principal ocurre en el 

retículo endoplásmico <RE> (149). Butler (20) fue el primer 

investigador en proponer que el enlace C-Cl se rompía 

homoliticamente "in vivo". Si esto último ocurre, los dos 

fragmentos formados con un electrón desapareado podrían ser los 
. .

radicales libres CC13 y Cl y así, cada fragmento podría casi 

instantáneamente, tomar un electrón de una fuente externa y en 

consecuencia alcanzar la estabilidad de su octeto. Si el radical 

orgánico adquiere un electrón y un ión hidrógeno, se forma CHC13 

y el idn cloruro resulta de Cl + le------ Cl-.

Butler (20> reconoció que los radicales libres 

postulados como los productos inmediatos de la fisidn hemolítica 

inicial son poderosos agentes alquilantes de grupos -SH, además 

de inhibir irreversiblemente los grupos -SH de las enzimas. De 

esta manera, una característica importante de la hipótesis 

original de Butler fue la idea de que los efectos hepatotáxicos 

del CC14 "in vivo" se entenderían en términos de un ataque 

directo por radicales libres sobre las enzimas del hepatocito. 

De manera independiente Wirschafter y Cronyn (213> 

comprobaron que el CC14 sufría ruptura hemolítica en el hígado, 

con lo cual se producía el radical libre CC13 y el anión Cl-. 

Gregory (67) establecid que el CC14 puede reaccionar en 

el organismo de la siguiente manera: 

19 



a) • 

b > . 

e- + CC14�----

R' + CC14 ____ _ 

CC13 + Cl­

CC13 + R-Cl 

Dicho autor puntualizó que la reacción requiere de la 

captura de un electrdn por el CC14 para que se pueda formar el 

CC13. Es importante destacar que las evidencias de que el CC14 

sufre ruptura hemolítica son indirectas, pues existen pruebas 

experimentales que demuestran que se forma exacloroetano (Cl3C­

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 la vitamina E (14, 54, 80), llevaron a 

Recknagel y Ghoshal < 148) a proponer la hipdtesis de la 

lipoperoxidacidn. Esta hipótesis, complementada con hallazgos 

descubiertos posteriormente por Recknagel ( 149-151 >,

básicamente propone que la mayoría de los efectos producidos por 

la accidn tdxica del CC14 dependen de su metabolismo previo por 

un complejo sistema enzimático incluido en la membrana del 

retículo endopl�smico liso <REL): las oxidasas de funcidn mixta 

CFMO> (106), que consta de un conjunto de enzimas involucradas en 

el metabolismo de drogas y compuestos exdgenos, con la

consecuente formación del radical libre altamente reactivo CC13 

(214), el cual ataca la estructura y funcidn de las 

macromoléculas lipídicas y protéicas, disminuye la síntesis de 

proteínas "in vivo" < 187), produce desactivación de los 

componentes selectivos del sistema FMO (155> y además, inicia una 

serie de reacciones autocatalíticas en cadena con los ácidos 

grasos poliinsaturados que componen los lípidos que integran las 
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membranas del REL < 150), produciéndose la descomposicidn 

peroxidativa de los mismos. Este evento engendra serias 

consecuencias para el hepatocito <1, 196, 197), tales como 

la esteatosis hep�tica (149), glucogenolisis (76), liberación de 

enzimas celulares hacia el torrente sanguíneo (35, 152, 220), 

necrosis <169), hincha2dn y desintegración mitocondrial (6, 77, 

81-83, 97, 154), así como desintegración lisosomal debido a la

descomposición peroxidativa de los lipidos de 

lisosomal, etc. (5, 32, 209). 

la membrana 

Por lo tanto, la hipótesis de la lipoperoxidacián 

explica los efectos tóxicos del CC14 teniendo como base el 

metabolismo del mismo a CC13. 

Un hecho notable de la hipótesis de la lipoperoxidacién 

es el efecto multiplicativo de la misma, ya que durante este 

proceso se generan muchos radicales libres nuevos por cada CC13 

formado. 

En la .figura 6 podemos observar como el CC14 es 

metabolizado 

destructiva. 

para iniciar el proceso de lipoperoxidacidn 

Una vez que el CC14 es metabolizado por el citocromo P-

450 (150, 181, 185), apreciamos que el radical CC13 sustrae 

hidrógenos de los grupos metilénicos adyacentes a carbonos con 

dobles enlaces en las cadenas poliinsaturadas de los ácidos 

grasos poliendicos de los lipidos de las membranas del RE dando 

lugar a la formación de cloroformo CCHC13> y el correspondiente 

radical libre orgánico (143) que ya sea inmediatamente o después 

de la deslocalización del electrón del radical libre por 
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resonancia, es sensible de reaccionar con el oxígeno (02> (110), 

formándose rápidamente el radical perdxido <R-oo· ) y. 

eventualmente el perdxido orgánico. 

El 02 es paramagnético y tiene 2 electrones 

desapareados, por lo que es un birradical libre, y sus reacciones 

con radicales libres orgánicos para formar el correspondiente 

radical perdxido org�nico ocurren muy rápidamente. El R-oo·

puede también sustraer hidrdgenos de las cadenas poliinsaturadas 

y formar el correspondiente hidroperdxido (79) o endoperdxido 

(139, 140). Los perdxidos orgánicos son en general compuestos 

muy inestables que experimentan un ndmero de reacciones muy 

complejas y mal entendidas que conducen a ruptura de las cadenas 

carbonadas, con la formacidn de aldehídos y cetonas (56), 

compuestos carbonílicos hidroxiinsaturados (176), malondialdehído 

(MOA>, hidrocarburos de cadena corta como etano, pentano y otros. 

Los perdxidos orgánicos también pueden experimentar 

ruptura homol!tica, conduciendo a la formacidn de dos nuevos 

radicales libres los cuales pueden atacar los puentes metilénicos 

vecinos. El proceso una vez iniciado, es autocatalítico (171>. 

Va que la lipoperoxidacidn involucra un ataque 

destructivo sobre los ácidos grasos poliendicos, es de esperarse 

una reduccidn marcada de éstos en el material microsomal sujeto a 

lipoperoxidacidn (34, 171, 201>. 

Estudios metabdlicos más recientes realizados "in 

vi tro 11 (93, 113, 136, 180), proporcionan evidencias convincentes 

de que el CC14 es metabolizado a diversos intermediarios 

reactivos potencialmente dañinos como el radical CC13, fósgeno CO 

= CCl 2), especies electrofílicas de cloro, el ri::dical 
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peroxitriclorometilo C �OOGC13), que podría formarse p□- la 

reacción directa del éC13 con el 02 o del CC14 con el radical 

aniánico superáxido (127, 158). 

De acuerdo con esta hipdtesis, el CC14 actuaria como un 

agente pro-oxidante en la descomposición peroxidativa de los 

l(pidos de las células hepáticas. Más aún, dicha hipótesis 

proporciona nuevas evidencias de que la hepatotoxicidad del CC14 

depende de su metabolismo. 

Muchos de los agentes que protegen contra la acción 

tóxica del CC14, son compuestos captadores de radicales libres. 

Los antioxidantes lipídicos pertenecen a esta clase, lo mismo que 

los compuestos que contienen sulfhidrilos, aunque no todos los 

compuestos protectores funcionan por el mismo mecanismo (11, 101,

111). 

I.4.2. Consecuencias de la Lieoeeroxidacidn 

a). Alteración de las Membranas Celulares. 

El proceso de lipoperoxidacidn tiene serias 

consecuencias a nivel de las membranas, e involucra no solamente 

a los lípidos poliinsaturados, 

proteínas integrales de la 

sino también a un gran número de 

membrana. Las membranas de la

mitocondria y del RE tienen una elevada proporción de ácidos 

grasos poliinsaturados (170), tales como el ácido araquiddnico 

(71). En consecuencia, estas membranas son extraordinariamente 

susceptibles 

la actividad 

al dafio por lipoperoxidacidn. Las alteraciones en 

de la NADH-citocromo c reductasa y el sistema 

succinooxidasa de las mitocondrias de corazdn e hígado se han 
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asociado con el daño lipoperoxidativo (71, 170, 195). 

Asimismo, se ha demostrado C4, 106) que el CC14 

disminuye el metabolismo microsomal de las drogas y demás agentes 

exdgenos, asi como los niveles de citocromo P-450. 

Después de la lipoperoxidación hay alteraciones en  la 

interaccidn lipido-lípido y lípido-proteína, así como pérdida de 

la conformación estructural de las proteínas de la membrana. 

b). Alteraciones en la Actividad de los Sistemas 

Enzimáticos 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 daño hepático producido por CC14, 

estos sistemas enzimáticos se verá abatida, 

la actividad de 

no solo por el daño 

lipoperoxidativo de los fosfolípidos y la alteración de la 

conformación estructural de las proteinas de la membrana, sino 

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

modifica la proporción de determinados fosfolípidos, lo cual trae 

como consecuencia un abatimiento en la actividad de diversos 

sistemas enzimáticos incluidos en la membrana y cambios 

microviscosidad de la misma. 

c>. Lipoperoxidación y Liberación de Enzimas 

Lisosomales. 

en la 

En una investigación muy reciente, Younes y Albrecht 

(217> realizaron un experimento "in vitre" en el que demostraron 

que el CC14 y otros agentes que promueven lipoperoxidacidn dan 
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origen a la liberacidn de s-glucuronidasa lisosomal, mientras que 

los agentes que inhiben la lipoperoxidación previenen 

paralelamente la liberacidn de enzimas lisosomales, sugiriendo 

ésto, que ambos eventos están estrechamente relacionados, de tal 

manera que el dafto a las membranas lisosomales con la consecuente 

liberación de enzimas hidrolíticas parece ser un paso consecutivo 

a la lipoperoxidacidn, conduciendo finalmente a dafio celular. 

d). Inhibición en la Síntesis de Proteínas Hepáticas. 

Durante el daño celular hepático producido por el CC14 

ocurre una marcada depresión en la síntesis de proteínas 

hepáticas y dispersión de los poliribosomas (2, 50, 177). 

Existen evidencias de que el radical CC13 ataca los 

grupos -SH de las enzimas, y que es una característica 

sobresaliente en el dafio celular hepático producido por el 

(25). 

CC14 

Además de producir elevación en la actividad sérica de 

algunas enzimas y alteraciones en los procesos de transporte del 

hepatocito, los agentes hepatotóxicos pueden producir cambios en 

los constituyentes estructurales y/o funcionales del hepatocito, 

que han sido usados para cuantificar y detectar el grado de dafto 

hepático producido. 

I.5. FisioQatología de la Cirrosis He�ática 

La cirrosis hepática 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 (206>, en el hemisferio occidental el alcoholismo es el 
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responsable de más del 60¾ del total de muertes atribuib:es a 

cirrosis hepática (29.53). Rojkind (165) ha reportado que en 

México y en los Estados Unidos de Norte América, la cirrosis 

hepática es la tercera causa de muerte de individuos de ambos 

sexos entre 30 y 60 años de edad, y que la incidencia de esta 

enfermedad sigue aumentando. En México mueren aproximadamente 

300,000 personas por año debido a las complicaciones de la 

cirrosis hepática (165). 

La cirrosis hepática es la vía final común de todos los 

padecimientos crónicos que afectan al hígado en forma difusa. 

Desde el punto de vista anatómico, se caracteriza por daño 

celular generalizado, aumento del tejido conjuntivo, formación de 

nddulos de hepatocitos rodeados por bandas de colágena y 

distorsión de la arquitectura lobular (166). 

