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Abstract: A preclinical pharmacological study was conducted to evaluate the hepatoprotective effect of Mentha piperita L. against
paracetamol induced toxicity. Adult male NMRI mice who were administered orally soft plant extracts in doses of 200mg/kg and 400mg/kg,
three consecutive days prior to the induction of hepatotoxicity were used. Clinical signs of toxicity, hepatic biochemical parameters and
morphological analysis of the liver was evaluated. The biochemical parameters analyzed showed significant differences, but none of the two
groups showed a similar untreated control group behavior. No macroscopic changes in the liver were confirmed. Microscopically, the study
groups with Mentha piperita L. showed mild to moderate damage with significant differences from the untreated control group. The
evaluation of hepatoprotective potential on the M. piperita L. extract at doses studied did not behave as hepatoprotective agent.

Keywords: hepatic enzymes, hepatotoxicity hepatoprotective, Mentha piperita L.

Resumen: Se realiz6 un estudio farmacolégico preclinico para evaluar el efecto hepatoprotector de Mentha piperita L. frente a la toxicidad
inducida por el paracetamol. Se emplearon ratones adultos machos NMRI a los que se administrd por via oral extractos blandos de la planta
a dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg, tres dias consecutivos previos a la induccion de la hepatotoxicidad. Se evaluaron los signos clinicos de
toxicidad, parametros bioquimicos hepaticos y el analisis morfolégico del higado. Los pardmetros bioquimicos analizados mostraron
diferencias altamente significativas, pero ninguno de los dos grupos presentaron un comportamiento similar al grupo control no tratado. No
se confirmaron alteraciones macroscépicas del higado. A nivel Microscopico, los grupos en estudio con Mentha piperita L. presentaron
dafios de leves a moderados con diferencias significativas respecto al grupo control no tratado. Se puede afirmar que segun la evaluacion del
potencial hepatoprotector del extracto de M. piperita L. a las dosis estudiadas no se comporté como agente hepatoprotector.
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INTRODUCCION

El higado constituye el principal centro de
biotransformacion y eliminacion de agentes
potencialmente tdxicos, ademas de su participacién
en la sintesis y distribucion de nutrientes
incorporados al organismo. Las funciones que
desempefia este Grgano son Unicas y vitales pues a
pesar de que casi todos los tejidos tienen, hasta cierto
grado, la capacidad de metabolizar estos productos
quimicos, el higado es por excelencia el principal
lugar de depuracion de sustancias endogenas Yy
exogenas, de ahi que cualquier modificacion en
alguna de sus funciones traeria graves consecuencias
para la vida (Guyton & Hall, 2011).

Es un drgano susceptible a fenémenos de
toxicidad quimica debido principalmente a su funcién
y localizacion anatomica. Si adem&s tenemos en
cuenta la creciente cantidad de productos quimicos
que el hombre consume diariamente a través de los
alimentos, el agua, los vegetales y medicamentos; es
de esperar una sobrecarga de sus sistemas
detoxificantes y por consiguiente la degradacion de
determinados compuestos necesarios para la
biotransformacion y eliminacion de estas sustancias
ajenas al metabolismo celular conocidas como
xenobidticos (Murray et al., 2010).

La ingestion de compuestos quimicos u
orgdnicos que implican dafios funcionales y/o
estructurales al higado provocan hepatotoxicidad o
enfermedad hepética toxica inducida. Su diagnostico
se hace infrecuente debido a la ausencia de
pardmetros clinicos o de laboratorio especificos de
este desorden (Ramirez et al., 2009).

El Paracetamol, acetaminofén o Tylenol
como también se le conoce, es uno de los
medicamentos mas usados por sus propiedades
analgésicas y antipiréticas, ademas de bajo costo y
amplia disponibilidad, lo que ha conllevado a
frecuentes casos de sobredosificacion y por
consiguiente de hepatotoxicidad. Este farmaco induce
una reaccion toxica directa a nivel hepatico que
aunque sus manifestaciones clinicas tempranas son
leves e inespecificas, su pronostico depende en forma
importante de su diagnostico oportuno (Arundel &
Lewis, 2007).

Por ello, la busqueda de alternativas naturales
de tratamiento orientadas a proteger al higado de los
efectos nocivos de hepatotoxinas que el hombre
puede ingerir o contrarrestar las alteraciones en los
mecanismos de defensa antirradicalicos, es un
elemento importante en las investigaciones médico-
farmacéuticas (Matkowski et al., 2008).
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La Fitoterapia  constituye una  alternativa
farmacologica  para  resolver de  manera
complementaria e integral las necesidades primarias
de salud. Como consecuencia del desarrollo de
nuevos procesos quimicos de sintesis se ha hecho
improbable explotar las potencialidades de un
inmenso numero de especies vegetales que sin duda
alguna, encierran una amplia diversidad de
compuestos quimicos desconocidos que podrian
llegar a tener un gran valor terapéutico (Castro,
2006).

