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ABSTRACT

Morphometry is useful for the investigation in diverse specialties, including histology. An
analytical study was carried out in the University of Medical Sciences of Villa Clara, to describe
the morphometric modifications of the liver after the administration of extracts of Al/lium sativum
L., Ocimum basilicum L, and Mentha x piperita L. in a hepatoprotection model before acute
toxicity was induced by paracetamol. Groups of animals that received doses of 200 and 400
mg-kg' of weight of the aqueous extracts of the plants were evaluated with a hepatic damage
group and another control group without treatment. The study was carried out in liver samples
fixed in 10% neutral formol. The imaging was performed with a Canon digital camera coupled to
an Optech binocular microscope (objective 40X), using the morphometric system ImagelJ. The
hepatocytes of the three zones of the hepatic lobes of Rappaport were studied. There were not
significant morphometric alterations among the groups, although there existed variations among
some analyzed variables. The nucleus area/ cytoplasm area remained within normal limits and no
differences in the number of sinusoides were number. The groups with the doses of 400 of O.
basilicum and 200 of A. sativum presented the morphometric values of greatest similarity to the
control group without treatment; it coincides with those attributed with a greater liver protective
effect. It is recommended to use hepatotoxicity models that evaluate the morphometric
alterations that occur 5 days from the exposure to the toxin.

Keywords: liver protection model, medicinal plants, morphometry, toxic.
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RESUMEN

La morfometria resulta util para la investigacion en diversas especialidades, entre ellas la
Histologia. Se realizo un estudio analitico en la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara,
para describir las modificaciones morfométricas del higado luego de la administraciéon de
extractos de Allium sativum L., Ocimum basilicum L. y Mentha X piperita L. en un modelo de
hepatoproteccidon ante toxicidad aguda inducida por paracetamol. Se evaluaron grupos de
animales que recibieron dosis de 200 y 400 mg-kg" de peso de los extractos acuosos de las plantas
con un grupo de dafio hepatico y otro grupo control sin tratamiento. El estudio se realizd en
muestras de higado fijadas en formol neutro al 10%. Se realiz6 la captacidon de imagenes con
camara digital Cannon, acoplada a microscopio binocular Optech (objetivo 40X), con el sistema
morfométrico ImageJ. Se estudiaron los hepatocitos de las tres zonas del lobulillo hepatico de
Rappaport. No se encontraron alteraciones morfométricas significativas entre los grupos, a pesar
de existir variaciones entre algunas variables analizadas. La relacion drea nticleo/area citoplasma
se mantuvo entre los limites normales y no se encontraron diferencias en el numero de sinusoides.
Los grupos con las dosis de 400 de O. basilicum y 200 de A. sativum presentaron los valores
morfométricos de mayor similitud al grupo control sin tratamiento, lo que se correspondi6 con
aquellos de mayor efecto hepatoprotector atribuido. Se recomienda emplear modelos de
hepatotoxicidad que evaluen las alteraciones morfométricas transcurridos 5 dias de la exposicion
al toxico.

Palabras clave: modelo de hepatoproteccion, morfometria, plantas medicinales, toxico.

INTRODUCCION

El higado constituye el centro fundamental de
transformacion de sustancias enddgenas y
exdgenas del organismo humano, elimina
agentes potencialmente toxicos y participa en
la sintesis y distribucién de nutrientes
incorporados al metabolismo. Sus funciones
son vitales, con gran capacidad de
metabolizacion de productos quimicos, por
ello, la afectacion de cualquiera de sus
funciones traec como consecuencia graves
alteraciones en el metabolismo corporal y en su
homeostasis (Angosto 2008). El higado
funciona como un verdadero ecosistema, en el
cual, los diversos componentes de su unidad
estructural estdn funcionalmente
interrelacionados y responden en forma
unitaria a la agresion (Medina et al. 2012). El
dafio inducido al higado por compuestos
quimicos diversos, causa en muchas ocasiones

un severo desorden funcional asi como a nivel
de la estructura macroscdpica y microscopica
del organo (Jiménez & Kuhn 2012). Un
ejemplo clasico de una sustancia que con su
uso excesivo causa estos trastornos, es el
paracetamol o acetaminofén, muy usado como
analgésico y antipirético por su bajo costo y
amplia disponibilidad (Puiguriguer et al.
2010).

