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RESUMEN

Se administr6 Activit, una formulacién herbomineral, a ratas por via oral en dosis de 125, 250, 500 y 1000 mg kg
! para investigar sus efectos en infartos de miocardio inducidos mediante isoproterenol y dafios renales inducidos
mediante cisplatina. El farmaco redujo los niveles de glutamato oxaloacetato transaminasa (GOT), lactato dehidrogenasa
(LDH), &cido Urico y de creatina kinasa (CK)en €l suero en casos de dafio cardiaco inducido mediante isoproterenal.
En los casos de dafio renal inducido mediante cisplatina, Activit redujo los niveles séricos de creatinina, urea,
nitrogeno ureico en sangre (NUS) y acido drico. Se descubri6 ademas que la administracion de Activit aumento los
niveles de supero6xido dismutasa (SOD), catalasa (CAT); glutatién reducido (GSH) y enzimas ligadas a la membrana
tales como la Ca?*ATPasa y Na'K*ATPasa, y redujo la peroxidacién lipidica (MDA) en €l rifion y en el corazon en
los casos de dafio renal inducidos mediante cisplatina y en los de necrosis miocér dica inducida mediante isoproterenal,
respectivamente. Por tanto, se puede concluir que Activit posee actividad antioxidante y que, en virtud de esa accion,
puede proteger el corazdn y el rifién de los dafios causados por el isoproterenol y la cisplatina, respectivamente.
PALABRAS CLAVE: Antioxidante. Catalasa. Cisplatina. Isoproterenol. Peroxidacion lipidica. Glutation reducido. Superdxido
dismutasa.

ABSTRACT

Activit, a herbomineral formulation, was administered orally to rats at the dose levels of 125, 250, 500 and 1000 mg kg
! to investigate its effect on isoproterenol-induced myocardial infarction and cisplatin-induced renal damage. The drug
reduced the levels of serum creatine kinase (CK), glutamic oxaloacetate transaminase (GOT), lactate dehydrogenase
(LDH) and uric acid in isoproterenol-induced cardiac damage. In cisplatin-induced renal damage, Activit reduced the
serum levels of creatinine, urea, blood urea nitrogen (BUN) and uric acid. It was further found that administration of
Activit increased the levels of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), reduced glutathione (GSH) and membrane
bound enzymes like Ca**ATPase, Mg*ATPase and Na*K*ATPase and decreased lipid peroxidation (MDA) in heart and
kidney in isoproterenol-induced myocardial necrosis and cisplatin-induced renal damage, respectively. Thus it can be
concluded that Activit possesses antioxidant activity and by virtue of this action it can protect the heart and kidney from
damage caused by isoproterenol and cisplatin, respectively.

KEY WORDS: Antioxidant. Catalase. Cisplatin. Isoproterenol. Lipid peroxidation. Reduced glutathione. Superoxide dismutase.
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INTRODUCCION

Muchos investigadores cientificos y médicos
estan convencidos de que la actividad incontro-
lada de radicales libres en el cuerpo esta direc-
tamente relacionada con una serie de problemas
de salud. Las reacciones de los radicales libres
se han asociado a la patologia de muchas enfer-
medades humanas tales como |a arterosclerosis,
la enfermedad isquémica del corazdn, el proceso
de envejecimiento, inflamacién, diabetes, inmu-
nodepresion y trastorno neurodegenerativo, en-
tre otras'.

Nuestro cuerpo produce radicales libres cons-
tantemente. Sin embargo, éstos estan controla-
dos rigurosamente por los antioxidantes. Cuan-
do este precario equilibrio se rompe en favor de
los radicales libres, se produce un estrés oxida-
tivo. Este estrés oxidativo puede atacar a los
lipidos, que constituyen las membranas celula-
res, las bases de ADN y los aminoacidos de
proteinas. Los antioxidantes combaten los radi-
cales libres y, por lo tanto, pueden ayudar a
prevenir las enfermedades que estimulan los
radicales libres. Los destructores de radicales libres
(antioxidantes) son elementos clave en la defen-
sa del organismo, que el cuerpo utiliza para
neutralizar la actividad de estos peligrosos y, a
largo plazo, mortales enemigos |lamados radica-
les libres. Los farmacos que poseen diversos
mecanismos de accién protectora, incluyendo
propiedades antioxidantes, pueden constituir un
avance para minimizar el dafio a los tejidos en
las enfermedades humanas®.

Como las plantas producen gran cantidad de
antioxidantes para controlar €l estrés oxidativo,
pueden constituir una fuente de nuevos compuestos
con actividad antioxidante. Se ha determinado
gque una serie de plantas y extractos de plantas
protegen del dafio inducido por los radicales li-
bres en varios modelos experimentales.

Se han publicado las propiedades antioxidan-
tes de Mucuna pruriens®, Withania somnifera*>®,
Centella asiatica’, Asparagus racemosus®, Nux
vomica®, Tinospora cordifolial®y shring bhasmatt
(preparacion ayurvédica realizada mediante pu-
rificacion e incineracion que contiene calcio y
fosforo).