Tanto el Parlamento Europeo como La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han
adoptado resoluciones que ponen de manifiesto la
necesidad de racionalizar el empleo de los productos
derivados de las plantas medicinales con el objetivo
de limitar la prescripcion, de aquellos productos de
fitoterapia que carezcan de estudios previos para
avalar su uso, o de plantas de las que no se conocen
suficientemente los riesgos de su utilizacion (FDA,
2000; ICH, 2005) Por lo que corresponde a la ciencia
moderna conducir el estudio de la medicina
tradicional por métodos cientificos que comprueben
la eficacia farmacolégica en cada caso.

La practica etnomédica refiere el uso de
especies como la M. piperita L para el tratamiento de
afecciones hepéaticas, y avalan su eficacia
farmacolégica (Sharma et al., 2007; Kamal &
Nermien, 2011; Kaushik et al., 2013)

Considerando que una sobredosis de
paracetamol es capaz de generar un modelo
experimental de hepatoxicidad; y que la medicina
tradicional refiere el empleo de la especie M piperita
L como protector hepatico (Castro, 2006; Godinez &
Volpato, 2008) resulta importante la evaluacién
farmacoldgica preclinica de estas especies que
corrobore su uso tradicional para prevenir el dafio
hepatocelular.

Este trabajo cientifico parte de la hip6tesis de
que los extractos blandos obtenidos a partir de la
parte aérea de la especie M piperita L. posee el efecto
hepatoprotector atribuido por la medicina tradicional,
y para ello el objetivo fundamental se basa en evaluar
mediante un estudio preclinico la actividad
hepatoprotectora de esta especie en un biomodelo de
toxicidad inducido por paracetamol.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio farmacolégico, in vivo, en el
Centro de Toxicologia de Villa Clara perteneciente a
la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara,
donde se utilizaron ratones adultos machos de la linea
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NMRI, de 6 semanas de edad y con un peso corporal
comprendido entre 24 y 30 gramos suministrados por
el Centro Nacional para la Produccion de Animales
de Laboratorio (CENPALAB). ElI periodo de
cuarentena se extendid por 7 dias y una vez
finalizado se procedi0 a la parte experimental.

El consumo de alimentos y agua fue a libre
demanda, siendo esta Gltima de calidad apta para el
consumo humano. El alimento fue retirado 12 horas
antes de la administracion del producto de ensayo y
suministrado 2 horas posterior a la administracion.

La recoleccién de las partes aéreas de Mentha
piperita L. se realizd en horas tempranas de la
mafiana en los Huertos “Octubre Victorioso”
dedicados al cultivo de plantas medicinales en el
territorio; y secadas a la sombra durante 15 dias con el
empleo de tejas traslUcidas.

En el Centro de Produccion Local de Santa
Clara (CPL), la droga vegetal fue molinada y
tamizada. Posteriormente se obtuvieron los extractos
hidroalcohélicos por el método de repercolacién
acorde a las Buenas Practicas de Produccion y
sometidos a un proceso de control de la calidad. Se
almacenaron a temperatura ambiente y en frascos
ambar. Finalmente fueron sometidos a un proceso de
concentraciéon a vacio utilizando un evaporador
rotatorio (IKA-Labortechnik) con la finalidad de
obtener un extracto blando como producto final.
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 corporal.

Los extractos hidroalcoholicos de la especie
M piperita L fueron evaluados a través de la
realizacion de tamizaje fitoquimico para la
identificacion de los diferentes grupos quimicos de
metabolitos secundarios presentes en estos.

El agente hepatotdxico en este caso fue el
paracetamol (blister de 10 tabletas de 500 mg, lote
09087, de produccion QUIMEFA), se trituraron y
disolvieron las tabletas en solucion salina (NacCl) al
0,9% (Garba et al., 2009; Pradeep et al., 2009;
Takate et al., 2010), garantizando una dosis de 600
mg/kg de peso corporal. La dosis a emplear fue
seleccionada a partir de estudios previos disefiados
para obtener la dosis efectiva del modelo
experimental de hepatotoxicidad aguda (Méndez et
al., 2009)

Se registraron promedios diarios de humedad
relativa y temperatura, ademés de controlar el horario
de administracién, concentracion y dosis a
administrar el producto.

Evaluacion del potencial hepatoprotector de la Mentha piperita L.

Se evaluaron los signos clinicos de toxicidad
y los niveles plasméticos pretratamiento y a las 24
horas post-administracion del agente tdxico como
variables de respuesta (Kasper et al., 2006;
Puiguriguer et al., 2010) de los siguientes parametros
bioquimicos: fosfatasa alcalina (FAL), aminotrans-
ferasas de aspartato (AST) y alanina (ALT), vy
concentracién  de  bilirrubina  total  (Bbt),
considerdndose como valores normales segun rango
de referencia definidos en la literatura para la linea en
estudio (Olfert et al., 1998).

