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RESUMEN

Introduccion: El paracetamol es un medicamento muy utilizado en la practica clinica
como antipirético y analgésico, pero que puede producir efectos adversos dentro de los
cuales se destaca su hepatotoxicidad a dosis elevadas o por el uso prolongado de este
produce necrosis centrolobulillar hepética.; en la actualidad se estd proponiendo algunos
usos para el Etilendiamino Tetraacetato (EDTA) tales como para quelar metales como el
plomo en intoxicaciones, también en el tratamiento de hipercalcemia, etc. Etilendiamino
Tetraacetato (EDTA) tendria la propiedad indirecta de actuar como antioxidante para
evitar la formacion de radicales libres, por lo que en el presente estudio se busco
demostrar si Etilendiamino Tetraacetato (EDTA) podria tener un efecto preventivo o

regenerativo en una hepatopatia producida por paracetamol.

Metodologia: se trabajo con una muestra de 38 ratas formando 6 grupos de 5 ratas, un
grupo blanco, un grupo control, dos grupos preventivos a dosis de 1.0 mg/100g otro de
2.0 mg/100g respectivamente, dos grupos regenerativos a dosis de 1.0 mg/100g otro a
2.0mg/100g respectivamente. Se les produjo injuria hepatica con paracetamol a dosis de
200mg/100g para evaluacion diaria de TGO, TGP.GGT, para finalmente el quinto dia

sacrificar los animales y obtener muestras para los cortes histopatologicos.

Resultados: El efecto hepatoprotector del Etilendiamino Tetraacetato (EDTA). fue
observado a través de la determinacion sérica de las transaminasas TGO, TGP, GGT y
cortes histopatologicos, donde de puedo observar que EDTA a la dosis de 2,0g/100g de
peso ejerce un efecto hepatoprotector preventivo efectivo a nivel hepatico en ratas con
intoxicacion inducida por paracetamol mas no efecto recuperativo, ni regenerativo a

nivel histolégico.

Palabras Claves: hepatotoxicidad, paracetamol, Etilendiamino Tetraacetato (EDTA),

preventivo, regenerativo
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ABSTRACT

Introduction: Paracetamol is a drug widely used in clinical practice as an antipyretic
and analgesic, but they can cause side effects among which stands high doses
hepatotoxicity or prolonged use of this, cause centrilobular hepatic necrosis, currently
being proposed for some uses for EDTA as to chelate metals such as lead poisoning also
in the treatment of hypercalcemia. EDTA would act as an indirect antioxidant to prevent
the formation of free radicals, so in the present study we treat to demonstrate if EDTA

could be used as preventive or regenerative in liver disease caused by acetaminophen.

Methodology: we worked with 38 rats, forming 6 groups of 5 rats, with a white group,
a control group, and two preventive groups, one at dose of 1.0 mg /100g and the other
one at dose of 2.0 mg/100g mg. They were damaged with acetaminophen at dose of
200mg/100g for daily evaluation of TGO, TGP.GGT. finally, the fifth day we sacrificed

the animals to obtain histopathological sections.

results: The hepatoprotective effect of EDTA was observed through transaminases
determination in serum, like TGO, TGP, GGT, histopathological cuts, where we could
observe that EDTA at dose of 2.0 g/100g, EDTA has hepatoprotective effect in liver

but not regenerative effect.

Keywords: hepatotoxicity, paracetamol, EDTA, preventive, regenerative.
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INTRODUCCION

Dado que el higado es el principal 6rgano implicado en el metabolismo de nutrientes,
farmacos y otros xenobioticos potencialmente toxicos que deben atravesarlo antes de
alcanzar el torrente sanguineo y otros tejidos, lo hace particularmente susceptible a los
fenomenos de toxicidad quimica. Se conocen mds de mil compuestos que inducen
toxicidad hepatica; de éstos, los medicamentos son responsables del 40 al 50% de los

casos de lesion hepatica, y del 25 al 30% de los casos de hepatitis fulminante. (26)

La hepatotoxicidad representa un problema sanitario de primer orden en aumento en las
ultimas décadas, dado que es una de las principales causas de muerte secundaria a
medicamentos y supone la principal causa de retiro de productos farmacoldgicos del

mercado farmacéutico en Europa y en Estados Unidos. (27)

Casi todo el mundo piensa que el paracetamol es seguro, pero lo cierto es que puede
provocar graves dafios al higado e incluso insuficiencia hepatica aguda si se toma en
dosis lo bastante altas. De hecho, en los Estados Unidos constituye una de las
principales causas de insuficiencia hepatica, siendo responsable de mas de 56.000 casos

de visitas a urgencias, 2.600 hospitalizaciones y 450 muertes al afio. (28)

Existen investigaciones en ratas y ratones que indican que el paracetamol tiene la
propiedad de inducir lipoperoxidacion y dafo irreversible en el hepatocito,

probablemente causadas por radicales libres.

Por ello al determinar las transaminasas que son indicadores de la funcion hepatica,
sobretodo del nivel de necrosis de los hepatocitos. El nivel normal para TGP de un rata
sana es de 60 U/l (29). En este estudio, asi como en otros, los niveles de transaminasas
se elevan ante la presencia de un hepatotoxico como el paracetamol. Estudios similares
de intoxicacion hepatica demuestran que se elevan los niveles de transaminasas cuando
existe lesion en hepatocitos. Al estudiar estos niveles de TGP de las ratas se busco
mostrar los niveles altos de transaminasa lo que evidencia dafio celular en el higado
inducida por paracetamol y utilizando como modelo experimental en la induccion de
dafio hepatico en roedores y su hepatotoxicidad depende fundamentalmente de la
generacion de radicales libres, los cuales pueden iniciar un proceso de peroxidacion

lipidica y administrando el EDTA se busco demostrar su accion como agente
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antioxidante indirecto que pueda inhibir estos eventos, por lo que resulta de interés la

busqueda de tratamientos que ayuden a prevenir tales efectos hepatotoxicos.
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CAPITULO 1

MATERIAL Y METODOS
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1. POBLACION Y MUESTRA

Se utilizaron un total de 38 ratas machos Rattusnorvegicus de tres meses de edad, y

240 + 10 gramos de peso corporal como promedio.
2. CRITERIOS DE INCLUSION

— Rattusnorvegicus de tres meses de edad, y 240 + 10 gramos de peso corporal
como promedio.

— Ratas sin ningln signo evidente de enfermedad y con alimentacion adecuada.

— Evaluacion histopatologico a nivel hepatico de una unidad al azar en cada grupo

para descartar patologia hepatica previa.
3. CRITERIOS DE EXCLUSION
— Rattusnorvegicus que no cumplan los criterios de inclusion
4. OBJETIVOS
Objetivo general

1. Determinar el efecto protector del EDTA en ratas con dafio hepatico

inducido por paracetamol.

Objetivos especificos

1) Comparar los niveles de transaminasas antes y después de haber suministrado el

EDTA e inducido el dafio hepatico con paracetamol.

2) Comparar los niveles de transaminasas antes y después de inducir el dafio

hepético con paracetamol y suministrar el EDTA.

3) Evaluar el grado de dafio histopatologico del higado en los grupos

experimentales.

5. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

a. Tipo de estudio
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El estudio es de tipo experimental, prospectivo y longitudinal.

b. Estandarizacion de las condiciones ambientales

Durante los 7 dias previos al inicio de la fase experimental, se estandarizaron las
condiciones alimentarias, la cual consistieron en 30g de pelex del concentrado
para mantenimiento TOMASINO® cada 24 horas, permitiendo a los animales
que se alimenten y beban agua ad libitum. Manteniéndose a los animales en
jaulas, se sometieron a periodos de luz y oscuridad de 12 horas, una temperatura

ambiente de 18°C y humedad relativa entre 30 y 60 %.

c. Técnica para determinar el efecto protector y regenerativo del EDTA.

GRUPO BLANCO: Constituido por 5 ratas, que recibieron suero fisiologico
por via intraperitoneal en lugar del EDTA después de 30 minutos se administro
nuevamente suero fisioldgico por via intraperitoneal en lugar del paracetamol.

Se repitio este procedimiento una vez al dia, durante 5 dias

GRUPO CONTROL: Constituido por 7 ratas, que recibieron suero fisiologico
por via intraperitoneal en lugar del EDTA después de 30 minutos se les
administro paracetamol a dosis de 200mg/100g por via intraperitoneal. Se repitid
este procedimiento una vez al dia, durante 5 dias.

El primer dia de administrado el tratamiento, se sacrifico dos unidades
experimentales, con la finalidad de asegurar y evaluar el dafio hepatico por
paracetamol a nivel hematologico e histoldgico para ver si era necesario el

reajuste en la dosis de paracetamol.

GRUPO EXPERIMENTAL PREVENTIVO 1: Constituido por 5 ratas, a las
cuales se les administro EDTA a dosis de 1.0mg/100g por via intraperitoneal y
después de 30 minutos se provoco la injuria, con la dosis toxica de paracetamol
200mg/100g por via intraperitoneal .Se repitid este procedimiento una vez al dia,

durante 5 dias.

GRUPO EXPERIMENTAL PREVENTIVO 2: Constituido por 5 ratas, a las

cuales se les administrarda EDTA a dosis de 2.0 mg/100g por via intraperitoneal
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y después de 30 minutos se provoco la injuria, con la dosis téxica de
paracetamol 200mg/100g por via intraperitoneal. Se repitio este procedimiento

una vez al dia, durante 5 dias.

GRUPO EXPERIMENTAL RECUPERATIVO 1: Constituido por 5 ratas,
que recibieron dosis toxicas de paracetamol 200mg/100g por via intraperitoneal,
después de 30 minutos se administrara EDTA a dosis de 1.0g/100g por via

intraperitoneal. Se repitid este procedimiento una vez al dia, durante 5 dias.

GRUPO EXPERIMENTAL RECUPERATIVO 2: Constituido por 5 ratas,
que recibieron dosis toxicas de paracetamol 200mg/100g por via intraperitoneal,
después de 30 minutos se administro EDTA a dosis de 2.0 mg/100g por via
intraperitoneal. Se repitid este procedimiento una vez al dia, durante 5 dias.

Al final del estudio se sacrificaron los animales previas extracciones de sangre,
para evaluar niveles de transaminasas finales y se les extrajo el higado para el

estudio histopatolédgico.

Antes de iniciar tratamiento alguno se sacrifico al azar una unidad de cada grupo
para evaluar y descartar a nivel histopatologico de que no presenten patologia
hepatica previa antes de iniciado el experimento ya que con la evaluacion de las

transaminasas no se puede descartar algunas patologias previas.
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CAPITULO 11

RESULTADOS
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TABLA N2 1:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICA
OXALACETICA (TGO) PARA EVALUAR EL EFECTO PREVENTIVO DEL EDTA.

TIEMPO EN DIAS
GRUPOS

Basal 1 2 3 4 5

Blanco 64+55 64=+11 62 +6,4 61+9,5 63 + 8,2 60+5,1

Control 62+7 98 + 17 123+11  168+13 233+21 256 + 18

Preventivo .o, 21 57437 84+41 107+13  188+12  197+19
1,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05
Preventivo ... 96 64461 78+87 74+75 7280 61+33
2,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. P<0,05 P<0,05 P<0,01 P<0,01
N 5 5 5 5 5 5

Fuente: Elaboracion propia.