La estructura del acino hepatico trata de
interpretar el funcionamiento del higado. Se
describe a los hepatocitos en tres zonas
elipticas, la zona periportal, la zona intermedia
y la zona perivenosa, lo que se emplea
habitualmente en la descripcion de las lesiones
degenerativas del mismo, asi como en las
regeneraciones y efectos toxicos en el
parénquima. Las lesiones hepdticas por
isquemia o exposicidn a sustancias toxicas, se
pueden explicar por la interpretacion de las
lesiones en estas tres zonas (Angosto 2008).

408



The Biologist (Lima). Vol. 13, N°2, jul-dec 2015

Buscar medicamentos para proteger al higado
de los efectos nocivos de sustancias
hepatotdxicas que el hombre puede ingerir, o
contrarrestar las alteraciones en los
mecanismos de defensa antirradicalicos, es de
suma importancia y los agentes que son
capaces de hacerlo son llamados
hepatoprotectores (Wen et al. 2013).

Si se acude a la Fitoterapia como alternativa
terapéutica, se hace referencia a los
flavonoides, los cuales ocupan un lugar cimero
en la actualidad, por sus reconocidas
propiedades antioxidantes y su uso como
hepatoprotectores. Las plantas Allium sativum
L., Ocimum basilicum L.y Mentha x piperita L.
se encuentran dentro del grupo de plantas
medicinales con accién hepatoprotectora
atribuida y/o comprobada (Ramos
2011, Toledo et al. 2014).

Mentha x piperita es conocida como menta
o toronjil de menta. El género Mentha esta
representado aproximadamente por treinta
especies que pertenecen a la familia
Lamiaceae. Esta especie se considera un
hibrido natural, cultivada actualmente en
gran parte de América y en muchos otros
paises. O.  basilicum es  conocida
comunmente como albahaca blanca. El
género Ocimum estéa representado por mas de
150 especies de la familia Lamiaceae
(Labiatae) y tiene una amplia distribucion
geografica por todas las regiones de clima
tropical y subtropical. 4. sativum es conocido
comunmente como ajo. Pertenece a la familia
de las Liliaceas y aunque posee un origen
incierto, se le considera oriundo de Asia
Central desde donde se extendi6 a toda Europa
y luego hacia América (Ramos 2011, Toledo et
al. 2014).

Estas plantas estdn ampliamente distribuidas
en Cuba y son conocidas y aplicadas por
practicantes tradicionales, médicos con
conocimientos de Medicina Natural y
Tradicional y poblacion en general. Se han
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desarrollado estudios farmacoldgicos
preclinicos para corroborar el efecto
hepatoprotector de las mencionadas especies,
pero los mismos carecen de la morfometria,
basada en los sistemas computacionales
actuales, que brinde toda la informacion
histolégica para respaldar en detalle la accidon
demostrada. El empleo de mediciones
morfométricas permite obtener datos
cuantitativos de gran valor prondstico para
evaluar dafios celulares presentes en varias
enfermedades (Hamabe ez al. 2013). El estudio
de variables morfométricas como el darea
nuclear y del citoplasma resulta de gran
utilidad para evaluar los efectos de los
extractos de las plantas medicinales sefialadas
como posibles protectores hepaticos
(Vertemati et al. 2012). La cuantificacion
histo-morfoldgica precisa y objetiva permite la
correcta evaluacién de modelos
experimentales, y contribuye al diagndstico y
valoracion prondstica de enfermedades asi
como la validacion de propiedades
medicinales atribuidas a diversas especies
medicinales (Rosas et al. 2010). Por todo esto,
se realizd un estudio con el objetivo de
describir las modificaciones morfométricas
del higado producidas luego de la
administracion de extractos de 4. sativum, O.
basilicumy Mentha x piperita L. en un modelo
de hepatoproteccion.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio analitico con enfoque
cuantitativo en la Unidad de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de Ciencias
Médicas Dr Serafin Ruiz de Zarate Ruiz de
Villa Clara, Cuba, en el periodo comprendido
desde septiembre 2011 hasta diciembre 2014.

