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RESUMEN.
Se realizó un estudio farmacológico preclínico para evaluar el efecto hepatoprotector de las especies Ocimum basilicum L. (I y II) y Allium sativum L. (III y IV) frente a la toxicidad inducida por el paracetamol. Se emplearon ratones adultos machos NMRI para evaluar el efecto de la administración oral de extractos blandos a las dosis de 200mg/kg (grupos I, III) y 400mg/kg (grupos II, IV) de peso vivo, 3 días consecutivos previos a la inducción de la hepatotoxicidad con paracetamol (600mg/kg peso vivo). Se utilizaron como indicadores la evaluación de signos clínicos de toxicidad, la actividad plasmática de las aminotransferasas de aspartato y alanina, fosfatasa alcalina y la concentración de bilirrubina total, además del análisis morfológico del hígado. No se presentaron signos clínicos de toxicidad. El análisis de los niveles plasmáticos de los cuatro parámetros bioquímicos en los grupos tratados con las plantas (I-VI) mostró diferencias altamente significativas (p<0,01) respecto al grupo control de daño hepático (V), pero solo los grupos I, II y III presentaron adicionalmente un comportamiento similar al grupo control no tratado (VI). Los resultados anatomopatológicos confirman la ausencia de alteraciones macroscópicas del hígado, sin embargo microscópicamente predominó la ausencia de alteraciones histopatológicas en los grupos I, II y III y la presencia de daño leve en el grupo IV. Los grupos tratados con las plantas (I-IV) difieren significativamente (p<0,05) del grupo V en relación a la presencia de daño severo como hallazgo histopatológico mayoritario en este último. Se concluye que los extractos blandos de las especies Ocimum basilicum L. (a ambas dosis) y Allium sativum L. (a la dosis de 200mg/kg) poseen mayor actividad hepatoprotectora frente a la acción tóxica del paracetamol.
Palabras claves: enzimas hepáticas, hepatoprotección, hepatotoxicidad.
ABSTRACT:
A study was conducted to evaluate the preclinical pharmacological hepatoprotective effect of the species Ocimum basilicum L. (I and II) and Allium sativum L. (III and IV) against acetaminophen induced toxicity. Adult males were used NMRI mice to evaluate the effect of oral administration of soft extract at doses of 200mg/kg (Groups I, III) and 400mg/kg (Groups II, IV) bodyweight, 3 consecutive days prior to the induction of hepatotoxicity with acetaminophen (600mg/kg body weight). Were used as indicators assessing clinical signs of toxicity, plasma activity of aspartate and alanine aminotransferase, alkaline phosphatase and total bilirubin concentration, in addition to the morphological analysis of the liver. There were no clinical signs of toxicity. The analysis of plasma levels of the four biochemical parameters in the treated groups of plants (I-VI) showed highly significant differences (p <0.01) compared to liver injury control group (V), but only the groups R , II and III further showed similar behavior to the untreated control group (VI). The pathology results confirm the absence of macroscopic liver abnormalities, but the absence of microscopically predominant histopathological changes in groups I, II and III and the presence of slight damage in group IV. The plants treated groups (I-IV) differ significantly (p <0.05) in Group V in relation to the presence of severe damage as major histopathological finding in the latter. We conclude that soft extracts of Ocimum basilicum L. species (at both doses) and Allium sativum L. (at a dose of 200mg/kg) have higher hepatoprotective activity against the toxic action of acetaminophen.
Keywords: hepatic enzymes, hepatoprotective, hepatotoxicity.
INTRODUCCION.
El hígado constituye el principal centro de biotransformación y eliminación de agentes potencialmente tóxicos, además de su participación en la síntesis y distribución de nutrientes incorporados al organismo. Las funciones que desempeña este órgano son únicas y vitales pues a pesar de que casi todos los tejidos tienen, hasta cierto grado, la capacidad de metabolizar estos productos químicos, el hígado es por excelencia el principal lugar de depuración de sustancias endógenas y exógenas, de ahí que cualquier modificación en alguna de sus funciones traería graves consecuencias para la vida1.

Su función y localización anatómica, lo hace un órgano susceptible a fenómenos de toxicidad química y si además, tenemos en cuenta la creciente cantidad de productos químicos que el hombre consume diariamente a través de los alimentos, el agua, los vegetales y medicamentos( es de esperar una sobrecarga de sus sistemas detoxificantes y por consiguiente la degradación de determinados compuestos necesarios para la biotransformación y eliminación de estas sustancias ajenas al metabolismo celular conocidas como xenobióticos2.

La hepatotoxicidad o enfermedad hepática tóxica inducida por la ingestión de compuestos químicos u orgánicos implica daño funcional y/o estructural del hígado y su diagnóstico se hace infrecuente debido a la ausencia de parámetros clínicos o de laboratorio específicos de este desorden3,4. El paracetamol o acetaminofén es uno de los medicamentos más usados por sus propiedades analgésicas y antipiréticas, además de bajo costo y amplia disponibilidad, lo que ha conllevado a frecuentes casos de sobredosificación y por consiguiente de hepatotoxicidad. Este fármaco induce una reacción tóxica directa a nivel hepático que aunque sus manifestaciones clínicas tempranas son leves e inespecíficas, su pronóstico depende en forma importante de su reconocimiento oportuno3,5.