Se realizo la identificacion y caracterizacion
de las lesiones macroscopicas y microscopicas. La
observacion macroscépica fue dirigida sobre la
evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas del
higado tales como la coloracion, consistencia,
dilatacion de vasos sanguineos y presencia de
trombos. En el andlisis microscépico se evaluaron
como indicadores de dafio celular la aparicion de
focos de necrosis, esteatosis hepatica microvacuolar,
degeneracidn balonizante, y hepatocitos binucleados,
(Olfert et al., 1998; Tejeda, 2010). Para la
clasificacion del dafio histolégico se establecid la
siguiente escala gradual: grado 1 (leve), grado 2
(moderado), grado 3 (severo); definiéndose como
grado O la ausencia de dafio celular o dafio minimo
del tejido encontrandose dentro de los limites
histoldgicos normales.

La administracion del producto se realiz6
sobre la base del peso corporal a razén de 10ml/kg
por ser el volumen recomendado para el modelo
bioldgico utilizado, por via oral empleando una
canula intragastrica e iniciandose la administracion a
las 9:00 am. Se conformaron 4 grupos experimentales
de 10 animales cada uno a los cuales se les asigno el
siguiente tratamiento:

Grupos I, 11:

Los animales pertenecientes a estos grupos fueron
tratados con el extracto de la planta, garantizando las
dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg sobre la base de los
solidos totales 3 dias consecutivos previos al dafio
provocado con el paracetamol. Al tercer dia, pasados
30 minutos de la ingestion del extracto vegetal, se les
administro paracetamol/NaCl 0.9% a una dosis de
600 mg/kg como agente hepatotdxico (para provocar
el dafio).

Grupo I:
Tratados con dosis de 200 mg/kg de M piperita L.
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Grupo II:
Tratados con dosis de 400 mg/kg de M piperita L.

Grupo I1I:

Este grupo se empled como control de dafio hepaético.
Se utiliz6 una sobredosis de 600 mg/kg de
paracetamol tabletas como agente hepatotdxico para
generar  experimentalmente un  modelo de
hepatotoxicidad aguda. Los animales pertenecientes
al mismo recibieron NaCl al 0.9% 3 dias
consecutivos previos a la induccién del dafio hepatico
y en el dia tercero pasados 30 minutos de la ingestion
del NaCl se les administro paracetamol/ NaCl 0.9%.

Grupo IV:
Se utiliz6 como grupo control sin recibir tratamiento
alguno.

Se realizaron inspecciones clinicas cada 2
horas con el fin de detectar signos clinicos de
toxicidad. Todos los animales fueron sometidos a
toma de muestra de sangre de 1 ml en viales
guimicamente limpios gque contenian heparina sddica
72 horas antes y 24 horas después de la
administracion del agente téxico, lo cual se realizé
bajo los efectos de la anestesia con éter (Olfert et al.,
1998). Transcurridas 24 horas de la administracion
del agente toxico se llev6 a cabo la eutanasia de los
animales por el método de narcosis por éter y
posteriormente sus higados fueron removidos para
estudios histopatol6gicos macro y microscépicos.

La sangre anticoagulada fue centrifugada a
2500 rpm durante 5 minutos y se obtuvo el plasma
para la determinacion de la actividad de AST, ALT,
FAL y la concentracién de bilirrubina total. Las
determinaciones se realizaron en el Laboratorio
Clinico del Hospital Universitario "Celestino

Evaluacion del potencial hepatoprotector de la Mentha piperita L.

Hernandez Robau”, mediante kit diagndstico
HELFA® en un Hitachi-Roche 902, segun
procedimiento descrito por el fabricante.

El estudio macroscopico se realizd6 mediante
observacion de los 6rganos abdominales, prestando
especial atencion al higado. Para el analisis
microscopico se tomo un fragmento del higado de
cada animal, los cuales se fijaron en formol neutro al
10% vy se procesaron en el Laboratorio de Histologia
de la UCM-VC.

Los datos obtenidos fueron tabulados y
almacenados en bases de datos confeccionadas en
SPSS version 15.0 para Windows. A los datos se le
aplicaron los estadigrafos descriptivos media
aritmética y desviacion estandar para cada una de las
variables estudiadas. La comparacion entre los
grupos se realizd6 mediante la aplicacion de pruebas
no paramétricas, empleando los tests de Kruskal-
Wallis y Mann-Whitney. La significacion estadistica
en un mismo grupo en momentos diferentes (antes y
después de inducir toxicidad hepéatica) para cada
variable se determind a través de la prueba no
paramétrica de los rangos con signo de Wilcoxon. Se
consider6 un intervalo de confianza de 95%.

RESULTADOS

Evaluacion del efecto hepatoprotector de la M
piperita L.

