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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto protector del extracto
acuoso de Peumus boldus (boldo) frente a la induccion de cirrosis hepatica con
paracetamol y fenobarbital en ratas comparado con la silimarina.

Se realiz6 un estudio experimental, para el cual se utiliz6 20 ratas machos
Rattus norvegicus de tres meses de edad, las cuales fueron distribuidas en
cuatro grupos de 5 ratas cada uno: control negativo, recibieron agua destilada
(1mi/kg de peso) y suero fisiologico (1ml/kg de peso); control positivo,
recibieron a diario Agua destilada (1ml/kg de peso); experimental protector,
recibieron a diario el extracto acuoso de las hojas de Peumus boldus (boldo)
(160mg/Kg de peso); patrén, recibieron a diario la Silimarina (25mg/kg de
peso), A los 3 ultimos grupos, después de 30 minutos se les administré la
dosis toxica de fenobarbital (0.5mg/mi) el primer dia y paracetamo! (250mg/Kg
de peso) los dias 5, 10 y 15 ambos farmacos via intraperitoneal. Se tomé
pruebas del perfil hepatico los dias 1, 5, 10 y 15 en sangre, y se estudio la
anatomopatologia de los higados.

Al finalizar los procedimientos experimentales se encontré que, el control
positivo tuvo elevaciéon de transaminasas TGO (119 + 8,6), TGP (61 + 8,1),
bilirrubina total (1,49 £ 0,15), y fosfatasa alcalina (168 + 35,2); disminucion de
albuminas (3,1 £ 0,21) y proteinas totales (5,1 + 0,3); mientras que el grupo
protector (boldo), tuvo una disminucién significativa de transaminasas TGO (73
+9,7), TGP (31 £ 5,4), bilirrubina total (1,23 + 0,13) y fosfatasa alcalina (121
19,5), y un aumento significativo de albimina (3.82 + 0,40).

El extracto acuoso de Peumus boldus (boldo) a una dosis de 160 mg/kg de
peso, tiene efecto hepatoprotector frente a la injuria producida por el
~ fenobarbital y  paracetamol segun parametros  bioquimicos <y
anatomopatolégicos.



CAPITULO |
GENERALIDADES

1.1 INTRODUCCION

La cirrosis hepatica es causa importante de morbilidad y mortalidad en el
- mundo. En algunos paises de América Latina, como Chile y México
ocupa entre el 5° y 6° lugar como causa de muerte general. En el Pert,
la cirrosis hepatica tiene una tasa de mortalidad de 9,48 por 100,000
habitantes, ocupando el 5° lugar en orden de magnitud entre las
defunciones generales, el 2° lugar entre las enfermedades digestivas y
hepatobiliares y es la 2° causa de muerte entre las defunciones

registradas para el grupo etareo de 20 a 64 arios. *

Se ha demostrado que al ingerir dosis grandes de paracetamol, el
citocromo P450 (CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A) genera cantidades de
NAPQI (N-acetil-p-benzoquinonemina) capaces de agotar las reservas
hepaticas de glutation. Este metabolito toxico se acumula fijjandose por

enlace covalente a aminoacidos de enzimas y otras proteinas hepaticas



a las cuales inactiva, produciendo radicales libres y desarrollando

necrosis hepatica?,

El fenobarbital es un potente estimulante hepatico que in vivo produce
hipertrofia e hiperplasia a este nivel. Asimismo, se ha comunicado que el
tratamiento a largo plazo en ratas resulta en atrofia, disminucién y
pérdida de regeneracion hepaticas.

El uso de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que
se ha venido utilizando desde tiempo inmemorial. Estas tienen la
mayoria de los antioxidantes, principaimente polifenoles y flavonoides,
los cuales poseen gran actividad antioxidante, dentro de ellos el boldo,
un arbusto que crece en los Andes de Chile, Argentina y sur del Perq, es
un producto natural utilizado tradicionalmente como hepatoprotector.
Mediante la utilizacién de cromatografia liquida de aito rendimiento se
han logrado identificar diversos compuestos activos en esta planta y
dentro de ellos un alcaloide flamado Boldina, al cual se le atribuye la
propiedad 'hepatoprotectora y antioxidante?, por lo que el dafio hepatico
producido por la administracién de fenobarbital y paracetamol podria
evitarse por las propiedades antioxidantes de la boldina5.

El efecto protector de farmacos como la silimarina ha sido demostrado
por diversos estudios, sin embargo, estos productos comerciales suelen
- no encontrarse al alcance de la poblacion general debido a sus elevados
costos por lo que este estudio propone incrementar el conocimiento
cientifico acerca de un producto natural, cuyo costo se encuentra al
alcance de la poblacion general®.

Por lo anteriormente mencionado este trabajo pretende contribuir a
incrementar los conocimientos del nutricionista con la finalidad de que
obtenga mas herramientas a su favor y pueda plantear, en este caso, un
enfoque fitoterapeutico que coadyuve a solucionar diversas patologias
- hepéticas o a mejorar los efectos colaterales de la medicina

convencional.



1.2 ANTECEDENTES

Segun Olivares J., en su investigacion titulada “Efecto protector del
extracto acuoso de las hojas de Peumus boldus “boldo” en la toxicidad
hepatica inducida por rifampicina en ratas holtzman hembra, Lima 2015,
se reconoce que el estrés oxidativo es uno de los mecanismos
implicados en la hepatotoxicidad, por ello se postula que los productos
naturales con capacidades antioxidantes, como el Peumus boldus,
podrian reducir e incluso revertir el dafio hepatico cuando 24 ratas
Holtzman hembra son sometidos - por 14 dias a la administracion de
extracto acuoso de las hojas de boldo; fueron divididas, aleatoriamente,
en 4 grupos: A (control), B (rifampicina 100 mg/kg), C (silimarina 200
mg/kg y rifampicina 100 mg/kg) y D (boldo 160 mg/kg y rifampicina 100
mg/kg); las ratas del grupo B perdieron mas peso, tuvieron mayor
elevacion de bilirrubinas totales, bilirrubina directa ,TGP y sus higados
fueron mas congestivos, pesaron y midieron mas. Las proteinas totales y
albumina del grupo B fueron menores comparados con los grupos C y D.
No se hallé diferencia significativa en cuanto a la bilirrubina indirecta,
globulina y TGO. Los higados del grupo B mostraron mayores cambios

histopatoldgicos en comparacion con los demas grupos.

Segun Yovera E., en su investigacion titulada “Efecto protector del
extracto acuoso de las hojas de Peumus boldus “boldo” en la toxicidad
hepatica inducida por isoniazida en ratas holtzman hembra, Lima 2015”
utilizaron 24 ratas Holtzman hembra, divididas en 4 grupos: Se hallé que
el grupo B (isoniazida 50 mg/kg) disminuyé mas de peso, presenté
mayor elevacion de bilirrubinas totales, bilirrubina directa, TGO y TGP,
en comparacién con el grupo A(control), C(silimarina 200 mg/kg e
isoniazida 50 mg/kg) y D(boldo 160 mg/kg e isoniazida 50 mg/kg). Se
hallé también menor elevacion de proteinas totales y albumina en el
grupo B, en comparacion con los demas grupos. No se halild diferencia
significativa entre los grupos en cuanto a la variaciéon de bilirrubina
indirecta y globulinas. Los higados del grupo B mostraron un aspecto



|
congestivo de mayor vacuolizaciéon perinuclear, congestion sinusoidal y

desorganizacién de la arquitectura celular.

Segun Arroyo J. et. al., en su investigacion titulada “Efecto protector en
_cirrosis hepatica inducida en ratas del extracto etandlico de las hojas de
matico (Piper aduncum) comparado con silimarina, Lima 2012" se
concluyo que el extracto y el fitomedicamento a 200 mg/kg disminuyeron
los valores de TGP, bilirrubina total y bilirrubina directa e incrementaron
las proteinas totales y albl’Jminav, similar al grupo silimarina. El colageno,
la fibrosis y el nivel de dafio hepatico se vieron aumentados con
tetracloruro de carbono; estos indicadores se redujeron con los
diferentes tratamientos y la silimarina. El marcador de estrés oxidativo se

redujo con los tratamientos aplicados®.

La silimarina ha sido ampliamente estudiada como hepatoprotectora en
diversos modelos animales. Es asi gue en el estudio realizado por M
Singh et. al., se hallé reversiéon significativa del dafio hepatico en los
grupos a los que se les aplicé silimarina. Estos resultados se atribuyen a:
1) reversion del dafio a la membrana celular observado en el
microscopio de fase de contraste, 2) supresién del dafio mitocondrial
observado en el microscopio focal y 3) disminucion en la apoptosis.
Ademas la silimarina logra revertir alteraciones morfolégicas en los
cultivos de células hepaticas y protege contra las lesiones por
isquemia/reperfusién al prevenir el deterioro de la funcidon mitocondrial.
Por ultimo, los resultados de este estudio corroboran que la silimarina
inhibe diversas isoformas del citocromo P450 (CYP450), potencia la
capacidad antioxidante del higado e inhibe la sintesis de citoquinas

proinflamatorias*.

Otra »inVestigacién titulada: “Efectos del Silybum marianum (Cardo
mariano) en Rattus norvegicus variedad Sprague dawley con dafio
hepatico inducido por tetracloruro de carbono, Arequipa 2011”, evidencio
el poder fitoterapeutico ante el dafio hepatico, los resultados mostraron

disminucién significativa en la actividad de la TGO y TGP en dos grupos

4



experimentales que recibieron via oral Silybum marianum (cardo
mariano) a dosis de 10 y 20 mg/kg/dia. El grupo que recibié Silybum
marianum (cardo mariano) a dosis de 10 mg/kg/dia, respondidé de
manera mas efectiva al tratamiento registrando los menores niveles de
TGO y TGP en plasma, a nivel histopatolégico el grupo experimental
(20mg/kg/dia de Silybum marianum) y el grupo control ( 1.5 mg/kg/dia de
hepabionta) mostraron mejoria en el grado de estatosis y en disposicion
arquitectural de los hepatocitos en relacion al grupo blanco vy
experimental ( 10mg/kg/dia de Silybum marianum)*'.

En la investigacién realizada por Troncoso L. y Guija E., titulada: “Efecto
antioxidante y hepatoprotectof del Petroselinum sativum (perejil) en
ratas, con intoxicacién hepatica induci_da por paracetarhol, Lima 2007”
concluyeron que: el perejii ejerce mayor defensa que el FHP
(hepatoprotector farmacolégico), frente a la ~accion nociva del
paracetamol, evaluado por AST (aspartatoaminotransferasa), ALT
(alaninaaminotransferasa) y GGT (gamma glutamiltransferasa).
Histopatolégicamente, no se observd signos de necrosis severa en el
grupo tratado con perejil , hecho que si ocurrié con el grupo tratado soélo
con paracetamol y en el grupo al que se administrd adicionalmente FHP,
por lo tanto el perejil ejerce un mayor efecto antioxidante y
hepatoprotector que el FHP2, |

'Segun Luque K. y Pizarro R. (2013) en su investigacion titulada “Efecto
protector y regenerativo del extracto acuoso de las hojas de Schinus
molle (molle) en ratas Rattus norvegicus con dafio hepatico inducido por
paracetamol, Arequipa 2012” concluyeron que: el tratamiento con el
extracto acuoso de molle ejerce un efecto protector y regenerativo del
higado de ratas intoxicadas con paracetamol, siendo la dosis de 2.0 a/kg
la que manifesté tener un mayor efecto evidénciado a través de la
~ disminucion significativa de TGO, TGP y GGT comparados. con los
niveles del grupo control. Histopatolégicamente se observé una mejoria
de grado severo a moderado en el grupo regenerativo y de grado éevero

a ligero en el grupo protector?3,



1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe efecto protector del extracto acuoso de Peumus boldus (boldo)
frente a la induccién de cirrosis hepatica con paracetamol y fenobarbital

en ratas, comparado con la silimarina, Arequipa 20157

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar eI'efecto protector del extracto acuoso de Peumus
boldus (boldo) frente a la inducciéon de cirrosis hepatica con
paracetamol y fenobarbital en ratas, comparado con la silimarina,
Arequipa 2015

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el perfil' hepatico (TGO, TGP, bilirrubina total,
albumina, proteinas totales, fosfatasa alcalina) y realizar el
estudio anatomopatolégico basal del higado de Rattus norvegicus
normales.

2) Determinar el efecto protector del extracto acuoso de Peumus
boldus (boldo) frente a la induccidon de cirrosis hepatica con
paracetamol y fenobarbital a través de la lectura de los niveles del
perfil hepatico y estudio anatomopatoldgico.

3) Determinar el efecto protector de la silimarina frente a la induccion
de cirrosis hepatica con paracetamol y fenobarbital a través de la
lectura de los niveles del perfil hepatico y estudio
anatomopatolégico, comparado con el extracto acuoso del
Peumus boldus (boldo).

1.5 HIPOTESIS

El extracto acuoso de Peumus boldus (boldo) tiene efecto protector
frente a la induccion de cirrosis hepatica con paracetamol y fenobarbital

en ratas, comparado con la silimarina, Arequipa 2015”




CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 BOLDO
2.1.1 DESCRIPCION

El Peumus boldus (boldo), pertenece a la familia Monimiacea,
procedente de Chile, donde crece en lugares secos de las
regiones montanosas. También crece silvestre en las laderas de
la region Andina, principalmente del Peri*4.

Arbusto dioico, perenne, hasta 7 metros de altura, muy ramificado;
con olor a menta o alcanfor. Hojas aromaticas, opuestas,
quebradizas, ovaladas a elipticas, enteras, ligeramente dobladas
hacia abajo; peciolo corto; limbo hasta de 6 cm de longitud por 3
cm de ancho en la parte media; haz cubierto de protuberancias

glandulares claras, envés liso con nervaduras notorias*S.



