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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto protector del extracto acuoso de las
hojas de Peumus boldus “Boldo” en la toxicidad hepatica inducida por
isoniazida en ratas Holtzman hembra. Materiales y métodos: se
utilizaron 24 ratas Holtzman hembra, divididas en 4 grupos: A (control),
B (isoniazida 50 mg/kg), grupo C (silimarina 200 mg/kg e isoniazida 50
mg/kg) y D (boldo 160 mg/kg e isoniazida 50 mg/kg). Dicho protocolo
se siguio por 14 dias. Se determind el efecto protector mediante
analisis clinico, bioquimico y morfolégico. Se presentan los datos con
sus medias y desviaciones estandares. Se compararon las medias de
los grupos experimentales mediante la prueba de Kruskall-Wallis,
considerandose significativo un p < 0.05. Resultados: se hall6 que el
grupo B disminuyé mas de peso (16,41 +/-17,94 gr), presentd mayor
elevacion de bilirrubinas totales (0,25 +/-0,13), bilirrubina directa (0,2
+/-0,11), TGO (51.83 +/-18.55) y TGP (29 +/- 13,72), en comparacion
con el grupo A, C y D. Se hallé6 también menor elevacion de proteinas
totales (0,49 +/-0,62). y albuminas (0,33 +/- 0,35) en el grupo B, en
comparacion con los demas grupos. No se hall6 diferencia significativa
entre los grupos en cuanto a la variacién de bilirrubina indirecta (p
=0,104) y globulinas (p=0,144). Los higados del grupo B mostraron un
aspecto congestivo, fueron mas grandes y pesaron mas; y mostraron
mayor  vacuolizacion  perinuclear, congestion  sinusoidal 'y
desorganizacion de la arquitectura celular. Segun la escala de
Dalaklioglu et.al., el grupo B presenté mayor dafio (5,83 +/-0,75) en
comparacioén con los grupos A (0,33 +/- 0,51), C (2,5 +/- 1) y D (0,83 +/-
0,4).Conclusiones: El extracto acuoso de Peumus boldus posee
efecto protector en la toxicidad hepatica inducida por isoniazida en
ratas Holtzman hembra, evidenciado mediante parametros clinicos,

bioquimicos y morfoldgicos.

Palabras claves: boldo, hepatotoxicidad, isoniazida



ABSTRACT

Objective: To determinate the protective effect the agueous extract of
the leaves of Peumus boldus “Boldo” on isonizaid-induced liver toxicity
in female Holtzman rats. Materials and methods: 24 female Holtzman
rats were used. They were divided, randomly, in 4 groups.: A (control),
B (isoniazida 50 mg/kg), group C (silimarina 200 mg/kg and isoniazida
50 mg/kg) y D (boldo 160 mg/kg and isoniazida 50 mg/kg). This
protocol was followed, daily for 14 days. Before and after the
experiment, biochemical analyzes were made. The protector effect was
determinate by clinical, biochemical and morphological analyzes. Data
Is presented in its mean and standard deviation. Means were compared
using the Kruskall Wallis test and results were considered significant
when p < 0,05. Results: Rats of group B decreased more in weight
(16,41 +/-17,94 gr), showed higher elevation in total bilirrubins (0,25 +/-
0,13), direct bilirrubin (0,2 +/-0,11), TGO (51.83 +/-18.55) and TGP (29
+/- 13,72), compared with groups A, C and D. Also, total proteins (0,49
+/-0,62) and albumin (0,33 +/- 0,35) were lower in rats of group B,
compared with the other groups. No significant difference was found in
indirect bilirrubin  and globulins. Livers of group B were more
congestive, bigger and heavier than the other groups. Also, they
showed more perinuclear vacuolization, sinusoidal congestion and
disarrangement of cellular arquitecture. According to Dalaklioglu
et.al.scale , group B showed to be more damaged (5,83 +/-0,75) than
groups A (0,33 +/- 0,51), C (25 +/- 1) and D (0,83 +/-0,4).
Conclusions: The aqueous extract of Peumus boldus has protective
effect on isoniazid-induced liver toxicity in female Holtzman rats,

evidenced by clinical, biochemical and morphological parameters.

Key words: Boldo, liver toxicity, isoniazid



INTRODUCCION

El extracto acuoso de las hojas de Peumus boldus es utilizado como
hepatoprotector en la medicina manera tradicional. Este posee diversos
compuestos activos (identificados mediante cromatografia liquida de
alto rendimiento) como alcaloides y flavonoides, entre los que destaca

el alcaloide Boldina, la cual posee potentes propiedades antioxidantes.

La OMS reportdé ,en el 2013, 9 millones de casos nuevos de
tuberculosis y 1,5 millones de defunciones debidas a esta causa.
Siendo més prevalente en paises en via de desarrollo. La utilizacién de
la isoniazida es esencial en el tratamiento de la tuberculosis,
constituyendo con la rifampicina el ndcleo basico de su tratamiento. Sin
embargo, durante su biotransformacion hepatica, ésta puede formar
metabolitos reactivos que dafian los hepatocitos mediante el
incremento de estrés oxidativo. Ello puede llevar a la suspension de la
terapia, y contribuir a la falla del tratamiento, no adherencia a éste; y
por consecuencia a la formacidbn de cepas de Mycobacterium

tuberculosis resistentes

Se ha demostrado que el estrés oxidativo es el principal mecanismo
implicado en la injuria hepatica que ésta produce, por lo que los
productos naturales, como el Peumus boldus, podrian disminuir el dafio

hepético debido a sus propiedades antioxidantes.

Por lo que esta investigacion se propone determinar el efecto protector
del extracto acuoso de hojas de las hojas de Peumus boldus “Boldo” en

la toxicidad hepética inducida por isoniazida en ratas Holtzman hembra.
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CAPITULO I:

1.1 Planteamiento del problema

1.1.1 Descripcion del Problema

La capacidad hepatoprotectora, atribuida a diversos
productos naturales, se refiere al menor dafio y posterior
regeneracion de células hepaticas que se produce al
estimular la funcién normal del higado al reemplazar las
células dafadas. Asimismo dichos productos podrian
estimular los sistemas de detoxificacion hepéatica como los
sistemas enzimaticos de catalasa y superédxido
desmutasa, los cuales se encargan de eliminar los
radicales liberados producidos por el metabolismo de
hepatotoxinas. Dentro de ellos, se describe al Peumus

boldus “boldo”. !

El Boldo crece en los Andes de Chile, Argentina y sierra
sur del Per(; y posee dentro de sus principales
compuestos a los alcaloides, flavonoides y &cidos
fendlicos." Ellos han sido aislados e identificados
mediante la utilizacibn de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) y se afirma que el alcaloide mas
abundante es la boldina y a la cual se le atribuye su efecto

hepatoprotector. 2

Se ha reportado que la boldina protege a la membrana
celular de la peroxidacion lipidica inducida por radicales
liberados, por lo que a éste compuesto se le han atribuido

propiedades antioxidantes. >
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Por otra parte, la tuberculosis es un grave problema de
salud publica a nivel mundial y nacional. En el afio 2013,
la OMS reporté 9 millones de casos nuevos y 1.5 millones
de muertes, de las cuales 1.1 millones se encontraban
coinfectados con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)*. En el PerG, el MINSA report6 1055 casos de
tuberculosis durante el primer trimestre del afio 2012.
Encontrandose el mayor niumero de casos en la region
Callao (204.9), Ucayali (170.8), Madre de Dios (170.0
casos), Tacna (148.1) y Lima (148.0) por cada 100 000

habitantes. °

La isoniazida y rifampicina son los farmacos
antituberculosos mas utilizados a nivel mundial, éstas
constituyen el nucleo basico del tratamiento; sin embargo
Su uso puede causar hepatotoxicidad, lo que conlleva
frecuentemente a la suspension de la terapia, contribuye a
la no adherencia al tratamiento, a la falla del tratamiento y
el incremento de cepas de Mycobacterium tuberculosis

resistentes a éstos farmacos.®

La toxicidad hepatica inducida por medicamentos
representa el 10% de la causa de falla hepatica aguda y
es la principal causa de retiro de medicamentos del
mercado durante la fase preclinica o clinica, denegacién
de registros por parte de las agencias reguladoras o retiro
del mercado luego de ser registrados.’

La incidencia de hepatotoxicidad inducida por farmacos
antituberculosos varia del 5% al 33% dependiendo de la

poblacién de estudio, la definicibn de hepatotoxicidad, los

12



farmacos antituberculosos usados y la forma de

monitorizacion de este efecto adverso.®

La produccion de la acetilhidrazina e hidracina, es el
mecanismo patogénico implicado en la toxicidad hepatica
inducida por isoniazida. Estos son metabolitos reactivos
gue posee la capacidad de actuar como agente acetilador
y dafar las macromoléculas del hepatocito. Por su parte,
la hidracina produce dafio hepatico mediante el estrés
oxidativo debido a la formacion de especies reactivas de
oxigeno. ° Por lo que en teoria aquellos productos que
disminuyan dicho estrés oxidativo serian capaces de
disminuir o prevenir el dafio hepatico inducido por
isoniazida. Dentro de ellos se han estudiado a la
silimarina, cimetidina, n-acetilcisteina y el factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF). La cimetidina y
silimarina actian inhibiendo el citocromo y estimulando
sistemas de defensa oxidativo. Mientras que la n-
acetilcisteina , un precursor del la enzima glutation (GSH)
actlia como hepatoprotector incrementando los niveles de
ésta enzima.” Sin embargo, éstos suelen no estar al
alcance de la poblacion general debido a sus elevados
costos. Al contrario de los productos naturales, los cuales
son accesibles a la mayoria de estratos de nuestro pais,
como por ejemplo el extracto acuoso de Peumus boldus
“boldo”.

Por otro lado, el 80% de la poblaciébn mundial, segun la
Organizacion mundial de la Salud (OMS), utiliza productos
naturales sin que existan bases cientificas suficientes que

apoyen su consumo. *°
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Por lo que esta investigacion se propone determinar el
efecto protector del extracto acuoso de hojas de Peumus
boldus “Boldo” en la hepatica inducida por isoniazida en

ratas Holtzman hembra.

1.1.2 Antecedentes

En cuanto a investigaciones realizadas sobre los efectos
benéficos del Peumus boldus, se puede mencionar la
tesis, para obtener el titulo de Bioquimica Farmacéutica,
realizada por Dorys Veloz, donde se evidencio el efecto
protector del extracto acuoso de Peumus boldus en ratas
con toxicidad hepatica inducida por paracetamol. En este
estudio se confiimé la presencia de compuestos
secundarios como alcaloides, flavonoides, compuestos
fendlicos y triterpenos en cantidades considerables en el
boldo. Se evidencié actividad hepatoprotectora a nivel
morfoldgico, pues en el grupo al cual se le administré el
extracto acuoso de Boldo al 100% se hall6 un 10% de
destruccion hepatica, mientras que en el que se le
administré el extracto acuoso al 66% se hallé un 50% y en
el gue se administro el extracto acuoso al 33%, se hallo
un 85% de destruccion hepatica.®

14



Otros investigadores también evidenciaron el efecto
hepatoprotector del Boldo en la toxicidad hepatica
inducida por paracetamol. En este estudio, se comparo el
grupo control, al cual se le administré6 paracetamol a 200
mg/kg por via intraperitoneal, con grupos experimentales,
a los cuales se les administré 80 mg/kg, 120 y 160 mg/kg
de extracto acuoso de hojas de Boldo. Como resultado se
obtuvo una reduccién significativa de los niveles de
transaminasas hepaticas en los grupos tratados con el
extracto acuoso, asi como disminucion de las lesiones
hepaticas observadas tanto a nivel macroscépico como

microscoépico.™

El efecto protector de diversas drogas ha sido estudiado
en la toxicidad hepética inducida por antituberculosos,
como el ajo, la silimarina, la n-acetilcisteina y otros.
Siendo la inhibicién del citocromo P450 2E1 (CYP450
2E1) y sus acciones antioxidantes el principal mecanismo

implicado en los efectos benéficos de dichos productos. *2

Los efectos benéficos de la silimarina han sido
estudiados, en la toxicidad hepética inducida por
antituberculosos en ratas Wistar.*? Los animales fueron
divididos en 6 grupos: Grupo 1(control); Grupo 2
(silimarina a 200 mg/kg por canulacidon orogastrica);
Grupo 3 (isoniazida a 50 mg/kg y rifampicina a 100 mg/kg
via intraperitoneal), Grupo 4 (isoniazida a 50 mg/Kg y

rifampicina 100 mg/kg via, intraperitoneal y pirazinamida a
15



350 mg/kg por canulacion gastrica); los grupos 5 y 6
recibieron dosis de dichos farmacos similares a los
administrados a los grupos 4 y 5, ademas de una dosis
de silimarina (200 mg/kg) por canulacion gastrica. Dicho
protocolo se repiti6 por 14 dias. Concluyendo que los
grupos en los que se administrd silimarina en conjunto a
los farmacos hepatotdxicos mostraron una reduccion del

dafo hepatico tanto a nivel bioquimico como histolégico.

Otro estudio evalud el efecto protector de la cimetidina en
la toxicidad hepatica inducida por la combinacion de
isoniazida-rifampicina en conejos albinos **; divididos en 6
grupos: Grupol (control), Grupo 2 (isoniazida 50 mg/kg/d)
, Grupo 3 (isoniazida 50 mg/kg/d y rifampicina 100
mg/kg/d) , Grupo 4 (cimetidina 120 mg/kg/d), Grupo 5
(isoniazida mas rifampicina y cimetidina 50 mg/kg) y
Grupo 6 (isoniazida mas rifampicina y cimetidina 120
mg/kg). Dicho protocolo se sigui6 durante 7 dias. Este
estudio hall6 mayor dafio hepético en los grupos donde se
utilizé la combinacion de isoniazida con rifampicina,
demostrado por elevacion de las enzimas hepéticas y

cambios morfologicos hallados en la microscopia.