Por ello, la búsqueda de alternativas naturales de tratamiento orientadas a proteger al hígado de los efectos nocivos de hepatotoxinas que el hombre puede ingerir o contrarrestar las alteraciones en los mecanismos de defensa antirradicálicos, es un elemento importante en las investigaciones médico-farmacéuticas6.

En este sentido, la Fitoterapia constituye una alternativa farmacológica para resolver de manera complementaria e incluso de manera integral las necesidades primarias de salud. Como consecuencia del desarrollo de nuevos procesos químicos de síntesis se ha hecho improbable explotar las potencialidades de un inmenso número de especies vegetales que sin duda alguna, encierran una amplia diversidad de compuestos químicos desconocidos que podrían llegar a tener un gran valor terapéutico7.

La Organización Mundial de la Salud (OMS) y el Parlamento Europeo han adoptado resoluciones que ponen de manifiesto la necesidad de racionalizar el empleo de los productos derivados de las plantas medicinales con el objetivo de limitar la prescripción, de aquellos productos de fitoterapia que carezcan de estudios previos para avalar su uso, o de plantas de las que no se conocen suficientemente los riesgos de su utilización8,9. Corresponde a la ciencia moderna conducir el estudio de la medicina tradicional por métodos científicos que comprueben la eficacia farmacológica en cada caso. 

La práctica etnomédica refiere el uso de especies como la Ocimum basilicum L. y Allium sativum L. para el tratamiento de afecciones hepáticas, sin embargo, la literatura adolece de argumentos científicos que avalen su eficacia farmacológica.

Considerando: 1) que una sobredosis de paracetamol es capaz de generar un modelo experimental de hepatoxicidad, y 2) que la medicina tradicional refiere el empleo de las especies Ocimum basilicum L. y Allium sativum L. como protectores hepáticos, 7,10-14 resulta importante la evaluación farmacológica preclínica de estas especies que corrobore su uso tradicional para prevenir el daño hepatocelular. 

El objetivo principal de este trabajo es evaluar preclínicamente la actividad hepatoprotectora de las especies Ocimum basilicum L. y Allium sativum L. en un biomodelo de toxicidad inducido por paracetamol. 

MÉTODOS.
Se realizó un estudio farmacológico preclínico, in vivo, en el Centro de Toxicología de Villa Clara perteneciente a la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, donde se utilizaron ratones adultos machos de la línea NMRI, de 6 semanas de edad y con un peso vivo comprendido entre 24 y 30 gramos suministrados por el Centro Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB). El período de cuarentena se extendió por 7 días y una vez finalizado se procedió a la parte experimental. 

El consumo de alimentos y agua fue a libre demanda, siendo esta última de calidad apta para el consumo humano. El alimento fue retirado 12 horas antes de la administración del producto de ensayo y suministrado 2 horas posterior a la administración.
La recolección de las partes aéreas de Ocimum basilicum L. y el bulbo del Allium sativum L. se realizó en horas tempranas de la mañana en los Huertos “Octubre Victorioso” dedicados al cultivo de plantas medicinales en el territorio. La parte aérea de Ocimum basilicum L. fue secada a la sombra durante 15 días con el empleo de tejas traslúcidas y en el caso del Allium sativum L. se empleó el bulbo crudo y fresco sin previo proceso de secado. 

En el Centro de Producción Local de Santa Clara (CPL), la droga vegetal fue molinada y tamizada. Posteriormente se obtuvieron los extractos hidroalcohólicos por el método de repercolación acorde a las Buenas Prácticas de Producción y sometidos a un proceso de control de la calidad. Se almacenaron a temperatura ambiente y en frascos ámbar. Finalmente fueron sometidos a un proceso de rotoevaporación (rotoevaporador IKA-Labortechnik) con la finalidad de eliminar el contenido alcohólico y obtener un extracto blando como producto final. Sobre la base de los sólidos totales se prepararon las soluciones de estudio garantizando las dosis de ensayo de 200mg/kg y 400mg/kg de peso vivo.

El agente hepatotóxico en este caso fue el paracetamol (blister de 10 tabletas de 500mg, lote 09087, de producción QUIMEFA), se trituraron y disolvieron las tabletas en solución salina (NaCl) al 0,9%15-17, garantizando una dosis de 600mg/kg de peso vivo. La dosis a emplear fue seleccionada a partir de estudios previos diseñados para obtener la dosis efectiva del modelo experimental de hepatotoxicidad aguda18.

Se registraron promedios diarios de temperatura y humedad relativa, además de controlar el horario de administración, concentración y dosis a administrar del producto. 

Como variables de respuesta se evaluaron los signos clínicos de toxicidad y los niveles plasmáticos pretratamiento y a las 24 horas post-administración del agente tóxico19,20 de los siguientes parámetros bioquímicos: fosfatasa alcalina (FAL), aminotransferasas de aspartato (AST) y alanina (ALT), y concentración de bilirrubina total (Bbt),  considerándose como valores normales según rango de referencia definidos en la literatura para la línea en estudio 21,22.
Se realizó la identificación y caracterización de las lesiones macroscópicas y microscópicas. La observación macroscópica fue dirigida sobre la evaluación de las características morfológicas del hígado tales como la coloración, consistencia, dilatación de vasos sanguíneos y presencia de trombos. En el análisis microscópico se evaluaron como indicadores de daño celular la aparición de focos de necrosis, esteatosis hepática microvacuolar, degeneración balonizante, y hepatocitos binucleados21,23,24. Para la clasificación del daño histológico se estableció la siguiente escala gradual: grado 1 (leve), grado 2 (moderado), grado 3 (severo)( definiéndose como grado 0 la ausencia de daño celular o daño mínimo del tejido encontrándose dentro de los límites histológicos normales.