El aumento del tejido conjuntivo hepático en la 

cirrosis, llamado fibrosis hepática y las modificaciones 

estructurales son responsables en parte de algunas de las 

alteraciones funcionales y hemodinámicas observadas (162). 

El incremento en el contenido de tejido conjuntivo del 

hígado puede estar determinado por un aumento en la síntesis de 

colágena, una disminución de su degradación o ambos al mismo 

tiempo <160). 

La distorsión de la arquitectura lobular del parénquima 

hepático causada por la fibrosis, produce cambios en la 

circulación del hígado que generalmente se manifiestan con una 

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

fibrosis se convierte en el componente esencial. Los cortes 

histológicos revelan septos separados irregularmente que 
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constituyen los nódulos de hepatocitos, gruesas bandas de 

colégena distribuidas en todo el parénquima y una pérdida de la 

relación entre 

resultando muy 

(167). 

el espacio portal y la vena 

dificultoso lograr definir 

aferente 

el lóbulo 

hepática, 

hepático 

Cuando el hígado sufre un dafto masivo, con destrucción 

de un número grande de hepatocitos, la pérdida súbita del 

parénquima funcional estimula la regeneración hepática (121>, la 

cual es un proceso coordinado que incluye regeneración celular, 

síntesis y degradación de colágena. En este caso se presenta una 

remodelacidn y una reabsorción del tejido cicatricial. El 

proceso regenerativo del hígado es rápido, en pocas semanas se 

reestablece la integridad anatdmica y funcional <21, 142>. 

Cuando el hígado sufre un dafto de menor intensidad y el 

número de células destruídas es pequeño, no se estimula la 

regeneración y solo se produce una pequefta cicatriz. Si la 

lesión se vuelve a producir, ya sea porque el agente inductor 

está presente o porque se estimulan mecanismos inmunológicos que 

perpetúan la enfermedad, tales como la produccidn de anticuerpos 

contra lipoproteinas de la membrana de los hepatocitos, antígenos 

virales y proteínas contr4ctiles del citoplasma; el proceso 

cicatricial continúa, produciéndose primero una fibrosis y 

posteriormente la cirrosis hep4tica (163, 164>. 

Aunque no se conoce el mecanismo exacto de la respuesta 

fibrogénica, hay datos experimentales que sugieren que los 

macráfagos juegan un papel muy importante en este procesq. La 

síntesis de colégena se estimula por la acción directa de los 
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agentes •tiológicos o por efecto de los compuestos químicos que 

se liberan de los hepatocitos dañados (166). Los hepatocitos 

lesionados liberan una glucoproteína llamada fibronectina, que es 

un agente quimiotáctico capaz de dirigir la llegada de 

fibroblastos al sitio de la lesión <128). 

Los conocimientos que se tienen hasta el presente 

parecen indicar que en las primeras etapas de la enfermedad 

predomina el aumento de biosíntesis de colágena con una actividad 

colagenolítica normal, o aumentada C52, 104). 

Dependiendo del estado de la fibrosis hepática y de 

factores genéticos y metabólicos, aün no bien definidos, la 

fibrosis puede continuar hasta cirrosis, independientemente de 

que el agente etiológico esté o no presente. 

A medida que la enfermedad avanza se observa una 

disminución en la actividad de la colagenasa (105) y una 

desaparicidn de la enzima en la parte central de las fibras 

gruesas de colágena encontrándose solamente en la periferia de 

las mismas. En las etapas finales de la enfermedad, la actividad 

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

I.S.1. Tratamiento de la Cirrosis HeQática 

Se ha postulado que la inhibición de la síntesis y del 

depdsito de tejido conjuntivo en el hígado podría acompañarse de 

una mejoría en la evolución de la cirrosis (161,162). 

El tratamiento de la cirrosis hepática comprende dos 

aspectos fundamentales. El primero es el tratamiento sintomático 

de las complicaciones de la misma, tales como el manejo de la 

hipertensión portal <sangrado de várices esofágicas y retencidn 
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de líquidos) y de la insuficiencia hepática Cencefalopatía 

hepática y desnutricidn). El segundo, consiste en el trata�iento 

de la enfermedad misma que ha sido posible en años recientes 

gracias al avance del conocimiento de la fisiopatología de la 

cirrosis hepática. 

En la actualidad se ha encontrado que es posible 

influir favorablemente la cirrosis hepática por medios 

farmacológicos. 

La colchicina es la droga que posee mayores cualidades 

benéficas para el tratamiento de la enfermedad. 

a>. Colchicum Autumnale: Cdlchico. 

El extracto de las semillas de la planta Colchicum 

Autumnale contienen una sustancia alcaloide: la colchicina junto 

con otros productos como el ácido queliddnico, 

azúcares. 

la fisosterina y 

La estructura química de la colchicina consta de tres 

anillos: el primero es de carácter aromático y el segundo y 

tercero están compuestos por siete átomos de carbono CFig. 7). 

El primer anillo está sustituido por tres grupos metoxi. El 

segundo por un grupo acetilamino y el tercero �or un grupo 

metoxi y un grupo carbonilo. 

Efectos: 

1). Efecto Antifibrogénico: 

a). Inhibe el transporte transmembranal de las 

proteínas de exportación, tales como la colágena (38, 126). 
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b>. 

col �.gena (38>. 

Inhibe de manera secundaria la síntesis de 

c). Induce "in vitro" la producción de colagenasa y la 

liberación de procolagenasa activada por proteasa (74>. 

2>. Efecto Antiinflamatorio 

a>. Inhibe citotoxicidad mediada por neutrófilos 

dependientes de anticuerpos, la movilización, adherencia y 

quimiotaxis de los neutrdfilos (102, 189). 

b). Inhibe la liberación de histamina por los 

leucocitos y la liberación de cininas plasmáticas 11in vitro" 

< 102, 189). 

3). En ratas cirróticas favorece las alteraciones de 

la actividad del sistema adenilato ciclasa de la membrana 

plasmática de hepatoci to. En consecuencia corrige 

alteraciones en el contenido de AMPc y glucógeno (122>. 

las 

4). Protege las membranas plasmáticas y estabiliza las 

enzimas que tienen grupos -SH en su centro activo (175). 

5). Incrementa permeabilidad de los canalículos 

b:. �::. ares <B>. 

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

7). FArmaco seguro cuando se administra oralmente a 

una dosis diaria de 1.2 mg, sin embargo puede ser tóxica e 

1ncl:; �;::: mortal (90). 

8). Fármaco 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 daño 

experimental en el higado, producido por diversas toxinas. 

Constituida de 3 compuestos isdmeros: silibina, silidamina y 

silicristina. 

(204). 

HO 

El principal componente activo es la silibina 

Estructura Quimica (96): 

OH O 

OH OH 

Los 3 compuestos tienen estructura fenilcromonona a la 

cual una molécula de alcohol coni�eril es atacada por una unidn 

oxidante de varias maneras (204). 

Efectos: 

1). Protector contra la hepatotoxicidad de CC14 (70, 

146) J tioacetamida <70>, galactosamina (146>, faloidina y L­

amanitina (204>, praseodimium (193) y etanol (135). 

2). Estabiliza membrana previniendo o inhibiendo la 

lipoperoxidación (186, 202). 

33 



3). Elimina radicales libre� (186). 

4). Altera fluidez de la membrana, interfiere con 

accesibilidad a la proteína de membrana <218). 

Inhibe absorción primaria de toxinas y la 

reabsorción debida a la circulacidn enterohepática (44)� 

6). No es tóxico en pruebas agudas, crónicas y 

subcrónicas (70). 

7). Efecto curativo que depende del tiempo entre la 

intoxicacidn y el tratamiento <203). 

8). Estimula síntesis de RNA (188>. 

9). Modifica la capacidad regenerativa en ratas 

sujetas a hepatectomía parcial (125). 

I.6. Detección y Evaluacidn del Daño Hepático Inducido 
----------- - ------------- ---------- ----------

Químicamente 

Las lesiones hepáticas producidas por el CC14 y el 

CHC13 fueron estudiadas en animales de laboratorio durante los 

primeros 40 años del presente siglo. Las alteraciones celulares 

que se presentan entre los 10 y los 15 minutos posteriores a la 

intoxicacidn son comparables a los cambios que sufren las células 

hepáticas remanentes después de una hepatectom:ía parcial (96, 

124). Se han estudiado las respuestas del hígado frente a una 

intoxicación aguda con CC14 y se ha visto que un daño agudo 

produce necrosis que es seguida de una regeneración rápida. 

Los complejos eventos reparativos que aparecen después 

de la administración de repetidas dosis de CC14 varían con la 

magnitud del intervalo existente entre las dosis. Los intervalos 

cortos no permiten una reparación histológica completa y aunque 

los hígados se vuelvan relativamente resistentes a la acci6n del 
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CC14, después de administraciones sucesivas se produce un gradual 

desarrollo de cirrosis. Los cambios tempranos son reversibles si 

la administración del tóxico cesa a tiempo y el hígado regresa 

gradualmente a la normalidad. 

La diversa naturaleza de la actividad funcional del 

hígado y su variedad de respuesta al daño, hace de la selección 

de los procedimientos de prueba apropiados una labor difícil. 

La determinacidn de la actividad de las enzimas 

hepáticas liberadas a la sangre por el daño hepático se ha vuelto 

una de las herramientas mas útiles en los estudios de

hepatotoxicidad. 

La aplicación de la metodología de las enzimas séricas 

para la determinacidn del daño hepático fue introducida en 1930 y 

1940 con la demostración de la actividad sérica anormal de 

fosfatasa alcalina (157) y colinesterasa 

hepá.tico. 

< 19) en el daño 

actividad 

aumentadas 

verdadero 

Sin embargo, el descubrimiento en 1950 de que la 

de las diferentes transaminasas séricas estaban 

por destrucción de los tejidos, representa un 

avance en los métodos enzimáticos séricos. 

Subsecuentemente se han identificado en la sangre otras enzimas, 

las cuales demuestran una actividad anormal en presencia de daño 

hepá.tico. 

Zimmerman (223) ha identificado cuatro categorías 

principales· de enzimas séricas, basadas en su especificidad y 

sensibilidad a los diferentes tipos de daño hepático: 

1). Enzimas cuya elevada actividad sérica refleja daño 

35 



colestático más sensiblemente que dafio parenquimal, como la 

fosfatasa alcalina (FA>, 5'-nucleotidasa y gamma-gl utami l 

transpeptidasa CGGTP> . 

2). Enzimas que indican dafio en el paréMquima hepatico 

producido por un agente citotdxico. Este grupo se ha subdividido 

en: 

tejidos 

a). Enzimas inespecíficas que pueden reflejar dafio a 

como la transaminasa glutámico-

oxalacética <TGO> y lactato-deshidrogenasa (LDH>. 

b). Enzimas localizadas principalmente en el hígado 

como la transaminasa glutárnico-pir�vica (TGP>. 

c). Enzimas que estAn localizadas casi exclusivamente 

en el hígado, corno la ornitina carbamil-transferesa <OCT> y la 

sorbitol deshidrogenasa CSDH). Estas enzimas pueden ser 

particularmente usadas en el estudio de agentes con potencial 

hepatotdxico desconocido. 

3. Enzimas que son insensibles al daño hepático, pero

que son elevadas en el daño a tejidos extrahepáticos, como la 

creatina fosfocinasa. 

4. Enzimas que muestran una actividad sérica 

deprimida en el daño hepático, como la colinesterasa. 

En una serie de experimentos Molander y col. ( 116) 

establecieron que un ndrnero de estados necrdticos inducidos con 

CC14 son detectables por la elevacidn de la transaminasa 

glutAmico-pirdvica sérica CTGPS>. 