IMAGEN N° 1: Detalle de hojas y flores del boldo (Peumus boldus)
Fuente: http://www.arbolesornamentales.com/Peumusboldus.htm

2.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

TAXONOMIA PERTENENCIA
DIVISION Magnoliophyta

CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE  Magnolidiae
ORDEN Laurales
FAMILIA Monimiaceae

GENERO Peumus
ESPECIE Peumus boldus Molina.

Fuente: Herbario San Marcos del museo de historia natural, de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.

2.1.3 PROPIEDADES BIOLOGICAS

Se han aislado hasta 20 alcaloides, considerados los principios
activos de las hojas del boldo, entre los que destaca la boldina
(abundante también en la corteza del arbusto). Contiene aceite
esencial, flavonoides y taninos. Todas estas sustancias confieren
la accion digestiva y protectora hepatica.

Dado el contenido en sustancias con accion aperitiva, colerética y
colagoga, el empleo de hojas de boldo se usa con notable eficacia

para tratar dispepsias, trastornos gastrointestinales leves



(flatulencia, aerofagia) y disfunciones hepatobiliares menores
como insuficiencia hepatica (higado y vesicula perezosos,
hepatitis, estrefiimiento y migrafias provocadas por malas
digestiones.

El consumo de boldo estimula la produccidn de bilis (puede
duplicar el flujo de la bilis) y la salida del fluido desde la vesicula,
lo cual favorece la digestién y combate los sintomas derivados de
un mal funcionamiento del higado o de la vesicula (flatulencia y
espasmos intestinales).®

No obstante, a pesar de que los preparados de boldo son
beneficiosos para conseguir una buena funcién hepatica, no hay
que abusar de su ingestidon ni tomarlo sin prescripcion o
supervision médica. Conviene que el tratamiento con boldo no
supere las cuatro semanas y no se superen las dosis

recomendadas, pues se han observado casos de intoxicacion'”.
2.1.4 COMPOSICION QUIMICA

El Peumus boldus (boldo), contiene dentro de su composicién el
alcaloide llamado boldina. Esta sustancia estimula la secrecién
biliar y la produccion de jugos gastricos, debido a esto el boldo
posee propiedades digestivas’'®.

Ademas el boldo presenta entre sus componentes aceites
esenciales, tales como el eucaliptol y ascaridiol. Estas sustancias
son responsables de las propiedades carminativas del boldo,
ademas de ayudar a la desinflamacion de los tejidos*8.

Dentro de los componentes del boldo se destacan los flavonoides,
los cuales tienen excelentes propiedades, que ayudan a reducir
los riesgos de enfermedades cardiacas’®.

Ademas, se encuentran presentes en la composicion del boldo
taninos, que se destacan por sus propiedades antioxidantes’®.
Debido a los flavonoides, las sustancias antiinflamatorias, la
boldina y los aceites esenciales, el boldo podria presentar

propiedades para adelgazar’®.



COMPONENTES DEL BOLDO

ALCALOIDES ISOQUINOLINICOS 0.2 a 0.5 %: Boldina, isocoridina,
laurotetanina, norisocoridinay 15
alcaloides mas.

ACEITE ESENCIAL v 2%: Cineol, cimol, ascardol, eugenol,
_pineno y terpineol.

TANINOS 1-2%

GLICOSIDOS FLAVONICOS Peumésido, boldésido, fragésido,

boldoglucina, taninos,,oxalato de
calcio, sustancia aromaticas.

FLAVONOIDES Ramnetol, isorramnetol, kempferol.

Boldina: Este compuesto posee como estructura principal la
siguiente: (S)-2.9-dihydroxy-1, 10-dimethoxyaporphine*®.

IMAGEN N°2: BOLDINA (principio activo de Peumus boldus)
Fuente: ESTRUCTURA MOLECULAR DE BOLDINA.
Http://les.wikipedia.org/wiki/Boldina

La boldina, le da el sabor amargo caracteristico a la planta e
intensa fragancia, que puede trasmitir a la orina si se toma
durante un tiempo prolongado.

Se ha identificado mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HLPC) a la boldina, la cual se encuentra
ampliamente en las hojas y corteza de Peumus boldus®. Este.
compuesto posee propiedades hepatoprotectoras, colagogas,
antiespasmodicas, sedativas, antioxidantes, reguladdras de la
funcion hepatica, antimocrobianas sobre patégenos como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Candida albicans?® y antitripanosomales (Trypanosoma

10




brucei brucei) y citotoxicas (sobre células Hela en cultivos in vitro)
21_

Se ha demostrado también que la boldina es capaz de disminuir la
toxicidad hacia los sistemas biolégicos producida por los radicales
libres, mediante la reduccion de la peroxidaciéon lipidica de
membranas celulares utilizando vias enzimaticas y no

enzimaticas?.

Se describe también que el boldo es capaz de estimular los
sistemas de detoxificacion hepatica como los sistemas
enzimaticos de catalasa y superoxido dismutasa*.

Sin embargo, aunque existe evidencia acerca de los efectos
benéficos de esta planta, no es recomendable su utilizacién en el
embarazo y la lactancia debido a que no existe evidencia que
sugiera que no produce enfermedades en el lactante ni abortos
espontaneos. Asimismo, algunos reportes han sugerido un efecto

neurotéxico asociado al consumo de boldo?2.

2.1.5 ACTIVIDAD HEPATOPROTECTORA

La actividad hepatoprotectora se refiere a la regeneracion de las
-células hepaticas. Esto quiere decir que aceleran la funcion

natural del higado de reemplazar las células dafiadas?.

Hay plantas hepatoprotectoras que pueden estimular los sistemas
de detoxificacion del higado para eliminar los compuestos toxicos
que pudieran haber ingresado al mismo (ya sea alimentos en mal
estado las toxinas como farmacos muy potentes). Uno de los
mecanismos mas importantes de detoxificacién lo constituyen los
sistemas enzimaticos de las catalasas y superdxido-dismutasa.
Estos mecanismos son muy importantes para permitir la
eliminacion de radicales libres del organismo. Entre las plantas

que cumplen con este rol figuran:
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o Elboldo (Peumus boldus)

e El cardo mariano (Sylibum marianum) es una de las
especies mas reputadas, conteniendo entre sus activos la
Silimarina, de gran poder detoxificante y regenerador de las

células hepaticas?*.

2.2 HIGADO

Localizacién y Anatomia del Higado

Vena Cava Venas
Inferior Suprahepéticas

Pulmones
Diafragma
Estdmage ..
; Ligamento
Colon . falciforme
Transverso %
Arteria hepética
1 Vena porta
b
Vesicula biliar

IMAGEN N° 3: Localizacién y anatomia del higado

Fuente: http://blog.casapia.com/cuales-son-los-sintomas-de-un-higado-inactivo-
como-podemos-ayudarlo/

2.2.1 ANATOMIA Y UBICACION

El higado es el 6rgano mas voluminoso del cuerpo y representa
el 2% del peso corporal total, es decir 1.5 kg para un adulto
tipo?5. Se encuentra en el cuadrante superior derecho del
abdomen (hipocondrio derecho), por debajo del diafragma. Es
una enorme glandula anficrina, de secrecion tanto exocrina como

endocrinaZé,
12



La unidad funcional basica es el lobulilio hepatico, una estructura
cilindrica de varios milimetros de longitud y de 0.8 a 2 milimetros
de diametro. El higado humano contiene entre 50000 y 100000

lobulilios?25.
2.2.2 HISTOLOGIA

El parénquima del higado se dispone en una estructura con
forma hexagonal denominada lobulillo hepatico, la unidad

histofuncional del 6rgano.

. Placa de céluias
/ hepéticas

de Kupfler
Canalfculos

Vasos linfaticos biltares
terminales \S i/ SEENRY | : A T 2
AN W | \ ‘e Conducto

nntauco

Pyt

blliar

IMAGEN N° 4: Estructura basica del lobulillo hepatico con las placas
celulares hepaticas, los vasos sanguineos, el sistema colector de la bilis
y el sistema linfatico compuesto por los espacios de Disse y los vasos

linfaticos interlobulillares?s.

» Lobulillo hepatico: Consiste en trabéculas de
hepatocitos, que se asemejan a paredes en disposicion
laberintica entre el centro y la periferia, llamadas
trabéculas de Remak; generalmente, estas trabéculas son
de una célula de espesor, aunque pueden ser mas, y
estan separadas por capilares sinusoides?®.

= Triada portal: Compuesto por las ramas de la arteria
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hepatica, la vena porta y los conductos del arbol biliar2®.
Sinusoides: Son espacios vasculares delimitados por
hileras de hepatocitos. La arteria hepatica y la vena porta
drenan la sahgre en estos espacios para irrigar el
hepatocitos?®. Los sinusoides estan tapizados por otros
dos tipos de células: 1) células endoteliales tipicas y 2)
las grandes celulas de Kupffer, que son macréfagos que
fagocitan las bacterias y otros cuerpos extrafios de la
sangre de los sinusoides?5.

Espacio de Disse: Es el espacio existente entre la
membrana del hepatocito y la membrana de las células
endoteliales y de las células de Kupffer del capilar
sinusoide, que contiene microvellosidades, fibras
reticulares, fibroblastos y células de 1to?8,

Células de Ito: Es una célula estrellada, que se
encuentra entre dos hepatocitos por fuera de su
canaliculo y protruye hacia el espacio de Disse. En estas
células se almacena vitamina A dentro de inclusiones
lipidicas citoplasmaticas?®.

Hepatocitos: El hepatocito es una célula poliédrica, tiene
una vida media de alrededor de 5 meses, ademas de
una gran capacidad regenerativa. Es una célula con
polaridad bien definida ya que sus caras no son todas
equivalentes, y por ello la distribucién de organelas e
inclusiones citoplasmaticas concuerda con la zona de la
célula que se analice. La zona del hepatocito que
contacta con el espacio de Disse, la cara o polo
vascular, hacia donde se proyectan multiples
microvellosidades, y donde el citoplasma cercano a esa
cara es rico en todo tipo de organoides, ya que por esa
cara se cumplen las funciones de secrecién endocrina;
alli se metabolizan los nutrientes y farmacos o téxicos y
por esa cara se liberan las lipoproteinas?6.

Lobulillos hepaticos: La unidad funcional del higado es el

14



lobulillo, que segun la funcién considerada, se clasifica en

tres tipos: lobulillo clasico, lobulillo portal y acino hepatico.

Lobutilio
clasico

Y Lobulilo
portal

Vena
central

Espacio
porta

Acino hepatico de Rappaport

IMAGEN N° 5: Esquema de lobulillos hepaticos clasico, portal y del 4cino

de Rappaport

Lobulillo clasico: Se fundamenta en la organizacién
estructural del parénquima hepatico, pone de relieve la
funcién endocrina y la circulacién sanguinea hacia la vena
centrolobulillar?®,

Lobulillo portal: Dado que la principal funcién exocrina del
higado es la secrecién de bilis, el lobulillo portal toma como
eje morfologico al conducto biliar interlobulillar que esta en
la triada portal del lobulillo clasico?®.

Acino hepatico de Rappaport: Es una estructura
romboidal que tiene como eje menor el limite entre dos
lobulillos clasicos, comprendido entre dos espacios porta, y
el eje mayor es un segmento imaginario que une las dos
venas centrolobulillares de los lobulillos clasicos contiguos.
La zona cercana al eje menor, que corresponde a los
hepatocitos ubicados en la periferia del lobulillo clasico,
que reciben la mezcla de sangre proveniente de la arteria
hepatica y de la vena porta. Estos hepatocitos son mas

activos metabdlicamente, reciben la sangre mas
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oxigenada, pero también son los que primero reciben
nutrientes y toxinas?.

Asimismo son los primeros en exhibir alteraciones
morfologicas si hay una obstruccion de la via biliar, pero
también son los Gltimos en morir cuando hay trastornos
circulatorios y los que primero se regeneran. En la zona 1
de la figura, se encuentran- hepatocitos stem cells, con
capacidad migratoria hacia las otras zonas. En cambio, los
hepatocitos de la zona mas cercana a las venas
centrolobulillares son menos activos metabdlicamente.
Estos hepatocitos son los ultimos en responder a los
toxicos y a la obstruccion biliar. Y son los primeros en morir
cuando hay trastornos circulatorios, ya que la oxigenacién
pobre se ve aln mas disminuida. Su principal funcion es la
detoxificacién?S.

2.2.3 IRRIGACION DEL HIGADO

En el higado hay una irrigacion doble: el 75% del aporte
sanguineo proviene de un componente venoso, la vena porta, que
lleva sangre con poco oxigeno pero muy rica en nutrientes desde
el intestino; el 25% restante proviene de un componente arterial
(la arteria hepatica), que lleva sangre rica en oxigeno. Los dos
vasos entran al higado por el hilio, pbr donde salen también las

vias biliares y los vasos linfaticos?6.