La administración del producto se realizó sobre la base del peso vivo a razón de 10ml/kg por ser el volumen recomendado para el modelo biológico utilizado, por vía oral empleando una cánula intragástrica e iniciándose la administración a las 9:00 am. Se conformaron 6 grupos experimentales de 10 animales cada uno a los cuales se les asignó el siguiente tratamiento:

Grupos I, II, III, IV. Los animales pertenecientes a estos grupos fueron tratados con el extracto de la planta (teniendo en cuenta la planta de ensayo en cada caso), garantizando las dosis de 200mg/kg y 400mg/kg sobre la base de los sólidos totales 3 días consecutivos previos al daño provocado con el paracetamol. En el día tercero pasados 30 minutos de la ingestión del extracto vegetal se les administró paracetamol/NaCl 0.9% a una dosis de 600mg/kg como agente hepatotóxico (para provocar el daño).

Grupos I y II (tratados con dosis de 200mg/kg y 400mg/kg de Ocimum basilicum L. respectivamente).

Grupos III y IV (tratados con dosis de 200mg/kg y 400mg/kg de Allium sativum L. respectivamente)

Grupo V. Este grupo se empleó como control de daño hepático. Se utilizó una sobredosis de 600mg/kg de paracetamol tabletas como agente hepatotóxico para generar experimentalmente un modelo de hepatotoxicidad aguda. Los animales pertenecientes al mismo recibieron NaCl al 0.9% 3 días consecutivos previos a la inducción del daño hepático y en el día tercero pasados 30 minutos de la ingestión del NaCl se les administró paracetamol/ NaCl 0.9%. 

Grupo VI. Se utilizó como grupo control sin recibir tratamiento alguno.
Se realizaron inspecciones clínicas cada 2 horas en aras de detectar signos clínicos de toxicidad. Todos los animales fueron sometidos a toma de muestra de sangre de 1ml en viales químicamente limpios que contenían heparina sódica 72 horas antes y 24 horas después de la administración del agente tóxico, lo cual se realizó bajo los efectos de la anestesia con éter22. Transcurridas 24 horas de la administración del agente tóxico se llevó a cabo la eutanasia de los animales por el método de narcosis por éter y posteriormente sus hígados fueron removidos para estudios histopatológicos macro y microscópicos. 

La sangre anticoagulada fue centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos y se obtuvo el plasma para la determinación de la actividad de AST, ALT, FAL y la concentración de bilirrubina total. Las determinaciones se realizaron en el Laboratorio Clínico del Hospital Universitario (Celestino Hernández Robau(, mediante kit diagnóstico HELFA( en un Hitachi-Roche 902, según procedimiento descrito por el fabricante. 
El estudio macroscópico se realizó mediante observación de los órganos abdominales, prestando especial atención al hígado. Para el análisis microscópico se tomo un fragmento del hígado de cada animal, los cuales se fijaron en formol neutro al 10% y se procesaron en el Laboratorio de Histología de la UCM-VC. 

Los datos obtenidos fueron tabulados y almacenados en bases de datos confeccionadas en SPSS versión 15.0 para Windows. A los datos se le aplicaron los estadígrafos descriptivos media aritmética y desviación estándar para cada una de las variables estudiadas. La comparación entre los grupos se realizó mediante la aplicación de pruebas no paramétricas, empleando los tests de  Kruskal-Wallis y Mann-Whitney. La significación estadística en un mismo grupo en momentos diferentes (antes y después de inducir toxicidad hepática) para cada variable se determinó a través de la prueba no paramétrica de los rangos con signo de Wilcoxon. Se consideró un intervalo de confianza de 95%.

RESULTADOS .

Evaluación del efecto hepatoprotector del Ocimum basilicum L. y Allium sativum L. 

De manera general, no se presentaron signos clínicos de toxicidad en ninguno de los grupos experimentales al evaluar las plantas de ensayo18. La ausencia de alteraciones clínicas mostrada por los animales es consistente con resultados publicados por otros autores, que utilizaron igual dosis de paracetamol como agente inductor de daño hepático25-27.
Sin embargo, durante la evaluación experimental se produjo la muerte de 3 animales correspondientes al grupo V, tratado con paracetamol, de las cuales 2 ocurrieron entre las 9-16 horas posteriores a la administración del fármaco, resultado que se corresponde con otros publicados donde se reporta que en ratas tratadas con igual dosis de paracetamol se produjo una letalidad de 25% 25,27,28 y un tercer animal murió durante la administración de este agente hepatotóxico debido a una inadecuada técnica de canulización, lo cual fue corroborado mediante el estudio anatomopatológico macroscópico. Por otro lado, en los grupos experimentales tratados con las plantas de estudio se produjeron cinco muertes durante la administración de los extractos vegetales previo a la inducción del daño con paracetamol, lo cual fue corroborado macroscópicamente, de ellos 2 correspondieron al grupo I y un animal en cada uno de los restantes grupos (II, III y IV).
El comportamiento de los niveles plasmáticos de los parámetros bioquímicos evaluados en cada uno de los grupos experimentales, previo a la inducción del daño hepático con paracetamol, muestra valores dentro del rango de referencia establecidos para la línea y especie21. Al analizar cada parámetro evaluado, entre los seis grupos experimentales mediante la prueba de Kruskal-Wallis (K-W) se aprecia que no existen diferencias estadísticas significativas, resultados que corroboran el adecuado estado de salud de los animales al inicio del estudio y la adecuada aleatorización durante la conformación de los grupos experimentales (Tabla 1).
Tabla 1. Actividad plasmática de las enzimas ALT, AST, FAL y concentración de bilirrubina total en cada grupo experimental, obtenidos pre-tratamiento (media aritmética y desviación estándar, n( 60).