El resultado del tamizaje fitoquimico realizado al
extracto hidroalcoholico al 43% de M piperita L,
(Tabla 1) mostr6 mayor concentraciones de
Monoterpenos, fenoles y/o taninos y triterpenos y/o
esteroides (Miranda & Cuéllar, 2001; Jiménez et al.,
2012).

Tabla 1
Resultados del tamizaje fitoquimico.

Metabolito Extracto hidroalcohdlico
M piperita L
Compuestos reductores -
Saponinas -
Flavonoides +
Alcaloides -
Compuestos fendlicos y/o taninos +++
Aminoacidos -
Triterpenos y/o esteroides ++
Monoterpenos +++
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De manera general, no se presentaron signos
clinicos de toxicidad en ninguno de los grupos
experimentales al evaluar las plantas de ensayo
(Kasper et al., 2006). La ausencia de alteraciones
clinicas mostrada por los animales es consistente con
resultados publicados por otros autores, que
utilizaron igual dosis de paracetamol como agente
inductor de dafio hepético (Kon et al., 2007; Girish et
al., 2009; Roy & Kumar, 2010).

Sin  embargo, durante la evaluacion
experimental se produjo la muerte de 3 animales
correspondientes al grupo 1ll, tratado con
paracetamol, de las cuales 2 ocurrieron entre las 9-16
horas posteriores a la administracion del farmaco,
resultado que se corresponde con otros publicados
donde se reporta que en ratas tratadas con igual dosis
de paracetamol se produjo una letalidad de 25%
(Kumar et al., 2006; Kon et al., 2007; Roy & Kumar,
2010) y un tercer animal murid6 durante la
administracion de este agente hepatotdxico debido a
una inadecuada técnica de canulizacion, lo cual fue
corroborado mediante el estudio anatomopatolégico
macroscopico. Por otro lado, en los grupos
experimentales tratados con la planta de estudio se
produjo una muerte durante la administracién del
extracto vegetal previo a la induccion del dafio con
paracetamol en el grupo Il, lo cual fue corroborado
macroscépicamente.

Se determinaron los valores de la actividad
plasmatica de las enzimas ALT, AST, FAL y
concentracién de bilirrubina total en cada grupo
experimental, obtenidos en pre-tratamiento y
postratamiento; (Tabla 2) donde el comportamiento
de los niveles plasmaticos de los parametros
bioquimicos evaluados en cada uno de los grupos
experimentales, previo a la induccion del dafio
hepatico con paracetamol, muestra valores dentro del
rango de referencia establecidos para la linea y
especie (Miranda & Cuéllar, 2001). Al analizar cada
parametro  evaluado, entre los 4  grupos
experimentales mediante la prueba de Kruskal-Wallis
(K-W) se aprecia que no existen diferencias
estadisticas significativas. Ademas se muestran los
valores plasmaticos de los parametros bioquimicos
evaluados para cada grupo  experimental,
transcurridas 24 horas de la induccion del dafio con el
agente hepatotéxico. Al analizar mediante la prueba
de K-W los pardmetros bioquimicos evaluados post-
tratamiento  entre los  diferentes  grupos
experimentales, se obtuvieron diferencias altamente
significativas para cada una de las wvariables
analizadas (todas, p = 0,000).

Evaluacion del potencial hepatoprotector de la Mentha piperita L.

Los niveles plasmaticos de los parametros
bioguimicos en el grupo (IV) se ubican dentro del
intervalo de valores de referencia y al aplicar la
prueba de los rangos con signos de Wilcoxon no se
aprecian diferencias estadisticas significativas en los
valores plasmaticos de los marcadores bioguimicos
antes y después del tratamiento. En cambio, se
obtuvo un incremento de la actividad plasmatica de
ALT, AST, FAL y de la concentracion de Bbt en los
animales tratados con una dosis de 600 mg/kg de
paracetamol (grupo I11). A pesar ello los valores se
ubican dentro del rango de referencia para la linea y
especie (Miranda & Cuéllar, 2001). El andlisis de los
parametros biogquimicos antes y después de la
induccion mediante la prueba de los rangos con
signos de Wilcoxon, evidenci6 diferencias
significativas en cada caso, siendo para la FAL p =
0,016 mientras que la ALT, AST y Bbt presentaron
una significacién de 0,018.

Al analizar en cada uno de los grupos
tratados con la planta y expuestos a la accion toxica
del paracetamol, el comportamiento de los
parametros bioquimicos antes y después de inducir
toxicidad, mediante la prueba de los rangos con
signos de Wilcoxon, se aprecié que en ambos grupos
tratados con la dosis y M piperita L (I y Il) se
obtuvieron  diferencias  estadisticas  altamente
significativas (p < 0,01) para cada parametro
evaluado.