Asimismo, Balazs y .col. (9) demostraron que la TG?S se 

veía significativamente elevada en las ratas que eran tra�adas 

agudamente con CC14 y con otros agentes hepatotdxicos. Sin 
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embargo, también se ha demostrado que la TGPS es una medida 

insensible de esteatosis hepática <7, 64). 

Balazs, establecid una correlación lineal entre la 

extensidn de la necrosis hepática (determinada planimétricamente) 

producida con alcohol alílico en la actividad de la TGPS. 

En lo que se refiere a FA y GGTP, pueden utilizarse, 

entre otras, para determinar daflo hepático obstructivo. La 

actividad sérica de estas enzimas, localizadas en las membranas 

del hepatocito y de las células de los conductos biliares, 

aumentan durante la colestasis o daño hepatobiliar en humanos 

C 12, 27, 208). 

I. 6. 1. Análisis Histológico del Daño HeQático 

El análisis del potencial hepatotdxico de un agente 

químico es incompleto sin una descripcidn histológica de la 

lesión producida. 

características de 

Zimmerman (223> ha encontrado algunas 

las lesiones hepáticas definidas por el 

microscopio de luz, tales como necrosis centrizonal, atribuida a 

la elevada concentración centrizonal del sistema FMO, que es 

responsable de la conversión del CC14 al metabolito hepatotóxico. 

También se observa acumulación de grasa Cesteatosis). 

Tanto la necrosis, como la esteatosis son visibles al 

microscopio . dptíco mediante las tinciones adecuadas. Por 

ejemplo, la tincidn de hematoxilína-eosina es dtil para observar 

la integridad del parénquima hepático, mientras que la tincidn 

con Rojo Sudán tiñe específicamente la grasa. 

Uno de los sistemas enzimáticos membr�nales que juega 

un papel preponderante en las células es el de las ATPasas. 
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Estas enzimas membranales son muy sensibles a cambios en la 

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

el microambiente que las rodea son capaces de modificar sus 

actividades (17, 39, 59, 78, 89, 91, 94, 183, 194, 199). 

En la década de los so�s, Skou y colaboradores 

describieron un tipo de transporte activo de cationes, el 

(182), 

cual 

requería de energía metabdlica (ATP>. Como se liberaba ADP y Pi 

concluyeron que debería estar involucrada una enzima que 

hidrolizara ATP en el proceso, es decir, una ATPasa. 

En la actualidad se sabe que existen en el hepatocito 

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

En las células hepáticas estas enzimas tienen gran 

importancia ya que además de regular los gradientes de cationes, 

también controlan el transporte de nutrientes indispensables para 

el hepatocito (aminoácidos y az�cares) el transporte de ácidos 

biliares, pues éstos dltimos se acoplan al transporte de sodio. 

Dada la gran actividad metabdlica que desarrolla el 

papel de las ATPasas es muy importante. 

hígado, el 

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

membrana celular con una orientación asimétrica fija. Esta 

enzima acopla la hidrdlisis de ATP a un flujo de cationes en 

contra de gradientes electroquímicos. La enzima actda entonces 

como transductor que convierte reversiblemente energía quím�ca en 

gradientes electroquímicos para cationes (184). La estequiometría 

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

de la célula y una molécula de ATP hidrolizada. 

En 1973, Stein y col. (190) propusieron un modelo 
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tetramétrico 

subunidad a 

a2 82 para la bomba de Na+, K+ 

(catalítica) podría representar el 

CFig. B>. 

polipéptido 

subunidad S 

La 

de 

la alto peso molecular, mientras que la 

gl i copróteína. Ambas subunidades a y S están parcialmente 

embebidas en los lípidos de la bicapa y poseen ·segmentos 

transmembrana. La subunidad Ses una proteína intrínseca de la 

membrana, es catalíticamente inactiva, pero estudios recientes 

sugieren que Juega un papel de referencia para la orientación 

asimétrica correcta de la subunidad a en la membrana (87).

Una característica de la ATPasa es la capacidad para 

poder discriminar entre el potasio y el sodio, en presencia de K+ 

tiene una conformación (forma K) diferente a la que posee en 

presencia de Na+ (forma Na). 

La adaptación de la estructura molecular en presencia 

de K+ y de Na+ está íntimamente ligada con un cambio en la 

afinidad por el ATP. La conformación en presencia de Na+, abre 

un sitio de alta afinidad para el ATP; mientras que la 

conformación en presencia de K+, disminuye la afinidad por el ATP 

o cierra dicho sitio.

En el hepatocito una importante función de la ATPasa de 

Na+, K+ es la secreción activa de Na+ hacia los canalículos 

biliares, dirigiendo el flujo de agua a través de la membrana 

canalicular (17, 39). 

Desde hace algún tiempo se sabe que la acción de varias 

hormonas y otros estímulos externos están mediados por cambios en 

la �oncentracidn intracelular de calcio. Por lo tanto la 

concentración intracelular de calcio libre debe estar finalmente 

regulada en la célula como "segLmdo mensajero u, lo que implica un 
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control muy fino de su concentracidn por parte de la célula. 

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

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

a 1 uM> se mantiene en una concentración de 3 a 4 órdenes de 

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

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

la ATPasa de 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 catalíticos para la enzima (130). 

Es evidente que el exceso de Ca++ intracelular puede 

ser muy dañino para cualquier célula y que los mecanismos de 

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

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

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

I.6.2. Gamma-Glutamil TransQeQtidasa (GGTP) 

La gamma-glutamil transpeptidasa es una enzima tinida a 

la membrana, cataliza la transferencia del grupo gamma-glutamil 

del glutatidn a un aminoácido d a  un péptido que actda como 

receptor de acuerdo a la siguiente reaccidn: 

Glutatión + aminoácido--6-glutamil aminoácido + 
cisteinil glicina. 

Esta reacción.es de gran importancia en el metabclismo 

de glutatidn y se ha postulado que ésta o reacciones an�logas 

estén involucradas en el transporte de aminoácidos a través de la 
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membrana por interaccidn tanto con aminoAcidos extracelulares 

como con glutatián intracelular. 

De acuerdo a esta teoría, 

cdlula como un r -glutamil aminoéicido. 

el aminoácido entra a la 

La -y- gl utami 1 transpeptidasa está ampliamente 

distribuída en tejidos de mamíferos y se ha encontrado en un gran 

ndmero de estructuras epiteliales, generalmente involucradas en 

procesos de absorcidn o secrecidn tales como el epitelio del 

tdbulo proximal renal, las vellosidades del yeyuno, plexos 

coroides, conducto biliar, vesículas seminales, etc.� 

La Y-glutamil transpeptidasa presenta relativamente 

baja especificidad con respecto al donador r-glutamilo, 1 o cual 

métodos permite su cuantificación sencilla a partir de 

colorimétricos (112). 

Se ha comprobado que el hígado fetal contiene una 

considerable actividad de esta enzima, pero que va disminuyendo 

durante el desarrollo, lo cual indica que esta enzima tiene un 

papel importante en el transporte de aminoAcidos en el hígado 

fetal (22).

I.6.3. Fosfatasa Alcalina <F.A.> 

La fosfatasa alcalina es una enzima ampliamente 

distribuída en la naturaleza, ya que puede ser encontrada en 

bacterias, algas, hongos, protozoarios, plantas y animales. En 

los animales vertebrados se ha visto que estéi distribuída en 

diferentes tejidos. 

El hígado contiene relativamente poca fosf a tasa 
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alcalina en comparacián con árganos tales como el intestino 

delgado y el riñón (107). La distribución de la fosfatasa 

alcalina en la rata presenta algunas discrepancias. Watchein 

(207) no encontró actividad de fosfatasa alcalina en la porción 

sinusoidal y solamente viá una distribución irregular en el 

canaliculo biliar, mientras que Gandstrom (173), 

fosfatasa alcalina en el canalículo biliar. 

encontró mucha 

En cuanto a la distribución de la fosfatasa alcalina 

dentro de los lóbulos hepáticos se ha visto que en la rata la 

actividad predomina principalmente en la porción periprotal. 

Muchos compuestos de fósforo son substratos para las 

fosfatasas alcalinas. Por definición la fosfatasa alcalina es 

una enzima no específica, puede hidrolizar muchos compuestos de 

fósforo, aunque puede haber mayor especificidad para algunos 

compuestos como los ésteres fenálicos. En muchos de los ensayos 

bioquímicos se usa como sustrato el p-nitrofenil fosfato. 

p-nitrofenil 
fosfato 

F.A. 
p-nitrofenol + Pi 

La función de la fosfatasa alcalina no está bien 

entendida. En general se considera que está encargada de la 

hidrólisis de ésteres de fosfato. Se ha visto que todas las 

fosfatasas alcalinas son capaces de transferir grupos fosfato de 

un alcohol a otro (45). 

Se ha sugerido que la fosfatasa alcalina ayuda a 

mantener el estado estacionario de metabolitos fosforilados 

intracelulares (179). 
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II. 

Evaluar la capacidad para prevenir y revertir las 

alteraciones en los indicadores de daño hepático presentes en la 

hepatitis tdxica y en la cirrosis inducidas por CC14 en la rata. 

Consideramos adecuado seleccionar como parámetros para 

evaluar el grado del daño hepático la actividad de las enzimas: 

a). F.A., TGP, GGTP y glucosa-6-fosfatasa en suero. 

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

membrana plasmática de hepatocitos. 

c). Niveles de glucdgeno en tejido hepático. 

d). Cuantificación de colágena en cortes de tejido. 

Para complementar el análisis de daño hepático 

producido, así como la protección aportada, estas investigaciones 

se corroboraron con estudios histopatoldgicos del hígado, que 

muestran el grado de necrosis, 

Específicamente se efectuaron 

la acumulación 

las tinciones 

de 

de 

grasa, etc. 

hematoxilina-

eosina, la de Rojo Sudán y la tincián específica para la 

col~gena. 
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II I. MATERIAL Y METODOS 

II I. 1. 0!:ü .. mªlg§ 

Se usaron ratas Wistar macho, con un peso entre 250-

300g, se mantuvieron con libre acceso a la comida <Purina) y al 

agua. Los animales se agruparon de la siguiente manera: 

1. Intoxicacidn aguda con CC14. CC14 grado espectro 

<Merck) en dosis única (de una mezcla CC14/aceite comestible 1:4 

v/v, correspondiente a 0.04g/100g de peso) por vía 

intraperitoneal. 

a>. Tratamiento con vehículo (Control). Los animales 

recibieron oralmente la dosis equivalente de aceite de maíz. 

(0.12 ml/100g de peso). 

2. Intoxicación crónica con CC14. Los animales de 

este grupo recibieron CC14 de 0.04 g/100 g de peso disuelto en 

aceite comestible por V.O. según el siguiente esquema: 

la. Semana: CC14: Aceite 1:7 <v,v>. 

2a. Semana: CC14: Aceite 1:6 <v,v>. 

3a. Semana: CC14: Aceite 1:5 <v,v>. 

4a. a 7a. Semana: CC14: Aceite 1:4 <v,v>. 

aguda. 

3. Tratamiento con silimarina en la intoxicacidn 

La silimarina se administrd en forma de suspensidn en 

carboximetil celulosa (CMC) al 0.7% a una dosis de 150 mg/kg p.o. 

a las o, 12, 24 hs. El CC14 se administrd conjuntamente con la 

última dosis de silimarina. 
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Se hizo un control que recibid dnicamente silimarina y otro CMC. 

4. Tratamiento con silimarina en el daño crónico. 

a>. Tratamiento preventivo. Las ratas recibieron el 

mismo esquema que el grupo 2, pero adem~s recibieron 50 mg/kg de 

peso de silimarina p.o., 5 días a la semana, durante B semanas. 