La sangre que lieva al higado la vena porta proviene de capilares
presentes en la mucosa del intestino (sobre todo del intestino
- delgado), donde los finos capilares presentes en la mucosa
reciben los nutrientes, farmacos y téxicos que fueron absorbidos
por las células absortivas del intestino. Esta red capilar drena en
la vena porta, que al llegar al higado vuelve a capilarizarse,
formandose los capilares sinusoides que permiten que esas

sustancias lleguen al hepatocito, que puede metabolizarlas?®.
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Higado

IMAGEN N° 6: Esquema de la irrigacidon sanguinea hepatica. 1, vena
porta; 2, arteria hepatica; 3, capilares y vénulas de la mucosa intestinal;
4, capilares sinusoides del parénquima hepatico que desembocan en la

vena suprahepatica; 5, aorta; 6, vena cava inferior?6,

2.2.4 FISIOLOGIA DEL HIGADO

El higado tiene una posiciéon estratégica en la circulacion; es
el primer 6rgano que contacta la sangre proveniente del
intestino. Esto no sélo implica que la superficie hepatica
absorba nutrientes, toxinas y microorganismos derivados del
intestino, sino que también sugiere el papel hepatico en la
secrecion de compuestos en la luz intestinal. Podemos precisar
entonces que a este d6rgano le atafien tres tipos de funciones

basicas que son:
a. Funciones vasculares (almacenamiento Yy filtracién)
b. Funciones metabdlicas

c. Funciones secretoras y excretoras encargadas de formar
bilis.
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2.2.4.1 Funciones vasculares?5,

Las caracteristicas vasculares del higado, hacen posible
que el mismo se comporte como un reservorio importante
de sangre y ademas, que actile como un filtro para la
sangre procedente del intestino.

Funcion de almacenamiento.

El higado es un érgano expansible y sus vasos pueden
almacenar grandes cantidades de sangre. E! volumen
normal de sangre tanto de las venas hepaticas como de
los sinusoides, es de 450 mililitros, es decir casi un 10% de
del volumen sanguineo total del organismo; de modo que
puede albergar hasta un litro de sangre en casos en los
que la volemia se vuelve excesiva y también le permite

suplir sangre extra cuando la volemia disminuye.
Funcion de filtracion.

La sangre que fluye por los capilares intestinales recoge
muchas bacterias del intestino. De hecho, antes dé su
entrada en el higado, una muestra de sangre de la vena
porta casi siempre contendra bacilos colicos si se cultiva. La
accion de las células de Kupffer, han puesto de relieve su
eficiencia depuradora de la sangre, ya que cuando una
bacteria entra en contacto momentaneo con una célula de
Kupffer, en menos de 0,01 segundos atraviesa la pared de
esta célula y queda atrapada de forma permanente hasta su
digestion. Es muy probable que menos del 1% de las
bacterias que pasan a la sangre portal desde el intestino

logren atravesar el higado y lleguen a la circulacién general.

2.2.4.2 Funciones metabdlicas?®.

El higado es un gran depésito de células, con capacidad de

reaccion quimica, que realizan un metabolismo intenso,
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puesto que los sistemas metabdlicos comparten sustratos y
energia, y ademas en este 6rgano se procesan y se sintetiza
numerosas sustancias transportadas a otras regiones del
organismo que cumplen miles de funciones metabdlicas
diferentes.

Metabolismo de los carbohidratos.

Las funciones especificas del higado en el

metabolismo de los carbohidratos son:
1. Depésito de grandes cantidades de glucdgeno.

2. Conversion de la galactosa y de la fructosa en
glucosa.

3. Gluconeogenia

4. Formacién de muchos compuestos quimicos a partir
de los productos intermedios del metabolismo de los
hidratos de carbono.

El higado resulta decisivo para mantener la glucemia

dentro de los limites normales.
Metabolismo de los lipidos.

Aunqgue el metabolismo de las grasas puede ocurrir en
casi todas las células, pero algunos aspectos de este
metabolismo tienen lugar sobre todo en el higado. Las
funciones del higado en el metabolismo de la grasa son:

1. Oxidaciéon de los acidos grasos para proveer energia

destinada a otras funciones corporales.

2. Sintesis de grandes cantidades de colesterol, fosfolipidos

y casi todas las lipoproteinas.

3. Sintesis de grasa a partir de las proteinas y de los

hidratos de carbono

19



Metabolismo proteinico

El organismo no puede prescindir de la contribuciéon del
higado al metabolismo proteinico mas alla de unos dias, sin
que de ello se deriven consecuencias mortaies.

~

Las funciones mas importantes del higado en dicho
metabolismo son:

1. Desaminacion de aminoacidos.

2. Formacién de urea para suprimir el amoniaco de los

liquidos corporales.

3. Formacion de aproximadamente el 90% de todas las
proteinas plasmaticas.

4. Interconversién de los distintos aminoacidos y sintesis
de otros compuestos a partir de los aminoacidos.

2.2.4.3 Funciones excretoras y secretoras encargadas de

formar bilis?5.

Una de las tantas funciones hepaticas es la formacion y
secrecion de bilis. La bilis es una secrecion acuosa que
posee componentes organicos e inorganicos cuya
osmolaridad es semejante a la del plasma y normalmente
un humano adulto secreta entre 600 y 1200 mi diarios.

El higado secreta bilis en dos etapas, en la etapa inicial los
hepatocitos producen una secrecién que contiene grandes
cantidades de 4acidos biliares, colesterol y otros
constituyentes organicos que se vierten a los canaliculos -
biliares situados en los hepatocitos, en la segunda etapa,
la bilis fluye por los canaliculos hacia los tabiques
interlobulillares, donde los canaliculos desembocan en los
conductos biliares terminales continuando por conductos
biliares de tamario progresivamente mayor, y finalmente

hacia el conducto hepatico y el colédoco, desde el cual se
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vacia directamente al duodeno o se desvia por el conducto

cistico hacia la vesicula biliar.

A lo largo de los conductos biliares se va afiadiendo a la
bilis inicial una segunda porcién de secrecion, constituida
por una solucién acuosa de iones de sodio y bicarbonato.

2.3 CIRROSIS HEPATICA
2.3.1 DEFINICION
La cirrosis hepatica es el estadio final de todas las enfermedades
hepaticas cronicas progresiva. Es una alteracién histopatologica
difusa del higado caracterizada por pérdida del parénquima
hepatico, formacién de septos fibrosos y nédulos de regeneracion
estructuralmente anormales, dando lugar a una distorsion de la
arquitectura hepatica normal y a una alteracion de la anatomia de
la vascularizacién hepatica y de la microcirculacion?’.

_El término cirrosis fue propuesto por Laennec hace mas de 180
anos. Deriva de la palabra en latin scirro que se traduce tanto por
“amarillo grisaceo” como por “duro” y se refiere a la coloracién y
consistencia que adquiere el higado en este proceso. En 1977,
expertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), partiendo
de los datos morfolégicos consideraron los siguientes criterios
para definir la cirrosis: a) que el proceso sea difuso para excluir
lesiones locales o focales; b) que exista necrosis, con lo que
queda excluida la fibrosis hepatica congénita; c) debe existir
régeneracién nodular y fibrosis difusa, quedando excluida la
hiperplasia nodular regenerativa y d) debe haber distorsion del
patron arquitectural y alteraciéon vascular. Estos dos ultimos
criterios son importantes porque constituyen la base del
diagnéstico histopatolégico en las biopsias, y porque motivan en
gran medida la fisiopatologia de la enfermedad.

Las complicaciones de la cirrosis son las mismas,
independientemente de la causa. La hipertension portal es una de

las complicaciones mas importantes de la cirrosis
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descompensada e interviene en la aparicion de ascitis y
hemorragia por varices esofagogastricas. ‘La  disfuncion
hepatocelular origina ictericia, trastornos de la coagulaciéon e
hipoalbuminemia y contribuye a la encefalopatia porto-sistémica.
La cirrosis hepatica predispone al desarrollo de hepatocarcinoma.

2.3.2 EPIDEMIOLOGIA

La cirrosis hepatica es una enfermedad frecuente en el mundo, y
su prevalencia es variable de un pais a otro dependiendo de los
factores etiolégicos. La cirrosis suele manifestarse hacia la cuarta
o quinta década de la vida, aunque hay casos juveniles e incluso
infantiles, y no es excepcional que un paciente sea portador de
una cirrosis durante muchos afos, y ésta se manifieste en la
senectud o incluso sea un hallazgo de autopsia. La cirrosis es una
enfermedad mas frecuente en el sexo masculino, probablemente
porque la infeccién por los virus de las hepatitis y el etilismo son
mas frecuentes en el varon?®, La raza negra, el habitat urbano y el
menor nivel econdmico parecen ser factores significativos de
riesgo del desarrollo de cirrosis. Un aspecto interesante es la
posible predisposicion genética a padecer la enfermedad,
habiéndose excluido las enfermedades hepaticas genético-

hereditarias.
2.3.3 ETIOLOGIA

Aproximadamente el 90% de las causas de cirrosis hepatica en
paises occidentales son el abuso de alcohol, la enfermedad por
higado graso no alcoholico (EHNA) y la hepatitis crénica virica®®. A
escala mundial, la hepatitis cronica por el virus de la hepatitis B
(vHB) y C (VHC) con mas de 400 miliones de enfermos infectados
representa la etiologia mas importante?®. La causa de la cirrosis
permanece desconocida en cerca del 10% de los casos (cirrosis

criptogénica) y aproximadamente el 70% de estos casos se cree
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que en la actualidad estan relacionados con la EHnA dentro del
contexto de resistencia a la insulina y sindrome metabdlico,
mientras que el resto puede estar en relacion con mecanismos
autoinmunes. Varios factores etiolégicos tales como
hemocromatosis y alcohol, o alcohol y hepatitis C pueden acelerar
la progresion a cirrosis.

Etiologia de la cirrosis hepatica
Metabdlica-toxica
¢ Alcohol
¢ Enfermedad de higado graso no alcohdlico (resistencia a la
insulina, sindrome metabélico)

e Cirrosis infantil de 1a India

Infecciosa
e Virus de las hepatitis VHB, VHC y VHD

o Eschistosomiasis

Autoinmune
¢ Hepatitis autoinmune
o Cirrosis biliar primaria
e Colangitis autoinmune

e Sindromes de solapamiento o superposicién

Genético-hereditaria
e Hemocromatosis hereditaria
e Enfermedad de Wilson
o Déficit de a1-antitripsina
» Porfiria cutanea tarda
e Enfermedades por depdsito de glucogeno
o Galactosemia
e Tirosinemia

e Abetalipoproteinemia
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¢ Fibrosis quistica

- Enfermedades biliares

e Cirrosis biliar secundaria (obstruccion biliar por estenosis,
litiasis de larga evolucion) '

e Colangitis esclerosante primaria
o Colangitis asociada 1gG4
o Colangiopatia isquémica
e Ductopenia
o Atresia de vias biliares

e Sindrome de Alagille

Vascular

¢ Insuficiencia cardiaca crénica derecha (“cirrosis cardiaca”)
Pericarditis constrictiva crénica

e Sindrome de Budd-Chiari

e Sindrome de obstruccion sinusoidal (enfermedad
venooclusiva)

e Telangiectasia hemorragica hereditaria (enfermedad
Rendu-Osler-Weber)

Criptogenética*
e *Aproximadamente el 70% de las cirrosis criptogenéticas
se desarrollan en el contexto de resistencia a la insulina y

sindrome metabdlico.

Inducido por farmacos
La incidencia anual de hepatocarcinoma por el vHB en pacientes
con cirrosis hepatica oscila entre el 2-5% y varia segun el area

geografica®? 31,
2.3.4 PATOGENIA
Los siguientes mecanismos fisiopatologicos son importantes en el

desarrollo de cirrosis hepatica de cualquier etiologia: a) necrosis o
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lisis ‘de hepatocitos con pérdida del parénquima hepatico e
inflamacion; b) fibrogénesis (depdsito de matriz extracelular); c)
cambios en el crecimiento celular (hiperplasia, regeneracion) y d)
alteraciones vasculares y circulatorias.

La necrosis y lisis de hepatocitos e inflamacién crénica y continua
constituyen un estimulo y factor perpetuador de proliferacion y
crecimiento de los hepatocitos y del proceso de fibrogénesis3? 33,
En la cirrosis se producen citocinas profibrogénicas tales como
factor transformante del crecimiento (1 (tGF-B1-transforming
growth factor beta-1) que inician y perpettan la activacién de las
células estrelladas hepaticas transformadas en el fenotipo de
miofibroblastos. Los miofibroblastos se contraen, proliferan y
producen colageno y otros componentes de la matriz extracelular.
El desarrollo de cirrosis se acompafia de un marcado incremento
en el contenido de colageno y depésito de matriz extracelular
producida principalmente por las células estrelladas activadas y
transformadas en miofibroblastos32:33,

Inicialmente la fibrosis aparece en las zonas periportales vy
pericentrales. Si la fibrogénesis se perpetia se producen puentes
o septos de fibrosis que conectan los espacios portales y los
espacios porta con las venas centrolobulillares alterando la
arquitectura hepatica y formandose ndédulos de regeneracion
hepatocitaria32 33, El depésito de matriz extracelular y colageno en
‘el espacio de Disse conlleva la formacién de pseudomembranas
localizadas en el endotelio sinusoidal, lo que se conoce como
“capilarizacion de los sinusoides”. Esto produce una barrera
adicional creada entre la luz sinusoidal y los hepatocitos que
impide el intercambio de sustancias entre la sangre sinusoidal y
las células parenquimatosas, siendo los hepatocitos mas
vulnerables al dafio isquémico y nutritivo. Un proceso de
angiogénesis acompana al proceso fibrogénico produciendo en el
higado “neovasos” que pueden desempefar un papel en la
patogénesis de la hipertension portal. La destruccion del

parénquima combinada con la regeneracion e hiperplasia de
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células parenquimatosas, la estrangulacion fibrética del tejido
hepatico y las alteraciones ~vasculares contribuyen a la
transformacion nodular del higado.

