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RESUMEN. El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto
hepatoprotector de Ananas comosus (pifia) en ratas con intoxicacion hepéatica
inducida por isoniacida. Es un estudio transversal experimental. Se emple6
una poblacion de 24 ratas Holtzman hembras, separadas aleatoriamente en 4
grupos y administrando por 14 dias a cada grupo: A (control dieta y agua), B
(isoniacida 50 mg/kg), C (silimarina 200 mg/kg e isoniacida 50 mg/kg) y D (pina
400 mg/kg e isoniacida 50 mg/kg). Se usaron las pruebas no paramétricas de
Wilcoxon y Kruskall Wallis. Nuestros resultados demostraron que en el grupo B
los niveles de albumina (4.75 + 1.37) y proteinas totales (2.65 + 2.21) se
encuentran disminuidos; Yy los niveles de: bilirriubina total (1,94 +0,99), alanino
aminotransferasa (32,16 17,51) y aspartato aminotransferasa (263,54+12,5)
se encuentran incrementados en comparacion con el grupo control (grupo A).
No se hallé diferencia significativa entre los grupos en cuanto a la variaciéon de
bilirrubina directa (p =0.334) y gamma glutamil transpeptidasa (p=0.08). Los
higados del grupo B mostraron un aspecto congestivo, fueron mas grandes y
pesaron mas. Segun puntaje necroinflamatorio, el grupo B presentdé mayor
dafno (4.17 £1.33) en comparacién con los grupos A (0.67 £ 0.82), C (3.33
1.37) y D (1.67 +0.52). Se evidencio el efecto hepatoprotector mediante
parametros clinicos, bioquimicos y morfoldgicos.

Palabras clave: pifia, bromelina, isoniacida, hepatoprotector
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SUMMARY The objective of this research was to determinate the protective
effect the aqueous extract Ananas comosus “pifia” on isoniazid-induced liver
toxicity in female Holtzman rats. It is a transversal experimental study. In 24
female Holtzman rats were dosed for 14 days and divided randomly, in 4
groups: A (control), B (isoniazid 50 mg/kg), C (silimarina 200 mg/kg and
isoniazid 50 mg/kg) y D (pineapple 400 mg/kg and isoniazid 50 mg/kg).
Wilcoxon and Kruskall Wallis tests were used. The results of group B show that
albumin (4.75 £ 1.37) and total proteins (2.65 + 2.21) were diminished; and
increased levels of total bilirubin (1.94 £0.99), alanine aminotransferase (32, 16
*+ 17,51) and aspartate aminotransferase (263,54+12,5) compared with group
A as well. No significant difference was found in direct bilirubin (p =0.334) and
gamma-glutamyl transpeptidase (p=0.08). Livers of group B were more
congestive, bigger and heavier than the other groups. According to
necroinflammatory effect, group B showed to be more damaged (4.17 +1.33)
than groups A (0.67+0.82), C (3.33 £1.37) and D (1.67 +0.52). The protective

effect was evidenced by clinical, biochemical and morphological parameters.

Keywords: Pineapple, bromelain, isoniazid, liver protector
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportdé en el 2015, 9
millones de casos nuevos de tuberculosis y 1,8 millones de defunciones
debido a esta causa. Siendo mas prevalente en paises en via de
desarrollo’.  La isoniacida, rifampicina, pirazinamida y etambutol,
constituyen los medicamentos de primera linea contra Mycobacterium
tuberculosis® ya que son altamente eficaces en pacientes nuevos. La
terapia antituberculosa requiere, debido a las caracteristicas especiales
del patégeno, de la combinacion y el uso prolongado de diversos
farmacos potencialmente hepatotéxicos como la isoniacida. Siendo la
incidencia de toxicidad hepatica inducida por éstos farmacos variable.
Sin embargo, durante su biotransformacién hepatica, ésta puede formar
metabolitos reactivos que danan los hepatocitos mediante el incremento
de estrés oxidativo, principalmente la isoniacida. Esto puede conllevar a
la suspension de la terapia y aparicion de cepas mas resistentes,

conocidas como TB-MDR (tuberculosis multidrogorresistente)

La toxicidad hepética es el efecto adverso mas preocupante del
tratamiento antituberculoso. Puede deberse a toxicidad directa o a

mecanismos de hipersensibilidad®.

Se ha demostrado que el estrés oxidativo es el principal mecanismo que
genera dafo hepatico, por lo que los productos naturales, como la
Ananas comosus, podrian disminuir debido a sus propiedades
hepatoprotectora. El fruto contiene azlcares totales, flavonoides,
polifenoles totales, carotenoides, vitaminas B1 y B2, C, calcio, hierro,
potasio y un conjunto de proteasas que son: ananaina, comosaina,
bromelina, siendo esta Ultima las mas estudiada como antiinflamatorio,

antitromboético, anti-tumoral e inmunomodulador.

12



1.1 Objetivo general

o Determinar el efecto hepatoprotector de Ananas comosus (pina)

en ratas con intoxicacién hepatica inducida por isoniacida

1.2 Obijetivos especificos

o Determinar la variacion en los parametros bioquimicos producidos
por el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Ananas comosus

“pifa”, en toxicidad hepatica inducida por isoniacida en ratas.

o Determinar los cambios macroscopicos en la morfologia hepatica
producidos por el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Ananas
comosus “piAa”, en la toxicidad hepética inducida por isoniacida en

ratas.

o Determinar los cambios histopatoldgicos producidos por el efecto
hepatoprotector del extracto acuoso de Ananas comosus “pina”, en la
toxicidad hepatica inducida por isoniacida en ratas.

1.3 Hipotesis

o Hipdtesis alterna (H1): El extracto acuoso de Ananas comosus
‘pina” posee efecto hepatoprotector en la toxicidad inducida por

isoniacida en ratas albinas hembras de cepa Holtzman.

o Hipétesis nula (HO): El extracto acuoso de Ananas comosus “pina”
no posee efecto hepatoprotector en la toxicidad inducida por isoniacida
en ratas albinas hembras de cepa Holtzman



GENERALIDADES

2.1 Antecedentes

La hepatotoxicidad, efecto secundario méas frecuente de la isoniacida, tiene
cronologia propia. Suele ocurrir en los primeros meses de tratamiento
segun una revisién reciente. La hepatotoxicidad ocurre generalmente
dentro de semanas a meses en lugar de los dias a semanas de inicio que
se ven con reacciones de hipersensibilidad. A diferencia de una reaccién de
hipersensibilidad clasica, la reexposicién de isoniazida no siempre provoca
una recurrencia rapida de la hepatotoxicidad. Aproximadamente el 60% de
la incidencia de hepatotoxicidad en el estudio USPHS ocurri6 en los
primeros 3 meses de tratamiento, y el 80% de la incidencia ocurrid en los
primeros 6 meses. Una revision retrospectiva de la mortalidad encontré que
el intervalo mediano desde el inicio del tratamiento hasta el inicio de los

sintomas fue de 16 semanas. *

Segun el estudio de Page et al. (2006) El porcentaje de pacientes con
hepatotoxicidad clinicamente reconocida fue significativamente mayor en el
grupo de tratamiento de 9 meses con isoniacida que en el grupo de

tratamiento de 4 meses con rifampicina.

La edad media de los pacientes que presentaron hepatotoxicidad fue de
39,7 anos (mediana de edad, 44 anos, rango de edad, 16-66 afnos). Nueve
(69%) De 13 pacientes eran mujeres; 7 (54%) de los 13 pacientes eran
hispanos; y ningtin paciente habia documentado la infeccién por el VIH. °

El extracto de pifia contiene diversos componentes antioxidantes,
destacandose entre ellas la bromelina, una enzima que ha sido estudiada
por sus diversas propiedades. Estudios clinicos demuestran que la enzima
es un agente antiinflamatorio en artritis reumatoide, dafos en tejido blando,
inflamacion de colon, dolor crénico y asma. El principal mecanismo

estudiado in vitro demuestra que inhibe produccién de citoquinas IL-4 y en

14



menor grado citoquinas IL-2 e interferon gamma (IFN-.), por modulacion de
la quinasa 2 reguladora extracelular (ERK-2). También ha demostrado
reducir los receptores de superficie como el receptor hialuronato CDyg,
asociado con la migracién de leucocitos e induccion de mediadores

proinflamatorios. °

Tochi et al. (2008) estudiaron el efecto de la bromelina en dolor atipico de
rodilla, reporté mejora significativa luego de un mes. Los resultados son
consistentes cuando hay una dosificacion temprana de bromelina. Ademas
reportaron la eficacia de enzimas combinadas (bromelina, tripsina y rutina)
versus diclofenaco con pacientes que padecen osteoartritis de rodilla en
estudio doble ciego aleatorio. La combinacion de enzimas y el diclofenaco
son igual de eficaces, pero este ultimo genera cierta toxicidad hepatica. Por

lo tanto, la combinacién de enzimas resulta ser mas segura y tolerable®.

Braun et al. (2005) realizaron un ensayo clinico en Alemania con nifios
menores de 11 afos afectados por sinusitis aguda fueron tratados en 3
grupos distintos: con bromelina-POS®, en combinacion con bromelina-
POS® y las terapias estandar, o con las terapias estandar. El parametro
primario de medicién de la eficacia de los diferentes grupos de tratamiento
fue la duracién de sintomas. Se concluyd que el grupo tratado sélo con
bromelina mostré una diferencia significativa de recuperacion mas rapida

comparada con el resto de grupos’.

Fitzhugh et al. (2008) demostraron que la bromelina reduce la migracién
de neutréfilos, ya que causa una débil adhesién de la IL-8 en los
receptores CD128a/CXCR1y CD128b/CXCR2, reduciendo la quimiotaxis y
activacién de este tipo de células blancas en un 40%. El estudio indico
también que la bromelina no reduce la expresién ni produccién de
citoquinas proinflamatorias y quimio quinas en la zona peritoneal.
Adicionalmente, fMLP no fue afectada por bromelina cuando se

experimentd la migracién de neutréfilos estimulada por péptidos analogos
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bacterianos, lo que se descarta un defecto global de migracion

leucocitaria®.

Inchingolo et al. (2010) concluyeron que, luego de evaluaciéon un grupo de
46 personas, la bromelina es tan efectiva como el ketoprofeno en la
disminuciéon de edema y dolor post operatorio de extraccidbn de tercer

molar®.

Secor et al. (2012) Afirmaron que la bromelina atenta la inflamacion
causada por reaccion alérgica a la ovoalbumina, segun experimento en
donde se sensibilizan via inyeccién peritoneal y luego exposicion por
aerosol de la proteina a los animales de experimentacion, posteriormente
tratados con bromelina se observa una disminucién a la sensibilizacién por
metacolina, eosinofilia, IL-13, linfocitos CD8+, CD19+ y menor dano en el

tejido broncoalveolar'®.

Sude et al. (2008) estudiaron los efectos benéficos de la silimarina en
toxicidad hepatica inducida por antituberculosos en ratas Wistar. Los
animales fueron distribuidos en 6 grupos : Grupo 1 (control), grupo 2
(control silimarina 200mg/Kg via canulacion gastrica) , grupo 3 (isoniacida a
50mg/Kg y rifampicina a 100 mg/Kg via intraperitoneal), grupo 4
(pirazinamida 350mg/Kg via canulacion gastrica, isoniacida a 50mg/Kg y
rifampicina a 100 mg/Kg via intraperitoneal) ; los grupo 5y 6 recibieron los
medicamentos de los grupos 3 y 4 respectivamente, afiadiendo una dosis
de 200mg/Kg de silimarina via canulacién gastrica. La dosificacion de los
grupos se mantuvo por 14 dias. Se concluyé que la silimarina disminuye
significativamente el dano hepatico, reflejado en los analisis
histopatolégicos y biquimicos'".
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Maryam et al. (2010) evaluaron el efecto protector de la silimarina en la
toxicidad hepéatica inducida por isoniacida conejos albinos; divididos en 4
grupos: Grupo1 (control), grupo 2 (silimarina 50 mg/kg), grupo 3 (isoniacida
50 mg/kg via intra peritoneal) y grupo 4 (isoniacida 50 mg/kg via
intraperitoneal mas silimarina 50mg/Kg). El esquema de dosificacion se
realizd durante 11 dias. Los resultados indican que la silimarina tiene un
efecto hepatoprotector, ya que disminuye significativamente los valores de
bilirrubina y la incidencia y severidad de cambios histopatoldgicos en el
higado'?.