Se ha estudiado la actividad antioxidante de
NUMerosos compuestos quimicos y formulacio-
nes a base de plantas mediante el uso de mode-
los tales como el infarto de miocardio inducido
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INTRODUCTION

Many medical and scientific researchers are
convinced that uncontrolled free radical activity
in the body is directly associated with a number
of health problems. Free radical reactions have
been implicated in the pathology of many hu-
man diseases including atherosclerosis, ischemic
heart disease, the aging process, inflammation,
diabetes, immunodepression, the neurodegenera-
tive condition and other disease conditions'.

Free radicals are continuously produced in our
body. However, these are rigorously controlled
by antioxidants. When this precarious balance is
broken, in favour of free radicals, it causes an
oxidative stress. This oxidative stress can attack
lipids, which constitute the cellular membranes,
bases of the DNA, and amino acids of proteins.
Antioxidants fight free radicals, and therefore may
be able to help prevent the diseases that free
radicals promote. Free radical scavengers (anti-
oxidants) are key elements in the defense sys-
tem, which the body uses in order to neutralize
the activity of these dangerous and, over the long-
term, deadly free radical enemies. Drugs with
multiple mechanisms of protective action, inclu-
ding antioxidant properties, may be one way
forward in minimizing tissue injury in human
disease’.

As plants produce a lot of antioxidants to
control the oxidative stress, they can represent a
source of new compounds with antioxidant acti-
vity. A number of plants and plant isolates have
been reported to protect free-radical induced
damage in various experimental models.

The antioxidant properties of Mucuna pruriens®,
Withania somnifera*>®, Centella asiatica’, Aspa-
ragus racemosus?, Nux vomica®, Tinospora cor-
difolia’® and shring bhasma'! have been reported.

Many chemical compounds and herbal for-
mulations have been studied for their antioxi-
dant activity by using models such as isoprote-
renol-induced myocardial infarction'?*® and
cisplatin -induced nephrotoxicity™**.

In the present study, Activit, a herbomineral
formulation, was tested for its antioxidant acti-
vity by using the above experimental models.
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mediante isoproterenol12,13 y la nefrotoxicidad
inducida mediante cisplatinal4,15.

En el presente estudio, se ensay6 la actividad
antioxidante de Activit, una formulacién herbo-
mineral, mediante el uso de los modelos experi-
mentales descritos anteriormente.

MATERIAL Y METODOS
Composicién

Activit, una formulacién herbomineral, con-
tiene extractos derivados de Mucuna pruriens,
Withania somnifera, Argyreia speciosa, Centella
asiatica, Tribulus terrestris, Asparagus racemo-
sus, Piper longum, Anacyclus pyrethrum, Nux
vomica, Tinospora cordifolia y shring bhasma
(preparacion ayurvédica realizada mediante pu-
rificacion e incineracién que contiene calcio y
fosforo).

Animales

Para el estudio se utilizaron ratas albinas de
la raza Wistar, de 150-200 gr de peso. Los ani-
males se alimentaron ad libitum con dieta estan-
dar de bolitas de pienso y tuvieron agua a su
disposicion en todo momento.

Infarto de miocardio inducido mediante

isoproterenol

Las ratas se dividieron en seis grupos de seis
animales cada uno. El grupo | sirvi6 de grupo de
control. El grupo Il recibi6 isoproterenol (25 mg
kg de peso corporal, por via subcutanea, dos
veces en un intervalo de 24 horas) en solucion
salina estéril. A los grupos 11, 1V, V y VI seles
administré Activit en dosis de 125, 250, 500 y
1000 mg kg* de peso corporal por via oral res-
pectivamente, durante un mes. El dia 30, los grupos
I, 11, 1V, V y VI recibieron isoproterenol (25
mg kg de peso corporal, por via subcutanea,
dos veces en un intervalo de 24 horas) en solu-
cion salina estéril. EI cambio de peso corporal se
registr6 semanalmente. Transcurridas 24 horas
desde la Ultima dosis de isoproterenol, se extrajo
sangre y se separd el suero para las estimaciones
de creatina kinasa (CK), lactato dehidrogenasa

MATERIAL AND METHODS:
Composition

Activit, a herbomineral formulation contains
extracts derived from Mucuna pruriens, Witha-
nia somnifera, Argyreia speciosa, Centella asia-
tica, Tribulus terrestris, Asparagus racemosus,
Piper longum, Anacyclus pyrethrum, Nux vomi-
ca and Tinospora cordifolia and shring bhasma.

