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RESUMEN

Introduccion: El acetaminofeno es uno de los farmacos analgésicos y antipiréticos mas
utilizados. Se caracteriza por los efectos hepatotdxicos que produce luego de una
administracion prolongada por la formacion excesiva de N-acetil-p-benzoquinoneimina
intermedia, producto del metabolismo en fase 1. Las hojas de Morus nigra L. presentan
actividad terapeutica debido a su composicion quimica y capacidad antioxidante.
Objetivo: Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoholico de Morus nigra
L. en ratas con dafio hepéatico inducido por acetaminofeno.

Meétodos: Veinte ratas (Rattus norvergicus albinus) se dividieron en cuatro grupos:
control, acetaminofeno (250 mg/kg) como grupo control de hepatotoxicidad,
acetaminofeno + silimarina (100 mg/kg) y acetaminofeno + Morus nigra L. (250 mg/kg).
Las enzimas de funcion hepatica ALT y AST fueron medidas los dias 1, 6, 12 y 21.

Ademas, se realiz6 un estudio histopatolégico en secciones de higado.
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Resultados: El acetaminofeno aumentd los niveles de ALT y AST, lo cuales se
mantuvieron elevados luego de la administracion de agua destilada como placebo hasta
el dia 21. La silimarina y el extracto de hojas Morus nigra L. disminuyeron los niveles
de ALT y AST hasta niveles similares del control (basal).

Conclusiones: Los resultados del presente estudio demostraron que la administracion de
Morus nigra L. mejora la lesion hepatica producida por el acetaminofeno con efecto
significativamente similar al de la silimarina.

Palabras clave: alanina aminotransferasa; aspartato aminotransferasa; hepatoprotector;

histopatologia.

ABSTRACT

Introduction: Acetaminophen, one of the most commonly used analgesic and antipyretic
drugs, is characterized by its hepatotoxic effects after prolonged administration, due to
the excessive formation of intermediate N-acetyl-p-benzoquinone imine, a product of
phase | metabolism. Because of their chemical composition and antioxidant activity,
Morus nigra L. leaves display therapeutic activity.

Objective: Evaluate the hepatoprotective effect of Morus nigra L. hydroalcoholic extract
on acetaminophen-induced liver damage in rats.

Methods: Twenty rats (Rattus norvergicus albinus) were distributed into four groups:
control, acetaminophen (250 mg/kg) as hepatotoxicity control group, acetaminophen +
silymarin (100 mg/kg) and acetaminophen + Morus nigra L. (250 mg/kg). Liver function
enzymes ALT and AST were measured on days 1, 6, 12 and 21. Additionally, a
histopathological study was conducted of liver sections.

Results: Acetaminophen raised ALT and AST levels, which remained high after
administration of distilled water as placebo until day 21. Silymarin and Morus nigra L.
leaf extract lowered ALT and AST levels to values similar to the control (baseline).
Conclusions: Results show that administration of Morus nigra L. improves the hepatic
lesion caused by acetaminophen with an effect significantly similar to that of silymarin.
Keywords: alanine aminotransferase; aspartate aminotransferase; hepatoprotective;

histopathology.
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Introduccion

Las enfermedades hepéticas representan aproximadamente el 3,5 % de todas las muertes
por afo en todo el mundo. Las causas principales son las complicaciones de la cirrosis, la
hepatitis viral y el carcinoma hepatocellular.®Y) El dafio hepatico surge de la disminucion
de las funciones metabélicas del higado causadas por xenobidticos,? antibiéticos,®
sustancias quimicas o toxinas,® virus,® alcohol,® entre otros. Los estudios sobre el
efecto hepatoprotector generalmente usan la induccion de dafio hepatico usando
acetaminofeno (N-acetil-p-amino-fenol, APAP) como modelo experimental.() EI APAP
es un analgésico altamente efectivo, sin embargo a dosis altas o prolongadas puede tener
efectos negativos, desde toxicidad hepética aguda hasta insuficiencia hepética.® Esto se
debe a que a dosis terapéuticas el APAP se metaboliza por reacciones de fase Il y se
excreta conjugado con &acido glucuronico y sulfato. No obstante, cuando la dosis es alta
una parte se metaboliza por reacciones de fase | que producen N-acetil-p-
benzoquinoneimina intermedia (NAPQI), que normalmente se desintoxica a través de la
interaccion con el glutation celular (GSH).