La comparacion por parejas de grupos
experimentales mediante la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney (M-W), transcurridas 24 horas de
inducido el dafio con paracetamol, evidenci6 que al
analizar el grupo (1 y Il, tratado con la dosis de 200 y
400 mg/kg de M piperita L.) respecto a los grupos
(11, control de dafio hepéatico) y (IV, control no
tratado) en relacion a los niveles plasmaticos medios
de ALT, AST, FAL y Bbt, se obtuvieron diferencias
altamente significativas para cada variable (p =
0,000).

El andlisis bioguimico evidencié que el
extracto de M piperita L a ambas dosis presentaron
poca actividad protectora y capacidad para estabilizar
la disfuncion biliar, frente a la hepatotoxicidad
provocada por una sobredosis de paracetamol (Tabla
2).

En el analisis morfologico del higado de los
animales tratados con el extracto de la planta en
estudio (Tabla 3) no se evidenci6 cambios
importantes en las caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas del higado, caracterizadas por
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coloracién y consistencia normal, con ausencia de
dilatacion de vasos sanguineos y de trombos.

El grupo expuesto solamente al paracetamol
(1) se corresponde con el
hepatotoxicidad mostrando un dafio del tejido de

mayor grado de

Evaluacion del potencial hepatoprotector de la Mentha piperita L.

moderado
predominio de
centrolobulillar. En cambio, podemos observar como
en el grupo control no tratado (IV) el 90% de los
animales no presentaron alteracion histopatoldgica.

(28,57%)

a severo (71,43%)

necrosis severa de

Tabla 2A
Actividad plasmética de las enzimas ALT, AST, FAL y concentracion de bilirrubina total
en cada grupo experimental, obtenidos pre-tratamiento y Post-tratamiento
Media aritmética y desviacion estandar, n = 36
GRUPOS FAL (U/L) ALT (U/L)
0 dias 3 dias 0 dias 3 dias
| 194,7 +1,7 220,10+ 3,2 58,20+1,2 79,69 +0,9
I 194,5+1,7 272,11 5,2 58,32+1,4 97,91+1,1
n 195,8+1,4 288,86 +4,1 58,24 +1,0 120,0 £ 0,7
v 195,5+1,4 194,60 + 2,7 58,46 +1,1 58,43+1,0
Valores
de 67-303 (167) 28-184 (95)
Referencia
Significancia
Estadistica 0,166 0,000** 0,873 0,000**
Tabla 2B
Media aritmética y desviacidn estandar, n = 36
GRUPOS AST (U/L) Bbt (umol/L)
0 dias 3 dias 0 dias 3 dias
| 88,78 +1 92,95 +0,7 4,66 +0,3 50+0,1
| 88,44 +1 112,70+1,0 4,76 0,3 6,0+0,1
il 88,00+1 133,26 +1,0 4,92 +0,2 73%0,2
v 88,301 87,76 £ 0,3 4,80+0,1 48+0,1
Valores
de 30-251 (139) 0-8 (4)
Referencia
Significancia
Estadistica 0,904 0,000%** 0,221 0,000**
I: M. piperita L 200 mg/Kg, I1: M. piperita L 400 mg/Kg, I11: Paracetamol, IV: No tratado.
Significacion estadistica:
*p < 0.05, **p < 0.01 prueba de K-W *(significativo), **(altamente significativo)
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Tabla 3
Andlisis histolégico obtenido 24 horas posterior a la induccion del dafio hepatico (n = 36).

Hallazgo histopatolégico
Grupos experimentales Q\tlésrzrgi:(i; Dafio mngg],?ad Dafio

es leve o severo
| M piperita L+ paracetamol 0 8 2 0
1 M piperita L + paracetamol 0 3 6 0
1l Paracetamol 0 0 2 5
v No tratado 9 1 0 0

Significacion Estadistica. 0,000** | 0,001** | 0,000** | 0,000**

Significacion estadistica: *p < 0.05, **p < 0.01 prueba de K-W *(significativo), **(altamente significativo)

Al aplicar la prueba no paramétrica de K-W se
obtuvieron  diferencias  estadisticas  altamente
significativas entre todos los grupos experimentales
en relacion a la ausencia de alteraciones
histopatoldgicas, la presencia de dafio leve, moderado
y severo del tejido (todos p < 0,01).

La comparacién por parejas de grupos
experimentales mediante la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney (M-W) en relacion a los hallazgos
histopatol6gicos obtenidos, evidencié diferencias
significativas (todos p < 0,05) al analizar los
diferentes grupos tratados con la planta de estudio (I-
I1) respecto al grupo (l11) en relacién a la presencia
de dafio severo, lo que indica la presencia de
alteraciones histolégicas de menor grado en los
grupos tratados con los extractos de las plantas de
estudio.

Al comparar los dos grupos tratados con las
plantas de estudio (I y Il) respecto al grupo tratado
con paracetamol (I11) en relacion a la presencia de
dafio severo, se evidenciaron diferencias
significativas (p < 0,05) para cada caso, indicando la
presencia de alteraciones histolégicas de menor grado
en los grupos tratados con los extractos de la planta
de estudio.

