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RESUMEN

Se realiz6 un estudio con la finalidad de evaluar la eficacia de Silybum marianum
en dosis homeopaticas, como protector hepatico después de la intoxicacion aguda
con Paracetamol. Se analizaron 27 higados de ratas, se dividieron en tres grupos:
Un Grupo control sin tratamiento, se les administré agua y alimento a libre acceso;
Grupo Paracetamol, se administré 20 mg/Kg/PC de Paracetamol por via oral, agua
y alimento a libre acceso; Grupo Paracetamol - Carduus marianus (P/Cm), se
administré 4 mL Cm 6¢ en 140 mL de agua, 20 mg/Kg/PC de Paracetamol via oral,
agua y alimento a libre acceso. Se analiz6 el higado con un estudio
histopatolégico descriptivo observando disociacion de cordones hepaticos,
anisocariosis, ceélulas binucleadas, infiltracion linfocitaria, vacuolizacion de
hepatocitos y necrosis. Describiendo el grado de alteracion como leve, moderada,
y severa. Los resultados importantes mostraron lipidosis hepética en el Grupo
control con 77.7% en grado leve; en el Grupo Paracetamol con 66.6% en grado
leve; y en el Grupo P/Cm en 11.1%. En el Grupo control no se observl necrosis;
en el Grupo Paracetamol hubo 88.8% de necrosis leve y 11.1% de necrosis
moderada; y en el grupo P/Cm necrosis en grado leve en el 44.4%. Hubo una
diferencia numérica marcada con respecto a ésta alteracion del Grupo
Paracetamol, tanto con el Grupo control como para el Grupo P/Cm. Se concluye

gue el Silybum marianum produce proteccion hepatica en dosis homeopaticas 6c¢.

Palabras clave: Intoxicacion, Paracetamol, Silybum marianum, hepatoprotector,

histopatologia, necrosis, lipidosis hepatica.
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I. INTRODUCCION

La homeopatia se utiliza como alternativa médica como terapéutica de los
semejantes. El principio de la similitud consiste en producir alteraciones o
sintomas similares de una enfermedad con algunas sustancias, y también son
capaces de curarlas. La medicina homedpata cura de tal manera que le permite al
organismo responder inmunolégicamente en forma natural al estimular sus
capacidades y no inhibiéndolas (Silva, 2008). Como terapia alternativa es
considerada como inocua por excelencia, ya que es muy segura si se utiliza
adecuadamente. La homeopatia es una forma terapéutica que, “basada en el

A

principio de la similitud y considerando que sin similitud no hay homeopatia”, utiliza
medicamentos en dosis infinitesimales para curar, como una alternativa de salud

muy eficiente (Ballester et al., 1999).

Por otra parte, el paracetamol (acetaminofén) es un medicamento muy utilizado
por la poblacion como un analgésico y antipirético eficiente, sin embargo, cuando
se utiliza una sobredosificacién puede causar toxicidad la cual produce necrosis
hepética, siendo una de las principales causas de insuficiencia hepatica aguda en
nifios (Knight et al., 2003). Debido a las diferencias asociadas con la edad, a la
administracion del medicamento, y la eliminacién o depuracion de los metabolitos
del acetaminofén, los nifios pequefios lactantes son mas susceptibles que los
adultos a la toxicidad después de una ingestion aguda. En caso de que se retrase
el tratamiento se incrementa de forma importante el riesgo de lesion hepatocelular

clinicamente significativa (Gonzalez-Mendoza y Vicufa-Fernandez, 2003).

En la medicina homeopatica, Silybum marianum (Silimarina) es una planta
empleada para el tratamiento de la enfermedad hepatica, especialmente en
aguellas causadas por estrés oxidativo. Los principales efectos de la silimarina son
la estabilizacién de la membrana del hepatocito, efecto antioxidante, regenerador

celular, efecto antiinflamatorio y antifibrético (Vazquez-Frias et al., 2013).
1



Il. REVISION DE LA LITERATURA
2.1. Higado
2.1.1. Generalidades del higado

El higado constituye la mayor glandula del cuerpo y es considerablemente mas
pesada en el animal joven que en el adulto, se localiza entre el diafragma, en
posicion craneal, estbmago y masa intestinal en situacion caudal, en todas las
especies su mayor parte se sitia en el cuadrante superior derecho de la cavidad
abdominal, en la mayoria de las especies el higado se encuentra dividido en
I6bulos mediante una serie de cisuras que se prolongan desde el borde ventral

hacia el interior del érgano (Getty, 2002).

El higado realiza actividades de excrecion, secrecién de bilis, almacenamiento,
sintesis, fagocitosis, detoxificacion, conjugacion, esterificacion, metabolismo,
hematopoyesis. Ademas de tener funciones exocrinas, suministra la principal
fuente de proteinas plasmaticas sintetizando a los pro coagulantes plasmaticos y
proteinas de fase aguda de la inflamacion, una de las funciones del higado es

captar a los farmacos y sustancias toxicas del cuerpo absorbidas en el intestino y
los degrada mediante oxidacion o formacion de conjugados inocuos que son

devueltos a intestino a través de la bilis, realiza importantes funciones en la
formacion de fermentos y como érgano protector contra agentes nocivos mediante

seleccién de sustancias absorbidas en el intestino (Guyton y Hall, 2000).

2.1.2. Estructura del higado

El higado es un 6rgano compacto con un parénquima de células con funciones
enddcrinas y exoécrinas dispuestas en unidades estructurales llamadas lobulillos
hepaticos. La glandula esta recubierta por una capsula delgada y poco resistente,
externamente revestida por células mesoteliales de origen peritoneal y tejido
conectivo fibroso en donde se encuentran fibras musculares lisas, vasos arteriales

venosos Y linfaticos (Banks, 1993).



El lobulillo hepatico tiene forma hexagonal, su estructura se organiza alrededor de
la vena centrilobulillar a partir de la cual se encuentran cordones de hepatocitos,
dispuestos en forma radial, dirigidos hacia los espacios periportales en los que se
encuentran capilares que se disponen entre los cordones hepaticos. En los
vértices alternos del lobulillo existe una pequefia area triangular formada por tejido
conectivo llamado espacio portal en cuyo seno se observa la presencia del
conductillo biliar, una rama de la arteria hepatica, una de la vena porta y un vaso
linfatico, conociéndose como triada portal, las ramas laterales de estos vasos
confluyen en los sinusoides hepaticos, que ocupan los espacios entre los
cordones hepaticos, para drenar a la vena centrilobulillar. Por otro lado la bilis es
secretada de forma continua hacia una red de canaliculos biliares que se sitian en
el interior de los cordones hepéticos. Esta unidad poligonal se ha considerado la
unidad estructural y funcional del higado claramente delimitada por tabiques de

tejido conectivo (Gazquez y Blanco, 2004).

2.1.3. Hepatocito

El hepatocito constituye aproximadamente el 80% del parénquima del higado, ésta
célula tiene forma poliédrica con seis o mas lados, la membrana celular se
repliega para formar microvellosidades, presenta una polaridad muy marcada y
esta intimamente relacionada con el espacio vascular. Se caracteriza por tener un
nacleo esférico central con uno o mas nucléolos prominentes es frecuente
encontrar hepatocitos binucleados y poliploides, el citoplasma tiene una nutrida
representacion de organelos, debido a su funcién de célula endocrina y exocrina,
entre los organelos destaca su mitocondrias, el reticulo endoplasmico rugoso y liso

y los lisosomas (Aughey y Frye, 2001).