Otros trabajos reportaron el efecto hepatoprotector de

diversos productos naturales como: té verde, té de

16



kambucha, tocoferol, extracto de hojas de yacén, extracto

de hojas de perejil, y ajo.

Se demostré el efecto protector de la silimarina y n-
acetilcisteina en la toxicidad inducida por antituberculosos
en modelos in vitro de células hepaticas humanas de la
linea de los carcinomas hepatocelulares (HePg2).
Observandose la reduccion de la toxicidad inducida en
estas células, mediante el incremento de la viabilidad
celular, conservacion de un aspecto morfologico saludable
y conservacion de la actividad respiratoria celular.
Asimismo, los resultados hallados sugieren que la
reversion del dafio celular causado por los
antituberculosos pudiera deberse a la conservacion de la
membrana celular, supresion del dafio mitocondrial y

disminucién de la apoptosis.**
1.1.3 Formulacién del problema

¢ Tiene efecto protector el extracto acuoso de las hojas de
Peumus boldus “Boldo” en la toxicidad hepatica inducida

por isoniazida en ratas Holtzman hembra?

17



1.2 Formulaciéon de objetivos

1.2.1 Objetivo general

Determinar el efecto protector del extracto
acuoso de las hojas de Peumus boldus “Boldo”
en la toxicidad hepética inducida por isoniazida

en ratas Holtzman hembra.

1.2.2 Objetivos especificos:

Determinar la variaciéon en el parametro clinico
producida por el efecto protector del extracto
acuoso de las hojas de Peumus boldus “Boldo”
en la toxicidad hepética inducida por isoniazida

en ratas Holtzman hembra.

Determinar la alteracion en los parametros
bioquimicos producidos por el efecto protector
del extracto acuoso de las hojas de Peumus
boldus “Boldo” en la toxicidad hepatica inducida

por isoniazida en ratas Holtzman hembra.

Determinar los cambios macroscoépicos en la
morfologia hepatica producidos por el efecto
protector del extracto acuoso de las hojas de
Peumus boldus “Boldo” en la toxicidad hepatica
inducida por isoniazida en ratas Holtzman

hembra.

18



e Determinar los cambios histopatolégicos
producidos por el efecto protector del extracto
acuoso de las hojas de Peumus boldus "Boldo”
en la toxicidad hepética inducida por isoniazida

en ratas Holtzman hembra

1.3 Justificacion del estudio

1.3.1 Justificacion legal

Este proyecto de tesis se rige por las Normas para la
Elaboracion de Tesis para optar el Titulo Profesional en
las Escuelas Académico Profesionales de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, aprobado mediante la Resolucién de Decanato
N° 1242-FM-1996 de fecha 27 de julio de 1996, ratificada
con Resolucion Rectoral N° 5293-CR-1996 de fecha 23 de
agosto de 1996.

Factibilidad y viabilidad

Este estudio es factible debido a que cuenta con el
interés de algunos de los profesionales del Departamento
de Patologia de la UNMSM.

Asimismo este estudio es viable debido a que se cuenta
con el personal, tiempo, equipos, materiales y recursos
econdémicos minimo necesarios para la realizacién de un
estudio basico de perfil hepatico y analisis de muestras

histopatologicas.
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1.3.2 Justificacion teodrico cientifica

Pertinencia

La tuberculosis es un gran problema de salud publica a
nivel nacional y mundial, especialmente en paises en via
de desarrollo. Siendo la isoniazida uno de los farmacos
mas utilizados en su tratamiento, sin embargo, la
isoniazida posee como potencial efecto adverso, la
hepatotoxicidad, la cual es muchas veces motivo de
interrupcion de la  terapia y puede ser causante de la no
adherencia al tratamiento, falla de la terapia y tener como
consecuencia la produccion de cepas de M.tuberculosis

resistentes a éste farmaco.

La isoniazida produce toxicidad hepéatica mediante la
formacion de metabolitos reactivos que inducen a la
liberacién de especies reactivas de oxigeno, los cuales
dafan la membrana celular de los hepatocitos. Por lo que
se han estudiado diversos productos naturales y otros
farmacos como posibles hepatoprotectores debido a sus
propiedades antioxidantes. Sin embargo, no se han
realizado estudios acerca del extracto acuoso de hojas de
Peumus boldus “boldo” en la toxicidad hepatica

inducida por isoniazida.

El boldo, un arbol que crece en los Andes de Chile,
Argentina y sur del Perd, es un producto natural utilizado
tradicionalmente como hepatoprotector .Mediante la
utilizacion de HPLC se han logrado identificar diversos
compuestos activos en esta planta como: glicésidos de

guercetina, derivados del kaempferol, glucésidos de

20



isoramentina, glucésidos, acidos fendlicos,
proantocianidina y alcaloides. Siendo éstos ultimos los
mas abundantes y dentro de ellos un alcaloide llamado
Boldina, cuyo compuesto principal es: [(S)-2.9-dihydroxy-
1,1 dimethoxyaporphine y siendo este ultimo al que se le

atribuye la propiedad hepatoprotectora. 2

El efecto protector de farmacos como la silimarina y n-
acetil cisteina en la toxicidad hepatica inducida por
antituberculosos ha sido demostrado por diversos
estudios. Sin embargo, estos productos comerciales
suelen no encontrarse al alcance de la poblacion general
debido a sus elevados costos. Por lo que este estudio se
propone incrementar el conocimiento cientifico acerca de
un producto natural, cuyo costo se encuentra al alcance
de la poblacion general, especialmente de la poblacion en

tratamiento contra la tuberculosis.

Asimismo, la Organizacion mundial de la Salud (OMS)
afirma que mas del 80% de la poblacibn mundial utiliza
preparaciones botanicas como medicina tradicional,
dentro de éstas el Peumus boldus.'® Sin embargo, ello se
hace sin conocer las bases cientificas de las propiedades
de éstas plantas y en muchos casos sin que existan

estudios cientificos al respecto. Es por ello que esta
investigacion pretende incrementar las bases cientificas

para la utilizacion de ésta planta medicinal.
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Ausencia de duplicacion

En la actualidad existe una tendencia en la investigacion
con plantas medicinales, sin embargo, existen muy pocos
estudios acerca de las propiedades antioxidantes del
Boldo y sus posibles efectos benéficos vy

hepatoprotectores.

Por otra parte, en nuestro medio son contados los
estudios experimentales de hepatotoxicidad inducida por
drogas antituberculosas, siendo la mayoria de estudios
acerca de la toxicidad hepatica inducida por etanol, dietas

hiperlipidicas, uso de paracetamol, entre otras.

1.3.3 Justificacion practica

Este estudio aportara nueva evidencias cientificas acerca
del efecto protector del extracto acuoso de las hojas de
Boldo sobre la toxicidad hepatica inducida por

isoniazida.

Estos resultados también podran servir de sustento
cientifico para recomendar la utilizacion del extracto
acuoso de Boldo con el fin de disminuir el riesgo de
hepatotoxicidad en la poblacion tratada con farmacos
antituberculosos. Lo que resultaria en reduccion de la
interrupcion de la terapia, mayor adherencia al
tratamiento, menor falla del tratamiento y menor

produccion de cepas de bacilo resistentes a la isoniazida.
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Por dltimo, este trabajo intenta incrementar la motivacion
de realizar mas estudios con plantas medicinales
peruanas, para aumentar su comercializacion a nivel
nacional e internacional; asi como el interés por los
estudios experimentales y por la investigacion a nivel

nacional.

1.4 Limitaciones del estudio

Este estudio posee limitaciones econdmicas para realizar
algunas pruebas bioquimicas, como la medicion de
superoxido oxidasa o glutation oxidasa, fosfatasa alcalina,
deshidrogenasa lactica y tiempo de protrombina. Por lo
gue se recomienda sean realizados en estudios

posteriores.
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CAPITULO Il

2.1 Marco teodrico

Boldo (Peumus Boldus) *

El Boldo es un arbol verde, dicoico de la familia
Monimiaceae, que crece en los Andes de Chile, Argentina
y sierra sur del Perd; el cual ha sido utilizado
tradicionalmente como hepatoprotector. Este alcanza la
altura de hasta 30 m y tiene un didmetro superior a 1 m,
corteza delgada y rugosa de color pardo. Posee hojas
opuestas de forma ovalado-elipticas, haz de color verde
oscuro, de textura aspera al tacto, enveés glauco y piloso y

nervadura muy notoria.

Segun estudios cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), se ha demostrado la presencia de diversos
compuestos activos en esta planta, dentro de los cuales
se encuentran en mayor abundancia los alcaloides (1-3 %

p/p) y dentro de ellos, predomina la boldina. ?
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Figura 1. Cromatografia de extracto de hojas
salvajes de Peumus boldus. Fuente. Tomado de
Rios et.al.(2010)?

La boldina confiere el aroma y la esencia a la planta; y es
a ella a la que se le atribuyen propiedades
hepatoprotectoras, antioxidantes, colagogas,
antiespasmadicas, sedativas, reguladoras de la funcion
hepatica y antimicrobianas contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus vy
Candida albicans.

Este compuesto posee como estructura principal la

siguiente: (S)-2.9-dihydroxy-1, 10-dimethoxyaporphine ’

25



.COMPOSICION QUIMICA

OH

OCH;
O OCH;
N . ! OH

| H
CH5

FUENTE: ESTRUCTURA MOLECULAR DE BOLDINA. Hitp-lles wikipedia.org/wikilBoldina 2013-01-13

Figura 2. Boldina (Principio activo de Peumus boldus).

Fuente. Tomado de Veloz D.}

También se han identificado otros compuestos en dicha
planta, mediante HLPC, como los glicésidos de
quercetina, derivados del kaempferol, glucésidos de
isoramentina, glucésidos, acidos fendlicos y
proantocianidinas. Todos ellos son también responsables

de la actividad antioxidante del boldo. *°

La boldina es capaz, in vitro, de inhibir la peroxidacion
lipidica de las membranas celulares de los hepatocitos
iniciado por radicales liberados mediante vias enziméaticas
y no enzimaticas. Lo que reafirma su propiedad

antioxidante.®

Se describe también que el boldo es capaz de estimular
los sistemas de detoxificacion hepatica como los sistemas

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

neurotéxico asociado al consumo de boldo (Mejia et.al) *°

Las hojas de boldo han sido identificadas por el Bidlogo
Severo Baldeon del Herbario San Marcos del Museo de
Historia Natural, de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos. Siendo su clasificacion taxonémica como sigue:

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: MAGNOLIDIAE
ORDEN: LAURALES
FAMILIA: MIONIMIACEAE
GENERO: Peumus

ESPECIE: Peumus boldus Molina
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Figura 3. Hojas de Peumus boldus. Fuente. Fondo de
Fomento al Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico. Ministerio

de Educacion. Chile

Toxicidad hepatica

La toxicidad hepatica puede definirse como el dafio

producido en el higado por un xenobiético.®

Sin embargo, para algunos autores la toxicidad hepatica
producida por medicamentos es aquella lesién hepatica
gue se asocia a una disfuncion hepéatica evidente causada
por la exposicion a un farmaco u otro agente no
infeccioso. Esta definicion hace distincion entre lesion y
disfuncién, siendo ésta Ultima cuando se presentan los
signos y sintomas de enfermedad hepdtica, la cual puede
llegar a necesitar hospitalizacion e incluso puede ser

mortal. *’

Existen aproximadamente mil compuestos que pueden
dafar el higado, de los cuales el 40 a 50% son
medicamentos, siendo éstos los responsables del 25 a

30% de casos de hepatitis fulminante.
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Aspectos epidemioldgicos

La incidencia de toxicidad hepatica inducida por
medicamentos antituberculosos varia ampliamente segun
la literatura, y se estima que fluctia entre 4.3 al 19%.
Siendo la incidencia en niflos mucho menor (0.8%)
Aunque dichos reportes se ven frecuentemente afectados

por el subregistro existente de éstos a nivel mundial.