2.3.5 HISTORIA NATURAL

La cirrosis hepatica es el estadio final de todas las enfermedades
hepaticas cronicas. Su historia natural se caracteriza por una fase
asintomatica, denominada cirrosis compensada, de duracion
variable. En esta fase los pacientes pueden llegar a tener
hipertension portal y varices esofagicas3* 35. A medida que la
enfermedad progresa con el desarrollo de mayor hipertensién
portal y mayor deterioro de la funcién hepatica aparecen las
complicaciones de la denominada cirrosis descompensada como
ascitis, hemorragia por varices, encefalopatia hepatica o
ictericia3®. El desarrollo de cualquiera de estas complicaciones
marca la transicién de la fase compensada a la descompensada3®,
La progresion de la enfermedad parece que se acelera, con riesgo
de muerte con el desarrollo de complicaciones tales como el
resangrado, insuficiencia renal (ascitis refractaria, sindrome
hepatorrenal), sindrome hepatopulmonar y sepsis (peritonitis
bacteriana espontanea). El desarrollo de hepatocarcinoma puede
acelerar el curso de la enfermedad tanto en la fase compensada
como descompensada’®.

La clasificacibn de la cirrosis en estadio compensado y
descompensado como se ha realizado en una revision
sistematica®® es simple y reproducible e identifica a pacientes en

una similar tasa de progresién de la enfermedad y supervivencia.
2.3.5.1 Cirrosis compensada

El curso clinico de la cirrosis compensada no se conoce
con exactitud debido al caracter asintomatico u

oligosintomatico de esta fase. Los factores pronosticos de
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mortalidad que se identifican con una mayor fre_cuencia en
esta fase compensada estan relacionados con la presencia
de hipertension portal (re- cuento de plaquetas, tamanio del
bazo o presencia de varices) 35. Probablemente, estos
factores pronésticos identifican a los pacientes con mayor
riesgo de desarrollo de complicaciones caracteristicas de la
fase descompensada de la enfermedad. La transicién de
estadio compensado a descompensado ocurre en una tasa
de 5-7% por afio®. Durante un seguimiento de 10 afios de
pacientes con cirrosis hepética' compensada de origen
virico, el hepatocarcinoma se desarrollé en el 21-32% de
los casos, seguido por ascitis 19,5-23%, ictericia 17%,
hemorragia digestiva alta 4,5-6% y encefalopatia hepatica
1-2%21.

2.3.5.2 Cirrosis descompensada

La cirrosis descompensada se define por la presencia de
ascitis, hemorragia por varices, encefalopatia hepatica y/o
la aparicion de ictericia3®. La ascitis es la complicacion que
marca el inicio de la fase de cirrosis descompensada en la
mayoria de los casos; por lo tanto, se considera el signo
clave de cirrosis descompensada®. Una vez alcanzada
esta fase, el prondstico con respecto a la supervivencia
marcadamente empeora con una supervivencia al afio y a
los dos afios del 61 y el 50%, respectivamente, y una
supervivencia a los 10 afios del 7%3.

La identificacién de factores pronésticos de mortalidad en la
fase descompensada es de gran relevancia, ya que estos
pacientes son los que tienen mayor riesgo de muerte. Los
factores que se identifican con mayor frecuencia son
aquéllos asociados a la disfuncién circulatoria con deterioro
de la funcién renal, 1a presencia de hepatocarcinoma y las

variables asociadas a mayor deterioro de la funcién
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hepatica3®. Se pueden identificar 4 estadios clinicos o

“estatus” de cirrosis con diferente pronostico®.

Estadio 1

Se caracteriza por la ausencia de varices esofagicas y de
ascitis. Mientras los pacientes permanecen en este estadio,
la tasa de mortalidad es inferior al 1% por afo. Los
pacientes salen de este estadio con una tasa acumulada
del 11,4% por afio, 7% debido al desarrollo de varices y

4,4% debido al desarrollo de ascitis (con o sin varices).

Estadio 2

Se caracteriza por la presencia de varices esofagicas sin
ascitis y sin sangrado. Mientras los pacientes permanecen
en este estadio, la tasa de morfalidad es del 3,4% por afio.
Los pacientes pasan a otro estadio por desarroliar ascitis
(6,6% por afo) o por presentar hemorragia por varices
antes o al tiempo que el desarrollo de ascitis (tasa 4% por

afo).

Estadio 3 _

Se caracteriza por la presencia de ascitis con o sin varices
esofagicas en un paciente que nunca ha sangrado.
Mientras los pacientes estan en este estadio, la tasa de
mortalidad es del 20% por afio, significativamente mas
elevada que en los otros estadios. Los pacientes salen de
este estadio generaimente por hemorragia por varices
(7,6% por afio).

Estadio 4 |
Se caracteriza por hemorragia digestiva por varices con o
sin ascitis. En este estadio la tasa de mortalidad anual es

del 57% (alrededor de la mitad de estos fallecimientos
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ocurren en las 6 semanas posteriores al episodio inicial de
sangrado digestivo).

Los estadios 1 y 2 corresponden a pacientes con cirrosis
compensada, mientras que los estadios 3 y 4 se refieren a
cirrosis descompensada. E! hepatocarcinoma puede
aparecer en cualquier estadio de cirrosis con una tasa
constante del 3% por afo.

El trasplante hepatico mejora significativamente la
supervivencia y calidad de vida de pacientes con cirrosis en
estadio terminal, no obstante, una proporciéon de pacientes
importante fallece en la lista de espera de trasplante,
debido al insuficiente nimero de donantes. La prediccién
adecuada de la expectativa de vida en estos pacientes es

muy importante.

2.3.6 DIAGNOSTICO

Actualmente la cirrosis hepatica puede diagnosticarse
atendiendo a una serie de hallazgos clinicos, resultados
bioquimicos y ecograficos. No obstante el diagnostico de
certeza pasa por el examen histolégico del higado previa
biopsia®”. El significado del llamado “perfil hepatico” analiza
una serie de fenémenos bioquimicos de ia célula hepatica
normal y enferma3®,

2.4 PARACETAMOL
2.4.1 DESCRIPCION

El paracetamol es un farmaco muy eficaz como analgésico y
antipirético que no posee accion antiinflamatoria y que en general
es bien tolerado y seguro en dosis terapéuticas. De hecho se
considera el tratamiento de eleccibn como antipirético vy
analgésico frente a otros AINE y, ya que no presenta los efectos
adversos que éstos producen. Sin embargo, hay que sefialar que
la sobredosis aguda de paracetamol produce una lesién hepéatica
muy grave®. '
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2.4.2 FARMACOCINETICA DEL PARACETAMOL

El paracetamol se absorbe rapidamente por el intestino
delgado. La velocidad de absorcién depende del vaciado
gastrico. Difunde bien por los tejidos y atraviesa las barreras.
Es metabolizado principalmente en el higado por tres rutas: a)
conjugacién con glucuronico (40-70%), b) conjugacién. Eon
sulfato (25-45%) o c¢) oxidacion por los sistemas de oxidasas de
funcion mixta CYP2E1, 2A2 y 3A4 seguido de conjugacion®®.

La oxidacion del paracetamol produce la formacién del
metabolito altamente reactivo N‘-acetil-p-benzoquinoneimida
(NAPQI). EI NAPQI se combina rapidamente con glutation
(GSH) y con otros compuestos que contienen tioles, formando
conjugados no toxicos, que son eliminados por orina. Cuando
la formacion de NAPQI sobrepasa la concentracion de GSH, el
NAPQI libre se une a las proteinas intracelulares del hepatocito

y causa toxicidad®®.

Cuando las reservas de glutatién hepatico descienden por debajo
de un. 30%, el NAPQI libre ejerce su accidén téxica sobre el
hepatocito uniéndose mediante un enlace covalente al locus
neutrofilico de determinadas proteinas intracelulares, pudiendo
producir la muerte celular. La necrosis inicialmente se
concentra en la zona Wl centrolobulillar ya que es aqui donde
hay un mayor metabolismo oxidativo extendiéndose al restante

parénquima hepatico en los casos mas severos®®,
2.4.3 MANIFESTACIONES CLiNICAS

Si bien las manifestaciones tempranas de toxicidad por
paracetamol son leves e inespecificas (y no predicen la gravedad
de la hepatotoxicidad), son importantes de reconocer

tempranamente.

Etapa | (primeras 24 h): Puede haber nauseas,

vomitos, letargia, aunque puede ser completamente
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asintomatico.

Etapa Il (24 a 72 h): Comienzan las evidencias de
hepatotoxicidad en los examenes de laboratorio, al
mismo tiempo que los sintomas iniciales pueden cambiar
por dolor en hipocondrib derecho, con hepatomegalia.
Puede aparecer concomitantemente oliguria vy

pancreatitis.

Etapa Il (72 a 96 h). Se llega al maximo de
elevacién de transaminasas, llegando en ocasiones
a exceder de 10.000 IU/mL. Clinicamente ‘puede
haber ictericia, encefalopatia y Coagulopatia. El 25 a
50% de los afectados presenta concomitantemente

insuficiencia renal por necrosis tubular aguda.

Etapa IV (4 dias a 2 semanas): Los pacientes que
sobreviven la etapa anterior entran a una etapa de
recuperacion cuya duracién depende de la gravedad del
compromiso inicial. Los cambios histolégicos afectan
preferentemente a la zona Il (centrolobulillar), que es la
de mayor concentracion de CYP2E1. No hay casos

reportados de dario hepatico crénico por paracetamol4°,

2.5 FENOBARBITAL
2.5.1 DESCRIPCION

El fenobarbital es un barbiturico con propiedades depresoras del
sistema nervioso central. Se utiliza como sedante e hipnético, y en
dosis subhipnéticas como anticonvulsivante. También es conocido

con el nombre de fenobarbitona®®.

2.5.2 MECANISMO DE ACCION
Los barbitaricos, incluyendo al fenobarbital, tienen un efecto
depresor del sistema nervioso central que es dependiente de la
dosis. Actian uniéndose al receptor GABA facilitando la

neurotransmision inhibidora.

31



El canal de GABA es un canal para el cloruro que tiene cinco
células en su entrada. Cuando los barbituricos se fijan al canal de
GABA ocasionan la apertura prolongada del canal, lo que permite
el paso de iones cloruro en las células en el cerebro, aumentando
la carga negativa y alterando el voltaje en las neuronas. Este
cambio en el voltaje hace a las neuronas resistentes a los
impulsos nerviosos ocasionando su depresion.

El fenobarbital no afecta a la funcién hepatica normal, pero induce
las enzimas microsomales hepaticas, aumentando y alterando el
metabolismo de numerosos medicamentos.

2.5.3 FARMACOCINETICA#!
El fenobarbital se absorbe bastante bien por via oral, parenteral o
rectal. Las sales se absorben mas rapidamente que los acidos. La
tasa de absorcién se incrementa si la sal sédica se ingiere como
una solucion diluida o se ingiere con el estomago vacio.
La duracién de la accién, que esta relacionada con la velocidad a
la que el fenobarbital se redistribuye todo el cuerpo, varia entre
personas y en la misma persona de vez en cuando. El
fenobarbital tiene inicio de accién de 1 hora o mas tiempo y la
duracién es de 10 a 12 horas.
El fenobarbital es un acido débil que se absorbe y distribuye
rapidamente a todos los tejidos y fluidos ocasionando altas
concentraciones en el cerebro, el higado y los rifiones.
El fenobarbital es el barbitirico menos liposoluble, el que menos
se une a las proteinas del plasma, a las proteinas del cerebro, el
que tarda mas tiempo en ejercer su efecto y el de mayor duracion.
El fenobarbital tiene una semi-vida de 53 a 118 horas (media: 79
horas) en el plasma. En los nifios recién nacidos la semi vida

plasmatica es de 60 a 180 horas (media: 110 horas).
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El fenobarbital se metaboliza principalmente por el sistema
microsomal de enzimas hepaticas, excretandose la mayor parte
de los productos de su metabolismo en la orina, y en menor
cuantia en las heces. Aproximadamente 25 a 50 por ciento de la
dosis de fenobarbital se elimina inalterado en la orina, mientras
que la cantidad de otros barbitdricos excreta sin cambios por la
orina es despreciable. La excrecion de barbitaricos sin
metabolizar es una caracteristica que distingue a la categoria de
accion prolongada de las pertenecientes a otras categorias que se
metabolizan casi en su totalidad. Los metabolitos inactivos de los
barbitiricos son excretados como conjugados de 4acido
glucurénico.

2.6 SILIMARINA
2.6.1 DESCRIPCION
La silimarina, es un flavonoide antioxidante aislado del cardo
mariano (Silybum marianum (L.) Gaertn) y se utiliza clinicamente
.como un desintoxicante del higado y hepatoprotector. Varios
estudios recientes han demostrado efectos anticancerigenos de la

silimarina.

Se conoce que la silimarina es un compuesto de cuatro isébmeros
- flavonolignanos, conocidos como silibina, isosilibina, silidianina y
silicristina, cuya formula empirica es C25H22010. E! isémero
silibina 'es el combonente mayor y mas activo, representando
entre 60 y 70% del compuesto, seguido por silicristina (20%),
silidianina (10%) e isosilibina (5%). Silipida es un compuesto de
fosfatidilcolina de silibina el que asegura la biodisponilidad de

silibina®.

2.6.2 ACCION TERAPEUTICA
La silimarina actia a nivel del hepatocito como estabilizador de la
membrana celular lesionada y hace efectiva una compleja

- proteccion del higado frente a influencias nocivas, logrando la
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recuperacion de las células hepaticas ya lesionadas, que se
manifiesta en una mejoria del estado general, disminucién de las
molestias digestivas, aumento del apetito y peso, mejora de la
sintomatologia hepatica y normalizacién de los valores en los
analisis clinicos. Las vitaminas del complejo B constituyen una
unidad funcional en el metabolismo intermedio. Influyen sobre la
funcién enzimatica en el metabolismo de la albumina y de los
hidratos de carbono. Poseen también una accién
hepatoprotectora, acelerando la recuperacion del parénquima
hepatico danado y facilitando la funcién desintoxicadora del
higado. Ademas, si se considera la significativa disminucion de las
vitaminas del complejo B que se presenta en las hepatopatias por
la pérdida de la capacidad de almacenamiento, la administracion

de vitaminas del complejo B esta indicada“2.