Cuando el GSH se agota por la sobreproduccion de NAPQI provocada por la saturacion
de las vias de conjugacién en dosis altas, el NAPQI se une a las macromoléculas celulares
provocando estrés oxidativo, necrosis y muerte celular.®%1)

Un patron de comparacion en los estudios del efecto hepatoprotector es la silimarina (SN),
que es un flavonolignano, obtenido de las semillas de Silybum marianum L., que tiene
efectos antioxidantes, hepatoprotectores, antidiabéticos, antiinflamatorios, antifibroticos
y citoprotectores. EI mecanismo hepatoprotector de la especie mencionada se explica por
un aumento en la regeneracion de los hepatocitos, aumentando el nivel reducido de
glutation en el higado, lo que lleva a una disminucion en la union de las hepatotoxinas a
los sitios receptores en el hepatocito.2?

Al género Morus, de la familia Moraceae, pertenecen algunas plantas que son utilizadas
en la medicina tradicional debido a la presencia de metabolitos secundarios que han
mostrado efectos bioactivos como antiinflamatorios, antioxidantes, antimicrobianos,
entre otros.(4

Morus nigra L. (MN) también es conocida como mora negra y sus hojas se utilizan en la
medicina tradicional para tratar diversas afecciones durante la menopausia, por ejemplo.
Asimismo, diversos estudios han demostrado sus beneficios terapéuticos ante la obesidad

y como antihiperlipidémico, antidepresivo, neuroprotector,>® antimicrobiano,”
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cicatrizante,® antidiabético, 2% antinociceptivo®® y antiinflamatorio.? También son
conocidos sus efectos como antiespasmodico, analgésico, hipotensore,®®
hipocolesterolémico,®” antiparkinsoniano,®® y anticancerigeno.?®?”) Es de mencionar
ademas su capacidad como blanqueador de origen natural para reducir la
hiperpigmentacion de la piel® y su uso en el tratamiento complementario de las
mordeduras de serpientes.®

Las propiedades bioldgicas de Morus nigra L. estan potencialmente relacionadas con su
capacidad antioxidante, sin embargo, se ha demostrado que las variaciones climaticas
estacionales afectan el desempefio de los fitocompuestos después del proceso de
extraccion.®® Varios parametros como la variedad, la region geografica, el clima vy el
estrés afectan este desempefio. Los parametros operacionales como el tipo de solvente, la
temperatura, la presion, entre otros, también modifican sus rendimiento.®? Estos
parametros determinan en la mayoria de los casos la composicion del extracto y por ende
la actividad terapéutica.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto hepatoprotector del extracto
hidroalcohdlico de Morus nigra L. en ratas con dafio hepéatico inducido con

acetominofeno.

Métodos

Animales experimentales

En el estudio se utilizaron ratas macho (Rattus norvergicus albinus) de veintitrés meses
de edad que pesaban 28020 g. Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes:
la temperatura se mantuvo a 22+1 °C, la humedad al 55 %, y un ciclo de luz/oscuridad de
12 h.® Las ratas se alimentaron con una dieta estandar para roedores con agua del grifo
ad libitum.

La investigacion se llevd a cabo de acuerdo con los principios internacionalmente
aceptados para el uso y cuidado de animales de laboratorio (Directiva CEE de 1986;
86/609/CEE). Los procedimientos aqui desarrollados han sido aprobados por el Comité

de Etica de la Universidad Privada Auténoma del Sur.
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Reactivos
El acetaminofeno y la silimarina para los experimentos se obtuvieron de Sigma Aldrich
y el etanol para el extracto de JT Baker. Todos los reactivos utilizados fueron de grado

analitico.

Extracto

Las hojas de Morus nigra L. (MN) fueron recolectadas y luego identificadas
taxondmicamente en la Universidad Nacional Mayor de San Agustin de Arequipa con el
codigo 062-2019-CIDEC-UNSA. Las plantas se limpiaron de polvo y otros desechos se
eliminaron con agua desionizada® y luego se secaron a temperatura ambiente durante
72 h. Para preparar el extracto hidroalcohélico de MN se utilizo etanol al 70 % y 20 g de
hojas pulverizadas. EI método de extraccion fue Soxhlet. El solvente se evapord
completamente a presion reducida usando un evaporador rotatorio a 60 °C. Finalmente,
el extracto concentrado seco se almacend a -20 °C hasta la realizacion de los

experimentos.

