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LISTA DE ABREVIATURAS

APAP: acetaminofén

Cit. Pgq5p: Citocromo Pgs5q

CMC: carboximetil celulosa

FA: fosfatasa alcalina

GGTP: gamma glutamil transpeptidasa
GSH: glutatién reducido

I.P.: via intraperitonial

I.V.: via intravenosa

3-MC: 3-metil colantreno

MDA: malondialdehido

MFO: sistema de oxidacibén de funci6én mixta
NAC: B-acetil-L-cisteina

NAPQI: M-acetil-p-benzoquinoneimina
0.P.: via oral

PB: piperonil butéxido

PTU: propiltiuracilo

RPM: revoluciones por minuto

SH: grupos sulfhidrilos 6 grupos tioles
TBA: Acido tiobarbittrico

TCA: Acido tricloroacético

TGP: transaminasa glutmico pirfivica
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06.0.0.0. RESUMEN

El acetaminofén (APAP) es un analgésico antipirético atil y
libre de efectos secundarios a dosis terapéuticas, sin embargo,
una sobredosis provoca dafio hepdtico marcado que puede conducir
a la muerte del individuo. Actualmente est&d aceptado que el
consumo de glutatién reducido (GSH) por un metabolito activo del
APAP es un requisito para que ocurra el dafioc. La participacién
de la lipoperoxidacién se encuentra méAs discutida en la
literatura. El objetivo del presente trabajo consistié en
estudiar la secuencia de eventos (consumo de GSH,
lipoperoxidacién) que conducen al dafio celular, y evaluar la
capacidad hepatoprotectora de la silimarina (un flavonoide con
efectos benéficos en varias enfermedadez hepéticas) en la
intoxicacién con APAP. Se utilizaron ratas Wistar macho de 120-
150 g de peso y se hicieron 5 grupos experimentales: 1.
Tratamiento con APAP 500 mg/Kg p.o. suspendido en carboximetil
celulosa (CMC) al 1%. 2. Pretratamiento con 3-metil colantreno
(3-MC) 20 mg/kg i.p. 72 h antes de la administraciétn de APAP
500 mg/kg p.o. suspendidio en CMC al 1%. 3. Administraciédn de 3-
MC y APAP 1igual que en el grupo 2, mAs silimarina 200 mg/Kg
suspendidos en CMC al 1%. La silimarina se administré 24h antes
del APAP. 4.Grupo control de CMC y 3-MC administrados igual que
en' en el grupoc 2. 5. Control de 3-MC y silimarina administrados
igual que en el grupo 3. Cinco ratas de cada tratamiento se
sacrificaron a 1, 3, 4, 6, 18 y 24 h después de la

administraci6én de APAP. Se midié el GSH y el grado de



lipoperoxidacién en homogenados de higado, asi como el contenido
de glucégeno hepatico. La actividad de las enzimas transaminasa
glutémico pirGvica (TGP), gamma-glutamil transpeptidasa (GGTP) vy
fosfatasa alcalina (FA) fue determinada en suero. El grupo que
recibié APAP pero sin pretratamineto con 3-MC para inducir el
metabolismo no mostré evidencias de dafio hepAtico. En cambio el
grupo pretratado con 3-MC e intoxicado con APAP mostrdé dafio
hepético generalizado, indicando que 1la toxicidad del APAP
depende de su metabolismo a través del Cit. Pgsg. A partir de
este experimento, todas las ratas recibieron un pretratamiento
con 3-MC antes de la intoxicacién de APAP. Desde la primera hora
de la administracién del APAP el GSH disminuyd
significativamente 70% Yy se mantuvo bajo durante 6 h, el
glucdgeno también bajé desde la primera hora y permanecid por
debajo del valor del control las siguientes 24 horas. Cuatro
horas después de la administracién del APAP, el grado de
lipoperoxidaciébn aumenté 3 veces. A las 18 h el grado de
lipoperoxidacién regres a valores normales y el GSH se recuperd
Y sobrepasé el valor control. Las enzimas séricas mostraron un
incremento m&ximo a las 18 h. La silimarina previno totalmente
el aumento en la actividad de la FA, de la GGTP y de la TGP en
suero y la disminucién en el contenido de glucbdgeno a las 18 vy
24 h. AdeméAs, el grupo protegido con silimarina no mostrd
incremento en el grado de lipoperoxidacién, pero la disminucién
en el contenido de GSH fue similar a la del grupo que recibié 3-
MC + APAP. Concluimos que el consumo de GSH y el aumento en el
grado de lipoperoxidacién preceden al incremento en las enzimas

séricas marcadoras de dafio hepatico sugiriendo que la



lipoperoxidacién juega un papel importante en el establecimiento
del darfio. La silimarina protegi6 de manera importante de la
intoxicaciétn con APAP, probablemente, actuando como captador de

radicales libres y evitando los procesos lipoperoxidativos.



1.0.0.0 INTRODUCCION

1.1.0.0 El Higado

1.1.1.0 Generalidades

El higado es un 6rgano que se encuentra presente en todos
los animales vertebrados, en el hombre comprende del 2 al 3% del
peso corporal (27). Se encuentra localizado en la cavidad
abdominal por debajo del diafragma y presenta cuatro l6bulos
separados de manera incompleta. Su superficie externa esté
revestida por una fina cépsula de tejido conjuntivo (clpsula de

Glisson).

El higado tiene doble sistema de irrigaci6tn sangquinea. La
vena porta, que transporta sangre que ha pasado por los lechos
capilares del tubo digestivo, del bazo y del péAncreas, suministra
aproximadamente el 75% de la sangre que llega al mimmo (23); ésta
es rica en sustancias nutritivas, pero relativamente pobre en
oxigeno. Por otra parte la arteria hepfAtica transporta sangre
bien oxigenada. Ambos sistemas de aporte sanguineo se mezclan al
pasar por los sinuscides de los lobulillos. La sangre de los
sinusoides fluye hacia el centro de cada 1lobulillo donde es

recogida por la wvena central ([Fig. 1].

La unidad estructural del 6rgano es el lobulillo hepético,
un prisma poliédrico de tejido, que contiene placas anastomosadas
de células parenquimatosas y un sistema de sinusoides sanguineosn.
Las ramas de los vasos sanguineos aferentes y de loa conductos

hepaticos corren a lo largo de los bordes del poliedro y la vena
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Fig. 1. Direccidn de los flujos sanguineos y biliar en
un segmento de Tobulillo hepdtico. E1 dibujo estd basado
en una ilustracién de Kam A.W. Textbook of Histology. I.
B. Lippincott Company, Filadelfia, 1965.
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central passa por el centro de éste (13) (Fig. 1].