Animals

Albino rats of Wistar strain weighing 150-
200gms were used for the study. The animals
were fed ad libitum with standard pellet diet and
had free access to water.

| soproterenol-induced myocardial infarction

The rats were divided into six groups of six
animals each. Group | served as the control. Group
Il received isoproterenol (25 mg kg* body weig-
ht, s.c. twice at an interval of 24 hours) in sterile
saline. Groups Il, 1V, V and VI were adminis-
tered Activit at the doses of 125, 250, 500 and
1000 mg kg* body weight p.o., respectively for
one month. On day 30, Groups I, 111, 1V, V and
V|1 received isoproterenol (25 mg kg™ body weight,
s.c. twice at an interval of 24 hours) in sterile
saline. The change in body weight was recorded
weekly. After 24 hours of the last dose of iso-
proterenol, blood was collected and serum was
separated for estimations of creatine kinase (CK),
lactate dehydrogenase (LDH), uric acid and SGOT.
CK and LDH were determined by diagnostic kits
(Reckon Diagnostics Ltd., Baroda, India). Uric
acid and SGOT were estimated by using kits of
Span Diagnostics (India) Pvt. Ltd. The animals
were sacrificed and the heart was dissected out
and weighed. It was then homogenized in chi-
lled Tris buffer (10mM, pH 7.4) at a concentra-
tion of 10% w/v and centrifuged. The supernatant
was used for the assays of lipid peroxidation (MDA
content), endogenous antioxidant enzymes (supe-
roxide dismutase and catalase) and reduced gluta-
thione (GSH). The sediment was resuspended in
ice-cold Tris buffer (10mM, pH 7.4) to get afinal
concentration of 10% and was used for the esti-
mation of different membrane bound enzymes
(Na'K*ATPase, Ca*ATPase and Mg>*ATPase).
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(LDH), &cido uricoy SGOT. LaCK y laLDH se
determinaron mediante kits de diagnostico (Rec-
kon Diagnostics Ltd., Baroda, India). Para deter-
minar el &cido rico y la SGOT se utilizaron kits
de Span Diagnostics (India) Pvt. Ltd. Los ani-
males fueron sacrificados y se disecciond y pesd
su corazén. Se homogeneizd a continuacién en
tampén Tris frio (10 mM, pH 7,4) en una con-
centracion del 10% p/v y se centrifugé. La parte
flotante se utilizd para los ensayos de peroxida-
cion lipidica (contenido de MDA), enzimas an-
tioxidantes enddgenas (superéxido dismutasa y
catalasa) y glutation reducido (GSH). El sedi-
mento volvié a suspenderse en tampdn Tris he-
lado (10 mM, pH 7,4), para conseguir una con-
centracion final del 10% y se utilizd para la
estimacion de distintas enzimas ligadas a la
membrana (Na'K*ATPasa, Ca®**ATPasa Yy
Mg?*ATPasa).

Nefrotoxicidad inducida mediante cisplatina

Las ratas se dividieron en seis grupos de seis
animales cada uno. El grupo | sirvio de grupo de
control. El grupo Il recibié cisplatina (3 mg kg
1 intraperitoneal) cada semana durante 28 dias
(diass 1, 7, 14, 21 y 28). Los grupos Il1, IV, V,
VI recibieron cisplatina (3 mg kg?!, intraperito-
neal) y Activit en dosis de 125, 250, 500 y 1000
mg kg* de peso corporal por via oral, respecti-
vamente, cada semana durante 28 dias (dias 1, 7,
14, 21 y 28). La cisplatina se inyecté 1 hora
después de la administracion del farmaco. El
cambio de peso corporal fue registrado semanal-
mente. Transcurridas 24 horas desde la Ultima
dosis de cisplatina, se extrajo sangre y se separd
€l suero paralas estimaciones de creatinina, urea,
acido Urico y nitrégeno ureico en sangre (NUS).
Estos valores se determinaron mediante kits de
Span Diagnostics (India) Pvt. Ltd. A continua-
cion, se sacrificaron los animales y se diseccio-
nod, pesd y procesd el rifibn para determinar los
antioxidantes como se ha mencionado en la sec-
cion anterior.

Estimaciones bioquimicas
La superéxido dismutasa (SOD) se determind

mediante el método de Misra y Fridovich®. La
catalasa se estimé mediante el método de Hugo
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Cisplatin-induced nephrotoxicity

The rats were divided into six groups of six
animals each. Group | served as control. Group
Il received cisplatin (3 mg kg?, i.p.) every week
for 28 days (days 1, 7, 14, 21 and 28). Groups
1, 1V, V, VI received both cisplatin (3 mg kg
1'i.p.) and Activit at the doses of 125,250, 500
and 1000 mg kg! b.wt. p.o., respectively every
week for 28 days (days 1, 7, 14, 21 and 28).
Cisplatin was injected 1 h after the drug admi-
nistration. The change in body weight was re-
corded weekly. After 24 hours of the last dose of
cisplatin, blood was collected and serum was
separated for estimations of creatinine, urea, uric
acid and blood urea nitrogen (BUN). These va-
lues were determined with kits of Span Diagnos-
tics (India) Pvt. Ltd. The animals were then sa-
crificed and the kidney was dissected out, weighed
and processed for antioxidant estimations as
mentioned in previous section.