Gulbay et.al., realizdé un estudio retrospectivo en el cual
describieron los efectos adversos de los medicamentos
antituberculosos encontrados en un periodo de 17 afios.
En el 4.9% de los casos se hallaron alteraciones del
perfil hepatico, en el 2.4% se hallo toxicidad hepética y en
el 0.8% de los casos se determiné falla hepética

fulminante. *°

La toxicidad hepética inducida por antituberculosos
raramente afecta a la poblacion pediatrica, con una
incidencia reportada mucho menor (segun algunas series
del 3-10%) y una incidencia de ictericia marcada, en esta
poblacion, casi nula (0.6%). Sin embargo, en un estudio
realizado por Tsagaropoulo-Stinga et. al.,, se hallé
elevacion de la transaminasa glutdmico oxalacética (TGO)
mayor de 100 U/L en 82% de los casos y hepatitis
sintomatica con ictericia en 40% de los casos. De igual
manera, en un estudio realizado en el sur de India, de
1688 pacientes con meningitis tuberculosa, el 16-39%

desarrollaron hepatitis y casi siempre con ictericia. 8
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Factores de riesgo

Son importantes factores de riesgo para el desarrollo de
toxicidad hepatica los siguientes: factores genéticos,
edad, raza, género, alcoholismo, desnutricion, obesidad,
enfermedad pulmonar  obstructiva  crénica(EPOC),
hipoalbuminemia, coinfeccion con el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH), hepatitis virales By C. *°

Sin embargo la literatura coincide en que el factor de
riesgo mas importante es la presencia de polimorfismos
genéticos. Se correlaciona el hallazgo de diferentes alelos
de la N-acetiltransferasa 2 (NAT2) con mayor riesgo de
toxicidad hepética debido a su asociacion con la velocidad
de acetilacion de la isoniazida, siendo los fenotipos de
acetiladores lentos quienes poseen mayor riesgo de este

efecto adverso. *°

Los acetiladores rapidos eliminan el 90% de la isoniazida
como acetilisoniazida, mientras que los acetiladores
lentos eliminan solo el 67% y el resto es excretado sin

modificaciones por la orina.®

Los primeros estudios al respecto afirmaban un mayor
riesgo de toxicidad hepatica para los acetiladores rapidos
debido a su mayor produccién de acetilisoniazida, sin
embargo, posteriormente otros estudios describen que los
acetiladores rapidos eliminan mas rapidamente dicho
metabolito reactivo, mientras que los acetiladores lentos
se exponen durante mas tiempo a este toxico. Estos
altimos muestran elevacion de las transaminasas mas de

3 veces su valor normal mas frecuentemente que los
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acetiladores rapidos y cuando se reintroduce el farmaco,
los acetiladores lentos presentan al menos una elevacion

de las transaminasas 3 veces su valor normal. %°

Recientemente se llevé a cabo un estudio de cohortes, en
el cual se enrolaron 254 pacientes con reciente
diagnéstico de tuberculosis, a los que se les realizé un
cribado genético de la enzima NAT2 mediante PCR y se
determind la asociacion de toxicidad hepéatica inducida por
antituberculosos y el fenotipo de ésta enzima encontrado.
Hallandose que 27.2% de los pacientes eran acetiladores
lentos, mientras que 72.8% eran acetiladores rapidos.
Ademas 25.6% de los pacientes se encontraban
coinfectados con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) Se reporté que el 5.5% de los pacientes desarrollo
toxicidad hepatica, de los cuales 64.3% eran acetiladores
lentos y 35.7%, acetiladores rapidos. Se concluyd también
gue la coinfeccion con el VIH es un factor de riesgo para

el desarrollo de toxicidad hepatica en esta poblacion.*®

Se han estudiado otros polimorfismos como los hallados
en la enzima hepética glutation-S-transferasa (GST), la
cual ocupa una posicion importante en la fase de
detoxificacién del metabolismo hepéatico. Esta posee dos
isoenzimas: glutation S-transferasa M1 (GST-M1) vy
glutation-S-transferasa (GST-M2), cuyos genes son
polimérficos. Un metaanalisis determind que los
polimorfismos del GST-M1 incrementan el riesgo de
toxicidad hepatica inducida por antituberculosos, no
hallandose dicha asociacion con los polimorfismos

genéticos de la isoenzima GST-M2.
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Asimismo, la malnutricién ha sido asociada con un riesgo
més elevado de injuria hepatica. En un estudio
retrospectivo de revision de historias clinicas, de 192
pacientes, 16.1% de ellos desarroll6 toxicidad hepatica
que obligd a la interrupcion de la terapia antituberculosa.
Reportdndose ademas que la pérdida de 2 kg o més
durante los primeros 4 meses de tratamiento resulta un
importante factor de riesgo para hepatotoxicidad. Otros
factores hallados en dicha investigacion fueron la
coinfeccion con el virus de la hepatitis C (VHC), edad

mayor de 60 afios y tuberculosis multidrogo-resistente. &

Otro factor de riesgo es la edad, siendo mas frecuente en
menores de 5 y mayores de 60 afos. Ello concuerda con
un estudio realizado en India, donde la incidencia de
toxicidad hepética inducida por antituberculosos fue
mayor en niflos menores de 5 afos, en el caso de
tuberculosis extrapulmonar y con el uso de pirazinamida.
En un estudio en nifios de 4.5 afios de edad en promedio,
tratados con isoniazida y rifampicina, ocurrié la elevacion
de la aspartato amino transaminasa (AST) en un 82% de
los casos y en 40% de los pacientes se observd hepatitis

sintomatica con ictericia. *

Los pacientes mayores de 60 afios poseen una
susceptibilidad mayor a la injuria hepatica, lo cual puede
deberse a cambios fisioldgicos como menor volumen de
distribucion intravascular (dentro de los 6rganos y en los
musculos). Resultando en un metabolismo hepatico
deficiente, sobretodo de las drogas que se eliminan a
traves del sistema enzimatico de citocromos. Otro

mecanismo propuesto es la pobre ingesta de alimentos, lo
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cual produciria bajos niveles de nutrientes necesarios

para la detoxificacion de las drogas a nivel hepatico. °

La coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) es también un factor de riesgo importante.
Aunque no se conoce el mecanismo fisiopatologico
exacto, se propone que podria deberse a la
administracion simultdnea de antirretrovirales. En un
estudio realizado en Etiopia, se incluyeron 296 pacientes
gue iniciaron terapia antituberculosa desde Enero del
2008 a Diciembre del 2011. De éstos, 33 desarrollaron
hepatotoxicidad (11.5%) y los factores de riesgo
asociados fueron: tuberculosis pulmonar diseminada,
indice de masa corporal (IMC) <18.5 kg/m?, recuento de
CD4 <50 y estadio 4 de la clasificacion WHO. Siendo la
tuberculosis pulmonar diseminada y el bajo IMC
predictores independientes de hepatotoxicidad en dicha

poblacién de estudio. %

En un estudio realizado en Brasil, se compard la
incidencia de toxicidad hepatica por isoniazida, rifampicina
y pirazinamida en pacientes no infectados y coinfectados
con VIH. En dicho estudio se enrolaron 30 pacientes VIH
positivos y 132 pacientes VIH negativo de un hospital de
Brasil durante el periodo 2005 a 2007. Se utilizaron 3
diferentes criterios para definir toxicidad hepatica: 1)
elevacion de alaninaaminotransferasa (ALT) mas de 3
veces el valor limite inferior normal, 2) elevacion de ALT
mas de 3 veces el valor limite superior normal y 3)
elevacion de ALT mas de 3 veces el valor limite superior
normal mas elevacion de 2 veces el limite superior

normal de las bilirrubinas totales. Segun el primer criterio,
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se hallé toxicidad hepatica en el 77% de los pacientes
coinfectados con VIH y 46% en pacientes no coinfectados
con VIH. Mientras que segun el segundo y tercer criterio
de toxicidad hepatica, no se hallaron diferencias
significativas en la incidencia de ésta en los grupos casos
y controles. Por lo que este estudio concluye que la
coinfeccion con el VIH podria no encontrarse asociado a
la toxicidad hepatica inducida por farmacos
antituberculosos, dependiendo de como se defina ésta.
Ademéas se observd que pequefios cambios en la
definicion de aquella podria alterar los resultados de

manera impresionante. 23

Estudios recientes afirman que la toxicidad hepatica
inducida por isoniazida aumenta con dosis mayores de 10
mg/kg/d en nifios, incluso se observa que en el 7.5% de
pacientes, tratados por quimioprofilaxis con isoniazida a
dosis de 10 mg/kg/d, existe elevacion de las

transaminasas. *®

Por ultimo, la combinacion de isoniazida con rifampicina
potencia el riesgo de toxicidad hepatica. Un mecanismo
reconocido para ello es la induccidon de la isoenzima
Citocromo P450 2E1 por parte de la rifampicina, lo cual
incrementa la produccion de metabolitos reactivos de
isoniazida. *Otro mecanismo propuesto es el aumento del
estrés oxidativo por parte de la acetilhidrazina, lo cual
dafa la mitocondria, aumentando su permeabilidad y
produciendo un incremento de la apoptosis de los

hepatocitos. *°
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Farmacologia de la isoniazida (hidracida de acido

isonicotinico)

Este farmaco es el Unico derivado del acido isonicotinico
gue se utiliza como quimioterapico antituberculoso. Esta
droga es muy poco activa sobre otras bacterias y hongos,
por lo que se considera especifica para el Mycobacterium
tuberculosis. Su accibn  bactericida se ejerce
principalmente sobre los bacilos en crecimiento activo,
aunque también puede ejercer accion sobre bacterias de
crecimiento lento con menor potencia, sobretodo en un

ambiente con potencial de hidrogeniones (ph) acido.

La isoniazida, via oral, se absorbe completamente en el
tracto gastrointestinal y alcanza su concentracion
plasmatica méxima en 1 a 2 horas, con un nivel
plasmatico medio de 3ug/ml con la dosis de 200 mg, lo
cual excede la concentracion inhibitoria del bacilo. Una
dosis intramuscular posee una absorcion mas rapida,
alcanzando su concentracién plasmatica maxima en 30-
60 minutos. En ambos casos, los niveles descienden a las
24 horas.

La isoniazida no se une a proteinas y posee un volumen
de distribucion de 0.61/kg en los liquidos extra e
intracelular. Esta droga es capaz de ingresar a los tejidos
y liquidos del organismo como el liquido pleural,
peritoneal y bilis. Puede también traspasar el liquido
cefalorraquideo aun en ausencia de meningitis, y se halla
en la leche materna a concentraciones similares al

plasma.
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Mecanismos de biotransformaciéon hepatica

El higado se encuentra expuesto a grandes cantidades de
sustancias exdgenas y sus metabolitos; y su cercania al
intestino delgado y a la circulacion sistémica le permite
maximizar el proceso de absorcion de nutrientes y
minimizar la exposicion del organismo a sustancias
toxicas. La mayoria de las sustancias exdgenas son
lipofilicas por lo que son capaces de cruzar las
membranas celulares de los enterocitos hacia el
hepatocito, donde son biotransformados a sustancias mas
hidrofilicas que pueden ser eliminadas por el rifibn o
sistema gastrointestinal, a los que llegan unidas a
proteinas producidas por el higado. %

La biotransformacion hepética involucra 2 fases. Durante
la Fase | se producen las reacciones de oxidacion,
reduccion, hidroxilacion y desmetilacion, llevadas a cabo
por el citocromo P450 (CYP450), el cual es un sistema de
enzimas localizado en el reticulo endoplasmico que posee
cerca de 300 miembros. Esta superfamilia de enzimas se
halla principalmente en el tracto gastrointestinal, pero
puede encontrarse también en rifiones, cerebro y otros

tejidos. 2°

Por su parte, el sistema de oxidaciébn dependiente de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), se
hallan también en el reticulo endopladsmico y son
monooxigenasas que contienen flavina que oxidan aminas
y compuestos sulfuricos. Es asi que durante la primera
fase de la biotransformacion hepatica de los farmacos

ocurre principalmente la produccion de compuestos
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intermediarios téxicos, los cuales se convierten en menos

toxicos en la fase 11.2°

En esta segunda fase las sustancias quimicas se unen a
moléculas hidrofilicas como el glucorénido, sulfato y
aminoacidos, con lo que se producen compuestos mas
hidrofilicos que pueden ser excretados con mayor
facilidad. Otra reaccion perteneciente a la Fase Il es la
unién covalente del glutation a los metabolitos a través de
la glutation-S —transferasa (GST). Es por ello que estas
reacciones de la segunda fase son generalmente

conocidas como reacciones de detoxificacion. °

La actividad de las dichas enzimas puede variar
ampliamente dependiendo de factores intrinsecos vy
extrinsecos. Es asi que las variaciones genéticas o
polimorfismos en el citocromo P450 pueden alterar la
sensibilidad del organismo a la lesion hepatica inducida
por farmacos. De igual manera, algunas sustancias
pueden actuar como inductores de dicho sistema de
enzimas (citocromo P450) mientras que otro grupo de
sustancias actian como inhibidores de éste. Aquellas que
acttan como inductores, lo hacen aumentando su
sintesis, mientras que las segundas bloquean su actividad
metabdlica. Otros factores importantes son las diferencias
en la expresion de dicho sistema enzimatico dependientes
de la raza, especie y género; lo cual conlleva a diferencias
cualitativas y cuantitativas en cuanto a la toxicidad

hepatica.
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Mecanismos de toxicidad hepatica

Los mecanismos de toxicidad hepatica pueden ser de dos
tipos: intrinsecos e idiosincraticos. Los primeros son
reacciones predecibles y dependientes de la dosis,
mientras que los segundos son aquellas que pueden
ocurrir a cualquier dosis, tienen un periodo de latencia
variable, y pueden ser producidas por un metabolito o

mediante un mecanismo autoinmune. °

Las reacciones intrinsecas se observan en una minoria de
farmacos, mientras que las idiosincraticas son las que se
hallan mas frecuentemente y las responsables de
hepatotoxicidad por farmacos antituberculosos. Las
reacciones de idiosincrasia a su vez pueden dividirse en:

metabélica e inmunoalérgica. *

Los mecanismos fisiopatolégicos implicados en las
reacciones de idiosincrasia son desconocidos, sin
embargo la hipotesis mas aceptada es la formacién de
metabolitos reactivos durante la fase | de
biotransformacion hepatica, en las reacciones controladas
por el citocromo P 450 (CYP450), que dafarian las
células hepaticas. La produccién de estos metabolitos
estaria determinada por la presencia de polimorfismos

genéticos o la ausencia de alguno de los citocromos.’

La formacion de un metabolito reactivo a partir de un
farmaco inicial puede culminar en tres procesos: necrosis,
apoptosis o lesion inmune. Dicho metabolito determina la
presencia intracelular de radicales liberados o

compuestos electrofilicos que se unen covalentemente
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con proteinas, lipidos y &cidos nucleicos. Ello lleva a la
disminucién de los niveles de glutation intracelular y a la
induccion de la peroxidacion lipidica de la membrana
celular, produciendo a su vez rotura celular y salida de
componentes citosolicos al espacio extracelular. Ello
finalmente determinaria la muerte celular por apoptosis.
Mientras tanto, la unién covalente del metabolito reactivo
con acidos nucleicos lleva a la condensacion progresiva
de la cromatica nuclear, lo cual se ve implicado también
en la muerte celular por apoptosis. Asimismo, el exceso
de acidos biliares en el citosol hepatico, producto del dafio
hepatico produce una traslocacion del Fas (proteina
perteneciente a la familia de receptores del factor de
necrosis tumoral alfa), el cual se une covalentemente a su
ligando fisioldgico (FasL) y conlleva al inicio de la cascada
de caspasas que culmina en la muerte celular
programada. Dicho mecanismo de muerte podria ser
también consecuencia del estrés oxidativo procedente del
metabolismo de las toxinas, el cual produce deplecién de
ATP, oxidacién de grupos sulfhidrilo de las proteinas,
trastornos de homeostasis ibnica y aumento de la

concentracion celular de Ca++.’