Disefio experimental
Las ratas se dividieron en cuatro grupos que contenian 5 ratas por grupo.
-Grupo 1. (grupo control). Recibié 5 ml/kg de agua destilada®® por via orogastrica
durante los 21 dias del estudio.
-Grupo 2. Dafio hepético inducido por la administracion de 250 mg/kg de
acetaminofeno®%) durante 5 dias. Del dia 6 al 21 las ratas recibieron un placebo en lugar
del tratamiento con acetaminofeno consistente en agua destilada por via orogastrica.
-Grupo 3. Dafo hepatico inducido por la administracion de 250 mg/kg de acetaminofeno
durante 5 dias. Del dia 6 al 21 se administraron 100 mg/kg de silimarina®”3¢ % por via
orogastrica.
-Grupo 4. Dafo hepatico inducido por la administracion de 250 mg/kg de acetaminofeno
durante 5 dias. Del dia 6 al 21 se administraron 250 mg/kg de Morus nigra L.“% por via

orogastrica.

Las muestras de higado se recogieron 21 dias después de los tratamientos. EI CO> se

utilizé como agente de eutanasia para las ratas de laboratorio.
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Analisis de laboratorio

Antes de la administracion de los tratamientos se determinaron los niveles basales del
perfil hepético (dia 1). Para ello, después de un ayuno de 12 h, se tom6 una muestra de
sangre de la cola de las unidades experimentales utilizando el método de Archer. (La cola
de la rata se limpio6 con alcohol puro y algoddn, y luego se calenté con una lampara de
radiacion infrarroja para provocar la vasodilatacion de la vena caudal. Luego se extrajo
la sangre realizando movimientos peristalticos y se almacend en capilares para determinar
el perfil hepatico). Se tomaron muestras de sangre con el mismo procedimiento los dias
6,12y 21.

Analisis bioquimico de la actividad enzimética
Para evaluar los marcadores bioquimicos en las lesiones hepéticas, se analizaron la
alanina aminotransferasa (ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST) mediante el

método colorimétrico de Reitman y Frankel.(384%)

Examen histologico
Se realiz6 la necropsia y la extraccién del higado para observar sus caracteristicas
microscopicas. El diagndstico histologico de las muestras obtenidas de los higados se
realizd en el laboratorio de Anatomia Patoldgica de la Universidad Nacional Mayor de
San Agustin en Arequipa mediante la tincién con Hematoxilina Eosina (H&E) en un

microscopio Optico binocular CAR-ZEIZ.

Analisis estadistico
El andlisis estadistico se realizé utilizando OriginPro 9.0. Los datos se expresaron como
media = desviacion estandar (DE). Posteriormente, se analizaron las comparaciones
maultiples utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) de una via al final del tratamiento
(dia 21). Se utiliz6 la prueba de Tukey como prueba post hoc.®® Con un valor de (p<0,05)

se considero la existencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Resultados

Efecto de Morus nigra L. sobre los niveles séricos de ALT y AST
Los resultados de los niveles de ALT y AST evaluados se muestran en la tabla 1. Los
niveles de ALT y AST en ratas aumentaron después de la induccién de dafio hepatico con
250 mg/kg de acetominofeno. Después de su administracion a las ratas del grupo 3
(tratadas con una dosis de 100 mg/kg de silimarina), se mostré una disminucion
significativa en los niveles de ALT (Fig. 1A). Sin embargo, los niveles de AST
disminuyeron por debajo del grupo control el dia 21 (Fig. 1B.). Por otro lado, las ratas
tratadas con 250 mg/kg de Morus nigra L., tras la induccién de dafio hepatico con
acetominofeno, también mostraron un descenso significativo de los niveles de AST y

ALT similar al obtenido con silimarina (Fig. 1A'y B).
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Los datos presentados son medias + DE durante los dias 1, 6, 12 y 21. Denotan diferencia significativa (p <0,05) en al menos un

grupo al final del tratamiento (dia 21).