Se hizo un grupo control que recibió dnicamente silimarina y otro 

que recibió solo CMC durante el mismo período. 

b). Tratamiento con silimarina de las ratas 

previamente cirrdticas. Se hicieron cirrdticas a las ratas como 

a los animales del grupo 2 y despu~s de la 13a. semana de 

tratamiento con CC14, pero sin descontinuarlo se inició el 

tratamiento con silimarina (2Omg/kg> p.o. durante 5 semanas. Se 

hicieron 2 grupos controles, uno que recibid dnicamente 

silimarina y otro que recibió sólo CMC. 

III.1.1. Obtención del §~~~Q 

La sangre se obtuvo por puncidn cardíaca de las ratas 

anestesiadas con ~ter etílico y fue colocada en tubos de vidrio 

sumergidos en hielo. Para la obtención del suero se centrifugó 

la sangre en una centrífuga Beckman TJ-6 a 1000 x g durante 10 

minutos a una temperatura de 40c. 

los sueros con pipetas Pasteur 

Después se procedió a separar 

y se colocan en tubos 

perfectamente etiquetados y sellados con parafilm para guardarlos 

en el refrigerador. 
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III.1.2. Obtencidn de !ª Ec~~~i~n ~~ Membranas Parcialmente 

Purificadas de He~atocitos de Rata 

Las membranas se prepararon usando el método de Neville 

con una modificacidn introducida por Pohl y colaboradores (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 cardíaca para que el hígado quede libre de eritrocitos y 

se extirpa rápidamente lavándolo con NaHC03 1 mM. 

2. Se colocan vasos en hielo y se coloca cada hígado 

desmenuzándolo con tijeras de diseccidn lo más finamente posible. 

3. Los fragmentos de hígado se pasan a un 

homogenizador <Dounce) grande con émbolo flojo CBlaessing Glass 

Spec. Co., Rochester, N.Y.,> con 25 ml de NaHC03 1 mM de los 250 

que corresponden a cada hígado. 

4. Se homogeniza con 8 a 10 choques del émbolo. Este 

procedimiento se repite para cada hígado, 

resto de NaHC03 1 mM frío. 

y luego se agrega el 

5. Se agita durante 3 minutos con varilla de vidrio o 

mosca magnética muy suavemente. 

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

cu~druple. 

7. El filtrado se distribuye en botellas de 

centrífuga de 250 ml. Se centrifuga a 2500 rpm en una centrífuga 

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

8. El precipitado se coloca en el mismo homogenizador 

y se homogeniza con 3 choques del émbolo flojo muy suavemente._ 

9. El homogenado se pasa a una probeta de 50 ml y se 

añade una solución de sacarosa a una concentración de 69 ± 0.5% 

CP/P) de tal modo que la suspensión resultante quede ajustada a 

44.0 ± 0.1%. Las medidas de concentración se efectúan con un 

refractómetro Abbe. La concentración final se ajusta con 

sacarosa si es necesario. 

10. Con esta suspensión se llenan las dos terceras 

partes de los tubos del rotor Beckman SW-28. El tercio restante 

se llena cuidadosamente con una solución de sacarosa ajustada 

previamente a una concentración de 42.0 ± 0.1% CP/P). 

11. Una vez hechos los gradientes de sacarosa los 

tubos se centrifugan a 105,000 x g durante 150 min usando una 

ultracentrífuga Beckman modelo LB-70. 

12. Se quita la porción flotante que corresponde a las 

membranas con una espátula tipo cuchara y se colocan en un vaso 

con un pequeño volúmen de NaHC03 1 mM y se resuspenden 

haciéndolas pasar por una aguja No. 18 y luego por una No. 20, 

para luego colocarlas en tubos de centrífuga agitando por 

inversión X centrifugando en una centrífuga Sorvall RC-5B a 

15,000 ·X g durante 15 min., se resuspende en un mínimo de 

sobrenadante y se toman alícuotas de 0.2 ml y se colocan en 

viales pequeños, para posteriormente guardarlas en N2 líquido a -
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180°C. 

La determinacidn de la cantidad de proteínas en las 

membranas se realiza de acuerdo a lo establecido por el método de 

Bradford (18). Como estándar de proteínas se utiliza albúmina 

s~rica bovina (Sigma Chemical Co. Fraccidn V, 96-991■ de pureza>. 

Las lecturas de densidad dptica a 595 nm se efectúan en un 

espectrofotdmetro Perkin-Elmer (Coleman 44). 

III.1.3. Medición de la Actividad de ATPasa ~or el Método 

Calorimétrico de Ames (3). 

Este método mide colorimétricamente la cantidad de Pi 

desprendido del ATP mediante la formacidn de un complejo colorido 

formado con molibdato de amonio en presencia de ácido ascdrbico. 

El protocolo experimental se describe en la tabla 2. 

La curva de calibracidn de Pi se hace utilizando 

K2HP04. 

La determinación cuantitativa de las proteínas 

contenidas en las muestras membranales se efectúa por el método 

de Bradford (186). 

La actividad de la ATPasa de sodio-potasio se obtiene 

por diferencia de la total y la de Mg2+. 

La actividad de la ATPasa de calcio se obtiene 

interpolando los datos en la curva de calibracidn. 

I!I.1.4. Determinacidn de 1ª Actividad g! 1ª y-Glutamil 

TransQeQtidasa 

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

PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDADº~ 

BIEªáª POR EL METODO COLORIMETRICO 

Total-ATPasa Mg 2+-ATPasa ca 2+-ATPasa Blanco 

/ 
NaCl 750 mM 

/KCl 25 mM 

Imidazol 20 mM pH 7.8 

Ouabaína 2.5 mM 
en Imidazol 

CaC1 2 12.5 mM 

Membranas (60-100 µg) 
de proteína 

100 µ 1 

100 µ l 

170 µ 1 

20 µl 

Preincubar durante 15 minutos a 37ºC. 

J. MgC1 2 125 mM 

✓ATP 12.5 mM 

10 µl 

100 µl 

Preincubar durante 30 minutos a 37ºC. 

100 µ 1 

70 µl 

200 µl 

20 µl 

10 µl 

100 µl 

180 µl 400 ¡Jl 

200 µl 

20 µl 

100 µl 100 µl 

Posteriormente se añaden 100 ul de TCA 35¾, se agitan y se toman 

20 ul y se les adiciona 500 ul de agua, 200 ul de ácido ascórbico 

al 10¾, 1.2 ml de molibdato de amonio 0.45¾ en ácido sulfúrico 1 

N. 
o 

Los tubos se incuban durante 30 minutos a 37 C y se lee la 

absorbancia a 820 nm en un espectrofotdmetro. 
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nitroanilida que en presencia de la enzima Y-L-glutamil y de un 

receptor del grupo y-glutamilo como lo es la glicilglicina se. 

obtiene y-L-glutamilglicilglicina y p-nitroanilida que puede 

ser cuantificada espectrofotométricamente 

realiza de la siguiente manera: 

C 162 > . El método se 

1. En un tubo de ensaye de vidrio de 12 x 100 mm se 

agregan los siguientes reactivos: 

500 ul de Tris-HCl mM CpH = 8.2). 

100 ul de MgC12 200 mM. 

100 ul de glicil-glicina 40 mM CpH = B. 2) . 

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

2. La mezcla de reacción se incuba en un baño maría a 

37<'C (5-10 min.), y se inicia la reaccidn agregando 100 ul de la 

suspensión de membranas que debe contener 5 a 20 ug de proteína. 

Si el ensayo es para suero se agregan 100 ul de suero. 

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

Se agita 

3. Se detiene la reaccidn enzim~tica a los 10 minutos, 

agregando 2 ml de ácido acético 1.5 M. 

4. Se lee la absorbancia de cada tubo a 410 nm en un 

espectrofotámetro Coleman 44. El resultado se interpola en una 

curva estándar de p-nitroanilida (con un rango de concentraciones 

de 10 a 330 nmoles de P.N.A.). La actividad enzimática se 

reporta como nmoles de p-nitroanilina/mg de proteína por minuto 

en las muestras de membrana y como umoles de p-nitroanilina/1 de 

suero por minuto en el caso de los sueros. 
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III.1.5. Determinación de la Actividad de la Fosfatasa Alcalina 

Este método se basa en la hidrólisis del p-nitrofenil 

fosfato por la fosfatasa alcalina para obtener fosfato inorgánico 

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 siguientes reactivos: 

2. 

minutos. 

0.5 ml de buffer de glicina 0.1 M y Mg Cl2 0.001 M 

a pH = 8.2. 

0.5 ml de sustrato el cual se prepara pesando 100 

mg de p-nitrofenilfosfato disddico en 25 ml de agua 

destilada Ces estable hasta por 4 semanas si se 

congela). 

o 
Esta mezcla se incuba en un baño maría a 37 C por 5 

3. Se añaden 100 ul de la suspensión de membranas que 

debe contener de 5 a 20 ug de proteínas y en el caso de los 

sueros también se añaden 100 .ul. La mezcla se agita suavemente 

y se incuba a 37°C por 30 minutos. 

4. La reacción se para adicionando 10 ml de NaOH 0.02 

M. 

5. La absorbancia se determina a 410 nm en un 

espectrofotdmetro Coleman 44. 

curva estándar de p-nitrofenol. 

La lectura se interpola en una 

La actividad enzimática se 
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reporta como nmoles de sustrato hidrolizado/mg de proteína, en el 

caso de membranas y en el caso de sueros como pmoles de p­

nitrofenol/1 suero por minuto. 

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

Transferasa Sérica <Transaminasa Glutámico Pir~vica> 

La actividad de la TGP se determina por el método de 

Reitman-Frankel <153), en el que 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 520 

nm. 

<Método de Reitman-Frankel> 

Reactivos: Buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4. 

Solucidn de sustratos 1-alanina. -

Reactivo cromdgeno (2,-4-dinitrofenilhidrazina). -

Na0H 0.4 N. 

Solucidn estándar de piruvato. -

Reactivo 

Solucidn sustrato 1-alanina 

Suero problema 

Mezclar y agitar suavemente, 
incubar a 37°C durante 60 minutos. 

Reactivo cromdgeno 

Suero problema 

Incubar 15' a 37°C 

NaOH 0.4 N 

Blanco 

0.250 ml 

0.250 ml 

0.250 ml 

2.5 ml 

Problema 

O. 250 ml 

O. 050 ml 

O. 150 ml 

2.50 ml 

Leer a 515 nm con blanco de agua y restar la absorbanci• del 
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blanco al problema, interpolar en la curva estándar. 

III.1.7. Determinacidn Q~ Glucosa-6-Fosfatasa ~D §~~[Q§~ 

M~todo (92) 

I. Reaccidn enzim~tica. 

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 ácido 

tricloro~cetico al 10% y centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm. 

II. Tomar 0.6 ml* del sobrenadante y deter~inar 

fdsforo. 

* Puede tomarse 0.3 ml + 0.3 ml de agua, ya que 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 ácido ascdrbico al 10% (re:: i én 

preparado). 

1.2 ml de molibdato de amonio 0.42 M en H2S04 1·~. 
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2. Incubar a 370c 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 reacción enzimática. 

Las lecturas se interpolan en la curva tipo de fósforo. 

III.1.8. Determinacidn de Proteínas §§Ct~ª§ !gtªl§§ 

M~todo de Bradford (18) 

1. Preparar una curva tipo utilizando alb~mina sérica 

bovina <BSA). Colocando en tubos de ensayo 10, 25, 75, y 100 ul 

de una solución de BSA a una concentración de 1 mg/ml. 