Las reaccién de idiosincrasia de tipo inmunoalérgicas
ocurren en la minoria de los casos y los mecanismos
implicados son la formacion de aductos (productos
formados por unién directa de dos moléculas, sin que se
produzcan cambios estructurales) entre el metabolito
reactivo y las proteinas o con la enzima microsomal que
ha generado dicho metabolito. Estos migran, via vesicular

0 junto con las moléculas de histocompatibilidad de
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membrana, hacia la membrana celular, donde se
comportan como neoantigenos y estimulan la respuesta

inmune celular y humoral. *

Por ultimo, las lesiones hepaticas por mecanismos
idiosincraticos pueden también deberse a alteraciones en
la fase de detoxificacion hepatica, la cual tiene como
propdsito neutralizar metabolitos reactivos. Lo que llevaria
a la formacion de sindrome de colestasis (inhiben
transportadores especificos de la bilis), esteatosis
microvesicular, y esteatohepatitis (alteran B oxidacion

mitocondrial). ’

FASE 11
Farmacao Metaholita
lipofilico Comjogacién T estable

(glucurdnido, sulfato,
acetato)

Excreccion

Metabalito FASETI
hidroxilado
: FASE IIL
Metabalito — Dctoxificacion
reactivo Glutation

Estres
oxidativo

Umién covalente a Aduetos
macromoléculas Farmaco-proteinas

y i Y
i ; Lesidn

| Necrosis celul Apoptosis
ecrosis celular ‘ paposia ‘ inmune

Idinsincrisica Idivsincrisica Idinsincrasica
& metabalica & metabalica & metahdlica

Figura 4. Metabolismo de farmacos en el higado.
Fuente. Tomado de Tejada C. (2010) ’
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Patréon de dafio celular '

Se han reconocido al menos 6 tipos de patrones de dafio

celular en la toxicidad hepatica inducida por farmacos.

El primer mecanismo se lleva a cabo mediante la unién
covalente de farmacos a proteinas intracelulares, lo cual
produce disfuncion celular y resulta en la pérdida de
gradiente de iones, disminucion de los niveles de
adenosina trifosfato (ATP), disrupcién de la actina, edema

celular y finalmente ruptura celular.

El segundo mecanismo afecta a las proteinas de
transporte en las membranas canaliculares, obstruyendo
la salida de la bilis y produciendo formas colestasicas de

dafio hepatocelular.

Un tercer mecanismo incluye la unién del farmaco a
enzimas, produciendo asi los llamados aductos, los
cuales al migrar a la membrana celular inducen la
formacién de anticuerpos, y asi producen una respuesta

citolitica directa por parte de los linfocitos T.

Asimismo, algunos farmacos pueden inducir un
mecanismo de apoptosis, en conjunto con una respuesta
inmune, mediante la via del factor de necrosis tumoral alfa
y las vias Fas, con pérdida de volumen celular y

fragmentacion de la cromatina nuclear.

El dltimo de los mecanismos hace referencia al dafio
mitocondrial producido por algunos farmacos, el cual
conlleva a la disrupcién de la oxidacién de los acidos

grasos, e interrupcion de la produccion de energia. En
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éste ocurre la union del farmaco a enzimas de la cadena
respiratoria. 0 al acido desoxirruibonucleico (DNA)
mitocrondrial, lo cual resulta en incremento del estrés
oxidativo, llevando a un metabolismo anaerébico con
acidosis lactica 'y acumulaciéon de triglicéridos

(microvesiculas dentro de las células).

A LR G

b = g ~
Memteane g;; i .d.g"

L

Figura 5. Mecanismos de injuria hepética. Fuente.
Tomado de William ML. (2003).%
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Toxicidad por antituberculosos®?

Sude E. et.al , mediante estudios in vitro e in vivo, ha
demostrado que los mecanismos implicados en la

toxicidad por antituberculosos son los siguientes:

a) bioactivacion del citocromo P450 2E1 (CYP 2E1)

B) generacion de radicales libres y metabolitos

reactivos

c) desbalance entre las defensas oxidantes y

antioxidantes

d) peroxidacion de las membranas lipidicas que
origina la pérdida de la integridad hepatocelular y

falla hepética.

Al ingresar los antituberculosos al organismos, é€stos son
biotransformados en el higado, activando el CYP450, y
generando metabolitos reactivos, que si sobrepasan los
mecanismos antioxidantes del organismo, llevan a la
produccion de radicales liberados y a un desbalance entre
los oxidantes/antioxidantes, llevando asi a la produccion
de estrés oxidativo. Los radicales liberados producidos, al
ser especies quimicamente inestables que poseen un

electron no apareado, buscan estabilizarse al retirar
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electrones de los lipidos no saturados de la membrana
celular, llevando asi a la peroxidacion lipidica, pérdida de
la integridad celular, salida de enzimas hepéaticas
transaminasa glutamico-oxacélica (TGO)y transaminasa
glutdmico-piravica (TGP) y posteriormente inactivacion
celular por apoptosis. Ello se muestra en el siguiente

e

SOD,CAT,
GSH, GxP,
MDA

) adela Inactivacién celular
% TGO § ir ad

CYH 450 201 i R
“ TGP

@_/@ Peroxidacion lipidica

Lipidosno saturados de
biomembranas

Union covalente a

macromoléculas RADICALES @
r LIBRES

Donan electrones
Agentes .
. yloionesde
reductores .
hidrégeno

TGO:transaminasa glutdmico oxacélica. TGP:transaminasa glutdmico-
piravica. CAT:catalasa.SOD: superéxido desmutasa.GSH:glutatién.
GxP:glutation peroxidada. MDA: peroxidacion lipidica

Figura 6. Mecanismo de toxicidad por

antituberculosos. Fuente: Sude E. et al.*?

Los fitoquimicos son los compuestos activos de las

plantas medicinales, éstos actlan como agentes
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reductores al ingresar al organismo, donando electrones
y/lo iones de hidrogeno a los radicales liberados,
estabilizandoles y reduciendo su toxicidad. Lo cual
disminuye de ésta manera la peroxidacion lipidica e
inactivacion celular. Los fitoquimicos pueden también
inactivar el citocromo P450 2E1, disminuyendo asi la
produccion de metabolitos reactivos; y pueden también

incrementar los sistemas de defensas antioxidantes.

Toxicidad hepatica por isoniazida

El mecanismo de toxicidad hepética inducida por

isoniazida es considerado un mecanismo idiosincratico. %

Se han propuesto diversos mecanismos de toxicidad
hepatica inducida por este farmaco. Siendo la mas
aceptada la produccion de un metabolito reactivo, la
acetilhidrazina que actia como un agente acetilador y
uniéndose covalentemente a macromoléculas, dafiando

asi los hepatocitos. **

Al ingresar al organismo, la isoniazida es acetilada
mediante la enzima N-acetiltransferasa 2 (NAT 2)
produciendo acetilhidracina y isonicotinico. Luego la
acetilhidracina es hidrolizada a hidracina o acetilada a
diacetilhidracina. * Diversos estudios sugieren que tanto
la acetilhidracina como la hidracina son los principales
agentes productores de toxicidad hepatica debido a que

actuarian como agentes acetiladores, uniéndose
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covalentemente con macromoléculas y causando dafio

hepatico. %

Durante la produccion de hidracina mediante la hidrolisis
de la acetilhidracina interviene el complejo enzimatico del
citocromo P450 2E1 (CYP2EL); por lo que las variaciones
tanto genéticas como por factores externos de ésta
pueden incrementar el riesgo de toxicidad hepatica

inducida por isoniazida. *°

0O H
[
Acetilacicn C—N-NH,
r NAT2 -
O H H O
(I I Isoniazida
C-N- N-C-CH,

. ﬁ’

Acetilisoniazida C=-0H

Hidrdlisis @ Hidrélisis
— — i

Acido Isonicotinico ¥

Oxidacién 0O H _ NH.
NH; CYP2E1 ([ Acetilacion ks
| —  HL-C-N-NH,+
NH, - T 2 . H:':Hz i
Hidracina Acetilhidracina Hidrdlisis racina

Acetilacion Isonicotinil Glicina
NATZ

OHHO
oo
H,C-C—N-N-C-CH,

Diacetilhidracina

Figura 7. Biotransformacion de laisoniazida. Fuente.

Tomado de Enriquez GC.?®

La mayoria de estudios afirma que el mecanismo de
toxicidad hepatica inducida por isoniazida es de tipo

metabdlico idiosincratico y no autoinmune. Ello se basa
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en la aparente ausencia anticuerpos y reacciones clinicas
de hipersensibilidad como erupcion dérmica y fiebre; en
los primeros estudios. Sin embargo, en la investigacion
realizada por Metushi et. al.,, se hallaron anticuerpos
contra isoniazida en los sueros de 8 de los 19 pacientes
analizados. En 11 de ellos se hallaron anticuerpos anti-
citocromo P450 2E1; en 14, anticuerpos anti citocromo
3A4 (anti-CYP 3A4) y en 10, anticuerpos anti-citocromo
2C9 (anti-CYP2C9). Lo cual podria indicar un mecanismo
autoinmune implicado en la toxicidad hepética inducida

por isoniazida. %

Se ha estudiado también el rol de los polimorfismos
genéticos en los pasos enzimaticos del metabolismo de la
isoniazida y se ha demostrado que en éste juegan un rol
importante la n-acetiltransferasa 2 (NAT2), el citrocromo
2E1 (CYP2EL1) y la glutation-S-transferasa (GSTM1). Los
polimorfismos de éstos podrian llevar a mayor riesgo de

produccién de hepatotoxicidad. *

Se han descrito tres fenotipos dependientes del
polimorfismo hallado de la enzima NAT2, éstos son:
acetiladores rapidos, intermedios y lentos. En estos
altimos se hallan concentraciones marcadamente
disminuidas de dicha enzima y son éstos los que poseen
mayor riesgo de toxicidad hepética inducida por

isoniazida, aunque aun existe controversia al respecto. *°
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Isoniazid

NAT2
Acetylation

Acetylisoniazid ..
| R
Monoacetylhydrazin * Hepatotoxins
NAT2 l CYP2EI
Acetylation Oxidation

Diacetylhydrazine
Figura 8. Metabolismo de la isoniazida. Fuente.
Tomado de Vuilleumier et.al.(2006).%°

Patologia

Las lesiones hepéticas pueden presentarse
histopatolégicamente con diversos patrones como: necrosis
local, hepatitis, colestasis, esteatosis, granulomas, lesiones

vasculares y enfermedades venooclusivas. %°

En el caso de hepatotoxicidad inducida por isoniazida se
pueden observar cambios no especificos que simulan a los
producidos por hepatitis viral con necrosis zonal. Estos
pueden ser masivos hasta en el 10% de los casos y en el

30% de los casos se observa necrosis hepatica subaguda.
20

Diagnostico

Las manifestaciones clinicas pueden ser muy variadas y
encontrarse desde elevaciones leves de las enzimas

hepaticas hasta falla hepatica fulminante asociado al
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tratamiento con farmacos antituberculosos. Estas van a
dependen del tipo de célula que se encuentre mas dafiada.
Es asi que la lesion de los hepatocitos produce una
hepatitis aguda o cronica, esteatosis, hepatitis colestasica,
cirrosis, hepatitis granulomatosa o tumores. Mientras que la
lesion de los colangiocitos produce colangitis aguda o
cronica y mas raramente colangitis esclerosante, y la
toxicidad de células endoteliales conlleva a la produccion
de enfermedad venooclusiva hepatica, peliosis hepética,
sindrome de Budd-Chiari, o desarrollo de angiosarcoma.
Por dltimo, la lesidén de células estrelladas (de Ito) puede

causar fibrosis hepatica. ’

Las lesiones hepatocelulares se caracterizan por elevacion
marcada de las enzimas hepaticas, a las que le siguen
elevaciones en las bilirrubinas y fosfatasa alcalina. Mientras
que las lesiones de tipo colestasico se caracterizan por
elevaciones marcadas de la fosfatasa alcalina que son
relativamente mayores a la elevacion de las enzimas

hepaticas y en ocasiones se presentan antes que éstas.

Por su parte, las reacciones de hipersensibilidad se
caracterizan por presentarse de manera retardada o
frecuentemente luego de varias exposiciones al farmaco y

se asocian a la presencia de fiebre, rash y eosinofilia. **

Los sintomas clasicos de hepatitis como anorexia, hausea,
fatiga y la aparicién de ictericia son los primeros sintomas
de toxicidad hepatica asociado a farmacos. Sin embargo,
es importante descartar otras causas de lesion hepatica
como infeccién por el virus de la hepatitis A, B o menos

frecuentemente C, hepatopatia alcohdlica, hepatitis
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autoinmune, lesion de las vias biliares e incluso problemas
hemodindmicos. Para lo cual se deben realizar examenes
complementarios tales como la medicion de la
inmunoglobulina M para el virus de la hepatitis A, antigeno
de superficie del virus de la hepatitis B, anticuerpo contra
VHC, globulinas, anticuerpos antinucleares o anticuerpos
anti-musculo liso. Asimismo una historia de alcoholismo
cronico y un nivel de aspartato aminotrasnferasa (AST)
mayor que alanina aminotransferasa (ALT) en un rango de
2:1 conlleva a la sospecha clinica de hepatopatia
alcoholica. De igual manera deben descartarse trastornos
genéticos y metabdlicos como hemocromatosis, en donde
se encontraria niveles elevados de ferritina, hierro sérico,
saturacion de hierro; o enfermedad de Wilson, el cual se
sospecha en pacientes jévenes con niveles bajos de
ceruloplasmina. Finalmente de encontrarse niveles bajos
de alfa-1 antitripsina se sugeriria la posibilidad de lesién
hepatica asociada a la deficiencia de esta proteina.