Singh et al. (2012) demostraron el efecto protector de la silimarina y n-
acetilcisteina administrados por 48 horas en la toxicidad inducida por
antituberculosos in vitro de células hepaticas humanas de la linea de los
carcinomas hepatocelulares (HePg2). Se observo la reduccion de toxicidad
mediante el incremento de la viabilidad celular, conservacién de un aspecto
morfolégico saludable y conservacion de la actividad respiratoria celular.
De estos resultados se deduce la conservacidn de membrana celular,

eliminacién de dafio mitocondrial y disminucién de apoptosis'®.
2.2 Marco teoérico

2.2.1 Pina

La pifia es una planta perenne monocotileddénea herbacea perteneciente a
la familia Bromelaciae, cuyo nombre cientifico es Ananas comosus (L), ya
que no presenta semilla se propaga vegetativamente por brotes laterales.
Su fruto es dulce y jugoso, considerado una infrutescencia estéril
denominada baya, puede pesar hasta 2Kg. La planta es terrestre y puede
crecer hasta 1 metro de altura, con tallos cortos y peciolos expandidos. En
el campo se pueden sembrar hasta 75000 individuos por hectarea. Existen
alrededor 17 variedades de cultivo de Ananas comosus que se ha
esparcido hacia zonas tropicales, siendo los productores lideres: Australia,
Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, China, Filipinas, Ghana, Hawaii, India,
Malasia, Nigeria, Pert, Tailandia, Venezuela y Vietnam™.



El fruto contiene un 15% de azucares, acido malico y citrico, vitaminas B1,
B2, B3, B6 y C, minerales como fosforo, potasio, calcio, hierro, magnesio,
calcio, bajas cantidades de lipidos y proteinas'™

Imagen 1. Fruto y tallo de Ananas comosus

La pifia, perteneciente a la familia Bromelaciae es una fuente abundante de
cisteinproteasas (EC 3.4.22) la mayor cantidad de endopeptidasa
encontrada en extractos de tallo es la bromelina de tallo (EC 3.4.22.32).
Mientras que la bromelina de fruto (EC 3.4.22.33) se encuentra en mayor
cantidad en el fruto.

Adicionalmente, se hallaron 2 cisteinproteinasas en el tallo que son la
ananaina (EC 3.4.22.31) que representa el 5% de las proteinas totales del
extracto de tallo. El pH optimo tanto en sustratos naturales como sintéticos
es aproximadamente de 7. Esta enzima no es glicosilada y esta formada
por una cadena simple de 23,5 kD, pl > 10 y la comosaina, endopeptidasa
menos abundante (<1%) de proteinas totales, es una glicoproteina de 24,5
kDay pl >10.
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La bromelina de tallo (EC 3.4.22.32) es la mas abundante en los extractos
de tallo de la planta, es una unica cadena polipeptidica glicosidada de 24,5
kDa, con un pl= 9,55, y cuenta con un pH optimo a diferentes temperaturas
sobre varios sustratos naturales y sintéticos. Presenta una actividad
maxima a 60°C y pH 7. Estd constituida por una secuencia 212
aminoacidos en los que destacan: arginina, acido aspartico, serina, prolina
alanina, valina, glicina y metionina. Se encuentran enrollados en dos
partes separadas por un puente que tiene un lugar activo con un grupo tiol

(SH) libre. Su residuo aminoterminal es valina y carboxilo terminal glicina.'®

La bromelina de fruto (EC 3.4.22.33) presente en mayor cantidad en los
extractos de fruto, tiene un amplio pH optimo frente a diversas sustancias
naturales o sintéticas al igual que la bromelina de tallo. El pH idea que la
enzima actla sobre la caseina y hemoglobina desnaturalizada es
respectivamente, de 8,3 y 8. Su estructura consta de 351 aminoacidos en
los que prevalecen: acido aspartico, acido glutamico, glicina, alanina,
valina, tirosina, leucina e isoleucina. La secuencia entorno al sitio activo es
Asn —Glix-Asn-Pro-Cys-Ala-Cys. Tiene preferencia por el sustrato sintético
Bz-Phe- Val — Arg -NHMec y no por Z-Arg-Arg-NHMec, en contraste con la
bromelina de tallo. La bromelina de fruto es una cadena polipeptidica no
glicosidada de aproximadamente 25kDa cuyo pl es 4,6. '¢"7
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Imagen 2. Modelo molecular de bromelina

En ambos caso la enzima se inhibe con derivados mercurio divalentes
(Hg2+) como el p-CMB (acido p-cloromercuribenzoico), acetato
fenilmercurico, cloruro mercurico y cobre divalentes (Cu2+). Disminuye su
actividad con sustancias que contengan hierro trivalente (Fe3+) y
cistatinas, lo que demuestra que los grupos —SH reactivos son necesarios
para la actividad. Esta pérdida de actividad puede ser recuperada con
concentraciones de cisteina. El agente nucleofilico es el atomo de azufre de

la cisteina que formaria un intermediario covalente durante la reaccién.'®
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Imagen 3. Mecanismo de accidn de grupo tiol proveniente de cisteina.

2.2.2 Toxicidad hepatica

La hepatotoxicidad se define como la lesion o dafo en higado a
consecuencia de una exposicion a un medicamento u otros agentes no
farmacolégicos. La reaccion medicamentosa adversa es cualquier
respuesta nociva y no intencional que se produce a dosis farmacologicas

con fines profilacticos y terapéuticos.?

Las reacciones adversas que afectan al higado son determinadas por
alteracién de al menos uno de los analisis bioquimicos hepaticos: aumento
de alanino aminotransferasa (ALT) superior a dos veces el limite alto de la
normalidad, aumento de la concentracion de bilirrubina directa sérica mas
de dos veces el limite alto de la normalidad, aumento de aspartato
aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina y la concentracion de bilirrubina
total, siempre que supere uno de ellos mas de dos veces el limite alto de la

normalidad.?%?



Para la isoniacida, se emplean los criterios diagnosticos para definir
toxicidad hepatica por medicamentos antituberculosos establecidos por el
Centro de Evaluacion e Investigacion de Medicamentos de la
Administracién de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA) y la
Asociacion Americana para el estudio de Enfermedades Hepaticas en el

2001; dichos criterios fueron los siguientes:

- Elevacion mayor de tres veces por encima del limite superior
normal para las aminotransferasas y de dos veces para la fosfatasa

alcalina (FA) , sin sintomas

- Elevacion de las aminotransferasas mayor de tres veces el limite

superior de lo normal con presencia de sintomas.

- Elevacion de las aminotransferasas mayor de cinco veces el limite

superior de lo normal con o sin presencia de sintomas
- Incremento de las bilirrubinas mas de dos veces el valor normal

Es importante resaltar que con frecuencia el patrén de alteracion hepatica

ocasionado por los medicamentos antituberculosos es mixto.?’

2.2.3 Epidemiologia

La incidencia de toxicidad hepatica generada especificamente por

medicamentos antituberculosos fluctia en 4,3 y 19%.

Gulbay et al (2006)., realizaron estudio retrospectivo durante 17 afnos,
donde describieron los efectos adversos de los medicamentos
antituberculosos en una poblacion de 1149 pacientes; se encontrd un 4,9%
de alteraciones en perfil hepatico, 2,4% de toxicidad hepatica y 0,8% de

falla hepatica fulminante.?

En 1985, en un estudio de 44 pacientes tratados con 15mg/Kg de
isoniacida y 15mg/Kg de rifampicina, se  reporté una elevacion de
concentracion de alanino aminotransferasa en 100 unidades en 36
pacientes (82%), de los cuales 15 desarrollaron hepatitis sintomatica con

ictericia.?®
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2.2.4 Factores de riesgo

El desarrollo de hepatotoxicidad en pacientes depende de diversos

factores:

- Edad: a mayor edad, mayor riesgo de toxicidad hepatica. El riesgo

es evidente desde los 35 anos y aumenta a partir de los 60 afos

- Embarazo: el tercer trimestre y los tres primeros meses del
puerperio son los periodos en que hay mayor riesgo de toxicidad

hepatica.

- Alcohol: el consumo de alcohol aumenta el doble la incidencia de
toxicidad hepatica.

- Farmacos: los anti fungicos, carbamazepina, metrotrexato,
paracetamol y sulfasalazina son algunas de las drogas que aumentan

significativamente el riesgo de hepatotoxicidad.?*

- Co-infeccibn  VIH: La coinfeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) es un factor de riesgo importante, no se
conoce el mecanismo exacto, pero se supone de la administracion
simultdnea de antirretrovirales. En relacion a la terapia antirretroviral y
hepatitis por farmacos, dependiendo de los medicamentos usados
puede verse el aumento de la incidencia desde 2 a 18%. Hassen et al.
(2012) estudiaron en Etiopia, 296 pacientes TB/ VIH coinfeccion
tratados desde Enero 2008 hasta diciembre 2011, 33 desarrollaron
hepatotoxicidad  (11,5%). El estudio sugiere que la presencia de
tuberculosis pulmonar diseminada y/o indice de masa corporal < 18,5
Kg/m2, los pacientes TB/VIH coninfeccion, deben ser observados por la
ocurrencia de hepatotoxicidad durante la fase intensiva de tratamiento
de tuberculosos para prevenir morbilidad y mortalidad.®

- Hepatitis: La presencia de hepatitis B activa puede aumentar la
toxicidad hepatica por isoniacida: Incluso la infeccién con virus C, por si

sola aumenta el riesgo.



- Desnutricion: En los pacientes desnutridos, con indice de masa
corporal bajo, especialmente con hipoalbuminemia o deficiencias

vitaminicas, la toxicidad hepatica aumenta.

Warmelink et al. (2011) validan que la pérdida de peso a partir de 2 Kg a
mas durante los 4 primeros meses tratamiento antituberculoso, es un
indicador de dafo hepatico y posible interrupcion de la terapia. Ademas
indican otros factores fueron la coinfeccion con el virus de hepatitis C

(VHC), edad mayor de 60 afios y tuberculosos multidrogo-resistente®®?’

Sin embargo el factor mas importante es el polimorfismo genético. El
estudio del genotipo y fenotipo de la N-acetiltransferasa 2 (NAT2) ha
revelado alelos diferentes, relacionados con rapidez o lentitud de
acetilacion: los acetiladores lentos poseen mayor riesgo de hepatotoxicidad
por isoniacida.

Los acetiladores rapidos eliminan el 90% de isoniacida como
acetilisoniacida mientras que los acetiladores lentos eliminan sélo el 67% y

el resto es excretado sin modificaciones por la orina.

Possuelo et al. (2008) hicieron un estudio de cohortes prospectivo de
Brasil, 254 pacientes se les administr6 medicamentos antituberculosos, y
posteriormente se analizé su genotipo NAT2. Del total de pacientes
analizados, 27,2% (69) fueron acetiladores lentos y 72,8% (185) fueron
acetiladores rapidos. Sesenta y cinco pacientes eran VIH seropositivos
(25,6%). Treinta y tres (13%) y 14 (5,5%) pacientes desarrollaron
reacciones adversas gastrointestinales y hepatotoxicidad, respectivamente.
De los pacientes que presentaron hepatotoxicidad, nueve (64,3%) fueron
acetiladores lentos y cinco (35,7%) eran acetiladores rapidos. El estudio
concluye que los pacientes VIH seropositivos que tienen perfil de
acetilaciéon lenta estan altamente asociados a un mayor riesgo de

desarrollar toxicidad hepatica.?’