. La actividad de la transaminasa TGO se expres6 en unidades internacionales por litro (UI/L) de
suero * Desviacion Estandar.

e Se empled la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparacion dos grupos (control
versus cada dosis de EDTA).

e n.s.: no significativo.

Evolucioén a través del tiempo del efecto hepatotéxico del paracetamol sobre la actividad
sérica de la Transaminasa Glutamica Oxalacética (TGO) o Aspartatoaminotransferasa
(AST), en ratas que 30 minutos antes se les inyecto EDTA en dos dosis crecientes para
observar su efecto preventivo, donde se observa un grupo blanco con TGO que se
mantiene sin cambios, grupo control con aumento significativo en el tiempo, grupo
preventivo de 1,0mg/100g donde es solo significativo el quinto dia con una P de <0,05,
finalmente, un grupo preventivo de 2,0mg/100g el cual es estadisticamente significativo a
partir de segundo dia con una P de <0,05 y el quinto dia con una P de <0,01 el cual es muy

significativo.
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CUADRON®1

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICA
OXALACETICA (TGO) PARA EVALUAR EL EFECTO PREVENTIVO DEL EDTA.
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Fuente: Elaboracion propia.
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TABLA N2 2:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICA PIRUVICA
(TGP) PARA EVALUAR EL EFECTO PREVENTIVO DEL EDTA.

TIEMPO EN DIAS
GRUPOS

Basal 1 2 3 4 5

Blanco 32+42 29+42 28+29 31+4;3 32+56 3324

Control 33+5,1 8513 127+11,2 195+23,1 258+ 31,7 296+ 32

Preventivo o, | 23 93422 115431 122433 1234231 183423
1,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. P=0,05 P<0,01
Preventivo. o/, 41 44+82 42412  39+13  38+7 3911
2,0mg/100g
Significancia n.s. P<0,05 P<0,05 P<0,01 P<0,01 P<0,01
N 5 5 5 5 5 5

Fuente: Elaboracion propia.

. La actividad de la transaminasa TGO se expres6 en unidades internacionales por litro (UI/L) de
suero * Desviacion Estandar.

e Se empled la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparacion dos grupos (control
versus cada dosis de EDTA).

e n.s.: no significativo.

Evolucion a través del tiempo del efecto hepatotdxico del paracetamol sobre la actividad
sérica de la Transaminasa Glutdmica Piravica (TGP) o Alanin-aminotransferasa (ALT), en
ratas que 30 minutos antes se les inyecto6 EDTA en dos dosis crecientes para observar su
efecto preventivo, donde se observa mismos grupos blanco y control, grupo preventivo de
1,0mg/100g con una significancia en el quinto dia con una P de <0,01 y grupo preventivo
de 2,0mg/100g el cual es estadisticamente significativo desde el primer dia con una P de
<0,05 al quinto dia con P<0,01.
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CUADRO N2 2:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICA PIRUVICA
(TGP) PARA EVALUAR EL EFECTO PREVENTIVO DEL EDTA.
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Fuente: Elaboracion propia.
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TABLA N2 3:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA GAMMA GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA
(GGT) PARA EVALUAR EL EFECTO PREVENTIVO DEL EDTA.

TIEMPO EN DIAS

GRUPOS
Basal 1 2 3 4 5
Blanco 16 +1,8 15+ 3 16 +5 17+ 4 17+6 16 +2,9
Control 17+3.2 29+8 42 +7 65+ 8 97 +7 132+6
Preventivo
15+1,9 17+2 19+2 24+ 4 28+3 27+ 4
1,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. n.s. P<0,05 P<0,05 P<0,01
Preventivo
17 +2 18+ 3 17 +2 18+ 3 21+3 20+ 2
2,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. P<0,05 P<0,05 P<0,01 P<0,01
N 5 5 5 5 5 5

Fuente: Elaboracion propia.

. La actividad de la transaminasa TGO se expres6 en unidades internacionales por litro (UI/L) de
suero * Desviacion Estandar.

e Se empled la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparacion dos grupos (control
versus cada dosis de EDTA).

e n.s.: no significativo.

Evolucion a través del tiempo del efecto hepatotdxico del paracetamol sobre la actividad
sérica de la Gamma Glutamil-transpeptidasa (GGT) sérica, en ratas que 30 minutos antes
se les inyectd EDTA en dos dosis crecientes para observar su efecto preventivo, donde se
observa un grupo preventivo de 1,0mg/100g el cual presenta significancia en el tiempo a
esta dosis el quinto dia con P<0,01 , en contraste con el grupo preventivo de 2,0mg/100g
donde se observa desde el segundo dia con P<0,05 y el quinto dia presenta significancia
con una P<0,01
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CUADRO N2 3:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA GAMMA GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA
(GGT) PARA EVALUAR EL EFECTO PREVENTIVO DEL EDTA.

| ~®-Blanco -#-Control = Preventive 1,0 —#—Preveniivo 2.0 |

36
34

32 —
—a

30
28
26
24

22
20 = -

Vi

A
i

18 ,.,—":/
3

16 e
14
12

Concentracion sérica de GGT {UIL)

s
’Q-_--_*_
>—_ |
4

Basal 1 2 5

Tiempo (dias)

Fuente: Elaboraciéon propia.
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TABLA N2 4:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICA
OXALACETICA (TGO) PARA EVALUAR EL EFECTO RECUPERATIVO DEL EDTA.

TIEMPO EN DIAS

GRUPOS

Basal 1 2 3 4 5
Blanco 64+55 64+11 62+6,4 61+9,5 63 +8,2 60+5,1
Control 62+7 98+17 123+11 168+13 233+21 256+18

Recuperativo

57+3,1 78+57 108+9,1 157+12 199+25 241+16
1,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Recuperativo. o, 46 g4+55 98+77 124+93 178+11 22613

2,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
N 5 5 5 5 5 5

Fuente: Elaboracion propia.

. La actividad de la transaminasa TGO se expres6 en unidades internacionales por litro (UI/L) de
suero * Desviacion Estandar.

e Se empled la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparacion dos grupos (control
versus cada dosis de EDTA).

e n.s.: no significativo.

Evolucion a través del tiempo del efecto hepatotoxico del paracetamol sobre la
actividad sérica de la Transaminasa Glutdmica Oxalacética (TGO) o
Aspartatoaminotransferasa (AST), en ratas que después de 30 minutos de su
administracion se les inyectd6 EDTA en dos dosis crecientes para observar su efecto
recuperativo, donde se observa ausencia de significancia en el tiempo en ambas dosis
recuperativos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Xty UNVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

“EFECTO PROTECTOR Y REGENERATIVO DEL ETILENDIAMINO
TRETAACETATO (EDTA) EN RATAS CON DANO HEPATICO
INDUCIDO POR PARACETAMOL, AREQUIPA 2013~

CUADRO N2 4

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICA
OXALACETICA (TGO) PARA EVALUAR EL EFECTO RECUPERATIVO DEL EDTA.

CUADRO 4
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Fuente: Elaboracion propia.
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TABLA N2 5:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICA PIRUVICA
(TGP) PARA EVALUAR EL EFECTO RECUPERATIVO DEL EDTA.

TIEMPO EN DIAS

GRUPOS
Basal 1 2 3 4 5
Blanco 32+4,2 29+42 28+29 31+4,3 32+5,6 33+2,4
Control 33+51 85%13 127 + 11,2 195+23,1 258+31,7 296+32

Recuperativo o) o1 83:9  125+13  182+£23  223+28 271+263

1,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
R;gumpgirlztg;o 38+47 73+8  92+18  109+28  186+17 22014
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05
N 5 5 5 5 5 5

Fuente: Elaboracion propia.

. La actividad de la transaminasa TGO se expres6 en unidades internacionales por litro (UI/L) de suero
+ Desviacion Estandar.

e Se emple6 la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparacion dos grupos (control versus
cada dosis de EDTA).

e n.s.: no significativo.

Evolucion a través del tiempo del efecto hepatotoxico del paracetamol sobre la
actividad sérica de la Transaminasa Glutdmica Piravica (TGP) o Alanin-
aminotransferasa (ALT), en ratas que 30 minutos antes se les inyecto EDTA en dos
dosis crecientes para observar su efecto recuperativo, donde se observa que no es
significativo en ambas dosis, salvo el quinto dia con una p de <0,05.
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CUADRO N2 5:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA TRANSAMINASA GLUTAMICA PIRUVICA
(TGP) PARA EVALUAR EL EFECTO RECUPERATIVO DEL EDTA.
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Fuente: Elaboracion propia.
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TABLA N2 6:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA GAMMA GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA
(GGT) PARA EVALUAR EL EFECTO RECUPERATIVO DEL EDTA.

TIEMPO EN DIAS

GRUPOS

Basal 1 2 3 4 5
Blanco 16+1,8 15+ 3 16 +5 17+ 4 17+ 6 16+2,9
Control 17+3,2 19+8 21+7 21+8 29+7 32+6

Recuperativo

18+14 17+£3 22+3 22+5 24+7 29+6
1,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Recuperativo 15+4 17+33 20+2 19+32 20+46 22+3

2,0mg/100g
Significancia n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. P<0,05
N 5 5 5 5 5 5

Fuente: Elaboracion propia.

. La actividad de la transaminasa TGO se expres6 en unidades internacionales por litro (UI/L) de suero
+ Desviacion Estandar.

e Se emple6 la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparacion dos grupos (control versus
cada dosis de EDTA).

e n.s.: no significativo.

Evolucion a través del tiempo del efecto hepatotdxico del paracetamol sobre la actividad
sérica de la Gamma Glutamil-transpeptidasa (GGT) sérica, en ratas que 30 minutos antes
se les inyect6 EDTA en dos dosis crecientes para observar su efecto regenerativo,
nuevamente se observa significancia solo el quinto dia a dosis de 2,0mg/100g con una p
de <0,05.
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CUADRO N2 6:

EVOLUCION A TRAVES DEL TIEMPO DE LA GAMMA GLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA
(GGT) PARA EVALUAR EL EFECTO RECUPERATIVO DEL EDTA.
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Fuente: Elaboracién propia.
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TABLA N2 7:

COMPARACION EN % DEL EFECTO PREVENTIVO VERSUS RECUPERATIVO DE LAS
TRANSAMINASAS.

TRANSAMINASA

Grupo de Estudio TGO % TGP % GGT %

Blanco 0 0 0
Control 100 100 100
Preventivo 995 97,72 75,0
Recuperativo 15,31 28,0 62,5

Fuente: Elaboracion propia.

e La actividad de la transaminasa TGO se expreso6 en unidades internacionales por litro (UI/L) de suero.

. La actividad de la transaminasa TGP se expreso en unidades internacionales por litro (UI/L) de suero.

. La actividad de la transaminasa GGT se expreso en unidades internacionales por litro (UI/L) de suero
. }éel ?e(:)a.tlizé el analisis estadistico de los promedios obtenidos con cada transaminasa mediante analisis

de varianza (ANDEVA) y la prueba de especificidad de Tukey modificada, con una exigencia de p<0,01.