La muestra se obtuvo de un experimento
realizado en la Unidad de Toxicologia
Experimental de dicha Universidad para la
evaluacién de la actividad hepatoprotectora
sobre un modelo de insuficiencia hepatica
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aguda inducida por paracetamol en ratones
(Toledo et al. 2014). En este modelo se
emplearon 10 animales por grupo (distribuidos
aleatoriamente en ocho grupos
experimentales), ratones adultos machos de la
linea NMRI, de seis semanas de edad y con un
peso vivo comprendido entre 24 y 30 g. Se
emplearon extractos blandos de tres plantas
elaborados por el Laboratorio Provincial de
Plantas Medicinales de Villa Clara como
sustancias con propiedades hepatoprotectoras
atribuidas, y sobre la base de los sélidos totales
se prepararon las soluciones de estudio
garantizando las dosis de ensayo de 200 mg-kg’
'y 400 mg-kg" de peso vivo. Los grupos 1 y II
fueron tratados con O. basilicum L, a dosis de
200 mg'kg' y 400 mgkg' respectivamente.
Los grupos III y IV recibieron 200 mgkg" y
400 mg-kg" de M. x piperita, y los grupos V'y
VI fueron tratados con las mismas dosis pero
de A. sativum. El grupo VII se conformd como
control de dafio hepatico (recibid paracetamol)
y el grupo VII como grupo control sin
tratamiento al no recibir administraciéon con
los extractos vegetales de estudio ni ser
expuesto al paracetamol (control negativo).

Técnicasy procedimientos

El estudio de morfometria hepatica se realizé a
partir de muestras de higado fijadas en formol
neutro al 10%, y procesadas por la técnica
clasica de inclusién en parafina de dichos
grupos de animales. Los bloques fueron
cortados a 5 um de grosor y se prepararon
laminas que se colorearon con hematoxilina y
eosina bajo control de pH. Se procedié a la
realizacion del examen morfométrico de la
muestra comenzando por la separacion,
clasificacion y ordenamiento de las laminas.
Se realizd la captacion de imagenes con una
camara digital Cannon G11 semiprofesional,
acoplada a un microscopio binocular Optech
(objetivo 40X), digitalizadas para efectuar las
mediciones con el sistema morfométrico
ImageJ 1.44p del Nacional Institute of Health,
USA (Ferreira & Rasband 2012). Las opciones
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de calculo fueron area y conteo.

Se estudiaron los hepatocitos de las tres zonas
del lobulillo hepatico de Rappaport: periportal,
intermedia y perivenosa. Se midieron 10
células por cada zona y se analizaron las
variables morfométricas: Area nicleo (AN);
Area citoplasma (AC); Relaciéon area
nucleo/area citoplasma (AN/AC), y Densidad
de los sinusoides hepaticos (conteo de todos
los sinusoides que aparecieron en la imagen
digitalizada, tantas veces como la imagen lo
permitio).

El estudio que sirvio de base para el andlisis
morfomeétrico se ejecutd teniendo en cuenta las
Buenas Practicas de Laboratorio en
Farmacologia y Toxicologia Experimental y
todas las actividades se ejecutaron segun lo
establecido por los Procedimientos
Normativos Operacionales (PNO) y sujetos a
las inspecciones programadas por la Unidad de
Garantia de la Calidad (UGC) de la Unidad de
Toxicologia Experimental (UTEX),
(PNO/REG/0004, PNO/ASC/0004). Se
cumplieron los principios éticos de la
experimentacion animal asi como las normas
de Bioseguridad y Bioética establecidas para
este tipo de estudio (Barrios et al. 2011). La
investigacion fue respaldada por los avales del
Comité de Etica de la Investigacion y de la
Comision Cientifica de la Unidad de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad
de Ciencias Médicas de Villa Clara, Cuba.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se mostré la relacion area
nucleo/area citoplasma en los ocho grupos de
animales empleados en la investigacion,
distribuidos en los dos grupos de tratamiento
con extractos de las tres plantas medicinales, el
grupo con dafio hepético y el grupo control. La
media de estos resultados se encontré en
valores cercanos a 0,3 en todos los casos.
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Tabla 1. Estadisticas descriptivas de la relacion area nucleo/area citoplasma de los grupos que recibieron extractos
de plantas medicinales, el de dafio hepatico y el control negativo.