2.6.3 INDICACIONES
Esta indicado en la terapia hepatica. Lesiones de origen téxico-
metabélico, especialmente aquellos que se caracterizan por una
intensa perbxidacién, como por ejemplo las provocadas por la
ingesta crénica del alcohol y de medicamentos hepatotoxicos:

esteatosis hepatica, hepatitis alcohdlica, cirrosis hepatica®?.
2.6.4 MECANISMO DE ACCION DE LA SILIMARINA

La Silimarina es el principio activo de la planta Silybum marianum,
conocida por todos como Cardo Mariano, es a la vez una de las
sustancias mas poderosas y protectoras que se conocen.

Su poderoso efecto protector contra intoxicaciones resulta ser
eficaz incluso contra la grave intoxicacion producida por la seta
venenosa Amanita falloides, siendo capaz de contrarrestar los
efectos toxicos, prevenir la muerte y reducir considerablemente el
dafto hepatico*3.

El efecto mas interesante de la Silimarina sobre el higado sea su

capacidad de estimular la sintesis de proteinas. Esta estimulacion
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favorece la capacidad del higado para reemplazar las células
dafiadas por las nuevas, regeneracion hepatica, pero también es
interesante saber que la Silimarina no produce el mismo efecto
estimulatorio sobre los tejidos malignos*4.

La Silimarina aumenta mas de 35% los niveles de glutation en el
higado, un aminoacido muy necesario para desintoxicar la sangre
de las sustancias nocivas que se toman con los alimentos, como
el alcohol, sustancias contaminantes, medicamento's y hormonas
que a largo plazo pueden causar mayores dafos. El Glutatién
neutraliza los radicales libres, ademas de los residuos
metabdlicos y hormonales y actia como poderoso Antioxidante,
sobre todo en combinacién con el Selenio, para formar la potente
enzima Glutatién Peroxidasa*.

Se ha postulado para la Silimarina un triple mecanismo de accién:
a) Modificacién de la membrana celular externa de los hepatocitos
impidiendo el ingreso de las toxinas al interior de las células;

b) Estimulacion de la actividad de la polimerasa A nucleolar,
aumentando la sintesis ribosomal de proteinas y la capacidad de
regeneracion del higado y la formacién de nuevos hepatocitos y ¢)
un efecto antioxidante que contrarresta la accion de los radicales
libres que se forman como metabolitos reactivos por acciéon de las

toxinas y que dafian las membranas celulares#4.

2.7 PRUEBAS BIOQUIMICAS
2.7.1 TRANSAMINASAS

Son enzimas ampliamente difundidas en el organismo, que
cataliza la transferencia de un grupo amino de un aminoacido, en
una de las mas importantes reacciones del metabolismo proteico.

El interés clinico esta centrado especialmente en dos de ellas
TGO (Transaminasa Glutamico Oxalacetico) y TGP
(Transaminasa Glutamico Pirlivica). Estas enzimas tienen accién
eminentemente intracelular por lo que la actividad sérica en
condiciones normales es baja o nula.
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Un aumento de la actividad sera evidencia de un deterioro de los
tejidos en que se encuentran, de los cuales resulta

particularmente importantes higado y corazén.

En hepatitis virales y otras formas de enfermedad hepatica que
involucra necrosis de tejido, habra también un incremento
considerable de la actividad sérica de transaminasa, incluso antes
de la aparicién de sintomas clinicos de ictericia. En este caso.
TGP sera la enzima predominante debida a su gran concentracion

en el tejido hepatico®®.
2.7.2 ALBUMINA

Es sintetizada exclusivamente por el higado. De ahi que sus
niveles desciendan a medida que la funcién hepatica se deteriora.
Debe considerarse que una tasa baja de albumina puede verse
también en la insuficiencia cardiaca congestiva, en el sindrome

nefrético y en la enteropatia pierde proteinas*’.

2.7.3 BILURRUBINA TOTAL

Los niveles de bilirrubina pueden ser normales en la cirrosis
compensada pero, a medida que la enfermedad progresa se
elevan de un modo gradual. De hecho la bilirrubina es uno de los
parametros utilizados en la clasificacion de child-pugh para
evaluar el estado de la funciéon hepatica. En los pacientes con
cirrosis biliar primaria, la elevacion de los niveles de bilirrubina
constituye un indicador de mal pronédstico y una indicacion para

plantear el trasplante de higado?’.
2.7.4 FOSFATASA ALCALINA

Esta enzima suele estar elevada pero menos de dos o tres veces
el rango normal. Elevaciones mas altas deben sugerir una cirrosis

de origen biliar (colangitis esclerosante primaria o cirrosis biliar
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primaria) también se observa elevacién de la fosfatasa alcalina en
casos de hepatocarcinoma®’.

'~ 2.7.5 PROTEINAS TOTALES

Las proteinas totales de nuestro organismo son un conjunto de
compuestos organicos macromoleculares, de un peso molecular
elevado, que estan formadas por moléculas
llamadas aminoacidos que se unen entre si por enlaces
peptidicos. El descenso de los niveles de proteinas totales es

propio del fallo hepatico terminal y de la enfermedad renal*’.
2.8 EXAMEN ANATOMOPATOLOGICO

Actualmente la cirrosis hepatica puede diagnosticarse atendiendo a una
serie de hallazgos clinicos, resultados analiticos y ecograficos. No
obstante, el diagnéstico de certeza pasa por el examen histolégico del

~ higado previa biopsia.

Esta prueba, a pesar de su invasividad, se considera el estandar de oro

desde la perspectiva diagndstica.

La ecografia abdominal y la elastometria son dos pruebas

complementarias muy usadas actualmente dada su escasa invasividad:

» La ecografia abdominal tiene el inconveniente de que existe una
considerable variabilidad entre diferentes observadores.

- La elastometria es una técnica que mide la rigidez hepatica, que

depende del grado de fibrosis hepatica existente®.

}Los estudios histopatolégicos nos permiten determinar la patologia
exacta de las enfermedades hepaticas asi como los verdaderos cambios
celulares debido al tratamiento. En el analisis histopatolégico de un
higado de rata normal se observan venas centrolobulillares permeables,
definidas y con pared regular. La presencia de hematies en las venas es
minima y el parénquima hepatico se nota uniforme y es posible observar

los lobulillos hepaticos con los espacios sinusoidales permeables“8.
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CAPITULO i
DISENO METODOLOGICO
3.1 DISENO:
El estudio és de tipo experimental, prospectivo y longitudinal.
3.2 AMBITO DE ESTUDIO

El presente estudio se llevoé a cabo en las instalaciones del Centro de
investigacién y Desarrollo Cientifico de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de San Agustin (CIDEC-U.N.S.A.).

3.3 MUESTRA DE ESTUDIO

La muestra consistié en 20 ratas albinas (Rattus norvegicus), machos
sanos, de 3 meses de edad provenientes del bioterio del Centro de
Investigacion y Desarrollo Cientifico de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de San Agustin (CIDEC-U.N.S.A.), mantenidos en
un régimen de libre acceso al alimento y al agua, con un ciclo de luz y

oscuridad de 12 horas respectivamente.
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL

Muestra: son 20 ratas machos Rattus norvegicus divididos en 4 grupos de 5 ratas cada uno ]

administrando dieta balanceada y agua ad libitum

( Periodo de adaptacion a las condiciones experimentales durante 7 dias, ]

Determinacion de los niveles basales de TGO, TGP, Albumina, Bilirrubina total, Proteinas totales, Fosfatasa

alcalina y muestra anatomo-patolégico del higado
|

[ Grupo patrén }

[ | l 1
™
Grupo Control Grupo Control Grupo experimental
negativo positivo ) ]

Administracion
de Agua
destilada

(1ml/Kg de
peso) via

orogastrica
\- | J

GIAS 1,5,10Y 15\

Después de 30
minutos, se
administré Suero
fisiolégico (1ml /Kg

intraperitoneal

de peso) via
- /

\ /Administracién del

Administracion extracto acuoso de

ge fxlg léa Peumus boldus
(1;?/@ c?e (boldo) a dosis de
peso) via 160mg/Kg de P.C via

durante

/

orogastrica

us dias.

orogastrica /

/Administracién de
Silimarina 25mg/Kg
de P.C. via
orogastrica durante
15 dias.

-

/

( DIA1 h
Después de 30 minutos se administrd
fenobarbital a dosis de 0.5mg/ml via

S intraperitoneal y,

' ™

DIAS 5,10y 15
Después de 30 minutos se administrd
paracetamol a dosis de 250mg/kg de peso, via

S intraperitoneal )

Determinacién de los niveles del perfil hepatico (TGO, TGP, Bilirrubina total, Albumina,
Proteinas totales y fosfatasa alcalina) en sangre y evaluacién anatomopatolégica del higado

después de haber aplicado los tratamientos a los 5,10 y 15 dias.

I
rAnélisis de los resultados J
I

[ Conclusiones ]
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3.5 TECNICAS

3.5.1 Estandarizacion de las condiciones ambientales

Los animales fueron mantenidos en jaulas metalicas en uno de los

bioterios pertenecientes a la Facultad de Medicina de la U.N.S.A.

Los animales tuvieron un periodo de aclimatizacion de 7 dias

3.5.2

antes de iniciado el experimento, con ciclos alternados de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad, en un ambiente estandar
con temperatura constante (22+-2°C) y 55 +-5% de hljmedad. Los
rangos de temperatura fueron mantenidos mediante la utilizacién
de un calefactor conectado a un termostato que se apagaba

automaticamente cuando se excedia del rango.

Se alimentaron a las ratas con agua ad libitum y 15 gramos de
concentrado para pollos de la marca TOMASINO al dia, obtenido
del Mercado Palomar.

Posteriormente los animales fueron divididos en 4 grupos

homogéneos y equitativos de manera aleatoria.

Técnica para determinar el efecto protector del extracto

acuoso de Peumus boldus (boldo).

Grupo control negativo: Constituido por 5 ratas, que recibieron
agua destilada (1milkg de peso) durante 15 dias por via
orogastrica, después de 30 minutos se les administro suero
fisiolégico (1mi/kg de peso) via intraperitoneal, los dias 1, 5, 10y
15. '

Grupo control positivo: Constituido por 5 ratas, que recibieron
Agua destilada (1ml/kg de peso) durante 15 dias por via
orogastrica, después de 30 minutos se les administré fenobarbital
(0.5mg/mi) el primer dia y paracetamol (250mg/Kg de peso) via
intraperitoneal, los dias 5, 10y 15.
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Grupo experimental protector: Constituido por 5 ratas, a las
cuales se les administré extracto acuoso de las hojas de Peumus
boldus (boldo) a dosis de 160mg/Kg de peso por via orogastrica,
durante los 15 dias y después de 30 minutos se les administro la
dosis téxica de  fenobarbital (0.5mg/ml) el primer dia vy
paracetamol (250mg/Kg de peso), los dias 5, 10 y 15 via
intraperitoneal.

Grupo patron Constituido por 5 ratas, que recibieron un
tratamiento con Silimarina (26mg/kg de peso) por via orogastrica
durante 15 dias y después se administré la dosis téxica de
fenobarbital (0.5mg/ml) el primer dia y paracetamol (250mg/Kg de
peso), los dias 5, 10 y 15 por via intraperitoneal.

3.5.3 Técnica para la induccién de cirrosis hepatica en las unidades
experimentales '

Fundamento

El fenobarbital es un potente estimulante hepatico que in vivo
produce hipertrofia e hiperplasia a este nivel. Asimismo, se ha
comunicado que el tratamiento a largo plazo en ratas resuita en

atrofia, disminucion y pérdida de regeneracion hepatica3.

El paracetamol. presenta efectos téxicos dependientes de la dosis,
causando necrosis de los hepatocitos. Las bases de la toxicidad
por vparacetamol estan bien estudiadas. Al ingerir dosis grandes
de la droga, el citocromo P450 (CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A)
genera cantidades de NAPQI (N-acetil-p-benzoquinonemina)
capaces de agotar las reservas hepaticas de glutation. Este
metabolito toxico se acumula fijandose por enlace covalente a
- aminoacidos de enzimas y otras proteinas hepaticas a las cuales
inactiva, produciendo radicales libres, desarrollando necrosis

hepatica2.
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Procedimiento

La induccion de cirrosis hepatica en las unidades experimentales
fue con fenobarbital a dosis de O.Smg/ml diluida en agua destilada
administrado via intraperitoneal el dia 1, y paracetamol a dosis de
250mg/Kg de peso corporal administrado via intraperitoneal los
dias 5, 10y 15.

3.5.4 Elaboracion del extracto acuoso de Peumus boldus (boldo):
Fundamento

El procedimiento que se utilizé6 es un método de extraccion que
se trabajoé con un disolvente (agua) a temperatura de ebullicién,
en el que se introdujo hojas de boldo pulverizadas y a
continuaciéon se dejé enfriar el conjunto hasta temperatura de

ambiente.
Procedimiento

Para la elaboracion del extracto acuoso de boldo, se obtuvo las
hojas secas de boldo de la tienda naturista “Renacer”, el cual

recolecta la planta de la Selva Central.

Las hojas secas de boldo se las micropulverizé en un molino de
martillo marca Thomas, empleando el tamiz No. 000. Luego se
almacené el polvo en un frasco de color caramelo, en un

refrigerador a 4°C hasta el dia que se utilizo.

El extracto acuoso se prepard mediante el método de infusién.
Para ello una vez que alcanzé su hervor 400ml de agua
contenida en un matraz, se lo retiré del fuego, se le afiadié 20g

del pulverizado de boldo y se dejo en reposo por 30 minutos.

