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RESUMEN

INTRODUCC ION: estudios in vitro con extracto acuoso de partes aéreas secas de
Boerhavia erecta L. y la linea celular de hepatoma humano PLC/PRF/5, mostraron
supresion en la formacién de antigeno de superficie de hepatitis B (HbsAg) en
células hepéticas y actividad inhibitoria del antigeno en suero humano contaminado
con antigeno de superficie de hepatitis B.

OBJETIVOS: determinar el efecto hepatoprotector in vivo del extracto acuoso de
B. erecta.

METODOS: se utilizaron ratas Wistar machos tratadas con dosis de 250 y 500 mg
de extracto seco/kg durante 5 d por via intragastrica, con inducciéon de dafio
hepético el ultimo dia, con 1 mL/kg de una mezcla 1:1 de tetracloruro de carbono y
aceite de oliva; transcurridas 24 h se extrajo sangre para las determinaciones de
actividad enzimatica de alanino aminotransferasa y la eutanasia de los animales
para el estudio histolégico del higado.

RESULTADOS: el extracto ocasiond una disminucién significativa en los valores de
actividad enzimatica de alanino aminotransferasa del suero de ratas tratadas y una
proteccién de 100 % del parénquima de los animales tratados con la dosis de 500
mg/kg de peso corporal de extracto de B. erecta.

CONCLUSIONES: se demostro el efecto hepatoprotector in vivo del extracto
acuoso de B. erecta frente al dafo inducido por tetracloruro de carbono.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: several in vitro studies of the aqueous extract from Boerhavia
erecta L. and the human hepatome cell line PLC/PRF/5 showed suppression in the
formation of hepatitis B surface antigen (HbsAg) and the inhibitory action of the
antigen present in human serum contaminated with hepatitis B surface antigen.
OBJECTIVES: to determine the in vivo hepatoprotective effect of the aqueous
extract from B. erecta.

METHODS: male Wistar rats were treated with 250 and 500mg of dry extract per
kg intragastrically for 5 days, with induced hepatic damage on the last day, using 1
mil/kg of a 1:1 mixture of carbon tetrachloride and olive oil; after 24 hours, blood
samples were taken to determine enzymatic activity of alanine-aminotransferase
and for the euthanasia of the rats in order to perform the histological study of their
livers.

RESULTS: the extract caused significant reduction in the enzymatic activity of
alanine-aminotransferase from treated rat sera and provided complete protection to
the parenchyma of those animals which were administered 500 mg/kg dose.
CONCLUSIONS: the in vivo hepatoprotective effect of B. erecta aqueous extract
was shown against carbon tetrachloride-induced damage.
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INTRODUCCION

Boerhavia erecta L. es una especie vegetal de la familia Nictaginaceae,® utilizada
con éxito por la poblacion africana en el tratamiento de las enfermedades
hepaticas, de la cual existen alrededor de 100 publicaciones cientificas posteriores a
1979.2 El pais con mayor reporte ha sido la India con 54 y la actividad
farmacolégica mas estudiada ha sido la hepatoprotectora,® donde se han propuesto
algunos productos elaborados a partir de la planta. Otra especie de este género,
practicamente no estudiada, es la B. erecta L. que es endémica de Cuba, no
domesticada y constituye maleza.

En Cuba, en 1999, se iniciaron los estudios del extracto acuoso de B. erecta y la
fraccion con alto contenido de lactona, en la linea celular de hepatoma humano
PLC/PRF/5 y en suero humano contaminado con antigeno de superficie de hepatitis
B (HbsAg), que dio como resultado una supresion en la formacién de HbsAg en las
células de hepatocitos y una actividad inhibitoria del antigeno en suero; teniendo en
cuenta estos resultados se decidid realizar el estudio del efecto hepatoprotector in
vivo del extracto acuoso de la B. erecta utilizando un modelo experimental in vivo
de dafio hepatico en ratas, inducido con tetracloruro de carbono.
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METODOS

Sustancias de prueba

Material vegetal: las partes aéreas de la planta silvestre fueron recolectadas de las
areas cercanas a la Estacion Experimental de Plantas Medicinales "Juan Tomas
Roig" de San Antonio de los Bafios y una muestra fue depositada en el herbario de
la propia estacién con el nimero ROIG 4642. El material vegetal fue secado a 40 °C
durante 2 d en estufa con recirculacién de aire. El extracto acuoso fue elaborado a
partir del material vegetal seco en la proporciéon de 10/100 (P/V), sometida a
ebullicion durante 30 min, posteriormente fue filtrada y concentrada en un
rotoevaporador al vacio, después fue sometida a un proceso de secado por
aspersion y calor. Se obtuvo un polvo fino de color carmelita claro que fue
identificado con el nimero L 402.