Muestra el efecto preventivo versus regenerativo del EDTA a dosis de 2,0mg/100g,
sobre las transaminasas TGO, TGP y GGT correspondientes al 5to dia de estudio.
Donde se puede ver en la tabla el TGO tiene un 99.5 % de efecto preventivo, en
comparacion de un 15,31 % de efecto regenerativo, de igual manera con respecto al
TGP con un 97,72 % de efecto preventivo con respectd a un 28,0 % de efecto
regenerativo, por ultimo vemos a nivel del GGT con un 75,0 % de efecto preventivo n
respecto 62,5 % del efecto regenerativo con lo que podemos concluir que EDTA tiene
mas efecto preventivo que regenerativo los cuales se pueden ver en la tabla 7 salvo a

nivel del GGT que también tiene un efecto regenerativo algo significativo el ultimo dia ,

con respecto a las otras transaminasas.
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GRAFICO

COMPARACION EN % DEL EFECTO PREVENTIVO VERSUS RECUPERATIVO DE LAS
TRANSAMINASAS
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Fuente: Elaboracion propia.
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CORTES HISTOLOGICOS

FOTOGRAFIA 1.

Higado de rata perteneciente al Grupo Blanco (normal)

1. La disposicion celular es pareja
2. No existe necrosis.
3. Ladisposicion de los hepatocitos mantienen un patron

Coloracién hematoxilina-eosina (40x)

FOTOGRAFIA 2.

Higado de rata perteneciente al Grupo Control (con paracetamol)

1. Se observa necrosis, inflamacion severa.
2. Restos nucleares dispersos
3. Hipertrofia de células de Kupffer

Coloracién hematoxilina-eosina (40x)
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FOTOGRATFIA 3.

Higado de rata perteneciente al Grupo Preventivo (1.0)

1. Presenta signos de necrosis moderada en areas

no confluyentes.
2. Recuperacion de la disposicion de los hepatocitos
3. C¢élulas de Kupffer con aparente normalidad

Coloracién hematoxilina-eosina (40x)

FOTOGRATFIA 4.

Higado de rata perteneciente al Grupo Preventivo (2.0)
1. Presenta ligeros signos de necrosis.
2. Los espacios portales casi normales
3. C¢élulas de Kupffer normales
4. Regeneracion de hepatocitos (binucleados)

Coloracién hematoxilina-eosina (40x)
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FOTOGRAFIA 5

Higado de rata perteneciente al Grupo Recuperativo (1.0)

1. Se observa necrosis, inflamacion severa.
2. Restos nucleares dispersos
3. Hipertrofia de células de Kupffer

Coloracién hematoxilina-eosina (40x)

FOTOGRAFIA 6

Higado de rata perteneciente al Grupo Recuperativo (2.0)

1. Se observa necrosis, inflamacion severa.
2. Restos nucleares dispersos
3. Hipertrofia de células de Kupffer

Coloracién hematoxilina-eosina (40x)

En la observacion macroscopica de los higados injuriados con paracetamol, se observo

una ligera palidez superficial. Mientras que los higados de los grupos preventivos
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permanecieron sin alteraciones. Los higados de ratas blanco (sin tratamiento) no
presentaron alteraciones histologicas. En cambio, en las ratas intoxicadas con
paracetamol (control) se observd signos de necrosis severa. Mientras que, los higados
de ratas tratadas con EDTA 1,0mg/100g mostraron signos de necrosis entre ligera a
moderada. Mientras que la observacidn histologica de los higados de ratas tratadas con
EDTA 2,0 mg/100g permanecieron sin alteraciones o con signos de necrosis leve
acompaifiado de regeneracion celular marcada. Por otro lado, los higados de los grupos
recuperativos no se observa regeneracion alguna con respectivas dosis los cuales se

asemejan a los del grupo control.
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DISCUSION Y COMENTARIOS

En la presente seccion se evalua el efecto hepatoprotector y regenerador de los
diferentes tratamientos realizados con dos dosis de EDTA, frente a la intoxicacion
hepatica inducida por paracetamol en ratas obteniéndose los siguientes resultados: La
evaluacion del peso de los animales al inicio de los experimentos y al final de los
mismos, vemos que el peso corporal sufrid un ligero aumento alrededor del 3% no
significativo. El peso absoluto de los higados, tampoco mostr6 diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos (datos no presentados).

TABLA 1: muestra la evolucion a través del tiempo del efecto hepatotdxico del
paracetamol observado a través de la TGO sérica, en animales que previamente se les
administré (30 minutos antes) dos dosis crecientes de EDTA para observar su efecto
preventivo. Primero, observamos un grupo blanco, constituido por 5 ratas, que a la
prueba basal de TGO presenta 64 + 5,5, luego, se les administro por via intraperitoneal
suero fisioldgico en lugar de paracetamol, se observa leve disminucion en el tiempo, los
cuales se mantienen entre los parametros normales, el primer dia con un TGO de 64 +
11 al quinto dia con un TGO de 60 + 5,1, que sirve como parametro comparativo con los
demas grupos. En cambio, el grupo control también constituido por 5 ratas, que reciben
paracetamol a dosis de 200mg/100g, via intraperitoneal en lugar de suero fisiologico, al
analisis diario de TGO en sangre durante los cinco dias, muestra a partir del primer dia
un aumento significativo, el primer dia con 98 + 17 hasta el quinto dia con 256 + 18,
hecho que también se obtuvo con estudios anteriores donde también llegaron a
demostrar que el paracetamol a dosis elevadas produce incremento de las transaminasas.
Luego se observa un primer grupo preventivo constituido por 5 ratas, a los cuales solo
se les administra media dosis de EDTA 1,0mg/100g, en dos dosis crecientes para
observar su efecto preventivo, podemos observar que presenta una  basal
correspondiente a 59 + 3,1 el cual se encuentra entre los valores normales. Luego vemos
el TGO en sangre durante los cinco dias, midiendo cada dia el TGO, el primer dia con
57 £ 3,7 hasta el quinto dia con 197 + 19, empleando la prueba parametrica de Mann-
Whitney vemos que los cuatro primeros dias no es significativo salvo el quinto con
P<0,05 lo que nos demuestra que a media dosis de EDTA 1,0mg/100g no tiene valor
preventivo significativo. finalmente en el grupo preventivo 2 de dosis completa de
EDTA 2,0mg/100g también constituido por 5 ratas, se tomo una basal que corresponde

a 63 + 9,6 , se administro por via intraperitoneal EDTA en dosis 2,0mg/100g para
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observar su efecto preventivo a dosis de 2,0mg/100g, que al analisis de TGO en sangre
durante los cinco dias, muestra el primer dia un TGO de 64 + 6,1 hasta el quinto dia con
a 61 £ 3,3, con una variacidon leve de incremento entre el primero y segundo dia, que
luego va descendiendo hasta quinto dia, hasta llegar a sus valores normales, empleando
la prueba parametrica de Mann-Whitney podemos ver que es significativo el efecto
protector a esta dosis de EDTA 2,0mg/100g a partir del segundo dia con P<0,05 igual

al tercer dia, el cuarto y quinto dia de con P<0,01 que son altamente significativos.

TABLA 2: muestra la evolucion a través del tiempo del efecto hepatotoxico del
paracetamol observado a través del TGP sérico, en animales que preventivamente se les
administré (30 minutos antes) dos dosis crecientes de EDTA para observar el efecto
preventivo. Como ya se ha descrito en la tabla anterior el grupo blanco consta de 5 ratas
que nos sirve como referencia para comparar en este caso el nivel de TGP, en el cual
encontramos una basal de 32 + 4,2; luego se les administra solo suero fisiologico via
intraperitoneal donde se observa que los niveles de TGP sérico en los cinco dias
presentan ligera variacion pero siempre se encuentran entre los valores normales; el
primer dia presenta 29 + 4,2 y el quinto dia presenta 33 £+ 2,4. En cambio, el grupo
control constituido por 5 ratas, que luego de tomarse la muestra del basal que
corresponde a 33 + 5,1, se les administra exclusivamente paracetamol a dosis de
200mg/100g via intraperitoneal, proceso que se sigue haciendo a diario, para medir
TGP a nivel sérico, donde presenta un aumento significativo desde el primer dia con un
TGP de 85 + 13 hasta quinto dia con 296 + 32. Donde se ve aumento significativo en el
tiempo, hecho que coincide con estudios similares realizados donde también
demuestran que el paracetamol es muy nocivo para el higado a dosis elevadas. Sin
embargo, En el grupo preventivo 1 constituido por 5 ratas, previa muestra basal que
corresponde a 32 + 3,3 el cual se encuentra entre los pardmetros normales, se les
administra por via intraperitoneal EDTA en dosis 1,0mg/100g (dosis media) para luego
administrar el paracetamol a dosis elevada de 200mg/100g midiendo a diario los niveles
de TGP donde se observa que los niveles aumentan considerablemente en el transcurso
del tiempo el primer dia presenta 93 + 22 y el quinto dia 183 + 2,3, a la vez aplicando
la prueba estadistica se puede observar que los tres primeros dias el efecto preventivo
con esta dosis no es significativo salvo el quinto dia con una diferencia significativa de
un valor de P de <0,01 lo que nos indicaria también que al igual que en la tabla 1 que a

dosis de 1,0mg/100g EDTA no presenta efecto preventivo considerable. Finalmente, en
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el grupo preventivo 2 también constituido por 5 ratas, previa a procedimiento se toma
una basal que corresponde a 34 + 4,1 UI/L para luego administrar por via
intraperitoneal EDTA en dosis 2,0mg/100g para asi poder evaluar su eficacia en lo
preventivo a dicha dosis, que al andlisis de TGP en sangre durante los cinco dias, se
evidencia ligero aumento durante los dos primeros dias para luego disminuir; al aplicar
la prueba no parametrica de Mann-Whitney donde a partir del primer dia hay una
diferencia significativo con un valor de P de <0,05 durante los dos primeros dias luego
con una p de <0,01 con lo que nos demuestra que EDTA a dosis de 2,0mg/100g
administrado 30 minutos antes de la administracion del paracetamol tiene efecto

hepatoprotector preventivo.

TABLA 3: muestra la evolucion a través del tiempo del efecto hepatotdxico del
paracetamol observado a través de la GGT sérica, en animales que preventivamente se
les administr6 (30 minutos antes) dos dosis crecientes de EDTA, para observar su efecto
preventivo de EDTA, en esta tabla nos muestra nuevamente los grupos ya descritos
anteriormente, mismo grupo blanco, donde se toma una basal de GGT de 16 + 1,8 el
cual nuevamente permanece invariable en el tiempo. Seguido, se observa el grupo
control, con un aumento en el tiempo, el primer dia con 19 + 8 al quinto dia con 132 +
6, al igual que en las pruebas de transaminasas anteriores. Mismo grupo preventivo 1
con dosis de 1,0mg/100g ya descrito con anterioridad, se toma una basal que
corresponde a 15 £ 1,9, que igualmente presenta un aumento creciente en el tiempo el
primer dia con 17 + 2 hasta el quinto dia con 27 + 4, una vez aplicada la prueba
estadistica, nos demuestra nuevamente que no existe diferencia estadisticamente
significativa con esta dosis de EDTA. En cambio, en el grupo preventivo 2 con dosis
2,0mg/100g se evidencia un ligero aumento en el tiempo primer dia con 18 + 3 al
quinto dia con 20 + 2 donde estadisticamente de evidencia diferencia significativa, el
segundo dia con un valor de p de <0,05 al quinto dia con P<0,01, con lo que podemos
concluir que EDTA a dosis de 2,0mg/100g presenta efecto hepatoprotector preventivo,

porque el incremento de GGT no varia en forma significativa en el tiempo.