Los sindromes clinicos que mas frecuentemente se asocian
a toxicidad hepatica aguda son la lesion celular aguda y el

sindrome colestasico. 1’

Lesién hepatica aguda: es aquella alteracion en la funcién
hepatica que se presenta con una evolucion menor de 3
meses y se presenta con sintomas de malestar general,

dolor abdominal e ictericia asociado a elevacién de ALT. Y’

1. Lesion hepatocelular: se caracteriza por un
incremento aislado de  ALT mayor del doble del
limite superior normal o por una relacion ALT/FA

mayor de 5 veces su valor normal.
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2. Lesion colestasica: se caracteriza por un
incremento aislado de la fosfatasa alcalina mayor de
dos veces el limite superior normal o una relacion

ALT /fosfatasa alcanina menor de 2.

Lesiébn hepatica  cronica: se define cuando las
anormalidades bioquimicas persisten por mas de tres
meses. Esto puede ocurrir por una exposicion crénica al
farmaco o por una secuela de dafio agudo. Estas lesiones
pueden ser: necroinflamatorias, colestasicas,
esteatosicas, por fosfolipidos, fibrosis hepatica, cirrosis,

lesiones vasculares, granulomatosas o neoplasica.

Silimarina !

La silimarina es el principio activo del Cardo Mariano,
Silybum marianum, y es un producto natural con
demostrado efecto hepatoprotector. Esta act(ia a nivel de
la membrana celular lesionada , estabilizandola , vy
protegiendo del dafio por sustancias nocivas al tejido
hepatico. Se reporta incluso que posee efecto protector en
la intoxicacién producida por la seta venosa Amanita
falloides, donde es capaz de proteger el tejido hepatico y

prevenir la muerte.

Se sustenta ademas que la silimarina es capaz de inducir
produccion hepética de proteinas, con lo que favorece la
regeneracion hepatica y que aumenta 35% los niveles de
glutation en el tejido hepatico. Siendo el glutation un

aminoacido necesario para la detoxificacion hepatica, ya
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que neutraliza los radicales liberados y residuos
metabdlicos.

Los mecanismos de accion de la silimarina son tres 1)
modificacion de la membrana celular externa del
hepatocito para impedir el ingreso de toxinas; 2)
estimulacién de la sintesis ribosomal de proteinas y 3)
capacidad de regeneracion hepatica mediante el
incremento de la actividad de la polimerasa A nucleolar y
un efecto antioxidante que disminuye las concentraciones
de radicales liberados formados a partir de metabolitos

reactivos.

2.2 Formulacion de hipotesis

2.2.1 Hipotesis general

Hipotesis alterna (H1): El extracto acuoso de las hojas
de Peumus boldus “Boldo” posee efecto protector en
la toxicidad inducida por isoniazida en ratas Holtzman

hembra.

Hipotesis nula (HO): El extracto acuoso de las hojas de
Peumus boldus “Boldo” no posee efecto protector en la
toxicidad inducida por isoniazida en ratas Holtzman

hembra.
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CAPITULO Ill: Disefio metodoldgico

3.1 Tipo de investigacion

Se realiz6 un estudio experimental completo.

3.2 Poblacién y muestra de estudio

Animales de experimentacion

Se utilizaron 24 ratas Holtzman hembra obtenidas de los

bioterios del Instituto Nacional de Salud (Anexo N°1)

Calculo del tamafio muestral

Para este estudio se hall6 el tamafo muestral con la
siguiente formula para comparacién de medias:

)

o
sz |
d.

Figura 9.F6érmula para el calculo del
tamano muestral.
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donde:

n : son los individuos necesarios en cada una de
las muestras

z a: es el valor z correspondiente al riesgo deseado
z B: es el valor z correspondiente al riesgo deseado

2 s: es la varianza de la variable cuantitativa que
tiene el grupo control o de referencia

d : es el valor minimo de la diferencia que se desea
detectar (datos cuantitativos).
Se acepto un riesgo de 0,05 y se desea una potencia
estadistica del 90 % para detectar diferencias. Y se
estimo una diferencia de medias del 19% y una
desviacién estandar de 10, Con lo que se obtuvo un

tamafio muestra del 6 animales por grupo.

Material guimico y fitoquimico

Las tabletas de isoniazida (100 mg) fueron obtenidas de la
Farmacia Universal. Para la preparacion del medicamente
a administrar, 1 tableta fue molida en un mortero y diluida
en 5 ml de suero fisiolégico para obtener una

concentracion de 20 mg/ml.

La suspension de silimarina se obtuvo a partir de las
capsulas de gelatina de Milk Thistle de Xtralife-Natural
Products (60 capsulas de 250 mg). Para prepara el

medicamento, 2 cdpsulas fueron molidas y se diluidas en
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125 ml de suero fisiologico para obtener una
concentracion de 40 mg/ml.

Las hojas de Boldo (Peumus boldus) se compraron en la
casa naturista Martin Rasch y fueron llevadas al Museo de
Historia Natural de la UNMSM para su identificacion y

autenticacion (Anexo N°2)

Protocolo de experimentacion

Los animales fueron colocados en jaulas individuales de
acero inoxidable en un bioterio del Instituto de Patologia
de la UNMSM.

Los animales tuvieron un periodo de aclimatizacién de 7
dias, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad, en un ambiente estdndar de temperatura
(22+-2°C) y humedad constantes (55 +-5%). Estos rangos
fueron mantenidos mediante la utilizacion de un
termostato conectado a un calefactor en el caso de la
temperatura y una bola seca en el caso de la humedad
relativa. Ambos parametros fueron controlados utilizando

un higrotermoémetro electrénico.

Se aliment6 a las ratas con 20 gramos de ratina al dia
(dieta normocalérica y normoproteica adquirida en el
Centro de Ventas de la Universidad Agraria La Molina) y

agua ad libitum.

Posteriormente los animales fueron divididos en 4 grupos

homogéneos y equitativos de manera aleatoria.
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Antes del experimento, se pesé y obtuvo una muestra
arterial por puncion cardiaca de cada rata para los andlisis
basales de enzimas hepaticas (TGO y TGP), bilirrubinas

totales y fraccionadas; y proteinas totales y fraccionadas.

Los animales fueron tratados, diariamente por 14 dias, de

acuerdo al siguiente protocolo:

Cuadro 1. Protocolo de experimentacion

GRUPO A Este grupo estuvo constituido por 6 ratas a
las que se les administr6 un dosis
(control _ _ o y _
N intraperitoneal diaria de solucion salina
positivo) 1
(Iml/kg).
GRUPO B Este grupo estuvo constituido por 6 ratas
qgue recibieron una dosis intraperitoneal
(control o o 1
_ diaria de isoniazida (50 mg/kg)
negativo)
GRUPO C Este grupo estuvo constituido por 6 ratas
gue recibieron 1 dosis diaria de silimarina
(200 mg/kg por canulacion gastrica y una
hora después recibieron wuna dosis
intraperitoneal de isoniazida (50 mg/kg)*?
GRUPO D Este grupo estuvo constituido por 6 ratas
| gue recibieron una dosis diaria de 160
mg/kg de extracto acuoso de hojas de
p Bolso (Peumus boldus) por canulacion
r gastrica y una hora después recibieron 1
o dosis intraperitoneal de isoniazida (50
t mg/kg) 2
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El protocolo anterior se llevé a cabo como sigue:

Cuadro 2. Esquema de tratamiento de los grupos

experimentales.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
'Solucién  Solucién  Silimarina  EAB
salina salina 200 mg/kg 160 mg/kg
DESPUES DE 1 HORA
H(50 mg/kg) H(50 mg/kg) H(50 mg/kg)

DESPUES DE UNA HORA: REALIMENTACION

Al finalizar el experimento, se obtuvo 1 ml de sangre
arterial por puncion cardiaca para el andlisis control de
enzimas hepéticas (TGO y TGP) bilirrubinas totales y

fraccionadas; y proteinas totales y fraccionadas.

Los animales fueron sacrificados por el método de
degollamiento y se obtuvieron los higados intactos para

analisis histopatoldgico.

Obtencion del extracto acuoso de Boldo (ANEXO N°3)

Para la obtenciéon del extracto acuoso de Peumus Boldus

se siguio el método tradicional de infusion.
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Las hojas fueron secadas en una estufa del laboratorio
Khert (ODHG-9030A) a 38°C de temperatura por dos
dias. Luego de lo cual se pesaron 80 gramos de ésta en
una balanza electronica, previamente calibrada.
Posteriormente, éstas fueron molidas en un molino de
café hasta obtener un polvo fino, el cual se diluyé en 500
cc de agua a 100°C por 30 minutos. De dicha manera, se
obtuvo un extracto acuso de Boldo a una concentracion
de 160 mg/ml.

Obtencion de muestra sanguinea y analisis

bioquimico (Anexo N°4)

Se obtuvieron muestras basales y finales de sangre
arterial de cada rata mediante el método de puncion
cardiaca para el analisis de las enzimas hepaticas (TGO,
TGP), bilirrubinas totales y fraccionadas; y proteinas
totales y fraccionadas, al inicio y al final del experimento.
Para lo que se cont6 con la ayuda de un personal experto

del Departamento de Fisiologia de la UNMSM.
Dicho procedimiento se realizé como sigue:

1) Se colocé un pedazo de algoddén embebido

en éter etilico dentro de un recipiente

2) Se introdujo la cabeza del animal para

anestesiarlo por unos segundos.
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3) Se coloc6 una jeringa con aguja N°27 en la
region precordial y se obtuvo 1 ml de sangre arterial

4) La muestra fue colocada en un tubo seco sin
heparina y fueron analizadas utilizando el analizador
automatico Hitachi 902 y con kits reactivos de la

casa comercial Wiener lab.

Analisis histolégico

Luego de terminada la experimentacion, se sacrificd las
ratas y se obtuvieron los higados intactos, los cuales fueron
lavados en suero fisiologico y se realizé el examen

macroscopico siguiendo los siguientes parametros

1) color: cada higado fue descrito como rojo vinoso,
rojo palido, moteado o moteado con éareas azul

violetas.

2) tamafio: se midid el largo y ancho de cada

higado en centimetros.

3) peso: se pesO cada higado en una balanza

electronica, previamente calibrada.

4) aspecto: se observo el aspecto no congestivo o0

congestivo de cada higado.

Se realizaron cortes de 0,5x 1,0 cm de espesor y se
coloraron 4 pedazos de cada higado, en casetes
individuales y fueron conservados en formol neutro por 48
horas. Posteriormente, éstos se deshidrataron,
embebieron en parafina y se colorearon con Hematoxilina-
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eosina (HE) para su estudio histolégico. Para esta ultima
fase de dicho proceso se cont6 con la ayuda de un
personal experto en corte y tincion de tejidos del Instituto
de Patologia de la UNMSM.

Se obtuvo 1 lamina representativa de cada higado y se
observaron 10 campos de cada ladmina mediante el
microscopio de luz a 400x. Las laminas fueron
observadas con ayuda y supervision de un médico
Anatomo Patbélogo experto y valoradas utilizando una
escala semicuantitativa propuesta por Dalaklioglu et.al.,

con los siguientes parametros: 3

1. Nucleos  picndticos y  vacuolizacion

perinucleolar

2. Congestion vascular sinusoidal y dilatacion
sinusoidal
3. Numero de células de Kupffer activadas.

Cada uno de éstos parametros fue valorado de 0 a 3,
como sigue: 0: ausente, 1: leve, 2: moderado y 3:

marcado.

3.3 Variables

3.3.1 Definiciéon operacional de variables
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Para efectos de este estudio de investigacion, el efecto
hepatoprotector del extracto acuoso de hojas de Boldo
(Peumus boldus) fue medido mediante las siguientes

variables:

1. Criterios clinicos: se utilizO como criterio
clinico la diferencia de pesos de los animales al

inicio y al final de la investigacion.

2. Criterios bioguimicos: se midieron los niveles
de enzimas hepaticas (TGO, TGP), proteinas totales
y bilirrubinas totales en muestras arteriales obtenidas

al inicio y al final de la investigacion.

3. Criterios  histopatolégicos: los  tejidos
hepaticos de los animales seran analizados
mediante criterios histopatolégicos, de la siguiente

manera.

1) Macroscopia: se valoraron los parametros de

peso, color, aspecto y tamafio (largo y ancho)

2) Microscopia: se valoraron mediante la
utilizacibn de una escala semicuantitativa que
posee los pardmetros de a) nucleos picnéticos y
vacuolizacién perinuclear, b) congestion vascular
en sinusoides y dilatacion sinusoidal y ¢) numero
de células de Kupffer activadas. Cada uno de
estos criterios sera valorado en una escala de 1-3,
como sigue: 0: ausente, 1: leve, 2: moderado y 3:

marcado. 2°
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3.3.2 Operacionalizacion de variables: Anexo N°5

3.3.3 Matriz de consistencia: Anexo N° 6

3.4 Procedimientos y analisis de datos

Los resultados se presentan con su media y desviacion
estandar. Los datos fueron analizados en SPSS version
19. Se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis
para valorar la significancia de la diferencia de medias de
cada variable entre los grupos de experimentacion. Las

diferencias se consideraron significativas cuando p< 0.05.

3.5 Consideraciones éticas

Se siguieron los principios y leyes establecidos por el
Consejo Internacional de Organizaciones Medicas (CIOM-
OMS 1985) para la Investigacion Biomédica con

Animales.