Grupos N  Minimo Miaximo Media Desv.
tip.
Ocimum b. 200 240 0,05 0,43 0,23 0,07
Ocimum b. 400 270 0,09 0,61 0,25 0,08
Mentha x p.200 360 0,06 1,03 0,28 0,11
Mentha x p.400 330 0,05 0,48 0,23 0,07

Allium s. 200 270 0,1 0,51 0,27 0,09
Allium s. 400 270 0,06 0,41 0,22 0,06
Dafio hepatico 240 01 0,54 0,28 0,08
Sin tratamiento 420 01 148 0,27 0,10

La aplicacion de pruebas paramétricas y no sinusoides no demostrd diferencias entre los
paramétricas al andlisis del numero de grupos(Tabla2).

Tabla 2. Comparacion del nimero de sinusoides entre los grupos que recibieron extractos de plantas medicinales, el
de dafio hepatico y el control negativo.

Grupos N Rango promedio Media
Ocimum b. 200 24 138,29 13,71
Ocimum b. 400 27 115,11 13,11
Mentha x p. 200 36 107,94 12,50
Mentha x p. 400 33 115,56 13,15
Allium s. 200 27 112,57 13,04
Allium s. 400 27 127,63 13,48
Dafio hepatico 24 115,73 13,13
Sin tratamiento 42 131,68 13,6

Kruskal-Wallis Anova
Chi-cuadrado = 5,086 F=1,074
p =0,649 p=0,381

Todos los grupos fueron comparados entre si,a  comparacidn realizada entre los grupos por
través del andlisis de los valores de las areas area, zona y planta, mostrd diferencias
nucleo y drea citoplasma en las tres zonas significativas entre todos (p < 0,05), con
definidas (periportal, perivenosa e excepcion del area del nucleo en la zona
intermedia). El empleo de la prueba no perivenosadel A. sativum como se mostrd en la
paramétrica de Kruskal Wallis en la Tabla3.
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Tabla 3. Comparacion entre los grupos por areas, zonas y plantas.

Sanchez et al.

Zona
Planta Periportal Perivenosa Intermedia

Area X*=62,262  Area X*=9,302 Area X?=24,856
Ocimum nucleo p=0,0 nucleo p=0,026 nucleo p=0,0
basilicum  Area X?=55313  Area X?=55,726 Area X?=47,849

citoplasma  p=0,0 citoplasma p=20,0 citoplasma p=0,0

Area X*=21,061  Area X’ = 8,863 Area X*= 47,209
Menthax  nucleo p=0,0 nucleo p=0,031 nucleo p=0,0
piperita Area X?=44,102  Area X?=28,631 Area X?=91,068

citoplasma  p=0,0 citoplasma p=20,0 citoplasma p=0,0

Area X*=10,587  Area X*=5,598 Area X*=9,252
Allium nucleo p=20,014 nucleo p=0,133 nucleo p =0,026
sativum Area X?=30,822  Area X?=48,874 Area X?=12,244

citoplasma  p=0,0 citoplasma p=0,0 citoplasma p=0,007

Nota: Cada celda representa la comparacién no paramétrica entre los grupos siguientes: Planta con dosis 200 mg-kg. Planta con dosis 400

mg-kg". Grupo con dafio hepético. Grupo sin tratamiento.

La Tabla 4 mostrd los resultados del analisis de
varianza (Anova) aplicado a los grupos que
emplearon O. basilicum, por zona para area
nucleo y area citoplasma. Las comparaciones
internas entre los grupos (pruebas de Tukey y
Tamhane) arrojaron diferencias significativas
para los 4 grupos por drea y zona, con medias
diferentes y p asociadas a las F <0,05. En cada

celda se nombraron los grupos de
comportamiento similar al grupo sin
tratamiento (control) cuya p > 0,05. Se
constatd que el grupo de O. basilicum a 400
mg-kg" fue el que presentd valores similares al
grupo control tanto en el area nicleo como en
el area citoplasma de las zonas perivenosa e
intermedia.

Tabla 4. Analisis de varianza para los grupos de Ocimum basilicum por zona para area nucleo y area citoplasma.