En nuestro estudio, el incremento del nivel sérico de transaminasas que observamos en
aquellas ratas que recibieron el tratamiento con paracetamol constituye una prueba
sérica del dafio hepatico que ha ejercido este medicamento. Dicho efecto se corrobora
con el estudio histopatologico, que permite mostrar signos de necrosis hepatocelular

severa. Se ha descrito, en otros trabajos, que una sobredosis de paracetamol causa una
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necrosis hepatica aguda, ocasionada, por productos derivados del metabolismo del
paracetamol. Ademas, el grupo de ratas al que se le administr6 FHP, compuesto que
tiene propiedades hepatoprotectoras, mostrdé mayormente necrosis entre moderada y
severa, presentando, asi mismo, los mayores valores en AST, ALT y GGT, lo que nos
indicaria muy poca o ninguna proteccion hepatica contra el dafio inducido por
paracetamol, que genera radicales libres en su mecanismo de accion. En cambio, las
ratas tratadas con perejil no mostraron mayores alteraciones tisulares. Esta observacion
mantiene correlacion con los niveles de transaminasas, principalmente con GGT y ALT,
donde hay diferencia estadisticamente significativa, que fueron los mas bajos, lo que

indicaria que este alimento ejercié un mejor efecto hepatoprotector

El incremento bioquimico aislado de la enzima hepatica gamma-glutamil transpeptidasa
es la reaccidon hepatica a farmacos mas frecuente y traduce un fenémeno de "induccion
enzimatica microsomal" sin repercusion patologica. Este hallazgo es especialmente
comun con la medicacion antiepiléptica (difenilhidantoina y fenobarbital), pero muchos
otros fArmacos como la rifampicina y las benzodiazepinas pueden también causarla. En
cambio, el aumento de transaminasas se produce por muerte de los hepatocitos y es una

medida semicuantitativa sensible de lesion hepatica. . (13)

TABLA 4: muestra la evoluciéon a través del tiempo el efecto hepatotoxico del
paracetamol observado a través de la TGO sérica, en animales que posterior a su
administracion (30 minutos después) se les suministré dos dosis crecientes de EDTA,
para observar el efecto regenerativo de EDTA, nuevamente, aqui se observa el mismo
grupo blanco y grupo control, ya descritos con anterioridad, los cuales sirven de
referencia y para comparar estadisticamente con los dos grupos regenerativos. Grupo
regenerativo 1, a dosis EDTA de 1,0mg/100g, con TGO basal de 57 + 3,1, que se
encuentra entre los valores normales, luego se observa un incremento significativo del
TGO, el primer dia con 78 + 5,7 hasta el quinto dia con 241 + 16, con aumento similar
al grupo control, aplicando la prueba estadistica comparativa entre el grupo control y
grupo regenerativo 1, se evidencia que no presenta valor significativo en los cinco dias,
lo que nos indica que a esta dosis de EDTA no presenta efecto regenerativo. Finalmente,
el grupo regenerativo 2, a dosis EDTA de 2,0mg/100g, con un TGO basal de 68 + 4,6,
luego nuevamente se observa incremento de TGO en el tiempo, casi igual al grupo

control, el primer dia con 84 + 5,5 hasta el quinto dia con 226 + 13, el cual al aplicar la
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prueba estadistica de Mann-Whitney también se observa en el tiempo, sin valor
significativo, lo que demuestra que EDTA no presenta efecto regenerativo con ambas
dosis; demostrado séricamente porque la elevacion de las transaminasas muestran una

elevacion a través del tiempo durante el experimento.

TABLA S5: muestra la evolucion a través del tiempo el efecto hepatotdxico del
paracetamol observado a través de la TGP sérica, en animales que posterior a su
administracion (30 minutos después) se les suministrd dos dosis crecientes de EDTA,
para observar el efecto regenerativo de EDTA, nuevamente, mismo grupo blanco,
mismo grupo regenerativo. Grupo regenerativo 1 a dosis de 1,0mg/100g, con un basal
de 34 + 2,1 el cual estd entre los parametros normales para TGP, también se observa un
incremento en el tiempo, similar al grupo control, con un valor de TGP de 83 + 9 el
primer dia, hasta el quinto dia con 271 + 26,3, con aumento casi similar al grupo
control, una vez aplicada la prueba estadistica de Mann-Whitney, se observa
nuevamente que no es significativo. Finalmente, el grupo regenerativo 2, a dosis de
2,0mg/100g, también con un TGP basal entre los parametros normales, se observa
aumento el primer dia con 73 + 8§ hasta el quinto dia con 220 + 14, estadisticamente
presenta el ultimo dia una p de <0,05, nuevamente se observa un efecto regenerativo no
significativo, a dosis completa salvo el ultimo dia. Con lo que podemos concluir que
EDTA en ambas dosis no posee efecto regenerativo previa administracion de
paracetamol; lo que podemos inferir que realizado el dafo hepatico por paracetamol es
irreversible, a lo que se puede agregar como se demuestra en el experimento preventivo

si tiene resultados en este aspecto mas no posee efecto regenerativo.

El presente estudio mostré que en las ratas estaban presentes las caracteristicas del dafio
hepatico inducido por paracetamol a dosis elevadas, no tuvo efecto irreversible como
efecto experimental regenerativo, lo que permite afirmar que el modelo es valido en esta

especie y en las condiciones experimentales en que se realizo.

Los resultados obtenidos demuestran que administrados por via intraperitoneal a ratas

antes previno el dafio hepatico, y no el efecto regenerativo, asociado a este modelo.

TABLA 6 muestra la evolucion a través del tiempo del efecto hepatotoxico del
paracetamol observado a través de la GGT sérica, en animales que posterior a su

administraciéon (30 minutos después) se les suministré dos dosis crecientes de EDTA
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para observar su efecto regenerativo. Se observa nuevamente un grupo blanco y un
grupo control ya descritos en ocasiones anteriores, para asi poder hacer la comparacion
estadistica, donde nos permite comparar estadisticamente el primer grupo regenerativo a
dosis de 1,0mg/100g con el grupo control, donde nuevamente no es significativo el
efecto regenerador de EDTA a esta dosis demostrado mediante GGT. Finalmente,
haciendo la comparacion estadistica con el grupo regenerador 2,0mg/100g versus el
grupo control, observamos que solo el ultimo dia nos da una p <0,05, por lo tanto se
puede concluir que en este estudio experimental el efecto regenerativo de EDTA no es

significativo.

Por otra parte, ha mostrado marcado efecto antioxidante indirecto en modelos
experimentales, efecto que pudiera contribuir a explicar, al menos parcialmente, los
presentes resultados. Un estudio previo demostro la accion hepatoprotectora del D-002
en el dano hepatico inducido por CCls, modelo en el cual el mecanismo de dafio
hepatico se relaciona con el proceso de PL. (18)Tomando en cuenta la contribucion de
la PL a la hepatotoxicidad inducida por paracetamol y la capacidad del D-002 de
prevenir la PL inducida por diversos agentes en ratas, resulta légico concebir una
aslociacion entre ambos efectos. Numerosos estudios han demostrado la estrecha
relacion que existe entre el dafio hepatico inducido por paracetamol y el estrés
oxidativo, asi como que la oxidacion de este agente es una reaccion generadora de
especies radicales que modifican la actividad de enzimas antioxidantes.?® Siendo el D-
002 una sustancia con efectos antioxidantes como se plantea anteriormente, es l6gico
pensar en la accion inhibitoria de este en el estrés oxidativo provocado por el
paracetamol. El andlisis previenen de manera similar los efectos hepatotoxicos del

paracetamol. (19)

TABLA 7: muestra el efecto preventivo versus regenerativo del EDTA a dosis de
2,0mg/100g, sobre las transaminasas TGO, TGP y GGT correspondientes al Sto dia de
estudio. Donde se puede ver en la tabla el TGO tiene un 99.5 % de efecto preventivo,
en comparacion de un 15,31 % de efecto regenerativo, de igual manera con respecto al
TGP con un 97,72 % de efecto preventivo con respectd a un 28,0 % de efecto
regenerativo, por ultimo vemos a nivel del GGT con un 75,0 % de efecto preventivo con
respecto 62,5 % del efecto regenerativo con lo que podemos concluir que EDTA tiene

mas efecto preventivo que regenerativo los cuales se pueden ver en la tabla 7 salvo a
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nivel del GGT que también tiene un efecto regenerativo algo significativo el ultimo dia ,

con respecto a las otras transaminasas.

En la observacion macroscopica de los higados injuriados con paracetamol, se observo
una ligera palidez superficial. Mientras que los higados de los grupos preventivos
permanecieron sin alteraciones. Los higados de ratas blanco (sin tratamiento) no
presentaron alteraciones histologicas. En cambio, en las ratas intoxicadas con
paracetamol (control) se observd signos de necrosis severa. Mientras que, los higados
de ratas tratadas con EDTA 1,0mg/100g mostraron signos de necrosis entre ligera a
moderada. Mientras que la observacion histolégica de los higados de ratas tratadas con
EDTA 2,0mg/100g permanecieron sin alteraciones o con signos de necrosis leve

acompafiado de regeneracion celular marcada.

A los cortes histoldgicos en este estudio se realizé una evaluacion anatomopatologica
del higado postmortem al momento del sacrificio de rata perteneciente al Grupo
Control (con paracetamol) antes de la fijacion en formol y los resultados muestran la
presencia de focos de hemorragia, congestion, restos nucleares, hipertrofia de las células
de kupffer y necrosis hepatocelular severa, en el grupo control; en Higado de rata
perteneciente al Grupo Preventivo (1.0), donde presenta signos de necrosis moderada,
recuperacion de la disposicion de los hepatocitos, células de kupffer aparentemente
normales, en higado de rata perteneciente al grupo preventivo con coloracion
hematoxilina-eosina (40x) (2,0) presenta signos de necrosis ligera, espacio portal
normal, células de kupffer normales, regeneracion de hepatocitos binucleados. Este
resultado concuerda con el hallado por Sisamoén y cols. (20) donde en el andlisis
macroscopico de higados expuestos a paracetamol se observan zonas de hemorragia,

congestion y necrosis.

Los estudios histopatologicos nos permiten determinar la patologia exacta de las
enfermedades hepaticas asi como los verdaderos cambios celulares debido al
tratamiento. En el andlisis histopatologico de un higado de rata normal se observan
venas centrolobulillares permeables, definidas y con pared regular. La presencia de
hematies en las venas es minima y el parénquima hepatico se nota uniforme y es posible
observar los lobulillos hepaticos con los espacios sinusoidales permeables (23). El
paracetamol en dosis toxicas induce muerte de los hepatocito y produce cambios

eosinoéfilos, necrosis centrolobulillar en hepatocitos caracterizado por coagulacion y
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colapso de hepatocitos con pérdida de nucleos, infiltrado inflamatorio y cambios grasos
(24).