El higado es esencial para la vida, y los mamiferos
sobreviven a la hepatectomia parcial fundamentalmente porque las
células tienen extraordinaria capacidad de regeneracién. El
animal de laboratorio mis frecuentemente usado para estudios de
regeneracién experimental es la rata. cuyo higado lobulado
permite wuna remocién fécil y reproducible de una parte del
higado. El desarrollo de la regeneraci6tn mfAs intensa se observa
después de la remocibdn del 65-70% del higado. La estimulaciébn en
la sintesis de DEA hep&atico puede ser vista aproximadamente a las
14 horas después de la operacib6bn, con un mé&ximo alrededor de las
24 horas. Un incremento en la actividad mitdédtica de los
hepatocitos se puede observar después de una fase lag de
alrededor de 6 horas, con un mfiximo cercano a las 30 horas

posteriores a la operaci6n (9).

El higado también tiene la facultad de soportar grandes

aumentos de exigencias metab6licas.

Este o6rgano funciona como una glandula ex6crina y com» una
gladndula endbébcrina. Secreta bilis que fluye hacia el duodeno ¥y
que tiene, entre otros componentes, sales biliares, colesterol,
fosfolipidos y pigmentos biliares. La lecitina, que es el
fosfolipido méAs importante, y el colestercol son insolubles en
agua, pero son capaces de formar micelas mixtas con las sales
biliares, por lo cual permiten que s8e lleve a cabo la
emulsificaci5n de las grasas antes de su digestiétn (35). Las

sustancias almacenadas que no son utilizadas por el hepatocito



pueden ser liberadas a la circulacién general, ya sea
directamente como la glucosa, o bien, ligadas a un transportador
como los triglicéridos que salen formando parte de una

lipoproteina.

Las células hepéticas también sintetizan mmchas sustancias en
respuesta a las demandas del organismo: albtmina y otras
proteinas plasmiticas, glucosa (gluconeogénesis), Acidos grasos
para la sintesis de triglicéridos, colesterocl y fosfolipidos.
Biotransforma compuestos ex6genos como drogas e insecticidas vy

compuestos endSgenos como esteroides.

A causa de su gran capacidad wvascular, sirve como
reservorio sanguineo. Finalmente, la abundancia de macré6fagos
representados por las células de Kupfer del sistema reticulo
endotelial, hace del higado uno de los principales filtros para
las particulas extrafias, especialmente las bacterias y antigenos

provenientes del intestino (35).

1.1.2.0 Metabolismo de xenobibéticos por el higado

El higado tiene a su cargo, como una de sus funciones
primordiales, un papel protector contra agentes nocivos; por lo
que estad capacitado para biotransformar una gran mayoria de los
xenobibdticos que llegan a €l. Para realizar tal funcién, el
hepatocito contiene una serie de complejos enzimlticos que se
encuentran inmersos en las membranas del reticulo endoplasmico
liso y en el citosol. El proceso de biotransformaciémn consta de

dos fases, y e3 mediante ellas que log compuestos liposolubles



son convertidos en productos metabblicos mfs polares, que
permiten una mfs répida excreciébn y prevenir asi loms efectos

té6xicos por la retencién de agentes nocivos (31).

Las reacciones de la fase 1 consisten de oxidaciones,
reducciones e hidré6lisis, que tienen la finalidad de introducir
grupos quimicos adecuados para que se lleven a cabo las
reacciones de la fase II. Entre las de mayor importancia son las
oxidaciones, que son realizadas por un complejo enzimético
llamado " sistema de oxidasas de funcifn mixta . Este sistema
esté constituido por el Citocromo Pgs59 (Cit. Pgs5g) . NADPH
citocromo ¢ reductasa, y el lipido fosfatidilcolina. El Cit.
P4g5p o8 una familia de proteinas que contiene el grupo hemo. Este
grupo de hemoproteinas est& involucrado en el metabolismo de una
gran variedad de sustancias endfgenas y ex6genas; actia como un
aceptor terminal de electrones para varias reacciones oxidativas.
El WNADPH actfia como una fuente primaria de electrones para este
sistema. Con estos elementos y en presencia de algfin compuesto
extrafio, se inicia una serie de eventos moleculares. El compuesto
se une a la forma oxidada del Cit. Pg5¢9 y forma un complejo, éste
es entonces reducido por un electrd65n donado por el NADPH
citocromo c¢ reductasa. El complejo Cit. Pggg-droga reducida
reacciona con oxigeno, y ya oxidado acepta un segundo electrén
del NADPH o WADH, formfndose un complejo "oxigeno activado™. Este
compuesto se descompone dando la forma oxidada de la droga. el
Cit. Pgsgp ¥ agua. Los productos de las reacciones de la fase I
pueden incluir la formacién de epdxidos., radicales libres,

azoalcanos y N-6xidos. Estos metabolitos pueden estar implicados



en el desarrollo del dafio hepéatico (32).

Las reacciones de la fase II son esencialmente
destoxificantes y se realizan en el citosol destruyendo las
propiedades biolb6gicas del compuesto original y sus productos.
permitiendo su excrecifétn como glucurénidos, derivados del &cido
mercaptfirico y otros conjugados. Las reacciones de esta fase
consisten en la conjugacién de moléculas que contienen grupos
polares con algfin grupo endégeno (GSH, UDP del &cido glucurénico,
glicina, etc.). Las principales reacciones de conjugacién
incluyen glucuronidaci6én, metilaci6tn, acetilacién, sintesis de
4cido mwmercaptfirico, sintesis de tiocianato y conjugaciébn con
glicina, sulfato, y glutamina. La naturaleza destoxificante de
las reacciones de la fase II es importante, pues como ha sido
mencionado, los productos de la fase I son frecuentemente
compuestos téxicos activos o carcinogénicos que cuando no son
capturados por alguna de las reacciones de la fase II manifiestan

su efecto toéxico (37).

1.1.3.0 Importancia del dano al higado

El higado es un 6rganc que muy frecuentemente se ve afectado
por una gran variedad de patologfas.directas o indirectas, entre
las que pueden citarse los trastornos vasculares, metabblicos,
t6xicos, obstructivos y neoplésicos; y en algunos paises como el
nuestro también se ve afectado por parasitosis y micosis (28). El
higado juega un papel central en el control de la homeostasis
metabblica., consecuentemente cualquier lesién hepfitica alteraré

los procesos celulares normales y conducirid a varios grados de



disfuncién hepatccelular. Puede decirse que todas las
enfermedade=s hepaticas disminuyen la capacidad funcional del
higado, por lo tanto van a conducir & una incapacidad funcional
del hombre y en el peor de los casos conducen a la muerte (49).
De ahi, que las enfermedades hep&ticas constituyan un problema de
salud muy importante a nivel mundial y nacional que incapacita o
lleva & la muerte a un gran nfimero de personas en edad

productiva.

El higadco. debido a su papel primario en el metabolismo y
disposiciébn de compuestos esti8 sujeto a dafio por una gran
cantidad de agentes. Los agentes inorgénicos, los compuestos
orgfnicos sintéticos y las hepatotoxinas naturales pueden
producir dafio hepAtico. De ahi que cualquier agente que produzca
dafioc quimico al higado debe ser estudiado considerando diversos
aspectos, es decir, tomando en cuenta la naturaleza del agente
hepatot6xico, circunstancias de la exposicibébn, mecanismos para
iniciar tales efectos, el caréfcter del dafio, y sobre todo, tomar

en cuenta las repercusiones médicas y sociales (75).