	Grupo experimental
	 
	FAL (U/L)
	ALT (U/L)
	AST (U/L)
	Bbt (µmol/L)

	I    Dosis 1 Ocimum basilicum 
	Media

Desv. típ.
	195,4

1,35
	58,52

1,0315
	88,32

0,9818
	4,88

0,1549

	II   Dosis 2 Ocimum basilicum
	Media

Desv. típ.
	195,9

1,524
	58,71

1,0661
	88,11

1,5206
	4,78

0,2616

	III  Dosis 1 Allium sativum 
	Media

Desv. típ.
	196

1,054
	58,6

0,9545
	88,4

1,3872
	4,85

0,0707

	IV    Dosis 2 Allium sativum
	Media

Desv. típ.
	195,5

1,65
	58,57

0,9719
	88,72

1,2182
	4,76

0,1174

	V    Paracetamol
	Media

Desv. típ.
	195,8

1,398
	58,24

0,9629
	88

1,0424
	4,92

0,2044

	VI    No tratado
	Media

Desv. típ.
	195,5

1,434
	58,46

1,0946
	88,33

0,973
	4,8

0,1155

	Valores de referencia
	67-303

(167)
	28-184

(95)
	30-251

(139)
	0-8

(4)

	Sig. asintót.
	0,166
	0,873
	0,904
	0,221


Leyenda: 

Significación estadística: *p( 0.05, **p(0.01 prueba de K-W

*(significativo), **(altamente significativo)

Dosis 1: 200mg/kg, Dosis 2: 400mg/kg 

Desv. típ (desviación típica).

Fuente: Modelo de registro de determinaciones bioquímicas de la UGC.

En la Tabla 2 se muestran los valores plasmáticos de los parámetros bioquímicos evaluados para cada grupo experimental, transcurridas 24 horas de la inducción del daño con el agente hepatotóxico. Al analizar mediante la prueba de K-W los parámetros bioquímicos evaluados post-tratamiento entre los diferentes grupos experimentales, se obtuvieron diferencias altamente significativas para cada una de las variables analizadas (todas, p=0,000). 

Tabla 2. Actividad plasmática de las enzimas ALT, AST, FAL y concentración de bilirrubina total en cada grupo experimental, obtenidos post-tratamiento (media aritmética y desviación estándar, n( 52).

	Grupo experimental
	
	FAL (U/L)
	ALT (U/L)
	AST (U/L)
	Bbt (µmol/L)

	I   Dosis 1 Ocimum basilicum
	Media

Desv. típ.
	196

3,024
	58,638

0,8193
	87,738

0,84
	4,7

0,0756

	II   Dosis 2 Ocimum basilicum
	Media

Desv. típ.
	195,44

5,981
	58,867

0,8958
	88

0,6384
	4,678

0,0972

	III    Dosis 1 Allium sativum
	Media

Desv. típ.
	194,78

3,93
	58,833

1,0724
	87,956

0,8002
	4,678

0,1787

	IV    Dosis 2 Allium sativum
	Media

Desv. típ.
	223,56

5,79
	80,656

0,9488
	93,422

0,7997
	5,089

0,0782

	V    Paracetamol
	Media

Desv. típ.
	288,86

4,14
	119,971

0,7111
	133,257

0,6528
	7,3

0,2309

	VI    No tratado
	Media

Desv. típ.
	194,6

2,716
	58,43

0,6111
	87,76

0,334
	4,76

0,0843

	Valores de referencia
	67-303

(167)
	28-184

(95)
	30-251

(139)
	0-8

(4)

	Sig. asintót.
	0,000**
	0,000**
	0,000**
	0,000**


Leyenda: 
Significación estadística: *p( 0.05, **p(0.01 prueba de K-W

*(significativo), **(altamente significativo)

Dosis 1: 200mg/kg, Dosis 2: 400mg/kg 

Desv. típ (desviación típica).

Fuente: Modelo de registro de determinaciones bioquímicas de la UGC.

Los niveles plasmáticos de los parámetros bioquímicos en el grupo (VI)  se ubican dentro del intervalo de valores de referencia y al aplicar la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon no se aprecian diferencias estadísticas significativas en los valores plasmáticos de los marcadores bioquímicos antes y después del tratamiento, lo que indica la ausencia de toxicidad hepática en estos animales y demuestra su utilidad como control negativo.

