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RESUMEN

Objetivo: Comprobar el efecto protector hepatico del extracto acuoso de boldo (EAB) (Peumus boldus) al dafio hepatico
inducido por acetaminofén (paracetamol). Disefno: Analitico, experimental, aleatorizado, completo — experimento
verdadero. Realizado en el Instituto de Patologia de la Facultad de Medicina de UNMSM. Material y método. 30 Ratas
Holtzman macho de 250g y dos meses se dividieron en 5 grupos aleatoriamente, grupo blanco, control paracetamol
200mg/kg y 3 experimentales tratados con EAB a 80 mg/kg, 120 mg/kg y 160 mg/kg respectivamente. Se administro EAB
de 80 mg/kg, 120 mg/kg y 160 mg/kg via orogastrica. Luego de media hora se administré paracetamol 200mg/kg i.p. alos
grupos control y experimentales. Este procedimiento se repitio por 5 dias. Se tomé pruebas de transaminasas (TGP)
basal y final en sangre. Se utilizé6 la prueba de Kruskal-Wallis para analizar la data y un p<0.05 fue considerado
significante. Se estudié la anatomopatologia de los higados y se tomaron muestras de tejido tefiidas con HE.
Resultados: Existe diferencia significativa en los niveles de transaminasas (TGP) entre grupos (p<0.05). El control
obtuvo 196.6 U/L +- 38.1 (TGP) mientras que los experimentales como maximo 55.6 U/I. Las muestras control evidencian
signos de lesion hepatica, degeneracion grasa, congestion sinusoidal y centrolobulillar, y necrosis celular. Sin embargo
los grupos experimentales no presentan signos de lesion celular y hay ausencia de inflamacion. Conclusiones: El boldo

tiene un efecto protector hepatico al dano inducido por paracetamol en ratas Holtzmann.
Palabras clave: Peumus boldus, liver protector, acetaminophen , hepatotoxicity

ABSTRACT

Objective. To prove the liver protection effect of aqueous extract of boldo
(AEB) (Peumus boldus) in liver injure induced by acetaminophen
(paracetamol). Design. Analytic, experimental, randomized, complete -
true experiment. Developed in the Pathology Institute of UNMSM Medicine
Faculty. Materials and methods. We used 30 Holtzman male rats (250g,
two months age) divided in 5 groups randomly; blank group, control
group (paracetamol 200 mg/Kg) and 3 experimental groups treated with
AEB at concentrations of 80, 120, and 160 mg/Kg, respectively. We
applied one dose of paracetamol 200mg/Kg i.p. to the control and
experimental groups, and after half an hour the AEB (80, 120, and 160
mg/Kg) by orogastric pathway. Basal and final transaminase tests (TGP)
were done in blood. Kruskal-Wallis test was used to analyze the
transaminase data with a significant p<0.05 value. We studied the
anatomopathology of liver samples and liver tissue samples were took
and stained with HE. Results. We evidenced a significant difference in
transaminase (TGP) levels between different groups with a p<0.05 value.
The control group had a final lecture of 196.6U/L +-38.1 (TGP), while the
experimental groups had values between 55.6 and 20.8U/L. Histological
samples of control group showed liver damage signs with non alcoholic
fat degeneration, centrolobulillar and sinusoidal congestion; and also
cellular necrosis. However, the experimental groups treated with AEB
didn't show any histopathological damage sign signs and absence of
inflammation. Conclusions. Boldo has a liver protector effect to damage
induced by paracetamol.
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INTRODUCCION

En nuestro medio la causa mas comin de enfermedad
hepatica es el higado graso no alcohdlico (NAFLD) y la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) . Frente a un
diagnostico de hepatopatia aguda o crénica los pacientes
reciben tratamientos farmacolégicos pero también deciden
utilizar medicina alternativa como tratamiento coadyuvante.
Diversas investigaciones han descubierto compuestos que
presentan efectos protectores hepaticos y cuyo uso seria
fundamental en diversas patologias como las hepatopatias
inducidas por farmacos,
Dentro de éstos tenemos una amplia gama de plantas
medicinales, tales como la huamanpinta, achicoria,
campanilla, cardosanto, gengibre, la alcachofa, el diente de

hepatopatias virales, entre otras.

ledn, el boldo, entre otras.