Fig. 1 - Efecto de Morus nigra L. sobre los niveles de ALT y AST después del dafio hepatico

inducido con acetominofeno.
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Tabla 1 - Efecto de los niveles séricos de AST y ALT de Morus nigra L. después de las

lesiones hepaticas inducidas con acetaminofeno en ratas

ALT (UIL) AST (UIL)

Grupos — = ; ; - - -
Dial Dia 6 Dia 12 Dia 21 Dial Dia 6 Dia 12

Control 1713:123 | 1884+1.26 | 18,64+133 | 1694+149 | 3025:132 | 3205:149 | 3345:2,27
Aceaminofeno | 50041459 | 104,43+1018 | 96,306,36 | 891946,60 | 3245:125 | 87,1442,15 | 94,11%2,30
(250 mg/kg)
Acetaminofeno
+ silimarina 1904+2,49 | 10694+1210 | 2855190 | 1834+173 | 3046:219 | 8816+252 | 60,51%2,56
(100 mg/kg)

Acetaminofeno
+ Morus nigra 17,74+1,23 103,22+8,09 35,09+6,07 | 14,93+0,82 30,06+1,62 95,1743,76 93,77+2,01
L. (250 mg/kg)

Los datos presentados son medias + DE durante los dias 1, 6, 12 y 21.

El anélisis de varianza de una via (ANOVA) muestra diferencias significativas en al
menos un grupo al final del tratamiento (dia 21) en cuanto a los niveles de ALT y AST
(p<0,05). Con respecto a los niveles de ALT en el dia 21, los datos muestran que no hay
una diferencia significativa entre el efecto de Morus nigra L. y la silimarina (p<0,05); y
entre la Morus nigra L. y el grupo control (p<0,05), segun la prueba de Tukey.

El ANOVA de los niveles de ALT y AST en el dia 21 result6 en valores de p<0,05 para
ambos casos, lo que significa que hubo una diferencia significativa dentro de los grupos.
El analisis post hoc (test de Tukey) al 95 % de confianza que se muestra en las Fig. 2y 3
indica que en cuanto a los niveles finales de ALT y AST (dia 21) no existe diferencia
significativa entre el efecto hepatoprotector (HE) de las hojas de Morus nigra L. (250
mg/kg) y el efecto de la silimarina (100 mg/kg). ElI HE de las hojas de Morus nigra L.
(250 mg/kg) permite reducir los niveles de ALT a niveles basales, ya que no existe
diferencia significativa con los niveles de ALT del grupo control al final del tratamiento
(p>0,05), lo que no se observa para los niveles de AST. Sin embargo, la disminucién del

marcador enzimatico AST también es significativa.
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Fig. 2 - Comparacién de medias de los niveles de ALT de los grupos estudiados al final del

tratamiento (dia 21) mediante la prueba de Tukey.

Si la diferencia se aproxima a cero, entonces no hay diferencia significativa. Los datos
presentados son medias £ DE y muestran que no hay diferencia significativa entre el
efecto hepatoprotector de Morus nigra L. y la silimarina (p<0,05), y entre Morus nigra
L. y el grupo control (p<0,05). Por otro lado, los datos muestran diferencia significativa
entre Morus nigra L. y el grupo con acetaminofeno (p>0,05), entre la silimarinay el grupo

con acetaminofeno (p>0,05), y entre el acetaminofeno y el grupo control (p>0,05).
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Fig. 3 - Comparacion de medias de los niveles de AST de los grupos estudiados al final del

tratamiento (dia 21) mediante la prueba de Tukey.

(D) ev-nc | Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




7 S,.SALMEMEM Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2021;26(3):e1006

Si la diferencia se aproxima a cero, entonces no hay diferencia significativa. Los datos
presentados son medias + DE y muestran que no hay diferencia significativa entre el
efecto hepatoprotector de Morus nigra L. y silimarina (p<0,05) y entre Morus nigra L. y
el grupo control (p<0,05). Por otro lado, los datos muestran una diferencia significativa
entre Morus nigra L. y el grupo con acetominofén (p>0,05), Morus nigra L. y el grupo
control (p<0,05), silimarina y el grupo con acetominofén (p>0,05); y acetominofény el

grupo control (p>0,05).

