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INTRODUCTION

Liver disease is a worldwide problem. Li-
ver is an organ of paramount importance as it
plays an essential role in maintaining the bio-
logical equilibrium of vertebrates. The spec-
trum of its functions include: metabolism and
disposition of chemicals (xenobiotics) to whi-

INTRODUCCIÓN

Las enfermedades hepáticas son un pro-
blema a nivel mundial. El hígado es un órga-
no de primordial importancia ya que juega un
papel esencial en el mantenimiento del equi-
librio biológico de los vertebrados. Entre sus
funciones se incluyen: el metabolismo y la
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ch the organ is exposed directly or indirectly;
metabolism of lipids, carbohydrates and pro-
teins; blood coagulation and immunomodula-
tion. Conventional or synthetic drugs used in
the treatment of liver diseases are sometimes
inadequate and can have serious adverse effects.
So there is a worldwide trend to go back to
traditional medicinal plants. Many natural pro-
ducts of herbal origin are in use for the treat-
ment of liver ailments1-4.

Drug - induced hepatotoxicity is a poten-
tially serious adverse effect of the currently
used antitubercular chemotherapeutic regimens
containing isoniazide, rifampicin and pyrazi-
namide. It has been established in experimen-
tal animals that antitubercular drugs adminis-
tered in toxic doses affect the liver, its
membranes and organelles. This is supported
by release of aspartate and alanine aminotrans-
ferases and alkaline phosphatase in serum5,6.

Achyranthes aspera Linn. (Family: Amaran-
thaceae) commonly known as Apamarga is
herb, occurs throughout India and Tropical
Asia7. Various parts of the herb A.aspera have
been studied for several pharmacological ac-
tions. Saponin isolated from A.aspera was tested
for its effect on the phosphorylase activity of
rat heart8. Extracts of A.aspera were evalua-
ted for their hypoglycemic effect in normal
and alloxan diabetic rabbits9. Abortifacient
principle was isolated from A.aspera10. For-
mulation containing equal parts of A.aspera,
Chicorium intybus and Berberis aristata were
put to therapeutic trial in paracetamol-indu-
ced hepatopathy in sheeps11.

In our preliminary investigations A.aspera
was found to offer protection against CCl

4
-

induced hepatotoxicity. Therefore present study
was aimed to evaluate anti-hepatotoxic effect
of methanol extract of A.aspera against ri-
fampicin-induced hepatotoxicity which is one
of the anti-tubercular drugs.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

Aerial parts of A. aspera were collected
from outfield near Faculty of Technology and
Engineering, Vadodara, Gujarat, India. The
aerial parts of the plant were properly cleaned

eliminación de los compuestos químicos (xe-
nobióticos) a los que el organismo está ex-
puesto directa o indirectamente; el metabolis-
mo de los lípidos, los carbohidratos y las
proteínas; la coagulación de la sangre; y la
inmunomodulación. A menudo, el tratamien-
to de las enfermedades hepáticas con fárma-
cos sintéticos o convencionales resulta inade-
cuado y puede provocar graves efectos nocivos.
Por tanto, existe una tendencia mundial a re-
tomar el uso de plantas medicinales tradicio-
nales. Existen muchos productos naturales de
origen vegetal que se utilizan para el trata-
miento de insuficiencias hepáticas1-4.

La hepatotoxicidad inducida por fármacos
es un efecto nocivo potencialmente grave de-
rivado de el uso en la actualidad de regímenes
quimioterápicos antituberculosos que contienen
isoniazida, rifampicina y pirazinamida. Se ha
establecido en animales de experimentación que
los fármacos antituberculosos administrados en
dosis tóxicas afectan al hígado, las membranas
y los organelos. Esto se confirma por la libe-
ración de asparatato y alanina aminotransfera-
sas y fosfatasa alcalina en el suero5,6.