La planta del boldo, Peumus boldus, es un arbol dioico de la
familia Monimidcea cuyas hojas tienen un uso medicinal.
Esta planta crece en los pastos interandinos y laderas de
Chile, Pert y Ecuador; ademas de ser cultivada en otros
paises. Las infusiones acuosas de hojas secas de boldo
(Peumus boldus) se han utilizado por mucho tiempo como
un digestivo casero ycomo terapiacoadyuvante paralas
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enfermedades crénicas de higado. Entre las muchas
cualidades medicinales que se le atribuye a las hojas
del boldo se incluyen propiedades coleréticas vy
colagogas, ademas de ser considerado como
estimulante y protector hepatico frente a diversos
agentes potencialmente Dichas
propiedades radican en los componentes quimicos
que forman parte de la planta, los cuales incluyen

nocivos.

aceites esenciales ricos en hidrocarburos
monoterpénicos (p-cimeno, a-pineno),
monoterpenos oxigenados (ascaridol, cineol o
eucaliptol, linalol, entre otros), y alcaloides
isoquinoleinicos tipo aporfina (principalmente
boldina). A esto se suma el porcentaje de

flavonoides, catecina, cumarinas y resinas que
también forman parte de los principios activos del
boldo. Se conocen los efectos in Vitro antioxidantes
de los componentes del boldo. El extracto acuoso de
boldo basa su potencia antioxidante en compuestos
importantes como flavonoides y catecinas que
conserva pues ambos solubles en agua.2 Diversos
estudios demuestran los efectos colagogos vy
coleréticos del boldo en animales y ademds, se
observé que la dosis toxica para una rata es de 1
g/kg de peso 3),

Dentro de los xenobidticos transformados por el
higado se encuentra el acetamonifén o paracetamol
que utiliza la via de conjugaciéon con glucoronato

(95%) y la conjugacién con glutation para su
excrecion (5%). Cuando hay un exceso de
paracetamol, ambas vias se sobresaturan

produciéndose en exceso del metabolito NAPQI (N-
acetil-p-benzoquinonemina), el
fijandose por enlace covalente a aminoacidos de
enzimas y otras proteinas hepaticas a las cuales
desencadenando lesiones hepaticas
fundamentalmente necrosis centrolobulillar 4,
caso de estudios de toxicidad hepatica mediada por
paracetamol en ratas, éste producia alteraciones a
dosis medias de 200 mg/kg, generando un cuadro
de necrosis hepatica irreversible, el cual podia llegar
a comprometer otros o6rganos como el
corazon produciendo insuficiencia renal y alteracién
miocardica respectivamente®. Asimismo, es
causante de degeneracion grasa hepdtica vy
necrosis hepatocelular®). La intoxicacién aguda con
paracetamol puede simular un cuadro de higado
graso no alcohédlico (NAFLD) o de esteatohepatitis no
alcohdlica (NASH) ™,

cual se acumula

inactiva;
En el

rinén y

Se han realizado multiples trabajos que resaltan los
efectos benéficos del boldo en el sistema
gastrointestinal; sin embargo, poca
bibliografia disponible en relacion a su efecto
protector hepatico frente a como los
xenobidticos. Por ello, el presente trabajo tiene
como fin comprobar dicho efecto a nivel bioquimico
e histopatoldgico en un modelo experimental
animal hepatica por
paracetamol.

existe

noxas

con toxicidad inducida

MATERIAL Y METODO

Tipo de Estudio

Estudio experimental, prospectivo. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del
departamento de Patologia Experimental de la
catedra de Patologia de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM).

Obtencién de la planta y preparacién del extracto
acuoso de boldo (EAB).

Hojas frescas de Poemus boldus se compraron de
los mercados locales de la ciudad de Cusco y fueron
analizadas en el Museo de Historia Natural de San
Marcos para verificar su autenticidad. Se realizo un
secado al aire de las hojas, luego se pulverizaron
500g en un molino eléctrico. El polvo se someti6 a
una infusiéon de 20min con 300ml de agua a 100°C.
El filtrado se coloco en un recipiente que fue llevado
a un horno de deshidratacién a temperatura 37°C. El
residuo obtenido se diluyo en suero fisiolégico en
concentraciones de 80mg/ml, 120mg/ml vy
160mg/ml. Este preparado se almacend6 en frascos
ambar vy se le llamo extracto acuoso de boldo (EAB).
Preparacion del paracetamol.

El p-acetaminofén o paracetamol
proporcionado por el Dr. Américo Castro (Facultad
de Farmacia y Bioquimica UNMSM). El farmaco fue
pulverizado y disuelto en suero fisiolégico en una
concentracion de 200mg/ml. Se almacend en un
recipiente ambar a temperatura ambiente.