Los animales fueron cuidados y mantenidos en ambientes
higiénicos y con rangos de temperatura y humedad

aptos para ellos. Y fueron manipulados con la
ayuda y supervision de un veterinario experto del
Departamento de Cirugia Experimental del INSN y un
personal experto del Departamento de Fisiologia de la
UNMSM.
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CAPITULO IV:

4.1 Resultados

El estudio se llevd a cabo con 24 ratas hembras de la
cepa Holtzman. Se determind el efecto protector del
extracto acuoso de Peumus boldus (“Boldo”) mediante los
parametros: clinico (variacion de peso), bioquimicos (perfil

hepatico) y morfolégicos (macroscopia y microscopia)

Parametro clinico:

Se determind la variacion en el peso de los animales en
los diferentes grupos experimentales. La media de los
pesos iniciales del grupo A fue 200 gr +/- 0; del grupo B
170 gr +/- 17,88, del grupo C 163 gr +/-8,16 y del grupo D
173, 33 gr +/- 19,66. Mientras que la media de los pesos
finales del grupo A fue de 197,166 +/-1,7 22, del grupo B,
de 153,55 +/- 2,7, del grupo C fue de 171, 41 +/- 3,36y
del grupo D fue de 166,75 +/- 6,16

La media de diferencia de peso en el grupo A fue 2,833 gr
+/-1,722, del grupo B 16,41 gr +/- 17,94, del grupo C -0,08
gr +/-19,28 y del grupo D 6,5 gr +/- 19,28. Hallandose
diferencia significativa (p= 0 .012) en la variacion de peso
entre los grupos experimentales analizada por la prueba

no paramétrica de Kruskall —~Wallis
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Cuadro 3. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en el peso de los animales
en la toxicidad hepatica inducida por isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

PESO Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D P
(9)* Control H H(50)+ H(50)+ valor
(solucion (50)* SIL(200)* EAB(160)* **
salina)
Basal 200 +/- 0 170 +/-17,88 163 +/-8,16 173, 33 +/- 0,008
19,66

Final 197,166 +/-1,7 22 153,55 +/-2,7 171,41 +/-3,36 166,75 +/-6,16 0,000

DIF* 2,833 +/-1,722 16,41 +/-17,94 -0,08 +/-19,28 6,5+/- 19,28 0,012

*H=isoniazida, SlL=silimarina, EAB=extracto acuoso de boldo, DIF=diferencia,
g=gramos

** P valor, se considera significativo p<0,05
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Figura 10. Comparacion de promedios de peso basal, final y

diferencia de pesos entre los grupos experimentales
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Parametros bioquimicos:

En el andlisis bioquimico del perfil hepatico, se hallaron
las medias y sus desviaciones estandares de las
mediciones basales y finales de bilirrubinas totales y
fraccionadas, proteinas totales y fraccionadas, TGO vy
TGP.

Bilirrubinas totales

Las medias de las bilirrubinas totales basales fueron
similares en todos los grupos y no se hall6 diferencia
significativa entre ellos (P.Kruskall Wallis, P=0.058). Las
bilirrubinas totales finales se encontraron mas elevadas
en el grupo B comparado con los demas grupos y mas
elevadas en el grupo D que en el C; hallAndose diferencia
significativa entre los grupos (P.Kruskall Wallis, p=0.001).
La variacion de este marcador fue mayor en el grupo B
comparado con los grupos A, C y D; y mayor en el grupo
D comparado con el grupo C; hallandose diferencia
significativa (P. Kruskall Wallis, p=0.00).
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Cuadro 4. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en los niveles
séricos de bilirrubina total en la toxicidad hepatica inducida por
isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

BT* A B C D P
(mg/dl) Control H** H(50)+ H(50)+ valor**
(solucidn (50) SIL(200)**  EAB (160)**
salina)

Basal 0.09 +/-00 0.06 +/-0.01 0.07 +/-0.02 0.08 +/-0.02  0.058
Final 0.11 +/- 00 0.31 +/-0.11 0.12 +/-0.02 0.15+/-0.05 0.001
DIF* 0.17 +/-0.01  0.25+/-0.13 0.05+/-0.02 0.08 +/-0.06  0.000

*BT=bilirrubina total, H=isoniazida, SlL=silimarina, EAB=extracto acuoso de
boldo, DIF=diferencia.

**P valor, se considera significativo p<0,05.

Bilirrubina directa

No se hallé diferencia significativa en la medicion basal de
este marcador en los grupos experimentales (P.Kruskall
Wallis, p=0.632); mientras que la medicion final de ésta
fue mayor en el grupo B comparado con los grupos A, Cy
D, siendo los resultados significativos (P. Kruskall Wallis,
P=0.000). Se hall6 mayor elevacion de las bilirrubinas
directas en el grupo B comparado con los grupos A, C y
D, hallandose diferencia significativa (P. Kruskall Wallis,
P=0.001)
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Cuadro 5. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en los niveles
séricos de bilirrubina directa en la toxicidad hepatica inducida por
isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

BD Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D P
(mg/dl)* Control H(50)* H(50)+ H(50)+ valor
(solucion SIL(200)* EAB(160)* o
salina)

Basal 0.02 +/-0.00 0.02 +/-0.02 0.03 +/-0.04 0.02+/-0.01 0.632
Final 0.03+/-0.0.1 0.22+/-0.1 0.05+/-0.01 0.06+/- 0.02 0.000
Dif* 0.01+/-0.01 0.2+/-0.11 0.03 +/-0.04 0.05 +/-0.03 0.001

*BD=bilirrubina directa (en miligramos/decilitro) H=isoniazida, SIL=silimarina,
EAB=extracto acuoso de boldo, DIF=diferencia.

** P valor, se considera significativo p<0,05

Bilirrubina indirecta

La medicion basal de bilirrubina indirecta fue similar en
todos los grupos experimentales. No se hall6 diferencia
significativa en la medicién final (P. Kruskall Wallis,
P=0.382) de este marcador ni en la variacion de éste en el
basal y final del experimento (P. Kruskall Wallis,
P=0.104).
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Cuadro 6. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en los niveles séricos
de bilirrubina indirecta en la toxicidad hepética inducida por isoniazida en
ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

Bl Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D P
(mg/dl)* Control H(50)* H(50)+ H(50)+ valor
(solucion SIL(200)* EAB(160)* *
salina)
Basal 0.07 +/-0.00 0.04 +/-0.2 = 0.06+/- 003 @ 0.06 +/-0.01 = 0.039
Final 0.07 +/-0.01 | 0.08 +/-0.02 | 0.06+/-0.02 0.1 +/-0.04 0.382
DIF 0.01 +/-0.01  0.05 +/-0.04 | 0.01+/-0.02 0.03+/-0.04 0.104

*Bl=bilirrubina indirecta (en miligramos/decilitro) H=isoniazida, SlIL=silimarina,
EAB=extracto acuoso de boldo, DIF=diferencia.

** P valor, se considera significativo p<0,05

Proteinas totales

No se hall6 diferencia significativa en la medicion basal de
proteinas totales entre los grupos experimentales (P.
Kruskall Wallis, P=1.752). Mientras que los valores finales
de este marcador fueron més elevados entre los grupos C
y D, comparado con los grupos A y B, hallandose una
diferencia significativa (P. Kruskall Wallis, P=0.001). Este

marcador se elevé mas en los grupos Cy D.
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Cuadro 7. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en los niveles
séricos de proteinas totales en la toxicidad hepética inducida por
isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

PT Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D P

(g/dl)* Control H(50)* H(50)+ H(50)+ valor
(solucion SIL(200)* EAB(160)* | **
salina)

Basal 6.49 +/-0.11 | 6.48 +/-0.44 | 5.53 +/-2.69 | 6.57 +/-0.35 | 1.752

Final 6.73 +/-0.18 | 6.96 +/-0.25 | 7.57 +/-0.32 | 7.54 +/-0.23 | 0.001

DIF* 0.1 +/-0.05 0.49 +/-0.62 | 2.06 +/-2.7 0.98 +/-0.19 | 0.003

*PT=proteinas totales (en gramos/decilitro), H=isoniazida, SlL=silimarina,
EAB=extracto acuoso de boldo, DIF=diferencia.

** P valor, se considera significativo p<0,05

Albumina

La medicion basal de la albamina fue similar en todos los
grupos al inicio del experimento. Mientras que ésta fue
mas elevada en los grupos C y D, comparado con los
grupos Ay B, siendo ello significativo (P. Kruskall Wallis,
P=0.006).

Este marcador se elevO mas en los grupos C y D,
comparado con los grupos A y B, siendo estos resultados
significativos (P. Kruskall Wallis, P=0.00
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Cuadro8. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en los niveles

séricos de albumina en la toxicidad hepatica inducida por isoniazida en

ratas.
(Se muestran los valores en su media y desviacién estandar).
ALB Grupo A B C D P
(g/dl) Control H(50)* H(50)+ H(50)+ valor
(solucidn SIL(200)* EAB(160)* *
salina)

Basal 4.07 +/-0.03 4.2+/-0.09 3.56 +/-1.7 4.21 +/-0.13 0.182
Final 4.3+/-0.29 4.53+/-0.28 4.96 +/-0.17 4.9 +/-0.14 0.006
DIF* 0.76 +/-0.37 0.33 +/-0.35 1.39+/- 1.66 0.69 +/-0.18 0.004

*ALB=albumina (en gramos/decilitro), H=isoniazida, SlL=silimarina,
EAB=extracto acuoso de boldo, DIF=diferencia.
** P valor, se considera significativo p<0,05

Globulina

No se hall6 diferencia significativa entre los grupos

experimentales en la medicion basal y final de globulina.
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Cuadro 9. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en los
niveles séricos de globulina en la toxicidad hepatica inducida
por isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

GLOB Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D P
(g/dl)* Control H(50)* H(50)+ H(50)+ valor
(solucidn SIL(200)* EAB(160)* i
salina)
Basal 2.41+/-0.08 2.33+/-0.38 2.00+/-0.98 2.35+/-0.33 0.407
Final 243 +/-0.1 253 +/-0.25 2.62+/-0.18 2.64 +/-0.15 0.094
DIF* 0.02 +/-0.24  0.2+/-0.62 0.62+/-1.03 0.29 +/-0.19 0.144

*GLOB=globulina (en gramos/decilitro), H=isoniazida, SIL=silimarina,
EAB=extracto acuoso de boldo, DIF=diferencia.

** P valor, se considera significativo p<0,05

Transaminasa glutdmico oxalacética (TGO)

Los valores iniciales de TGO fueron similares en todos los
grupos, mientras que los valores finales de ésta fueron
mas elevados en los grupos B y C, comparados con los
grupos D y A, siendo la diferencia significativa (P. Kruskall
Walllis, P=0.04).

Se hallé mayor elevacién de esta enzima en el grupo B,
comparado con los grupos A, C y D; siendo estos
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resultados estadisticamente significativa (P. Kruskall
Wallis, P=0.043)

Cuadrol0. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en los niveles
séricos de TGO en latoxicidad hepética inducida por isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacién estandar).

TGO Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(U/L)* Control H(50)* H(50)+ H(50)+
(solucidn SIL(200) EAB(160)*
salina)

Basal 1425 +/-6.12 124.16 +/-14.75 143.66+/-21.21 141.00+/-13.95
Final  159.67 +/-3.27 176 +/-4.69 176.5 +/-26.64  174.33+/-24.75
DIF* 17.17 +/-9.39 51.83 +/-18.55 32.83 +/-45.45  33.33+/- 16.18

*TGO=transaminasa glutamico oxalacética (en unidades internacionales/litro),
H=isoniazida, SlL=silimarina, EAB=extracto acuoso de boldo, DIF=diferencia
de pesos, g=gramos

** P valor, se considera significativo p<0,05

Transaminasa glutadmico pirtvica (TGP)

Los valores iniciales de la enzima TGP fueron similares en
todos los grupos, mientras que los valores finales fueron
mas elevados en el grupo B, comparado con los grupos A,
C y D, siendo ellos estadisticamente significativo (P.
Kruskall Wallis, P=0.006).

Finalmente, esta enzima se elevd mas en el grupo B

comparado con los grupos A, C y D, siendo estos
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resultados estadisticamente significativos (P. Kruskall
Wallis, P=0.049)

Cuadro 11. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en los
niveles séricos de TGP en la toxicidad hepéatica inducida por
isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

TGP Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(UI/L) Control H(50)* H(50)+ H(50+
* (solucidn SIL(200)* EAB(160)*
salina)

Basal 39-.5+/-1.22  41.66+/- 4.41 42.33 +/-4.22  41.00+/-6.35
Final 50 +/- 2.45 70.67+/-13.28 56 +/- 11.54 55.83+/-2.56
DIF*  10.5+/-3.67 29+/-13.72 13.67 +/-13.59 14.83+/-7.66

*TGP=transaminasa glutamico pirdvica (en unidades
internacionales/litro), H=isoniazida, SlL=silimarina, EAB=extracto
acuoso de boldo, DIF=diferencia.

** P valor, se considera significativo p<0,05
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Macroscopia hepatica

1) Aspecto

. Grupo A :los higados mostraron un color rojo
vinoso, aspecto normal y sin lesiones aparentes (Figura
11A)

. Grupo B: los higados mostraron un aspecto
moderadamente congestivo y un color rojo palido con
areas moteadas y algunas azul violetas (Figura 11B).

. Grupo C: los higados mostraron aspecto similar al
normal y un color rojo palido (Figura 11C)

. Grupo D: los higados mostraron un aspecto similar
al normal y un color rojo péalido con areas moteadas
(Figura N 11D)
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Figura 11A Figura 11B

Figura 11C Figura 11D

Figura 11.Aspectos macroscopicos de los higados en

los grupos experimentales.
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2) Peso

En el grupo A la media de peso del higado fue de 6,38 +/-
0,9, mientras que la media del grupo B fue de 7,6 +/-0,54,
del grupo C fue de 5,78 +/- 0,92 y del grupo D fue de 6,1
+/-0,39. Se encontré una diferencia significativa de peso
de los higados en los grupos experimentales (P. Kruskall
Wallis, p= 0,009)

Cuadrol?2. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en
el peso de los higados en la toxicidad hepética inducida por
isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacién estandar).