1.2.0.0 El Acetaminofén (APAP)

El acetaminofén (paracetamol, N-acetil-p-amino-fenol,4"-
hidroxiacetanilida) es considerado uno de los analgésicos-
antipiréticoe no narcéticos mfs seguros cuando es tomado en
dosis terapéuticas. Es muy utilizado en casos de migrafia,
neuralgias, mialgias y dismenorrea, y también en afecciones
artriticas y reumfticas. Una de sus ventajas sobre la aspirina,

ez que no causa irritaciétn o hemorragia géstrica . ademfs en

10



dosis terapéuticas no baja la actividad de la protrombina (52).
Sin embargo, sus efectos antiinflamatorios son débiles, aungue se
ha demostrado este tipo de efectos pero con dosis mmcho mayores
que las requeridas para producir analgesia. E1 APAP es un
inhibidor débil de la biosintesis de las prostaglandinas, aunque
algunas pruebas sugieren que puede ser un inhibidor mf=s efectivo
de la ciclooxigenasa del SEC que de otros tejidozs. Esto puede
explicar en parte su capacidad para reducir la fiebre (una

accién central) y para inducir analgesia.

El APAP se absorbe ripidamente y casi totalmente en el
tracto gastrointestinal. La concentracifn plasmfitica llega al
méximo en 30 a 60 minutos, y la vida media plasmitica de dosis
terapéuticas es de aproximadamente 2 horas. El APAP tiene una
distribucién relativamente uniforme en casi todes los liquidos
corporales. Su unién a las proteinas plasmiticas es variable; del
20 al 50% puede estar ligado en las concentraciones que se
encuntran durante la intoxicacifn aguda. Con dosis terapéuticas
puede recuperarse del 90 al 100% de la droga en la orina el
primer dfa. Practicamente todo el APAP se excreta como sus
nﬁ}abolitos. y la mayor parte se excreta después de la
conjugacién hepética con &cido glucurénido (60%), A&cido sulffirico
(35%) o cistefina (3%): tanb;én se han detectado pequefias

cantidades de los metabolitos hidroxilados y desacetilados (26).

El APAP tiene poco efecto sobre la funci6tn renal en sujetos
normales, sin embargo, reduce el flujo sanguineo renal y la tasa
de filtracién glomerular en pacientes con insufuciencia cardiaca

congestiva o cirrosis hep&tica con ascitis o en aquellos que

11



sufren una hipovolemia. Efectos similares se producen en
pacientes con enfermedad crbnica renal. En estas circunstancias,
puede precipitarse una insuficiencia renal aguda. Estos efectos
parecen reflejar la funcibén de las prostaglandinas renales de
mitigar las influencias vasoconstrictoras de la noradrenalina y
angiotensina II que resultan de la activacién de mecanismos

presores (26).

Ademés de sus efectos hemodindmicos en el rifibn, el APAP
puede promover la retencifn de sal y agua por reduccién de la
inhibicién inducida por prostaglandinas de 1la reabsorcién de
cloro y la accién de la hormona antidiurética. Esto puede causar
edema en algunos pacientes con artritis tratados con APAP. El
APAP también prommeve una hiperpotasemia aparentemente al
suprimir la secreci6tn de renina inducida por prostaglandinas
(26).

Sin embargo, como la accibén del APAP sobre las
prostaglandinas periféricas es pequefia en comparacién con otros
analgésicos del tipo de la aspirina, su efecto sobre el rifién

también es menor.

Debido a su grado de seguridad, este fArmaco es muy
utilizado incluso mfs que la aspirina en Europa. Sin embargo.
su popularidad ha conducido a un aumento en el nGmero de
sobredosis, e incluso se tienen registrados suicidios ocasionados
por altas dosis de acetaminofén (52). Una exposiciétn a grandes
cantidades de este farmaco en adultos, puede causar varios grados
de necrosis hepdtica, que en los casos mis severamente afectados

causa dafio hep&tico fulminante que conducen a la muerte (15).

12



1.2.1.0 Biotranz=formacién

El APAP es biotransformado principalmente en el higado,
mediante reacciones de conjugacién con glucurénidos y sulfatos.
Una pequefia proporcién del fé&rmaco se biotransforma por el Cit.
Pgsp- Estos metabolitos polares no son téxicos y se eliminan por
el rifibn, acompafiados de trazas de fArmaco no metabolizado. Ambas
vias son saturables. El producto de la via catalizada por el Cit.
P450 e3 un metabolito reactivo, la WN-acetil-p-benzoquinonaimina
(MAPQI), el cual se conjuga con glutatiédn reducido (GSH), esnte
conjugado posteriormente se transforma en el mercapturato del

APAP y es escretado por el rifiébn (55) ([Fig. 2].

Se han propuesto varios mecanismos para la formaci6n del
metabolito WAPQI [Fig. 3] (29). El primero involucra la formacién
de N-hidroxiacetaminofén, durante el metabolismo dependiente del
Cit. Pgsg (1). Otro mecanismo sugiere que un epbxido de APAP es
formado como resultado del metabolismo del Cit. Pg5g (ii). Una
tercera sugerencia de la accibén del Cit. Pg5g sobre el APAP, es
que por medio de un transportador de electrones se produce un
radical libre semiquinona, el cual en presencia de 0., forma 0y

y Hp0 (iii).

1.2.2.0 Mecanismos de hepatotoxicidad

Se ha demostrado que la hepatotoxicidad del APAP depende al
menosg en parte, de la unién covalente del metabolito reactivo
NAPQI a macromoléculas hepéAticas, ocasionando necrosis

centrilobulillar (33).El1 GSH juega un papel fundamental en la

i3



APAP 3+

p450
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P450———-APAP
gn‘c
reductasa
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2 HNCOCH5 HNCOCHy  HNCOCH; HNCOCH,
(H,0,) -— L S6 —~
H H S6
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(0} ,
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APAP-semiquinona

Fig. 2. Modelo propuesto para la biotransformacién del acetaminofén. E! esquema estd basado en una ilustracidn de
Savides C.M. and Ochme W.F. Acetaminofén and its Toxicity. J. of Applied Toxicology 3(2):96, 1983.
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15



proteccif6tn contra el ataque electrofilico del BAPQI a los
hepatocitos, ya gue para que el dafic se presente es necesarioc que
el contenideo de GSH hepéAtico dismimuya un 70-80% (45). La
toxicidad del ff4%rmaco eg dependiente de la dosis ingerida cuando
la cantidad m=tabolizada a través del Cit. Pggg de APAP es
grande, la cantidad de BAPQI formado es suficiente para agotar el
GSH hepético, por lo gue el metabolito que queda libre se une

covalentemente a wmacromcléculas hepfiticas ocasionando el dafio.