En el 2002, se evalud 224 pacientes con tuberculosis activa que recibian
tratamiento antituberculoso. El estado de acetilacién fue detectado por
PCR. Treinta y tres pacientes (14.7%) fueron diagnosticados con toxicidad
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hepatica inducida por farmacos. Los acetiladores lentos tienen mayor riesgo
de hepatotoxicidad que acetiladores rapidos (26.4% vs 11.1%). Los
acetiladores lentos contaron con una cantidad significativamente mayor de

aminotransferasas que acetiladores rapidos.”

Estos casos resaltan la susceptibilidad de los acetiladores lentos a cuadros

mas severos de hepatotoxicidad que los acetiladores rapidos.

2.2.5 Farmacologia de la isoniacida

La isoniacida es un farmaco derivado del acido isonicotinico, que se usa de

primera eleccion en el tratamiento antituberculoso.

Los siguientes microorganismos son generalmente sensibles a la
isoniacida: M. tuberculosis, M. bovis, y algunas cepas de M. kansasii. No se
han observado resistencias cruzadas de la isoniacida con otros
antituberculosos con la excepcion de la etionamida con la que se encuentra
relacionada estructuralmente. Aunque se puede desarrollar resistencia a la
isoniacida si esta se utiliza sola, la incidencia de la resistencia primaria se

encuentra bastante estabilizada y es del orden del 9%.

Su mecanismo de accidn se basa en el metabolito activo, que es convertido
por la catalasa micobacteriana. Inhibe la biosintesis del acido micélicos,
lipidos de cadenas largas y ramificadas unidas al arabinogalactano, que
forman parte esencial de la pared celular micobacteriana. La isoniacida
también inhibe la peroxidasa micobacteriana, lo que aumenta la
probabilidad de danar a las micobacterias con oxigeno reactivo y peréxido
de hidrégeno.

Después de administracion oral o parenteral, la isoniacida se absorbe
rapidamente obteniendo en 1-2 horas las concentraciones plasmaticas
maximas de 3-5 ug/mL (distribucién bimodal).
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La isoniacida se distribuye muy bien en todos los érganos vy tejidos, difunde
facilmente en todos los liquidos y células corporales y es detectable en
liquido pleural y ascitico, como en el liquido cefalorraquideo.

El 75-95% de una dosis de isoniacida se excreta en orina en un lapso de
24h, en su mayor parte de metabolitos, como acetilisoniacida y acido
nicotinico, generados por acetilacion enzimatica (NAT2) e hidrolisis
respectivamente. La vida media de eliminacion des de 1-4 horas, depende

del paciente si es acetilador rapido o lento. %'

2.2.6 Mecanismos de biotransformacion hepatica

El higado es fundamental para la biotransformacion y disposicion de
xenobidticos. Este 6rgano esta expuesto a numerosas sustancias
exogenas y sus metabolitos. El metabolismo de componentes exdgenos
pueden modular los efectos nocivos, tanto incrementar la toxicidad
(activacibn de metabolito toxico) como disminucion de toxicidad
(detoxificacion). La mayoria de los xenobi6ticos son lipéfilos, por ello
pueden atravesar las membranas de las células intestinales. Al someterlos
a los procesos bioquimicos en el hepatocito los convierten en sustancias
mas hidrofilicas que son exportados al plasma o bilis por proteinas de

transporte y excretadas por el rifién o tracto gastrointestinal. *2

El metabolismo de los farmacos o reacciones de biotransformacion, se
clasifican como reacciones de funcionalizacién de fase | y reacciones
biosintéticas de fase Il (conjugacion).

Las reacciones de funcionalizacion de fase | se realizan en un complejo
enzimatico que realizan oxidacién, reduccién o hidrélisis. Es decir
modifican al farmaco anexandole un grupo —OH, -COOH, -SH, - O -, NH2.
La adiciobn de estos grupos funcionales aumenta ligeramente la
hidrosolubilidad del farmaco, pero puede alterar sus propiedades

biol6gicas, como inactivacién del medicamento activo. En algunos casos,
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por lo general la hidrolisis de un enlace éster 0 amida, provoca la activacion
biologica del farmaco. Algunos ejemplos de enzimas involucradas en esta
fase son: citocromo P450 (CYP), monooxigenasas con flavina (FMO) e

hidrolasas de epodxidos.

Las reacciones de conjugacién de la fase Il culminan en la formacién de un
enlace covalente entre un grupo funcional en el compuesto original, o
metabolito de fase |, con los derivados de manera enddgena: acido
glucuronico, sulfato, glutation, aminoacidos o acetato. Estos conjugados
facilitan la eliminacion de farmacos e inactivacion de los metabolitos
electrofilicos y potencialmente téxicos producidos por oxidacién, por tanto
produce un metabolito mas hidrosoluble y mayor peso molecular, lo que
facilita su eliminacion. Son ejemplos de esta fase: sulfoniltransferasas
(SULT), N-acetiltransferasas (NAT), S-transferasas de glutation (GST),
glucuronosiltransferasas de UDP (UGT) y metiltransferasas (MT) *°
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Imagen 4. Biotransformacion de xenobiéticos (Fase I y II) 2

2.2.7 Mecanismos de toxicidad hepatica (HTX)

Existen dos tipos de hepatotoxicidad: intrinseca e idiosincrasica. La
toxicidad hepatica (HTX) intrinseca o dosis dependiente, es predecible y
reproducible y ocurre en una minoria de farmacos. Algunas hepatotoxinas
actuan sobre el hepatocito, otras son compuestos téxicos generados por
metabolismo. Algunos ejemplos son: paracetamol y 4cido acetilsalicilico.

LA HTX idiosincrasica ocurre de modo impredecible, no se relaciona con la

dosis y no es reproducible en animales de experimentacion.
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Los metabolitos hepatotoxicos generalmente se producen en la fase | de la
biotransformacién, donde estd involucrado el citocromo P450 (CYP).

Existen 3 mecanismos principales ocasionados por éste citocromo:

- Acumulacién de cantidades excesivas de droga no metabolizada,
originada por disminucién de la actividad del CYP, que se debe
generalmente a la inhibicion del CYP por las drogas. Para que se
manifieste la toxicidad: baja funcionalidad de P450 (polimorfismo
genetico), el farmaco de por si tiene potencial toxico, el farmaco no es

metabolizado a productos inactivos.

- Metabolitos con radicales libres o electrofilicos, que resultan de la
actividad del citocromo P450. Estos metabolitos son quimicamente

reactivos téxicos a las membranas celulares y organelas celulares

- Produccién de anticuerpos.>?

Estos mecanismos generan a nivel intracelular radicales libres o
compuestos electrofilicos que causan deplecién de glutatién, con unién
covalente a proteinas, lipidos o acidos nucleicos e inducen peroxidacion
lipidica. La lesién citotdéxica culmina en la muerte celular por apoptosis o
necrosis. La necrosis es consecuencia de peroxidacién de lipidos de
membrana, dando lugar a rotura celular y salida de componentes
citosolicos. La apoptosis trata de la condensacion progresiva de cromatina
nuclear, en relacion por &acidos biliares y mediados por mecanismo
dependiente de Fas (proteina receptora de factor de necrosis tumoral alfa).
Exceso de acidos biliares en el citosol hepético ocasiona la translocacién
del Fas citosélico a la membrana, uniéndose a ligando fisiolégico (FasL) y
desencadena la cascada de caspasas que termina con apoptosis celular.

El efecto citotoxico puede ser secundario al estrés oxidativo, que produce
deplecion de ATP, oxidacién de grupos sulfhidrilo de proteinas, trastornos
de homeostasis idnica y aumento de concentracion intracelular de Ca++, lo

que origina la perdida de integridad celular. En algunos casos el metabolito
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reactivo forma aductos con proteinas o con la propia enzima microsomal,
generando neo antigenos: éstos migran a la membrana celular donde
estimulan la respuesta inmune celular y humoral originando reacciones

idiosincrasicas inmunoalergicas o por hipersensibilidad.

Raros casos se produce un fallo en la conjugacién (fase Il), encargados de
neutralizar los metabolitos reactivos, los cuales pueden dar lugar a
determinados sindromes como la colestasis, al inhibir transportadores
especificos de la bilis, 0 a la esteatosis microvesicular y esteatohepatitis al

alterar la B-oxidacion mitocondrial 2°
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Imagen 5. Manifestaciones de injuria hepatica *°
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2.2.8 Toxicidad hepatica por isoniacida

Los aspectos clinicos del dafo hepatico inducido por isoniacida pueden ser
clinica, bioguimica e histolégicamente indistinta de hepatitis viral, excepto
que el dafo ocurre primariamente en personas a partir de 35 afos. La
relacion posible entre pacientes susceptibles a dafio hepatico por isoniacida
y metabolizadores rapidos (acetilacién) del farmaco ha sido encontrada.

Examinando los metabolitos de isoniacida muestran que los pacientes con
fenotipo de acetilador rapido hidrolizan mucho mas isoniacida a &cido
isonicotinico que los acetiladores lentos. La hidracina liberada de la
isoniacida es primariamente acetilhidrazina, y estudios en animales han
mostrado que este metabolito se convierte en un potente agente acetilador
que produce necrosis hepatica.®* La ruta principal del metabolismo de
isoniacida: (1) acetilacion para formar acetilisoniacida via N-
acetiltransferasa (NAT) 2; e hidrolisis (2) para producir &cido isonicotinico e
hidracina por amidasa. Acetilisoniacida también puede ser hidrolizada para
formar &cido isonicotinico y acetilhidracina. Adicionalmente, hidracina
puede ser acetilada a acetilhidracina y diacetilhidracina. Hidracina vy
acetilhidracina son oxidadas y generan metabolitos reactivos que estan
involucrados en la hepatotixicidad por isoniacida, se propuso que esta
mediado por el citocromo P450, especialmente el CYP2E.
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Imagen 6. Formacién de metabolitos inerte y téxicos de isoniacida *°

Los NATs (Enzime Comission number EC 2.3.1.5 N-acetiltransferasas), son
una clase de enzimas que catalizan la acetilacion de arilaminas de acetil-
CoA.NAT1 es encontrado en todos los tejidos, incluido en los endocrinos,
en tanto NAT2 estd limitado en el higado y tracto gastrointestinal. Este
ultimo esta involucrado en la acetilacibn de isoniacida, hidracina vy
acetilhidracina. NAT2 esta involucrado en 3 pasos de la biotransformacion
de la isoniacida, incluyen la desactivaciéon (formacién de acetilisoniacida),
bioactivacion (formacion de acetilhidracina) y detoxificacién (formacion de
diacetilhidracina). Los acetiladores rapidos han sido propuestos con un
mayor riesgo de dano hepatico por isoniacida a comparacién de los
acetiladores lentos, que esta basado en velocidad de formacién de
acetilhidracina en los acetiladores rapidos.
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Segun Pencheng et al. *°, 86% de los pacientes probables y 60% con
posible dano hepatico fueron acetiladores rapidos. En otro estudio con 143
pacientes que recibieron isoniacida, 18 pacientes con niveles anormales y
18 pacientes con niveles normales de aminotransferasas fueron estudiados.
Se encontrd que 14 pacientes con niveles anormales de aminotransferasas
fueron acetiladores rapidos, cuando solo 7 eran acetiladores rapidos con
niveles normales de aminotransferasa. Los resultados deducen que los
acetiladores rapidos tienen un mayor riesgo de injuria hepatica en terapia

con isoniacida.