Grupos A B C D P
Control H(50)* H(50)+ H(50)+ valor
(solucién SIL(200)* EAB(160)* **
salina)

Peso(g)* 6,38+/0,9, 7,6+/0,54 5,78+/0,92 6,1+/0,39 0,009

*H=isoniazida, SlL=silimarina, EAB=extracto acuoso de
boldo, g=gramos.

** P yvalor, se considera significativo p<0,05
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3) Largo

Se hall6 una media de 4,55 +/- 0,15 en el grupo A; de
6,01 +/- 0,17 en el grupo B; de 4,51 +/-0,52 en el grupo C
y de 4,26 +/-0,51 en el grupo D. Se hall6 diferencia
significativa del largo de los higados en los grupos
experimentales (P. Kruskall Wallis, p= 0,002)

Cuadro 13. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en el largo
de los higados en la toxicidad hepatica inducida por isoniazida en
ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

Grupo A B C D P
Control H(50)* H(50)+ H(50)+ Valor
(solucidn SIL(200)* EAB(160)* *
salina)

Largo 4,55+/0,15 6,01+/0,17 4,51+/0,52 4,26+/0,51 0,002

(cm)*

*H=isoniazida, SlL=silimarina, EAB=extracto acuoso de boldo,
cm=centimetros.

** P valor, se considera significativo p<0,05
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4) Ancho

Se hallé una media de 2,65 +/-0,21 en el grupo A; de 4,66
+/- 0,39 en el grupo B; de 2,51 +/-0,24 en el grupo C y de
2,36 +/-0,2 en el grupo D. e encontr6 diferencia
significativa del ancho de los higados en los grupos
experimentales (P. Kruskall Wallis, p= 0,001)

Cuadro 14. Efecto del extracto acuoso de Peumus boldus en el
ancho de los higados en la toxicidad hepética inducida por
isoniazida en ratas.

(Se muestran los valores en su media y desviacion estandar).

Grupos A B C D P
Control H(50)* H(50)+ H(50)+ valor
(solucidn SIL(200)* EAB(160)* **
salina)

Ancho(cm) 2,65+/0,21 4,66+/0,39 2,51+/0,24 2,36+/0,2 0,001

*H=isoniazida, SlL=silimarina, EAB=extracto acuoso de boldo,
cm=centimetros.

** P valor, se considera significativo p<0,05
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Figura 12. Comparacion de los promedios de peso,

largo y ancho de los higados entre los grupos

experimentales
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Microscopia

1) Grupo A: el tejido hepatico presentd arquitectura
normal.(Figura 13 Al -H&E.100X y Figura 13 A2-H&E
400X) y espacio porta normal (Figura 13 A3-H&E.400X)

2) Grupo B: Se hall6 marcada vacuolizacion
perilobulillar que altera la arquitectura normal del
hepatocito, congestion vascular sinusoidal, dilatacion
sinusoidal e inflamacién centrolobulillar (Figura 13B1-
H&E.100X y Figura 13 B2-H&3 400X) y espacio porta con
abundantes células de Kupffer activadas.(Figura 13.B3-
H&E.400X)

3) Grupo C: Se hall6 moderada congestion vascular
sinusoidal, dilatacién sinusoidal y conservacion de la
arquitectura normal hepatica. (Figura 13.C1-H&E.400X) y
espacio porta normales (Figura 13.C2-H&E.400X).

4) Grupo D: los hallazgos fueron comparables con los
del grupo C y A, encontrandose estructura hepatica
conservada (Figura 13 D1-H&E.400X) y espacio porta
normal (Figura 13.D2-H&E.400X)
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Figura 13A-1.Se muestra tejido hepatico con parénquima
normal de animales control (H&E-100X).

Figura 13 A-2. Se observa espacio porta normal. A:
arteria, V:vena, CB: coducto biliar, células de Kupffer no
activadas(CK)(H&E-400X)

Figura 13 A-3. Se observa lobulillo hepatico normal con
hepatocitos organizados que forman las trabéculas de
Remak(TR) y espacio sinusoidal permeable (ES)

(H&E-400X)
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Figura 13 B-1.Parénquima hepatico de animales que recibieron isoniazida (Grupo
B) que muestra marcada microvacuolizacion (A) que desorganiza la arquitectura
hepatocelular. Y espacio porta (EP) con abundantes células de Kupffer
hiperplasicas (B). VC: vena centrolobulillar.(H&E-100X)
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Figura 13B-2.Hepatocitos de ratas tratadas con isoniazida, donde se muestra
marcada microvacuolizacion (A) que llega en algunas zonas a esteatosis (B),
moderada congestion sinusoidal (C), nucleo picnotico (C).Hepatocitos
apoptoticos (D) y abundantes células de Kupffer activadas(F)
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Figura 13 B-3. Corte histologico de animales que recibieron isoniazida, mostrando
espacio porta (EP) con abundantes células de  Kupffer hiperplasicas(A) y
parénquima hepatico con marcada microvacuolizacion (B), Nucleo picnotico (C)
ycariorrexis(D).(H&E-400X)
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Figura 13 C1-Corte histoldgico de tejido hepatico de ratas que recibieron

silimarina (Grupo C).Se observan hepatocitos que conservan su
organizacion en cordones alrededor de la vena centrolobulillar (VC).
Espacio porta (EP) normal. Leve congestion sinusoidal (A) (H&E-100X)
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Figura 13 C2-Lobulillo hepatico de animales que recibieron silimarina, donde se

muestra hepatocitos ordenados alrededor de la vena centrolobulillar (VC), inicio
de microvacuolizacion (A), algunos nucleos picnéticos (B), nucleos apoptoticos
(C), leve congestion sinusoidal (D), algunas células de Kupffer activadas (E) y

discreta desorganizacion hepatocelular (F) (H&E-400X)
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Figura 13 D1-Se muestra lobulillo hepatico de animales tratados con EAB. Se
observa arquitectura hepatocelular conservada. Espacio porta (EP) normal,
con alguna células de Kupffer hiperplasicas(A) y leve congestion sinusoidal
(B). VC: vena centrolobulillar (H&E-100X)
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Figura 13 C2-Se observa tejido hepatico con estructura conservada, leve

congestion sinusoidal(A) y espacio porta (EP) sin alteraciones, con algunas
células de Kupffer activadas (B) (H&E-400X)
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Luego de asignar un puntaje a cada lamina mediante la
utilizacion de la escala semicuantitativa previamente
descrita, se obtuvo una media de 0,33 +/-0,51 para el
grupo A; de 5,83 +/- 0,75 para el grupo B; de 2,5 +/-1 ,97
para el grupo C y de 0,83 +/-0,4 para el grupo D.

Se hall6 diferencia significativa de los cambios
histopatoldgicos en los grupos experimentales (P. Kruskall
Wallis, p= 0,00)

—4—SCORE 0.33 5.83 2.5 0.83

Figura 14. Comparacion de cambios histopatologicos entre los

grupos experimentales.
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Cuadro 15. Caracteristicas macroscopicas y microscoépicas del tejido hepatico en los grupos experimentales

GRUPO

PESO

LARGO

ANCHO

ASPECTO

COLOR

A

Control
(solucion

salina)
6,38 +/- 0,9
4,55 +/- 0,15
2,65 +/-0,21

normal

Rojo vinoso

(Figura 11A)

H(50)*

7,6 +/-0,54
6,01 +/- 0,17
4,66 +/- 0,39

Moderadamente

congestivo

Moteado con areas azul

violetas (Figura 11B).

C
H(50)+

SIL(200)*

5,78 +/- 0,92
4,51 +/-0,52
2,51 +/-0,24

Similar al normal

Rojo palido

(Figura 11C)

D
H(50)+

EAB(160)*

6,1 +/-0,39
4,26 +/-0,51
2,36 +/-0,2

Similar al normal

Moteado

(Figura 11D)

P valor**

0,009

0,002

0,001

90



MICROSCOPIA  Arquitectura

Score

normal

(Figura 12 A)

0,33 +/-0,51

Gran vacuolizacion
perinucleolar,
congestion vascular
sinusoidal, dilatacion
sinusoidal, inflamacion
centrolobulillar, nucleos
picnéticos y destruccion
de la arquitectura

celular
(Figural1l2 B

5,83 +/- 0,75

Moderada congestion
vascular, sinusoidal,
dilatacion sinusoidal y
conservacion de la
arquitectura normal

hepatica. (Figura 12 C)

2,5 +/-1,97

Menor congestion
vascular sinusoidal y
conservacion de la
estructura de los
lobulillos  hepéticos.

(Figura 12 D)

0,83 +/-0,4 0,000

*H=isoniazida, SIL=silimarina, EAB=extracto acuoso de boldo
**P valor, se considero6 significativo p<0,05.



4.2 Discusiones

La boldina es el principal compuesto activo identificado en
las hojas de Peumus boldus y al que se le atribuye sus
propiedades antioxidantes. Se ha descrito que la boldina
previene el dafio celular mediado por vias enziméaticas y
no enzimaticas en los organismos vivos. Asimismo, se ha
descrito que ésta es capaz de inhibir el dafio peroxidativo
de la membrana celular iniciado y propagado por la
formacién de radicales liberados.®> Estos se encuentran
implicados en la toxicidad hepatica inducida por
isoniazida, debido a que se producen en gran cantidad
durante el metabolismo de éste farmaco. Por lo que en
teoria, el extracto acuoso de Peumus boldus podria
disminuir el dafio hepatico producido por la formacion de
metabolitos reactivos y radicales liberados a partir de la

isoniazida.

En esta investigacion se buscd determinar el efecto
protector del extracto acuoso de Peumus boldus en la
toxicidad hepética inducida por isoniazida en ratas

Holtzman hembra.

Para lo que se adquirieron 24 ratas que fueron
distribuidas en 4 grupos, aleatoriamente, de la siguiente
manera: grupo A (control), grupo B (recibio isoniazida
50 mg/kg), grupo C (recibi6 una combinacién de

isoniazida 50 mg/kg y silimarina 200 m/kg), y grupo D
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(recibi6 isoniazida 50 mg/kg y extracto acuoso de boldo
160mg/kg).

El extracto acuoso de boldo fue obtenido en forma de
infusién como descrito por Ochoa et.al, y se eligi6 la dosis
de 160 mg/kg debido a que en el trabajo realizado por
este autor se concluye que esta dosis confiere mayor
hepatoproteccion comparado con las dosis de 120 mg/kg
y 80 mg/kg. **

Asimismo, en este experimento se utilizé un extracto
acuoso y no uno alcohdlico por el riesgo de éste de

producir hepatotoxicidad. *

Por su parte, se eligié trabajar con ratas debido a que se
ha logrado reproducir la hepatotoxicidad inducida por
antituberculosos en éstas en estudios anteriores.’” Sin
embargo, Sarich et.al. propusieron gque los conejos son
modelos experimentales que reproducen con alta
sensibilidad la injuria hepética inducida por isoniazida.
Asimismo, Anwar S et.al. propusieron que la utilizacion de
fenobarbital, un inductor  enzimético, produce
hepatotoxicidad en el 90% de los animales que reciben
isoniazida concomitantemente, por lo que recomienda su

uso en modelos experimentales. *

En cuanto a la administracion del tratamiento, la
isoniazida fue administrada via intraperitoneal, siguiendo
el protocolo establecido por Sude E.et al. Sin embargo,
Anwar et.al. sugiere la administracion de ésta por via oral

debido a que de ésta manera se administra en humanos.
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De ésta manera, la isoniazida llega al higado por via

portal, exponiendo de gran manera al tejido hepatico. %3

De igual manera, la dosis de isoniazida administrada en
los animales de experimentacion fue mucho mayor a la
gue se prescribe generalmente en humanos. Ello es
debido a que la isoniazida se metaboliza mas
rapidamente en ratas que en humanos y debido a que el
tiempo de administracion en los animales fue mucho

menor a la duracién de la terapia en humanos. *

En el analisis del parametro clinico, se observdé una
pérdida de peso en los grupos A, B y D., siendo ésta
mayor en el grupo B. Lo cual podria explicarse por un
mayor dafio hepatico o por un menor apetito en los
animales del grupo B. Mientras que el grupo C aumento
en promedio de peso hacia el final del experimento. Se
hall6 diferencia significativa en la variacion de pesos
entre los grupos experimentales. (P.Kruskall Wallis,
p=0,012). Esto resultados son similares a los hallados por
Veloz D., en cuanto al efecto protector del extracto acuoso
de Peumus boldus en la toxicidad hepética inducida por
paracetamol. En este estudio, los animales que recibieron
dicho extracto acuoso de boldo a mayores
concentraciones (66% y 100%) tuvieron pesos basales y
finales similares al control, mientras que los animales del
grupo que recibio solo paracetamol y del que recibio
extracto acuoso de boldo a menor concentracion (33%)
tuvieron una pérdida de peso significativa. Ello se explica

mediante un efecto protector del boldo que afecta el
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apetito del animal y conlleva a menor pérdida de peso o

incluso a un incremento de éste. !

En el analisis del perfil hepéatico, se encontr6 que los
parametros fueron similares al inicio del experimento. Al
finalizar el éste, se observo que la bilirrubina total,
bilirrubina directa y TGP fueron mayores en el grupo B, en
comparacion con el grupo A, C y D. Mientras que las
proteinas totales y fraccionadas fueron menores en el
grupo B, en comparacion con los otros grupos.

Asimismo la elevacion de bilirrubinas totales, bilirrubina
directa, bilirrubina indirecta, TGO y TGP fue mayor en el
grupo B en comparacion con los demas grupos; y la
elevacion de proteinas totales y albumina fue menor en el
grupo B en comparacion con los grupos C y D. Todo ello
se podria explicar por un mayor dafio hepatico en el
grupo B en comparacion con los grupos C y D.