Tetracloruro de carbono: Riedel-de-EAU, Alemania.

Aceite de oliva: Ybarra S.A., Espania.

Animales

Para el estudio se utilizaron ratas machos Wistar procedentes de la colonia de la
UCTB de Control Biolégico del Centro de Investigacion y Desarrollo de
Medicamentos (CIDEM) con peso corporal entre 150 a 200 g. Los animales
permanecieron en salas de pruebas con temperatura de 22 + 2 °C y humedad
relativa entre 50 y 60 %. La alimentacidn consisti6é en pienso estandarizado
peletizado para roedores EMO 1001® proveniente del Centro Nacional para la
Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB) y agua potable a libre acceso.

Procedimiento experimental

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente a razén de 6 por grupo e
identificados de manera individual con tinta indeleble. Los tratamientos fueron:
grupo | control sin tratamiento, grupos Il y grupo Ill tratados con extracto acuoso
seco de B. erecta, a las dosis de 250 y 500 mg/kg de peso corporal (pc),
respectivamente.

El extracto acuoso (polvo seco) de B. erecta fue preparado en agua a las
concentraciones de 2,5y 5 %, que fueron administradas por via intragastrica a las
respectivas dosis de 250 y 500 mg/kg de pc (sobre la base de s6lidos totales del
extracto) con un factor volumen/peso de 10 mL/kg, durante 5 d.

La induccién del dafio hepatico fue provocada al quinto dia de tratamiento a todos
los animales, con una mezcla de tetracloruro de carbono y aceite de oliva en la
proporcion 1:1 administrada por via intraperitoneal con un factor de volumen/peso
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de 1 mL/kg de pc. Transcurridas 24 h de la induccién del dafio, se procedi6 al
pesaje de los animales y a la extraccién de sangre para la determinacién de alanino
amino transferasa, mediante un kit diagnéstico del Laboratorio Farmacéutico Carlos
J. Finlay, cuyo método ha sido descrito por Reitman y Frankel.* Por Gltimo, se
procedié a la eutanasia de los animales y la extraccion del higado para ser pesado y
procesado histolégicamente, mediante la técnica de tincidn con hematoxilina-eosina
y la observacién al microscopio.

El presente trabajo se realizé de acuerdo con las regulaciones internacionales
establecidas para el cuidado y manejo de animales de laboratorio.”

Estadistica

Los valores de actividad enzimatica de alanino amino transferasa y el peso relativo
del higado de los diferentes grupos fueron procesados estadisticamente para la
obtencién de la media y la desviacion estandar de cada grupo, asi como un analisis
de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba de Duncan para la
comparacion de las medias.®

RESULTADOS

Los valores de actividad enziméatica de alanino amino transferasa se muestran en la
figura 1, donde se observan diferencias significativas (p< 0,01) entre el grupo
tratado solo con tetracloruro de carbono y los tratados con los extractos a las dosis
de 250 y 500 mg/kg de pc durante 5 d, junto con tetracloruro de carbono al quinto
dia de tratamiento. No se encontraron diferencias significativas en los valores de
actividad de alanino amino transferasa entre los 2 niveles de dosis (250 y 500
mg/kg de pc) ensayados de extracto acuoso seco de B. erecta.
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**Diferencia significativa en relacidn con el grupo control (p< 0,01).

Fig. 1. Comportamiento de los valores medios vy desviacian estandar de la actividad
enzimatica de alanino amino tranferasa (ALT) de los animales tratados con

extracto acuoso de & erecta y{o) tetracloruro de carbono.

El peso relativo medio de los higados de animales tratados con la dosis de 500
mg/kg de pc de extracto acuoso seco de B. erecta fue significativamente menor (p
< 0,05), que el peso relativo medio de los higados de animales tratados con la
dosis de 250 mg/kg de pc de extracto y los animales pertenecientes al grupo

control (Fig. 2).
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Diferencia significativa en relacidn con el grupo control v el grupo
tratado con 250 mgfkg de peso comporal de estracto acuoso
de 8. erecta (p < 0,05,

Fig. 2. Comportamiento del valor de peso relativo del higado
de los animales tratados con estracto acuoso de &8, erecita yio)
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En el estudio realizado a las muestras histoldégicas de higado de los animales del
grupo tratado solo con tetracloruro de carbono se pudo observar dafio severo, con
presencia de areas intensas de necrosis, centros lobulares que forman puentes de
confluencia y abarcan hasta la zona 3 del espacio de Rappaport. También hubo
necrosis de coagulaciéon en la periferia del tejido del higado de todos los animales
del grupo.