Los centrce nuclecfilicos més susceptibles gque pueden sBer
atecados por agentes arilados son los grupos sulfhidrilo (SH). Se
ha wvisto que cuando el BAPQI interactfia covalentemente con
albmina de suero, el finico sitic que es wodificado son los
grupos SH de los residuos de cisteina de la protefna (5). Los
grupos SH libres juegan un papel critico en el mecanismo
catalitico de una gran variedad de enzimas y la modificaciébn de

eastos grupos causa la lnactivacidn de las enzimas.

El BAPQI no es sb6lc un fuerte electr6filo, sino tembién un
potente agente oxidante capaz de oxidar los grupos tioles a
puentes disulfuro inactivande a las enzimas dando como resultado

la muerte celular (58).

Una de las enzimas gque pueden ser inhibidas por la
modificacién de sus grupos tioles es la ATPasa de Ca'’. Se ha
demostrado que en células aisladas expuestas a altas
concentraciones de APAP se eleva el contenido de Ca'’ citos6lico
rapidamente (12). Esta perturbacién en los niveles celulares de

CaH juega un papel importante como causa de muerte celular
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producida por APAP.

Después de la administracidédn de altas dosis de APAP, el nivel
de GSH en el higado declina ya que es conjugado con la EAPQI. Una
vez que el nivel de GSH ha bajado a un 20-30% de su wvalor
normal, el NAPQI aparece unido indiscriminadamente a grupos SH de

proteinas inhibiendo las enzimas gque causan la mumerte celular.

1.2.3.0 Farmacos utilizados para prevenir o revertir el dafio

producido por la intoxicaciétn con APAP

Los tratamientos orientados a prevenir o revertir los dafios
causados por la intoxicaci6n con APAP estén enfocados
principalmente a 1) incrementar el contenido de GSH e 2) inhibir
la biotransformacién oxidativa en la cual se forma el metabolito

reactivo BAPQI.

Como sSe menciondé anteriormente el GSH es el principal
destoxificador en la intoxicaci6tn por APAP, asi que tebricamente
-] un excelente antidoto para dicha intoxicacién.
Desafortunadamente el GSH no puede ser utilizado debido a que
tiene una =muy mala difusiétn en los hepatocitos ¥y tendria que
darse en dosis masivas para que fuera efectivo (5). Debido a esta
dificultad se ha preferido utilizar precursores de GSH y otros
tioles, tales como l-cisteina, l-metionina, cistiamina y B§-
acetil-l-cistefina (NAC) (5, 52), asi como el propiltiouracilo
(PTU) (58). La administraci6tn de sulfato de sodio I.P. reduce
significativamente la toxicidad del APAP y una combinacién del

sulfato con NAC supera el efecto que se obtendria si 8e dieran
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por separado (12).

El hecho de que el NAPQI es el responsable de la toxicidad
del APAP se hen utilizado diferentes formas capaces de inhibir al
sistema de oxidasas de funcién mixta (MFO), como el piperonil
butéxido (PB) (8). el fenitrotiém (24), la cimetidina (44).

tiemina (51)., ademfis de dietas deficientes en proteinas (41).

Lake et. al. (38) reportaron que el Acido 1l-ascédrbico, en
combinaci6én con varios compuestos sulfhidrilos inhiben la unién

covalente del metabolito del APAP a macromoléculas.

Existe mucha controversia sobre qué tipo de tratamiento es
el mejor para contrarrestar la intoxicaciédn por APAP. La BAC es
generalmente preferida por su eficacia y por el nfimero limitado
de sus efectos secundarios. La WAC es méAs efectiva s8i se
administra por via intraperitonial (I.P.) por su accifn immediata
y ademfis porqgue asi se evita el vomito, nfiuseas y en algunos

casos coma, que se presenta £i se dA por via oral (P.0.)

A pesar de que se cuenta con algunas sustancias con efecto
favorable en la intoxicacién con APAP éstas todavia dejan wmmucho
que desear. La bfisqueda de nuevos tratamientos capaces de

combatir eficazmente la intoxicacién con APAP continfia.

El estudio de otras sustancias, consideradas como
hepatoprotectoras en otros modelos de dafio hepético tienen
probabilidades de ser eficaces en el tratamiento de la
intoxicaci6én con APAP, tal es el caso de la silimarina cuyas

propiedades se describen a continuacién.
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1.3.0.0 La Silimarina

1.3.1.0 Generalidades

La silimarina es una mezcla de sustancias extraidas del

cardo Silybum marianum (L.) Gaertn. Esta planta pertenece a la
familia asteraceae, es decir al grupo de las compuestas. El cardo

mariano no debe confundirse con los representantes del género
Cardus, ya que no tiene nada en comfin con estas plantas, es por

eso que se le prefiere llamar S. marianum (39).

El extracto obtenido a partir de los granos de la planta es
una mezcla de sustancias activas que consta de tres especies
moleculares distintas: la silibina, 1la silidianina Y la
silicristina. Estas sustancias se caracterizan por poseer

flavonoide=s y ser muy poco hidrosolubles. [Fig.4]

La silibina representa el compunesto mis activo de la
silimarina, aunque la silidianina y la silicristina presentan

actividades cunalitativas similares pero som menos potentes (71).

1.3.2.0 Biotransformacién

La silimarina es r&pidamente conjugada en el higado con
sulfatos y &cido glucurbnico. Los conjugados pasan al plasma y a
la bilis con una recuperaci6tn mayor al 80% de la dosis
administrada por wvia intravenosa (I.V.). Esto nos seflala la

existencia de un ciclo enterochepético (39).

1.3.3.0 Propiedades hepatoprotectoras

Vogel fue el primero en demostrar el efecto hepatoprotector
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de la silimarina en dafio hepftico experimental provocado por

faloidina. (67-70).

Posteriormente su efecto protector y curativo fue confirmado
en animales intoxicados con tetracloruro de carbono (46,47), d-
galactosamina (53). etanol (48). fenilhidrazina (62), halotano
(54), praseodimio y otros lant&nidos (57). También ha sido
utilizada en la hepatectomia parcial quirfirgica por favorecer 1la
regeneraciétn hepéaticas (40) y en la clinica asi como en
diferentes tipos de esteatosis y diversas enfermedades hepéticas

(21).

En el caso de la regeneracién hepAtica (hepatectomia parcial
quirfirgica) la silimarina aumenta desde el segundo y tercer dia
el peso del higado con relacién a los controles (40). La
silimarina previene considerablemente el aumento de la actividad
de enzimas séricas causado por la d-galactosamina. Incrementa la
conversi6n de UDP-hexosamina a UDP-acetilhexosamina en el higado
y facilita 1la normalizacién del contenido del &cido UDP-

glucurénico en el higado de las ratas (59).

La silimarina y la silibina (el compuesto mfis activo de la
silimarina) son eficaces para prevenir la muerte de perros
intoxicados con faloidina (66).

En la intoxicaci6m con alcohol la silimarina normaliza los
niveles de GSH, GSSG y la relacién entre ambos (60).