Figura 1. Lobulillo hepatico limitado por tejido conectivo interlobulillar periportal.
A) Espacio periportal, B) Vena central.

2.1.4. Sinusoides hepéticos

Los sinusoides tienen una importante funcion de la circulacion hepética, éstos
forman un plexo tridimensional en el interior de los lobulillos, constituyendo una
superficie muy amplia de intercambio de nutrientes y metabolitos entre la sangre y
el parénquima hepético. Los sinusoides hepéaticos son mas anchos que los
capilares y se encuentran a través del lobulillo llevando sangre del espacio
periportal hacia la vena centrilobulillar, a partir de la arteria hepética y de la vena
porta, estos vasos sanguineos estan revestidos por un endotelio discontinuo y
poroso. Ademas, se encuentran a su alrededor grandes macrofagos estelares
llamados células de Kupffer que se derivan de los monocitos sanguineos con una

gran capacidad de autoreplicacion y forman parte del sistema fagocitico
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mononuclear en este 6rgano (Gazquez y Blanco, 2004; Aughey y Frye, 2001;
Banks, 1993).

2.2. Silybum marianum (Carduus marianus)

El Carduus marianus (Cm), es un representante de la familia de las Asteracea, se
conoce como un importante hepatoprotector (Abbasi et al., 2010). Se encuentra
entre los suplementos botanicos mas vendidos en los Estados Unidos y Europa,
su venta promedio en Estados Unidos es sobre 8000 millones de dolares al afio y
su demanda varia de 18 a 20 toneladas por afio (Ahmad et al., 2013a; Ahmad et
al., 2013b).

La Silimarina es aislada de las frutas y semillas del llamado cominmente cardo
mariano. Es una mezcla de flavonoides polifendlicos con una importante funcion
antioxidante. Desde hace varias décadas, varios estudios con silimarina han
demostrado que ésta protege contra la hepatotoxicidad en roedores. En Estados
Unidos muy recientemente se ha incrementado su uso como suplemento dietético,
ademas de ser un componente con diversas mezclas de antioxidantes (Malewicz
et al., 2006) para tratar los trastornos hepaticos y biliares caracterizados por
necrosis, degeneracion y deterioro funcional (Luper, 1998), y también se ha

utilizado en protocolos de desintoxicacién y limpieza hepatica.

El Cm, es una hierba que se utiliza en investigacion y tratamientos de oncologia.
Esta planta tradicional se ha utilizado desde la antigiedad como un
hepatoprotector contra la intoxicacion por setas amanita y por dafio oxidativo
debido a xenoantibidticos, especialmente en Europa (Flora et al., 1998). EI Cm, es
utilizado cada vez mas en investigacion para su uso en poblaciones adultas y
pediatricas en indicaciones oncologicas. Este Cm ha sido utilizado para el
tratamiento del cancer, incluyendo la limpieza y desintoxicacién antes, durante y
después de la quimioterapia, y la potenciacion de la quimioterapia y la radioterapia
como tratamiento adyuvante. Los extractos de las semillas del Cm, son conocidos
5



como silibinina y silimarina y poseen acciones contra el cancer en el carcinoma de

préstata humano in vitro e in vivo (Davis-Searles et al., 2005).

2.2.1. Principios activos

El principio activo de Cm, es la silimarina; que es una mezcla isomérica de silibina,
silicristina, isosilibina y silidianina la silimarina es importante radical que protege
los tejidos humanos de dafio oxidativo. Mejora la produccién de una potente
enzima, la superéxido dismutasa, un antioxidante natural conocido especialmente
en desintoxicacion de los radicales libres. También se conoce que aumenta la
sintesis de proteinas ribosomales que ayudan a los tejidos en su regeneracion
hepética (Misar et al., 2013).

2.2.2. Caracteristicas fenotipicas y fenolégicas

El Cm es medicinalmente importante por su contenido de silimarina, antioxidante,
tradicionalmente utilizado como un inmunoestimulante, hepatoprotector, ademas
de ser un quimiopreventivo y un util agente antineoplasico. Su componente activo
protege y regenera a los hepatocitos de los efectos toxicos de los farmacos (Das
et al., 2011; Post-White, 2007), eliminando radicales libres, debido a su potencial
actividad antioxidante de diferentes partes de la planta. Se observa una actividad
significativamente mayor (78.2%) en las semillas de plantas con flores de color
parpura, que en las semillas de planta con flores blancas (49%). La actividad de
las hojas jévenes de plantas con flores blancas (64.8%) es mas alta que la de las
plantas con flores de color purpura (55.1%). La misma actividad se observa en las
hojas maduras de plantas con flores blancas (52%) y en plantas con flores de
color purpura (50%). El tallo principal obtenido de ambas variedades presenta
actividad similar 50-52%. Una actividad de 67.2% se registra en las raices
maduras de la planta con flores blancas seguido de las raices de la variedad
purpura (65%). Se concluye que las semillas y las raices de ambas variedades

limpian y desintoxican de los radicales libres, mas que otras partes de la planta y
6



pueden ser utilizados como una fuente de antioxidantes naturales y aditivos
alimentarios (Afhmad et al., 2013)

La quimica de sus componentes, aislado de los frutos de diferentes especies de
Silybum procedentes de diversas partes de Europa, ha sido objeto de numerosos
proyectos de investigacion desde mediados del siglo pasado. La presencia de
flavonolignanos en la flor parpura variante de esta planta fue reconocido en los
afios cincuenta a sesentas (Nyiredy et al., 2008). La Silimarina es un agente
prometedor para la prevencion del cancer, para el tratamiento adyuvante del
cancer, y la reduccién de la toxicidad iatrogénica. Ha demostrado eficacia contra el
cancer de piel, prostata, de mama y de células cervicales, entre otros, ya que
Inhibe el crecimiento de células malignas (Post-white et al., 2007). En el cancer de
piel, el tratamiento con Silimarina inhibe el inicio de la carcinogénesis quimica
debido a la radiacion ultravioleta. Estos efectos de la Silimarina contra la
carcinogénesis de la piel se han atribuido a su fuerte accion antioxidante y anti-
inflamatoria, asi como su efecto inhibitorio sobre la sefalizacion mitogénica. Del
mismo modo, el tratamiento inhibe la carcinogénesis de prostata y retarda el
crecimiento de xenoinjertos del tumor de préstata avanzado e ratones
experimentales. (Deep y Agarwal, 2007). Aunque es seguro Yy libre de efectos
secundarios adversos serios, pocos estudios han evaluado su uso junto con
terapias citotdxicas convencionales, y los eventos adversos asociados con la

administracion a largo plazo son inciertos (Sagar, 2007).