Efecto de Morus nigra L. sobre los cambios histopatoldgicos
En la Fig. 4 se muestra el analisis histopatoldgico realizado por tincién H&E a los grupos
estudiados. En los cortes histoldgicos de los higados de las ratas del grupo control no se
encontraron alteraciones histoldgicas dado que no hay signos de necrosis y la disposicion
de los hepatocitos es normal (Fig. 4A.). La hepatotoxicidad del acetominofeno se observa
en la Fig. 4B. Este grupo solo recibié agua destilada hasta el dia 21. La fotomicrografia
hepatica muestra signos de necrosis hepatocelular severa, asi como restos nucleares y
aumento de células de Kupffer. Los cortes histoldgicos de los higados del grupo de ratas
que recibieron tratamiento con 100 mg/kg de silimarina después de la induccion del dafio
hepético con acetominofén muestran signos de una leve necrosis, espacio porta normal,
células de Kuffer normales, asi como una probable regeneracién de hepatocitos
binucleados. (Fig. 4C.). El tratamiento de 250 mg/kg con Morus nigra L. mostro
claramente una mejoria histopatoldgica, ya que. se observan signos de necrosis moderada
con recuperacion de la disposicion de los hepatocitos y células de Kupffer aparentemente

normales (Fig. 4D).
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Fig. 4. Microfotografias de secciones de higado tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). A.
Higado de rata del grupo control: no hay signos de necrosis. B. Higado de rata lesionado con
acetaminofeno (250 mg/kg) y agua destilada como placebo: signos de necrosis hepatocelular
grave, restos nucleares y aumento de células de Kupffer. C. Higado de rata del grupo
acetaminofeno + silimarina (100 mg/kg): signos de necrosis leve, espacio porta normal, células
de Kuffer normales. D. Higado de rata del grupo acetaminofeno + Morus nigra L. (250 mg/kg):
signos de necrosis moderada con recuperacion de la disposicion de los hepatocitos y células de
Kupffer aparentemente normales.

Discusion

Actualmente, el acetaminofeno o N-acetil-p-aminofenol (APAP) se utiliza para aliviar
dolores, inflamaciones y como analgésico, sin embargo, su uso prolongado desencadena
la produccion de N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI) que provoca la muerte de
células hepaticas, por lo que se utilizé para provocar hepatotoxicidad en la presente
investigacion. La toxicidad de APAP permite observar aspectos especificos de la
insuficiencia hepética aguda en humanos para proponer nuevas terapias, ya que los
modelos de hepatotoxicidad de APAP mimetizan de cerca todo el proceso observado en
los pacientes, a diferencia de otros modelos que solo simulan algunos aspectos de la
enfermedad humana.? La silimarina es un agente hepatoprotector ampliamente utilizado
para el tratamiento de lesiones hepéticas de diferente origen,“® por lo que se utilizé como
estandar de comparacién en una dosis de 100 mg/kg.
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Un estudio evalud el perfil fitoquimico estacional y el efecto antioxidante de las hojas de
Morus nigra L. y hall6 que la mayor concentracion de fenoles totales se observo en
verano, flavonoides y carotenoides en primavera, mientras que el cido ascérbico fue mas
abundante durante el otofio.®? Otro estudio reporta variabilidad entre caracteristicas
morfolodgicas y quimicas de MN, lo que influye directamente en la variabilidad de fenoles
totales.“ Estos estudios motivan un estudio constante de la actividad farmacoldgica de
las hojas de MN, pues debido a diversos factores ya expuestos, las propiedades de MN
podria estar relacionado con la procedencia de la especie.

El consumo de sustancias con efecto hepatoprotector es fundamental. El presente estudio
evalud los beneficios de las hojas de Morus nigra L. como hepatoprotector tras la
administracion de acetaminofeno, ya que un estudio previo habia demostrado que el
extracto etandlico de MN no presentaba efectos toxicos significativos cuando se
administraba por via oral en ratas en tratamiento agudo. El extracto fue clasificado como
seguro, mostrando incluso una disminucién de AST en machos a dosis de 750 y 1000
mg/kg y en hembras a dosis de 1000 mg/kg. También produjo una reduccion del
colesterol total en ratas hembra a dosis de 750 y 1000 mg/kg.