2. Tomar alícuotas adecuadas de la muestra y llevarlas 

a 100 ul con agua Cel blanco lleva solo 100 ul de agua). 

III.1.9. Determinacidn Q§l Contenido Q§ §1.!::!!;Qg§QQ ~§E!.~ii!;Q 

El contenido de glucdgeno se determina utilizando el 

reactivo de la antrona (46). 

Se colocan las muestras del tejido hepático de 

aproximadamente 1 g de peso en los tubos de ensayo, 

posteriormente se añaden 3 ml de una solución de KOH al 30% a 

cada uno de ellos. El tejido se digiere mediante el 

calentamiento en un baño de agua hirviendo durante 30 minutos. 

No es necesario separar las proteínas antes de efectuar el ensayo 

ya que este paso no es esencial en los tejidos tales cerno el 

hígado donde el contenido de glucógeno es elevado. La rrJestra 
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digerida se coloca en un matraz aforado de 50 ml y se diluye con 

agua bidestilada. Una alícuota de 2 ml de esta dilución se 

coloca en otro matraz aforado de 5 ml y se diluye nuevamente a 50 

ml con agua con el objeto de que el contenido de glucdgeno en 

esta solución, esté en un rango de concentración de 3 a 300 

ug/ml. Una alícuota de 5 ml de la dltima dilución de los 

digeridos se coloca en diferentes tubos. 

Otros tubos contienen 5 ml de una solución estándar 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 baño de hielo y allí se les añade 10 ml de 

reactivo de la antrona. Este reactivo se prepara añadiendo 0.2 g 

de antrona (J.T. Baker) en 100 ml de H2S04 de 95% de pureza. 

Los tubos se cubren con perlas de vidrio y se calientan 

durante 10 minutos en un baño de agua hirviendo. Inmediatamente 

después los tubos se enfrían en un baño de agua fría y se lee la 

absorbancia en un colorímetro a una longitud de onda de 620 nm. 

La concentración desconocida de glucógeno se calcula utilizando 

la siguiente fórmula: 

100 X LJ 
ug de glucógeno= 

1.11 X S 

dónde: 

U es la absorbancia de la solución de concentración 

desconocida. 

S es la absorbancia de la solución estándar de 

glucosa. 
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1.11 es un factor de conversidn determinado por Morris 

(120) para convertir glucosa o glucdgeno. 

III.1.10. Determinación del Contenido de Colágena en Muestras 

de Tejido He~ático 

Para determinar el contenido de colágena en los hígados 

de las ratas, se utilizd el método reportado por Ldpez de León y 

Rojkind (99). Este método permite estimar la concentración de 

colágena en secciones de tejido fijadas con formol. 

El método está basado en la unión selectiva del Rojo 

Sirio F3BA y el verde rápido FCF a las proteínas colagénicas y no 

colagénicas respectivamente. Los colorantes tiene~ absorbancias 

máximas a diferentes longitudes de onda y pueden ser eluídos 

simultáneamente de manera cuantitativa con NaOH-metanol de las 

secciones histoldgicas. 

Los cortes de 10 um de tejido ~ijada en formol 

embebidos en parafina para su corte deben desparafinarse 

efectuando incubaciones sucesivas con xilol, xilol:etanol (1:1>, 

etanol, etanol: agua (1:1>, y agua. 

Posteriormente los cortes colocados en tubos de ensayo 

se cubren con 0.2 ml de una solución saturada de ácido pícrico en 

agua ~Pstilada que contenía verde rápido FCF al 0.1¾ y Rojo Sirio 

al C.1¾. Los tubos se cubren con papel alumino y se incuban a 

temperatura ambiente por 30 minutos con agitación constante. Se 

quita la solución con una pipeta desechable y las secciones de 

tejido se lavan varias veces con agua destilada ha~ta qaue el 

fluído sale transparente. Posteriormente, se adiciona 1 m: de 
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NaOH 0.1 Nen metanol absoluto (1:1, v:v> y cada tuvo se agita 

suavemente hasta que todo el color se haya eluído de las 

secciones (normalmente en unos pocos segundos>. El colorante 

eluído se cuantifica espectrofotométricamente en un 

espectrofotdmetro Beckman DU-7 a 540 y 605 nm, longitudes de onda 

correspondientes a los m~ximos de absorcidn del Rojo Sirio F3BA y 

del verde rápido FCF respectivamente. La cantidad de proteína 

colagénica y no colagénica se calculd utilizando la "equivalencia 

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

III.1.11. s2t~QiQ2 Histoldgicos del Hígado 

De los hígados extraídos de todas las ratas se 

separaron dos cortes y se colocan en formol al 10Y. en buffer de 

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

hematoxilina-eosina y de Rojo Sudán. 

III.1.12. Tratamiento Estadístico de los Datos y Nivel de 

Significancia 

Los resultados obtenidos en las determinaciones de cada 

grupo de ratas fueron promediados obteniéndose la media± error 

tipo de la media (ETM>, y se compararon con los valores promedio 

del grupo control respectivo. Las diferencias entre los grupos 

control y tratados se demostraron estadísticamente realizando 

comparaciones pareadas aplicando el método de los 

mdltiples de Duncan (119) con una significancia de p < 

como se recomienda para estos estudios (137). 

rangos 

0.05, 
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IV. RESULTADOS 

IV. 1. Estudio Agudo 

La presencia de daño hepático agudo inducido por el 

CC14 se verificd por el an~lisis histoldgico de muestras de los 

hígados. 

Una serie de preparaciones histológicas se tiñeron con 

la técnica de hematoxilina-eosina. La figura 10 nos muestra 

en donde se aprecia 

un 

corte de hígado de 

arquitectura lobular 

rata control 

normal del hígado y no se detecta 

la 

ninguna 

distorsidn del parénquima en general. En la figura 11, se observa 

un corte obtenido de un hígado de rata· tratada agudamente 

con CC14 en donde se puede observar necrosis celular y esteatosis 

generalizada. El corte de hígado de ratas pretratadas con 

silimarina mostrd que existen menos zonas de daño <Fig. 12>. 

Otra de las tinciones empleadas fue la específica para 

grasa. En la figura 13 se muestra un corte de hígado de rata 

control teflido con esta técnica en el que no se observa 

acumulacidn de grasa. La figura 14 hace ver un corte de hígado 

de rata intoxicada con CC14 en el cual se aprecian grandes 

acumulaciones de grasa, principalmente cerca de la vena central. 

En la figura 15 se aprecia un corte de hígado de rata tratada 

previamente con silimarina más CC14; en el que se observa una 

situacidn intermedia .en donde las acumulaciones de grasa están 

limitadas a pequeflas zonas. 

Es importante mencionar que los cortes de hígados de 

ratas tratadas tlni camente con si 1 i marina no mostraron di f ere:-,cias 

con relación a los controles que sdlo recibieron el vehículo. 
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Fig. 10. Tincidn de Hematoxilina-Eosina en un corte de 

hígado de rata control. 

Fig. 11. Tincidn de Hematoxilina-Eosina en un corte de 

hígado de rata tratada con CC14 <0.04g/100g> 
i.p.
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Fig. 12. Tincidn de Hematoxilina-Eosina en un corte de 
hígado de rata tratada con CC14 (0.04g/100g) 

i.p. y Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o.

Fig. 13. Tincidn de Rojo Sudán en un corte de hígado 

de rata control. 
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Fig. 14. Tincidn de Rojo Sud�n en un corte de hígado 

de rata tratada con CC14 (0.04g/100g) i.p. 

Fig. 15. Tincidn de Rojo Sud�n en un corte de hígado 

de rata tratada con CC14 (0.04g/100g> i.p. 

y Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o. 
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En la figura 16 podemos observar la actividad de la 

fosfatasa alcalina séri ca. El CC14 produjo un aumento 

significativo de la actividad de esta enzima con respecto a la 

encontrada en los animales no tratados, (p < 0.005). Las 

ratas pretratadas 

significativa (p < 

con silimarina mostraron 

0.005) de la actividad 

una disminución 

de la enzima en 

comparacidn con las que recibieron ctnicamente CC14. Sin 

embargo, esta actividad no se pudo considerar igual a la del 

control ya que el análisis estadistico indicó una diferencia 

significativa, Cp < 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 observ6 que las ratas tratadas solamente con 

CC14 presentaron un aumento del 100¾ de la actividad con respecto 

a los controles, (p < o. 001 > (Fig. 17) . Los resultados 

obtenidos en los sueros de los animales tratados con 

silimarina mostraron una disminucidn significativa con respecto 

a los de las ratas que solo recibieron CC14 (p < o. 005) sin 

llegar a alcanzar valores normales (p < 0.005). Las ratas 

tratadas con 3 dosis de silimarina mostraron un ligero aumento 

en la actividad de la GGTP en comparacidn con el grupo control 

(p < o. 005). 

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

transaminasa glutámico pirctvica <TGP) aumentó significativamente 

en el grupo tratado con CC14, (p < 0.005). En los animales 

tratados con silimarina se observó una prevención total del 
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Fig. 16. Actividad de la fosfatasa alcalina sérica de ratas 
tratadas con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del 
tratamiento con CC14 (1:4, 0.15 ml/rata> i.p. y 
Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
CC14. 
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Fig. 17. Actividad de la gama-glutamil transpeptidasa sérica 
de ratas tratadas con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del 
tratamiento con CC14 (1:4, 0.15 mi/rata) i.p. y 
Silimarina 3 dosis (150 mg/kg) p.o. 

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

* Significa p < 0.005 
control. 

o Significa p < 0.005 
CC14. 

comparado 

comparado 

con el grupo 

con el grupo 
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Fig. 18. Actividad de la transaminas glutámico pirdvica sérica 
de ratas tratadas con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del 
tratamiento con CC14 (1:4, 0.15 ml/rata) i.p. y 
Silimarina 3 dosis (150 mg/kg> p.o. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo CC14. 
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efecto del CC14. El tratamiento con silimarina exclusivamente no 

produjo modificaciones. 

Al medir la actividad de la glucosa-6-fosfatasa sérica 

se observd <Fig. 19) una disminucidn de ~sta en los sueros de los 

animales tratados con CC14 (p < 0.005), que se revirtió a valores 

normales en los animales que además del CC14 recibieron 

silimarina (p < 0.005). 

Analizando los datos de la actividad de la fosfatasa 

alcalina en las membranas plasmáticas de los hepatocitos 

CFig. 20) se observó 

actividad disminuída 

que las ratas tratadas con CC14 poseían una 

de la enzima <p < 0.005) con respecto al 

grupo control. 

silimarina y 

En las ratas a las que se les administró 

CC14 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 sí misma aumentd la 

actividad de la enzima (p < 0.005). 

La actividad de la gamma-glutamil transpeptidasa de la 

membrana disminuyó significativamente en los animales que 

recibieron CC14, <Fig. 21) <p < 0.05). El pretratamiento con 

silimarina previno parcialmente ese efecto (p < 0.05). Los 

a~:~ales que recibieron dnicamente silimarina no mostraron 

ninguna diferencia con respecto al control. 

En la Fig. 22 se aprecia que la actividad de la ATPasa 

de Ca2+ de la membrana disminuyó notablemente en los animales que 

recibieron CC14 (p < 0.05). El pretratamiento con silimarina 

evitó esta alteración (p < 0.05). También se puede ver en la 

misma figura que el tratamiento sdlo con silimarina no tuvo 

efectos sobre la actividad de esta enzima. 
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Fig. 19. Actividad de la glucosa-6-fosfatasa sérica de ratas 
tratadas con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del
tratamiento con CC14 Cl:4, 0.15 ml/rata) i.p. y 
Silimarina 3 dosis <150 mg/kg) p.o. 