2.2.3. Respuestas sistémicas

El Cm, no altera significativamente el curso de la enfermedad hepatica croénica,
pero reduce los niveles de enzimas hepaticas y ha demostrado efectos sobre las
células T modulando el efecto antiinflamatorio. Se considera seguro y bien
tolerado, con ligero malestar gastrointestinal, un efecto laxante leve y reaccion
alérgica rara, siendo los unicos eventos adversos informados cuando se toma

dentro del rango de dosis recomendadas (Post-White et al., 2007).
7



Los extractos siguen siendo ampliamente utilizados para proteger el higado contra
toxinas y para controlar las enfermedades cronicas del higado. Estudios
experimentales y clinicos recientes sugieren que los extractos de Cm también
tienen efectos antidiabéticos y cardioprotectores. Varios ensayos han estudiado
los efectos del Cm para pacientes con enfermedades hepaticas como cancer,
hepatitis C, Virus de la Inmunodeficiencia Humana, diabetes e hipercolesterolemia,
con resultados prometedores. Las dosis establecidas y la mejora en la calidad y la
normalizacion de esta hierba aportan evidencias sobre su eficacia. Los extractos
de cardo son conocidos por ser seguros Yy bien tolerados, y los efectos toxicos
observados con ensayos clinicos parecen ser minimos. ElI futuro de la
investigaciébn sobre el Cm es prometedor, y pueden ser necesarios ensayos
clinicos aleatorios de alta calidad con el Cm .versus placebo para demostrar ain

mas la seguridad y eficacia de esta hierba (Tamayo y Diamond, 2007).

2.2.4. Principales usos

Tradicionalmente, el Cm es comunmente utilizado para la cirrosis hepatica,
hepatitis alcohdlica, higado graso, la intoxicacion del higado y la hepatitis viral. Sm
juega un papel en el desplazamiento de las toxinas de unién al higado y haciendo
que las células del higado para regenerarse con mayor rapidez. Los extractos
estandarizados de Silimarina de frutos y semillas de Sm se han empleado para el
tratamiento en seres humanos, principalmente con trastornos hepéticos
relacionados con diferentes etiologias. Es incluida en la farmacopea de mucho
paises bajo marcas comerciales y su frecuencia es utilizado como terapia de

apoyo en la intoxicacion (Pilat et al., 2011).

En animales de laboratorio se han estudiado los efectos téxicos del tetracloruro de
carbono, etanol, y acetaminofén (Crocenzi y Roma, 2006), Arsénico (Jain et al.,
2011), radiacién (Kroll et al., 2007), entre otros. Recientemente, dos laboratorios

independientes han demostrado los efectos antivirales de la Silimarina contra el
8



virus de la Hepatitis C (Bonifaz et al., 2007) los efectos beneficiosos de la
Silimarina en la enfermedad hepatica no han sido establecidos debido a las
inconsistencias en los resultados obtenidos a partir de varios ensayos clinicos
aleatorios que pueden reflejar diferentes disefios de ensayos y el uso de diferentes

formulaciones (Mayer et al., 2005).

2.2.5. Farmacocinética

La Silimarina actia de varias maneras diferentes, como un antioxidante,
absorbente, regulador de la glutation intracelular, estabilizador y regulador de la
permeabilidad de la membrana celular que impide la entrada de sustancias
hepatotoxicas en los hepatocitos como promotor de la sintesis de ARN ribosémico,
asi como estimulador de la regeneracion del higado e inhibidor de la

transformacién de las células hepaticas en miofibroblastos (Pilat et al., 2011).

Se ha demostrado que ejerce efectos profundos en la membrana hepatocelular,
afectando su estabilidad y es capaz de aumentar la tasa de sintesis de rRNA
mediante la activacion de la ARN polimerasa (Machicao y Sonnenbichler, 1997), lo
gue podria mejorar la integridad de la membrana. También puede estabilizar
directamente la membrana plasmatica eliminando la tension mecanica (por
ejemplo, hinchazén osmoética) y el estrés quimico que puede ser ocasionado por
detergentes y diferentes tipos de células (Basiglio et al., 2009). Las interacciones
de los compuestos flavonoides con los fosfolipidos en interface lipido agua de la
membrana, contribuyen con la funcién protectora contra la per oxidacién de lipidos

debido al sistema antioxidante de las células (Erlejman et al., 2004).

El Cm estimula la capacidad de regeneracién del higado para formar nuevos
hepatocitos mediante la estimulacion de la actividad de ARN (Sonnenbichler et
al.,1999). Los efectos protectores de Cm en el higado pueden estar relacionados
con la recuperacion de la fluidez de la membrana de los microsomas Yy

mitocondrias del higado (Wu et al., 2008).
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2.2.6. Efectos antiinflamatorios

La multiplicacion de los hepatocitos en un higado aparentemente sano es muy
rapida ya que un ciclo celular en éstas células tiene una duracion de ~24 h (Lopez,
2004). Esta regeneracion hepatica normal se manifiesta con la presencia de
células binucleadas y una anisocariosis leve, la cual se aprecia en forma marcada

en ratas jovenes (Nufiez y Bouda, 2007).

Durante la inflamacion hepética, el dafio muestra cambios en la estructura celular
y en la disposicion histologica de los hepatocitos. Los pardmetros a medir son el
pleomorfismo celular, necrosis, pérdida de la integridad del tejido, zonas de
vacuolizacién, anisocitosis y anisocariosis, hipercromasia y disociacion de los
cordones hepéticos, todas con diferentes grados de alteracion, leves, moderadas,
severas 0 hasta muy severas. Otras alteraciones del tejido hepatico se relacionan
con el grado de fibrosis y el depdsito de colagena, grosor de los trabéculos de
colagena y el espacio porta conjuntivo, que caracterizan un proceso cronico
(Molina et al., 2012).

En general la inflamacion severa es conocida como una de las principales
consecuencias fisiopatolégicas del higado, tales como la hepatitis viral y cirrosis.
La Silimarina ha demostrado tener efectos antiinflamatorios significativos sobre el
tejido hepético. El efecto antiinflamatorio implica el bloqueo de la activacion
intrahepatica del Factor Nuclear Kappa B, la disminucién del Factor de Necrosis
Tumoral, Interferon gamma, interleucinas, y el inductor de Oxido Nitrico sintetasa,
ademas de la inhibiciobn de la sintesis de Leucotrienos y la formacién de
Prostaglandinas. La Silimarina puede tener un efecto inhibidor sobre el sistema
desintoxicante, citocromo oxidasa P450, en forma dependiente de la dosis
(Doehmer et al., 2011). EIl estrés oxidativo es un mecanismo principal de
iniciacidon y progresion del dafio hepatico en una variedad de trastornos hepaticos
(Jain et al., 2011).
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2.2.7. Homeopatia

2.2.8. Generalidades de la homeopatia

El fundador de la filosofia medica homeopética fue el médico aleman Samuel
Hahneman quien en 1796 afirmo “si la ley de la medicina se reconoce y proclama
como real y verdadera y natural ella deberd encontrar su aplicacion tanto en
animales asi como también en el hombre”. La aplicacion de la homeopatia en
animales nace con Hahnemann, al aplicar €l mismo su novedoso tratamiento en
su caballo. Pero quien formalmente aplico este principio en animales fue Ernest
Rucker. En 1833 el veterinario aleman Guillaume Lux publicé en un periédico de
Leipzing un primer articulo de homeopatia veterinaria en el que cita: “existe una
patologia, una materia médica y una sola medicina para todos los seres vivos”
(Silva, 2008).