Asimismo, el estudio encontrd quercetina y acido cafeico en la composicién quimica del
MN,?¥ lo que podria estar relacionado con la disminucion de AST. Los extractos
etandlicos (EE) de MN provocaron una disminucién significativa del nivel de glucosa en
sangre en ratas en ayunas a dos dosis diferentes (250 y 500 mg/kg) para el modelo de
ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina.*® Un tratamiento con 500 mg/kg del
extracto etandlico de MN mostré una mejora moderada en la proteccion de las células
hepéaticas con dafio por metotrexato (MTX), por lo que el estudio indicé que la
administracion conjunta de MN y MTX puede prevenir la hepatocitotoxicidad causada
por este Gltimo.“® Debido a esto estudio, en la presente investigacion se utilizé una dosis
de MN de 250 mg/kg.

Se ha demostrado que las hojas de mora tienen varios metabolitos secundarios. En acido
clorogénico, rutina, isoquercitrina,®® antocianinas (7,3 mg/100 g de materia seca),®) B-
sitosterol, quercetina-3-O-glucopiranésido y kaempferol-3-O-glucopiranésido, rutina y
quercetina fueron encontrados. Este ultimo, relacionado con la prevencion del edema
provocado por la serotonina y la bradicinina.®

En cuanto al efecto hepatoprotector, se han realizado estudios administrando dosis de 250
y 500 mg/kg de extracto metanolico (ME) de hojas de MN antes de la administracion de

acetaminofeno. Sus resultados indican que el extracto de MN reduce los niveles de ALT
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y AST a niveles comparables a los alcanzados por la silimarina, lo que se confirma con
el examen histopatoldgico. Este efecto se relaciond con la presencia de luteolina,
quercetina e isorhamnetina.®® En la presente investigacion con MN, también se encontrd
una disminucion en los niveles de ALT y AST después del dafio hepatico con
acetaminofeno. Estos efectos fueron estadisticamente similares al efecto de la silimarina.
Ademas, las mejoras también se observaron en los cortes histologicos analizados. Los
resultados del presente estudio podrian sugerir una similitud en los efectos
hepatoprotectores de los extractos de MN obtenidos por maceracién con metanol y por
Soxhlet con etanol.

Otro estudio informa que los beneficios de las hojas de MN se deben principalmente a su
composicion quimica. Se han encontrado compuestos fendlicos totales (TPC) entre
16,21-24,37 mg de equivalente de acido galico (GAE)/g, flavonoides totales (FT) 26,41-
31,28 mg de equivalente de rutina (RE)/g, 0,97-1,49 mg de &cido ascorbico (AA)/gy una
capacidad antioxidante de 6,12-9,89 mM de Trolox equivalente/g de hojas secas, en la
EM acuosa.*”

Otros estudios sobre EM encontraron que los efectos farmacoldgicos estaban
relacionados con componentes de MN como el acido betulinico, B-sitosterol,
germanicol,®® 4cido galico, &cido protocatequiico, p-hidroxibenzoico, vanilo,
clorogénico, siringico, acido p-cumarico, fertlico y m-cumarico,“® morusina, U
kuwanon, E kuwanon, P moracina, O moracina, A albanol, B albanol,® cianidina 3-
glucésido y cianidina 3-rutinésido, quercetina 3-glucosido, rutina, cafeico y otros
derivados del &cido hidroxicinamico y elagico,“® flavonol, principalmente formas
glicosiladas de quercetina, kaempferol, acidos cafeilquinicos, &cidos fenolicos simples y
algunos acidos organicos.®?

Los estudios realizados hasta la fecha muestran que el estudio de las propiedades
composicionales del MN debe continuarse, ya que adn se estan descubriendo nuevos
compuestos presentes en el MN.(5152

Del presente estudio se puede concluir que, segun el modelo experimental hepatotoxico
de acetaminofeno en ratas, el extracto hidroalcohdlico de hojas de Morus nigra L. tiene
un efecto hepatoprotector a la dosis estudiada de 250 mg/kg, comparable a la silimarina.
La actividad hepatoprotectora se evidencid a través de los niveles de ALT y AST, y el

examen histolégico.
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