Luego del tiempo de reposo, se dejé por 30 minutos con agitacion
permanente para una mejor digestién a temperatura de 40°C, se
filtr6 y se procedié a evaporar el solvente a bafio maria durante
aproximadamente 24 horas. Esta etapa finalizé6 cuando el

volumen total del filtrado se redujo hasta la cuarta parte.
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-3.5.5 Determinacion de la dosis del extracto acuoso de las hojas de
Peumus boldus (boldo)

Se us6 la dosis de 160mg/Kg de peso corporal para poder
determinar el efecto protector del higado en las unidades

experimentales.

Procedimiento

Cuando el volumen total del filtrado se redujo a la cuarta parte
luego de la evaporacién se determiné la concentracién del
extracto en mg/ml, se anadié a una luna de reloj previamente
pesada 1 ml de la solucién, luego se procedié a su secado total
en una estufa, y seguidamente se peso la luna de reloj con el
material seco y expresé la concentracién de 50mg/ml, de esta
solucién estandar se fueron extrayendo las dosis a administrar
seglin protocolo a los animales de acuerdo a sus respectivos

pesos, calculando la dosis de 160 mg/Kg de peso corporal.

3.5.6 Determinacion del rendimiento de la extraccion
Fundamento

La determinacion del porcentaje de solidos solubles conocido
-como %RE (de porcentaje de rendimiento de extraccion) se basé
en el método gravimétrico. El cual consistié en la determinacion de
la diferencia de peso al evaporar todo el solvente del extracto

obtenido.

Procedimiento
El extracto obtenido contenido en un beaker, previamente pesado,
se lo llevd a bafo maria hasta su sequedad total a peso

constante. Luego se volvié a pesar y asi se determiné mediante la

siguiente férmula, el rendimiento por diferencia de peso.
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Peso del extracto seco
%RE = X100

Peso de planta seca

3.6 METODOS
3.6.1 Extraccion de sangre y andlisis de laboratorio

. Antes de la administracién de tratamientos, se determind los
niveles basales del perfil hepatico, para éllo se sometieron a las
unidades experimentales a previo ayuno de 12 horas, para
posteriormente sacrificar a una rata de cada grupo y se extrajo la

muestra de sangre de la arteria aorta en un capilar.

Durante la aplicacién de los tratamientos a los 5, 10 y 15 dias del
periodo experimental, los animales, fueron sometidos a previo
ayuno de 24 horas y se les extrajo la sangre por el método
anteriormente mencionado. Luego se procedié a determinar las
concentraciones de TGO, TGP, bilirrubina total, albumina,

proteinas totales y fosfatasa alcalina.

3.6.2 Determinacion de Transaminasa Glutamico-oxalacética (TGO)

y Transaminasa glutamico-pirtvica (TGP)
Método

Método colorimétrico segun Reitman y Frankel para la
determinacién de la transaminasa glutamica-oxalacética (TGO) y

transaminasas glutamica piravica (TGP) en suero.
Fundamento del método
La TGO cataliza la siguiente reaccion:

L-aspartato + alfa-cetoglutarato — 190, glutamato +

oxalacetato
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La TGP cataliza la siguiente reaccion:

. TGP
L-alanina + alfa- cetoglutarato ——» glutamato +

piruvato

El piruvato o el oxalacetato formado, reacciona con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina produciendo en medio alcalino, un

compuesto coloreado que se mide a 505nm.
Preparacion de reactivos

Sustrato TGO: solucion conteniendo 100 mmol/L de L-

aspartato y 2 mmol/L de alfa-cetoglutarato en buffer fosfato 100

mmol, pH 7,4

Reactivo 2,4-DNFH: solucion conteniendo 1mmol/L de 2,4 -
DNFH en HCI 1mmol/L listo para usar.

Diluyente para enzimas concentrado: solucién de Na(OH)
0,4 mol/L, preparar diluyendo a 1 litro con agua destilada segun
las instrucciones del rétulo. Es estable a temperatura ambiente.

Estandar: listo para usar.

Procedimiento

En dos tubos de fotocolorimetro marcados B (blanco) y D (desconocido)

colocar:

B D
Sustrato (TGO o TGP) 100 ul 100 pi
Incubar 5 minutos a 37 °C en Bafio Maria y agregar:
Suero - 20 i
agua 20 pl
Incubar 30 minutos a 37 °C en Bafio Maria y agregar:
Reactivo de color- (2,4- { 100 i 100 pl

DNFH)

Incubar 10 minutos a 37 °C en Bafo Maria, luego agregar:

NaOH 0,4 mol/L 1 ml 1 ml
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Mezclar por inversiéon y retirar del bafio. Después de 2 minutos, leer en
fotocolorimetro con filtro verde (500-550nm) en espectrofotometro a 505nm,

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

Calculo de los resultados empleando tablas de conversion

Este calculo se basa en la absortividad del cromégeno y los
valores de actividad enzimatica, pueden deducirse de las tablas
de conversion, siempre que las lecturas se efectien en cubetas
de caras paralelas y que los aparatos que cumplan las siguientes
condiciones de medida:

e Longitud de onda : 505nm
e Semiancho de banda 1 <8nm
o Espesor de cubeta :1,00 cm

Valores normales en ratas (segun Altman y Raymund, 1969)
TGO= Valor Promedio 55.4 Valor referencial 5-80 Ul/L
TGP= Valor Promedio 25.2 Valor referencial 5-80 Ul/L

3.6.3 Determinacion de bilirrubina total
Método: Reactivo de bilirrubina total (Winkelman y colaboradores)

Fundamento: La solucién de acido sulfanilico en acido clorhidrico
“diluido se combina con una solucién de nitrito de sodio, se forma
acido nitroso. Este acido inestable, que debe ser preparado en el
momento para cada grupo de ensayos, reacciona para formar
acido sulfanilico diazotizado. Este, se une con la bilirrubina para
producir azobilirrubina, la intensidad de color es proporcional a la

concentracion de la bilirrubina.

Debido a que los estandares de bilirrubina sufren un alto grado de
inestabilidad, el presente método utiliza una soluciéon acuosa de

N-1-naftiletilendiamina dic_Iorhidrica como un calibra_dor. Esta
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amina aromatica pura, estable, se une con el acido sulfanilico
diazotizado bajo las condiciones de la prueba para dar un tinte

(colorante) azo con cada prueba.
Procedimiento

Pipetear en celdillas marcadas como RB 1(reactivo blanco), K

(calibrador), y S (muestra) los siguientes volimenes (ml), excepto -

el oxidante que es una gota, mezcle bien después de cada

adicion.
RB K S
Reactivo “Total’ 1.0 1.0 1.0
Oxidante (Gota) 1 1 1
Agua 0.05 - -
Calibrador - 0.05 -
Muestra - - _ 0.05

Dejar que las celdillas incuben a temperatura ambiente por un

minimo de 5 minutos.

Leer el calibrador (K) y la muestra (S) contra el reactivo blanco
(RB) a 540nm antes de 30 minutos.

Valor normal de bilirrubina en ratas: 0.3 a 1.9 mg/dL.

3.6.4 Determinacion de albimina

Método: Reactivo de albumina (método BCG)

Fundamento: El compuesto verde de Bromocresol (BCG) fue
reportado como Util en la determinacion cuantitativa de Albumina
en suero, el método es lineal hasta 5 g/dL, con una minima
interferencia de lipidos, Hemoglobina y Bilirrubinas. Aumentando
evidentemente la especificidad y sensibilidad, con excelente

correlacion para los valores de Albumina, se utiliza un buffer de
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citrato a baja concentracién y lectura final del color a 550 nm en

lugar de 630nm.

Procedimiento:

Se pipetea a cada celdilla los siguientes volimenes (ml) y se

‘mezcla bien.
Reactivo  Blanco | Estandar (S) Muestra (U)
(RB)
Reactivo 1.0 1.0 1.0
Estandar - 0.01 -
Muestra - - 0.01

NOTA: los volimenes pueden ser incrementados al doble si el

instrumento requiere volumenes mayores de 1.0ml.

Se mezcla el contenido de cada celdilla. Desarrollo de color

inmediato
Se lee S y U contra RB a 550nm antes de 15 minutos

Valor normal de Albumina en ratas: 3.4 a 5.4 g/dL.

3.6.5 Determinacion de Proteinas totales

Método: Reactivo Proteinas Totales (Reaccion de Biuret)
Fundamento

‘Las moléculas de proteinas contienen un largo numero de
péptidos unidos. Cuando se tratan con iones de cobre (Cu+2) en
solucion alcalina, se forma un complejo coloreado entre el cobre y
el Carbonil y grupos aminos de estos péptidos. Una reaccién igual
ocurre con el Biuret. El color violeta desarrollado es proporcional
al nimero de uniones peptidicas de la proteina y relativamente

independiente de la concentracién de Albumina y Globulina.
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Procedimiento

Se pipetea en celdillas perfectamente marcadas los siguientes

volimenes (mL) y se mezcla bien.

Muestra (U) Estandar (S) Reactivo  Blanco
(RB)
Reactivo 1.0 1.0 1.0
Muestra 0.01 - -
Estandar - 0.01 -

NOTA: Para instrumentos que requieran mas de 1.0ml el reactivo

y la muestra puede usarse al doble.
Se deja los tubos incubar por lo menos 5 minutos
Se lee S y U contra RB a 550nm antes de 1 hora -

Valor normal de Proteinas totales en ratas: 6.0 a 8.3 gm/dL

3.6.6 Determinacion de fosfatasa alcalina

Método: Determinacién Cinética-cuantitativa de la Fosfatasa

Alcalina en suero -

Fundamento: Los niveles de fosfatasa alcalina en suero (ALP) se
puede medir utilizando varios ésteres fosfatasicos, como
substratos. El procedimiento para la Fosfatasa Alcalina de
Stanbio, mide la actividad de la ALP en el suero, por medio de un

método cinético.
4-Nitrofenilfosfatasa + H20 ap  4-Nitrofenol + Fosfatasa
A

La Fosfatasa alcalina hidroliza el p-nitrofenil fosfato, para formar el
p-nitrofenol y fosfatos. El p-nitrofenol es de color amarillo cuando

tiene un Ph de 10.4 con una absorbancia maxima a 405 nm. La
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proporcion a la cual el p-nitrofenol se forma, es directamente

proporcional con la actividad de la Fosfatasa Alcalina.
Procedimiento

Para cada muesitra y control, se afiade 1.0 ml del reactivo
reconstituido dentro de la cubeta o en un tubo de prueba y se

incuba por 3 minutos a 37°C.

Se agrega 20 ulL (0.020ml) de suero a sus respectivos tubos y se

mezcla suavemente.

Se lee y se anota el cambio en la absorbancia cada minuto. Se
continia incubando a 37°C y se anota a los 2 y 3 minutos. Los

valores deben ser constantes..

Se determina el promedio de la absorbancia por minuto(A/Min), se

multiplica por el factor 2764 para obtener resultados en U/L.

Valor normal de fosfatasa alcalina en ratas: 44 a 147 UI/L

3.6.7. Evaluacién 'histo-patolégica por método de Harris

a)

b)

Obtencion de la muestra

Los animales fueron sacrificados por inhalacién de éter.
Inmediatamente después de sacrificado el animal, se procedioé a
diseccionar y extraer el higado.

Fijacion

El proceso de fijacidon preserva los tejidos deteniendo la autolisis y
a la vez permite que los tejidos permanezcan sin cambios
apreciables luego de subsecuentes tratamientos. La fijacién se
realizé inmediatamente después de obtenidos los trozos de los
6rganos ya que cualquier demora seca el tejido y acelera la
autolisis.

Las muestras se fijaron en formol al 10%, seguidamente se
hicieron los cortes necesarios, los cuales tuvieron un grosor de 3

a 5 mm, los mismos que fueron colocados nuevamente en formol
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al 10% por una hora, debidamente etiquetados o rotulados para
su fijacion. |
) Deshidrataéic’m y aclaracion
% Deshidratacion _
Para remover toda el agua de las muestras (tejidos), se
tuvo el siguiente recorrido:
Agua corriente, 1 hora
Alcohol 70% 1 hora
Alcohol 80% 1 hora
Alcohol 90% 1 hora
Alcohol 95% 1 hora
Alcohol 100% 1 hora
Alcohol 100% 1 hora

+ Aclaracion:

En Xilol puro | por 1 hora
En Xilol puro il por 1 hora
d) Inclusién '
Las muestras procedentes del xilol || se sumergieron en

recipientes con parafina, este proceso de sumergir el tejido en
una sustancia firme tal como la parafina es el medio de inclusion
mas utilizado con mas frecuencia. Una vez incluidos los tejidos en
la parafina | se llevé la muestra a la estufa a una temperatura de
60° C por espacio de 1 hora se trasladaron a la parafina Ii,
también a temperatura de 60° C por espacio de 1 hora para luego
proceder al bloqueo de las muestras.
e) Corte

Una vez extraidos los tejidos de la parafina, se procedio a la
orientacién e inclusion de tejidos en los moldes (placas de
Leukart) con parafina diIuida (caliente), para la orientacion de la
muestra se usé pinzas.

Los bloques formados fueron llevados a refrigeracién por espacio

de 1 hora, para endurecer la parafina lo cual favorece con el corte
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de las muestras, se procedié al corte mediante el micrétomo
deslizante.