Se ha reportado ue Jla silibina es capaz de majorar
notablemente los efectos t6xicos del halotano en el higado (54)

asi como del praseodimio, cerio y lantano. También atenu§ el



incrementc en 13 retencidn de la bromosulftaleina y previno la
acumulaciébn de triglicéridos hepéAticos inducida por estos agentes
(57). En cuanto al mecanismo de accifén de la silimarina se
sabe poco, sin embargo la mayoria de los autores est&n de acuerdo
en gue por lo menos uno de los efectos de la =silimarina es a

nivel de las membranas (16.46.,47).

La acelerada renovaci6tn de las membranas durante la
administracién de silimarina se acompafia de un incremento en la
actividad de la foafatasa alcalina (FA). La hip6tesis més
probable segfin Deaplaces (16) indica que el cambio en la
actividad de la FA sSe debe a un cambio provocade por la
silimarina en las wmembranas, modificando su estado, posiblemente
"estabilizéndola”™. Estc podria llevarse a cabo modificando 1la
composicién lipidica, tal vez disminuyendo el cociente
colesterol /fosfolipidos, como 1lo hace la colchicina (73) o
normalizando 1la proporciétn de fosfolipidos en la membrana

plasmatica (47).

También se acepta que la silimarina previene o inhibe 1la
lipoperoxidacién (4.47). La silibina es un potente inhibidor de
la lipoperoxidacibn del linoleato inducida por sales de hierro
(64) y de la lipoperoxidacifén microsomal iniciada por WADPH-Fel2+-
ADP (61). AdemS&s la silibina protege a los eritrocitos de rata
contra la lipoperoxidacién inducida por fenilhidrazina y de la
hem6lisis (63). Otra propiedad protectora de la silimarina y la

silibina es su efecto antioxidante (62).

Como se mencion6 anteriormente, el mecanismo de acciébn de la
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silimarina no es del todo conocido. Ultimamente se han realizado
estudios, los cuales sugieren que la silimarina, posiblemente
tiene activadad insunomodunladera (20). Sin embargo, es necesario
realizar mfs investigaciones para determinar con més precigién el

mecanismo de accidédn de la silimarina.

1.4.0.0 Evaluacién de los marcadores de dafio hepatico

La actividad funcional del higado y su wvariedad de
respuesta al dafio dificulta la seleccibén de los procedimientos
apropiados para prevenirlo. La determinaci6én de la actividad
de las enzimas hepéticas, liberadas a la sangre durante el dafio
hepatico constituye una de las herramientas mis fitiles en los
estudios de hepatotoxicidad. La aplicacién de la metodologia de
las enzimas séricas para la determinacién del dafio hepftico fue
introducida en 1930 y 1940 con la demostraciétn de la actividad
sérica anormal de la foafatasa alcalina (FA) (50) y

colinesterasa (7) en el dafio hepético.

Sin ewmbargo, el descubrimiento en 1950 de gue la actividad
de las diferentes transaminasas séricas estaban aumentadas por
destruccién de los tejidos, representa un verdadero avance en
los métodos enzimfticos séricos. Subsecuentemente se han
identificado en la sangre otras enzimas que se elevan en casos de

dafio hepético.

Zimmerman (74) ha identificado cuatro categorias principales
de enzimas séricas basadas en su especificidad y sensibilidad a

los diferentes tipos de dafic hepatico:
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1) Enzimas cuya elevada actividad sérica refleja dafio
colestatico mfs sensible que dafio parenquimatoso, como la FA, 5°-
nucleotidasa v gamma glutamil transpeptidasa (GGTP).

2) Enzimas que indican dafic en el parénquima hepético
producido por un agente citotb6xico. Este grupo se ha subdividido
en:

a) Enzimas inespecificas que pueden reflejar dafio a tejidos
extrahepéticos, como la transaminasa glutémico oxalacética y la
lactato deshidrogenasa.

b) Enzimas localizadas principalmente en el higado, como la
transaminasa glutémico pirtvica (TGP).

c) Enzimas que estén localizadas casi exclusivamente en el
higado como 1la ornitina carbamil transferasa y la sorbitol
deshidrogenasa. Estas enzimas pueden ser usadas particularmente
en el estudio de agentes con potencial hepatotébxico desconocido.

3) Enzimas que son insensibles a dafio hepatico, pero que se
elevan cuando hay daifilo tejidos extra hepéticos, ejemplo la
creatina fosfocinasa.

4) Enzimas que disminuyen su actividad sérica cuando existe

dafio hep&tico, como la colinesterasa.

El anfilisis del potencial hepatotbxico de un agente quimico
estid incompleto si carece de una descripcib6n histolbgica de 1la
le=ién producida. Existen tinciones histol6gicas especificas que
con el empleo de la microscopia de luz constituyen un método
tradicional para demostrar y definir el tipo de dafio
hepatot6xico. Las anormalidades biogquimicas observadas en el dafio

hep&tico pueden apoyarse con la evidencia de esteatosis o
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necrcsis. La microscopia de luz sélo proporciona una estimacibén
aproximada para la cuantificacién del grado del daifio. La
demostracién de lesiones hepidticas caracteristicas es un paso
clave en el estudio de la toxicidad de diferentes compuestos y su
modificacién por manipulaciones fisiolbégicas o farmacolbgicas

(76).
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1.5.0.0 Objetivos

Con el fin de aportar informacién acerca del mecanismo de
accibébn toxico del APAP y la posible prevenciédn del dafioc por

silimarina nos planteamos los siguientes objetivos:

= Estudiar el curso temporal de los niveles de GSH y procesos
lipoperoxidativos que conducen al dafio celular hepético

posteriores a la administracién de APAP.

= Evaluar la capacidad hepatoprotectora de la silimarina en
la intoxicacidén con APAP mediante marcadores de dafio hepético en

el suero y en el higado de los animales intoxicados.
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2.0.0.0 MATERIALES Y METODOS

2.1.0.0 Tratamiento de los animales

Se utilizaron ratas Wistar macho (120-160g) con libre acceso
a la comida y al agua.

Se hicieron 5 grupos de animales de 5 ratas cada uno. Los
grupos de tratamiento fueron los siguientes:

Grupo I: Tratamiento con APAP 500mg/kg p.o. suspendido
en Carboximetil Celulosa (CHMC) al 1%.

Grupo II: Pretratamiento con 3-FMetil Colentrenc (3-MC)
20mg/kg 1i.p. 72hr. antes de la administraci6n de APAF 500mg/kg
p.o. suspendido en CMC.

Grupo III: Administraci6tm de 3-MC y APAP igual gue al
grupo II, mfs silimarina 200mg/kg suspendida en CHC 1%, 24h antes
de la administracibén de APAP.

Grupo IV: Control de CMC y 3-MC administrados igual que
en el grupo II.

Grupo V: Control de 3-MC y silimarina administrados
igual que en el grupo III.

Los animales fueron sacrificados a diferentes tiempos
después de la administraciétn de APAP 6 CMC, como se indica en el

apartado de resultados.