Biochemical Estimations

Superoxide dismutase (SOD) was determined
by the method of Misra and Fridovich®. Catala-
se was estimated by the method of Hugo Aebi as
given by Colowick et al.'”. Reduced glutathione
was determined by the method of Moran et al.’®.
Lipid peroxidation or malondialdehyde forma-
tion was estimated by the method of Slater and
Sawyer?®. Membrane bound enzymes namely
NaK*ATPase, Ca#*ATPase and Mg?*ATPase were
assayed according to the methods of Bonting®,
Hjerten and Pan?! and Ohinishi et al.?2, respecti-
vely. The inorganic phosphorus was estimated
by the method of Fiske and Subbarow?:. Total
proteins were determined by the method of Lo-
wry et al.?

Satistical Analysis

Results of all the above estimations have been
indicated in terms of mean + SEM. Difference
between the groups was statistically determined
by analysis of variance followed by Tukey-Kra-
mer Multiple Comparisons test, with the level of
significance set at p < 0.05.
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Aebi, tal y como lo describen Colowick et al.'’
El glutation reducido se determind mediante el
método de Moran et al.*® La peroxidacion lipidi-
ca o la formacion de malonil-dialdehido se de-
terminé mediante el método de Slater y Sawyer?e.
Las enzimas ligadas a la membrana, concreta-
mente la Na*tK*ATPasa, la Ca*ATPasa y la
Mg?*ATPasa se estudiaron de acuerdo con los
métodos de Bonting®, Hjerten y Par?* y Ohinis-
hi et al.??, respectivamente. El fésforo inorgani-
co se determind mediante el método de Fiske y
Subbarow?. Las proteinas totales se determina-
ron mediante el método de Lowry et al.?

Andlisis estadistico

Los resultados de las estimaciones indicadas
anteriormente se han expresado de acuerdo con
el promedio £+ SEM. Las diferencias entre los
grupos se determinaron estadisticamente mediante
un andlisis de varianza seguido por el test de
comparaciones multiples de Tukey-Kramer, con
un nivel de significacion establecido en p < 0.05

RESULTADOS
Infarto de miocardio inducido mediante
isoproterenol

El tratamiento con isoproterenol (grupo I1)
provocd un aumento significativo de la actividad
de GOT, LDH y CK séricas (p<0,001) y de los
niveles de &cido Urico (p<0,01) en comparacion
con el grupo de control (grupo 1) La administra-
cion de Activit provoco una disminucién signi-
ficativadelaactividad de GOT, LDH y CK sé&ricas
y del nivel de &cido drico (Tabla ).

En el corazon, el isoproterenol hizo disminuir
significativamente los niveles de SOD (p<0,05)
y de catalasa (p<0,001) en el grupo Il en com-
paracion con el grupo |. También se observé un
aumento significativo de la peroxidacion lipidi-
ca (p<0,01) en el grupo Il en comparacion con el
grupo |. Se observé que Activit habia reducido
significativamente la peroxidacion lipidica (con-
tenido de MDA) y habia aumentado el nivel de
glutation y la actividad de la SOD vy la catalasa
en comparacion con el grupo Il (Tabla I1).

RESULTS
| soproterenol-induced myocardial infarction

The treatment with isoproterenol (group 1)
resulted in a significant elevation in serum CK,
LDH and GOT activity (p<0.001) and uric acid
levels (p<0.01) as compared to control (group 1).
The administration of Activit resulted in signifi-
cant decrease in the activities of serum CK, LDH
and GOT and level of uric acid (Table ).

In heart, isoproterenol significantly decrea-
sed the activities of SOD (p<0.05) and catalase
(p<0.001) in group Il as compared to group I. A
significant (p<0.01) increase in lipid peroxida-
tion was also observed in group Il as compared
to group |. Activit was found to significantly
decrease lipid peroxidation (MDA content) and
increase the glutathione level and activities of
SOD and catalase as compared to group Il (Ta
ble I1).

Ars Pharmaceutica, 45:1; 45-57, 2004



50

PALLAVI A, BALARAMAN R.

TABLA |: Efecto de Activit en los niveles séricos de creatina kinasa, lactato dehidrogenasa, écido Urico y GOT en €l
infarto de miocardio inducido en ratas mediante isoproterenol.

TABLE I: Effect of Activit on the serum levels of creatine kinase, |actate dehydrogenase, uric acid and GOT in
isoproterenol-induced myocardial infarction in rats.