Respecto al analisis microscopico de este estudio se observaron las caracteristicas
tisulares principales de dafio hepatico como son congestion de la vena centrolobulillar,
congestion de los sinusoides hepaticos, degeneracion grasa, caracteristicas de los

nucleos sobretodo de la cromatina (21-22).

Se observo marcado aumento de nucleos densos hipercromaticos en el grupo control
respecto de los grupos experimentales tratados con EDTA, esto probablemente se deba
a una respuesta del nucleo a la injuria externa. Se encontré6 mayor numero de venas
centrolobulillares congestionadas en el control que en los grupos experimentales. Se vio
aumento marcado de vacuolas grasas intracelulares en las muestras del grupo control.
Sin embargo, los grupos tratamiento con EDTA no presentan signos de degeneracion
grasa alguna. Se observa que los sinusoides hepaticos de los grupos experimentales
de EDTA y blanco estan permeables lo que indica buena funcion hepatica comparado
con la congestion pasiva de los sinusoides del grupo control que evidencian lesion
hepatica por inflamacion. Esto sugiere que el EDTA evita la inflamacion y las

reacciones nocivas que derivan de ésta ante una toxicidad inducida por paracetamol.

El efecto hepatoprotector del EDTA fue observado a través de la determinacion sérica
de las transaminasas TGO, TGP y GGT. Asi, con respecto a los niveles séricos de la
transaminasa glutdmico-oxalacética (TGO), conocida hoy en dia como aspartato
aminotransferasa (AST), inicialmente no hubo diferencia estadisticamente significativa
entre todos los grupos a un p<0,05, pero se pudo observar que la administracion oral del
EDTA a partir del segundo dia (dosis 2,0) presento diferencia significativa con respecto
al control para el mismo dia. El dafio con el paracetamol (Grupo Control) produjo
mayores niveles de TGO (256 + 18 U/L dia 5) que el grupo blanco (60 + 5,1 U/L),
presentando los menores niveles (valores no significativos) hasta el dia 2. En cambio,
al comparar el grupo preventivo al cual se le administro6 EDTA 2,0 mg/100g de peso
con el grupo control (paracetamol), si se observo una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,01, prueba Mann-Whitney) (Tabla 1) a partir del 4 dia. En lo
referente a los niveles séricos de actividad de la transaminasa glutdmico-piravica (TGP),
conocida hoy en dia como alanina aminotransferasa (ALT), tampoco se pudo observar

diferencia significativa los primeros 3 dias, pero a partir del dia 4 hasta el dia 5 alcanzé
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un (P=0,05 y p<0,01 repectivamente) para el EDTA (1,0) y un p<0,01 a partir de 3 dia
para el EDTA (2,0) como grupos preventivos.

Podemos concluir que el EDTA tiene efecto protector hepatico frente a la intoxicacion
aguda por paracetamol, probablemente debido a su efecto antioxidante. El efecto
protector hepatico se evidencia por los niveles de enzimas hepaticas (TGP), analisis
anatomopatoldgicos del higado postmortem y andlisis histopatologicos de tejido

hepatico.

El efecto protector hepatico de EDTA parece estar relacionado directamente con su
concentracion pero falta realizar estudios que demuestren la cantidad 6ptima de EDTA
para ejercer su efecto protector hepatico. Es necesario hacer mas estudios para
demostrar el mecanismo de accion del efecto protector del EDTA que probablemente
sea debido a una accion antioxidante directa. Ademas, hasta el momento no existen
estudios sobre el efecto del tratamiento coadyuvante en enfermedades hepaticas en

personas.

Finalmente, podemos concluir por nuestro estudio, que el EDTA a la dosis de
2,0mg/100g de peso ejerce un efecto antioxidante y hepatoprotector preventivo efectivo
a nivel hepatico en ratas con intoxicacion inducida por paracetamol, evidenciado a

través de TGO, TGP y GGT asi como por las observaciones histopatologicas.

La terapia de quelacion es un tratamiento via intravenosa (IV) de una solucién quimica
de 4cido etilendiaminotetraacético, o EDTA. Se utiliza para el tratamiento de
envenenamiento agudo y cronico tirando de toxinas (incluyendo metales pesados tales
como plomo, cadmio y mercurio) desde el torrente sanguineo. El quelato palabra viene
de la raiz griega chele, que significa "garra". EDTA tiene una garra como la estructura

molecular que se une a los metales pesados y otras toxinas.

La terapia de quelacion con EDTA es aprobado por los EE.UU. Food and Drug
Administration (FDA) como tratamiento para la intoxicacion por plomo metélico y
pesado. También se utiliza como tratamiento de emergencia para la hipercalcemia
(niveles excesivos de calcio) y el control de las arritmias ventriculares (ritmos cardiacos

anormales) asociados con esta enfermedad. (25)
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

1. El paracetamol a la dosis empleada produjo dafio hepatico irreversible.

2. El EDTA a la dosis de 1.0mg/100g de peso no ejerce un efecto hepatoprotector
preventivo efectivo en ratas con intoxicacién inducida por paracetamol,
observado a través de las transaminasas TGO, TGO, GGT asi como por las

observaciones histopatologicas.

3. El EDTA a la dosis de 2,0mg/100g de peso ejerce un efecto hepatoprotector
altamente significativo. Evidenciado a través de las lecturas de TGO, TGP y

GGT asi como por las observaciones histopatologicas.

4. El EDTA a ambas dosis estudiadas (1.0mg/100g y 2,0mg/100g) no ejerce un
efecto regenerativo a nivel hepatico en ratas con intoxicacion inducida por
paracetamol, evidenciado a través de las medidas séricas de TGO, TGP, GGT

asi como por la observaciones histopatologicas.
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RECOMENDACIONES:

1. Realizar estudios con rigurosidad cientifica con humanos por parte de
investigadores de la comunidad cientifica, tomando en cuenta tanto la dosis
como la toxicidad del Etilendiamino Tetraacetato (EDTA) con la finalidad de
demostrar su posible aplicacion a los seres humanos dada su efectiva accion

hepatoprotectora a la par de la mayor incidencia actual de cirrosis.

2. Publicar los resultados del presente trabajo en una revista indexada como el
CICA a través de la facultad de Medicina Humana de la UCSM, para que
futuros trabajos realizados por los estudiantes de medicina involucren nuevos
métodos que ayuden a encontrar nuevos tratamientos para la hepatotoxicidad u

otros.
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PREAMBULO

El aumento de enfermedades hepaticas a nivel mundial responde a una transformacion en el
cambio de estilo de vida de las personas. La exposicidon a toxinas hepaticas, el consumo de
alcohol, el sedentarismo y los malos habitos alimenticios también han contribuido al aumento
de las patologias hepaticas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), informa que la
neoplasia maligna mas frecuente en el higado es el carcinoma hepatocelular (CHC), y con una
incidencia cada vez mayor. El CHC es la quinta causa mas frecuente de cdncer en el mundo,
con mds de 560.000 nuevos casos al aflo y ademas es la tercera causa mas importante de

mortalidad por cancer, con aproximadamente un millén de muertes por afio en el mundo. (17)

En el Peru, las enfermedades hepaticas constituyen una importante causa de morbilidad y
mortalidad, siendo la hepatitis viral, de alta endemicidad en muchas regiones del pais y la

cirrosis hepatica la causa mas frecuente de presentacion crénica asociada a mortalidad (6).

Segun el MINSA, las principales causas de mortalidad por sexo en el departamento de
Arequipa en el afio 2010, incluyen en el sexto lugar a las enfermedades del higado con una

incidencia total de 3.9% (98 casos masculinos 4.9% y 49 casos femeninos 2.7%). (11)

Dado que el higado es el principal 6rgano implicado en el metabolismo de nutrientes, farmacos
y otros xenobidticos potencialmente tdxicos que deben atravesarlo antes de alcanzar el
torrente sanguineo y otros tejidos, lo hace particularmente susceptible a los fendmenos de
toxicidad quimica. Se conocen mas de mil compuestos que inducen toxicidad hepatica; de
éstos, los medicamentos son responsables del 40 al 50% de los casos de lesidn hepatica, y del

25 al 30% de los casos de hepatitis fulminante. (8)

La hepatotoxicidad representa un problema sanitario de primer orden en aumento en las
ultimas décadas, dado que es una de las principales causas de muerte secundaria a
medicamentos y supone la principal causa de retiro de productos farmacoldgicos del mercado

farmacéutico en Europa y en Estados Unidos. (14)

Casi todo el mundo piensa que el paracetamol es seguro, pero lo cierto es que puede provocar
graves dafios al higado — e incluso insuficiencia hepatica aguda — si se toma en dosis lo
bastante altas. De hecho, en los Estados Unidos constituye una de las principales causas de
insuficiencia hepatica, siendo responsable de mas de 56.000 casos de visitas a urgencias, 2.600

hospitalizaciones y 450 muertes al afio. (9
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Existen investigaciones en ratas y ratones que indican que el paracetamol tiene la propiedad
de inducir lipoperoxidacidn y dafio irreversible en el hepatocito, probablemente causadas por

radicales libres. (15)

Desde tiempos remotos hasta la actualidad, se ha propuesto el uso de plantas medicinales con
fines terapéuticos para problemas hepaticos dentro de la creencia popular. Estas plantas han
sido utilizadas por la medicina folklérica como remedios caseros, y ya en la actualidad se han
llegado a comprobar cientificamente sus propiedades hepatoprotectoras en ratas con
intoxicacion hepatica inducida por paracetamol, como es el caso del perejil
(Petroselinumsativum), donde al mismo tiempo se compard su eficacia con un hepatoprotector
farmacolégico (FHP: Purinor®) . Al término del periodo experimental, los animales fueron
sacrificados y los resultados mostraron que el perejil ejerce mayor defensa que el FHP, frente a
la accién nociva del paracetamol, evaluado por AST (aspartatoaminotransferasa), ALT
(alaninaaminotransferasa) y GGT (gamma glutamiltransferasa). Histopatolégicamente, no se
observé signos de necrosis severa en el grupo tratado con perejil , hecho que si ocurrié con el
grupo tratado solo con paracetamol y en el grupo al que se administré adicionalmente FHP,
llegando a la conclusién que el perejil ejerce un mayor efecto antioxidante y hepatoprotector

que el FHP.(15)

Otro estudio de parecida metodologia, demuestra que el extracto acuoso de boldo
(Peumusboldus), ejerce un efecto protector hepdtico ya que se evidencia una diferencia
significativa (p<0.05) en los niveles de transaminasas (TGP) entre grupos .El grupo control
obtuvo 196.6 U/L (TGP) mientras que los experimentales como maximo 55.6 U/L. En el analisis
histopatoldgico de tejidos hepaticos, las muestras control evidencian signos de lesién hepatica,
degeneracidn grasa, congestion sinusoidal centrolobulillar y necrosis celular; sin embargo, los
grupos experimentales no presentan signos de lesidn celular y hay ausencia de inflamacién.