En los grupos tratados con el extracto de M
piperita L. (grupos |y Il) se observd la presencia de
dafio leve y moderado del tejido hepatico. En el caso
de los animales tratados con la dosis de 200 mg/kg
predominé la presencia de dafio leve (80%) hallazgo
histopatoldgico que difiere de manera altamente
significativa respecto al grupo tratado con el agente

hepatotoxico (I11) y al grupo control no tratado (1V)
para valores de p = 0,005 y p = 0,002
respectivamente. Mientras que, el 20% de los
animales presentaron dafio moderado del tejido,
alteracion que no difiere significativamente respecto
al grupo Ill. En cambio, en los animales tratados con
la dosis de 400 mg/kg (grupo II), se observé un
predominio de dafio moderado del tejido (66,67%) y
en el resto de los animales (33,33%) la presencia de
dafio leve, ambos hallazgos no difieren
significativamente respecto al grupo expuesto
solamente al paracetamol (p = 0,210 y p = 0,299
respectivamente). Por otro lado, al comparar ambos
hallazgos respecto al grupo control no tratado (I1V) la
presencia de dafio leve no arrojo diferencias
significativas (p = 0,243), mientras que la presencia
de dafio moderado arrojo diferencias significativas (p
= 0,013). Teniendo en cuenta los hallazgos
morfoldgicos presentes en el parénquima hepatico de
los animales tratados con el extracto de esta planta y
el analisis bioquimico obtenido en estos grupos
experimentales (Il y IV), es de sefialar que a pesar de
ambos grupos no diferir significativamente respecto
al grupo tratado con el agente hepatotdxico (II1) en
relacion a la presencia de dafio moderado, si difieren
de manera significativa (I, p = 0,014 y II, p = 0,016)
en cuanto a la presencia de dafio severo como
hallazgo predominante en el grupo I11.

La Figura 1 muestra representativamente las
caracteristicas morfoldgicas del tejido hepatico con
predominio en cada grupo experimental.
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Figura 1
Caracteristicas morfoldgicas del tejido hepatico en ratones, los que se expusieron al paracetamol y recibieron
preventivamente el extracto de M piperita L a dosis de 200 mg/kg (1) y 400 mg/kg (1), los tratados con
paracetamol (I11) y los no tratados (1V).

El tratamiento con el extracto de M piperita
L. a una dosis de 200 mg/kg unido a la exposicion de
la sobredosis del agente hepatotdxico Figura 1(1)
provocO como principales caracteristicas morfol6-
gicas focos de necrosis aislada y esteatosis hepatica
microvacuolar ligera focal centrolobulillar. No siendo
asi para la dosis de 400 mg/kg donde se evidencian
hepatocitos  binucleados,  necrosis  moderada
confluente centrolobulillar moderada, necrosis
parcelar moderada y esteatosis hepatica microva-
cuolar ligera Figura 1(11).

La administracion de una dosis Unica de 600
mg/kg de paracetamol provocd alteraciones en la
morfologia hepatica como necrosis confluente severa
centrolobulillar, necrosis parcelar moderada y
esteatosis hepatica macrovacuolar moderada. Ademas
de aumento del tamafio de los espacios sinusoidales y
hepatocitos binucleados Figura 1(111).

En la Figura 1(1V), perteneciente a un animal
no tratado, se observa una morfologia hepéatica
normal, caracterizada por una distribucién radial de
las cadenas de hepatocitos con respecto a la vena
central y espacios sinusoidales de tamafio regular.

DISCUSION

La actividad hepatoprotectora exhibida por los
extractos de estudio pudiera deberse a la presencia de
determinados metabolitos con actividad hepato-
protectora comprobada, que al menos en parte,
contribuyen al efecto farmacoldgico evaluado.

La presencia de compuestos fendlicos, entre
ellos los flavonoides, pudiera explicar el efecto
hepatoprotector mostrado por la planta de estudio,
presumiblemente por su actividad antioxidante
demostrada, como resultado de una combinacién de
sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras
de radicales libres. (Troncoso & Guija, 2007; Ochoa
et al., 2008; Zeashan et al., 2008)