En cambio, se obtuvo un incremento de la actividad plasmática de ALT, AST, FAL y de la concentración de Bbt en los animales tratados con una dosis de 600mg/kg de paracetamol (grupo V), a pesar del incremento los valores se ubican dentro del rango de referencia para la línea y especie 21. El análisis de los parámetros bioquímicos antes y después de la inducción mediante la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon, evidenció diferencias significativas en cada caso, siendo para la FAL p=0,016 mientras que la ALT, AST y Bbt presentaron una significación de 0,018, lo que indica generación de daño hepatocelular y por consiguiente su utilidad como modelo de hepatotoxicidad.
Al analizar en cada uno de los grupos tratados con las plantas y expuestos a la acción tóxica del paracetamol, el comportamiento de los parámetros bioquímicos antes y después de inducir toxicidad, mediante la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon, se apreció la ausencia de diferencias estadísticas significativas para cada variable analizada en el grupo tratado con el extracto de Ocimum basilicum L. a la dosis de 400mg/kg (II), en tanto los grupos tratados con la dosis de 200mg/kg de los extractos de Ocimum basilicum L. (I) y Allium sativum L. (III) mostraron diferencias significativas (p<0,05) solamente para el caso de la bilirrubina total. Mientras que, para la dosis de 400mg/kg (IV) de Allium sativum L.  se obtuvieron diferencias estadísticas altamente significativas (p<0,01) para cada parámetro evaluado.

La comparación por parejas de grupos experimentales mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (M-W), transcurridas 24 horas de inducido el daño con paracetamol, evidenció que al analizar el grupo (IV, tratado con la dosis de 400mg/kg de Allium sativum L.) respecto a los grupos (V, control de daño hepático) y (VI, control no tratado) en relación a los niveles plasmáticos medios de ALT, AST, FAL y Bbt, se obtuvieron diferencias altamente significativas para cada variable (p=0,000). 
Por otro lado, el análisis entre los grupos (I, II y III) respecto al grupo control de daño hepático (V) en relación a los cuatro parámetros bioquímicos evaluados, mostró diferencias altamente significativas (todos, p=0,000), mientras que evidenciaron un comportamiento similar respecto al grupo control no tratado (VI) para cada uno de los parámetros bioquímicos, ALT (I, p=0,965; II, p=0,604 y III, p=0,447), AST (I, p=0,408; II, p=0,356 y III, p=0,408), FAL (I, p= 0,408; II, p= 0,905 y III, p= 1,000) y Bbt (I, p= 0,173; II, p= 0,095 y III, p= 0,211).

El análisis bioquímico arrojó como resultados concluyentes que los extractos de Ocimum basilicum L. a ambas dosis y Allium sativum L. a la dosis de 200mg/kg presentan mayor actividad protectora frente a la hepatotoxicidad provocada por una sobredosis de paracetamol. 
Respecto al análisis morfológico del hígado no se presentaron cambios importantes en las características macroscópicas del hígado, caracterizadas por coloración y consistencia normal, ausencia de dilatación de vasos sanguíneos y trombos. 

La Tabla 3 muestra los resultados del examen histológico de las muestras de hígados en los diferentes grupos experimentales. 
Tabla 3. Análisis histológico obtenido 24 horas posterior a la inducción del daño hepático (n= 52).

	Hallazgo histopatológico

	Grupo experimental
	Ausencia alteraciones
	Daño

leve
	Daño moderado
	Daño severo

	I
	Dosis 1 Ocimum basilicum  + paracetamol 
	7
	1
	0
	0

	II
	Dosis 2 Ocimum basilicum  + paracetamol 
	6
	3
	0
	0

	III
	Dosis 1 Allium sativum + paracetamol 
	8
	1
	0
	0

	IV
	Dosis 2 Allium sativum + paracetamol 
	4
	5
	0
	0

	V
	Paracetamol
	0
	0
	2
	5

	VI
	No tratado
	9
	1
	0
	0

	Sig. asintót.
	0,000**
	0,001**
	0,000**
	0,000**


Leyenda: 
Significación estadística: *p( 0.05, **p(0.01 prueba de K-W

*(significativo), **(altamente significativo)

Dosis 1: 200mg/kg, Dosis 2: 400mg/kg 

Fuente: Modelo de registro de observaciones histopatológicas archivados en la UGC.
El grupo expuesto solamente al paracetamol (V) se corresponde con el mayor grado de hepatotoxicidad mostrando un daño del tejido de moderado (28,57%) a severo (71,43%) con predominio de necrosis severa de la vena centrolobulillar. En cambio, podemos observar como en el grupo control no tratado (VI) el 90% de los animales no presentaron alteración histopatológica lo que corrobora su utilidad como control negativo.

Al aplicar la prueba no paramétrica de K-W se obtuvieron diferencias estadísticas altamente significativas entre todos los grupos experimentales en relación a la ausencia de alteraciones histopatológicas, la presencia de daño leve, moderado y severo del tejido (todos p<0,01). 

La comparación por parejas de grupos experimentales mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (M-W) en relación a los hallazgos histopatológicos obtenidos, evidenció diferencias significativas (todos p<0,05) al analizar los diferentes grupos tratados con las plantas de estudio (I-IV) respecto al grupo (V) en relación a la presencia de daño severo, lo que indica la presencia de alteraciones histológicas de menor grado en los grupos tratados con los extractos de las plantas de estudio.