GRUPOS Creatina kinasa Lactato Acidorico SGOT
GROUPS (U/iL) Dehidrogenasa (mg/dl) (U/ml)
Creatine Kinase (U/L) Uric acid SGOT
(U/L) Lactate (mg/dl) (U/ml)
Dehydrogenase
(UIL)
Grupo | 326,67 £ 11,89 370,33 £ 13,74 0,670 £ 0,04 21,91+ 328
Group |
Grupo Il 1198,00 + 209,13™" 1056,30+ 115,15 1,923 + 025" 74,29 + 6,80
Group |1
Grupo Il 868,00 + 131,33’ 739,33 + 61,02 1,201 + 0,23"° 49,65+ 2,61"
Group 111
Grupo IV 524,00 + 59,28™ 558,00 + 23,90™" 1,121 £ 0,17™8 41,19+ 2,09™
Group IV
Grupo V 401,67 + 44,56 481,67 + 36,09 1,063+ 0,13 38,32+ 356
Group V
Grupo VI 375,33 + 15,98™ 385,67 + 8,11 0,933 + 0,09 36,32+ 056"
Group VI
Valor F 9,521 21,481 5,491 22,689
F vaue
Vaor P <0,0007 <0,0001 0,0074 <0,0001
P vaue

Los valores se expresan como promedio + SEM.

El grupo Il se compar6 con €l grupo I.

Los grupos IlI, 1V, V y VI se compararon con el grupo Il.

“p<0,05; ""p<0,01; ""p<0,001; NS = No significativo
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Values are expressed as mean + SEM.
Groups Il was compared with group I.

Groups 11, 1V, V and VI were compared with group II.
"p<0.05; “'p<0.01; **p<0.001; NS = Non Significant
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TABLA II: Efecto de Activit en los niveles de peroxidacion lipidica (contenido de MDA), glutation reducido,
superoxido dismutasa, catalasa, Na*K*ATPasa, Ca?*ATPasa y Mg?*ATPasa en los corazones de ratas con infarto de

miocardio inducido mediante isoproterenol.

TABLE I11: Effect of Activit on the levels of lipid peroxidation (MDA content), reduced glutathione, superoxide
dismutase, catalase, Na*K*ATPase, Ca*ATPase and Mg?*ATPase in heart of rats in isoproterenol-induced myocardial

infarction.
NetK+ATPasa
Cadasa (umdles defésforo C2+ATPaa M@2+ATPesa
Qutation reducido Supadxido (Mmoles deH2C2 inorgénico (Hmdles defésforo (Hmdles defésforo inorgénico
Paaxidecionlipidca (Mg deGH danuesa consumida/ liberadd/ inorganicoliberado liberadd/
(nmolesde MDAIMg mg proteing) (Unidedes/ mir/ min/ min/ mir/
GRUFOS proteing g proteing) mg proteing) mg proteing) g proteing) g proteina
Reduced Mg2+ATPase
GROUPS - L .
Lipid Peroxidation Glutathione Speraxide Catalase Na+K+ATPase Ca2+ATPase (umdles of inor ganic
(nmdlesof MDA/mg (Mgof GH/ Distutase (Mmdes of H202 (Hmdles of inor ganic (umdles of inor ganic phogphorus
proten) mg praten) Units consumed/ phopharus phogphor us liberated/ liberated/
mg proten) min/ liberated/ mn/ mn/
mg praten) min/ mg pratén mg pratén
g praten)
Quol
343+015 327+0% 277031 4,61+ 006 508+ 030 276+ 016 239+006
Growp |
Guwll
G I 7,15+ 054+* 0,61+ 00NS 1,69+ 008" 1,87+ 014+ 246+ 0201+ ** 208+ 020* 1,9+ 015NS
roup
Gupolll
4,46+ 053 ** 1,97+ 020NS 1,87+ 012NS 207+ 08NS 260+ 020NS 244+ 016NS 284+ 024NS
Growp Il
Guwo IV
G v 3,66+ 073 ** 4,65+ 069" 204+ 037NS 261+018NS 326+ 00BNS 257+ 08NS 312+ 009"
roup
GuoV
325+ 043+ ** 6,08+ 1,23 220+ 0MNS 3,10+ 009+* 378+ 004+ 2,86+ 003* 328+ 012
Growp V
Guo VI
224+ 040+ ** 7,33+ 062 ** 284+ 018" 383+ 034 ** 380+ 010¢* 313+ 009 ** 363+ 034 **
Grap VI
Valor F
20,951 13942 4,508 35,707 28309 7,972 9,906
FVeue
Vaor P
<0,000L <0,000L 0,0142 <0,000L <0000L 0,0016 0,0006
PVaue

Values are expressed as mean + SEM.

Groups Il was compared with group .

Groups I, 1V, V and VI were compared with group I1.
“p<0.05; "'p<0.01; *"p<0.001; NS = Non Significant

Las ratas a las que se habia administrado iso-
proterenol (grupo Il) presentaron una disminu-
cion significativa de la actividad de las enzimas
Na'K*ATPasa (p<0,001) y Ca?*ATPasa (p<0,05)
en comparacion con el grupo |; sin embargo, la
disminucion de la actividad de la Mg>*ATPasa
no fue significativa. Activit aument6 significati-
vamente la actividad de las tres enzimas ligadas
a la membrana (Na*K*ATPasa, Ca¢*ATPasa y
Mg?*ATPasa), en comparacion con el grupo Il
(Tabla I1).