La importancia de la homeopatia tuvo su auge con el trabajo a nivel cientifico
durante el empirismo, su método cientifico va de lo general a lo particular, enuncia
que la salud es un proceso dindmico resultante entre la interaccion del organismo
y el medio externo, los sintomas valorables en la enfermedad son los propios de
cada enfermo. Paracelso fue un personaje muy renombrado del pensamiento
empirista. En su época arremete contra la practica médica de su época y plantea
la necesidad de regresar al uso de la naturaleza, de acuerdo a Sdcrates,
resaltando su poder curativo. En su tiempo expresa que el éxito de las medicinas
gue van a curar un proceso se encuentra en la misma naturaleza. Establece varias
teorias, una de éstas, la de “las signaturas”, donde busca una relacién formal o
conceptual entre la enfermedad y el remedio por la similitud entre ellos (Ballester
et al., 1999).
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2.2.9. Principios fundamentales de la homeopatia

La Homeopatia es un sistema terapéutico que consiste en administrar sustancias
en dosis infinitesimales y que, en un sujeto sano, producira los mismos sintomas
que en la enfermedad que se va a tratar. Cada tratamiento exige una

individualizacion meticulosa, basadas en las patogenesias (Ballester et al., 1999).

La practica homeopatica consiste en buscar los puntos de contacto resistentes
entre los sintomas que experimentalmente produce un remedio y los sintomas que
presenta el enfermo. El principio de la similitud enuncia que las enfermedades
pueden ser curadas por sustancias capaces de provocar una afeccion o sintoma
similar. Hahnemann expone este principio de una forma clara y sencilla; el
medicamento mas eficaz en cada caso concreto, serd el mas similar aquel cuyos

sintomas sean mas similares a la enfermedad a tratar (Silva, 2008).

Desde el inicio de la homeopatia, el empleo de dosis débiles ha suscitado
controversia y rechazo por parte de la medicina clasica. La utilizacion de dosis
débiles, es una vez mas, el producto de variadas y repetidas experiencias, una
observacion extraida de la practica, segun Hahnemann “No es en virtud de una
opinion preconcebida, ni por amor a la singularidad, por lo que me decidi en favor
de las dosis débiles, he llegado a ella por observaciones y me han demostrado
gue muchos medicamentos actldan con mas intensidad de la necesaria para lograr
la curacion, asi las he disminuido y como he observado por siempre los mismos
efectos aunque en un grado menor he descendido hasta las dosis mas minimas”
(Silva, 2008)

2.2.10. Principios basicos de la homeopatia

La homeopatia es un sistema terapéutico donde se le aplica a un individuo
enfermo un remedio en dosis infinitesimales, produciéndole tanto a un sujeto sano

como al enfermo, la misma sintomatologia que la enfermedad en cuestion. El
12



organismo enfermo reacciona mediante la aplicacién de la Ley de semejanza. La
Ley de semejanza menciona que “Toda remedio produce en un individuo sano y
sensible a este un conjunto de sintomas que se caracterizan de dicha sustancia”.
También, “Todo individuo enfermo presenta un conjunto de sintomas que
caracterizan su enfermedad”. La homeopatia se basa en la individualizacién de
cada enfermo y no de la enfermedad, ya que la enfermedad, la cual se basa en las
patogénesias. Ademas las dosis de la sustancia activa son infinitesimales o
microdosis. 1) El proceso de curacion avanza desde las partes mas profundas del
organismo (mental, emocionales y 6rganos vitales) hacia las externas, como la piel
y las extremidades. 2) La curacién progresa en orden inverso a su aparicion
original (visible en enfermedades cronicas). 3) La curacion evoluciona desde la
parte superior del cuerpo hacia la inferior. Estas leyes son de inestimable valor
para el prondstico y se puede confirmar a diario en los enfermos. (Ballester et al.,
1999).

2.2.11. Patogénesis

Se le llama patogénesis al inicio, desarrollo y finalizacion de una enfermedad,
segun a determinados criterios y sintomas obtenidos por enfermedad, intoxicaciéon
0 experimentacién, de algunas sustancias homeopaticas aplicadas en individuos
sanos, a dosis infinitesimales o a dosis toxicas y confirmacién de curacién clinica
(Ballester et.al., 1999). Es el principio de la experimentacion pura o el conjunto de
signos y sintomas que se producen en una persona sana y sensible en el curso de

la experimentacion, al darle una sustancia medicamentosa.

2.2.12. Accion del medicamento homeopatico

La accién curativa de los remedios no depende de su accion fisiolégica sino de su
naturaleza dinamica. Cada remedio administrado aun en individuos sanos,

desarrolla dos efectos (Silva, 2008).
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Este efecto dual o bifasico depende de la cantidad de sustancia empleada y cada
agente fisicoquimico provoca en el individuo sano o enfermo de acuerdo con la
mayor cantidad de sustancias administrada de los efectos compuestos activos y
reaccionales, la accion fisiolégica de los medicamentos es siempre de naturaleza
toxica e injuriosa para el paciente mientras la cura, homeopaticamente hablando,
se cumple desde el plano dindmico y es siempre suave Yy sin sufrimientos, aunque
provogue una ligera agravacion de los sintomas latentes en el enfermo al inicio de
su administracion, si esto sucede se puede tener una gran seguridad de que estén

curados definitivamente (Silva, 2008).

2.2.13. Campo de accion de la homeopatia y sus limites

La homeopatia puede curar a todos aquellos individuos que disponen de
capacidades vitales defensivas inmunitarias, hormonales, neuroldgicas, psiquicas,
entre otras, lo que causa que no cure instantaneamente por que requiere un
estimulo el cual lo provoca el medicamento bien seleccionado, seria inatil en
procesos como cirugias y reacciones instantdneas de emergencias por eso se
enumeran algunas situaciones en las que el tratamiento homeopatico tiene
menores posibilidades; afecciones de indicaciones quirdrgicas impostergables
(apendicitis aguda, peritonitis, cuerpos extrafios, etc.), pacientes con cuidados
intensivos (choque, deshidratacion, sepsis, cardiopatias agudas), enfoques
psiquiatricos (psicoticos 0 neurGticos graves, crénicos o en procesos de
agudizacion), inmunodepresion grave (tumorales o afectados con tratamientos de
inmunosupresion), lesiones irreversibles organica o funcionales considerables
(Silva, 2008).

2.3. Paracetamol

2.3.1. Generalidades del Paracetamol

El paracetamol (N acetyl p aminophenol APAP) es un analgésico antipirético,

disponible en farmacias. El farmaco, sin embargo, es toxico en altas dosis y una
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sobredosis puede causar necrosis hepatica (Knigth et al., 2003). EI APAP se
metaboliza en el higado para formar sulfatos solubles y glucurénidos. Una
pequefia cantidad se convierte, en el sistema de enzimas microsomal de
citocromo P450, en un metabolito reactivo de N acetil p benzoquinona-amina
(NAPQI) a dosis bajas, la cantidad de NAPQI formada consigue un conjugado con
la glutatiébn hepatica reducida (GSH) almacenada, antes de ser eliminada (Dahlin
et al.,, 1984). En caso de una sobredosis de APAP o0 en condiciones cuando el
GSH hepatico almacenado se agota, NAPQI reacciona con las proteinas celulares
que causan el estrés oxidativo, dafio de la membrana microsomal y muerte (Knigth
et al., 2003).