Sin embargo estudios recientes indican que los acetiladores lentos tienen

un mayor riesgo de hepatotoxicidad por isoniacida.

Huang et al. % estudiaron a 224 pacientes que recibieron terapia
antituberculosa, los acetiladores lentos tienen mucho mas riesgo de
toxicidad hepatica que los acetiladores rapidos (26.4% vs 11.1%). La
frecuencia depuracion de isoniacida es més lenta en acetiladores lentos
que acetiladores rapidos, que contribuye en la acumulacion de isoniacida.
En estos casos la disminucién de dosis de isoniacida en acetiladores lentos
puede reducir la incidencia de hepatotoxicidad.

En general, el papel que desempena el NAT2 en la hepatotoxicidad por
isoniacida aun sigue siendo controversial y su mecanismo detallado aun es

desconocido.

Amidasas (EC 3.5.1.4) son una clase de enzimas que catalizan la hidrolisis
de amidas y usualmente tienen actividad carboxilestearasa que pueden
hidrolizar esteres carboxilicos. Diferentes tipos de amidasas han sido
identificados, como arginino amidasa analogo de tripsina, anandamida
amidasa y N-aciletanolamina que hidroliza amidasas acidas.

Las amidasas pueden hidrolizar isoniacida a acido isonicotinico e hidracina,
ademas pueden hidrolizar el acetilisoniacida y acetil hidracina. En
consecuencia, un alto nivel de actividad amidasa puede ocasionar la
formacién de hidracina y acetilhidracina y generar una alta incidencia de
hepatotoxicidad por isoniacida ya que ambos son metabolitos toxicos.
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La CYP2E1 es conocida por la formacién de especies reactivas oxidativas y
otros metabolitos reactivos de hepatotoxinas. En base al rol importante de
formacién de metabolitos reactivos, CYP2E1, fue propuesto como un
mecanismo de hepatotoxicidad por isoniacida. Muchos estudios
investigaron el polimorfismo de en la hepatotoxicidad por isoniacida, pero
los resultados fueron inconsistentes en diferentes poblaciones.®

Se ha estudiado también el rol de los polimorfismos genéticos en los pasos
enzimaticos del metabolismo de la isoniacida y se ha demostrado que en
éste juegan un rol importante la n-acetiltransferasa 2 (NAT2), el citocromo
2E1 (CYP2E1) y la glutatién-S-transferasa (GSTM1). Los polimorfismos de
éstos podrian llevar a mayor riesgo de producciéon de hepatotoxicidad.®
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Imagen 7. Formacion de hepatotoxinas por isoniacida
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2.2.9 Patologia

Aunque el hepatocito es la célula diana habitual del efecto toxico de los
medicamentos sobre el higado y la hepatitis aguda ictérica o anictérica la
forma de presentacion mas frecuente de la hepatotoxicidad (90% de los
casos), cualquier célula parenquimatosa o no parenquimatosa del higado
puede resultar dafada de forma aislada o combinada, pudiendo simular
cualquier tipo de enfermedad hepatica conocida. Por lo tanto, el tipo de
lesibn va a depender fundamentalmente de la célula hepatica
predominantemente afectada:

La lesion de los hepatocitos puede producir hepatitis aguda o cronica,
necrosis, esteatosis, hepatitis colestasica, cirrosis, hepatitis granulomatosa

o0 tumores.

El dafio de los colangiocitos desembocaria en la aparicidon de colangitis

aguda o crénica, o mas raramente colangitis esclerosante.

La toxicidad sobre las células endoteliales podria usar de enfermedad
venooclusiva hepatica, peliosis hepatica, sindrome de Budd-Chiari o incluso
del desarrollo de un angiosarcoma. El ataque de las células estrelladas
(células de Ito) puede causar fibrosis hepatica.

Necrosis: este tipo de dafno es generado por sustancias exégenas como
paracetamol y tetracloruro de carbono a consecuencia del cese de sintesis
proteica por inhibicion de sintesis de RNA. Este efecto nocivo se observa
en una zona particular del 16bulo hepatico. Se manifiesta con muy elevados
niveles de alaninoamintransferasa e interrupcién de la funcién hepatica que

puede generar una falla hepatica atipica.

Hepatitis: este tipo de lesibn muestra necrosis hepatocelular asociado con
infiltracién de células relacionadas con inflamacién. Este caso debe ser
caracterizado en 3 clases, viral, focal y cronica. La hepatitis viral, puede ser
causado por uno de los 5 tipos de hepatitis (A, B C, D o E).
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Hepatitis focal donde focos dispersos de células necrosadas pueden estar
acompanados por infiltracién linfocitaria. La hepatitis cronica, que es similar
a la hepatitis autoinmune, serolégicamente e histolégicamente, pueden ser
causados por diclofenaco, metildopa, nitrofurantoina y minociclina. Los
inhibidores de transcriptasa inversa no nucledsidos, especialmente
nevirapina estan asociados con hepatitis y necrosis hepética.

Colestasis: Caracterizado por el deterioro del flujo biliar, picazén e ictericia.
Se reporta que la amoxicilina, cloropromazina, eritromicina estan asociados
con etiologia de colestasis. Puede ser colestasis inflamatoria, blanca o
ductal. La colestasis inflamatoria puede ser causada por alopurinol o
carbamazepina. Colestasis blanda sin inflamaciéon parenquimal puede ser
causada por esteroides anabdlicos y andrégenos, mientras que la
colestasis ductal muestra destruccion progresiva de conducto biliar causado

por cloropromazina y flucloxacilina.

Esteatosis: este tipo de dafio se manifiesta con una acumulaciéon de
triglicéridos, que puede ser pequeno (microvesicular) o grande
(macrovesicular) en higado graso. Aspirina, ketoprofeno, teraciclina,
inhibidor de transcriptasa inversa nucledsidos y acido valproico pueden
generar esteatosis microvesicular, a su vez el paracetamol y metrotrexato
pueden originar esteatosis macrovesicular. Los inhibidores de transcriptasa
inversa nucledsidos como zidovudina y estavudina estan asociados con

acidosis lactica, que puede ser fatal.

Granuloma: los granulomas hepaticos estan asociados con granulomas
ubicados en areas portales o periportales y muestran vasculitis e
hipersensibilidad. Farmacos como alopurinol, sulfonamidas, pirazinamida,
fenitoina, isoniacida y penicilina han sido descubiertos como los causantes
de esta lesion.
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Lesiones vasculares: esta condicién es causada por dafo en el endotelio
vascular y pueden ser causados por agentes quimioterapéuticos y
esteroides anabdlicos.

Venooclusion: Las venas hepaticas se obstruyen, bloqueando el suministro
de sangre al higado. Es una obliteracion no trombética de pequefias venas
intrahepaticas por fibrina sub endotelial asociados con congestion y posible
necrosis fatal de hepatocitos centrilobulares. Los alcaloides pirrolizidonicos
han sido asociados con este severo desorden hepatico, asi como la

ciclofosfamida. 9%
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Imagen 8. Manifestaciones de toxicidad hepatica *
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2.2.10 Diagnéstico

Los diversos patrones de hepatotoxicidad por farmacos pueden ser
reconocidos, cada uno con un diferente mecanismo de injuria. Injuria
hepatocelular o citolisis se relaciona con una marcada elevacion de
aminotransferasas en suero, usualmente con incremento de bilirrubinas
totales y moderadamente incrementadas con relacién a fosfatasa alcalina.
La injuria colestasica se caracteriza por elevacion de fosfatasa alcalina
tanto o mas que el incremento de alaninoaminotransferasa o
aspartatoaminotransferasa. La hipersensibilidad o injuria inmunoldgica esta
relacionado con la exposicién repetida luego de un intervalo, posiblemente

asociado con fiebre, rash o eosinofilia.

La aparicién de sintomas tanto inespecificos como anorexia, nauseas y
fatiga, como ictericia en la prescripcion de medicamentos se debe
sospechar de la intoxicacion hepatica por farmacos. Otras causas de dano
hepatico deben ser descartadas, incluyendo infeccion por hepatitis A o B,
alcohol o hepatitis autoinmune y desordenes del tracto biliar. Hepatitis viral
puede ser evaluada con anticuerpo hepatitis A Ig M, antigeno de superficie
de hepatitis B, y hepatitis C por antigeno.

Dafo hepético por alcohol debe ser evaluado, ya que los niveles de
aspartatoaminotransferasa son mayores que alaninoaminotransferasas en
relacion 2:1. Se debe sospechar de enfermedad autoinmune si hay
presencia anticuerpos de musculo liso y elevados niveles de gamma

globulina.

Desordenes metabdlicos y genéticos también pueden generar injuria
hepatica: elevacién de ferritina y niveles de hierro sugiere la presencia de
hemocromatosis; niveles bajos de alfa anti tripsina y un fenotipo anormal

pueden estar asociados a deficiencia de esta proteina y un bajo nivel de
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ceruloplasmina con dafo hepatico esta relacionada con la enfermedad de

Wilson.

Los sindromes clinicos que mas frecuentemente se asocian a toxicidad

hepatica aguda son la lesién celular aguda y el sindrome colestésico.®’

Liver injury

Biliary abnormality
Ultrasonography
CT scanning
MEI or MRCP
ERCP

Autoirmmune disease
Antinuclear antibody
smooth-muscle antibody
Gamma globulins

Metabolic and genetic
Ferritin level
Iron, TIBC
Ceruloplasmin
ALAT level

Viral hepatitis
Hepatitis A IgM antibody
Hepatitis B surface antigen
Hepatitis C antibody
Hepatitis E antibody

Aleohol
History of alcohol use
Alcohol level
Ratio of AST to ALT =2:1

Hemodynamic
Hypotension
Shock
Heart failure
Vascular occlusion

Possible drug-related
hepatotoxicity

Imagen 9. Causas y diagnéstico de toxicidad hepatica **
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Entre los andlisis clinicos en suero para diagnostico de hepatotoxicidad

mas usados son:

- Alaninoaminotransferasa (ALT): esta enzima cataliza la accidn
reductora de transferencia de un grupo amino de alanina a alfa
cetoglutarato para producir glutamato y piruvato. El nivel elevado de esta
enzima se liberan durante danfo hepatico y detecta necrosis
hepatocelular

- Aspartatoaminotransferasa (AST): esta enzima cataliza la
transferencia reductora de un grupo amino de aspartato a alfa
cetoglutarato para producir oxalacetato y glutamato. También ayuda a la
deteccion de necrosis hepatocelular pero es menos especifico. La
relacion entre AST y ALT puede usarse para diferenciar dano hepatico

de otros érganos.

- Fosfatasa alcalina (PA): esta enzima esta presente en los
conductos biliares del higado, hidroliza monofosfatos a pH alcalino.
Elevacion de fosfatasa alcalina y/o bilirrubina con poco o no incremento
de ALT es un biomarcador de defectos hepatobiliares y colestasis.

- Gama glutamil transferasa (GTT): cataliza la transferencia de
grupos gamma glutamil a aminoacidos y péptidos de cadena pequena.
Es un biomarcador especifico de lesiones hepatobiliares, especialmente
colestasis y defectos biliares.

- Bilirrubina: es un anion endégeno derivado de la degradacién de
hemoglobina de los eritrocitos y excretados por el higado a la bilis.
Cuando las células hepéticas estan dafadas pueden no excretar
debidamente la bilirrubina. Altos niveles de bilirrubina pueden ser
causadas por la deficiencia de depuracion hepatica y originar ictericia.

- Urobilinogeno: es un subproducto de la descomposicion de la
hemoglobina, que es producido por el tracto intestinal por la accién de
baterias sobre la bilirrubina. El urobilinogeno estd aumentado en la
enfermedad hepatica y bilirrubina en orina puede ser positiva o



negativa. Los niveles de urobilinogeno en obstruccién biliar con
bilirrubina en orina positiva. Esto se observa durante hepatitis viral,
dano hepatico por alcohol o hemolisis.