(12)

En ratas intoxicadas con tetracloruro de carbono a dosis de 0.5 ml/Kg/2v/semana, se
estudio el efecto hepatoprotector de Rosmarinusoficinalis L. “romero”. Donde se
observo que existe diferencia significativa (p<0.01) en la actividad de TGO y TGP de
las ratas en los diferentes grupos de evaluacion. Se aplicd tratamientos con extracto
acuoso de Rosmarinusoficinalis L. “romero” a dosis de 0.5 g/Kg/dia, 1.0 g/Kg/dia y un
tratamiento con Hepabionta a dosis de 4.29 mg/Kg/dia. Los resultados mostraron que el
tratamiento a dosis de 1.0 g/Kg/dia disminuyeron efectivamente los niveles de TGO y

TGP, esto se deberia a los principios activos de Rosmarinusoficinalis L. “romero” como
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el 4cido clorogénico, acido oleanoico, acido ursolico, acido cafeico, tiamina, niacina,
taninos, etc., que regenerarian la citoarquitectura de los hepatocitos dafiados por el

tetracloruro de carbono. (16)

Se evalué la actividad protectora y curativa de Erithroxylum coca “coca” en ratas con dafio
hepatico provocado por tetracloruro de carbono a dosis a 0.5 ml/kg/2v/semana .El grupo 1
con tratamiento preventivo, recibié extracto acuoso de Erithroxylum coca “coca” a dosis de
1.0/kg/dia, previos a la induccidon de insuficiencia hepatica, mientras que a los grupos
experimentales 2 y 3 (curativos), recibieron el extracto a diferentes dosis 0.5 y 1.0 g/kg/dia
respectivamente , después de producido el dafio.Los resultados demostraron que si existe
diferencia significativa (p<0.01) en la actividad de la TGO y TGP en los grupos experimentales 2
y 3, siendo este ultimo la que respondié de manera mas efectiva al tratamiento registrando los
menores niveles de transaminasas en plasma y una mejoria de grado severo a moderado en la

evaluacidn histolégica del tejido hepatico.(5)
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|I. PLANTEAMIENTO TEORICO:

1) PROBLEMA DE INVESTIGACION:
1.1. Enunciado del problema:

¢Existe un efecto protector del EDTA en ratas con intoxicacidon hepatica por Paracetamol?
Descripcion del problema:

1.2.1.- Area de conocimiento:

General: Ciencias de la Salud.

Especifica:  Medicina Humana.

Especialidad: Medicina

Linea: Hepatologia
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1.2.2.- Andlisis y operacionalizacion de variables:

. VALOR O
VARIABLE INDEPENDIENTE DEFINICION INDICADOR . ESCALA
CATEGORIA
ORDINAL
Solucién de EDTA Efecto quelante sobre el | Dosis del EDTA segun 1.0g/100g de PC
hierro Peso Corporal.
2.0 g/100g de PC
VARIABLE VALOR O
DEFINICION INDICADOR CATEGORIA ESCALA
DEPENDIENTE
Transaminasa Conjunto de enzimas del | Concentracion de
glutdmicooxalacética grupo de las | enzima marcadora de
transferasas, pues | dano en el citosol y
(TGO 0 AST) transfieren grupos | mitocondria del
amino desde un | hepatocito.
metabolito a otro,
generalmente
aminodcidos.
Transaminasa glutamico- Concentracion de
pirdvica la elevacion sérica de | enzima marcadora de | Y/t
transaminasas se | dafio en el .
(TGP 0 ALT) correlaciona .(unldade.s
W ol internacionales RAZON
con el vertido a la sangre i
$ hepatocito. Jlitro)
del contenido
enzimatico
de los hepatocitos
afectados, utilizandose
como indicador para
Gamma detectar posibles | Concentracion de
glutamiltranspeptidasa (y- patologias en las | enzima marcadora de
GT/ GGT funciones del higado. dafio hepatico
especifica para estrés
oxidativo.
Grado de dafio Ausente ORDINAL
hepatico a nivel
Diagndstico histopatoldgico microscépico Leve
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del higado Leve a Moderado
Moderado
Severo

1.2.3.- Interrogantes basicas:

a)  ¢Cual es el efecto protector del EDTA en ratas con dafio hepatico inducido por
paracetamol?

b)  ¢éCudles son los niveles de transaminasas antes y después de haber suministrado
el EDTA e inducido el dafio hepdtico con paracetamol?

c) éCudles son los niveles de transaminasas antes y después de inducir el dafio
hepatico con paracetamol y suministrar el EDTA?

d) ¢Cudles el grado de dafio histopatoldgico del higado en los grupos experimentales?

1.2.4.- Tipo de investigacidn: experimental sobre el efecto protector del EDTA en ratas con

intoxicacion hepatica por Paracetamol

1.2.5.- Nivel de Investigacion: Es un estudio de investigacion prospectivo, longitudinal de

tipo experimental
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1.2. JUSTIFICACION

El higado es un érgano fundamental en la vida y tiene una participacién importante en muchos
procesos fisioldgicos esenciales. Una de sus principales funciones es biotransformar una
amplia variedad de sustancias enddgenas y exdgenas, como farmacos y toxinas, en

subproductos inocuos.

Estd bien demostrado que enfermedades hepdticas con alta incidencia como la cirrosis, higado
graso no alcohdlico (NAFLD), hepatitis virales y el carcinoma hepatocelular, alteran la fisiologia,
el metabolismo y la citoarquitectura del higado. En estos estados fisiopatoldgicos prevalecen
estrechamente procesos oxidativos y la liperoxidacion de las membranas celulares (estrés
oxidativo).La proteccidn y pronta recuperacién del higado es de suma importancia para

mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Nuestro pais posee una importante biodiversidad vegetal en su territorio y la cultura de los
pueblos se ha caracterizado por el uso directo de las plantas sin mas modificacion que la
provocada por su deshidratacion y decoccidn; estableciendo tradicionalmente alternativas
viables para ayudar a resolver sus problemas de salud sobre todo en aquellos grupos

desfavorecidos social y econdmicamente.

Actualmente el tratamiento con plantas medicinales, considerado una practica de la medicina
alternativa, esta siendo cada vez mas aceptada y su aceptacion es mas significativa en paises
desarrollados como el Reino Unido, alcanzando un auge insospechado. A pesar de tener una
larga historia de saber popular, ha sido menospreciada por los profesionales de la salud en
especial médicos .La informacién cientifica sobre la utilidad de las plantas, hace que el
nutricionista como agente de salud, tome ventaja y se vea cada vez mas obligado a tener un

conocimiento serio y objetivo sobre la utilidad real de las mismas.

Por su parte el EDTA constituye un quelante del hierro asi como de otros catidénes divalente

gue permite bloquear el efecto téxico de ciertas drogas como el paracetamol.

Por lo anteriormente mencionado, este trabajo pretende contribuir a incrementar los
conocimientos del profesional en salud con la finalidad de que obtenga mas herramientas a su
favor y pueda plantear, en este caso, un enfoque terapeultico que coadyuve a solucionar

diversas patologias hepaticas o a mejorar los efectos colaterales de la medicina ortodoxa.
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2.MARCO CONCEPTUAL:

2.1. DEFINICIONES:
HEPATOPROTECTOR: Es aquel agente o sustancia que tiene principios activos protectores, los
cuales aumentan el nivel de detoxificacién hepatica, evitando la sobresaturacion de las vias de

conjugacion, disminuyendo asi el dafio hepatico.

HEPATOREGENERADOR: Es aquel agente o sustancia que tiene principios activos
antioxidantes, que actlan después de provocado el daio hepatico, bloqueando los radicales
libres, protegiendo de forma eficaz la estructura y funcién de las células del hepatocito

promoviendo asi la sintesis proteica.

2.2 PARACETAMOL:
El paracetamol o acetaminofén es una droga analgésica-antipirética que se comercializa

libremente sin necesidad de prescripcion médica.

FARMACOLOGIA

El acetaminofén, introducido en la medicina desde 1893 por von Mering, es un metabolito

activo de la fenacetina, analgésico derivado de la anilina (una tintura).

Posee efectos analgésicos y antipiréticos pero su mecanismo de accién no se ha explicado

satisfactoriamente.

A diferencia de los antiinflamatorios no esteroides (AINEs) presenta una accidn
antiinflamatoria débil, inhibe pobremente a la ciclooxigenasa (COX), principalmente en el

sistema nervioso central y no interactua en la activacién de los neutréfilos.

Se absorbe rapido por el tubo digestivo, alcanzando concentraciones maximas a los 30-60 min;

su vida media es de 2 hs; se distribuye uniformemente en los liquidos corporales. (18)

METABOLISMO
Cuando el paracetamol es administrado a dosis terapéuticas en adultos, el 95% es

metabolizado en el higado y el resto se excretan inalterada por la orina.

El paracetamol presenta metabolismo hepatico por conjugacion con acido glucurdnico (60%),
acido sulfurico (35%). Una pequefia parte del farmaco (5%) se N-hidroxila por el citocromo

P450 (CyP) 2E1 hasta formar N-acetil p-benzoquinoneimina (NAPQI) que interacciona con los
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grupos sulfidrilos del glutation. EIl NAPQI normalmente es detoxificado (reducido) por el

glutatién y la unidn a grupos sulfidrilos.

En dosis terapéuticas el acetaminofén suele ser bien tolerado; ocasionalmente surgen
erupciones cutdneas (urticaria, eritema); rara vez se asocia con fiebre medicamentosa,
metahemoglobina, y hay reportes aislados de neutropenia, y pancitopenia, puede producir
déficit de glucosa-6 fosfato-dehidrogenasa. Sus tres efectos adversos mas severos son la
toxicidad hepdtica por intoxicacidon aguda, el coma hipoglucémico y la nefropatia asociada al

consumo crénico. (18)

grupos sulfato
Via principal en
<12 afios
Conjugacién
Metabolismo , Wl Conjugacién con
hepatico . ‘acido

glucurénico

Via principal en
adultos

(95%) : Oxidaciona
NAPBQ

<5%

Paracetamol

Eliminacion urinaria
sin
hiotransformacion

(2-5%)

TOXICIDAD:

La dosis requerida para producir toxicidad es desconocida, pues ésta varia en funcién de la
actividad del citocromo P-450 (que es variable entre las personas), cantidad de glutation, y su
capacidad de regeneracion. Sin embargo, en varios estudios retrospectivos se sugiere que
puede existir toxicidad con dosis Unicas superiores a 250 mg/Kg de peso , pero se prefiere
aceptar una dosis menor para definir el riesgo de toxicidad, quedando ésta en una sola dosis

de 7,5 g 0 mas en adultos o 140-150 mg/Kg en nifios .(20)
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El acetaminofén presenta efectos téxicos dependientes de la dosis, causando necrosis de los
hepatocitos predominantemente en la region centrolobulillar, correspondiente a la zona 3 del

acino hepatico de Rappapport 2 (fig. 1)

Figura N° 1. Necrosis centrolobulillar severa con conservacion de los espacios portales y los hepatocitos periportales.

Las bases de la toxicidad por paracetamol estan bien estudiadas. Al ingerir dosis grandes de la
droga el citocromo P450 (CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A) genera cantidades de NAPQI capaces de
agotar las reservas hepaticas de glutation. Este metabolito ejerce su toxicidad al unirse de
forma covalente a macromoléculas y produciendo radicales libres, desarrollando necrosis
hepdtica en tan sélo 12 horas (21). En mucha menor medida, el mismo proceso puede ocurrir

en el rindn y contribuir a la nefrotoxicidad.