En el caso de los grupos I y II tratados con el extracto blando de Ocimum basilicum L., se observó ausencia de alteraciones histopatológicas (87,5% y 66,67% respectivamente) como hallazgo histológico predominante, encontrándose las muestras de hígado dentro de los límites histológicos normales. De manera que al compararlos con el grupo control de daño hepático mostraron diferencias estadísticas altamente significativas (p(0,002) y significativas (p(0,023) respectivamente. En cambio, ambos grupos no difieren del control no tratado en relación a este hallazgo histológico (I, p(0,965 y II, p(0,400).
De igual manera, los animales del grupo III tratados con el extracto de Allium sativum L. a la dosis de 200mg/kg mostraron ausencia de alteraciones histopatológicas como hallazgo mayoritario (88,89%). Las secciones de hígado también se encontraban dentro de los límites histológicos normales no mostrando diferencias estadísticas significativas (p(0,968) respecto al grupo control no tratado (VI). Mientras que, en los animales tratados con la dosis de 400mg/kg de esta planta se observó un predominio de daño leve del tejido (55,56%) que difiere de manera significativa (p(0,043) respecto al grupo control no tratado (VI). En relación al daño histopatológico mayoritario en cada caso, el grupo (III) arrojó diferencias altamente significativas (p(0,001) respecto al grupo control de daño hepático (V), no así el grupo IV el cual no mostró diferencias significativas (p(0,071).

La Figura 1 muestra representativamente las características morfológicas del tejido hepático con predominio en cada grupo experimental.

[image: image1.png]



Figura 1. Características morfológicas del tejido hepático en ratones, no tratados (4a), tratados con paracetamol (4b), y los que se expusieron al paracetamol y recibieron preventivamente el extracto de Ocimum basilicum L. a ambas dosis (4c) y Allium sativum L. a las dosis de 200mg/kg (4d) y 400mg/kg (4e).

En la figura 1a, perteneciente a un animal no tratado (grupo VI), se observa una morfología hepática normal, caracterizada por una distribución radial de las cadenas de hepatocitos con respecto a la vena central y espacios sinusoidales de tamaño regular. 

La administración de una dosis única de 600mg/kg de paracetamol provocó alteraciones en la morfología hepática como necrosis confluente severa centrolobulillar, necrosis parcelar moderada y esteatosis hepática macrovacuolar moderada. Además de aumento del tamaño de los espacios sinusoidales y hepatocitos binucleados (figura 1b). 

Las alteraciones provocadas sobre la morfología hepática en un animal tratado con la dosis de 200mg/kg ó 400mg/kg del extracto de Ocimum basilicum L. y expuestos a la acción tóxica del paracetamol se observan con similar comportamiento en ambas dosis (figura 1c), donde se evidenciaron hígados dentro de los límites histológicos normales. Se destacó la hiperplasia de las células de Kuffer, lo que habla a favor de una respuesta inmunológica y la ausencia de necrosis de la vena centrolobulillar característica en la toxicidad hepática por fármacos. 

Los efectos sobre la morfología hepática tras la administración de una dosis de 200mg/kg del extracto de Allium sativum L. y una sobredosis de paracetamol  se representan en la figura 1d, donde se destaca la hiperplasia de las células de Kuffer y la ausencia de necrosis de la vena centrolobulillar como respuesta inmunológica al igual que los animales tratados con el extracto de Ocimum basilicum L. En el caso del extracto de Allium sativum L. a dosis de 400mg/kg predominó la presencia de hepatocitos binucleados, necrosis aislada focal, esteatosis hepática macrovacuolar ligera y degeneración balonizante difusa moderada (figura 1e).

DISCUSIÓN. 
El paracetamol es comúnmente empleado para generar modelos experimentales de hepatotoxicidad debido a que provoca necrosis aguda centrolobulillar. En nuestro estudio, la dosis empleada (600mg/kg) para inducir el daño hepático produjo el incremento de los niveles plasmáticos de los parámetros bioquímicos evaluados (ALT, AST, FAL y Bbt), lo que demuestra el efecto tóxico de este fármaco sobre el parénquima hepático. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores al emplear una dosis similar de este agente hepatotóxico15,18,26,27. Mientras Kumar y Misra, refieren haber obtenido niveles elevados de aminotransferasas, FAL y Bbt con el empleo de una dosis de 200mg/kg de paracetamol por vía oral en ratas albinas29. 

La lesión hepática tóxica provoca daños en la membrana plasmática hepatocelular con la consiguiente liberación al fluido sanguíneo de las enzimas localizadas en el citosol y en las estructuras intracelulares, siendo estas indicadores sensibles para el diagnóstico de enfermedad hepática30. En este sentido, un incremento de la actividad plasmática de las aminotransferasas de aspartato y alanina refleja directamente mayor permeabilidad o ruptura celular, debido a un daño en la célula hepática que pudo haber sido el resultado de la unión covalente del NAPQI a los grupos tioles de macromoléculas del hepatocito o a las principales reacciones de lesión celular, inducidas por los radicales libres generados durante la biotransformación del paracetamol en NAPQI. 