Ademas de los compuestos fendlicos
presentes en las plantas de ensayo, otros
antioxidantes naturales con efectos inmunomodu-
ladores, anti-inflamatorios, antifibréticos, secuestra-
dores de radicales libres y estabilizadores de
membrana; pudieran contribuir a proteger al higado
de cambios degenerativos con prevencion de
reacciones quimicas de toxicidad, estrés oxidativo,
peroxidacion lipidica, cambios moleculares en el
tejido hepatico y necrosis, todo ello como resultado
de la accion toxica del n-acetil-parabenzo-
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guinoneimina (NAPQI) y a la deplecion del GSH
(Mallet et al., 2008; Veggi et al., 2008; Mota et al.,
2009; Polyak et al., 2010); lo cual pudiera explicar el
efecto hepatoprotector levemente mostrado por la
planta de estudio (Zeashan et al., 2008; Jagruti &
Urvi, 2009). Teniendo en cuenta que el mecanismo
de accién toxica del paracetamol involucra la
formacién de NAPQI, metabolito responsable de
generar estados de estrés oxidativo mediante la
accion de especies reactivas del oxigeno y por otro
lado, la actividad antioxidante y secuestradora de
radicales libres que se le atribuye a los flavonoides
gue contribuye a inhibir la cadena de reacciones de
peroxidacion lipidica, podemos sugerir que la
presencia de estos metabolitos secundarios en los
extractos de ensayo pudiera  contribuir
mayoritariamente al efecto hepatoprotector (Kumar
& Misra, 2006; Veggi et al., 2008).

No obstante, el estudio realizado no nos
permite asegurar que los flavonoides sean los
responsables del efecto farmacoldgico estudiado, ni
descartar que otros compuestos presentes en los
extractos guarden relacion con los resultados
obtenidos. En este sentido, la clinica y la
experimentacion farmacoldgica demuestran que la
accion de una planta a veces no puede explicarse por
uno de sus principios activos. La accion de la planta
se debe a fitocomplejos que son entidades
bioquimicas, dindmicas y unitarias con interacciones
entre sus componentes, donde las funciones
biolégicas de las diferentes moléculas son
complementarias.

El paracetamol es cominmente empleado
para generar modelos  experimentales  de
hepatotoxicidad debido a que provoca necrosis aguda
centrolobulillar. En este estudio, la dosis empleada
(600 mg/kg) para inducir el dafio hepatico produjo el
incremento de los niveles plasmaticos de los
parametros bioquimicos evaluados (ALT, AST, FAL
y Bbt), lo que demuestra el efecto toxico de este
farmaco sobre el parénguima hepatico. Nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos por otros
autores al emplear una dosis similar de este agente
hepatotoxico (Garba et al., 2009; Méndez et al.,
2009; Girish et al., 2009; Roy & Kumar, 2010).
Mientras (Kumar & Misra, 2006), refieren haber
obtenido niveles elevados de aminotransferasas, FAL
y Bbt con el empleo de una dosis de 200 mg/kg de
paracetamol por via oral en ratas albinas.

La lesidn hepatica toxica provoca dafios en la
membrana  plasméatica  hepatocelular con la
consiguiente liberacion al fluido sanguineo de las
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enzimas localizadas en el citosol y en las estructuras
intracelulares, siendo estas indicadores sensibles para
el diagnostico de enfermedad hepética (Troncoso &
Guija, 2007). En este sentido, un incremento de la
actividad plasmatica de las aminotransferasas de
aspartato y alanina refleja directamente mayor
permeabilidad o ruptura celular, debido a un dafio en
la célula hepatica que pudo haber sido el resultado de
la union covalente del NAPQI a los grupos tioles de
macromoléculas del hepatocito o a las principales
reacciones de lesion celular, inducidas por los
radicales libres generados durante la
biotransformacién del paracetamol en NAPQI.

Teniendo en cuenta que la ALT es una
enzima altamente especifica para detectar lesiones
celulares en el parénquima hepatico y que una
sobredosis de paracetamol produce necrosis
centrolobulillar en la zona 3 del acino hepatico de
Rappapport donde se encuentra una elevada
concentracion de AST, podemos inferir que los
resultados mostrados por los extractos de M. piperita
L. (a ambas dosis) no son caracteristicos de agentes
hepatoprotectores, pues a pesar de su exposicion al
paracetamol, no presentaron similar actividad
plasmatica de ALT y AST respecto al grupo control
no tratado (IV), lo que demuestra que los extractos a
las dosis citadas anteriormente previenen muy poco
la elevacién de los niveles plasméticos de estas
enzimas como consecuencia del dafio hepatocelular
provocado por el farmaco.