Es muy seguro como antipirético, no obstante, su uso en altas dosis puede llevar a
importante morbilidad. La sobredosis del paracetamol es una de las causas mas
frecuentes de toxicidad en el mundo y es la primera causa de intoxicacion
farmacoldgica en nifios, principalmente menores de cinco afos, se puede producir
necrosis de los hepatocitos, por lo cual se considera, también, la primera causa de
falla hepética aguda en pediatria, pero el retraso en la presentacion al servicio de
urgencias y al inicio del tratamiento incrementa de forma importante el riesgo de
lesion hepatocelular clinicamente significativa (Gonzalez-Mendoza y Vicufa-
Fernandez, 2003).

2.3.2. Epidemiologia

El acetaminofén es el agente farmacéutico mas investigado en los centros de
intoxicacion de Estados Unidos (Gonzalez et al. 2003) El primer caso reportado de
hepatotoxicidad por paracetamol fue en el afio de 1966 en Inglaterra. La
sobredosis con paracetamol es la causa mas frecuente de insuficiencia hepatica
aguda (40%), seguida de las reacciones idiosincraticas (12%), desplazando a las
de origen viral. En el afio 2003 en Estados Unidos las estadisticas reportadas por
la Asociacion Americana de Centros de Control de Intoxicaciones, presentan una

cifra de aproximadamente 127,000 intoxicaciones por acetaminofén o productos
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gue lo contienen, de las cuales 38,989 ocurrieron en niios menores de seis afnos
(Watson et al.,, 2003). En este mismo afio se reportaron 214 muertes por
sobredosis de medicamentos analgésicos, en 62 de estos casos, el acetaminofén
fue el Unico agente involucrado. Estas estadisticas se incrementaron en el 2005,
ano en el que se reportaron 165,000 casos nuevos, de los cuales un 40% se
presento por ingesta de acetaminofén solo y un 60% por el consumo de mezclas
de acetaminofén con otros farmacos, especialmente opioides. La toxicidad por
acetaminofén representa la mayor causa de falla hepatica fulminante (Ostapowicz
et al., 2002) y se observo un incremento alarmante del 21% al 51% de este dafio
hepético entre los afios 1988 y 2003; mas de la mitad de estos casos se
presentaron por sobredosis accidentales. La sobredosis de paracetamol en casos
graves puede resultar en falla hepatica aguda y muerte, aunque estas
consecuencias no son frecuentes. La sobredosis de paracetamol es la principal
causa de falla hepética aguda reportada en Estados Unidos. Est4 involucrado en
el 50% de los casos de falla hepética en adultos y en el 13% en nifios (Roldan et
al. 2012).

2.3.3. Farmacologiay fisiologia

El Paracetamol es un metabolito activo de la fenacetina, analgésico derivado de la
anilina tiene una excelente biodisponibilidad, su pico de concentracién plasmatica
se presenta después de 30 a 60 minutos de su administracion via oral y su vida
media es de dos horas (Mancipe et al., 2010). Se distribuye uniforme en liquidos
corporales, a diferencia de los antiinflamatorios no esferoidales (AINES) presenta
una accion antiinflamatoria débil que inhibe probablemente a la ciclooxigenasa
(COX) principalmente en el sistema nervioso central y no interactia en la

activacion de los neutrdfilos (Sisamon, 2003).

El paracetamol durante el metabolismo hepético, se conjuga con acido glucurénico

(60%), acido sulfarico (35%) o cisteina (3%); una pequefia proporcion del farmaco

presenta N-hidroxilacion por el citocromo P450 hasta formar N-acetil-p-
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benzoquinoneimina (NAPQI), un metabolito potencialmente téxico, que en
condiciones normales es detoxificado mediante conjugacion con la enzima

glutation peroxidasa y grupos sulfhidricos (Brunton et al., 2009).

En dosis terapéuticas el acetaminofén suele ser bien tolerado, ocasionalmente
surgen erupciones cutaneas (urticaria, eritema); rara vez se asocia con fiebre
medicamentosa, metahemoglobina, y hay reportes aislados de neutropenia, y
pancitopenia, puede producir déficit de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
(Sisamon, 2003).

2.3.4. Hepatotoxicidad

Las drogas que inducen dafio hepético pueden presentar consecuencias de
reacciones idiosincréticas, alérgicas, autoinmunes o dependientes de dosis. Por
otro lado los patrones de lesion pueden diferir entre necrosis hepatocelular,
colestasis, fibrosis y esteatosis, asi como efectos toxicos dependientes de la dosis,
causando necrosis de los hepatocitos predominantemente en la region
centrilobulillar del lobulillo hepatico por distintos mecanismos y patrones de lesién
(Sisamon, 2003).

Sustancias como los xenobidticos son metabolizadas en el higado, por ejemplo el
acetamonifén o paracetamol, éste medicamento se conjuga mayormente con el
acido glucoroénico y también en pequefias cantidades con la glutation peroxidasa y
se excreta por la bilis. Por lo tanto, un exceso de paracetamol sobresatura ambas
vias y produce un metabolito toxico denominado NAPQI (Nacetil-p-
benzoquinonemina), éste se acumula en el citoplasma del hepatocito fijandose por
enlace covalente a aminoacidos de enzimas y otras proteinas hepaticas, de tal
manera que las inactiva. Este mecanismo produce lesiones hepaticas
caracterizadas con necrosis centrolobulillar (Munné et al., 2003), lo cual altera la
funcidon de los rifilones y del corazon produciendo insuficiencia renal y miocardica

respectivamente. La toxicidad produce una degeneracion lipidica asociada a la
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alteracion de mitocondrias y reticulo endoplasmico rugoso, asociado a necrosis

hepatocelular (Mufion et al., 2007).

La Asociacion Americana de Centros de Control de Intoxicaciones reporta
aproximadamente 127,000 exposiciones anuales al paracetamol. Se presentan
alrededor de 200 muertes relacionadas con sobredosis, en las que los agentes
analgésicos han sido los responsables. En 30% de los casos, el paracetamol se
encontré como agente Unico y estaba implicado en 40% de los casos como causa

de falla hepatica fulminante (Roldan y Lopez, 2012).

El paracetamol, junto con el acido acetil salicilico (aspirina), es uno de los
analgésicos mas utilizados mundialmente, especialmente después de recibir
aprobacion por parte de la Agencia de Medicamentos y Alimentos de los Estados
Unidos (Food and Drug Administration-FDA) en el afio de 1953. Es un reconocido
representante de la familia de los AINES (analgésicos, antiinflamatorios de tipo no
esteroidal), sin embargo su utilidad terapéutica no estad limitada a su efecto
analgésico y antiinflamatorio, ya que también posee un reconocido efecto

antipirético (Vazquez-Frias et al., 2013).

2.3.5. Manifestaciones clinicas

La toxicidad por paracetamol suele expresarse por medio de 4 etapas:

1. Durante las primeras 24 horas el paciente se encuentra asintomatico o con
sintomas inespecificos como malestar general, nauseas, dolor abdominal,
vomitos, sudoracion; es el periodo de toxicidad potencial.

2. Entre las 24 y 72 hrs el dolor puede localizarse en hipocondrio derecho y
tipicamente comienzan a elevarse las transaminasas hepatica.