Teniendo en cuenta que la ALT es una enzima altamente específica para detectar lesiones celulares en el parénquima hepático y que una sobredosis de paracetamol produce necrosis centrolobulillar en la zona 3 del acino hepático de Rappapport donde se encuentra una elevada concentración de AST, podemos inferir que los resultados mostrados por los extractos de Ocimum basilicum L. (a ambas dosis) y Allium sativum L. (a la dosis de 200mg/kg) son característicos de agentes hepatoprotectores, pues a pesar de su exposición al paracetamol, presentaron similar actividad plasmática de ALT y AST respecto al grupo control no tratado (VI), lo que demuestra que los extractos a las dosis citadas anteriormente previenen la elevación de los niveles plasmáticos de estas enzimas como consecuencia del daño hepatocelular provocado por el fármaco. 

La FAL es excretada normalmente vía biliar por el hígado y aunque el aumento de sus niveles plasmáticos no es específico de enfermedad hepática, resulta indicativo de la ocurrencia de cualquier forma de obstrucción del tracto biliar, debido a su presencia en la membrana del hepatocito y en la superficie exterior de la membrana canalicular biliar. De manera similar, los niveles de bilirrubina se elevan cuando el hígado pierde al menos el 50% de su capacidad de excreción 28. De ahí a que, un incremento de los niveles plasmáticos medios de FAL inducida por la acción tóxica del paracetamol se correlaciona con niveles elevados de bilirrubina. Considerando lo anterior, los grupos tratados con el extracto de Ocimum basilicum L. (a ambas dosis) y Allium sativum L. (a la dosis de 200mg/kg) a pesar de su exposición al paracetamol mostraron niveles medios de FAL y Bbt similares al grupo control no tratado (VI). Ello sugiere, la posibilidad de que ambos extractos blandos a las dosis citadas presentan mayor capacidad para estabilizar la disfunción biliar provocada por la acción tóxica del paracetamol.

Otro de los indicadores estudiados para evaluar la actividad hepatoprotectora de las plantas de ensayo fue la evaluación de la morfología del parénquima hepático, donde los resultados obtenidos del estudio histológico se correlacionan con los hallazgos histopatológicos obtenidos por Troncoso y Guija al estudiar el efecto antioxidante y hepatoprotector del Petroselinum sativum (perejil) en ratas con intoxicación hepática inducida con este fármaco31. Otros estudios que describen similares características morfológicas son los realizados por Garba y cols en un biomodelo de hepatotoxicidad con paracetamol empleando similar dosis de estudio15. En cambio, Méndez y cols., con el empleo de igual dosis de paracetamol refieren haber obtenido morfológicamente necrosis hepatocelular moderada al evaluar el efecto hepatoprotector de Bidens pilosa L. en ratones NMRI 18.
Por otro lado, en las secciones de hígado de los animales tratados con los extractos de Ocimum basilicum L. a ambos niveles de dosis (grupos I y II) y los tratados con la dosis de 200mg/kg de Allium sativum L. (III) se observó protección del tejido hepático ante el daño provocado por el paracetamol, con predominio de hígados dentro de los límites histológicos normales como resultado de una respuesta inmunológica. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Girish y cols.26
Mientras que, el extracto de Allium sativum L. a 400mg/kg, mostró menor protección del tejido hepático ante la acción tóxica del paracetamol, al predominar como hallazgo histopatológico la presencia de daño leve, resultados que se correlacionan con los arrojados por Garba y cols15 y Roy y Kumar27.
De manera general, cuando analizamos los tres indicadores que nos permiten evaluar el efecto hepatoprotector de una sustancia, podemos observar como en el caso de los grupos tratados con el extracto de Allium sativum L. a la dosis de 200mg/kg (III) y Ocimum basilicum L. a las dosis ensayadas (I y II) y a la vez expuestos al paracetamol, existe una correspondencia entre la ausencia de signos clínicos de toxicidad, actividad enzimática y concentración plasmática de bilirrubina total y el análisis morfológico del hígado, demostrando la capacidad hepatoprotectora de estos extractos vegetales al prevenir el daño hepatocelular provocado por la acción tóxica del paracetamol, lo que pudiera ser el resultado de una estabilización de la membrana celular con la consiguiente preservación de la integridad estructural del tejido hepático. 