Al final del periodo experimental de 30 dias
se observo un aumento de 75,8 + 7.8 g del peso
corporal de las ratas de control (Grupo II). El
aumento de peso corporal en el grupo normal y

Los valores se expresan como promedio + SEM.

El grupo Il se comparé con € grupo I.

Los grupos 11, IV, V y VI se compararon con el grupo Il.
“p<0,05; "'p<0,01; "*p<0,001; NS = No significativo

I soproterenol-administered rats (group II)
showed a significant decrease in the activities of
Na'K*ATPase (p<0.001) and Ca?*ATPase (p<0.05)
enzymes as compared to group |; however the
decrease in Mg?*ATPase activity was not signi-
ficant. Activit significantly increased the activi-
ties of all the three membrane bound enzymes
(Na'K*ATPase, Ca2*ATPase and Mg?*ATPase) as
compared to group |1 (Table I1).

At the end of the experimental period of 30
days there was an average increase of 75.8 + 7.8
g in body weight of control rats (Group Il). The
gain in body weight in the normal group and
Activit treated groups was similar to that of the
control group.

Ars Pharmaceutica, 45:1; 45-57, 2004



52

en los grupos tratados con Activit fue similar al
del grupo de control.

Nefrotoxicidad inducida mediante cisplatina

La administracion de cisplatina (grupo 11)
provocd un aumento significativo (p<0,001) de
los niveles de urea, acido Urico, NUS y creatini-
na en suero, los indicadores del dafio renal, en
comparacién con el grupo de control (grupo ).
La administracion de Activit redujo significati-
vamente estos niveles (Tabla I11).

PALLAVI A, BALARAMAN R.

Cisplatin-induced nephrotoxicity

Administration of cisplatin (group Il) resul-
ted in a significant (p<0.001) elevation in serum
creatinine, urea, uric acid and BUN levels, the
markers of renal injury, as compared to control
group (group I). The administration of Activit
significantly decreased these levels (Table I11).

TABLA IlI: Efecto de Activit en los niveles séricos de creatinina, urea, acido Urico y NUS en ratas con nefrotoxici-

dad inducida mediante cisplatina.

TABLE I111: Effect of Activit on the serum levels of creatinine, urea, uric acid and BUN in cisplatin-induced nephro-

toxicity in rats.

GRUPOS Creatinina Urea Acido trico NUS
GROUPS (mg/dI) (mg/dI) (mg/dl) (mg/d1)
Creatinine Urea Uricacid BUN
(mg/dI) (mg/dl) (mgydl) (mgydI)

Grupo | 0,463 + 0,027 26,60 + 3,663 0,550 + 0,019 15,32 + 0,364
Group |
Grupo Il 2,256+ 0,140 81,02+ 3,847 2,213+ 0,183 37,84+1,795™
Group Il
Grupo Il 1,902 + 0,022° 76,92 + 1,341 1,966 + 0,131%° 35,92+ 0,626M°
Group 111
Grupo |V 1,147 £ 0,068 52,99+ 0,926 0,885+ 0,120 24,75+ 0,431
Group 1V
Grupo V 0,500 + 0,043 41,03+ 0,235™ 0,761+ 0,152 19,16+ 0,111
Group V
Grupo VI 0,488+ 0,041 35,58+ 2,993 0,583+ 0,034 16,62+ 1,395
Group VI
Valor F 129,02 75,165 36,090 98,205
Fvdue
Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Pvaue

Values are expressed as mean + SEM.

Groups Il was compared with group |.

Groups I, 1V, V and VI were compared with group II.
“p<0.05; ""p<0.01; "*p<0.001; NS = Non Significant

En los rifiones de las ratas del grupo II, se
observd un disminucion significativa (p<0,001)
de los niveles de catalasa y de glutation reduci-
do, y un aumento de la peroxidacion lipidica, en
comparacion con el grupo I. En el grupo I, tam-
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Los valores se expresan como promedio = SEM.

El grupo Il se compar6 con el grupo I.

Los grupos I, 1V, V y VI se compararon con el grupo |I.
"p<0,05; ""p<0,01; "*p<0,001; NS = No significativo

In the kidney, significant (p<0.001) reduction
in the levels of catalase and reduced glutathione
and increase in lipid peroxidation was observed
in group Il as compared to group |. In group Il
a significant reduction (p<0.01) in the level of
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bién se observo una reduccién significativa (p<0,01
de los niveles de SOD en comparacion con el
grupo |. La administracién de Activit provoco
un aumenté significativo de la actividad de la
SOD y de la catalasa, en comparacion con el
grupo Il. Se observo una disminucion significa-
tiva de la peroxidacion lipidicay un aumento en
el nivel de glutatiéon reducido en los grupos tra-
tados con el f&rmaco, en comparacion con € grupo
Il (Tabla 1V).