La toxicidad es mayor cuando se asocian inductores del citocromo P450 (etanol -CyP2E y
CYP3A -; fenobarbital -CYP2B y CYP3A-, carbamacepina, fenitoina, rifampicina, zidovudina) o
aquellos que compiten en la conjugaciéon (dicumarol, morfina, prednisona, salicilatos,

estrégenos) incrementando la formacién del metabolito toxico.
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El consumo crénico de etanol, que también provoca lesidon centrolobulillar, altera el
metabolismo del paracetamol por dos mecanismos. Por un lado, agota las reservas de
glutation per se, disminuyendo la capacidad de detoxificacion del NAPQI. Ademas, como
inductor del citocromo P450 (CYP2E1 Y CYP1A2) incrementa la transcripcion de este grupo

enzimatico, aumentando la proporcién de la droga que es convertida en NAPQI. (22)
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EPIDEMIOLOGIA
El primer caso reportado de hepatotoxicidad por paracetamol fue en el afio 1966, Inglaterra.

La toxicidad por paracetamol afecta mayoritariamente a personas de mediana edad (42 afos),

mas frecuentemente en mujeres.

La sobredosis con paracetamol es la causa mas frecuente de insuficiencia hepatica aguda
(40%), seguida de las reacciones idiosincraticas (12%), desplazando a las de origen viral (HVA y

HVB). En un 20% se desconoce la etiologia.
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Acetaminofen es usado y vendido como analgésico para los alcohdlicos por causar menos
gastritis que la aspirina. Los alcohdlicos presentan un riesgo mayor de consumir paracetamol y

de exceder las dosis recomendadas.

Sin embargo, queda claro que esta asociacién empeora la toxicidad hepdtica y este riesgo esta

pobremente reconocido por los médicos y los organismos reguladores. (23)

Inglaterra, en 1998, ante el gran nimero de muertes por afio debidas a sobredosis con AINEs y
paracetamol (en ese pais asociado con mas de la mitad de los casos de insuficiencia hepatica),
se legisld la disminucion de la cantidad de comprimidos por venta y la inclusién de
advertencias sobre la toxicidad en el envase. Esta medida disminuyd la morbi-mortalidad
(20%), asi como el numero de transplantes hepaticos relacionados con la ingesta de

paracetamol (50%).

2.3 ETILENDIAMINO TETRAACETATO (EDTA)

Etilendiamino tetraacetato (EDTA) en la actualidad es utilizado para quelar metales como el
plomo en intoxicaciones, quelante de calcio en el tratamiento de hipercalcemia vy
anticoagulante en bancos de sangre asi como para remover el hierro en exceso a consecuencia
de excesivas transfusiones sanguineas en el tratamiento de talasemias, asi mismo el EDTA
podria actuar como agente antioxidante indirecto ya que se une al hierro que es el precursor
de los radicales libres de oxigeno el cual produce dafio produciendo lipooxidacion de las

membranas celulares de los hepatocitos.

1. Técnica para inducir dafio hepatico en las unidades experimentales

Fundamento:

El paracetamol presenta efectos téxicos dependientes de la dosis, causando necrosis de los

hepatocitos predominantemente en la regién centrolobulillar (1)

Las bases de la toxicidad por paracetamol estdn bien estudiadas. Al ingerir dosis grandes de la
droga, el citocromo P450 (CYP2E1, CYP1A2 y CYP3A) genera cantidades de NAPQI (N-acetil-p-
benzoquinonemina) capaces de agotar las reservas hepaticas de glutation. Este metabolito
toxico se acumula fijdndose por enlace covalente a aminodacidos de enzimas y otras proteinas

hepaticas a las cuales inactiva, produciendo radicales libres, desarrollando necrosis hepatica

(2).

Procedimiento:
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Se inducird toxicidad hepatica en las unidades experimentales con paracetamol a dosis de 200

mg/kg de peso corporal administrado por via intraperitoneal durante 5 dias.

Determinacidn del rendimiento de la extraccion

Fundamento

La determinacién del porcentaje de sélidos solubles conocido como %RE (de porcentaje de
rendimiento de extraccién) se basa en el método gravimétrico. El cudl consiste en la

determinacidn de la diferencia de peso al evaporar todo el solvente del extracto obtenido.

1. METODOS

1.1.Extraccion de sangre y analisis de laboratorio:

Antes de la administracion de tratamientos, se determinara los niveles basales de
transaminasas, para ello se someterd a las unidades experimentales a previo ayuno de 12
horas, para posteriormente extraer la muestra de sangre de la cola por el método de Archer,
en el cual se limpia la cola de la rata con alcohol puro y algoddn, luego se calienta la cola con

un previo masaje para extraer la sangre en un capilar.

Al término del periodo experimental, los animales, seran sometidos a previo ayuno de 24
horas y se le extraera sangre por el método anteriormente mencionado. Luego se procedera a

determinar las concentraciones finales de TGO, TGP y GGT.

1.2.Determinacidon de Transaminasa Glutamico-oxalacética(TGO) yTransaminasa glutamico-

piruvica (TGP)

Método

Métodocolorimétricosegin Reitman y Frankel para la determinacién de la transaminasa

glutdmica-oxalacética (TGO) y transaminasas glutamica piravica (TGP) en suero.
Fundamento del método

La TGO cataliza la siguiente reaccion:

TGO

L-aspartato + alfa-cetoglutarato ——  glutamato + oxalacetato
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La TGP cataliza la siguiente reaccion:
TGP
L-alanina + alfa- cetoglutarato ——glakamato + piruvato

El piruvato o el oxalacetato formado, reacciona con la 2,4-dinitrofenilhidrazina produciendo en

medio alcalino, un compuesto coloreado que se mide a 505 nm.
Preparacion de reactivos

Sustrato TGO: solucion conteniendo 100 mmol/L de L-aspartato y 2 mmol/L de alfa-

cetoglutarato en buffer fosfato 100 mmol, pH 7,4.

Sustrato TGP: solucién conteniendo 200 mmol/L de L-alanina y 2 mmol/L de a-cetoglutarato

en buffer fosfato 100 mmol/L, pH7, 4. Ambos sustratos estan listos para usar.

Reactivo 2,4-DNFH: solucidn conteniendo 1 mmol/L de 2,4 DNFH en HCl 1 mmol/L listo para

usar.

Diluyente para enzimas concentrado: solucién de Na (OH) 0,4 mol/L, preparar diluyendo a 1
litro con agua destilada segun las instrucciones del rétulo. Es estable a temperatura ambiente.

Estandar: listo para usar.
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Procedimiento

En dos tubos de fotocolorimetro marcados B (blanco) y D (desconocido) colocar:

Sustrato (TGO o TGP) 100 pl 100 pl

Incubar 5 minutos a 37 °C en Bafio Maria y agregar:

Suero - 20 pl

agua 20 ul

Incubar 30 minutos a 37 °C en Bafio Maria y agregar:

Reactivo de color (2,4-DNFH) 100 pl 100 pl

Incubar 10 minutos a 37 °C en Bafio Maria, luego agregar:

NaOH 0,4 mol/L 1ml 1ml

Mezclar por inversién y retirar del bafio. Después de 2 minutos, leer en fotocolorimetro con
filtro verde (500-550 nm) en espectrofotometro a 505 nm, llevando el aparato a cero D.O con

agua destilada.

Calculo de los resultadosempleando tablas de conversién

Este cdlculo se basa en la absortibidad del cromdégeno y los valores de actividad enzimdtica
pueden deducirse de las tablas de conversidn, siempre que las lecturas se efectien en cubetas

de caras paralelas y los aparatos cumplan las siguientes condiciones de medida:

Longitud de onda :505nm
Semiancho de banda : =8nm
Espesor de cubeta :1,00cm

Valores normales en ratas (segun Altman y Raymund, 1969) (5)

TGO= Valor Promedio 55.4 Valor referencial 5-80 UI/L
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TGP= Valor Promedio 25.2 Valor referencial 5-80 UI/L

Determinacion de Gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT)

Método

Se usa el método cinético Wiener para la determinacion de Gamma-glutamiltranspeptidasa en

suero.
Fundamento

La gamma-glutamiltranspeptidasa es una carboxipeptidasa que cataliza la siguiente reaccion:
y-glutamil-p-nitroanilida + Glicilglicina y -glutamilglicilglicina + p-nitroanilina

La actividad enzimdtica se mide leyendo la velocidad de color amarillo de la p-nitroanilina a

405 nm.
Preparacion de reactivos

Buffer:Solucién de glicilglicina 60 mmol/I tamponada con buffer tris 0.1M para pH final 8.2 (a

25°C).

Sustrato: Tubos conteniendo 12 umoles de Gamma-glutamil p-nitroanilida y

estabilizantes.Cada tubo de sustrato permite efectuar una determinada cinética.

Procedimiento

En una cubeta mantenida a la temperatura seleccionada colocar:

Sustrato (reconstituido) 3 mL

Incubar unos 3 minutos. Luego agregar:

Muestra 200 uL

Mezclar rapidamente y proseguir de inmediato la incubacion (3 minutos).Ajustar la
absorbancia a un valor de referencia (0.200 o 0.300 D.O).Registrar la absorbancia a los
1,2 y 3 minutos. Determinar la diferencia promedio de absorbancia (A A/Min.) restando
cada lectura de la anterior y promediando los valores. Utilizar este promedio para los

calculos.
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Calculo

v-glutamil-transpeptidasa (U/L) A A/Min x 1.616

1.EVALUACION HISTOLOGICA POR METODO DE HARRIS

a) Obtencion de la muestra

Los animales seran sacrificados por dislocacién cervical.

Después de sacrificado el animal, inmediatamente se procederd a extraer de ellos, el higado.
Fijacion

El proceso de fijacion preserva los tejidos deteniendo la autolisis y a la vez permite que los
tejidos permanezcan sin cambios apreciables luego de subsecuentes tratamientos. La fijacidén
se hard inmediatamente después de obtenidos los trozos de los 6rganos ya que cualquier

demora seca el tejido y acelera la autolisis.

Las muestras se fijaran en formol al 10% por 24 horas, seguidamente se hacen los cortes
necesarios, los cuales deberdn tener un grosor de 3 a 5 mm., los mismos que se colocaran
nuevamente en formol al 10% por una hora, debidamente etiquetados o rotulados para ser

colocados en el autotecnichon.
Deshidratacion y aclaracién
Deshidratacion

Para remover toda el agua de las muestras (tejidos), se tiene el siguiente recorrido:

Agua corriente, 1 hora
Alcohol 70% 1 hora
Alcohol 80% 1 hora

Alcohol 90% 1 hora

Alcohol 95% 1 hora
Alcohol 100% 1 hora
Alcohol 100% 1 hora
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Aclaracion:

En Xilol puro I por 1 hora
En Xilol puro II por 1 hora

a) Inclusion

Las muestras procedentes del xilol Il se sumergirdn en recipientes con parafina, este proceso
de sumergir el tejido en una sustancia firme tal como la parafina es el medio de inclusién mas
utilizado con mas frecuencia. Una vez incluidos los tejidos en la parafina | se lleva la muestra a
la estufa a una temperatura de 60° C por espacio de 1 hora se trasladan a parafina Il, también

a temperatura de 60° C por espacio de 1 hora para luego proceder al bloqueo de las muestras.
Corte

Una vez extraidos los tejidos de la parafina, se procedera a la orientacidn e inclusion de tejidos
en los moldes (placas de Leukart) con parafina diluida (caliente), para la orientacion de la

muestra se usa pinzas.