Zona Area Area
nucleo citoplasma

Periportal F=19,328 p=0,0 F=26,683 p=0,0
Ocimum b 200 p=1 Dafio hepatico p=0,47

Perivenosa F=3,70 p=0,012 F=19,16 p=0,0
Ocimum b 400 p=0,573 Ocimum b 400 p=0,285
Dafio hepatico p=0,358 Dafio hepatico p=0,997

Intermedia F=8,94 p=0,0 F=17.91 p=0,0
Ocimum b 400 p=0,999 Ocimum b 400 p=0,986
Dafio hepéatico p=0,252

Nota: Cada celda representa la comparacion entre los grupos siguientes: Ocimum basilicum con dosis 200 mg-kg™.
Ocimum basilicum con dosis 400 mg-kg". Grupo con dafio hepético. Grupo sin tratamiento.

Un analisis similar se realizé en la Tabla 5 para
los grupos de M x piperita L. El analisis de
varianza aplicado a estos grupos por zona para
area nucleo y 4area citoplasma y las
comparaciones internas entre los grupos
(pruebas de Tukey y Tamhane) arrojaron

diferencias significativas para los 4 grupos por
area y zona, con p asociadas a las F <0,05. Se
constatd que el grupo de dafio hepatico
presentd valores similares al grupo control en
el area citoplasma de las tres zonas asi como en
el areantcleo de la zona perivenosa.
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Tabla 5. Analisis de varianza para los grupos de M.

Morphometric study in a liver

X piperita por zona para area nucleo y area citoplasma.

Zona Area Area
nucleo citoplasma

Periportal F=10,521 p=0,0 F=16,438 p=0,0
Mentha x p 400 p=0,861 Dafio hepatico p=0,47

Perivenosa F=3,70 p=0,012 F=19,16 p=0,0
Mentha x p 400 p=0,916 Dafio hepatico p=0,997
Dafio hepatico p=0,358

Intermedia F=21,80 p=0,0 F=32,47 p=0,0

Dafio hepatico p=0,431

Nota: Cada celda representa la comparacion entre los grupos siguientes: Mentha x piperita con dosis 200 mg-kg.
Menthax piperita con dosis 400 mg-kg"'. Grupo con dafio hepatico. Grupo sin tratamiento.

La Tabla 6 mostr6 el analisis de varianza para
los grupos de A. sativum. En la zona perivenosa
para el area del ntcleo no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05). En el resto
de las 4reas y zonas se encontraron valores de p
< 0,05, lo que demostrd la existencia de
diferencias entre los grupos. Puede observarse
en cada celda de la tabla aquellos grupos que

Tabla 6. Andlisis de varianza para los grupos de 4

presentaron un comportamiento similar al
grupo sin tratamiento: los grupos de 4. sativum
a 200 y 400 mgkg' en el area nicleo de las
zonas periportal e intermedia, y los grupos de
A. sativum a200mgkg"y el de dafio hepético
en el area citoplasma de las tres zonas
analizadas.

. sativum por zona para area nucleo y area citoplasma.

Zona Area Area
nucleo citoplasma
Periportal F=2,96 p=0,032 F=12,619 p=0,0
Allium s 200 p=0,164 Allium s 200 p=1

Allium s 400 p=0,487 Dafio hepatico p=0,47

Perivenosa F=2,456 p=0,063 F=16,428 p=0,0
Allium s 200 p=0,385
Dafio hepatico p=0,997
Intermedia F=4,189 p=0,006 F=3,88 p=0,009
Allium s 200 p=0,521 Allium s 200 p=0,366
Allium s 400 p=1 Dafio hepatico p=0,283

Nota: Cada celda representa la comparacion entre los grupos siguientes: Allium sativum con dosis 200 mg-kg". Allium
sativum con dosis 400 mg-kg"'. Grupo con dafio hepdtico. Grupo sin tratamiento.

DISCUSION

El analisis de la relacidn entre area nucleo/area
citoplasma resulta importante para evaluar el

mantenimiento de una estructura estable en los
tejidos. El resultado obtenido en cada grupo de
un valor cercano a 0,3 (tabla 1) coincidié con
los reportes de la literatura donde se plantea
que la relacion nucleo/citoplasma varia de un
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tipo celular a otro, y que se presenta en la
mayoria de las células en unarelaciéonde 1: 3 a
1:5 (Iglesiasetal. 2010).