Animales y tratamiento

Se utilizaron 30 Ratas Holtzman machos de dos
meses de edad de aproximadamente 230 g de peso.
Las ratas provenian de los
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los animales
se dividieron en 5 grupos homogéneos y equitativos
de manera aleatoria. A los animales se les dio el
siguiente tratamiento:

analitico,

puro fue

bioterios de la
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BLANCO: Dosis intraperitoneal e intragastrica de
suero fisiolégico en cada una de las administraciones
similares a los demas grupos.

CONTROL.- Constituido por 6 ratas que recibieron
dosis intragastrica de suero fisioldgico. Y después de
media hora 1 dosis intraperitoneal de paracetamol a
200mg/kg. Este procedimiento se realizé por cinco
dias.

EXPERIMENTAL BOLDO.- 18 ratas dividas en 3 grupos
que recibieron dosis intragastrica de EAB (80mg/kg;
120mg/kg; 160mg/kg respectivamente). Media hora
después recibieron dosis toxicas de paracetamol de
200mg/kg intraperitoneal.
realizo por cinco dias consecutivos.

Las ratas fueron alimentadas con agua y alimento
“Ratina superengorde” ad libitum,
higiénicas y en ambientes
temperatura 27°C con ciclos de luz y oscuridad de 12
horas. Antes de la administracion de los tratamientos
se les hizo ayunar por 12horas. Se realizé una prueba
(TGP) al comienzo del
experimento tomando muestra de sangre de la cola.
Después del ultimo dia de administracién se dejo a
las ratas en 24 horas en ayuno, luego se hizo una
medicién del peso final y se procedié al sacrificio con
anestesia inducida por éter y degollamiento. Se
tomaron muestras finales de sangre venosa al
momento del sacrificio. Y se realizaron las pruebas
de transaminasa (TGP) finales. La medicién de
transaminasas se realizo con el Método calorimétrico
punto final y kit Reactivo TGP IMLAB -Perd. Se
disecciondé el abdomen y se retiraron el higado y el
estomago. Se midieron los pesos de los higados y se
tomaron tres muestras histoléogicas del lébulo
derecho. Se fijaron en formol y se obtuvieron
muestras para obtener laminas tefiidas con HE. Se
analizaron al microscopio de luz a 40X y 100X por
diez campos cada muestra. Se analizaron con un

Este procedimiento se

en condiciones
acondicionados a

basal de transaminasas

medico patélogo del Departamento de Patologia de
UNMSM. Las laminas representativas fueron
fotografiadas con una cdmara digital de 12 mega
pixeles de resolucidn.

Pruebas estadisticas

Los resultados se presentaron con su media y la
desviacion estandar. Se uso la prueba de Kruskall
los 5 grupos y la prueba de Mann
Whitney en pares de grupos para determinar las
diferencias en los niveles de transaminasa hepaticas
(TGP) y el p<0.05 fue considero significativo.

Wallis entre
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RESULTADOS

Andlisis bioquimico:

Los resultados de las pruebas de transaminasas en el
grupo control fueron elevados, sin embargo, los
grupos tratamiento de boldo presentaron niveles
inferiores de transaminasas. El grupo tratado con
paracetamol presenta niveles de transaminasas de
196.6 +- 38 U/l, por otro lado, los grupos
tratamiento de boldo muestras niveles inferiores de
55.6 U/l hasta 20.8 U/Il. En el caso del grupo tratado
con EAB 160mg/kg se niveles de
transaminasas inferiores al grupo normal (Tabla 1).

vieron

Tabla 1:Niveles de transaminasas inicial y final

(TGP) en los grupos de estudio.

Nivel de transaminasas

Tratamientos

Valor basal Valor final
Control: Suero fisiolégico 19,3 + 5,5 19,8 =+ 7,9
Paracetamol (200mg/Kg) 17,6 + 6,4 196, 6 *= 38,1

Boldo 80 (80 mg/Kg) +

Paracetamol (200mg/Kg) 19,8 + 6,0 35,6 = &1
Boldo 120 (120 mg/Kg) +
Paracetamol (200mg/Kg) 17,6 + 3,7 34,6 = 16,5
Boldo 160 (120 mg/Kg) + 17,5 + 2,5 20,8 = 6,4

Paracetamol (200mg/Kg)

Analisis estadistico: Se hizo la prueba de Kruskall
Wallis (p=0,05) con 6 observaciones por grupo.Y
existe diferencia significativa p<0.05 entre los
grupos.