3. Alrededor del tercero o cuarto dia es cuando se produce el maximo dafio
hepatico, pudiendo presentarse diatesis hemorragica, encefalopatia, convulsiones,

hipoglucemia, mostrando valores de transaminasas extremadamente elevados
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(fueron reportados valores mayores de 30.000 Ul/l) y marcadores de insuficiencia
hepética. La insuficiencia hepética aguda se desarrolla en este periodo, y se
caracteriza por encefalopatia y deterioro severo de la funciéon hepatica en
pacientes sin hepatopatia crénica. Esta entidad es potencialmente reversible.

Figura 2. Lesiones observadas por intoxicacion con paracetamol. A) Hepatocitos
delimitados. Espacios sinusoidales permeables; B) Hiperemia en los espacios
intersinusoidales; C) Espacios sinusoidales permeables. Arquitectura del hepatocito
intacta; D) Hepatocitos con degeneracion grasa con patrén vacuolar (Ochoa et al.,
2008).

4. Los que sobreviven hasta este periodo comienzan la recuperacion clinica y el
descenso de los niveles enziméticos. El proceso se puede prolongar por tres

semanas 0 mas.
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5. De los 4 dias a 2 semanas si sobreviven a la etapa anterior entran en
recuperacion , cuya duracion depende de la gravedad de la alteracion, por otra
parte, si el dafio ha sido extenso se pueden presentar complicaciones como
sepsis, coagulacion intravascular diseminada, insuficiencia renal (también

mediada por NAPQI), infarto agudo de miocardio y hemdlisis (Sisamon, 2003).
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111. JUSTIFICACION

Considerando que el paracetamol en grandes dosis produce dafio hepatico y que
la Silimarina actia como protector hepatico, la finalidad de la presente
investigacion es obtener informacion cientifica que avale el uso de dosis
homeopaticas de la planta Silybum marianum, De esta manera se podra contribuir
con un antecedente de estudio histopatolégico que recaude informacion detallada

y ayude al conocimiento médico-cientifico homeopatico.

IV.HIPOTESIS

La planta Silybum marianum utilizada en homeopatia 6c, protege a los hepatocitos
contra los dafios provocados por la intoxicacion experimental con paracetamol en

ratas.

V. OBJETIVOS

Objetivo General
Evaluar la eficacia de la planta Silybum marianum en higado de ratas intoxicadas

experimentalmente con paracetamol.

Objetivos Especificos
Inocular experimentalmente ratas con una sobredosis de paracetamol y evaluar

histol6gicamente las alteraciones de los hepatocitos.
Aplicar un tratamiento con Silybum marianum en rata intoxicadas con paracetamol

y comparar histolégicamente los dafios hepaticos con los de ratas intoxicadas y no

tratadas.
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VI.MATERIAL Y METODOS

Marco de referencia. La investigacion se llevd a cabo en el lugar con las
coordenadas 25° 33" 04” N 103° 26. 56’ 06” ubicado en... en el municipio de
Torredn, Coah.

Se trabaj6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999),
aceptando que el uso de animales de investigacion, solo se justifica para la
ensefianza, prueba y el desarrollo del conocimiento en beneficio de los seres
humanos y/o de los propios animales. Se buscO cuidar siempre el bienestar
general del animal y evitar en lo posible el dolor y el sufrimiento. El proyecto tubo

una duracion de 15 dias

Animales de laboratorio. Se utilizaron 27 ratas blancas de variedad Wistar de
una misma cepa con buen estado clinico de salud. Las ratas fueron provenientes
del bioeterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Juarez del Estado de
Durango. Todas se alimentaron y manejaron de manera similar, sin distincion por
ninguna. La edad que el bioterio registré6 de cada animal fue de entre 2 a 3 meses
de edad. Se utilizaron 13 machos y 14 hembras, con un peso inicial que oscilo

entre 160y 270 g hembras y 220 y 340 g machos.

Los animales se trasladaron a la ubicacién con las coordenadas 25° 33" 04” N
103° 26. 56’ 06” para ser utilizados en el experimento. Se realizé limpieza y
desinfeccién del lugar, a partir de ese momento a los roedores se les mantuvo con
agua potable y alimento comercial (Conejina y Harlan) a libre acceso. Para evitar
cualquier descompensacion se le administro el mismo alimento que tenian en el
bioterio de la UJED.

Grupos experimentales. Se utilizaron 12 jaulas con una medida de 40 X 30 X 40
cm cada una, y se guardaron 2 a 3 ratas por jaula, en una cama de aserrin. Se

distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos con 9 ratas cada uno, 5 hembras y 4
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machos cada uno con un total de 27 ratas. Se aplicaron tres tratamientos de la
siguiente forma: Grupo A. Grupo control sin tratamiento. Se les administré agua y
alimento a libre acceso. Grupo B. Grupo paracetamol; se administré Unicamente
este farmaco por via oral en una dosis de 20 mg/Kg de peso corporal, cada 24
horas durante 5 dias, mas agua y alimento a libre acceso. Grupo C (P/Cm). Grupo
de Carduus marianus Se administré Cm 6c a razon de 4 mL en 140 mL de agua
de bebida, cada 24 horas durante 5 dias, mas paracetamol 20 mg/Kg de peso
corporal, cada 24 horas durante 5 dias por via oral. se aplico6 Cm 6c, 4 mL en 140

mL de agua de bebida, cada 24 horas durante 5 dias, sin paracetamol.

Se realizaron observaciones clinicas diarias para verificar su estado de salud, y se
midio el peso. Se les administrd6 agua potable y alimento 2 veces al dia, en un
horario a las 8:00 y a las 19:00 horas. Se les realizé el cambio de la cama de
aserrin cada tercer dia con limpieza general de las jaulas utilizando jabones

neutros y cloro.

Preparacion de los in6culos. Se elabord una suspension de agua bidestilada y
paracetamol (tabletas de 500 mg) para su administracibn a cada animal
proporcionalmente a su peso, utilizando una jeringa de 1 mL (para insulina) via

oral cada 24 horas.

El Carduus marianus 6c¢ se adquiri6 en el Laboratorio Homeopatico de
Investigacion, S.A, (LAHISA) de Durango, Dgo. En presentacion liquida, en

frascos de 30 mL.

Eutanasia de las ratas y toma de muestras. Al término de los 10 dias las ratas
se prepararon manteniéndolas en ayuno para su posterior eutanasia, la cual se
realiz6 con cloroformo en campana de vidrio. Ya anestesiadas se procedié a
abrirlas por la parte toracica en la linea media del animal desde el cuello hasta el
diafragma, con una hoja de bisturi, ya abiertas se extrajeron 3 mL de sangre por

puncion cardiaca, en cada una de las ratas, con una jeringa de 5 mL,
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conservandola en un tubo al alto vacio sin conservadores ni anticoagulantes. Se
separ6 el plasma por sedimentacion y se conservo en refrigeracion para
posteriores estudios enzimaticos (estudio no realizado en éste experimento). Al
término de la toma de muestras sanguineas se practicé eutanasia a las ratas, con

sobredosis de cloroformo.

Se extrajo el higado de las ratas el cual se pesO y posteriormente se coloco en
formalina al 10% amortiguada con fosfatos a pH 7.4. Los higados se procesaron
en el Laboratorio de Patologia de la Unidad de Diagnéstico de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna, para el estudio histopatoldgico

(Anexos 1y 2).

Analisis Estadistico. Los datos se expresan como porcentaje. La significativa
estadistica se calculé6 comparando los grupos A con B, A con Cy B con C
mediante la prueba de X2. Se consideraron valores significativos de p < 0.05.