Estos resultados son similares a los hallados por
Palanisami N et.al., quien describe que las enzimas TGO
y TGP sirven como fiables marcadores de funcién
hepatica; siendo la TGP mas fiable que la TGO debido a
que la TGO puede encontrarse en el higado, musculo
cardiaco, musculo esquelético, rifiones, cerebro,
pancreas, pulmones, leucocitos y eritrocitos; mientras que
la TGP se encuentra presente sélo en el tejido hepatico.
La elevacion de estas enzimas en el suero indica el
incremento de la permeabilidad y dafio o necrosis celular;
por lo que la disminucién de la actividad de ésta enzima
en el grupo que recibié boldo indicaria que éste posee un
efecto protector en la toxicidad hepatica inducida por

isoniazida.3*
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Asimismo, Martin et. al. describen a las enzimas TGO,
TGP y a las bilirrubinas totales como marcadores de
injuria. hepéatica en la toxicidad inducida por
antituberculosos, debido a que los xenobibticos causarian
dafio de la membrana celular que provocaria la salida de
éstas enzimas a la circulacion, lo cual elevaria los niveles

de estos marcadores.®

En la macroscopia hepética se observé que los higados
del grupo B tuvieron aspecto congestivo, color rojo palido
con areas moteadas y areas azul violetas y su tamafio y
peso fueron mayores en comparacion con los otros
grupos. Mientras que los higados del grupo A mostraron
un aspecto normal y un color rojo vinoso, los del grupo C
un aspecto similar al normal y un color rojo palido; y los
del grupo D un aspecto similar al grupo C y un color rojo
palido con é&reas moteadas, levemente congestivo. El
promedio de peso, largo y ancho de los higados del
grupo B fue mayor en comparaciéon con el grupo A, C y D.
Lo cual se podria explicar por una mayor congestion
hepatica. Asimismo, el peso promedio de los higados fue
mayor en el grupo D en comparacién con los grupos Ay
C; mientras que el promedio de largo y ancho de los
tejidos hepaticos fue menor en el grupo D, en
comparacion con los grupos Ay C.

El dafo hepatico inducido por isoniazida se refleja
macroscopicamente en el mayor tamafio y peso de los
higados, lo cual ha sido evidenciado en el trabajo

realizado por Ambrose et.al.®®
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La toxicidad hepética inducida por isoniazida se evidencia,
generalmente, como degeneracion balonada, necrosis
focal y minimos cambios colestasicos; pudiendo
encontrarse también degeneracion grasa microvesicular y
moderada triaditis portal. Ello fue corroborado por el

trabajo realizado por Kalra BS et.al.®’

Asimismo, se describen cambios histopatolégicos como:
inflamacion  portal, inflamacion celular perivenular
(principalmente  neutrdfilos), necrosis hepatocelular,
dilatacion sinusoidal, necrosis hepatocelular,

vacuolizacién centrolobulllar y degeneracion balonada. %

En este estudio, los cambios histopatologicos hallados
fueron: vacuolizacion perinuclear, congestiéon vascular
sinusoidal, dilatacion sinusoidal, nucleos picnaticos,
inflamacion periportal y células de Kupffer activadas; los
cuales fueron mayores en el grupo B, en comparacién con
los grupos A, C y D. Mientras que el grupo A conservo

su estructura lobulillar normal, el grupo C presento
moderada congestibn vascular sinusoidal, dilatacién
sinusoidal y leve vacuolizacion perinuclear; y el grupo D
presenté leve congestion vascular sinusoidal, dilatacion
sinusoidal y no se hall6 vacuolizacion perinuclear.
Finalmente, la media del score total asignado a cada
grupo experimental fue mayor en el grupo B en
comparacion con los grupos A, C y D; y mayor en el
grupo C gue en el grupo D, lo cual se explicaria por mayor

cantidad de alteraciones en la morfologia hepatica.
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Estos hallazgos, corroboran el efecto hepatoprotector de
la silimarina en este modelo experimental. Ello concuerda
con el estudio realizado por Maryam S.etal, donde se
demostré que la silimarina antagoniza la toxicidad

hepéatica inducida por isoniazida.**

Mediante el analisis de parametros descritos
anteriormente, se puede explicar que dichos cambios se
deben a un efecto protector del Boldo en la toxicidad
hepéatica inducida por isoniazida.

Finalmente, si bien se han atribuido propiedades
hepatoprotectoras del Peumus boldus, otros estudios han
demostrado la presencia de cantidades considerables de
Tetrahidroisoquinolonas, el cual es una neurotoxina
encontrada en pesticidas y que ha sido implicada en el
desarrollo de la enfermedad de Parkinson. Ello fue
evidenciado en el trabajo realizado por Mejia et.al. , donde
la administracion de 200 mg/kg/dia de extracto acuoso de
boldo por 21 dias a ratas Holtzman hembra produjo
disminucién de los niveles de neuronas dopaminérgicas

en la sustancia negra. *°
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CAPITULO V:

5.1 Conclusiones

1.

El extracto acuoso de boldo posee efecto protector en
la toxicidad hepatica inducida por isoniazida en ratas
Holtzman hembra, segun pardmetros clinicos,

bioguimicos y morfoldgicos.

El extracto acuoso de las hojas de Peumus boldus
posee proteccion en la toxicidad hepética inducida por
isoniazida comparable con el efecto protector de la

silimarina.

99



5.2 Recomendaciones

1)

2)

3)

Se recomienda realizar estudios acerca de la
eficacia y seguridad de la utilizacion del extracto

acuoso de Peumus boldus en humanos.

Se recomienda realizar un analisis completo del
perfil hepatico con el fin de caracterizar mejor el
efecto del extracto acuoso de boldo en la toxicidad

hepética inducida por isoniazida.

Se recomienda la determinacion de la oxidacion de
los tejidos mediante la medicién de enzimas como
catalasa, superoxido desmutasa y glutation
reducida; con el fin de cuantificar mejor el efecto
del extracto acuoso de boldo en la toxicidad

hepatica inducida por isoniazida.
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Anexo N°1: Certificado sanitario de los animales de experimentacion

(Instituto Nacional de Salud)

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | 221-2014 |

Producto : Rata Albina Lote N° : R=11- 2014

Especie . Raftus norvegicus Cantidad : 10

Cepa ¢ Holtzman Edad ¢ 1 mes

Peso : 80-120 g. Sexo : hembras

G.R.. : 030813 Destino . Olivares Huaman, Jorge Luis
Lima : 08-11-2014

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que Ios animales arriba descritos se encuentran en buenas
condiciones senitarias *.

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 03 de Noviembre del 2014
(Fecha de emisioén del certificado)

YRV ‘X&%&éé&i&é’ Ee'}}{éﬁ&;{
NOTA : El Bioterio no se hace C.M.V.P. 1586 -
responsable por el estado de

los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.
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Anexo N22: Certificado de autenticidad de las hojas de

Peumus boldus (Museo de Historia Natural)

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

[

“Afio de la Promocién de la Industria P y del Compr iso Climatico™

CONSTANCIA N°346-USM-2014
LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegeta (hojas) recibida de Elsa YOVERA LEYVA ha sido estudiada y
clasificada como: Peumus boldus Molina vy tiene la siguiente posicién
taxonémica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: MAGNOLIIDAE
ORDEN: LAURALES
FAMILIA: MONIMIACEAE
GENERO: Peumus

ESPECIE: Peumus boldus Molina

Nombre vulgar: “boldo”
Determinado por Blgo. Severo Baldeon.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de

estudios.
Av. Arenales 1256, Jestis Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471, e-mail: museohn@ unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perti 470-7918, 619-7000 anexo 5703 http:// museohn.unmsm.edu.pe
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ANEXO N°3.0btencid de la muestra sanguinea mediante puncion cardiaca.

ANEXO N°4. Obtencién del extracto acuoso de Peumus boldus.
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ANEXO N°5 .OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Dimension VEIEES Naturaleza de Escalade Instrumento
HIQEES la variable medicion
@il Peso inicial En gramos Cuantitativa, Razon
clinicos continua
Peso final En gramos Cuantitativa, Razon
continua
@ l=lglelsis Macroscopia Color Rojo vinoso Cualitativa Nominal
histopato Rojo palido
l6gicos Moteado
Moteado con
areas azul
violetas
Aspecto Congestivo Cualitativa, Nominal
No
congestivo
Tamafio En Cuantitativa, Razon
centimetros continua
Peso Cuantitativa, Razén
En gramos continua
Microscopia Nucleos 0-3 Cuantitativa, Razén Escala
picnoticos y discreta semicuantitativa
vauolizacion
perinuclear
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Criterios
bioquimic
oS

TGO

TGP

Bilirrubinas
totales
Bilirrubina
directa
Bilirrubina
indirecta
Proteinas
totales
AlbUumina

Globulina

Congestion
vascular de
sinusoides y
dilatacion
sinusoidal

Nuamero de
células de
Kupffer
activadas

0-3

uU/L

u/L
Mag/dI
Mg/dI
Mg/l
g/dl
g/dl

g/di

Cuantitativa,
discreta

Cuantitativa,
discreta

Cuantitativa,
continua

Cuantitativa,
continua
Cuantitativa,
continua
Cuantitativa,
continua
Cuantitativa,
continua
Cuantitativa,
continua
Cuantitativa,
continua
Cuantitativa,
continua

Razén

Razén

Razén

Razoén

Razén

Razo6n

Razén

Razoén

Razén

Razo6n

Escala
semicuantitativa

Escala
semicuantitativa
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ANEXO N°6: MATRIZ DE CONSISTENCIA

Problemas

Problema
general:

cTiene efecto
protector el
extracto acuoso
de las hojas de
Peumus boldus
“Boldo” en Ila
toxicidad

hepética

inducida por
isoniazida en
ratas  Holtzman
hembra?

Problema
especifico 1:
cTiene efecto
protector el
extracto acuoso
de las hojas de
Peumus boldus
“Boldo” en Ila
variacion del
parametro clinico

Objetivos

Objetivo general :

Determinar el
efecto protector
del extracto
acuoso de las
hojas de Peumus
boldus “Boldo”
en la toxicidad

hepatica inducida
por isoniazida en

ratas Holtzman
hembra

Objetivo
especifico 1:
Determinar la

variacion en el
parametro clinico
producida por el

efecto protector
del extracto
acuoso de las

hojas de Peumus

Hipotesis

Hipotesis
general:

El extracto

acuoso de
Peumus
boldus
“Boldo”
posee efecto
protector en

la toxicidad
inducida por
isoniazida en
ratas
Holtzman
hembra.

Variables
indicadores

VD:
clinico

VI:

e

parametro

hepatotoxicidad

inducida
isoniazida

por

Justificacion

*La tuberculosis es
en la actualidad un
grave problema de
salud publica.

*La isoniazida es una
de las principales
drogas utilizadas
para el tratamiento de
la tuberculosis,
siendo la principal
causa de suspension

del tratamiento, la
toxicidad hepatica
inducida por estos
medicamentos.
*Este estudio se
regira mediante las
leyes y principios
bioéticas

internacionales para
la Investigacion con
Animales establecido

por el
Consejo Internacional

Metodologia

Tipo de estudio:
experimental completo

Muestra de estudio:
Se utilizaran 24 ratas
Holtzman hembra

Analisis estadistico:
Se utilizara el paquete

estadistico SPSS
version 19.

se presentaran los
resultados en sus

medias y desviaciones
estandares.

Para la comparacion de
medias entre los grupos
experimentales se
utilizara la

prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis
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producida por la

toxicidad
hepética
inducida por
isoniazida en
ratas Holtzman
hembra?

Problema
especifico 2:
cTiene efecto
protector el
extracto acuoso
de las hojas de

Peumus boldus
“Boldo” en la
alteracion de los
parametros
bioquimicos
producida por la
toxicidad
hepatica
inducida por
isoniazida en
ratas Holtzman
hembra

boldus “Boldo”
en la toxicidad
hepatica inducida
por isoniazida en
ratas  Holtzman
hembra.

Objetivo
especifico 2:
Determinar la
alteracion en los
parametros
bioquimicos
producidos por el
efecto  protector
del extracto
acuoso de las
hojas de Peumus
boldus  “Boldo”
en la toxicidad
hepatica inducida
por isoniazida en
ratas  Holtzman
hembra.

VD: parametros

bioquimicos.

VI
hepatotoxicidad
inducida por
isoniazida

de  Organizaciones
Medicas (CIOM-
OMS

1985).
* Existen muy pocos
estudios acerca de
las propiedades
antioxidantes del
Boldo y sus posibles
efectos benéficos vy
hepatoprotectores

* Este estudio servira
para aportar nueva
evidencia cientifica
acerca de los efectos
del extracto acuoso
de Boldo sobre la
toxicidad hepatica
inducida por
isoniazida.
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Problema
especifico 3:
cTiene efecto
protector el
extracto acuoso
de las hojas de
Peumus boldus
“Boldo” en los
cambios
macroscopicos
en la morfoldgica
hepética
producida por la
toxicidad
hepatica
inducida por
isoniazida en
ratas  Holtzman
hembra

Problema
especifico 4:

cTiene efecto
protector el
extracto acuoso
de Peumus
boldus “Boldo”

Objetivo
especifico 3:
Determinar  los
cambios
macroscopicos
en la morfologia
hepética
producidos por el
efecto protector
del extracto
acuoso de las
hojas de
Peumus boldus
‘Boldo” en la
toxicidad
hepética inducida
por isoniazida en
ratas  Holtzman
hembra.

Objetivo
especifico 4

Determinar  los
cambios

histopatoldgicos
producidos por el
efecto protector

VD: cambios
macroscopicos
en la morfologia
hepatica

VI
hepatotoxicidad
inducida por
isoniazida
VD:criterios

histopatologicos
de
hepatotoxicidad .

Vi
hepatotoxicidad
inducida por
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en los cambios
histopatologicos
producidos por
la toxicidad
hepética

inducida por
isoniazida en
ratas Holtzman
hembra

del extracto
acuoso de las
hojas de Peumus
boldus “Boldo”
en la toxicidad
hepatica inducida
por isoniazida en
ratas  Holtzman
hembra.

isoniazida.
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