- Lactato deshidrogenasa: Cataliza la interconversién de piruvato
y lactato con interconversién de NADH y NAD+. Los niveles elevados de
esta enzima se libera cuando hay dafo celular, incluso en higado. Se
detecta en necrosis hepatocelular.

- Glutamato deshidrogenasa: Esta ubicado principalmente en
higado, involucrado en la desaminacion oxidativa del glutamato. Su
actividad aumenta con el dafo hepatocelular.

- Albumina: es la principal proteina en sangre y fabricada por el
higado. La hepatotoxicidad conduce a una disminucibn en su
producciéon. Puede usarse como una prueba suplementaria de funcion
de biosintesis hepatica.

- Proteinas totales: La estimacion de proteinas totales es util en la
diferenciacion entre una funciéon hepética normal y dafio de funciones
hepaticas, ya que la mayoria de proteinas plasmaticas como albuminas
y globulinas son producidas en el higado. Las proteinas totales se
reduce ligeramente, pero la relacion de albumina y globulina se

muestran disminuidas cuando hay dafio hepatocelular. %
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Imagen 10. Manifestaciones clinicas de hepatotoxicidad *2

2.2.11 Silimarina

Entre los medicamentos a base de hierbas, la silimarina se usa como
suplemento dietético para la hepatoprotecciéon durante mas de 200 afnos. La
silimarina comercialmente disponible como Milk Thistle es un extracto de
las semillas de Silybum marianum. Las silibinas (isémeros A y B), isosilinas
(A'y B), silicristina y silidianina son flavonoides activos presentes en la en el
extracto de silimarina. Es segura en modelos animales y no se ha reportado
reacciones adversas significativas en estudio con seres humanos. '2
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Eminzade et al. (2008) en estudio realizado en ratas Wistar machos,
divididos en 6 grupos de 10 cada uno, grupo 1 (blanco), grupo 2 (silimarina
200mg/Kg via intragéastrica), grupo 3 (isoniacida 50mg/Kg y rifampicina 100
mg/Kg via intra peritoneal ), grupo 4 (rifampicina 100 mg/Kg, isoniacida
50mg/Kg intraperitoneal y pirazinamida 350mg/Kg via intragastrica ),
grupo 5 y 6 recibieron los mismos farmacos que en el grupo 3 y 4
respectivamente mas dosis intragastrica de silimarina 200 mg/Kg. Todos los
grupos fueron dosificados por 14 dias. Se concluyé que la silimarina tiene
una proteccién significativa contra hepatotoxicidad inducida por drogas

usadas para el tratamiento de la tuberculosis.*®

Se realiz6 un ensayo controlado aleatorio doble ciego entre enero de 2012
y diciembre de 2012 en la Facultad de Medicina del Hospital Ramathibodi,
Universidad de Mabhidol, Bangkok, Tailandia. Se iniciaron farmacos
antituberculosos con las dosificaciones que se calcularon segun el peso
corporal del paciente. Los sujetos fueron asignados aleatoriamente a recibir
silimarina o placebo (con apariencia similar con el farmaco del estudio) de
maneras de asignacidbn ocultas en el primer dia de tratamiento
antituberculoso. Un comprimido de silimarina (140mg) o placebo se tomé 3
veces al dia junto con farmacos antituberculosos. Los pacientes fueron
monitoreados por parametros bioquimicos hepaticos en la semana 2 y 4
después del comienzo del estudio. El ensayo concluyo que la silimarina es
eficaz para prevenir la lesibn hepatica por farmacos antituberculosos sin
efectos adversos significativos. La restauracion de superdxido dismutasa
puede ser uno de los mecanismos que explican el beneficio de la silimarina
en la prevencion de hepatotoxicidad inducida por medicamentos

antituberculosos.*®

Dicho mecanismo se muestra en el siguiente esquema:
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Imagen 11. Mecanismos de toxicidad por antituberculosos y la accion de
silimarina Glutamico oxacélica.TGP:transaminasa glutamico-piruvica.
CAT:catalasa. SOD: superdxido desmutasa.GSH:glutation. GxP:glutation
peroxidada. MDA: peroxidacion lipidica.

Por otro lado, los productos naturales poseen diversos fitoquimicos capaces
de actuar como agentes reductores al ingresar al organismo. Estos
donan electrones y/o iones de hidrégeno a los radicales liberados,
estabilizandoles y reduciendo el estrés oxidativo, la peroxidacién lipidica de
membranas e inactivacion celular. Los fitoquimicos pueden también actuar
inactivando el citocromo P450 2E1 (disminuyendo la produccién de
metabolitos reactivos); e incrementando la accién de los sistemas de
defensas antioxidantes y hepatoprotectores.
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Imagen 12. Flor y semillas de Silybum marianum “Silimarina”

lll. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Tipo de estudio

El presente estudio es experimental transversal.
3.2 Muestra
3.2.1. Identificacion

La clasificacion sistematica fue estudiada segun el sistema de
clasificacion de Cronquist (1981), el que se realizd en el Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
(Anexo 1). El fruto ha sido analizado por la Mg. Maria La Torre Acuy del
Herbario San Marcos, siendo si clasificacion taxondmica la siguiente:

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUBCLASE: ZINGIBERIDAE

ORDEN: BROMELIALES

46



FAMILIA: BROMELIACEAE
GENERO: Ananas

ESPECIE: Ananas comosus (L.) Merr

3.2.2. Colecta de la especie.

El fruto de Ananas comusus “pifia” se colecto en el distrito de
Pichanaqui, Provincia de Chanchamayo, Junin. Chanchamayo, en la
selva alta de Junin, la altitud de la provincia varia desde los 700 a 1930
m.s.n.m. en los meses de mayo a junio del 2016. Posteriormente 20
kilos del fruto en buen estado fueron colocados en bolsas de papel y
trasladados al laboratorio del Departamento de Bioquimica la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos, para su procesamiento.

3.3 Conservacion de animales de laboratorio.

Para el ensayo experimental se utilizaron 24 ratas hembras (Rattus
novergicus) de 9 semanas de edad con peso promedio 200 a 250 g cepa
Holtzmann provenientes del Centro Nacional de Productos Bioldgicos
del Instituto Nacional de Salud, siendo colocadas en jaulas individuales y
aclimatados una semana antes de los experimentos en el Bioterio del
Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica con
una temperatura ambiental controlada que oscildé entre 20 y 26 °C, sus
alimentos fueron obtenidos del Instituto Nacional de Salud y agua a
discrecion de los animales (ad libitum) y una humedad relativa de 60 a
70 % con 12 horas de luz y oscuridad.



3.4 Material Farmacologico

3.4.1 Tabletas de Isoniacida.

Se adquirié tabletas de isoniacida 100 mg adquiridas de un
establecimiento farmacéutico del mercado local. Para administracion oral
se moli6 en mortero 1 tableta y diluida en 10 mL de suero fisiol6gico
para obtener una concentracion de 10 mg/mL.

3.4.2 Silimarina

La suspensién de silimarina se obtuvo a partir de las capsulas de
gelatina de Milk Thistle (80 capsulas de 250 mg). Para su preparacion,
se vertié el contenido de 4 capsulas en un beaker y se diluyé en 25 mL
de suero fisiolégico para obtener una concentracion de 40 mg/mL.

3.5 Materiales en general

3.5.1 Material de vidrio

Tubos de ensayos de vidrio
Embudos de vidrio

Beaker 250 mL Fiola de 100 mL
Probeta 250 mL

Gradilla de metal

Frascos de vidrio color ambar

Canulas para administracién oral a ratas

3.5.2. Equipos
- Balanza analitica al 0.001g (Metter Zurich)
- Balanza 0.1 g

- Estufa (Memmert)
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- Refrigerador
- Espectrofotémetro

- Equipo de diseccion

3.5.3 Reactivos
- Kit de diagndéstico de Transaminasa TGO/TGP (Wiener lab)
- Kit de diagndstico de Bilirrubina (Valtek)

- Kit de diagndstico de Albumina y Proteinas totales, reactivo liquido

(Far diagnostics)

- Kit de diagnostico de Gamma Glutamil transferasa (Wiener Lab)
- Alcohol al 96%

- Albumina sérica de origen bovino, reactivo liquido (Wiener lab)

-Caseina en polvo (Sigma chemical company)

3.6 Procedimientos

3.6.1

3.6.2

Obtencion del Extracto Etanolico

De dos kilogramos del fruto de Ananas comusus se obtuvo el extracto
(500 ml) y luego macerado con 2.5 L de etanol durante siete dias con
agitacion diaria, se repiti6 el proceso por dos veces. '® El filtrado se
concentr6 en un evaporador rotatorio (rotavapor) para obtener el
extracto etanolico, con el cual se realizd los ensayos quimicos
(solubilidad, marcha fitoquimica, ensayos cromatograficos) asi mismo
el extracto se conservd en un frasco &mbar tapado herméticamente en

refrigeracion.

Determinacion de la prueba de solubilidad

Se realizé en solventes de diferente polaridad: n-Hexano, Eter Etilico,
Cloroformo, Diclorometano, Acetato de Etilo, Acetona, Butanol, Etanal,
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3.6.3

Metanol y Agua. Para el ensayo se pes6 10 mg de extracto al que se
agreg6 1 mL de solvente.

Marcha fitoquimica

Se pesdé 100 mg de extracto etanolico y se realizé las reacciones de
identificacion de metabolitos secundarios, mediante las técnicas
de (Miranda, et al., 1992; Lock de Ugaz, 1994), para reconocer
los metabolitos secundarios presentes en el extracto mediante las

siguientes reacciones:

Azucares:

Reaccién de Molish: A 1 mL de extracto se afiadi6é gotas de reactivo alfa
naftol al 1% mezclar bien, luego dejé caer por las paredes del tubo 0.5
mL de H2SO4 concentrado, la formacion de un anillo coloreado indica
presencia de carbohidratos.

Reaccion de Benedict: En un tubo de ensayo se coloco 2 mL de reactivo
de benedict hervir por 3 minutos y luego agregar 1 mL del extracto
mezclar y volver a calentar a ebullicibn, un precipitado rojo indica

presencia de carbohidratos reductores.

Alcaloides:

Dragendorff: En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de extracto, se
agreg6 gotas de reactivo, un precipitado de color naranja marrén es

positivo.

Mayer: En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de extracto, se agregd
gotas de reactivo, un precipitado de color blanco crema es positivo.

Popof: En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto, se agregd
gotas de reactivo, un precipitado de color amarillo es positivo.
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Taninos:

Gelatina: En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de extracto, se agregd
gotas de solucion de gelatina al 1%, un precipitado de color blanco
denso es positivo.

Agua de Bromo: En un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto, se
agrego gotas de solucién agua de bromo, un precipitado de color blanco
denso es positivo.

Aminoacidos libres:

Ninhidrina: En un tubo de ensayo se colocd 1 mL de extracto, se agreg6
gotas de reactivo al 0.1%, un color violaceo es positivo para

aminoacidos libres y grupos amino, si la reaccién es negativa calentar.

Flavonoides:

Shinoda: en un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto, se agregd 1
mg de Mg metédlico mas gotas de HCI concentrado, un color rojo es

positivo para flavonoides, chalconas, auronas.

Compuestos fendlicos:

En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de extracto, se agregd gotas de
solucién de FeCI3 al 1%, un color verde o azul es positivo.

Saponinas:

Ensayo de espuma: en un tubo de ensayo se coloc6é 2 mL de extracto,
se agregdé 8 mL de agua destilada, agitar fuertemente, la produccion de
espuma por 15 minutos de 0.5 a 1 cm. es positivo para saponinas
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Triterpenos y esteroides:

Lieberman-Burchart: en un tubo de ensayo se coloc6 100 mg del
extracto se disuelve en 2 mL de cloroformo y se le anadié gotas del
reactivo, un color verde, azul o naranja es positivo para triterpenos y

esteroides.