2.2.0.0 Obtenciém de las mmestras y determinaci6n de los
marcadores de dafio hepético.

2.2.1.1 Suero

Se obtuvo la sangre por puncién cardiaca de las ratas



previamente anestesiadas con éter etilico. Las mmestras de sangre
sSe colocaron en tubos de ensayo mantenidos en hielo. La sangre se
centrifugbé, en una centrifuga Beckman TJ-6 a 1000xg, durante 15
min. a una temperatura de 4 grados centigrados. Posteriormente se
procedi6é a separar el suero con pipetas Pasteur y se colocaron en
tubos etiquetados para posteriormente medirles la actividad de
las enzimas Fosfatasa Alcalina (FA), Gamna Glutamil

Transpeptidasa (GGTP) y Transaminasa Glutfmico Pirfivica (TGP).

2.2.1.1 Determinacién de la actividad de la fosfatasa

alcalina (FA)

Este método se basa en la hidré6lisis del p-nitrofenilfosfato
por la foafatasa alcalina para obtener fosfato inorgénico y p-

nitrofenol el cual se lee a 410 nm (3).

2.2.1.2 Determinaci6étn de la activadad de la gamma glutamil

transpeptidasa (GGTP)

La actividad de esta enzima se determiné de acuerdo por los
métodos establecidos por Glossman y Neville (25). 1los cuales
implican la obtencifn de gamma glutamil-p-nitroanilida, y de un
receptor gamma glutamilo como lo es la glicilglicina, a través de

la actividad de la GGTP.

2.2.1.3 Determinaci6étm de la actividad de 1la transaminasa

glutémico pirfivica (TGP)

La actividad de la enzima TGP se determiné por el método de

Reitman-Rankel (36)., en el gque se mide el complejo formado por
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piruvato y 2,4-dinitrofenilhidrazina, que se produce a partir de
la alanina y el alfa-ceto-glutarato. El complejo colorido de

hidrazina absorbe a 532 nm.

2.2.2.0 Muestras de higado

Para obtener las smestras de higado los animales se
sacrificaron previa anestesia con éter etilico se extrajo la
sangre por puncibén cardiaca para eliminar la mayor cantidad de
sangre contenida en el higado, y éate ré&pidamente se retird y se
colocéd en un vaso sumergido en hielo. Puesto que las muestras de
higado se utilizaron para vsrias determinaciones, s8e siguieron
diferentes procedimientos para su preparacién. Se tomaron
muestras para la determinaciétn del grado de lipoperoxidacién, el

contenido de GSH y el de gluc6geno hepéticos.

2.2.2.1 Determinacién de proteinas

La determinaci6n de proteinas se realiz6 siguiendo el método
de Bradford (6). Este método se basa en ia formacién de un
complejo colorido que resulta de la unién de la proteina con el

colorante azul brillante de Coomassie, el cual absorbe a 595mm.

2.2.2.2 Determinaci6tn del grado de lipoperoxidaci6n

Para medir el grado de lipoperoxidaci6n se pesan 0.5 g del
higado y se homogenizan en un homogenizador Dounce con émbolo
flojo sumergido en un recipiente con hielo. Posteriormente se
tomaron las alicuotas respectivas para realizar inmediatamente la

determinacién mediante formacién de un complejo con el &cido
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tiobarbitfGrico (TBA) (10). Este método se basa en la reaccibén del
malondialdehido (MDA), un producto de 1la degradacién de la
lipoperoxidaci6n. con el TBA para producir un crom6foro TBA-MDA,
dando como resultado la formaci6n de un producto que tiene un

miximo de absorci6tn a 532 nmm.

2.2.2.3 Determinacién del glutatiém reducido (GSH)

Se pesaron 0.3 g del higado y se homogenizaron con 1.2 ml.
de Acido triclorocacético (TCA) al 5% en EDTA 5 mM. El homogenado
se centrifugé 20 min. a 12000 RPM., en un rotor Beckman JA2]1 y se
tomaron alficuotas del sobrenadante para medir el contenido del
GSH utilizando la técnica de Ellman (18), la cual se basa en la
reacci6tn del GSH con el &cido 5°5-ditiobis-2-nitrobenzoico para
formar el &cido 5-tio-2-nitrobenzoico de color amarillo que

absorbe intensamente a 412 mm.

2.2.2.4 Determinaciétn del contenido de glucbgeno hepético

Para la determinacién del contenido de glucbgeno se pesaron
0.5g. del higado ¥y se colocaron en tubos rotulados. Las muestras
se almacenaron congeladas hasta el momento de la determinacién
del contenido de glucégeno con el reactivo de antrona (22). Este
método se basa en la formaci6n de un complejo colorido que
resulta de la unién del glficido con la antrona, el cual absorbe a

620 nm.

2:2.2.5 Estudio histopatolégico del higado

Se realizaron cortes del higado de aproximadamente 3mm. de
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grosor que se colocaron en frascos que contenfan formol
amortiguado (formol 10% en buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4),
pera hacer la técnica histolb6gica y tefiir con hematoxilina-
eosina, ¥y realizar posteriormente el anflisis histopatolégico

bajo microscopia de lu=z.

2.3.0.0 Anflisis estadistico

En el anélisis estadistico se utiliz6 la prueba de Tukey
para comparar los valores a diferentes tiempos con sus
respectivos controles. El anélisis de la prueba de "t" de
Student se wusbé para comparar el grupo de APAP con el grupo de
APARP + silimarina a cada tiempo. En todos los casos se considerd

significativa la diferencia cuando p < 0.05.
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3.0.0.0 RESULTADOS

La administraci6én de APAP a ratas no pretratadas con 3-MC no
produjo alteraciones en los indicadore=s de dafio hepitico medidos
18 horas después de la intoxicacibétn. Sin embargo el grupo al cual
se le indujo el sistema microsomal con el pretrat aiento de 3-MC
Y luego se intoxicdé con APAP mostré dafio evidente y significativo
al compararse con el grupo control normal y con el que s86lo
recibié APAP. El grupo que recibié6 finicamente pretratamiento con

3-MC mostr6 valores similares a los grupos control [Fig. 5].

Debido a que el dafio hepitico s8loc se produjo en ratas
pretratadas con 3-MC en todos los experimentos posteriores se

pretrataron a los animales con éste inductor del metabolismo.