Achyranthes aspera Linn. (Familia: Ama-
ranthaceae) conocida comúnmente como Rabo
de gato es una hierba que se puede encontrar
por toda la India y en Asia tropical7. Se ha
estudiado la actividad farmacológica de di-
versas partes de la hierba A. aspera. Se ana-
lizó la saponina aislada de A. aspera para
comprobar su efecto sobre la actividad de la
fosforilasa del corazón de las ratas8. Se ana-
lizaron los extractos de A. aspera para com-
probar su efecto hipoalergénico en conejos
sanos y en conejos diabéticos tratados con
alloxan. Se aisló el principio abortivo de A.
aspera10. Se llevó a cabo un ensayo terapéu-
tico con una formulación que contenía A.
aspera, Chicorium intybus y Berberis aristata
a partes iguales en ovejas con hepatopatías
inducidas por paracetamol11.

En las investigaciones preliminares, se
observó que A. aspera proporcionaba protec-
ción frente a la hepatotoxicidad inducida por
CC14. Por tanto, el presente estudio se realizó
con el propósito de evaluar el efecto hepato-
tóxico del extracto de metanol de A. aspera
frente a la hepatotoxicidad inducida por ri-
fampicina, uno de los fármacos que se utili-
zan para el tratamiento de la tuberculosis.
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and dried first in air and then artificially in
oven at 60°C for approximately 4 hrs.
Extract preparation

Soxhlet extraction of powdered aerial parts
afforded methanol extract in 13.0% (w/w) yield.
Extract gave positive tests for alkaloids, fla-
vonoids and saponins on phytochemical scree-
ning12.

Animals

Wistar strain albino rats (150-200gms) of
either sex maintained under standard husban-
dry conditions were used for all sets of expe-
riment in-group of five animals. Animals were
allowed to take standard laboratory feed and
water ad libitum.

Method

Rats were divided into control, rifampicin
and test (rifampicin + extracts) groups.

Rifampicin suspended in 5% acacia was
administered 1g/kg, per oral (p.o.)13. The control
group of rats received 5%w/v acacia mucilage
(1ml/kg, p.o.) four times at 12 hr intervals.

The rifampicin group of rats received 5%w/
v acacia mucilage (1ml/kg, p.o.) four times at
12 hr intervals and a single dose of rifampicin
1g/kg, 30 minutes after the administration of
first dose of acacia mucilage.

The test groups received test suspensions
(50-800 mg/kg, p.o.) four times at 12 hr inter-
vals. Rifampicin (1g/kg,p.o.) was administe-
red 30 minutes after the administration of first
dose of suspensions. Silymarin (100 mg/kg)
was used as a standard hepatoprotective drug
for comparison.

Forty-eight hours after rifampicin adminis-
tration blood was collected from retro orbital
plexus. The blood samples were allowed to
clot for 15 minutes at room temperature. Serum
was separated by centrifugation at 2500 rpm
for 15 minutes and analysed for biochemical
parameters such as serum glutamic oxaloace-
tate transaminase (SGOT), serum glutamic
pyruvic transaminase (SGPT), and alkaline
phosphatase (ALKP) and total bilirubin (T.Bil.).

MATERIAL Y MÉTODOS

Material de la planta

Se recogieron partes aéreas de A. aspera
de los jardines cercanos a la Facultad de Tec-
nología e Ingeniería de Vadodara, Guajarat,
India. Las partes aéreas de la planta se limpia-
ron y secaron adecuadamente, primero al aire
y, a continuación, artificialmente en un horno
a 60 ºC durante 4 horas aproximadamente.

Preparación del extracto

La extracción Soxhlet de las partes aéreas
disecadas permitió obtener un 13,0% de ex-
tracto de metanol (p/p). El extracto resultó
positivo en las pruebas de alcaloides, flavo-
noides y saponinas en el cribado fitoquími-
co12.

Animales

Se utilizaron ratas albinas de la raza Wistar
(150-200 g.) de ambos sexos, en condiciones
de cría estándar para todos los conjuntos de
experimentos en grupos de cinco animales. A
los animales se les permitió la ingesta de agua
y alimento de laboratorio estándar ad libitum.