El analisis del nimero de sinusoides es otra de
las variables que debe ser medida en un analisis
morfométrico del tejido hepatico (tabla 2). Al
comparar los resultados obtenidos en cada
grupo con los del grupo control sin tratamiento
no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas, lo que nos indica que a pesar de
haberse afectado la relacion area nucleo/area
citoplasma, no existieron alteraciones en el
numero de sinusoides con la presencia del
agente hepatotdxico en una exposicion aguda.
Esto coincide con los andlisis realizados por
otros autores donde se plantea que los dafios
estructurales en el higado ante la presencia de
un toxico se evidencian en las exposiciones a
mediano y largo plazo (Kumar et al. 2012). El
paracetamol (Tylenol) es un analgésico que se
detoxifica en el higado mediante sulfatacion y
glucuronidacion, y pequefias cantidades son
convertidas mediante oxidacidn catalizada por
el citocromo P-450 en un metabolito
electrofilico altamente toxico. Cuando se
ingieren grandes cantidades del farmaco se
produce una deplecion de glutation reducido
(GSH) y entonces se acumulan los metabolitos
toxicos en la célula, se destruyen
macromoléculas nucleofilicas y se unen de
forma covalente a las proteinas y acidos
nucleicos. El descenso en la concentracion de
GSH unido al enlace covalente de los
metabolitos toxicos, aumenta la toxicidad del
farmaco, dando lugar a una necrosis masiva de
las células hepaticas, habitualmente 3 a 5 dias
después de la ingesta de dosis tdxicas (Kaushik
etal 2013).

Elmodelo empleado en esta investigacion para
el analisis morfométrico de las plantas con
efectos hepatoprotectores se basé en un
modelo de hepatotoxicidad aguda por
paracetamol, con la administracion Unica de
una dosis toxica y el sacrificio de los animales
24 h después (Toledo et al. 2014). El autor
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considerd que esta Unica administracion y el
breve lapso de tiempo transcurrido para
efectuar el analisis no fueron suficientes para
evaluar alteraciones estructurales de las
c€lulas hepaticas a nivel morfométrico, siendo
solamente detectables alteraciones
histopatologicas reversibles como la esteatosis
hepatica macrovacuolar y algunas alteraciones
no reversibles de necrosis parcelar y
centrolobulillar en el grupo que recibio
paracetamol, que si bien son indicadores de la
toxicidad hepatica, no resultan suficientes
cuando se trata de realizar un andlisis
comparativo entre grupos que hayan recibido
ademés otras sustancias que pudieran
enmascarar o modificar estos resultados.

La comparaciéon entre los grupos que
emplearon extractos de plantas medicinales, el
de dafio hepatico y el grupo control sin
tratamiento mediante la prueba de Kruskal
Wallis arrojo diferencias significativas entre
todos para las variables area nucleo y area
citoplasma (tabla 3). Esto representd una
contradiccion si se tiene en cuenta que cada
grupo que empled una dosis del extracto de la
planta se compard con el grupo control sin
tratamiento y con el grupo de dafio hepatico,
pero se debe recordar que las estadisticas
descriptivas de los grupos no mostraron
diferencias morfométricas detectables, lo que
se atribuydé a que el modelo experimental
empleado, si bien resultd util para evaluar
hepatoproteccion a partir de valores
bioquimicos e incluso algunos histolégicos, no
resultd ideal para determinar alteraciones
morfométricas. Existen muchos trabajos de
investigacion que emplean el modelo de
hepatotoxicidad inducida por paracetamol a
través de indicadores bioquimicos e
histoldgicos, pero no realizan morfometria, la
que muestra sus patrones de alteracion
evidentes a partir de los 3 a 5 dias de
administrado el téxico (Guevara-Vasquez et
al. 2014, Claraetal. 2012).