Andlisis anatomopatoldgico:

Los resultados de los pesos se muestran en la tabla
2. No se encontré variaciones en el peso relativo de
los higados postmortem. En
anatomopatolégico del grupo control muestra focos
hiperémicos con signos de inflamacion y necrosis a
diferencia de los grupos tratamiento con boldo donde
el parénquima hepatico se encuentra normal. La
arquitectura hepatatoreticular estaba conservada en
todos los grupos. No se encontré higado graso en el
grupo control ni en los tratamientos.

andlisis

Andlisis histopatolégico:

Se observaron 10 campos por cada ldmina en el microscopio
de luz a 40X y 100X. Los hallazgos microscopicos se
analizaron por campos y se compararon con patrones de
morfologia tisular y celular de higado normal de rata. Los
principales patrones que se analizan en unalamina de higado
que evidencian dafo tisular son degeneracion grasa;
congestion de lavena centrolobulillar; necrosis
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pericentrolobulillar y congestion de los sinusoides
hepdticos. (14,15, ). El grupo control presenté signos
celulares de inflamacién caracterizado por venas
centrolobulillares congestivas y congestion sinusoidal
(figura 1). Se observd lesion celular con vacuolas
intracelulares de grasa, aumento de células con
nacleos hipercromaticos, disminucién de la relacién
de tamafo nulcleo/citoplasma, aumento de células
apoptoticas y necrdticas pericentrolobulillares.
(Figura 2)

A diferencia del grupo control las laminas de
los tratamientos con boldo mostraron mejoria en la
arquitectura 'y hepatocelular dosis
dependiente. No se observaron signos de inflamacién
(figura 1) en el grupo EAB 1200mg/kg y 160mg/kg,

conservacion

principales
son los

aliviar los
antoxidantres del

para sintomas. Los
componentes boldo
flavonoides y alcaloides. Se ha demostrado que el
extracto acuoso de hojas secas de boldo mantiene las
porpiedades de los flavonoides y alcaloides
principales. En este estudio se pretende estudiar el
efecto protecto hepatico del boldo en un modelo
animal de hepatotoxicidad inducida por paracetamol.
En los resultados se vio que los nivele de
transaminasa  hepaticas son significativamente
menores en las ratas tratadas con boldo (p<0,01).
También se observo mejoria en las caracteristicas
anatomopatoldgicas e histopatolégicas de los grupos
tratados con boldo comparadas con el control
positivo.

FELSOCEM

las venas centrolobulillares estan permeables, los

Las transaminasas son Indicadores de la funcién hepética,
sobretodo del nivel de necrosis de los hepatocitos ?%7? . EI
nivel normal para TGP de un rata sanaes de 38 U/I (21) .Eneste
estudlo, asf como en otros, los niveles de transaminasas se
elevan ante la presencla de un hepatotéxico como el
paracetamol. Estudlos simllares de Intoxicaclén hepética con
tetracloruro de carbono demuestran que se elevan los niveles
de transaminasas cuando existe lesién en hepatocitos (3). Los
niveles de TGP de las ratas del grupo control muestras niveles
altos de transaminasa lo que evidencla dafio celular en el
higado. Los resultados obtenidos demuestran que hubo
disminucién significativa en las concentraclones

sinusoides estdn permeables, no hay degeneracidon
grasa y los nlcleos presentan cromatina laxa vy
tamafo normal (figura2). Sin embargo en el
tratamiento boldo a 80mg/kg se observan escasos
focos de inflamacién con congestiéon de las venas y
algunos focos de necrosis en menor grado.

DISCUSION

El boldo se ha utilizado como digestivo y para
tratamiento de enfermedades hepdticas como terapia
coadyuvante por mucho tiempo. El  efecto
antioxidante es, probablemente, el mas importante

Figural. arriba- A: Grupo blanco: se observa las venas centrolobulillares permeables,
y el parénquima libre de hiperemia. B: Grupo control: Se observa hiperemia en las
venas centrolobulillares asi como ligera hiperemia en los sinusoides. C: Tratamiento
boldo 160mg/kg: las venas estan libres y permeables y los espacios sinusoidales
estan permeables sin hiperemia.