Apoyo..
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VIL. RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron las caracteristicas histolégicas de los higados considerando las
siguientes alteraciones: Disociacion de cordones hepaticos, anisocariosis, células
binucleadas, infiltracion linfocitaria, citoplasma vacuolado de hepatocitos, Yy
necrosis. Se describid el grado de alteracién, tomando 4 valores de referencia
numeérica de 0 a 3, donde 0 es sin alteracion, 1 leve, 2 moderado, y 3 severo. En el
Cuadro 1 se aprecian los porcentajes de las alteraciones de los higados de los

tres grupos.

Cuadro 1. Porcentaje de alteraciones histoldgicas en higado de los tres grupos, de acuerdo
a su grado de lesion

Grupos/ % de Grados de alteracion (n =9, en cada grupo)

Caracteristica Grupo A Grupo B Grupo C
Histoldgica () L M S () L M S @) L M S
Disociacién 66.6 33.3 0 0 222 222 444 111 0 444 444 111
Anisocariosis 0 55,5 444 0 0 0 100 0 0 555 444 0
Binucleacion 0 55,5 444 0 0 0 100 0 0 66.6 33.3 0
Inf. Linfocitaria 77.7 222 0 0 222 777 0 0 88.8 11.1 0 0
Vacuolizacion 222 7177 0 0 333 66.6 0 0 100 0 0 0
Necrosis 100 0 0 0 0 88.8 11.1 0 55,5 444 0 0
(-) = Sin Allteracion; L = Grado leve; M = Grado moderado; S = Grado severo

La disociacion de cordones hepéticos se observo en el Grupo A en un 33.3% con
grado leve; en el Grupo B se encontré 22.2% con grado leve, 44.4% con grado
moderado y 11.1% con grado severo; en el Grupo C se aprecio 44.4% con grado
leve, 44.4% con grado moderado y 11.1% con grado severo. Se aprecia una
diferencia significativa (P < 0.05) entre el grupo control y el grupo de intoxicacion

con paracetamol pero no con el grupo P/Cm (Figura 3).

La aniscariosis en el Grupo A mostré6 55.5% de grado leve y 44.4% de grado

moderado; en el Grupo B present6 el 100% con grado moderado y el Grupo C
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presentd 55.5% con grado leve y 44.4% con grado moderado. No hubo diferencias

significativas (P < 0.05) en esta lesion entre ninguno de los tres grupos (Figura 4).

Figura 3. Disociacion de cordones hepéticos en ratas intoxicadas experimentalmente
con paracetamol.

Las células binucleadas en el Grupo A se apreciaron en 55.5% en grado leve y
44.4% en grado moderado, al igual que la anisocariosis; en el grupo B se observé
en grado moderado en el 100% de las muestras; en el Grupo C se observé un
66.6% con grado leve y 33.3% con grado moderado. Tampoco hubo diferencias

significativas (P < 0.05) en esta lesién entre ninguno de los tres grupos (Figura 5).

Las tres alteracion descritas previamente son frecuentes en cualquier tipo de dafio

hepatico, ya sea degenerativo, inflamatorio o necrético (Lépez, 2004; Nufez y
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Bouda, 2007; Willard, 2007). La importancia en esta investigacion es que la
disociacion de los cordones hepaticos muestra una diferencia muy marcada entre
el grupo control contra el grupo intoxicado con Paracetamol, asi como con el grupo
control y el grupo P/Cm, esto nos indica un proceso de regeneracion activa en

éste dltimo grupo.

Figura 4. Anisocariosis (nucleos de diferentes tamafios) de hepatocitos en ratas intoxicadas
experimentalmente con paracetamol.

La alteracion inflamatoria con infiltracion por linfocitos se observo en el Grupo A en
el 22.2% en grado leve; en el Grupo B en el 77.7% en grado leve; y en el Grupo C
con 11.1% en grado leve. Se aprecia una diferencia significativa (P < 0.05) entre el
Grupo B con los grupos A (control) y C (P/Cm). Con respecto al grupo control y al
grupo intoxicado con Paracetamol, se explicaria por el hecho de que un téxico es
capaz de producir necrosis y una reaccion linfocitaria y plasmocitaria inespecifica
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como respuesta a dicha lesion (Arellano-Montero et al., 2011), y es posible que
esté disminuida por la accién del Cm (Figura 6).

Figura 5. Hepatocitos binucleados en ratas intoxicadas experimentalmente con
paracetamol.

La vacuolizacion se encontré en el Grupo A en el 77.7% en grado leve; en el
Grupo B en el 66.6% en grado leve; y en el Grupo C en 11.1%. En este caso no
hay diferencia significativa entre el grupo control y el grupo Paracetamol, y no
podemos saber porque ocurrié ésta alteracion en el grupo control, habra que
revisar otras variables que puedan influir con estos cambios debido a la ingestién

de sustancias téxicas en agua y alimentos. Sin embargo, si hay una diferencia
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significativa (P < 0.05) muy evidente con respecto al grupo P/Cm, ya que la
lipidosis hepética bajé considerablemente (Figura 7).

Figura 6. Infiltracion linfocitaria focal periportal en ratas intoxicadas experimentalmente
con paracetamol.

Con respecto a la necrosis, en el Grupo A no se observd; en el Grupo B hubo
88.8% de necrosis leve y 11.1% de necrosis moderada; y en el grupo C solo se
observd necrosis en grado leve en el 44.4%. También hubo una diferencia
significativa (P < 0.05) con respecto a ésta alteracion del Grupo B, tanto con el
Grupo A como con el Grupo C (Figura 8).

Ambas lesiones, la necrosis como la lipidosis hepdatica, son caracteristicas de la
intoxicacion por paracetamol (Ochoa et al., 2008).
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Figura 7. Vacuolizacion de citoplasma de hepatocitos en ratas intoxicadas
experimentalmente con paracetamol.

El acetaminofén o paracetamol utiliza la via de conjugacion con glucoronato (95%)
y la conjugacion con glutation para su excrecion (5%). Cuando hay un exceso de
paracetamol, ambas vias se sobresaturan produciéndose en exceso el metabolito
NAPQ1 (N-acetil-p-benzoquinonemina), de ésta manera desencadena lesiones
hepéticas con necrosis centrilobulillar (Munné et al., 2003). El paracetamol
también produce lipidosis hepatica caracterizada con vacuolizacion del citoplasma
y necrosis hepatocelular (Muiién et al., 2007). La intoxicacion aguda con
paracetamol puede simular un cuadro de higado graso alcohdlico o de

esteatohepatitis no alcohdlica (Soza et al., 2004).
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Figura 8. Necrosis de hepatocitos en ratas intoxicadas experimentalmente con
aracetamol. Se aprecian A) nucleos picnéticos, B) detritos celulares, y C)
hepatocitos sin nucleo.

En base nuestros resultados, el Cm homeopético si protege contra la
hepatotoxicidad producida por el paracetamol en ratas intoxicadas
experimentalmente. Su eficacia ha sido demostrada ampliamente ya que se utiliza
como suplemento dietético (Malewiczet al., 2006), para tratar los trastornos
hepéaticos y biliares caracterizados por necrosis, degeneracién y deterioro

funcional (Luper, 1998), ademas para la desintoxicacion y limpieza hepatica.