La Fig. 6 mmestra que la administracién de APAP no aumentd
significativamente el grado de lipoperoxidacién hepéAtica en las
primeras 3 horas posteriores a la intoxicaci6tn. Sin embargo a las
4 y 6 horas se presenté un aumento significativo en los niveles
de MDA hepdtico (indicador de lipoperoxidaci6tn) de 3 veces por
encima del valor del control. A las 18 horas de la intoxicacidn
con APAP. el grado de lipoperoxidacib6dn disminuy6 hasta alcanzar
niveles semejantes al control. Posteriormente, a las 24 horas_se
observSé un nuevo incremento de los niveles de MDA hepético. este
filtimo fue menor al que se present6 a las 4 y 6 horasa. En la
misma figura se observa claramente que la silimarina previno
significativa Yy totalmente el ammento del grado de
lipoperoxidacién producido por el APAP a todos los tiempos

estudiados.
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GRADO DE LIPOPEROXIDACION

Fig. 6.
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El APAP di=minuy6 los niveles de GSH hepatico [Fig. 7]
aproximadamente un 60-70% desde la primera hora, con respecto al
grupo control y los niveles de GSH hepético se mantuvieron bajos
hasta la sexta hora. A las 18 horas el contenido de GSH hepftico
mostrd valores de aproximadamente 2 veces el valor del control., y
se mantuvieron altos hasta las 24 horas. Este incremento se
considera un efecto de "rebote”™ debido a los niveles tan bajos de
GSH hepéAticos en las primeras horas . La administracién de
silimarina previa a la intoxicaci6tn con APAP, no produjo ningtin
cambio en los niveles de GSH de la primera hasta la sexta hora
comparados con los grupos que s6lo recibieron APAP. Sin
embargo, el s&sumento observado a las 18 y 24 horas fue
estadisticamente menor en el grupo protegido con silimarina con
respecto a los valores obtenidos en el grupo que s6lo recibib

APAP.

El GSH en sangre se mantuvo dentro de los limites normales

en todos los grupos (no se muestra).

En la Fig. 8 se mumestra que el contenido de glucbgeno
hepético disminuy6 wun 60% desde la primera hora de la
intoxicaci6én con APAP ¥y a las 4 horas se presentaron niveles mfs
bajos en el contenido de gluctgeno (80% por debajo de los niveles
del control). A partir de este momento, las cantidades de
gluc6geno aumentaron gradualmente pero no alcanzaron niveles
normales. El valor mfs alto se present6 a las 24 horas donde se
alcanzé el 60% del valor normal. El pretratamiento de silimarina
no mejor6 la caida del contenido de glucbégeno hepético inducido

por APAP desde la primera hasta la sexta hora. Sin embargo, este
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Fig. 7. Contenido de glutatidn reducido hepdtico de ratas tratadas con APAP (500 mg/kg) p.o. y silimarina (200 mg/kg) v
p.o. Llas ratas se sacrificaron 0, 1, 3, 4, 6, 18 y 24 horas después de la administracion de APAP. Los resultados se
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flavonocide fue capaz de reestablecer totalmente el contenido de
glucbgeno a las 13 y 24 horas después de la administracién de

APAP.

Al evaluar los marcadores séricos de dafio hepatico, la
Fosfatasa Alcalina (FA) [(Fig. 9]. la Gamma Glutamil
Transpeptidasa (GGTP) [Fig. 10] y la Transaminasa Glutéamico
Piravica (TGP) [Fig. 1i]; se encontr6 un comportamiento similar
n las tres enzimas. En las primeras 6 horas posteriores a la
intoxicacién con APAP no se presentaron modificaciones en las
actividades enzimfticas séricas los grupos tratados con 3-MC
BAPAP y de silimarina Gnicamente. Sin embargo a las 18 horas de
la intoxicacitn se observé un incremento marcado en la actividad
de estos tres indicadores de dafio, manteniéndose elevados hasta
las 24 horas. En los grupos pretratados con silimarina se
presentd una prevencibdn total en el aumento de 1la actividad
enzim&tica de la FA, la GGTP y la TGP, producido por el APAP a
las 18 y 24 horas.

La silimarina por =i misma no modificé ninguno de estos

parametros.

La Fig. 12 nos muestra un corte de higado de rata control
teflido con hematoxilina-eosina donde se aprecia la arquitectura
lobular normal del higado. En la Fig. 13 podemos apreciar que
18 horas después de la administraciédn de APAP el higado presenta
areas de necrosis y una cantidad elevada de células
inflamatorias. En los corte de los higado de las ratas
pretratadas con silimarina [Fig. 14] se aprecié6 un parénquima

hepatico con pequefias 4reas de necrosis.
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Fig. 12.

Tinci6n de hematoxilina-eosina de un corte de higado de rata control.
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Fig. 13. Tincidn de hematoxilina-eosina de un corte de higadd de rata tratada

con APAP (500 mg/kg) p.o. y pretratada con 3-MC (20 mg/kg) i.p. sacrificada a las
18 horas después de la intoxicacidn.
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Fig. 14. Tincidn de hematoxilina-eosina de un corte de higado de rata tratada
con APAP (500 mg/kg) p.o. y pretratada con 3-MC (20 mg/kg) i.p. y silimarina
(206 mg/kg, p.o. sacrificada a las 13 horas después de la intoxicacidn con APAP.



4.0.0.0 DISCUSION

El APAP es considerado como uno de los analgésicos
antipiréticos mfis seguros =i Be ingiere en dosis terapéuticas.
Cuando se ingieren sobredosis (>10g) es capaz de producir dafio
hepético severo caracterizado por necrosis centrilobulillar.
En general sobredosis mayores de 15g resultan letales en el

hombre (52).

El conocimiento del mecanismo fisiopatolbgico del APAP esn
ati? para implewmentar wuna terapéutice adecuada para los
intoxicados. El!l presente estudio aporta informacibn sobre el
mecanismo de toxicidad del APAP y ademfis de la capacidad
hepatoprotectora de la silimarine en la intoxicacién con este

analgésico.

Al analizar los resultados encontramos que para producir
afioc hepAtico en la rata con 500 mg/kg de APAP p.o. e8 necesario
inducir el metabolismo microsomal. En este trabajo se utilizé el
3-MC con este fin pero resultados semejantes se obtienen
estimulando el metabolismo con fenobarbital (34). Estos
resultados confirman que la toxicidad del flrmaco depende de su

metabolismo por el sistema enzimfitico del Cit. Pa5g (34.44).

Debido a que no todos los animales tratados con APAP son
susceptibles al téxico en este trabajo s6lo se analizaron los
datos de los animales que fueron sensibles a 1la accibn téxica

del fA&rmaco.

También se encontr6 que a las 18 horas de la administracién
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aguda de APAP, se presenta un miximo en los marcadores séricos de
dafio hepatico (FA, GGTP y ¥GP). Asimismo puede apreciarse que el
pretratamiento con silimarina previno totalmente el incremento

producido por el APAP en estos marcadores de dafio.

La silimarina no fue capazr de prevenir la disminuci6én en el
contenido de glucbgeno producida en las primeras horas después de
la intoxicaci6tn con APAP. En general se ha visto que la pérdida
de glucégeno ocurre en respuesta a alteraciones fisiolégicas atn
no wmmy severas y que es diffcil de prevenir. Sin embargo, a las
18 horas de la intoxicacié6n, el glucbgenc permanecid bajo en el
grupo que s6lo recibid APAP, peroc mostrd valores normales en el
grupo gque recibi6é APAP + silimarina indicande wuna protecclidn
total. Estos resultados bioguimicos fueron corrchborados por
el anAalisis histopatolbfgico de cortes de higado de ratas de los

diferentes grupos.