Los bloques formados se llevaran a refrigeracién por espacio de 1 hora, para endurecer la
parafina lo cual favorece con el corte de las muestras, se procede al corte mediante el

micrétomo deslizante.

El corte de las muestras nos permitira obtener “las cintas” de las mismas. Estas cintas
mediante pinzas se colocaran en un flotador de tejidos (que contiene agua caliente: Bafio
Maria 50°C). El Baflo Maria extiende los cortes histolégicos (evitar la presencia de arrugas y
aire atrapado); una vez bien extendidos los cortes, estos se colocan en las laminas

portaobjetos recubiertas con albumina de Mayer (que favorece la adhesién de los cortes).
Coloracién con Hematoxilina — Eosina

Para tenir los cortes histoldgicos adheridos en los portaobjetos se seguiran los siguientes

pasos:

Empezaremos colocando las laminas portaobjetos en el xilol (xilol I) por 15 minutos para
eliminar la parafina de los cortes; luego se pasara al otro recipiente con xilol (xilol Il) para
completar la eliminaciéon de la parafina. Después de las laminas se trasladaran a los alcoholes

de una bateria de hidratacidn:
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Alcohol 100%
Alcohol 100%
Alcohol 95%
Alcohol 90%
Alcohol 80%
Alcohol 70%

Agua corriente,

1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto

1 minuto

Luego se procedera a la coloracidn siguiendo los siguientes pasos:

Hematoxilina de Mayer,
Agua corriente,

Agua destilada,

Eosina,

Alcohol 70%

Alcohol 80%

Alcohol 90%

Alcohol 95%

Alcohol 100%

Alcohol 100%

5 minutos
10 minutos
1 minuto

20 segundos
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto
1 minuto

1 minuto

Finalmente se procedera al montaje (final de los cortes tefidos) usando unas gotas de balsamo

de Canada y laminillas cubreobjetos. Se dejara secar el balsamo para luego hacer las

evaluaciones correspondientes y etiquetar las laminas. (10)

Diagnostico histopatologico:

El diagnostico histopatoldgico de las muestras obtenidas se realizara en el laboratorio de

Anatomia Patoldgica. Esta evaluacion histopatoldgica se realizara en cada una de las laminas

permanentes del higado para cada tratamiento.
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INDICADOR DE ACTIVIDAD HISTOLOGICA MODIFICADA
NIVELES NECROINFLAMATORIOS

Dafio ausente 0

Leve (focal, algunas areas portales)+ 1

Leve —moderada (focal, mas areas portales)++ 2

Moderado (continuo menos del 50%) +++ 3

Severo (continuo més del 50%) ++++ 4
FUENTE:IshakK.G (1998)

2) ANALISIS DE ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

En el ambito local:
Ninguno

En el ambito nacional
Ninguno

En el ambito internacional
Ninguno

3) OBIJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

2. Determinar el efecto protector del EDTA en ratas con dafio hepatico

inducido por paracetamol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
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4) Comparar los niveles de transaminasas antes y después de haber suministrado el

EDTA e inducido el dafio hepatico con paracetamol.

5) Comparar los niveles de transaminasas antes y después de inducir el dafio

hepatico con paracetamol y suministrar el EDTA.

6) Evaluar el grado de dafo histopatologico del higado en los grupos

experimentales.

4) HIPOTESIS

El EDTA disminuye los niveles de transaminasas TGO, TGP y GGT; protege y
regenera la citoestructura del higado de Rattusnorvegicus con dafo hepatico inducido

por paracetamol.
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Il. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. MUESTRA DE ESTUDIO

Se utilizard un total de 38 ratas machos Rattusnorvegicus de tres meses de edad, y 240 g de
peso corporal como promedio, lo que constituye una muestra por conveniencia del

investigador.

La obtencion de la muestra se hard por muestreo aleatorio simple, ya que se escogera a las
ratas que cumplan con los criterios de interés para el experimento y se dividird al azar en 6
grupos de 5 ratas, exceptuando el grupo control al cual se le afiadird 2 ratas para evaluar

hematoldgica e histolégicamente el grado de dafio hepatico por paracetamol.
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3. DISENO EXPERIMENTAL.

[ Muestra: son 38 ratas machos Rattusnorvegicus divididos en 5 grupos de 5 ratas cada uno y un grupo de 7 ratas ]

[ Periodo de adaptacion a las condiciones experimentales durante 7 dias, }

administrando dieta normocal6rica, normoproteica y agua ad - libitum

[ Pesado de las ratas y determinacion de los niveles basales de TGO, TGP, GGT ]

Grupo tl)lanco (5) Grupo Conltrol (7
| ) Lowmeona ]

Suero Paracetamol (200 mg/100g PC) por
fisiolégico via intraperitoneal durante 5 dias
[ |
[ Grupo experimental protector ] [ Grupo experimental regenerativo ]
| |
[ | [ !
Grupo experimental Grupo experimental Grupo experimental Grupo experimental
protector | (5) protector Il (5) recuperativo Il (5) recuperativo IV (5)
| | |
Administracion del Administracion del Inducir dafio hepético con paracetamol a dosis
EDTA dosis de 1.0 EDTA. a dosis de 2.0 de 200 m /108 de PCp via intraperitoneal
g/100g de P.C via g/100g de P.C via g~ 3 ap
; ) | intraperitoneal durante 5 dias y después de media hora se
Intraperitonea administrard los respectivos tratamientos
I
| | |
| Administracion del Administracion del
Después de media hora se Inducira dafio EDTA a dosis de 1.0 EDTA a dosis de 2.0
hepético con paracetamol a dosis de 200 0/100g de peso g/100g de peso

mg/100g de P.C via intraperitoneal durante 5

Determinacion de los niveles de TGO, TGP y GGT en sangre después de haber aplicado
los tratamientos durante 5 dias.

[ Sacrificio de los animales para la evaluacion histopatoldgica del higado ]

[ Analisis de los resultados ]
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4. TECNICAS

a. Estandarizacion de las condiciones ambientales

Durante los 7 dias previos al inicio de la fase experimental, se estandarizaran las
condiciones alimentarias, la cual consistirdn en 30g de pelex del concentrado
para mantenimiento TOMASINO® cada 24 horas, permitiendo a los animales
que se alimenten y beban agua ad libitum. Manteniéndose a los animales en
jaulas, se someteran a periodos de luz y oscuridad de 12 horas, una temperatura

ambiente de 18°C y humedad relativa entre 30 y 60 %.

b. Técnica para determinar el efecto protector v regenerativo del

extracto acuoso de Schinus molle L.«

GRUPO BLANCO: Constituido por 5 ratas, que recibirdn suero fisioldgico por via
intraperitoneal en lugar del EDTA después de 30 minutos se administrara nuevamente
suero fisiolégico por via intraperitoneal en lugar del paracetamol. Se repetird este

procedimiento una vez al dia, durante 5 dias

GRUPO CONTROL: Constituido por 7 ratas, que recibiran suero fisioldgico por via
intraperitoneal en lugar del EDTA después de 30 minutos se administrara paracetamol
a dosis de 200mg/100g por via intraperitoneal. Se repetira este procedimiento una vez

al dia, durante 5 dias.

El primer dia de administrado el tratamiento, se sacrificarda dos unidades
experimentales, con la finalidad de asegurar y evaluar el dafio hepatico por
paracetamol a nivel hematoldgico e histoldgicamente y si fuese necesario se realizara

un reajuste de la dosis de paracetamol.

GRUPO EXPERIMENTAL PROTECTOR 1: Constituido por 5 ratas, a las cuales se les
administrard EDTA a dosis de 1.0g/100g por via intraperitoneal y después de 30
minutos se provocara la injuria con la dosis toxica de paracetamol 200mg/100g por via

intraperitoneal .Se repetira este procedimiento una vez al dia, durante 5 dias.

GRUPO EXPERIMENTAL PROTECTOR 2: Constituido por 5 ratas, a las cuales se les

administrara EDTA a dosis de 2.0mg/100g por via intraperitoneal y después de 30
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minutos se provocara la injuria, con la dosis toxica de paracetamol 200mg/100g por via

intraperitoneal. Se repetira este procedimiento una vez al dia, durante 5 dias.

GRUPO EXPERIMENTAL RECUPERATIVOTIVO 1: Constituido por 5 ratas, que recibirdn
dosis toxicas de paracetamol 200mg/100g por via intraperitoneal, después de 30
minutos se administrard EDTA a dosis de 1.0g/100g por via intraperitoneal. Se repetira

este procedimiento una vez al dia, durante 5 dias.

GRUPO EXPERIMENTAL RECUPERATIVO 2: Constituido por 5 ratas, que recibiran dosis
toxicas de paracetamol 200mg/100g por via intraperitoneal, después de 30 minutos se
administrara EDTA a dosis de 2.0 g/100g por via intraperitoneal. Se repetira este

procedimiento una vez al dia, durante 5 dias.

Al final del estudio se sacrificaran los animales previas extracciones de sangre, para
evaluar niveles de transaminasas finales y se les extraera el higado para el estudio

histopatoldgico.
1. RECURSOS

a) Recursos humanos

e Bachiller en Medicina
e Asesor

e (Colaboradores

b) Recursos bioldgicos

e EDTA

e Rattusnorvergicus variedad SpragueDawley.

¢) Equipos

e Balanza analitica
e Centrifuga

e Microcentrifuga

e Estufa

e C(Cocina Eléctrica

e Espectrofotometro

e Microscopio
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e Rotavapor

e Agitador

d) Recursos de laboratorio

e Bagueta

e Embudo

e Hojas de bisturi

e Tubos de ensayo
e Espatula

e QGradilla

e Mortero

e Papel filtro

e Pipetasde 5y 10 ml
e Soporte universal
e TermoOmetro

e Vaso precipitado
e Matraz

e Micropipetas

e Fiolas

e Varilla

e Probeta

e Luna de reloj

e) Reactivos
e Kit para TGP, TGO, GGTValtek. Sensibilidad 95%, especificidad 98%.
e Paracetamol
e Formol

f) Material anexo

e Sonda orogastrica
e Jaula metdlica

e Algodon

e Agua destilada
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e Alcohol
e Esparadrapo

e Espatula

g) Recursos Financieros

e Autofinanciado
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2. CRONOGRAMA

Setiembre Octubre |Noviembre| febrero marzo
2012 2012 2012 2013 2013
1/2(3(4/1/2|3/4|1|/2|3|4|1|2|3|4|1|2|3|4

ACTIVIDADES

1. Revisién de la
bibliografia

2. Formulacion del
proyecto.

3.Presentacion y revision

3. Disefio experimental

5. Tabulacién de datos

6. Analisis de resultados

7. Presentacion del
informe final
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ANEXOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA N° N

GRUPO : CONTROL

TRATAMIENTO & DOSIS: v

DATOS FECHA PESO INICIAL TGO BASAL TGP BASAL GGT BASAL

RATA 1

RATA 2

RATA 3

RATA 4

RATA 5

RATA 6

RATA7
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