El corte de las muestras nos permitié obtener “las cintas” de las
mismas. Estas cintas mediante pinzas se colocaran en un flotador
de tejidos (que contenia agua caliente: Bafio Maria 50°C). El
Bario Maria extiende los cortes histoidgicos (evitar la presencia de
arrugas y aire atrapado); una vez bien extendidos los cortes,
estos se colocaron en las laminas portaobjetos recubiertas con
albumina de Mayer (que favorece la adhesién de los cortes).
Coloraciéon con Hematoxilina — Eosina

Para teiiir los cortes histolégicos adheridos en los portaobjetos se
siguieron los siguientes pasos:

Se empez6 colocando las laminas portaobjetos en el xilol (xilo} 1)
por 15 minutos para eliminar la parafina de los cortes; luego se
pas6é al otro recipiente con xilol (xilol Il) para completar la
eliminacién de la parafina. Después las laminas se trasladaron a

los alcoholes de una bateria de hidratacion:

Alcohol 100% 1 minuto
Alcohol 100% 1 minuto
Alcohol 95% 1 minuto
Alcohol 90% 1 minuto
Alcohol 80% 1 minuto
Alcohol 70% 1 minuto
Agua corriente, 1 minuto

Luego se procedié a la coloracién siguiendo los siguientes pasos:

“Hematoxilina de Mayer, 5 minutos

Agua corriente, 10 minutos
Agua destilada, 1 minuto
Eosina, 20 segundos
Alcohol 70% 1 minuto
Alcohol 80% 1 minuto
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Alcohol 90%
Alcohol 95%
Alcohol 100%
Alcohol 100%

1 minuto
1 minuto
1 minuto

1 minuto

Finalmente se procedié al montaje (final de los cortes tefidos)

usando unas gotas de balsamo de Canada y laminillas

cubreobjetos. Se dej6é secar el balsamo para luego hacer las

evaluaciones correspondientes y etiquetar las laminas50.

g) Diagnéstico anatomopatolégico

El diagnostico anatomopatoldgico de las muestras obtenidas del

higado se realiz6 en el laboratorio de Anatomia Patoldgica de la

Faculta de Medicina de la Universidad Nacional de San Agustin

por la Doctora Rocio Quequezana.

EVALUACION DEL DANO HEPATICO SISTEMA SCHEUER

GRADO ACTIVIDAD ACTIVIDAD | FIBROSIS
PORTAL .| LOBULILLAR
PERIPORTAL

0 Ninguna o | Ninguna
minima

1 Inflamacion Inflamacién Ninguna
| portal sin necrosis

2 Necrosis leve Necrosis portal

focal

3 Necrosis Dafo celular | Fibrosis con

moderada focal intensa | distorsion de
' la
arquitectura

4 Necrosis severa | Necrosis en | cirrosis

puentes
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3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como promedios. Se aplic6 ANOVA para
establecer las diferencias significativas (p<0.05) en los promedios de
TGO, TGP, bilirrubina total, albimina, proteinas totales y fosfatasa
alcalina en los diferentes tratamientos evaluados y se apliéé la prueba
de significacion de Tukey para establecer el mejor tratamiento segun los
efectos de Peumus boldus (boldo) en Rattus norvegicus frente a la
induccion de cirrosis hepatica con fenobarbital y paracetamol. Se utilizé
el paquete estadistico computarizado SPSS version 12 para Windows
2008.

3.8 RECURSOS

a) Recursos humanos

e Bachilleres de Ciencias de {a Nutricion

e Asesor

b) Recursos biolégicos
e Hojas de Peumus boldus (boldo)

 Rattus norvegicus variedad Sprague Dawley.

¢) Equipos
e Balanza analitica

Centrifuga

Microcentrifuga
Estufa

Cocina Eléctrica

Microscopio

Rotavapor

Agitador

d) Recursos de laboratorio
e Bagueta '
e Embudo

» Hojas de bisturi

e Tubos de ensayo
e Espatula
e Gradilla
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Mortero

Papel filtro
Pipetasde 1,5y 10 mi
Soporte universal
Termdmetro
Vaso precipitado
Matraz
Micropipetas
Fiolas

Probeta

Luna de reloj

Frasco color caramelo

e) Reactivos

Kit para TGP, TGO. Sensibilidad 95%, especificidad 98%.
Fenobarbital |
Paracetamol

Silimarina

Eter

Formol al 10%

f) Material anexo

Jaula metalica

Algodén

Agua destilada

Alcohol

Esparadrapo

Jeringa antituberculina de 1ml

Toallas

g) Recursos Financieros

Autofinanciado
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
TABLA 1

| Evolucién a través del tiempo del efecto hepatopkotector de la administracion de
160mg/Kg de peso de Peumus boldus (boldo), observado a través de
Aspartatoaminotransferasa (AST).

TIEMPO DE ESTUDIO

GRUPOS Basal Dia 5 Dia 10 Dia 15 N

Control (+) 49+6,7 58+7,9 93+12 119+86 | 5

Experimental 53+5,9 67 +8,2 75+6,4 73+9,7% 5

Boldo 160mg/Kg
Patrén 50+8,0 56+74 63 + 8,2% 65+5,1 5
Silimarina
25mg/Kg
Control (-) 51175 54145 53 + 5,28 57+72 5

e La actividad de la transaminasa AST/TGO se expresé en unidades

internacionales por litro (Ul/L) de suero + Desviaciéon Estandar.
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e El andlisis estadistico se realiz6 entre las medias para cada dia,
mediante el andlisis de varianza y la prueba de significacion de Tukey
modificada con una exigencia del 99%.

o *, altamente significativo (p<0,01) con respecto al valor control (+);

o & significativo (p<0,05) con respecto al valor control.
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Describe la curva de la Transaminasa Glutamica Oxalacética (TGO), hoy

denominada Aspartatoaminotransferasa (AST), en la cual se observa que:

No hay diferencia significativa en los grupos control negativo, protector y patron,
durante los 15 dias de experimentacion, sin embargo en el grupo control positivo,
a partir del dia 5 hasta el dia 15, la enzima se elevé significativamente
comparada con los otros grupos. Ello se podria explicar debido a que la injuria
hepatica inducida por paracetamol conlleva a la pérdida de la integridad de la
membrana hepatocelular y por lo tanto a la salida de las enzimas hepaticas a la
circulacion, produciendo la elevacion de sus niveles séricos.

Los niveles elevados de TGO en el grupo control positivo podria explicarse como

un indicador de dafio hepatico, como el causado por hepatitis viral, sin embargo
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también pueden indicar infarto cardiaco y dafo muscular debido a que ésta
enzima se encuentra en otros 6rganos como el musculo cardiaco, musculo
esquelético, rifiones, cerebro, pancreas, pulmones, eritrocitos leucocitos,
ademas la accién del paracetamol en uso continuo o una sobredosis, pueden
ocasionar hepatotoxicidad y nefropatia, debidas a la produccion de un
metabolito oxidativo en el higado y el rifién, que ocasiona necrosis celular al

unirse con proteinas que contengan azufre.

Segun Coaquira R y Orellano N, en su investigacion titulada “Efectos del Silybum
| marianum (Cardo mariano) en Rattus norvegicus variedad Sprague dawley con
dafio hepatico inducido por tetracloruro de carbono, Arequipa 2011”, se evidencié
el poder fitoterapeutico ante el dafo hepatico, los resultados mostraron
disminucidén significativa en la actividad de la TGO y TGP en dos grupos
experimentales que recibieron via oral Silybum marianum (cardo mariano) a dosis
de 10 y 20 mg/kg/dia. El grupo que recibidé Silybum marianum (cardo mariano) a
dosis de 10 mg/kg/dia, respondi6 de manera mas efectiva al tratamiento
registrando los menores niveles de TGO y TGP en plasma, a nivel
histopatolégico el grupo experimental (20mg/kg/dia de Silybum marianum) y el
grupo control ( 1.5 mg/kg/dia de hepabionta) mostraron mejoria en el grado de
esteatosis y en disposicion arquitectural de los hepatocitos en relacion al grupo
blanco y experimental ( 10mg/kg/dia de Silybum marianum) .
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TABLA 2

Evolucion a través del tiempo del efecto hepatoprotector de la administracion de
160mg/Kg de peso de Peumus boldus (boldo), observado a través de

Alaninaminotransferasa (ALT).

TIEMPO DE ESTUDIO

GRUPOS Basal Dia 5 Dia 10 Dia 15 N

Control (+) 25+5,1 33+5,8 48 +6,9 61+ 8,1 5

Experimental 22+57 37+7,3 34 +7,1& 31+54* 5

Boldo 160mg/Kg
Patrén 21+6,0 30+6,6 25+7,3* 27+6,1* 5
Silimarina
25mg/Kg
Control (-) 22+41 21+73 22 + 6,6 24 +6,8" 5

e La actividad de la transaminasa ALT/TGP se expresé en unidades
internacionales por litro (Ul/L) de suero + Desviacion Estandar.

e FEl andlisis estadistico se realizd entre las medias para cada dia,
mediante el analisis de varianza y la prueba de significacién de Tukey
modificada con una exigencia del 99%.

e * altamente significativo (p<0,01) con respecto al valor control (+);

o & sgignificativo (p<0,05) con respecto al valor control.
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Describe la curva de la Transaminasa Glutamica Piravica (TGP), hoy

denominada Alaninaminotransferasa (ALT), en la cual se observa que:

No hay diferencia significativa en los grupos, control negativo, protector (boldo) y
patrén, durante los 15 dias de experimentacion.
En el grupo control positivo, a partir del dia 5 hasta el dia 15, la enzima se elevo

significativamente comparada con los otros grupos.

Los resultados muestran que la TGP es mas especifica que la TGO, debido a
que la primera se localiza casi exclusivamente en el citosol del hepatocito,
mientras que la TGO, ademas del citosol y mitocondria se encuentra en el
corazén, musculo esquelético, rifiones, cerebro, pancreas, pulmén, eritrocitos y

leucocitos.

Segln Luque K. y Pizarro R. (2013) en su investigacion titulada “Efecto protector
y regenerativo del extracto acuoso de las hojas de Schinus molle (molle) en ratas
Rattus norvegicus con dafio hepatico inducido por paracetamol, Arequipa 2012"

encontraron las siguientes conclusiones: el tratamiento con el extracto acuoso de
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molle ejerce un efecto protector y regenérativo del higado de ratas intoxicadas
con paracetamol, siendo las dosis de 2.0 g/kg la que manifesté tener un mayor
efecto evidenciado a través de la disminucién significativa de TGO, TGP y GGT
comparados con los niveles del grupo control. Histopatolégicamente se observé
una mejoria de grado severo a moderado en el grupo regenerativo y de grado

severo a ligero en el grupo protector.

El extracto acuoso de Boldo basa su potencia antioxidante en compuestos
importantes como los flavonoides y las catequinas que se conservan ambos
solubles en agua; diversos estudios demuestran los efectos colagogos y
coleréticos ademas de ser considerado como estimulante y protector hepatico

frente a diversos agentes potencialmente nocivos
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TABLA 3
Evolucion a través del tiempo del efecto hepatoprotector de la administracién de
160mg/Kg de peso de Peumus boldus (boldo), observado a través de la
concentracion sérica de bilirrubina total.

TIEMPO DE ESTUDIO

GRUPOS Basal Dia5 ‘Dia 10 Dia 15 N

Control (+) 0,78+0,07| 0,88+0,03 (1,31+0,12| 1,49+0,15| 5

Experimental | 0,85+0,09| 0,79+0,02 [ 0,95+£0,09| 1,23+0,13 5
Boldo 160mg/Kg

Patron 081+01 4 104+£0,07(111+£0,13| 1,10+£0,12 5
Silimarina
25mg/Kg

Control (-) 0,79+0,06| 0,77 +0,04 | 0,84 £0,07|0,89+0,09%| 5

| e La actividad de bilirrubina total se expresé en miligramos por decilitro
(mg/dl) de suero + Desviacion Estandar.

e El andlisis estadistico se realizd6 entre las medias para cada dia,
mediante el analisis de varianza y la prueba de significacién de Tukey
modificada con una exigencia del 99%.

o * altamente significativo (p<0,01) con respecto al valor control (+);

e & gijgnificativo (p<0,05) con respecto al valor control.
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Concentracion de Bilirrubina Total (mg/dl)
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Describe la curva de Bilirrubina total, en la cual se observa que:

Los promedios de la medicién basal de ésta fueron similares en todos los grupos,
no encontrandose diferencia significativa. A partir del dia 5 hasta finalizar el
experimento la medicion final y la variacion de bilirrubinas totales fue mayor en el

grupo contro! positivo, comparado con los demas grupos.

En el grupo protector (boldo) la elevaciéon de bilirrubina total indica que existe
también un componente colestasico, junto con el hepatocelular.

La bilirrubina es un producto de la destruccién de los glébulos rojos, que es
eliminado de la circulacion mediante su conjugacién hepatica y secretado en la
bilis. Sin embargo, los niveles de ésta pueden incrementarse cuando disminuye
su captacion hepatica, disminuye su conjugacién, su secrecidon o existe un

bloqueo en las vias biliares.

El consumo de boldo estimula la produccion de bilis (puede duplicar el flujo de la
bilis) y la salida del fluido desde la vesicula, lo cual favorece la digestion y
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combate los sintomas derivados de un mal funcionamiento del higado o de la
vesicula (flatulencia y espasmos intestinales). Por lo mencionado anteriormente,
se puede inferir que la administracion de extracto acuoso de boldo provoco la

elevacion de niveles de bilirrubinas totales gracias a su propiedad colerético.

Segun Olivares J., en su investigacion titulada “Efecto protector del extracto
acuoso de las hojas de Peumus boldus “boldo” en la toxicidad hepatica inducida
por rifampicina en ratas holtzman hembra, Lima 2015” encontré los siguientes
resultados: Los promedios de la medicion basal de éstas fueron similares en
todos los grupos experimentales, no encontrandose diferencia significativa. Al
finalizar el experimento la medicién final y la variacion de bilirrubinas totales fue
mayor en el grupo B (rifampicina 100 mg/kg de peso), comparado con los demas
grupos, hallandose diferencia significativa entre los grupos experimentales
(p=0.00).
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TABLA 4
Evolucién a través del tiempo del efecto hepatoprotector de la administracion de

160mg/Kg de peso de Peumus boldus (boldo), observado a través de la
concentracion sérica de albumina.