El mecanismo hepatotfxico del APAP se ha atribuido
principalmente al enlace covalente del metabolito reactivo BAPQI
a proteinas. La uni6én del NAPQI a proteinas hepéticas se ha
confirmado mediante técnicas de deteccib6dn inmunoquimicas tanto en
experimentos in vitro como in vivo (1.,2) y la unién se observét
particularmente en los grupos SH de las proteinas (43).

El GSH es considerado como la biomolécula mis importante
que protege contra la citotoxicidad inducida por muchos
xenobi6ticos. El GSH participa en la eliminaci6tin de xenobi6ticos
reactivos mediante reacciones de conjugaci6tm en la reduccién de

hidroperéxidos y como un atrapador directo de radicales libres
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{(11).

Como ya se mencion6, el APAP se conjuga con el GSH y asi se
elimina. Cuando se consume un 60-70% del GSH se observa dafio
tisular. Log resultados aqui presentados muestran que al
administrar APAP en ratas pretratadas con 3-MC los niveles de GSH
disminuyeron aproximadamente entre un 60-80% entre la primera y
la sexta hora después de la intoxicacién. Eatos resultados

confirman lo reportado en la literatura (5.11,14,52).

En el modelo de dafio utilizado en nuestros experimentos a
las 18 horas después de la intoxicacién con APAP se observ6 el
mi&ximo dafio evidenciado por los marcadores medidos. El GSH
muestrd un efecto biffisico ya que después de la caida se elevd

sobrepasando los niveles normales.

Se sabe que el higado puede sintetizar ré&pidamente grandes
cantidades de GSH para prevenir el daifio celular, ya que se ha
encontrado que la cantidad de metabolitos formados por los
conjugados de GSH pueden exceder varias veces la cantidad inicial
de GSH presente en el higado (69). Este efecto se ha comprobado
usando dietil maleato, un agente capaz de agotar la concentracién
de GSH. Después del tratamiento con dietil maleato. la velocidad
de sintesis del GSH aumenta. Otros compuestos que también agotan
al GSH son la furona y el 2-ciclohexona-l-ona y sus efectos sobre
los niveles del GSH también muestran una répido incremento en la
sintesis de GSH después de su consumo. Este efecto esté
relacionado al hecho de que el glutatifn regula su biosintesis

por inhibicién de retroalimentacibn (42).
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Por otro lado, el incremento en la actividad de la GGTP en
suero después de la intoxicaci6én con APAP nos indica que esta
enzima se ha liberado de la membrana de los hepatocitos. Tomando
en cuenta que la GGTP constituye el primer paso en el proceso de
degradaci6n del GSH, una disminucifén en la actividad de esta
enzima en la membrana conduciria a2 un aumento en el contenido
hepfitico de GSH. Debido a lo anterior se explicarian los
altos niveles del tripéptido a las 18 y 24 horas después de la
intoxicacién.

La accién hepatoprotectora de la silimarina contra
xenobibticos distintos del APAP gue también indoncen un consumo
considerable del GSH ha sido previamente descrita (62.65).
Se ha sugerido que la silimarina es capaz de incrementar el
contenido de GSH hepético cuando se administra por via I.P. (11).
Sin embargo, en el modelo experimental de este estudio 1la
silimarina no aument6 los niveles de GSH y tampoco previno su

disminuci6n inducida por el APAP.

Los resultados de este trabajo concuerdan con los de McLean
et.al. (17). quienes encontraron en un modelo in vitro que
algunos flavonoides no incrementan los niveles de GSH ni
previenen su dismimucién pero que sin embargo protegen a las
células del dafio por APAP. Ellos también observaron gque los
flavonoides protegian sin interferir con la unién covalente del
farmaco, sugiriendo que estos compuestos no actfian inhibiéndo el

metabolismo 0o la unidn del metabolito reactivo a macromoléculas.

Se puede concluir que el consumc de GSH (este trabajo) y la

unién covalente del metabolito (17) no son causas suficientes
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para provocar la muerte celular. HNo obstante la silimarina
blogquea en alguna parte la secuencia de pasos que terminan en la

muerte celular.

Exiate wuna gran controversia sobre el papel que juegan los
procesos lipoperoxidativos en los mecanismos de muerte celular.
Muchos compuestos que pueden causar dafio letal a las células son
primeramente metabolizados a radicales libres electrofilicos. Se
ha sugerido que los radicales libres inician el dafio peroxidativo
en los 1lipidos de las membranas. En estas reacciones los
radicales libres interactfian con &cidos grasos poliinsatorados
para formar lipoperoxiradicales (R0O0O°) que a sSu wvez producen
lipohidroperéxidos (EOOH) y nuevamente radicales lipoperotxidos. A
esta sucesién de eventos se le llama "cascada peroxidativa™ y
lleva a que se consuman muchos lipidos de la membrana provocando
un incremento en la permeabilidad de la membrana plasmitica vy

finalmente la muerte celular (5).

La génesis de lipoperéxidos no es el finico factor derivado
de la intoxicacién con APAP. Algunos autores afirman que la
lipoperoxidaciétn es una consecuencia de la intoxicacién aguda
(12); pero otros niegan la existencia de un "stress”
peroxidativo como la finica causa que produce la droga en ratas
alimentadas (56). Los resultados de este trabajo wmmestran
claramente que la intoxicaci6m con APAP est& asociada con un
incremento significativo de sustancias que reaccionan con TBA
para formar MDA. Fairhurst et.al. (19) indujeron un aumento

de 1la formaciébn lipoper6xidos, en un sistema in vitro usando
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mitocondrias de higado de rata incubadas con APAP. En este
experimento se observ6 que cuando los niveles de GSH alcanzan un
minimo se hace evidente el dafio causado por los lipoperéxidos que

no scn captados endbgenamente por el GSH.

Los resultados de este trabajo concuerdan con los de
Fairhurst, quien observé un aumento en la formacién de
lipoper6xidos al disminuir los niveles de GSH. En el grupo gque
recibi6 silimarina + APAP la lipoperoxidacién no ocurrié6 a pesar
de la disminuci6n del nivel de GSH hepftico. Estoz resultados
sugieren fuertemente gue el mecanismo hepatoprotector de la
silimarina en la intoxicacién con APAP, se debe a su capacidad
para prevenir el dafio peroxidativo aun cuando se haya agotado el
GSH. Es probable gue actfie como un atrapador de radicales libres

protegiendo a las membranas en general.

La capacidad de la silimarina para “estabilizar las
membranas™ puede ser la responsable de 1la mejoria tisular,
evitando la salida de las enzimas citosbflicas o la liberacién de
las enzimas membranales a la sangre. Investigaciones posteriores
deber&n enfocarse al estudio de la actividad de la glutatién-
S-transferasa ya que otros antioxidantes (30) actfian a ese nivel

incrementando el potencial reductor del GSH.
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