El grupo Il tratado con extracto acuoso de B. erecta a dosis de 250 mg/kg pc
presentd una proteccion del parénquima, que bordeaba la vena centro lobular del
tejido observado en la mayoria de los animales. Algunos puentes de confluencia
fueron observados en el tejido del higado de 2 animales, pero estos no abarcaron la
zona 3 del espacio de Rappaport. Hubo presencia de areas de necrosis centro
lobular de aspecto vacuolar en casi todos los animales y solo 2 mostraron areas
extensas de coagulacién en la periferia y necrosis.

El grupo 11l (dosis de 500 mg/kg de pc) presenté poco dafio del parénquima; todos
los animales mostraron proteccién del tejido alrededor de la vena centro lobular, no
se observaron puentes de confluencia. Solo un animal mostré area de coagulaciéon
en la periferia del tejido observado y en pocos casos hubo focos de aspecto
vacuolar.

DISCUSION

El dafio hepatico inducido por tetracloruro de carbono en ratas albinas ha sido
reportado por varios autores,’® el cual ocasiona lesiones hepaticas caracteristicas
posterior a los 30 min de su administracién, que provocan alteraciones al nivel de
los ribosomas y la funcién microsomal. Los lisosomas también se encuentran
afectados tempranamente, lo cual ocasiona un dafo hepatico celular.

El tetracloruro de carbono ejerce su efecto toxico al generar el radical libre CCls,
por accién de oxidasas ligadas al sistema P450 en el reticulo endoplasmico. Por otro
lado, la peroxidacién de lipidos que afecta a la membrana plasmatica se manifiesta
en trastornos en el transporte de iones, como son ingreso masivo de agua, sodio y
calcio con todas las consecuencias deletéreas para las células, que pueden llegar
hasta su ruptura y muerte. Hay varios mecanismos que pueden inducir estos
cambios, algunos ejemplos son el trauma fisico, la fluidizacién de la membrana, la
peroxidaciéon de lipidos (tetracloruro de carbono), el dafio al citoesqueleto, el
bloqueo de canales y el ataque viral, entre otros.

Desde el punto de vista bioquimico, el dafio hepatico se refleja a través de un
incremento de la actividad en suero de las enzimas alanino amino transferasa y
fosfatasa alcalina, ademas del nivel de bilirrubina en un periodo de 24, 48, 96 y
hasta 124 h. En el presente trabajo se observé la alteracidon de la actividad de la
enzima alanino amino transferasa con un incremento significativo de esta, dado por
la administraciéon intraperitoneal de tetracloruro de carbono al grupo control, en
relacion con los valores obtenidos en los grupos de animales tratados con el
extracto acuoso seco de B. erecta, lo que evidencia un efecto hepatoprotector del
extracto evaluado.
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Se conoce que la administracion de tetracloruro de carbono a ratas provoca
necrosis centro lobulares severas a las 24 y 48 h, con marcada degeneracién grasa
y variada infiltracién celular.® Las observaciones histolégicas realizadas al tejido de
los higados de animales tratados con extracto seco de B. erecta y tetracloruro de
carbono mostraron poco dafio del parénquima. La dosis de 500 mg/kg mostro
mejores resultados, al presentar proteccion del tejido hepatico en todos los
animales y la presencia de coagulacion en el area de la periferia de solo un animal.

En un trabajo realizado con extracto acuoso de B. diffusa e induccién de dafio
hepatico con tetracloruro de carbono a ratas, se observd un efecto hepatoprotector
con aumento del flujo biliar normal, que indica una fuerte actividad colerética.’

Por otra parte, los estudios fitoquimicos realizados con extractos de B. erecta
revelan su contenido en isobetanina junto con neobetanina, catequinas,
procianidinas y quercetinas, kaempferol y glicésidos como isorhamnetina,® asi
como la accién antioxidante frente a sustancias quimicas como alloxano* y
tetracloruro de carbono,’ al ejercer proteccién a las células de los dafios causados
por estos agentes.

Estudios clinicos realizados con plantas medicinales como Eclipta alba (Bhringaraj),

Boerhavia diffusa (Punarnava) y Picrorhiza kurroa (Katuki) han mostrado resultados
magr(igdos en la protecciéon y mejoria de los efectos provocados por la hepatitis viral
Ao

La presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y los efectos antioxidantes
reportados en la planta,'®!! capaces de evitar el dafio a la membrana celular
provocado por los radicales libres, sustancias quimicas u otros agentes

virales,’ ®pudieran estar relacionados con los resultados hepatoprotectores del
extracto acuoso de B. erecta encontrados en el presente trabajo, donde la dosis de
500 mg/kg de pc mostré la mejor proteccion del tejido hepatico y valores menores
de la enzima alanito amino transferasa.
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