Lactonas:

Bajlet: en un tubo de ensayo se coloc6 1 mL de extracto, se agregé

gotas de reactivo, una coloracidén naranja es positivo.

Antronas y naftoquinonas:

Borntrager: en un tubo de ensayo se colocé 1 mL de extracto, se agregd
gotas de reactivo, un precipitado de color rojo es positivo.

En la marcha fitoquimica realizada se encontraron componentes como:
azucares, flavonoides, aminoacidos, compuestos fendlicos, taninos,

saponinas y alcaloides; estos coinciden con la literatura.*

La enzima bromelina fue analizada para obtener los siguientes datos:
- Curva de calibracién: albumina

- Temperatura utilizada: 37°C

41,42

- Cantidad probable de bromelina: 4.385 mg/mL de extracto
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3.6.4 Curva de calibracion

Se pesaron 4mg de albumina sérica bovina (BSA) en balanza analitica y se
disolvié en 4mL de agua destilada, homogenizando la solucién. Se realiz6 la
curva de calibracion a partir de diferentes concentraciones de 1- 10 mg/ mL,
empleando BSA y agua destilada (buffer), llevandolos a un volumen final de
10mL.

Tabla 1. Disoluciones de BSA

CONCENTRACION BSA CANTIDAD DE BSA |CANTIDAD DE
(mg/ mL) (mL) BUFFER (mL)

oO||®|B~|IN|—|O
(el Nool No)Jl I Nl B \O N IE e

OIN|A|O|O|O|O

Esta curva se realizd bajo el método de Biuret, donde se anadio el reactivo
correspondiente y se dejé actuar por 20 min, originando las siguientes
absorbancias a 540 nm en espectrofotometro:

Tabla 2. Concentracién y absorbancias a 540 nm

CONCENTRACION (mg/mL)| ABSORBANCIA
0 0
1 0.098
2 0.182
4 0.368
6 0.555
8 0.743
10 0.902
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De la curva de calibracién se obtuvo la ecuacion de la recta

A=mxC+b

Donde:

A: Absorbancia

M: pendiente curva de calibracion
C: concentracion (mg/mL)

B: interseccion del valor de absorbancia o del eje “y

El valor R indica el 99.4% de variabilidad de los datos, el cual es mayor al 70%,
por lo tanto el modelo planteado para describir la curva de regresién es
robusto. (Anexo N%4)

La concentracion de proteinas presente en el extracto crudo se determiné
promediando la lectura de 2 muestras, el cual fue 4.385 mg/mL

ABSORBANCIA CONCENTRACION
(nm) (mg/mL)

0.398 4.29

0.413 4.48

Promedio 4.385
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3.7 Obtencion del extracto acuoso de pina

Se pela el fruto de la pifa y fracciona en licuadora, se pasa por tamiz 40 para
separar particulas grandes. Luego se vierte en un frasco de vidrio con cierre
hermético, se agrega benzoato de sodio como conservante en relacién de
0.5g por litro obtenido y se lleva a refrigeracion por 7 dias. Después se
centrifuga a 4000 rpm por 15 minutos, obteniéndose un precipitado color
amarillo y se lleva a estufa a 50 °C por 2 dias. Finalmente se pesa 4 gramos
y se disuelve en 100 mL, obteniendo una concentraciéon de 40mg/mL. (Anexo
Ne3)

3.8 Determinacion de la actividad hepatoprotectora

Segun Olivares (2015), en primer lugar, se separan un grupo de ratas que no
reciban ningun xenobiético, llamado grupo blanco. En otro grupo, se les
administré6 50mg/Kg de isoniacida para inducirlas a hepatotoxicidad debido a
los metabolitos toxicos de este medicamento. A un tercer grupo ademas de
isoniacida, se administro silimarina por su actividad hepatoprotectora. Y en el
ultimo grupo se administré isoniacida y extracto acuoso de pifia para comparar
cuan efectivo fue el efecto hepatoprotector basandose en los marcadores

hepaticos. ©'

Tabla 3: disefio experimental

6 ratas que se les administré una dosis diaria de solucién salina(1mL) via canula

Grupo A gastrica

6 ratas que se les administré una dosis diaria de isoniacida (50 mg/Kg) via canula

Grupo B gastrica

6 ratas que se les administré una dosis diaria de silimarina (200mg /Kg) y una hora
Grupo C | después recibieron una dosis diaria de isoniacida (50mg/Kg), ambos por via canula
gastrica

6 ratas que se les administré una dosis diaria de extracto acuoso de pifia - Ananas
Grupo D | comosus (400mg /Kg) y una hora después recibieron una dosis diaria de isoniacida
(50mg/Kg), ambos por via canula gastrica
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Tabla 4: esquema de tratamiento de los grupos experimentales

GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D

Suero fisiolégico

(1mL) "H (50mg/Kg) *H (50mg/Kg) | *H (50mg/Kg)

DESPUES DE 1 HORA

Suero fisiolégico Silimarina (200 *EAP (400
(1mL) mg/Kg) mg/Kg)

* H = isoniacida ** EAP = extracto acuoso de pifia

Al finalizar el experimento, se extrajo 5 mL de sangre arterial por puncion
cardiaca para el analisis control de gamma glutamil transferasa,
alaninoaminotransferasa (ALT) aspartatoaminotransferasa (AST), bilirrubinas

totales y fraccionadas; y proteinas totales y albumina.

La sangre obtenida del grupo A se tomara como la medida basal, ya que no

estuvo bajo influencia de xenobibticos.

Los animales fueron sacrificados por el método de degollamiento en cdmara
saturada con cloroformo, previo ayuno de 12 horas y se obtuvieron los higados
intactos para el analisis histopatoldgico.

3.8.1 Variables y analisis estadistico

Las variables en este estudio son:

3.8.1.1 Peso de las ratas

3.8.1.2 Pruebas bioquimicas: se midieron los niveles de gamma
glutamil transferasa, alanino y aspartatoaminotransferasas (ALT y AST),
albumina, proteinas totales y bilirrubina totales.
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3.8.1.3 Pruebas histopatoldgicos: los tejidos hepaticos de los

animales seran analizados por los siguientes criterios:

3.8.1.3.1 Macroscopia: se valoraron los parametros de peso, color,
aspecto y tamano (largo y ancho)

1.8.1.3.2. Microscopia: se valoraron a partir del puntaje

necroinflamatorio propuesta por Dalaklioglu et al. (2013)
3 que es una escala semicuantitativa con los
parametros: 1) nucleos picnéticos y vacuolizacion
perinuclear, 2) congestion vascular en sinusoides y
dilatacién sinusoidal y 3) 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.

Se empled para el andlisis de datos el programa SPSS versién 20. Los datos

que pertenecen a los criterios clinicos e histopatol6gicos se analizaron por la

prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis, mientras que los criterios

bioquimicos se analizaron por la prueba no paramétrica de Wilcoxon.
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RESULTADOS

El estudio se llevo a cabo con 24 ratas Holtzman hembras. Se
determiné el efecto hepatoprotector de Ananas comosus (“Pifia”)
mediante los parametros: clinico (variacion de peso), bioquimicos (perfil
hepético) y morfoldgicos (macroscopia y microscopia)

4.1 Peso de las ratas

No se observo diferencia significativa (p= 0.085) en la variacién de peso
entre los grupos experimentales analizado por la prueba no paramétrica de
Kruskall Wallis.

Tabla 5. Variacion de peso en los grupos experimentales

Grupo A Grupo B Grupo C | Grypo D H
PESO (g) (solucion " H (50) + SIL | (90) + EAP P
salina) H (50) (200)** (400)**
Basal 223,5 £15,8 | 235,5+14,5 | 215,7£12,8 | 224,2+15,1 0,284
Final 225,9 £16,5 | 215,6+10,3 | 218,3t12,5 223,4+12 0,145
Diferencia 2,4 +1,3 -19,9 £7,5 2,6 £1,2 -0,8 +5,6 0,085

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifa
***P valor, se considera significativo P<0.05

4.2 Pruebas bioquimicas

Los analisis bioquimicos de perfil hepéatico que se realizaron son: albumina,

proteinas totales, bilirrubina directa, bilirrubina total,

alaninoaminotransferasa (ALT), aspartatoaminotransferasa (AST), gamma
glutamiltranspeptidasa (GGT).
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4.2.1 Albumina

Comparando el grupo blanco con los grupos B y C existe una diferencia

significativa (P. Wilcoxon p=0.028 para ambos) contrariamente con el

grupo D (P. Wilcoxon p=0.173

Tabla 6. Efecto del extracto acuoso de pifia en los niveles de albumina sérica de
los animales en la toxicidad hepatica inducida por isoniacida

Grupo B

Grupo C

Albumina Grupo A GrupoD H
(g/dL) (solucion H (50)* H (50) + SIL (50) + EAP
salina) (50) (200)** (400)
Resultado 8,2+1,5 3,8 0,3 4,5+0,6 9,7 +1,3
Diferencia . 4,5+1,37 3,7 +1,1 1,542,4
(blanco)
Wilcoxon - 0,028 0,028 0,173

**P valor, se considera significativo P<0.05

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifa

4.2.2 Proteinas totales

La medicion de proteinas totales fue parecida entre los grupos Ay D. En

comparacién del grupo blanco con los grupos B y C, éstos disminuyeron

sus valores, halldndose una diferencia significativa

(P. Wilcoxon

p=0.046 para ambos) y no existe una diferencia significativa con el
grupo D (P. Wilcoxon p=0.917)
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Tabla 7. Efecto del extracto acuoso de pifa en los niveles de proteinas totales
de los animales en la toxicidad hepatica inducida por isoniacida

Proteinas totales (S(l;lrl,?(gé'?] Grupo B HC(i;;)pj gIL Grupo D H (30) +
(g/dL) salina) H (50)** (200)* EAP (400)
Resultado 9,4+2.6 6,71 7,112 9,4+1 1
D('g)le;ﬁgg')a . 2,7 422 2,242 -0,03+2,1
Wilcoxon - 0,046 0,046 0,917

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifa
**P valor, se considera significativo P<0.05

4.2.3 Bilirrubina directa

Las medias en los grupos A y D son similares, con un ligero aumento en
el grupo C. No se observé diferencia significativa entre los grupos (P.
Wilcoxon p=0.075, p=0.116 y p=0.753.

Tabla 8. Efecto del extracto acuoso de pifia en los niveles de bilirrubina directa
sérica de los animales en la toxicidad hepatica inducida por isoniacida

Bilirrubina directa gg‘fﬁgoﬁ Grupo B H?;;;) i gm Grupo D H (50)
(mg/dL) salina) H (50) (200) + EAP (400)
Resultado 0,3:02 | 0,9+0,7 0,540,3 0,4+0,3

Diferencia (blanco) - 0,5+0,6 0,24+0,3 0,1 0,4
Wilcoxon : 0,075 0,116 0,753

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifa
**P valor, se considera significativo P<0.05




4.2.4 Bilirrubina total

Las medias de los grupos C y D son similares, con un aumento
significativo en el grupo B. Comparando el grupo control, se obtuvo una
diferencia significativa con los grupos B y C (P. Wilcoxon p= 0.028 y
0.046 respectivamente), pero no se observd una diferencia significativa

con el grupo D P. Wilcoxon p= 0.345).