TIEMPO DE ESTUDIO

GRUPOS Basal Dia 5 Dia 10 Dia 15 N

Control (+) 332+0,2 | 336+04 | 334+£0,18| 3,1+£0,21 5

Experimental 32+0,26 | 34105 3,70 = 3.82* ¢ 5
Boldo 160mg/Kg 0,63* 0,40
Patron 3,19+028( 3,23+0,18 | 3,47 £ 0,52 3.64% + 5
Silimarina 0,27
25mg/Kg

Control (-) 333+0,18| 3,37+0,36 | 336+ 0,42 | 329%0,34| 5

e La actividad sérica de albumina se expresé en gramos por decilitro (g/dl)
- de suero £ Desviacion Estandar.

e El analisis estadistico se realizé6 entre las medias para cada dia,
mediante el analisis de varianza y la prueba de significacion de Tukey
modificada con una exigencia del 99%.

o * altamente significativo (p<0,01) con respecto al valor control (+);

o & gignificativo (p<0,05) con respecto al valor control.
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Describe la curva de albimina, en la cual se observa que:
La concentraciéon de albumina en los grupos control negativo y control positivo
fueron similares desde sus niveles basales hasta el dia 10, posteriormente los
niveles del grupo positivo disminuyeron significativamente.
Los grupos patrén (silimarina) y protector (boldo) tuvieron un incremento desde
sus niveles basales hasta el término de la experimentacién, debido al aumento en

la asimilacion de las proteinas proporcionadas por la dieta.

Los niveles de albumina fueron menores en el grupo control positivo comparado
con los otros grupos. Ello se podria explicar debido a que Ila injuria hepatica
inducida por fenobarbital y paracetamol conlleva a la pérdida de la integridad de
la membrana hepatocelular y por lo tanto a la salida de las enzimas hepaticas a

la circulacion, produciendo la elevacién de sus niveles séricos.

Ello se corrobora por los hallazgos encontrados en el trabajo realizado por
Yovera E., en su investigacion titulada “Efecto protector del extracto acuoso de
las hojas de Peumus boldus “boldo” en la toxicidad hepatica inducida por
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isoniazida en ratas holtzman hembra, Lima 2015” encontr6 los siguientes
resultados: se utilizaron 24 ratas Holtzman hembra, divididas en 4 grupos: A
(control), B (isoniazida 50 mg/kg), grupo C (silimarina 200 mg/kg e isoniazida 50

mg/kg) y D (boldo 160 mg/kg e isoniazida 50 mg/kg). Se hallé que el grupo B -

disminuyd mas de peso (16,41 +/-17,94 gr), presenté mayor elevacién de

bilirrubinas totales (0,25 +/-0,13), bilirrubina directa (0,2 +/-0,11), TGO (51.83 +/-

18.55) y TGP (29 +/- 13,72), en comparacion con el grupo A, C y D. Se hallé
también menor elevacién de proteinas totales (0,49 +/-0,62) y albuminas (0,33 +/-
0,35) en el grupo B, en comparaciéon con los demas grupos. No se hallé
diferencia significativa entre los grupos en cuanto a la variacién de bilirrubina
indirecta (p =0,104) y globulinas (p=0,144).
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TABLA S
Evolucién a través del tiempo del efecto hepatoprotector de la administracion de
160mg/Kg de peso de Peumus boldus (boldo), observado a través de la
concentracién sérica de proteinas totales.

TIEMPO DE ESTUDIO

GRUPOS Basal Dia 5 Dia 10 Dia 15 N

Control (+) 6,2+0,5 5807 5309 | 51403 5

“Experimental | 61038 | 5703 | 58206 | 58207 | 5
Boldo 160mg/Kg

Patron 6,3+0,34 | 6,4+£0,51 6,9+06% | 7,1+0,62* 5
Silimarina
25mg/Kg

Control () 64+04 | 63+047 | 62+058 ]| 61+044 5

La actividad sérica de proteina se expresé en gramos por decilitro (g/dl)
de suero + Desviacion Estandar.

o El andlisis estadistico se realiz6 entre las medias para cada dia,

“mediante el analisis de varianza y la prueba de significacion de Tukey
modificada con una exigencia del 99%.

o * altamente significativo (p<0,01) con respecto al valor control (+);

e & significativo (p<0,05) con respecto al valor control.
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Describe la curva de proteinas totales, en la cual se observa que:

Los valores basales de este marcador fueron similares en todos los grupos y no
se hallé diferencia significativa entre ellos.

Al finalizar los tratamientos los grupos patrén (silimarina) y control negativo
fueron elevados, en el grupo protector (boldo) se hall6 menor incremento
comparados con el grupo control positivo, el cual disminuyo progresivamente

hasta finalizar el tratamiento.

La toxicidad hepatica producida por la administracion de paracetamol ha sido
descrita por diversos autores. Existen estudios que muestran que el
paracetamol se metaboliza a nivel hepatico por varias vias, conduciendo una
de ellas a la reaccion de conjugacién con el acido glucurénico, mientras que la
segunda via se conjuga con el sulfato, reacciones que tornan inocuo al
paracetamol, en cambio, existe otra reaccién que lo conduce a la formacién de
N-acetil imidoquinona, compuesto que tiene la propiedad de realizar un ataque

nucleofilico a diversos componentes celulares.
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Segun Arroyo J. et. al., en su investigacion titulada “Efecto protector en cirrosis
hepatica inducida en ratas del extracto etandlico de las hojas de matico (Piper
aduncum) comparado con silimarina, Lima 2012” encontraron los siguientes
resultados: El extracto y el fitomedicamento a 200 mg/kg disminuyeron los
valores de TGP (p < 0,621), bilirrubina total (p < 0,385) y bilirrubina directa (p <
0,283) e incrementaron las proteinas totales (p < 0,539) y albumina (p < 0,114),
similar al grupo silimarina. El colageno, la fibrosis y el nivel de dafno hepatico se
vieron aumentados con tetracloruro de carbono; estos indicadores se redujeron
con los diferentes tratamientos y la silimarina. El marcador de estrés oxidativo
se redujo con los tratamientos aplicados (p < 0,002). La silimarina ha ratificado
su efecto protector sobre el dafio inducido en el higado, como se evidencié en
esta investigacion.

Por su parte, la silimarina ha sido ampliamente estudiada como hepatoprotectora
en diversos modelos animales. Es asi que en el estudio realizado por M Singh et.
al., se hallé reversion significativa del dafio hepatico en los grupos a los que se

les aplicé silimarina.
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TABLA 6
Evolucién a través del tiempo del efecto hepatoprotector de la administracién de
160mg/Kg de peso de Peumus boldus (boldo), observado a través de la
concentracién sérica de fosfatasa alcalina.

TIEMPO DE ESTUDIO
GRUPOS Basal Dia 6 Dia 10 Dia 15
Control (+) 1256+23,8 | 137+18,7 | 149+£26,3 | 168 + 35,2
Experimental 131226 | 128+17,6 | 127 £259 | 121 £ 19,56*
Boldo 160mg/Kg
Patréon 127 £18,7 | 121+ 15,6 118 117 £ 12,4
Silimarina 11,38
25mg/Kg
Control (-) 128 £20,0 | 125+18,9 | 126 +23,3 | 129+19,7

e La actividad sérica de proteina se expresé en unidades internacionales
por litro (Ul/L) de suero x Desviacién Estandar.

e El andlisis estadistico se realizd entre las medias para cada dia,
mediante el analisis de varianza y la prueba de significacién de Tukey
modificada con una exigencia del 99%.

e * altamente siQniﬁcativo (p<0,01) con respecto al valor control (+);

« & significativo (p<0,05) con respecto al valor control.
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Describe la curva de fosfatasa alcalina, en la cual se observa que:

En el grupo control positivo los niveles de fosfatasa alcalina se elevan
progresivamente durante el tiempo de tratamiento, mientras los valores de los
grupos patron, control negativo y grupo protector se mantienen por debajo de su

valor inicial.

El efecto protector del boldo se observa a partir del dia 5, disminuyendo los
valores de fosfatasa alcalina cercanos a los obtenidos por el grupo patrén.

El paracetamol es un medicamento que, administrado a elevadas dosis, causa
dafio hepatico. Este proceso se realiza por generacion de radicales libres. En tal
sentido, la administracion de sustancias con propiedades antioxidantes podria

evitar o disminuir el efecto toxico de la mencionada droga.

Al estudiar los investigadores en un grupo de ratas el efecto hepatotoxico del

tetracloruro de carbono, se observé una disminucién en la albumina sérica y
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proteinas totales acompafadas de un incremento en AST, ALT y fosfatasa
alcalina; también, hubo alteraciones hepéticas, como esteatosis, degeneracion
hidropica y necrosis. Al mismo tiempo, administraron a otro grupo de ratas,
CCl4 y un extracto de Centella asiatica y observaron una accion
hepatoprotectora, que fue atribuida a la presencia de asiaticésido (14,5%) en el
extracto®!. |

Por lo mencionado anteriormente, se puede inferir que la administracion de
Extracto Acuoso de Boldo revirtié significativamente la elevacion de
marcadores séricos como las enzimas TGO, TGP, niveles de bilirrubinas
totales y fosfatasa aicalina e incrementé la sintesis hepatica de proteinas
(proteinas totales y albUmina}) y con ello sus niveles séricos.

En las enfermedades hepaticas suelen presentarse en dos diferentes formas:
agudas y crénicas. En las enfermedades agudas hay un repentino dafio que .
afecta al higado entero. A corto plazo, la falla hepatica amenaza la vida, pero si
el paciente sobrevive, el poder de regeneraciéon del higado le da una buena
oportunidad de que se restablezcan las funciones normales.

Desde 1975, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido la
importancia de las medicinas tradicionales en el control de la salud y ha
- generado un programa orientado a la promocién de la medicina tradicional en
los paises desarroliados®2. ,
Diversas investigaciones han descubierto_compuestbs que presentan efectos
protectores hepaticos y cuyo uso seria fundamental en diversas patologias
‘como las hepatopatias inducidas por farmacos, hepatopatias virales, entre
otras. Dentro de éstos tenemos una amplia gama de plantas medicinales, en la
que destacamos a la planta del boldo (Peumus boldus) 53.

Las infusiones acuosas de hojas secas de boldo (Peumus boldus) se han
utilizado por mucho tiempo como un digestivo casero y como terapia
coadyuvante para las enfermedades crénicas de higado. Entre las muchas
cualidades medicinales que se le atribuye a las hojas del boldo se incluyen
propiedades coleréticas y colagogas, ademas de ser considerado como
estimulante y protector hepatico frente a diversos agentes potenciaimente

nocivos>®3.
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Figura 1

Higado normal del Grupo Control Negativo (coloracion Hematoxilina-eosina)
(40x)

1. No se observa necrosis.
2. Disposicion de los hepatocitos en columna (sinusoides normales)

74



Figura 2

Higado del Grupo Control Positivo (Coloracion Hematoxilina-Eosina) (40x)

3. Se observa destruccion de hepatocitos con restos nucleares.
4. Presencia de hipertrofia de células de Kupffer

1. Se observa necrosis severa.

2. Espacio portal alterado.
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Figura 3

Higado del Grupo Protector - Boldo (Coloracion hematoxilina-Eosina) (40x)

Presencia de ligera necrosis.

Espacio portal practicamente normal.

Células de kupffer de histologia normal.

Existencia de hepatocitos binucleados. Sefial de regeneracion.

hON~

76




- .Figura 4

Higado del Grupo Patrén - Silimarina (Coloracion hematoxilina-Eosina) (40x) - -

Presencia de ligera necrosis.
2. Espacio portal practicamente normal.

1.

3. Células de kupffer de histologia normal.

4. Existencia de hepatocitos binucleados. Sefial de regeneracion.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

Primero: El extracto acuoso de Peumus boldus (boldo) a una dosis de 160
mg/kg de peso, tiene efecto hepatoprotector frente a la injuria producida por
el fenobarbital y paracetamol segln parémetroé - bioquimicos y
anatomopatolégicos.

Segundo: El tratamiento con el extracto acuoso de Peumus boldus (boldo)
evidencié una disminucién de transaminasas TGO, TGP y fosfatasa
alcalina, asi mismo un incremento de bilirrubina total y albumina; mientras
que las proteinas totales se mantuvo constante sin variacion significativa. A
nivel anatomopatoloégico el extracto acuoso >de Peumus boldus (boldo)
demostré un dafio hepatico moderado, el grupo patrdn (silimarina) mostro

dafo leve.

Tercero: La silimarina a una dosis de 25 mg/kg de peso, tiene mayor efecto
hepatoprotector frente a la injuria producida por el fenobarbital y
paracetamol segun parametros bioquimicos y anatomopatolégicos,
comparado con el extracto acuoso del Peumus boldus (boldo).
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

1. Se recomienda difundir la utilizacion en infusion de las hojas de boldo a
una dosis de 9 g/ como tratamiento preventivo en personas con
antecedentes de enfermedades hepaticas como una alternativa a largo

plazo.

. Difundir los datos obtenidos en la investigacién a la poblacion ya que es
un aporte importante, conocer las dosis de administracién del Boldo
utilizado como hepatoprotector debido a que si se utiliza en dosis
inadecuadas podria causar dificultades en la salud de los seres

humanos.

. Se recomienda evitar tratamientos farmacolégicos, ya que éstos alteran
la fisiologia normal del higado, y preferir los tratamientos

fitoterapéuticos.
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