Las ratas que recibieron cisplatina (grupo 1)
presentaron una disminucion significativa
(p<0,001) de la actividad de las enzimas ligadas
ala membrana, concretamente la Na'K*ATPasa,
la Ca?*ATPasa y la Mg*ATPasa, en compara-
cion con el grupo |. Activit provoco un aumento
significativo de la actividad de estas enzimas, en
comparacion con el grupo Il (Tabla V).

SOD was also found as compared to group |.
Administration of Activit significantly increased
the activities of SOD and catalase as compared
to group Il. A significant decrease in lipid pe-
roxidation and an increase in reduced glutathio-
ne level were observed in the drug treated groups
as compared to group Il (Table IV).

Cisplatin-administered rats (group Il) showed
a significant (p<0.001) decrease in the activities
of membrane bound enzymes, namely
Na'K*ATPase, Ca?*ATPase and Mg**ATPase
enzymes as compared to group |. Activit signi-
ficantly increased the activities of these enzy-
mes as compared to group |11 (Table 1V).

TABLA [V: Efecto de Activit en los niveles de peroxidacion lipidica (contenido de MDA), glutation reducido,
superéxido dismutasa, catalasa, Na*K*ATPasa, Ca2*ATPasa y Mg*ATPasa en los corazones de ratas con nefrotoxicidad
inducida mediante cisplatina.

TABLE IV: Effect of Activit on the levels of lipid peroxidation (MDA content), reduced glutathione, superoxide
dismutase, catalase, Na'K*ATPase, Ca*ATPase and Mg*ATPase in heart of rats in cisplatin-induced nephrotoxicity.

Na‘K*ATPasa Mg*ATPasa
Peroxidadon Quperéxido Catalasa (umolesdefésforo Ca*ATPasa (umolesdefésforo
lipidica Glutation reduddo di smutasa (umolesdeH,0, inorganico (umolesdefésforo inorganico
(nmolesdeM DA/ (ngde GSH/ (Unidades/ consumido/ mir/ liberado/ inorganico liberado liberado/
GRUPOS mg proteing mg proteing) mg proteing mg proteing) min/ min/ min/
mg proteing mg proteing mg proteing
GROUPS Lipid Reduced Super oxide Catalase Na'K ‘ATPase ca'ATPase M ¢ ATPase
Peroxidation Glutathione Disnutase (umolesof H20, (umoles of inorganic (umadles of inorganic (umoales of inorganic
(nmoles of M DA/ (Lgof GSH/ (Units/ consumed/ min/ phosphorus phosphor us liberated/ phosphorus
mgprotean) mg protein) mg pr otein) mgprotein) liberated/ min/ liberated/
min/ mg pr otein) min/
mg pr otein) mg pr otein)
Grupo |
2,50+ 0,08 1,71+0,13 2,59+ 036 3,11+ 007 10,98 £0,34 4,409 + 0,092 6,574+ 0,177
Group |
Grupo Il
564027 0,61+003™" 194+£011" 2,00+0,14"" 3,07+0,70"" 1,351 +£0,135™" 1,433+0,239"
Group Il
Grupo 1
4,59+ 034N 0,67+ 0,04Ns 2,17+ 0,110 2,11+ 0,12\ 4,28+ 0,04Ns 2.248 £0.191 2,237 + 0,226 NS
Group Il
Gupo IV
3,49+ 0,29 0,79+ 0,04N8 2,23+ 012N 2,20+ 0,12\ 6,37+022 3,548 + 0,120 3,739+ 0,144
Group IV
Grupo V
2,68+028" 0,98+ 005 2,44+005 2,78+ 006" 8,14+ 035" 4,024 £0,230"" 4,461 £0,175""
Group V
Grupo Vi .. . . N ..
2,54+ 0,15 1,27+009 2,50+ 0,04 2,94+ 0,06 8,85+110 4,147 £ 0,185 5,989 + 0,214
Group VI
Valor F
26,738 33,322 6,925 23,176 26,308 54,268 104,17
VaueF
Vaor P
Valuep <0,0001 <0,0001 0,0029 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
ue

Los valores se expresan como promedio + SEM.

El grupo Il se comparé con el grupo I.

Los grupos IIl, 1V, V y VI se compararon con el grupo Il.
“p<0,05; ""p<0,01; *"p<0,001; NS = No significativo

Values are expressed as mean + SEM.

Groups Il was compared with group |.