Tabla 9. Efecto del extracto acuoso de pifia en los niveles de bilirrubina total
sérica de los animales en la toxicidad hepatica inducida por isoniacida

- Grupo A Grupo B Grupo G Grupo D
Bilirrubina total .
! 'ng/'gﬁ) ota (solucidén H (50)"* H (50) + SIL [H (30) + EAP
salina) (50) (200)** (400)
Resultado 0,6+0,5 2,5+0,9 1,2+0,5 1,4+1,2
Diferencia - 1,941 0,7+0,6 0,841,6
(blanco)
Wilcoxon - 0,028 0,045 0,046

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifia

**P valor, se considera significativo P<0.05

4.2.5 Gamma glutamil transpeptidasa (GGT)

Las medias de los grupos A y D fueron similares, ligeramente
aumentadas en el grupo B. Al comparar el grupo control con los grupos
B, C y D no se determinaron diferencias significativas (P. Wilcoxon p=

0.46, p= 0.115 y p=0.916 respectivamente)

Tabla 10. Efecto del extracto acuoso de pifia en los niveles de gamma
glutamiltranspeptidasa sérica de los animales en la toxicidad hepatica
inducida por isoniacida

Gamma glutamil Grupo A GrupoB | GrupoC | Grupo D
transpeptidasa (solucién H (50 H (50) + H (50) +
(U/L) salina) (50) | giL (200) | EAP (400)
Resultado 3,241,8 5,5+2,5 4,1+1,3 3,1+1,2
Diferencia (blanco) - 2,311,5 0,9+1,3 -0,05+1,4
Wilcoxon - 0,46 0,115 0,916

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifia
**P valor, se considera significativo P<0.05
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4.2.6 Aspartatoaminotransferasa (AST)

Se hall6 diferencia significativa del grupo B (P. Wilcoxon, p=0,046) y
en el grupo C (P. Wilcoxon, p=0,046) con el grupo blanco. Sin
embargo, la concentraciéon de AST en el grupo D no fue significativa (P.
Wilcoxon p=0,893). Comparando los grupos B y D existe una diferencia
significativa (p Wilcoxon, p= 0,046), evidenciando una disminucion

aproximadamente a nivel del grupo blanco.

Tabla 11. Efecto del extracto acuoso de pifla en los niveles
aspartatoaminotransferasa (AST) sérica de los animales en la toxicidad
hepatica inducida por isoniacida

Aspartatoaminotran (C:gfﬁgién A|Grupo B ﬁrul{zgoc)) . GrupoD H (50) +
sferasa (U/L) salina) H (50)** SIL (200)** EAP (400)**
Resultado :123?:21 ggggh 22,77’2 *1225,24 56,1
Diferencia (blanco) | - 2?53’5411 131+ 17,8 3+21,4

Wilcoxon - 0,046 0,046 0,893

Vs Grupo D - 0,046 0,046 -

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pina
**P valor, se considera significativo P<0.05

4.2.7 Alaninoaminotransferasa (ALT)

Las concentraciones de ALT en los grupos C y D, fueron similares. Hubo
diferencia significativa en los grupos By C y D (p. Wilcoxon p= 0.025 y p=
0.043 respectivamente) lo cual demuestra la reduccion de ALT
aproximadamente a la concentracién del grupo blanco
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Tabla

12. Efecto del

extracto acuoso de pifa en

los niveles de

alaninoaminotrasferasa (ALT) sérica de los animales en la toxicidad hepética
inducida por isoniacida

transaminasa Grupo A Grupo B | Grupo C

glutamico piravica (solScién H (50) +|Grupo D H (50)

(U/L) salina) H (50)™ |SIL + BAP (400)
(200)**

Resultado 44,4+ 53 89,5+10,3(58,4+7,9 |57+£6,9

Diferencia (blanco) - 32,2+17,519,8+15,2 | 10,7+ 28,3

Wilcoxon - 0,020 0,043 0,079

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifia
**P valor, se considera significativo P<0.05

4.3 Macroscopia hepatica

4.3.1

Grupo A: los higados mostraron un color rojo vinoso, aspecto normal y

Aspecto

sin lesiones aparentes

Grupo B: los higados mostraron un aspecto moderadamente congestivo

y un color rojo palido con areas moteadas y algunas azul violetas

Grupo C: los higados mostraron aspecto similar al normal y un color rojo

palido

Grupo D: los higados mostraron un aspecto similar al normal y un color

rojo palido con areas moteadas
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figura A figura B

Ll o

figura C

Figura 13. Higados extraidos

4.3.2 Peso

Las medias del grupo control fue de 6 g +0.89, en el grupo B 7.83 g
+0.75, en el grupo C 7.83 g £ 0.98 y en el grupo D fue 7 g + 0.89. Se
encontr6 una diferencia significativa en los grupos experimentales (P.
Kruskall Wallis p= 0.016)

Tabla 13. Efecto del extracto acuoso de pifia en el peso de los higados
en la toxicidad hepatica inducida por isoniacida

Grupo A|GrupoB Grupo C Grupo D H
(solucion H (50)** H (50) + SIL|(50) + EAP
salina) (50) (200)** (400)**
Peso(g) [6 0,9 7,8£0,8 7,8 £1 7%0,9
Kruskall
Wallis 0,016

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifia
**P valor, se considera significativo P<0.05
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4.3.3 Largo

Se determind una media en el grupo A de 4.81cm 0.58, el grupo B 5.36
cm £0.29, en el grupo C 4.8 cm £ 0.4 y en el grupo D 4.41 cm +0.49. Se
hallé6 una diferencia significativa entre los grupos (P. Kruskall Wallis p=
0.037)

Tabla 14. Efecto del extracto acuoso de pifia en el largo de los higados en
la toxicidad hepatica inducida por isoniacida

Grupo” A |[Grupo B Grupo C Grupo D H (50)
(SO'UC'On H 50 sk H (50) + S”_ + EAP (400)**
salina) (50) (200)**

Largo 48+06 |54+03 4.8 +0.,4 4.4 0,5

(cm )

Kruskall

Wallis 0,02

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifia
**P valor, se considera significativo P<0.05

4.3.4 Ancho

Se observo en el grupo A una media de 3.38 cm + 0.77, en el grupo B
4.46 cm £ 0.49, grupo C 3.73 cm £ 0.41 y en el grupo D 3.43 cm + 0.71.
Se hall6é una diferencia significativa entre los grupos experimentales (P.
Kruskall Wallis p= 0.037)

Tabla 15. Efecto del extracto acuoso de pifia en el ancho de los higados en la
toxicidad hepatica inducida por isoniacida

Grupo B | Grupo C
Grupo A control H (50) +|Grupo D H (50) +
(solucién salina) H (50)** |SIL EAP (400)**
(200)**
Ancho(cm) (3,4 £0,8 45+0,5 (3,7+0,4 |3,4+£0,7
Kruskall
Wallis 0,037

*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifia
**P valor, se considera significativo P<0.05




Grafico 1. Comparacion de los promedios de peso, largo y ancho de

los higados entre los grupos experimentales
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4.4 Microscopia hepatica

Los higados fueron analizados con la ayuda del Dr. Carlos Gonzalez Muller,
realizados en Instituto de Patologia Ciencia S.A.C., en microscopio
Olympus CX41 objetivo x40 ocular WHB 10X-H/20.

Grupo A: el tejido hepatico presentd arquitectura y espacio porta normal
(Figura 40x)

Grupo B: Se halld marcada vacuolizacion perilobulillar que altera la
arquitectura normal del hepatocito, congestion vascular sinusoidal,
dilatacién sinusoidal e inflamacién centrolobulillar (40x) y espacio porta con
abundantes células de Kupffer activadas (40x)

Grupo C: Se hall6 moderada congestion vascular sinusoidal, dilatacién
sinusoidal y conservacion de la arquitectura normal hepatica. (40x) y

espacio porta normales (40x).

Grupo D: los hallazgos fueron comparables con los del grupo C y A,
encontrandose estructura hepatica conservada (Figura 40x) y espacio
porta normal (40x)
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Figuras 14 y 15. Analisis histologico de higados del grupo control

(40x)
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Figuras 18 y 19. Analisis histolégico de higados del grupo tratado con
isoniacida mas silimarina (40x)
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Figuras 20 y 21. Analisis histoldgico de higados del grupo tratado con
isoniacida mas extracto de pina (40x)
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4.4.1 Puntaje necroinflamatorio

Se asigndé un puntaje necro inflamatorio a cada lamina en escala

semicuantitativa previamente descrita, se hall6 una media de 0.67 +0.81

para el grupo A; 0.47+ 1.33 para el grupo B; de 3.33 £ 1.37 para el grupo

C yde 1.67 £ 0.51 para el grupo D.

Se observd diferencia significativa en

Kruskall Wallis, p= 0.001)

los grupos experimentales (P.

Tabla 16. Puntaje necro inflamatorio

Grupo C Grupo D H
Grupo A control | Grupo B H (50) +|(50) + EAP
(solucién salina) |H (50)** SIL (200)** |(400)**
Puntaje 0,7+0,8 42+13 33+1,4 1,7+£0,5
Kruskall Wallis 0,001
*H= isoniacida, SIL = silimarina, EAP = extracto acuoso de pifa

**P valor, se considera significativo P<0.05
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DISCUSION

En la presente investigacion se buscé determinar el efecto
hepatoprotector del extracto acuoso de pifia en la toxicidad hepatica
inducida por isoniacida en ratas Holtzman hembra.

Para efectos terapéuticos del extracto acuoso de pifia, sin llegar a
efectos toxicos, se establecido emplear la dosis de 400 mg por kilogramo
de peso ya que se encontré que la dosis letal media es de 1gramo por
kilogramo en peso.'®

Se utilizé un extracto acuoso y no uno alcohdlico por el riesgo de éste de
producir hepatotoxicidad.®?

La mayoria de estudios de toxicidad de antituberculosos se realizaron
en ratas, como en el estudio de Sude et al.’, ya que han logrado
reproducir el proceso hepatotoxico. Sin embargo, algunos autores como
Hassan et al®*., °dieron a conocer a los conejos como mejores modelos
experimentales, debido a su alta sensibilidad de dafio hepatico inducido

por isoniacida.

Se eligi6 la administracién del esquema de experimentacion por via
intragastrica, porque emula los procesos de absorcidon y hacer lo mas
real posible el proceso de toxicidad hepatica y pueda ser comparada en
humanos. No se empled la via intraperitoneal con tabletas molidas y
diluidas debido a los excipientes que podrian interactuar de forma

negativa, porque no es la via de administracién adecuada.’

En la presente investigacion se administrdo una dosis de isoniacida 50
mg/Kg de peso para inducir hepatotoxicidad, ya que en la
biotransformacion de este farmaco en fase | se producen metabolitos
como: acetilisoniacida, acido isonicotinico, hidracina y acetilhidrazina,
siendo estos 2 Gltimos los responsables de esta patologia. *°
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Nuestros resultados con respecto al peso de las ratas, en los grupos A
y C los animales aumentaron ligeramente en peso y en grupo B
disminuyeron por falta de apetito. Sin embargo, no hubo diferencia

significativa (P. Kruskall Wallis p= 0.085) con referencia en la tabla 5.

En el analisis del perfil hepatico, se observd en albumina y proteinas
totales menor cantidad a comparacion de los grupos A, C y D. (tablas 6
y 7). En estos parametros, existe una diferencia significativa, que infiere
un mayor dano hepético en el grupo B que en los demas grupos, porque
el dafo hepatico genera una disminucién en su produccidén, como en la

hepatitis inducida por medicamentos.

Se demuestra la hepatotoxicidad a nivel celular en el grupo B, como se
describe en la literatura, aspartato y alaninoaminotransferasas (AST y
ALT respectivamente) son indicadores de dafio hepatocelular, siendo
este Ultimo el mas especifico, debido a que se localiza casi
exclusivamente en el citosol del hepatocito, mientras que la AST,
ademas del citosol y mitocondria, se encuentra en el corazén, musculo
esquelético, rifones, cerebro, pancreas, pulmoén, eritrocitos vy

leucocitos.>®

El La ALT se encuentra elevado dos veces por encima del valor normal,
pero la literatura indica que la toxicidad hepatica por isoniacida el valor
es tres veces mas. Esta variacion pudo haber ocurrido por una rapida
depuracion de los metabolitos téxicos, dosis insuficiente de isoniacida o
falta de mayor tiempo de administracion (mayor de 14 dias) lo cual no
llegd a estresar adecuadamente el higado.