Los resultados se expresan como la media del número 

de ratas ±. E. S.M. 

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo control.

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo CC14.
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Fig. 20. Actividad de la fosfatasa alcalina en membranas 
plasmáticas de hepatocitos de ratas tratadas con 
CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del 
tratamiento con CC14 <1:4, 0.15 ml/rata> i.p. 
y Silimarina 3 dosis (150 mg/kg> p.o. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
CC14. 
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Actividad de la gama-glutamil transpeptidasa en 
membranas plasmáticas de hepatocitos de ratas 
tratadas con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del 
tratamiento con CC14 (1:4, 0.15 ml/rata> i.p. 
y Silimarina 3 dosis (150 mg/kg> p.o. 

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

* Significa p < 0.05 comparado con el grupo 
control. 

o Significa p < 0.05 comparado con el grupo 
CC14. 
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Fig. 22. Actividad de la ATPasa de Ca2+ de membranas 
plasmáticas de hepatocitos de ratas tratadas 
con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 
del tratamiento con CC14 
rata) i.p. y Silimarina 
kg) p.o. 

24 h. después 
(1:4, 0.15 ml/ 
3 dosis (150 mg/ 

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

* Significa p < 0.05 comparado con el 
control. 

grupo 
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La actividad de la ATPasa de Na+/K+ determinada .en las 

membranas presentó una disminución significativa de la actividad 

en las ratas tratadas con CC14 al compararla con el control 

(Fig. 23), (p < 0.005). Ditha disminucidn se vid 

parcialmente prevenida por el pretratamiento de los animales con 

silimarina (p < 0.005). El tratamiento único con silimarina 

proveed una disminucidn en la actividad de la enzima que fue 

estadísticamente diferente del normal (p < 0.025). Esto se 

corrobord con una serie de experimentos "in vitre" <Fig. 23a). 

IV.2. Estudio Crónico 

a>. Capacidad de la silimarina para prevenir el dafio 

hepático crdnico inducido por el CC14 (cirrosis). 

La presencia de fibrosis en el hígado de los grupos de 

ratas tratadas con CC14 se comprobd por el estudio histoldgico y 

por la cuantificación de la colágena en las muestras de los 

hígados. 

Una serie de preparaciones histoldgicas se tiñeron con 

la tincidn específica para la col&gena: la tincidn de Mallory. 

1 En la Fig. 24 se observa un corte de hígado de rata control 

teflido con esta t�cnica. En �sta se aprecia que solo existe 

colágena en los sitios que rodean los vasos, específicamente en 

la zona central y en la triada hepática. Los cortes de hígado de 

los animales cirróticos (Fig. 25> revelaron áreas de necrosis 

difusas, esteatosis y nódulos de hepatocitos de diferentes 

tamaños rodeados por gruesas bandas de colágena. 

El contenido de colágena de los hígados cirrdticos fue 
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Fig. 23. Actividad de la ATPasa de Na+/K+ de membranas 
plasmáticas de hepatocitos de ratas tratadas 
con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 24 h. después del 
tratamiento con CC14 (1:4, 0.5 ml/rata> 
i.p. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 

** Significa p < 0.025 comparado con el grupo 
control. 

000 Significa p < 0.05 comparado con el grupo 
CC14. 
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Fig. 23a. Inhibicidn ''in vitro" de la ATPasa-Na+/K+ por 

la Silimarina en membranas plasmáticas 

aisladas de hepatocitos. 



Fig. 24. Tincidn para colágena en un corte de hígado 

de rata control. 

Fig. 25. Tincidn para colágena en un corte de hígado de 

rata cirrdtica (8 semanas). 
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33.8 ± 3 ug/mg de proteína, y en el grupo de animales que recibid 

CCl 4 más si 1 i marina fué de 20. 5 ± 2. 1 ug/mg de proteína. Aunque 

hubo una reducción importante, fue diferente del valor control 

(10.8 ± 1.5 ug/mg de proteína p < 0.001). La diferencia entre 

el grupo tratado con CC14 y el grupo CC14 + silim~rina fue 

estadísticamente significativa, p < 0.05 CFig. 26). 

Las bandas de tejido conjuntivo observadas en los cortes 

de hígados de ratas que recibieron CC14 + silimarina fueron 

notablemente más delgadas (Fig. 27> que las observadas en ratas 

cirróticas. En los hígados de los animales que recibieron 

silimarina únicamente no se observaron cambios histológicos y el 

contenido de colágena en el hígado se encontró dentro de los 

nivel es normal es C 11. 2 ± 1. O ug/mg de proteína>. 

También se realizó una técnica específica para grasa, 

para observar sí en el hígado cirrótico existía infiltración 

grasa, y se pudo apreciar que los cortes de hígados de ratas 

cirróticas presentaban un gran depósito de grasa CFig. 28). 

Cuando se tiñeron cortes de hígados de ratas tratadas con 

silimarina además de CC14 CFig. 29) se mostró menos acumulación 

de grasa que la observada en aquellos del grupo que sólo recibió 

CC14. 

Las actividades enzimáticas de la fosfatasa alcalina 

<F.A. >, gama-glutamil transpeptidasa CGGTP), transaminasa 

glL,L.:.,dco pirúvtca (TGP> y glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) 

mediu~s en el suero de todos los grupos de animales. 

fueron 

Como se 

muestra en 1 a tabla CFig. 30-33>, todas las actividades 

enzi~áticas aumentaron en las ratas cirróticas, comparadas 
1 

con el control siendo las diferencias estadísticamente 
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Fig. 26. Contenido de colágena hepática de ratas tratadas 
crónicamente con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de 
haber iniciado el tratamiento con CC14 i.p. La 
Silimarina C50 mg/kg) p. o. se administró 
diariamente. 

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

* Significa p < 0.001 comparado con el grupo 
control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
CC14. 
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Fig. 27. Tincidn para colágena en un corte de hígado de 
rata tratada crdnicamente con CC14 y Silimarina 
(50 mg/kg) p.o. diario. 

Fig. 28. Tincidn de Rojo Sudan en un corte de hígado de 
rata cirrótica (8 semanas>. 
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Fig. 29. Tincidn de Rojo Sud4n en un corte de hígado de 
rata tratada crdnicamente con CC14 y Silimarina 
(50 mg/kg> p.o. diario <B semanas>. 
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TABLA 3 

ACTIVIDAD SERICA DE FA~ GGTP~ TGP y G6Pasa EN RATAS 

TRATADAS CRONICAMENTE CON CC14 y SILIMARINA+ 

Tratamiento F .A. GGTP TGP 

81 

G-6-Pasa 

( µmol /1.min) ( µmol / l. mi n ) (UI/ml) (µmol/ml.h.) 

Control 110· ± 8 9 ± 1.0 428 ± 21 2.5 ± 0.4 
(10) ( 10) (10) (10) 

CC1 4 298 ± 10* 24 ± 1.5* 1300 ± 30* 3.5 ± 0.5* 
(10) (10) (10) (10) 

CC1
4 

+ Sil imarina 135 ± 11
1 13 ± 1.0° 526 ± 25 2.8 ± 0.4 

( 10) (10) (10) (10) 

Silimarina 161 ± 9** ··10 ± 0.8 402 ± 19 2.6 ± 0.2 
( 10) (10) (10) (lo) 

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después de haber 
iniciado el tratamiento con CC14 i.p. La silimarina 
(50 mg/kg) p.o. se administré diariamente. 

Los resultados se expresan como la media del número 
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 < 0.001 comparado con el grupo CC14. 

() Significa número de animales. 
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Fig. 30. Actividad de la fosfatasa alcalina sérica de ratas 
tratadas crónicamente con CC14 y Silimarina+. 

+ 

Los 

Las 
de 
La 

ratas se sacrificaron 8 semanas después 
haber iniciado el tratamiento con CC14 i.p. 
Silimarina (50 mg/kg) p.o. se administró 

diariamente. 

resultados se expresan como la media del 
nll.mero 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 < 0.005 comparado con el grupo 
CC14. 
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Fig. 31. Actividad de la gama-glutamil transpeptidasa 
sérica de ratas tratadas crdnicamente con 
CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas 
después de haber iniciado el tratamiento 
con CC14 i.p. La Silimarina (50 mg/kg) 
p.o. se administrd diariamente. 

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

* Significa p < 0.001 comparado con el 
grupo control. 

o Significa p < 0.001 comparado con el 
grupo CC14. 
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Fig. 32. Actividad de la transaminasa glutámico pirúvica 
sérica de ratas tratadas crdnicamente con CC14 
y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después 
de haber iniciado el tratamiento con CC14 
i.p. La Silimarina (50 mg/kg) p.o. se 
administrd diariamente. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
CC14. 
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Fig. 33. Actividad de la glucosa-6-fosfatasa sérica de 
ratas tratadas crdnicamente con CC14 y 
Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después 
de haber iniciado el tratamiento con CC14 
i.p. La Silimarina (50 mg/kg> p.o. se 
administrd diariamente. 

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

* Significa p < 0.001 comparado con el grupo 
control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
CC14. 
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ignificativas, p < 0.005. 

En el grupo de ratas tratadas con CC14 + silimarina las 

ctivid?des enzimáticas se redujeron de manera importante 

ompara~as con las del grupo tratado con CC14, sin embargo, los 

'al ores permanecieron ligeramente arriba de los valores 

:ontroles. En los animales tratados únicamente con silimarina se 

~servd un aumento en la actividad de la F.A. 

¡rupo control. 

comparado con el 

La Fig. 34 muestra que la actividad de la F.A. de la 

\embrana aumentd Cp < 0.005) en el grupo de ratas tratadas con 

~Cl 4. En el grupo de animales que recibid CC14 + silimarina no 

ie observd cambio alguno con respecto al grupo anterior. En el 

Jrupo de animales que recibid solamente silimarina se encontrd 

1n aumento significativo de la actividad (p < 0.005). 

En la Fig. 35 se observa que la actividad enzimática 

je la GGTP de la membrana de los animales cirrdticos aumentd 

:asi 2 veces con respecto al valor normal, C p < O • 005 > . E 1 

tratamiento con silimarina conjuntamente con el CC14 no produjo 

nodificaciones respecto al grupo de CC14. Los animales que 

'"eci bi eron exclusivamente silimarina no mostraron diferencia 

=on respecto a los controles. 

Las figuras 36 y 37 muestran las actividades de la 

ATPasa de Na+/K+ y de Ca2+, determinadas en las membranas 

plasmáticas aisladas. El CC14 redujo la actividad de ambas 

enzimas en magnitud significativa (p < 0.001) y la silimarina 

previno totalmente esta caída de la actividad. La Fig. 38 

indica que el contenido de glucdgeno hepático se redujo en un 
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Fig. 34. Actividad de la fosfatasa alcalina en membranas 
plasmáticas de hepatocitos de ratas tratadas 
crdnicamente con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después 
de haber iniciado el tratamiento con CC14 
i.p. La Silimarina (50 mg/kg) p.o. se 
administrd diariamente. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 
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Fig. 35. Actividad de la gama-glutamil transpeptidasa en 
membranas plasmáticas de hepatocitos de ratas 
tratadas crónicamente con CC14 y Silimarina+. 

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

después 
con CC14 
p. o. se 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 
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Fig. 36. Actividad de la ATPasa de Na+/K+ de membranas 
plasmáticas de hepatocitos de ratas tratadas 
crdnicamente con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas después 
de haber iniciado el tratamiento con CC14 
i.p. La Silimarina (50 mg/kg> p.o. se 
administrd diariamente. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
CC14. 
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Fig. 37. Actividad de la ATPasa de Ca2+ de membranas 
plasmáticas de hepatocitos de ratas tratadas 
crónicamente con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 8 semanas 
después de haber iniciado el tratamiento 
con CC14 i.p. La Silimarina (50 mg/kg) 
p.o. se administró diariamente. 