Figura 2.derecha- A: Muestra del grupo blanco. Se observan los hepatocitos
delimitados. Los espacios sinusoidales estidn permeables. Los niicleos celulares
presentan cromatina laxa. B: Muestra del grupo control paracetamol. Se observa
marcada hiperemia en los espacios sinusoidales. C: Muestra del grupo boldo
180mg/kg peso. Se observa espacios sinusoidales permeables. La arquitectura del
hepatocito esta intacta y los nticleos son laxos con nucléolo prominente. D: Muestra
del grupo control paracetamol. Se observan hepatocitos con degeneracion grasa
patrén macrovacuolar y microvacuolar. Se observan niicleos hipercromaticos y mas
pequeiios. No se observan los nucléolos. Los espacios sinusoidales estan hiperémicos.
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finales de transaminasas de los grupos tratados con
boldo respecto del grupo control. (p<0.05). Similares
resultados se experimento de
proteccion hepdtica en ratas con Alium satibum vy

obtuvo en un

Petrocelinum satibum @,

En este estudio se realizd evaluacion
anatomopatoldgica del higado postmortem al
momento del sacrificio antes de la fijacion en formol
y los resultados muestran la presencia de focos de
hemorragia, congestion y ausencia de
hepatocelular en el grupo control. Este
concuerda con el hallado por Sisamén y cols. ®
andlisis macroscépico de higados
expuestos a paracetamol se observan zonas de
hemorragia, congestién y ausencia de
Ademas en el presente trabajo no se

disminuciéon del peso de la rata ni variaciones de

una

necrosis
resultado

donde en el

necrosis.
observéd

peso en el higado entre los distintos grupos
experimentales como si se vido en un estudio
realizado en ratas Sprague-Dawley donde hallaron
disminucion de peso de los distintos grupos

experimentales en los que se usé flavonoides como
protector y tetracloruro de carbono como inductor de
dafio hepdatico (1),

Los estudios histopatoldgicos nos permiten
determinar la patologia exacta de las enfermedades
hepaticas asi como los verdaderos cambios celulares
debido al tratamiento. En el analisis histopatolégico
de un higado de rata normal se observan
centrolobulillares permeables, definidas y con pared
regular. La presencia de hematies en las venas es

venas

minima y el parénquima hepatico se nota uniforme y
es posible observar los lobulillos hepaticos con los
espacios sinusoidales permeables (04, El paracetamol
en dosis toxicas induce muerte de los hepatocito vy
produce cambios eosinofilos, necrosis centrolobulillar
en hepatocitos por coagulacién vy
colapso de hepatocitos perdida de nucleos,
infiltrado inflamatorio y cambios grasos(6, 18),
Respecto al analisis microscépico de este estudio se
observaron las caracteristicas tisulares principales de
dafio hepatico como son congestion de
centrolobulillar, congestién de los
hepaticos, degeneracion grasa, caracteristicas de los
nucleos y de la cromatina sobretodo (¢-9. Se observé
marcado aumento de nlcleos densos hipercromaticos
en el grupo control respecto de los
experimentales tratados con boldo, esto
probablemente se deba a una respuesta del ntdcleo a
la injuria externa. Se encontré6 mayor numero de

caracterizado
con

la vena
sinusoides

grupos

Efecto Protector de Peumus Boldus con toxicidad hepatica

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 presenta signos de
degeneracién grasa alguna. Se observa que los
sinusoides hepaticos de los grupos experimentales
de boldo y blanco estdn permeables lo que indica
buena funcion hepdtica comparado con la
congestion pasiva de los sinusoides del grupo control
que evidencian lesion hepatica por inflamacién. Esto
sugiere que el Peumus boldus evita la inflamacién y
las reacciones nocivas que derivan de ésta ante una
toxicidad inducida por paracetamol. Estos hallazgos
son similares a los obtenidos por Troncoso y cols. En
su estudio sobre proteccion antioxidante del
Petroselinum sativum a la toxicidad hepatica inducida
por paracetamol. Podemos concluir que el boldo tiene
efecto protector hepatico frente a la
aguda por paracetamol, probablemente debido a su
efecto antioxidante. El efecto protector hepatico se
evidencia por los niveles de enzimas hepaticas (TGP),
andlisis anatomopatolégicos del higado postmortem
y andlisis histopatolégicos de tejido hepatico.

El efecto protector hepatico de boldo parece
estar relacionado directamente con su concentracion
pero falta estudios que demuestren la
cantidad o6ptima de boldo para ejercer su efecto
protector hepdatico. Es necesario hacer mas estudios
para demostrar el mecanismo de accion del efecto
protector del boldo que probablemente sea debido a

boldo no

intoxicacion

realizar

una acciéon antioxidante directa. Ademas, hasta el

momento no existen estudios sobre el efecto del
tratamiento coadyuvante de

en enfermedades hepaticas en personas.

Figura 3: Efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Peumus boldus
en ratas Holtzman con toxicidad inducida por paracetamol *
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