Por otro lado, a pesar de la ausencia de signos clínicos de toxicidad en los animales tratados con la dosis de 400mg(kg de Allium sativum L. (IV) y expuestos al paracetamol, se evidenció un incremento de los niveles plasmáticos de los parámetros bioquímicos evaluados que a pesar de encontrarse en el rango normal de referencia y diferir de manera altamente significativa (p<0,01) respecto al  grupo tratado con paracetamol, el análisis histopatológico confirmó la presencia de daño leve como alteración mayoritaria, lo que demuestra que este extracto a la dosis señalada protege en menor medida la membrana plasmática hepatocelular.
En este estudio, los extractos blandos de las especies Ocimum basilicum L. y Allium sativum L. mostraron comportamientos diferentes en relación a las dosis evaluadas y el efecto hepatoprotector obtenido en cada caso.
En este sentido, en los grupos (I y II) al analizar la actividad plasmática de las enzimas (ALT, AST y FAL) y la concentración de bilirrubina total, unido al hallazgo histopatológico predominante mediante la prueba no paramétrica de M-W, no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos tratados con esta planta para cada variable analizada, lo que evidencia que a las dosis estudiadas el extracto de la planta presenta protección frente a la acción tóxica del paracetamol con un comportamiento independiente a las dosis administradas. En cambio, el tratamiento con Allium sativum L.(grupos III y IV) arrojó que el análisis bioquímico e histopatológico entre los grupos tratados con cada una de las dosis de la planta mediante la prueba no paramétrica de M-W evidenció diferencias estadísticas altamente significativas (p=0,000) para cada variable evaluada. Lo anterior demuestra que este extracto posee actividad protectora del hígado con un comportamiento dosis dependiente, correspondiéndose los mejores resultados a la dosis menor (200mg/kg). Similares resultados obtuvo Gorinstein y cols. al evaluar el efecto hipocolesterolemiante de esta planta refiere haber obtenido mayor actividad con la menor dosis empleda 32. Sin embargo, Benkeblia refiere haber obtenido mayor actividad antimicrobiana con la mayor dosisde estudio33.
En la literatura médica se reportan diversos comportamientos al evaluar la relación dosis-efecto hepatoprotector de plantas medicinales que poseen un efecto dosis independiente, como los arrojados por Méndez y cols.18, mientras que Ochoa y Zeashan obtuvieron un comportamiento dosis-dependiente, obteniendo la mayor actividad con la dosis mayor34, 35.
La actividad hepatoprotectora exhibida por los extractos de estudio pudiera deberse a la presencia de determinados metabolitos con actividad hepatoprotectora comprobada, que al menos en parte, contribuyen al efecto farmacológico evaluado. 

La presencia de compuestos fenólicos, entre ellos los flavonoides, pudiera explicar el efecto hepatoprotector mostrado por las plantas de estudio, presumiblemente por su actividad antioxidante demostrada, como resultado de una combinación de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres30,31,34,35. 
En este sentido, el tamizaje fitoquímico realizado a un extracto hidroalcohólico al 25% de la parte aérea de Ocimum basilicum L. arrojó la presencia de flavonoides (+++), saponinas (+), triterpernos y/o esteroides (+) y  fenoles y/o taninos (++). En el caso del Allium sativum L. en el tamizaje realizado a un extracto hidroalcohólico al 60% se obtuvo presencia de saponinas (+), flavonoides (++), triterpenos y/o esteroides (+).

Además de los compuestos fenólicos presentes en las plantas de ensayo,  otros antioxidantes naturales con efectos inmunomoduladores, anti-inflamatorios, antifibróticos, secuestradores de radicales libres y estabilizadores de membrana; pudieran contribuir a proteger al hígado de cambios degenerativos con prevención de reacciones químicas de toxicidad, estrés oxidativo, peroxidación lipídica, cambios moleculares en el tejido hepático y necrosis, todo ello como resultado de la acción tóxica del NAPQI y a la depleción del GSH 36-41; lo cual pudiera explicar el efecto hepatoprotector mostrado por las plantas de estudio34, 35, 42, 43.
Teniendo en cuenta que el mecanismo de acción tóxica del paracetamol involucra la formación de NAPQI, metabolito responsable de generar estados de estrés oxidativo mediante la acción de especies reactivas del oxígeno y por otro lado, la actividad antioxidante y secuestradora de radicales libres que se le atribuye a los flavonoides que contribuye a inhibir la cadena de reacciones de peroxidación lipídica, podemos sugerir que la presencia de estos metabolitos secundarios en los extractos de ensayo pudiera contribuir mayoritariamente al efecto hepatoprotector41, 44-46. 

No obstante, el estudio realizado no nos permite asegurar que los flavonoides sean los responsables del efecto farmacológico estudiado, ni descartar que otros compuestos presentes en los extractos guarden relación con los resultados obtenidos. En este sentido, la clínica y la experimentación farmacológica demuestran que la acción de una planta a veces no puede explicarse por uno de sus principios activos. La acción de la planta se debe a fitocomplejos que son entidades bioquímicas, dinámicas y unitarias con interacciones entre sus componentes, donde las funciones biológicas de las diferentes moléculas son complementarias.
CONCLUSIONES.
Partiendo de los tres indicadores como criterios para evaluar la actividad hepatoprotectora de las plantas de estudio, podemos arrivar a la siguientes  conclusiones: no se presentaron signos clínicos de toxicidad asociados a la administración de las sustancias de ensayo. Por otra parte los extractos blandos de Ocimum basilicum L. (a ambas dosis estudiadas) y Allium sativum L. (200mg/kg) previeron en mayor medida la elevación de la actividad enzimática de las aminotransferasas de alanina y aspartato, fosfatasa alcalina y la concentración de bilirrubina total, frente a la acción tóxica del paracetamol. No se presentaron cambios en las características macroscópicas del hígado en los diferentes  grupos tratados. Sin embargo, microscópicamente la administración de paracetamol provocó daño severo de los hepatocitos, mientras que en los grupos pre-tratados con los extractos de Ocimum basilicum L. (a las dosis estudiadas) y Allium sativum L. (200mg/kg) predominó la ausencia de alteraciones histológicas, a diferencia del grupo tratado Allium sativum L. a (400mg/kg) donde se presentaron daños de leves a moderados.
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