Ademas es bien conocido que los extractos de Cm, tienen un potencial
anticarcinogénico ya que se ha utilizado contra el cancer en el carcinoma de

prostata humano (Davis-Searles et al., 2005). EI mecanismo de proteccion en los
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diferentes tejidos es que actia como un antioxidante mejorando la produccion de
la superoxido dismutasa, que desintoxica de los radicales libres, ademas aumenta
la sintesis de proteinas ribosomales coadyuvando en la regeneracién hepatica
(Misar et al., 2013), y modula las células T en la inflamacion (Post-White et al.,
2007).

El andlisis histopatoldgico es una herramienta muy 0til para establecer las
caracteristicas de dafio de un toxico y la accion curativa de un medicamento. Se
debe realizar inicialmente el examen histopatoldgico del higado de animales sanos

para identificar la arquitectura normal (El Mesallamy et al., 2011).

Se han reportado diversos estudios histopatologicos en ratas y ratones, donde se
analizan las alteraciones microscépicas del higado producidas por sobredosis de
diferentes toxicos, incluyendo el paracetamol. Primeramente se analizan los
patrones de la morfologia tisular y celular del higado normal de ratas y
posteriormente las principales evidencias de dafio tisular incluyendo degeneracion
grasa, congestion de la vena centrolobulillar; necrosis pericentrolobulillar y
congestion de los sinusoides hepéticos (Selema y Martinez, 1999). Otros estudios
reportan inflamacién caracterizada por venas centrolobulillares congestivas y
congestion sinusoidal, vacuolizacion de hepatocitos, nucleos hipercromaticos,
disminucién de la relacion del tamafio nucleo/citoplasma (anisocariosis) aumento

de células apoptéticas y necrosis pericentrolobulillares (Ochoa et al., 2008).

Con respecto a nuestro estudio histopatologico, se observd mejoria en las
caracteristicas de los grupos tratados con Cm con el grupo control. Nosotros
analizamos la disociacion de los cordones hepaticos como una alteracion
inespecifica de dafio tisular, observandose una diferencia muy marcada entre el
grupo control y el grupo intoxicado con paracetamol. Ademas se encontré una
importante mejoria entre el grupo intoxicado con paracetamol y el grupo tratado

P/Cm. Estudios similares en ratas intoxicadas con paracetamol, al aplicar un
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medicamento regenerador hepatico (Peumus boldus), se observdé una mejoria en

la arquitectura y conservacion hepatocelular (Ochoa et al., 2008).

En ratas intoxicadas con un compuesto nitroso N-nitrosodietilamina (NDEA)
muestran apoptosis de los hepatocitos, mitosis, megalocitosis, citoplasma
espumoso Yy nucleos hipercromaticos El higado de ratas pretratadas con Cm se
observa restaurado en su arquitectura hepatica normal con menos disociacion y
degeneracion de los hepatocitos, anisonucleosis y vesiculacion nuclear minima en
comparacion con el grupo tratado con NDEA. Mientras tanto, las secciones de
higado de ratas postratadas con la silimarina revelaron ligera mejora en los
hepatocitos en comparacién con el grupo tratado con NDEA. Secciones de higado
de ratas postratadas con silimarina revelaron menor grado de hepatocitos
citomegalicos y vacuolados con vesiculacidon nuclear minima y prominencia
nuclear en comparaciéon con los animales inducidos con Carcinoma Hepatocelular
(El Mesallamy et al., 2011).

Una potente toxina producida por cianobacterias, la microcistina, es conocido que
produce hapatotoxicidad exhibiendo disociacion de cordones hepaticos y
hepatocitos individuales, dafio centrilobulillar con necrosis midzonal, y sinusoides
dilatados. En animales pretratados con silimarina y posteriormente inoculados con
microcistina, no se aprecian alteraciones significativas comparadas con un grupo

control sin microcistina (Mereish et al., 1991).

La toxicidad hepatica inducida por tetracloruro de carbono (CCls) produce
inflamacion, necrosis, cambio graso, hemorragia y dilatacion sinusoidal en ratas.
En un estudio se analizaron ratas sanas con histopatologia hepatica normal. En un
grupo de control toxico las ratas mostraron grandes hepatocitos rodeados por
células inflamatorias mononucleares, necrosis de la pared de la vena central y
dilatacion sinusoidal en la zona centrolobulillar. En un grupo tratado con silimarina
el higado mostré dilatacion sinusoidal alrededor de la vena central, pero no

inflamacion y necrosis. Las ratas tratadas con silimarina mostraron apariencia casi
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normal del parénquima del higado con respecto a la necrosis e inflamacion de los

hepatocitos (Parveen et al., 2011).

Para investigar la hepatotoxicidad de aflatoxina Bi, y tratamiento hepatoprotector
con silimarina, se realizd un estudio en palomas y se analiz6 por histopatologia el
higado. Las aves intoxicadas mostraron infiltracion grasa y vacuolizacion,
hiperplasia de conductos biliares, hemorragias, necrosis e inflamacion, indicativos
de hepatopatia y aflatoxicosis. EI Cm puede mejorar los efectos toxicos de las
aflatoxinas, cuando se alimente a las aves con altas concentraciones de la
Silimarina, antes de la intoxicacién con aflatoxinas. Sin embargo, los cambios en la
morbilidad y la funcién hepatica después de la exposicidn aguda de aflatoxinas
puede ser tan grave que el Cm en la dieta no es capaz de proteger la arquitectura
histolégica del higado (Grizzle et al., 2009).
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Vil CONCLUSIONES

El Silybum marianum es un hepatoprotector efectivo utilizado en dosis

homepaticas 6¢, en ratas intoxicadas experimentalmente con Paracetamol.

Las alteraciones histolégicas ocasionadas por Paracetamol son mas marcadas
que las lesiones de los grupos no tratados (control) y el grupo con intoxicacion con

Paracetamol y tratado con Cm (P/Cm).

Se recomienda un estudio mas completo utilizando diferentes dosis y tiempos de
intoxicacién con paracetamol, incluir dos grupos controles, uno con intoxicacion y
otro sin intoxicacion, ademas de otros grupos con diferentes dosis y tiempos del

tratamiento con Silybum marianum.
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Anexo 1. Técnica de histopatologia de inclusion en parafina.

1. Fijacion de tejidos en formalina al 10%
2. Procesamiento de tejidos
a) Deshidratacion
» Alcohol 50%
» Alcohol 70%
» Alcohol 80%
» Alcohol 96%
» Alcohol absoluto
b) Aclaramiento
> Xilol

¢) Inclusion en parafina (bloques)

Figura 9. Histoquinete o procesador de tejidos.
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Anexo 2. Tincion de Hematoxilina y Eosina

Cortes de tejidos (incluidos en parafina) con micrétomo a 5 um de grosor

Figura 10. Microtomo.

Desparafinar, con platina caliente y Xilol.
Hidratar
» Alcohol absoluto
» Alcohol 96%
» Alcohol 70%
» Agua.
Tincion con hematoxilina
» Tincion
» Lavar
> Virar la tincion con Acido Acético 2%
» Lavar

Tincién con Eosina
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6. Deshidratar
» Alcohol 70%
» Alcohol 96%
» Alcohol Absoluto

Figura 11. Tina para flotacion de tejidos.

7. Aclaramiento
> Xilol

8. Montar con Resina Sintética
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