El andlisis por cada grupo que empleod
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extractos de plantas medicinales (al analizar el
comportamiento de las variables area nucleo y
area citoplasma) que se mostrd en las tablas 4,
5y 6, reveld valores diferentes para cada
planta. En el caso de O. basilicum (tabla 4), los
valores con mayor similitud a los del grupo
control se obtuvieron con la dosis de 400
mgkg', lo que coincidié con los resultados
obtenidos en otros estudios (Toledo et al.
2014). Situacién similar se encontrd con el uso
de M. x piperita en la tabla 5, pues la dosis de
400 mgkg' también fue la que presentd
comportamiento similar al grupo control.
Varios estudios previos ya han validado el
efecto de plantas utilizando las dosis
mencionadas (Valarezo 2012), aunque existen
algunos autores que han realizado sus
investigaciones considerando otros
pardmetros (Mestanza & Armas 2014,
Kaushik et al. 2013). Es importante destacar
que estas consideraciones se realizaron para la
variable area nucleo fundamentalmente, pues
la variable drea citoplasma no presentd
alteraciones morfométricas destacables en el
grupo de dafio hepatico, relacionado esto con
las caracteristicas ya analizadas del modelo
experimental empleado en esta investigacion.
A. sativum (tabla 6) mostré resultados
similares a los del control en la dosis de 200
mg-kg". El analisis de los resultados de estas
tres tablas demostro que los efectos a obtener
no siempre se encuentran en relacion directa
con las dosis empleadas, pues los principios
activos presentes en los extractos, los
mecanismos de accidn, la posible saturacion de
receptores farmacoldgicos, entre otros muchos
elementos pueden modificar los efectos de las
sustancias (Brunton & Chabner2012).

En la literatura médica se reportan diversos
comportamientos al evaluar la relacion dosis-
efecto hepatoprotector de plantas medicinales,
por ejemplo: la administracion de Bidens
pilosa L. (romerillo) a las dosis de 150 mg-kg™,
300 mg-kg' y 600 mgkg' posee un efecto
dosis independiente, mientras la evaluacion de
un extracto acuoso de las hojas de Peumus
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boldus (J. 1 Molina, 1782) a las dosis de 80
mg-kg', 120 mgkg' y 160 mgkg' arroja un
comportamiento dosis-dependiente,
obteniendo la mayor actividad con la dosis
mayor (Ochoa et al. 2008). También la
administracion de Amaranthus spinosus L. a
las dosis de 100 mgkg', 200 mgkg' y 400
mg-kg', posee un efecto dosis-dependiente
incrementado la actividad con la dosis
(Zeashan et al. 2008).

Tampoco se encontrdé un predominio de
alteraciones por zonas en el estudio analizado.
Esto no se correspondio con lo reportado en la
literatura donde se plantea que las lesiones
producidas por paracetamol deben afectar
primeramente la zona perivenosa (Ross ef al.
2012). Se conoce que esta zona constituye el
sitio principal de desintoxicacion de alcohol y
farmacos y sus células son las primeras en
sufrir necrosis isquémica centrolobulillar,
relacionado con la presencia de enzimas de la
glucolisis, las del metabolismo de lipidos y de
sustancias toxicas. Estos resultados fueron
atribuidos a las caracteristicas del modelo
experimental de hepatotoxicidad aguda
empleado, que no resulta ideal para evaluar
alteraciones morfométricas (Kumar er al.
2012).

El estudio demostr6 que el modelo de
hepatotoxicidad aguda inducida por
paracetamol, que se basa en una
administracion Unica del toxico y el sacrificio
del animal 24 h después, no resulta idoneo para
determinaciones de morfometria, pues las
alteraciones estructurales de la arquitectura
lobulillar del higado se hacen evidentes al
transcurrir un periodo mayor de tiempo. Para
los estudios morfométricos deben emplearse
modelos en los que los animales se encuentren
expuestos a dosis repetidas del toxico y que
sean sacrificados luego de tres a cinco dias de
dicha exposicion. No se niega el valor del
modelo de hepatotoxicidad aguda por
paracetamol como modelo experimental, pues
el mismo ha sido demostrado en numerosos
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estudios, pero basado en determinaciones
enzimaticas, bioquimicas e histologicas no
morfométricas.

No se demostraron alteraciones morfométricas
en el higado luego de la administracion de los
extractos de plantas en el modelo de
hepatotoxicidad aguda por paracetamol
empleado. La relacién darea nucleo/area
citoplasma se mantuvo entre los limites
normales con la utilizacidn de los extractos de
plantas, y el numero de sinusoides no mostrd
diferencias entre los grupos del estudio. Los
grupos que emplearon las dosis de 400 mg-kg”
de O. basilicum y 200 mg'kg" de A. sativum
presentaron los valores morfométricos de
mayor similitud al grupo control sin
tratamiento, lo que se correspondid con
aquellos de mayor efecto hepatoprotector
atribuido.
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