Método

Las ratas se dividieron en los siguientes
grupos: grupo de control, grupo al que se
administró rifampicina y grupos de prueba
(rifampicina + extractos).

Se administró rifampicina en suspensión en
un 5% de preparación de acacia en una pro-
porción de 1 g/kg de peso corporal por vía
oral13. El grupo de ratas de control recibió un
5% p/v de mucílago de acacia (1 ml/kg de
peso corporal) cuatro veces en intervalos de
12 horas.

El grupo de ratas de la rifampicina recibió
un 5% p/v de mucílago de acacia (1 ml/kg de
peso corporal) cuatro veces en intervalos de
12 horas y una única dosis de rifampicina (1 g/
kg), 30 minutos después de la administración
de la primera dosis de mucílago de acacia.
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Liver from one animal of each group was
isolated to study the histopathological changes.

Statistical analysis

Results of biochemical analysis are presen-
ted as mean value ± standard error of mean
(S.E.M.). The statistical significance of diffe-
rence was analysed by applying Student t-test.

RESULTS

Rats treated with rifampicin developed sig-
nificant liver damage as observed from eleva-
ted serum levels of hepatospecific enzymes
as well as severe alterations in other bioche-
mical parameters (Tables 1). Activities of SGPT,
SGOT and ALKP in serum were increased in
rifampicin-intoxicated rats. A marked eleva-
tion in the concentration of bilirubin, was
observed in the hepatotoxin-treated rats. Treat-
ment with methanol extract of A.aspera showed
a significant protection against rifampicin-in-
duced alterations in the serum enzyme levels
and bilirubin. Table 1 shows that methanol
extract in dose dependent manner decreasing
the increased levels of SGPT, SGOT, ALKP
and total bilirubin due to rifampicin. Mini-
mum effective dose was found to be 100mg/
kg. The degree of protection was observed
maximally with the highest dose of the A.aspera
(i.e., 800 mg/kg body weight). Results obtai-
ned indicate the drug offers comparable pro-
tection to rifampicin induced liver damage as
compared to silymarin (Table 1).

Histopathological examination revealed
hepatic degeneration, necrosis and fatty infil-
tration in rifampicin treated rats indicating li-
ver damage (Fig.I). Rats treated with A.aspera
and Silymarin showed less necrosis and nor-
mal histoarchitecture compared to rifampicin
indicating hepatoprotective effect of drug (Fig.II).

Los grupos de prueba recibieron suspen-
siones (50-800 mg/kg de peso corporal) cua-
tro veces en intervalos de 12 horas. La rifam-
picina (1 g/kg de peso corporal) se administró
30 minutos después de la administración de
la primera dosis de suspensión. Se utilizó si-
limarin (100 mg/kg) como fármaco hepato-
protector estándar de comparación.

Transcurridas 48 horas desde la adminis-
tración de la rifampicina, se extrajo sangre
del plexo retroorbital. Las muestras de sangre
se dejaron coagular durante 15 minutos a tem-
peratura ambiente. Se separó el suero mediante
centrifugación a 2.500 rpm durante 15 minu-
tos y se analizaron parámetros bioquímicos
como la transaminasa glutámico-oxaloacética
sérica (SGOT-AST), la transaminasa glutámi-
co-pirúvica sérica (SGPT-ALT), la fosfatasa
alcalina (FA) y la bilirrubina total (Bil.T.).

Se aisló el hígado de un animal de cada
grupo para estudiar los cambios histopatoló-
gicos.

Análisis estadístico

Los resultados del análisis bioquímico se
presentan como el valor medio ± el error es-
tándar de la media (E.S.M). Se analizó la sig-
nificación estadística de la diferencia median-
te la aplicación de una prueba t-Student.