La FAL es excretada normalmente via biliar
por el higado y aungue el aumento de sus niveles
plasmaticos no es especifico de enfermedad hepatica,
resulta indicativo de la ocurrencia de cualquier forma
de obstruccion del tracto biliar, debido a su presencia
en la membrana del hepatocito y en la superficie
exterior de la membrana canalicular biliar. De
manera similar, los niveles de bilirrubina se elevan
cuando el higado pierde al menos el 50% de su
capacidad de excrecién (Kumar et al., 2006) De ahi a
gue, un incremento de los niveles plasmaticos medios
de FAL inducida por la accion toxica del paracetamol
se correlaciona con niveles elevados de bilirrubina.
Considerando lo anterior, los grupos tratados con el
extracto de M. piperita L. no mostraron de manera
significativa niveles medios de FAL y Bbt similares
al grupo control no tratado (lll). Ello sugiere, la
posibilidad de que ambos extractos blandos a las
dosis citadas presentan poca capacidad para
estabilizar la disfuncion biliar provocada por la
accion toxica del paracetamol.
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Otro de los indicadores estudiados para
evaluar la actividad hepatoprotectora de las plantas
de ensayo fue la evaluacion de la morfologia del
parénquima hepatico, donde los resultados obtenidos
del estudio histolégico se correlacionan con los
hallazgos histopatolégicos obtenidos por (Troncoso
& Guija, 2007) al estudiar el efecto antioxidante y
hepatoprotector del Petroselinum sativum (perejil) en
ratas con intoxicacion hepética inducida con este
farmaco. Otros estudios que describen similares
caracteristicas morfoldgicas son los realizados por
(Garba et al., 2009) en un biomodelo de
hepatotoxicidad con paracetamol empleando similar
dosis de estudio. En cambio, (Méndez et al., 2009)
con el empleo de igual dosis de paracetamol refieren
haber  obtenido  morfolégicamente  necrosis
hepatocelular moderada al evaluar el efecto
hepatoprotector de Bidens pilosa L. en ratones
NMRI.

Por otro lado, en las secciones de higado de
los animales tratados con el extracto de M. piperita
L. en los grupos (I y 1l), no mostraron practicamente
proteccion del tejido hepatico al producir
mayoritariamente dafio moderado lo cual se
correlaciona con el comportamiento de los
pardmetros bioquimicos analizados, donde se observo
un incremento de los niveles plasmaticos de ALT,
AST, FAL y Bbt respecto al resto de los grupos
tratados con extractos vegetales, resultados que se
correlacionan con los arrojados por (Garba et al.,
2009; Girish et al., 2009; Roy & Kumar, 2009).

De manera general, cuando analizamos los
tres indicadores que nos permiten evaluar el efecto
hepatoprotector de una sustancia, podemos observar
como en el caso de los grupos tratados con el extracto
de M. piperita L. a las dosis ensayadas (1 y Il) y a la
vez expuestos al paracetamol, no existe una
correspondencia entre la ausencia de signos clinicos
de toxicidad, actividad enzimética y concentracion
plasmatica de bilirrubina total y el andlisis
morfoldgico del higado, demostrando poca capacidad
hepatoprotectora de este extracto vegetal al prevenir
levemente el dafio hepatocelular provocado por la
accion toxica del paracetamol, lo que pudiera ser el
resultado de poca estabilizacion de la membrana
celular con la consiguiente preservacion leve de la
integridad estructural del tejido hepatico.

Algo més a afiadir, es que en este estudio los
extractos blandos de la especie M Piperita L (grupos
I y 1) mostraron comportamientos dosis-dependiente
en diferentes estudios farmacoldgicos preclinicos. De
modo que, el estudio de la actividad antiparasitaria de
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una decoccidn de esta planta a concentraciones de
0,475 g/dl; 0,950 g/dl y 1,900 g/dl arroj6 efecto
vermifugo en dependencia de la  dosis,
correspondiéndose la mayor actividad obtenida a la
mayor concentracion (Paz et al., 2006). También la
validacién farmacoldgica de la actividad sedante e
hipnoética segin (Castillo, 2007; Sierra-Pérez et al.,
2013) de una infusién elaborada a partir de las hojas
de la planta evidencio efecto dosis-dependiente para
ambas actividades (Castillo, 2007).

En la literatura médica se reportan diversos
comportamientos al evaluar la relacion dosis-efecto
hepatoprotector de plantas medicinales que poseen un
efecto dosis independiente, como los arrojados por
(Méndez et al., 2009), mientras que (Ochoa et al.,
2008; Zeashan et al., 2008) obtuvieron un
comportamiento dosis-dependiente, obteniendo la
mayor actividad con la dosis mayor.

A partir de los tres indicadores que se
tomaron como criterios para evaluar la actividad
hepatoprotectora de las plantas de estudio, se arribé a
la siguientes conclusiones: no se presentaron signos
clinicos de toxicidad asociados a la administracion de
las sustancias de ensayo. Por otra parte los extractos
blandos de M. piperita L. a ambas dosis estudiadas no
previeron en mayor medida la elevacion de la
actividad enzimatica de las aminotransferasas de
alanina y aspartato, fosfatasa alcalina y la
concentracion de bilirrubina total, frente a la accion
toxica del paracetamol donde practicamente no hubo
proteccién hepética en ningin sentido. Las
caracteristicas macroscopicas del higado estuvieron
dentro de los parametros normales, no presentandose
cambios en las mismas. Sin  embargo,
microscopicamente la administracion de paracetamol
provoc6 dafio severo de los hepatocitos,
presentandose en los grupos tratados con M. piperita
L. dafios de leves a moderados. Se puede afirmar que
segun la evaluacion del potencial hepatoprotector del
extracto de M. piperita L. a las dosis estudiadas no se
comportd como agente hepatoprotector.
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