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

* Significa p < 0.001 comparado con el 
grupo control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el 
grupo CC14. 
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Fig. 38. Determinacidn de glucógeno en ratas tratadas 
crdnicamente con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 
después de haber iniciado el 
con CC14 i.p. La Silimarina 
p.o. se administrd diariamente. 

8 semanas 
tratamiento 

(50 mg/kg) 

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

* Significa p < 0.001 comparado con el grupo 
control. 

o Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
CC14. 

+ SIL. 
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1 

90% en los animales cirróticos (p < 0.001), y que las ratas que 

fueron tratadas con CC14 + silimarina presentaron un contenido de 

glucógeno normal. 

b). Capacidad de la silimarina para revertir el daño 

hep~tico crónico inducido por el CC14 (cirrosis). 

En la Fig. 39 se presentan los resultados de la 

actividad de la fosfatasa alcalina sérica. Las 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 los 

animales cirróticos con silimarina sin discontinuar el CC14, 

revirtid significativamente ese efecto, Cp < 0.025). 

Analizando la actividad de la gama-glutamil 

transpeptidasa, podemos ver en la Fig. 40 que los animales 

cirróticos presentaron un incremento de 2 veces con respecto al 

valor control (p < 0.005). El tratamiento con silirnarina 

revirtió parcialmente ese incremento comparado con el grupo que 

recibid solamente el CC14 Cp < 0.025). 

La Fig. 41 muestra los cambios en la actividad de la 

transa-minasa glutAmico pirdvica sérica. Como se puede ver, la 

actividad de la enzima aumentó significativamente con respecto al 

control, Cp < 0.005). El tratamiento conjunto con silimarina no 

revirtió el efecto causado por el CC14. 

Al determinar la actividad de la glucosa-6-fosfatasa 

sérica (Fig. 42) se encontró elevada con respecto al control (p < 

0.005) y como se puede ver la silimarina no revirtid este efecto. 

En relación a los niveles de glucógeno hepático <Fig. 

43) se observd que la cantidad de glucdgeno presente en los 
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Fig. 39. Actividad de la fosfatasa alcalina sérica de ratas 
tratadas crdnicamente con CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 18 semanas 
haber iniciado el tratamiento con 
semanas i.p. y Silimarina 5 semanas 
p.o. conjuntamente. 

Los resultados se expresan como la 
número de ratas ± E.S.M. 

* Significa p < 0.005 comparado con 
control. 

** Significa p < 0.025 comparado con 
control. 

00 Significa p < 0.025 comparado con 
CC14. 
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Fig. 40. Actividad de la gama-glutamil transpeptidasa 
sérica de ratas tratadas crdnicamente con 
CC14 y Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 18 semanas 
después de haber iniciado el tratamiento 
con CC14 18 semanas i.p. y Silimarina 5 
semanas (20 mg/kg) p.o. conjuntamente. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 

oo Significa p < 0.025 comparado con el grupo 
CC14. 
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Fig. 41. 

Control 

Sil. 

Actividad de la transaminasa glutámico pirúvica 
sérica en ratas tratadas crdnicamente con CC14 
y silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron a las 18 semanas de 
haber iniciado el tratamiento con CC14 18 
semanas i.p. y Silimarina 5 semanas (20 mg/ 
kg) p.o. conjuntamente. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 
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Fig. 42. Actividad de la glucosa-6-fosfatasa sérica de 
ratas tratadas crdnicamente con CC14 y 
Silimarina+. 

+ Las ratas se sacrificaron 18 semanas 
después de haber iniciado el tratamiento 
con CC14 18 semanas i.p. y Silimarina 5 
semanas (20 mg/kg) p.o. conjuntamente. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 
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Fig. 43. Determinación de glucógeno en ratas tratadas 
crónicamente con CC14 y Silimarina 
conjuntamente+. 

+ Las ratas se sacrificaron 18 semanas 
después de haber iniciado el tratamiento 
con CC14 18 semanas i.p. y Silimarina 5 
(20 mg/kg) p.o. conjuntamente. 

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

* Significa p < 0.005 comparado con el grupo 
control. 

oo Significa p < 0.05 comparado con el grupo 
CC14. 
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hígados de ratas cirróticas estaba notablemente disminuido 

(p < 0.005). En este caso el tratamiento conjunto con silimarina 

revirtió en su totalidad ese efecto siendo significativo 

<p < 0.05) con respecto al grupo de ratas cirrdticas. 



v. DISCUSION 

Desde el siglo XIX se tienen antecedentes del CC14 

como veneno industrial, principalmente en aquellas personas que 

por sus ocupaciones necesariamente se veían expuestas a este 

solvente con diversos grados de intensidad. Sin embargo, la 

situación no ha cambiado en la actualidad a pesar de que se han 

implementado reglas de seguridad extremas en aquellas personas 

que por su trabajo tienen que exponerse inevitablemente a dicho 

solvente; prueba de ello es el hec~o de que hasta la fecha se 

reportan constantemente intoxicaciones fatales en humanos 

sometidos a sus vapores (28, 47, 132), lo cual hace de la 

toxicología del CC14, así como de las sustancias que ejercen un 

efecto protector de su accidn tóxica un importante motivo de 

investigación. 

Existen publicaciones en las que se destaca que algunas 

sustancias que no guardah relación química alguna entre si 

protegen de la acción hepatotáxica del· CC14, inhibiendo el 

proceso de lipoperoxidacidn destructiva que este último 

desencadena cuando es metabolizado por el sistema microsomal 

metabolizante de drogas (54, 60, 66, 80, 200). 

Se ha postulado que la silimarina ejerce efectos 

benéficos a diferentes niveles contra la hepatotoxicidad del CC14 

(70, 146). No obstante, hasta el momento no existen en la 

literatura reportes que hagan referencia al posible efecto 

protector que la silimarina podría ejercer sobre el hígado de 

rata tratada aguda y crónicamente con CCI~. Esto justifica las 

investigaciones realizadas en este trabajo. 
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Como ya se mencion6 en la introduccion el "daño 

hepático" inducido químicamente no es una entidad simple, ya 

que la lesi6n observada no solo depende del agente químico 

involucrado, sino también del período de exposicidn. 

La diversa naturaleza de la actividad del hígado y su 

var-iedad de respuesta al daño hace de la seleccidn de los 

procedimientos apropiados de prueba una tarea difícil. La 

aplicacidn de la metodología de las enzimas sér-icas para la 

detecci6n del daño hep~tico inducido químicamente, incluye entre 

otras a la fosfatasa alcalina <F.A.>, transaminasa glutámico 

pirúvica CTGP>, gamma-glutamil transpeptidasa CGGTP> y glucosa-6-

fosfatasa CG-6-Pasa). 

De acuerdo con Zimmerman (223), la TGP es un indicador 

de daño parenquimal específico del hígado, mientras que la F.A. y 

la GGTP son indicadores de daño _hepático obstructivo. Sin 

embargo, 

hepático, 

éstos últimos no son indicadores específicos de daño 

puesto que su actividad también puede verse 

incrementada en otras situaciones patol6gicas en que el hígado ho 

se ve afectado (107). 

Asimismo, existen en la literatura reportes publicados 

por otros autores (31, 106, 107, 138, 141 , 149, 150, 151 , 174, 

213), en los cuales se ha establecido que el citocromo P-450 

juega un papel determinante en la toxicidad del CC14, ya que su 

reactivo metabolito primario, el radical libre altamente 

triclorometilo CCC13 >, inicia el proceso de lipoperoxidaci6n 

destructiva por sí mismo (20, 213, 214) y por la formación de 

radicales libres secundarios (79, 93, 103, 110, 113, 127, 136, 
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139, 140, 143, 158, 1 71 , 180, 212) . 

A continuación discutiremos los efectos producidos por 

el tratamiento con silimarina sobre los diversos parámetros que 

nos permitieron detectar y evaluar el daño hepático producido por 

la intoxicacidn con CC14. 

V.1. Efectos del Pretratamiento con Silimarina 2QQ~~ lª 

Actividad de E~e~~ I2E~ GGTP ~ G-6-Pasa 

La F.A. es una enzima de amplia distribución en los 

tejidos. En proporciones relativas el intestino delgado y el 

riñdn tienen más F.A. que el hígado (107), y para el caso de la 

rata, la actividad de la F.A. predomina principalmente en la 

porción periportal del lóbulo hepático. 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 daño hepático obstructivo (223), sino 

también de daño al intestino delgado y al riñdn (107). No 

obstante, los alcances de este trabajo ~e limitaron al daño 

hepático, por lo que para tener una demostración objetiva de la 

participacidn del daño hepático en el incremento de la actividad 

sérica de F.A., se determiné su actividad en las membranas 

plasmáticas de los hepatocitos, encontrándose en las mismas una 

disminucidn estadísticamente significativa, situación que 

concuerda con lo reportado por Tsuboi (198) en el sentido de que 

la administracidn de CC14 a ratas y ratones provoca una 

disminucidn en la actividad de F.A. y de otras enzimas de la 

membrana plasmática de hepatocito durante el periodo de daño 

tisular. Esta enzima está lábilmente unida a la membrana y por 
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lo tanto el dafio producido en el hepatocito se reflejará 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 la 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 TGP 

en los animales no pretratados es una manifestación de daño 

parenquimatoso <necrosis>, que concuerda con lo establecido por 

Balazs <9, 10), en el sentido de que las ratas que eran 

intoxicadas agudamente con CC14 experimentaban un notable 

incremento en la actividad séri.ca de TGP, como una manifestacidn 

de las lesiones necrdticas severas producidas por la ya 

mencionada hepatotoxina. En los animales pretratados con 

silimarina se encontrd una actividad ig~al a la normal. De 

acuerdo con la correlación lineal existente entre la actividad 

sérica de la TGP y el grado de necrosis hepática establecida por 

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

de necrosis producido por el CC14 observado a las 24 horas fuera 

nulo. 

La GGTP es una enzima integral de la membrana 

plasm~tica del hepatocito y de las células de los conductos 

biliares. 

generalmente 

Se encuentra en muchas estructuras epiteliales, 

involucradas en los procesos de absorción o 

secresidn, tales como el epitelio del tdbulo p~oximal renal, las 

vellosidades del yeyuno, los plexos coroides, los conductos 
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biliares, las vesículas seminales, etc. 

De aquí que el incremento observado en la actividad 

sérica de la GGTP en los animales no pretratados sea una 

consecuencia, no solo del daño hepático obstructivo (223), sino 

también de daño renal y de otros órganos. No. obstante, 

Boelsterli <15), ha establecido que si se encuentran 

alteraciones en la actividad de la GGTP tanto en el hígado como 

en el suero, se puede considerar que el aumento en este ~ltimo 

puede deberse a daño hepático. Por lo tanto, para demostrar 

objetivamente la participación del daño hepático en el incremento 

de la actividad sérica de la GGTP, se determinó su actividad en 

membranas plasmáticas de hepatocitos de rata y se encontró un 

decremento significativo que puede asociarse en el incremento de 

la actividad sérica. 

En los animales pretratados con silimarina, se 

incrementó la actividad sérica de la GGTP, sin embargo, dicho 

incremento fue significativamente inferior al de los animales no 

pretratados. Observándose en las membranas plasmáticas de estos 

·animales que la actividad de la GGTP no difirió 

significativamente del control normal. 