RESULTADOS

Las ratas tratadas con rifampicina desarro-
llaron daños hepáticos de consideración, como
se pudo observar por los elevados niveles
séricos de enzimas hepatoespecíficas, así como
por alteraciones graves de otros parámetros
bioquímicos. En las ratas intoxicadas con ri-
fampicina, aumentó la actividad de SGPT-ALT,
SGOT-AST y FA en suero. Se observó un
notorio aumento de la concentración de bili-
rrubina en las ratas tratadas con hepatotoxina.
El tratamiento con extracto de metanol de A.
aspera demostró una protección significativa
frente a las alteraciones inducidas por rifam-
picina en los niveles séricos de bilirrubina y
enzimas. La Tabla 1 muestra que el extracto
de metanol administrado de una forma dosis-
dependiente redujo los niveles de SGPT-ALT,
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SGOT-AST, FA y bilirrubina total que habían
sido elevados por la rifampicina. Se determi-
nó la dosis mínima eficaz en 100 mg/kg. El
grado máximo de protección se observó al
administrar la mayor dosis de A. aspera (es
decir, 800 mg/kg de peso corporal). Los re-
sultados obtenidos indican que el fármaco
ofrece una protección equiparable a la del
silimarin frente al daño hepático inducido por
rifampicina (Tabla 1).

El examen histopatológico reveló esteato-
sis, necrosis y degeneración hepática en las
ratas tratadas con rifampicina, lo que es indi-
cativo de daño hepático (Fig.I). Las ratas tra-
tadas con A. aspera y silimarin mostraron un
menor índice de necrosis y una histoarquitec-
tura normal en comparación con las tratadas
con rifampicina, lo que demuestra el efecto
hepatoprotector del fármaco (Fig.II).

TABLA 1.TABLA 1.TABLA 1.TABLA 1.TABLA 1. Efecto del extracto de metanol de A. aspera Linn. sobre la hepatotoxicidad inducida por
rifampicina en ratas.

Los valores se expresan como la media ± ESM.
El grupo de la rifampicina se comparó con el grupo de control.
Los grupos de los extractos de pruebas se compararon con el grupo de la rifampicina.
**p<0,01;  ***p<0,001; NS = Non significativo
Los valores entre paréntesis expresan el % de reducción en relación con el grupo de la rifampicina.

TABLE 1.TABLE 1.TABLE 1.TABLE 1.TABLE 1. Effect of methanol extract of A.aspera Linn on rifampicin induced hepatotoxicity in rats.

Values are expressed as mean SEM.
Rifampicin group was compared with control group.
Test extract groups were compared with rifampicin group.
**p<0.01;  ***p<0.001; NS = Non Significant
Values in parenthesis indicate the % reduction in relation to the rifampicin group.

Parámetros bioquímicos
(Media � E.S.M.)

(% reducción)

Biochemical parameters 
(Mean � S.E.M.) 
(% reduction) 

Grupos  
Groups 

SGPT-ALT 
SGPT 

SGOT-AST 
SGOT 

FA 
ALKP 

Bil.T. 
T.Bil. 

Control 19,90 � 5,82 33,205 � 5,14 36,41 � 6,13 0,30 � 0,06 

Rifampicina 
Rifampicin 

137,71 � 21,70*** 

 
169,15 � 6,88*** 

 

193,21 � 
37,61*** 

 

2,02 � 0,14*** 

 

Ext. prueba 
Test ext. 
(50 mg/kg) 

109,72 � 7,80N.S. 
(20.32) 

105,81 � 9,46** 
(37,44) 

118,56 � 9,18** 
(38,64) 

1,31 � 0,17** 
(35,15) 

Ext. prueba 
Test ext. 
(100 mg/kg) 

56,24 � 8,99*** 

(59,16) 
92,32 � 11,03*** 

(45,40) 
83,57 � 5,78*** 

(56,75) 
0,96 � 0,05*** 

(52.47) 

Ext. prueba 
Test ext. 
(200 mg/kg) 