En contraste, la bilirrubina directa y gamma glutamil transpeptidasa
mostraron una ligera elevacion pero no significativa del grupo B a

comparacién del resto de grupos, por el poco efecto que tuvo la
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intoxicacién hepatica con isoniacida sobre—conductos biliares, ya que
ambos son indicadores de dano biliar/conducto biliar/colestasis mas no
de dafio hepatico en si.%?

La macroscopia hepatica del grupo B, tuvieron aspecto congestivo, color
rojo palido con areas moteadas y su tamafna y peso fueron superiores a
los demés grupos. El dafio hepatico inducido por isoniazida se refleja
macroscopicamente en el mayor tamano y peso de los higados, lo cual

ha sido evidenciado en el trabajo realizado por Ambrose et al.>®

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

En la presente investigacién, los cambios histopatolégicos hallados
fueron: vacuolizacién perinuclear, congestibn vascular sinusoidal,
dilatacion sinusoidal, inflamacién periportal y células de Kupffer
activadas; los cuales fueron mayores en el grupo B, en comparacion con
los grupos A, C y D. Mientras que el grupo A conservé su estructura
lobulillar normal, el grupo C presenté moderada congestién vascular
sinusoidal, dilatacion sinusoidal y leve vacuolizacién perinuclear; y el
grupo D presentd leve congestidbn vascular sinusoidal, dilatacién
sinusoidal y no se hallé vacuolizacién perinuclear. Finalmente, la media
del score total determinado a cada grupo experimental fue mayor en el
grupo B en comparacion con los grupos A, C y D, en consecuencia a la
mayor cantidad de alteraciones en la morfologia hepatica. (Tabla 16)

El efecto hepatoprotector de la pina fue evaluado en otros estudios,
como Okafor et al. *°, donde se observé que el tratamiento de ratas
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inducidas a estrés oxidativo con alcohol etilico por 28 dias y tratadas con
extracto de céscara de pifa a 2,5 ml / kg pc causé una disminucion
significativa en los niveles de AST (99,8%). Ademas se observé que el
nivel de ALT aumentaba con el tratamiento con extracto de cascara de
pina a 2,5 ml / kg pc. Sin embargo, el tratamiento con una dosis doble
(5,0 ml / kg pc) causé una disminucién de 10,06%. > Comparando con
esta tesis, hubo también una disminucion significativa de

aminotransferasas, lo que reafirma su actividad hepatoprotectora

Los niveles de AST y ALT en los grupos experimentales A y D fueron
aproximados. Esto demuestra que el extracto de pifla posee
propiedades moduladoras sobre los marcadores hepaticos. (Tablas 11y
12)

Mohamad et al. &

, investigaron el cambio o la pérdida de la integridad
estructural por paracetamol en hepatocitos de ratas causan que las
enzimas residuales, como ALT y AST, escapen y aumentaran sus
concentraciones en la sangre. La administracién de vinagre de pifa
causo6 disminucion en los niveles de triglicéridos y transaminasas, por
tanto mostré un efecto hepatoprotector y restablecio la estructura de los
hepatocitos, disminuyendo asi los niveles de triglicéridos en sangre y
reduciendo el desarrollo de esteatosis microvesicular y vacuolizacion en
los tejidos hepatico, al igual que los resultados obtenidos en

microscopia.

La actividad hepatoprotectora frente a la toxicidad por isoniacida se

2 sobre los

evalud en un estudio hecho por Busto Bea y Herrero Quirés °
efectos del resveratrol (RSV) en la hepatotoxicidad causada por INH y
RIF en ratones, donde se indujo una lesién hepatica aguda (3 dias) o
cronica (28 dias) en ratones BALB / ¢ machos co-administrando
isoniacida (INH) y rifampicina (RIF). EI RSV se dosificé 30 minutos antes
de INH-RIF. Las pruebas bioquimicas en suero, el examen

histopatoldgico del higado, el estrés oxidativo, la actividad de MPO, la
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producciéon de citoquinas (TNF-a, IL-12p70 e IL-10) y la expresién de
RNA de CYP2E1, SIRT1-1y 7 y PPAR-y / PGC1-a fueron evaluados.
Los resultados indican que eel tratamiento agudo o crénico con INH més
RIF indujo hepatotoxicidad en ratones. EI RSV disminuyd
significativamente los niveles de ALT y AST, la actividad de MPO vy los
niveles de citoquinas. Ademas, el RSV revertié la disminucién de las
actividades de catalasa y glutation, y mejor6 las alteraciones
histopatoldgicas asociadas a los farmacos antituberculosos Los datos
muestran que el RSV fue capaz de prevenir en gran medida la
hepatotoxicidad inducida por INH y RIF en ratones, principalmente
mediante la modulacion de la expresibn de mRNA SIRT1, SIRT7 y
CYP2EA1.

Yogeeta et al. ©

administraron isoniacida y rifampicina (cada una a dosis
de 50 mg/Kg de peso corporal, por via intraperitoneal) en ratas Wistar
durante 15 dias, lo que causoé lesién hepatica en ratas, manifestandose
por elevacion significativa en el nivel de perdxidos lipidicos, enzimas
marcadoras hepaticas séricas (glutamato oxaloacetato transaminasa,
glutamato piruvato transaminasa, lactato deshidrogenasa, fosfatasa
alcalina) y por una disminucién significativa de los antioxidantes
enzimaticos (superbxido dismutasa, catalasa, glutation S-transferasa,
glutation peroxidasa). El tratamiento conjunto con 70% de extracto de
acetona de los frutos de Punica granatum impidieron significativamente
estas alteraciones y restauraron las actividades enzimaticas y los

perdxidos lipidicos casi a la normalidad.

El efecto hepatoprotector del extracto acuoso de pifia se debe a vitamina
C, betacaroteno y compuestos fendlicos que poseen capacidad

antioxidante, evaluado por comparacion entre platano, mango y papaya.
67
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Se evidencia que el plasminégeno, que es activado a la plasmina por la
administracion oral de bromelina, inhibe la liberacion de acido
araquiddnico a partir de las membranas celulares, dando como resultado
una disminucién de la agregacion plaquetaria y la modulaciéon de las
prostaglandinas de la serie 2. También se hipotetiza que la terapia con
bromelina conduce a un aumento relativo de las prostaglandinas

endégenas, PGI2 y PGE2 sobre tromboxano A,. %

Se ha demostrado que la bromelaina elimina las moléculas CD44 de las
células T de los linfocitos y afecta la activaciéon de las células T. La
proteasa F9 de bromelina altamente purificada se ensay6 en la adhesion
de linfocitos de sangre periférica (PBL) a células endoteliales de venas
umbilicales humanas (HUVEC). Tanto la bromelaina como la proteasa
F9 reducian la expresion de CD44, pero F9 era aproximadamente 10
veces mas activa que la bromelina; teniendo aproximadamente un 97%
de inhibicién de la expresién de CD44. Los resultados indican que F9

disminuye selectivamente la unién mediada por CD44 de PBL a HUVEC.
64

Ademas la bromelina actua inhibiendo la sintesis las citoquinas IL-2, IL-4
e IL-8 e inferferbn gamma (INF-). Por lo tanto previene el proceso

inflamatorio y la migracién de leucocitos. * 8
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VL.

CONCLUSIONES

1. El extracto acuoso de Ananas comosus (piia) posee efecto
hepatoprotector en la toxicidad hepatica inducida por isoniacida en ratas
Holtzman hembra, segun pruebas bioquimicas e histopatoldgicas.

2. El grupo tratado con isoniacida y silimarina presentd injuria
hepatica moderada, que fue amortiguada por la accion de la silimarina
como hepatoprotector reflejado en la diferencia  significativo de
bilirrubina total (p=0.046), alaninoaminotransferasa (p=0.043); albumina
(p=0.028) y proteinas totales (p=0.046).

3. El grupo tratado con isoniacida y extracto acuoso de pifa
presentd dafos hepaticos menores debido a la accion del extracto
acuoso de pifa, ya que existe diferencia significativa en albumina
(p=0.028), proteinas totales (p=0.046), aspartatoaminotransferasa
(p=0.046) y alaninoaminotransferasa (P=0.02) comparando con el grupo

tratado con isoniacida.

4. Los analisis macroscopicos y microscépicos hepaticos en el grupo
tratado con isoniacida y extracto acuoso de pifa indican una

regeneracion de la estructura del hepatocito.
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Vil.

RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios de eficacia y seguridad del extracto acuoso de

pifia a diferentes dosis.

2. Realizar andlisis bioquimicos complementarios para un mejor
entendimiento de la toxicidad hepatica, determinando lactato
deshidrogena, superdxido dismutasa y glutation reducido.

3. Usar extracto etandlico y adicionalmente emplear acetona
refrigerada para obtener un rendimiento maximo en la extraccién de

bromelina en las pruebas in vitro.
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Anexo N°1: Certificado sanitario de los animales de experimentacion (Instituto
Nacional

Salud)

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

CERTIFICADO SANITARIO N° | 113-2016 |

Producto Rata Albina Lote N° @ R-05-2016

Especie Rattys norvegicus Cantidad : 25

Cepa Holtzman Edad : 3meses

Peso . 200 & 250 gor Sexo . Hembras

GA. 032718 Destino Aey Vidal, Oliver Alberto
Carabayfio

Lima 10-05-2016

E1 Médico Vaterinano, que susorbe, Arturo Rosales Fernandez, Coordinador de Bioterio
Certiica, gue los animales arriba descritos se  encuentran en  buenas
condiciones sanitarias *,

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

Chorrilios; 10 de Mayo del 2016

| (Fecha da emisidn del centificade)

M.V, Arturo Rosales Femandez
NOTA : £ Bioterio no 3e hace CM.V.P. 1586
responsable por &l astado o8
los animales. una vez que
éstos egresan del mismo

R A J

de
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Anexo N22: Certificado de autenticidad del fruto de Ananas comosus (Museo
de Historia Natural)

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

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la Consolidacién del Mar de Grau™

CONSTANCIA N°169-USM-2016

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 vegetal (fruto) recibida de Oliver Alberto REY VIDAL, estudiante
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica; ha sido estudiada y clasificada como: Ananas comosus (L.) Merr
y tiene la sigulente posicién taxonémica, segin el Sistema de Clasificacién de
Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUBCLASE: ZINGIBERIDAE
ORDEN: BROMELIALES
FAMILIA: BROMELIACEAE
GENERO: Ananas
ESPECIE: Ananas comosus (L.) Merr

Nombre vulgar: "pifia goiden”
Determinado por Mg. Maria 1. La Torre Acuy

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

Fecha, 21 de julio de 2016

<7 e e B
| & Aoy ol el T Fzd-
W= Dra. Haydee Montoya Terreros
\. JEFA DEL HERBARIQ SAN MARCOS (USM)

[Sle]
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Anexo N23: Obtencién del extracto acuoso de Ananas comosus
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Anexo N24: Curva de calibracion para bromelina

Ecuacion

Resumen del modelo

Estimaciones de parametro

R cuadrado

F

df

df2

Sig.

Constante

h

Lineal

994

767,809

000

014

087

absorbancia

1,000

0,500+

0,500

0,400+

0,200

0,000
0

O Ohservado
== |ineal
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Anexo N25 Separacion en grupos de animales de experimentacion
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Anexo N26: Dosificacion intragastrica a ratas de experimentacion
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Anexo N°7: Obtencién de muestra sanguinea mediante puncion cardiaca

96