Estos resultados sugieren que muy posiblemente el 

pretratamiento con silimarina ejerce un efecto protector sobre la 

membrana plasm~.tica. Ya en estudios previos, Slatter y 

Valen7i:ela (186, 202), demostraron que la silimarina protegía las 

membranas plasm~.ticas previniendo o inhibiendo la 

lipoperoxidacidn. 

La G-6-Pasa es una enzima asociada al retículo 

endoplásmico, y la disminución de su actividad refleja daño 
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a este organelo (150). La integridad funcional de esta enzima es 

dependiente de la presencia de fosfolípidos, por lo tanto, en la 

descomposicidn de los lípidos microsomales provocada por el CC14, 

resulta una disminucidn de la actividad de la enzima (147, 

151). 

150, 

Grice (68) sugirid que las alteraciones en la actividad 

de la G-6-Pasa pueden servir como un indicador de daño hepático y 

puede detectarse histoldgicamente el dafio en el mismo órgano. 

Nuestros resultados muestran que en las ratas tratadas 

con CC14 la actividad está significativamente reducida y que el 

pretratamiento con silimarina restablece este efecto a valores 

normales. 

Las ATPasas son enzimas de la membrana plásmatica muy 

importantes para conservar la homeostasis celular (183). Por tal 

razdn se pensd que en la hepatitis tdxica, 

estas enzimas podrían encontrarse alteradas. 

las actividades de 

Nuestros resultados demuestran que la actividad de las 

dos ATPasas de la membrana plasmática del hepatocito (Na+/K+, 

Ca2+) sufren una disminucidn importante. Las disminuciones 

observadas en las actividades de las ATPasas podrían deberse a 

cambios en los parámetros cinéticos de las enzimas (Vmax, Km>, a 

una disminucidn en el nctmero de mol~culas de enzimas en su forma 

activa en la membrana, 

de los cationes, etc. 

a un cambio en la velocidad de transporte 

En este trabajo se observd que el pretratamiento con 
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sobre la enzima. 

Para confirmar lo anterior se realizó una serie de 

experimentos en los que se afiadid la droga "in vitro'' utilizando 

membranas normales. Los resultados obtenidos sugieren que la 

droga sí ejerce un efecto sobre la actividad de la ATPasa de 

Na+, K+ de la membrana plásmatica 

alteraciones en la actividad de la 

de los hepatocitos. Las 

ATPasa de Na+/K+ originan 

por un lado modificaciones celulares debidas a un desequilibrio 

electrolítico y además como a este sistema se acoplan sistemas de 

transporte de nutrientes indispensables para el hepatocito Ca.a. 

y azt1cares), el dafio sobre esta enzima conduciría a una 

disminución 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 ácidos 

biliares hacia los canalículos 

hígado dañado. Con relación 

podría estar 

a la ATPasa 

modificado en el 

de Ca2+, nuestros 

resultados podrían sugerir un incremento en el contenido de 

calcio intracelular. El calcio juega un papel importante en la 

regulacidn de varios sistemas enzimáticos y en el control del 

metabolismo del AMPc, por lo tanto estos resultados podrían 

explicar muchas de las anomalías que se encuentran en el hígado 

dañado relacionados con el metabolismo de nucleótidos cíclicos, 

tal como el nivel de glucdgeno hepático. 

V.2. Efecto del Pretratamiento ~QQ Silimarina sobre los 

Parámetros Determinados 

Histológicamente 

De acuerdo a lo establecido por Plaa y Hewit (134), el 
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análisis del 

incompleto 

producida. 

potencial 

sin una 

Zimmerman 

hepatotéxico de un agente 

descripción histológica de 

(223) ha establecido 

químico es 

la lesión 

algunas 

características de las lesiones hepáticas definidas por el 

microscopio de luz, tales como necrosis centrizonal y esteatosis. 

La integridad del parénquima hepático puede hacerse visible por 

medio de la tincién hematoxilina-eosina, mientras que la 

presencia de grasa se visualiza con la tinción de rojo Sudán. 

Al realizar las tinciones, hematoxilina-eosina en 

cortes de hígado provenientes de animales no pretratados y 

pretratados con silimarina, notamos que mientras en los animales 

control se aprecia claramente la integridad del parénquima 

hepático, en los animales no pretratados 24 horas después de la 

intoxicación con CC14 se observa un dafio generalizado de todo el 

parénquima hepático, con amplias zonas de necrosis y células que 

lo han perdido su citoplasma, resultado que concuerda con 

establecido por Zimmerman (223>, en el sentido de que el radical 

libre CC13 es el principal agente causal del desarrollo de 

necrosis por iniciar el proceso de lipoperoxidacidn en las 

membranas celulares. 

Farber (43) propone la alteración de la membrana 

plasmática como el evento necrogénico inicial, ya que conduce 

·auna pérdida de K+ intracelular, proteínas (incluyendo enzimas 

citoplásmicas) y coenzimas, así como una acumulación 

intracelular de agua y Ca2+. 

No obstante, en los animales pretratados con silimarina 

no se observd daño generalizado del parénquima hepático y las 
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zonas de necrosis fueron mucho menores que en las ratas no 

pretratadas. Estos hallazgos se encontraron en todas las ratas 

analizadas, y el hecho de que en todos los animales pretratados 

se observen pequefiísimas zonas de necrosis sería atribuible a que 

la silimarina sí, actú~ como atrapador de radicales libres (186), 

impidiendo de esta manera los efectos característicos que 

producen los mismos sobre las membranas celulares. No obstante, 

de acuerdo a lo establecido por otros investigadores (30, 98,172, 

221), el CC14 ejerce parte de sus efectos hepatotóxicos por ser 

un poderoso solvente lipídico, teniendo efectos adversos 

principalmente sobre la membrana plasmática (98, 172>, donde 

ejercería un efecto dafiino, propuesto por algunos autores como el 

evento necrogénico inicial (41). 

Por otro lado, también consideramos de importancia 

evaluar los cambios lipídicos que se producían en el hígado como 

consecuencia de la intoxicación con CC14. La mayoría de los 

lipidos almacenados en la célula son triglicéridos, los cuales 

constituyen las reservas metabólicas en forma de gotas, y sus 

fluctuaciones en los tejidos pueden seguirse citoquimicamente. 

Las técnicas de tinción de lípidos se fundamentan en 

el hecho de que los colorantes de los lípidos son débilmente 

ionizables y por ello tienen la capacidad de disolverse en ellos, 

coloreándolos intensamente. 

En este caso, se utilizó la técnica de Rojo Sudán para 

evaluar los cambios producidos por el CC14 en el contenido de 

grasa. Como se pudo observar en los resultados la acumulación de 

grasa en las ratas pretratadas fue menor que en los que 

únicamente recibieron el CC14 que como se sabe produce 
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esteatosis. Como consecuencia de la inhibición en lá síntesis 

protéica, y de la dispersión de los ribosomas de las membranas 

del retículo endoplásmico rugoso, lo cual hace pensar que muy 

probablemente la silimarina, ~l actuar como un captador de 

radicales libres, evite la acción devastadora de los mismos sobre 

la síntesis de proteínas y los poliribosomas del retículo 

endoplásmico rugoso, no se desencadenaría una acumulación 

excesiva de grasa en hígado. 

V.3. Efecto del Tratamiento con Silimarina sobre los 

Parámetros de Daño He~ático en el Tratamiento Crónico 

~ºn QQ11 

Un buen modelo para estudiar la disfunción bioquímica 

de la cirrosis hepática se obtiene de ratas intoxicadas con CC14, 

así 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 hígado se manifestó por 

medio de determinaciones histológicas y bioquímicas de la 

colágena. Nuestros resultados demostraron que las ratas 

cirróticas muestran un patrón de alteraciones de daño crónico 

característico en el hígado. El contenido de colágena se 

incrementé más de 3 veces en el grupo tratado con CC14. Las 

actividades enzimáticas séricas de la F.A., GGTP, TGP y 

G-6-Pasa y las actividades membranales de la F.A. y GGTP, 

aumentaron en el grupo cirrótico. Mientras que las ATPasas de 

Na+/K+ y Ca2+, al igual que el contenido de glucógeno f~eron 
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notablemente reducidas en los hígados cirróticos. 

Nuestros resultados demostraron que la silimarina 

mejora todas las anormalidades estudiadas en las ratas 

cirróticas. La capacidad de la silimarina para prevenir la 

lipoperoxidación podría ser la responsable de algunos otros 

efectos benéficos observados en los hígados cirróticos incluyendo 

actividades enzimáticas. 

La F.A., GGTP y las ATPasas, como ya mencionamos son 

enzimas de la membrana plasmática y su actividad refleja el 

estado funcional de la membrana (27). Mientras que la G-6-Pasa 

es una enzima microsomal y la TGP es una enzima citosálica, que 

al aparecer en el plasma reflejan un defecto en la membrana 

celular de los hepatocitos (215). 

Las ATPasas mantienen la concentración intracelular de 

iones y determinan el gradiente electroquímico (183). 

Generalmente se acepta que el gradiente electroquímico en el 

hepatocito provee una fuerza motriz para el transporte de Na+ 

acoplado a una variedad de solutos (49) incluyendo ciertos 

aminoácidos (69), ácidos biliares (84) y azúcares (49). Por otro 

lado el Ca2+ intracelular es esencial en la regulación de un gran 

n~mero de actividades enzimáticas que participan en la 

gluconeogénesis (51) y glucogenólisis (75). 

Nuestros resultados en este trabajo demostraron 

claramente que la silimarina efectivamente protege contra 

alteraciones de la membrana plasmática del hígado en las ratas 

cirróticas. 

Los cambios encontrados en las ATPasas podrían 

explicarse por alteraciones en los mecanismos regulatorios de 
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cada enzima, asi como por cambios en la fluidez de la membrana 

(216). 

La mejoria de las funciones hepáticas por la silimarina 

puede atribuirse a su accidn sobre la membrana. La mejoría en 

la fibrosis y en las funciones celulares del higado son dos 

procesos distintos que pueden ocurrir por actividades 

farmacológicas independientes de la droga o de sus metabolitos. 

La silimarina protege contra el efecto fibrogénico del 

CC14, quizás por actuar modificando factores que promueven 

fibrogénesis después del daño al hígado pero esta pregunta 

permanece sin respuesta. Es importante enfatizar que este 

trabajo demuestra que la silimarina es una de las drogas más 

prometedoras en el tratamiento de enfermedades hepáticas. 
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VI. CONCLUSIONES 

La administracidn aguda de CC14: 

Disminuye la actividad de la G-6-Pasa, eleva la 

actividad de la F.A., la GGTP y la TGP en el suero. 

Disminuye la actividad de la F.A. y la GGTP en la 

membrana. 

Disminuye la actividad de las ATPasas. 

La administracidn aguda de CC14 + Silimarina: 

Previene significativamente la actividad de las 

enzimas séricas. 

Previene parcialmente los cambios enzimáticos 

membranales. 

La administracidn de silimarina: 

Incrementa per se la actividad de la F.A. y la GGTP 

sérica y membranales. 

La administracidn crónica de CC14: 

Eleva la actividad de las enzimas séricas. 

Aumenta la actividad de la F.A. 

membrana. 

y la GGTP en la 

Disminuye la actividad de las ATPasas. 

Aumenta el contenido de colágena del hígado. 

Disminuye el contenido de glucdgeno del hígado. 
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El tratamiento crdnico de CC14 + silimarina: 

Previene y revierte la actividad de enzimas séricas. 

Previene y revierte parcialmente las alteraciones en 

enzimas membranales. 

Previene parcialmente la acumulación de colágena. 

Previene totalmente la pérdida glucdgeno hepático. 

La administración de silimarina: 

Incrementa per se la actividad de la F.A. 

membranal. 

sérica y 
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