36,04 � 5,93*** 

(73,82) 
70,75 � 10,18*** 

(58,17) 
70,27 � 11,91*** 

(63,63) 
0,72 � 0,07*** 

(64,36) 

Ext. prueba 
Test ext. 
(400 mg/kg) 

37,56 � 11,44*** 

(72,72) 
59,54 � 8,07*** 

(64,80) 
71,12 � 4,81*** 

(63,19) 
0,75 � 0,10*** 

(62,37) 

Ext. prueba 
Test ext. 
(800 mg/kg) 

33,57 � 5,20*** 

(75,62) 
50,85 � 4,83*** 

(69,93) 
79,61 � 8,01*** 

(58,80) 

0,66 � 0,13*** 

(67,33) 
 

Silimarin 
Silymarin 
(100 mg/kg) 

34,89 � 3,22*** 

(74,66) 
47,88 � 4,57*** 

(71,69) 
28,91 � 2,72*** 

(85,03) 
0,28 � 0,05*** 

(86,13) 
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(b)

FIGURE 1.FIGURE 1.FIGURE 1.FIGURE 1.FIGURE 1. Photomicrograph showing normal liver architecture (a) and liver of rat receiving rifampicin
(b). (Magnification 10X).

FIGURA 1.FIGURA 1.FIGURA 1.FIGURA 1.FIGURA 1. (a) Fotomicrografía de la arquitectura de un hígado sano y (b) fotomicrografía de la estructura
del hígado de una rata a la que se está administrando rifampicina. (Aumento 10X)

(a)

FIGURE 2.FIGURE 2.FIGURE 2.FIGURE 2.FIGURE 2. Photomicrographs showing effect of different doses (a) 50 mg/kg, (b) 100 mg/kg,
(c) 200 mg/kg, (d) 400 mg/kg, (e) 800 mg/kg of methanol extract of A.aspera and (f) silymarin,

in rifampicin-induced hepatotoxicity in rats. (Magnification 10X).

FIGURA 2.FIGURA 2.FIGURA 2.FIGURA 2.FIGURA 2. Fotomicrografías que muestran los efectos de las distintas dosis (a) 50 mg/kg, (b) 100 mg/kg,
(c) 200 mg/kg, (d) 400 mg/kg, (e) 800 mg/kg de extracto de metanol de A. aspera y (f) silimarin, sobre la

hepatotoxicidad inducida por rifampicina en ratas. (Aumento 10X).

(a) (b)

(c) (d)
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DISCUSSION AND CONCLUSION

The levels of number of hepatic enzymes
are used as diagnostic indicators of hepatic
injury.  SGOT, SGPT and serum bilirubin are
the most sensitive tests employed in the diag-
nosis of hepatic diseases14.  Elevated levels of
serum enzymes are indicative of cellular leakage
and loss of functional integrity of the cell
membrane in liver15.

Administration of rifampicin significantly
raises the serum level of enzymes like SGPT
and SGOT in rats as observed in our results.
Oral administration of methanol extract of
A.aspera at doses of 50-800 mg/kg body weight
to rats caused a decrease in the activity of
marker enzymes in serum in dose dependent
manner, which may be a consequence of the
stabilization of plasma membrane as well as
repair of hepatic tissue damage caused by
rifampicin. The activity of serum alkaline
phosphatase was also elevated during rifam-
picin administration. Alkaline phosphatase is
excreted normally via bile by the liver. In li-
ver injury due to hepatotoxin, there is a de-
fective excretion of bile by the liver which is
reflected in their increased levels in serum16.
Hyperbilirubinaemia is a very sensitive test to
substantiate the functional integrity of the li-
ver and severity of necrosis which increases
the binding, conjugating and excretory capa-
city of hepatocytes that is proportional to the
erythrocyte degeneration rate17. Depletion of
elevated bilirubin level together with the su-
ppression of the activity of ALKP in the serum
of rats treated with A.aspera suggests the
possibility of drug being able to stabilize bi-

DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN

Los niveles del número de enzimas hepá-
ticas se utilizan como indicadores de diagnós-
tico del daño hepático.  Las pruebas de SGOT-
AST, SGPT-ALT y bilirrubina sérica son las
más sensibles para el diagnóstico de enferme-
dades hepáticas14. Los niveles elevados de
enzimas séricas son indicativos de pérdida
celular y pérdida de la integridad funcional
de la membrana celular hepática15.

Tal como se puede observar en los resul-
tados, la administración de rifampicina elevó
significativamente los niveles séricos de enzi-
mas, como SGPT-AST y SGOT-ALT. La ad-
ministración oral de extracto de metanol de A.
aspera en dosis de 50-800 mg/kg de peso
corporal en ratas provocó un descenso de la
actividad de las enzimas marcadoras séricas
de manera dosis-dependiente, los que podría
ser consecuencia de la estabilización de la
membrana plasmática y de la reparación del
tejido hepático dañado por la rifampicina. La
actividad de la fosfatasa alcalina sérica tam-
bién se elevó durante la administración de
rifampicina. Por lo general, la fosfatasa alca-
lina es excretada por el hígado a través de la
bilis. En los casos de daño hepático ocasiona-
do por una hepatotoxina, la excreción de bilis
por parte del hígado es deficiente, lo que se
refleja en el incremento de los niveles séricos.
La hiperbilirrubinemia es una prueba muy
sensible que permite confirmar la integridad
funcional del hígado y la gravedad de la ne-
crosis, que aumenta la capacidad de fijación,
conjugación y excreción de los hepatocitos,
capacidad que es proporcional a la velocidad

(f)(e)
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liary dysfunction of rat liver during chronic
injury with rifampicin.

Results obtained from histopathological study
also shown signs of recovery from rifampicin
hepatotoxicity.

The hepatoprotective activity of drug against
rifampicin may be due to inhibitory effects on
formation of the active metabolite, 25-desace-
tyl rifampicin which in turn reduces drug-me-
tabolizing enzymes and actively and specifi-
cally binds to RNA polymerases and thereby
inhibits the nucleic acid and protein synthe-
sis18.

Phytochemical screening of methanol ex-
tract revealed presence of saponins, alkaloids
and flavonoids principally. However, the   exact
mechanism of action can only be explained
when active principles are isolated and tested
against hepatotoxins.

It can be concluded from present study that
methanol extract of A.aspera shows protecti-
ve effect against hepatic injury caused by anti
tubercular drug rifampicin.
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de degeneración de los eritrocitos17. El des-
censo del elevado nivel de bilirrubina junto
con la inhibición de la actividad de la fosfa-
tasa alcalina en el suero de las ratas tratadas
con A. aspera sugiere la posibilidad de que el
fármaco sea capaz de estabilizar la disfunción
biliar del hígado de las ratas en lesiones cró-
nicas ocasionadas por rifampicina.

Los resultados obtenidos del estudio histo-
patológico también mostraron signos de recu-
peración de la hepatotoxicidad de la rifampi-
cina.

La actividad hepatoprotectora del fármaco
frente a la rifampicina se puede deber a los
efectos inhibidores sobre la formación de su
metabolito activo, 25-desacetil rifampicina, que
reduce las enzimas metabolizadoras de fár-
macos y se une de forma activa y específica
a las ARN polimerasas, inhibiendo por tanto
la biosíntesis de las proteínas y del ácido
nucleico.

El cribado fitoquímico del extracto de
metanol reveló la presencia de saponinas, al-
caloides y flavonoides principalmente. No
obstante, el mecanismo exacto de acción sólo
se puede explicar cuando los principios acti-
vos se encuentran aislados y se analizan en
relación a las hepatotoxinas.

Del presente estudio se puede concluir que
el extracto de metanol de A. aspera tiene un
efecto protector frente al daño hepático cau-
sado por la rifampicina, un fármaco antituber-
culoso.
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