Groups I, 1V, V and VI were compared with group II.
“p<0.05; ""p<0.01; "*p<0.001; NS = Non Significant
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Al final del periodo del experimento, se ha-
bia producido una disminucion media de peso
corporal de 32,5 £ 5,7 g en el grupo de control
(Grupo 1), lo cua fue considerado significativo,
en comparacion con el grupo normal, que regis-
tr6 un incremento medio de 67,6 + 6,3 g. de
peso corporal. Cuando se administré Activit en
dosis de 125, 250 y 500 mg kg* por via oral, la
reduccién de peso corporal se invirtid significa-
tivamente. La reduccién de peso corporal en los
grupos 11, 1V y V respectivamente resultd ser
s0lode 18,7 +459,95+569y 3,7+42g,
respectivamente. Al administrar una dosis de
Activit de 1000 mg kg* por via oral, se produjo
un aumento del peso corporal de 16,5 £ 5,9 g.

DISCUSION

El infarto de miocardio inducido mediante
isoproterenol sirve de modelo bien estandariza-
do para €l estudio de los efectos beneficiosos de
muchos farmacos. Se ha informado de que el
isoproterenol, un antagonista 3- adrenérgico no
selectivo, produce estrés oxidativo en el miocar-
dio, lo que provoca un infarto al igua que la
necrosis del musculo cardiaco?®. Se ha sugerido
el aumento de la formacién de radicales libres y
de perdxido lipidico como uno de los mecanis-
mos bioquimicos que provocan el dafio miocér-
dico®.

El infarto de miocardio viene acompariado de
la desintegracion de los acidos grasos poliinsa-
turados de la membrana, expresado por el au-
mento de las sustancias reactivas al acido tiobar-
bitdrico (TBARS), una medida de los peroxidos
lipidicos, y por el deterioro del barrido natural,
caracterizado por los niveles de superéxido dis-
mutasa, catalasa y glutation reducido®.

Los niveles séricos de creatina kinasa, lactato
dehidrogenasa y de GOT son los indicadores de
diagnodstico del infarto de miocardio. El aumen-
to de los niveles séricos de enzimas en casos de
isquemia miocérdica se debe al paso de enzimas
a la sangre®. El aumento de &cido Urico sérico
podria deberse a la degradacion excesiva de los
nucledtidos de purina 'y a la proteolisis®.

El tratamiento previo con Activit redujo no-
tablemente la peroxidacion lipidica e hizo au-
mentar los niveles de glutation, catalasay SOD,
lo que sugiere que es eficaz en la prevencion del
dafio inducido por radicales libres. La reduccién
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At the end of the experimental period, there
was an average decrease of 32.5 = 5.7 g in the
control group (Group 1) which was found to be
significant as compared to the normal group which
recorded an average increase in body weight of
67.6 + 6.3 g. When the animals were given Ac-
tivit 125, 250, 500 mg kg* p.o., the decrease in
the body weight was reversed significantly. The
decrease in the body weight in groups IlI, 1V
and V was found to be only 187 £+ 45 g, 95 +
5.6 g and 3.7 £ 4.2 g, respectively. Upon admi-
nistration of Activit at 1000mg kg* p.o., there
was an increase in body weight of 16.5 + 5.9 g.

DISCUSSION

Isoproterenol-induced myocardial infarction
serves as a well-standardized model to study the
beneficial effects of many drugs. Isoproterenol,
a hon-selective 3- adrenergic agonist, has been
reported to cause oxidative stress in the myocar-
dium resulting in infarct like necrosis of the heart
muscle®. During isoproterenol-induced myocar-
dial infarction enhanced free radical formation
and lipid peroxide accumulation have been pro-
posed as one of the possible biochemical mecha-
nism for myocardial damage?®.

Myocardial infarction is accompanied by the
disintegration of membrane polyunsaturated fatty
acids expressed by increase of thiobarbituric acid
reactive substance (TBARS), a measure of lipid
peroxides and by the impairment of natural sca-
venging, characterized by the decreasein the levels
of superoxide dismutase, catalase and reduced
glutathione?.

Serum levels of creatine kinase, lactate de-
hydrogenase and GOT are the diagnostic indica-
tors of myocardial infarction. The increased le-
vels of serum enzymes in myocardial ischemia
are due to the leakage of enzymes into blood.
Increase in serum uric acid could be due to ex-
cessive degradation of purine nucleotides and
proteolysis®.

Activit pretreatment significantly reduced li-
pid peroxidation and increased the levels of glu-
tathione, catalase and SOD, which suggests its
efficacy in preventing free-radical induced da-
mage. The reduction in serum enzyme levels by
Activit may be due its membrane stabilizing
activity, which prevented the release of lysoso-
mal enzymes. Thus, the observations made in
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de los niveles séricos de enzimas provocada por
Activit puede deberse a su actividad estabiliza-
dora de la membrana, 1o gque evitd la liberacién
de enzimas lisosdmicas. Por tanto, las observa-
ciones realizadas en el presente estudio mostra-
ron que la administracion de Activit previene el
estrés oxidativo inducido por el dafio miocérdico
producido mediante isoproterenol.

La cisplatina [cis-diaminodicloroplatino
(I1):CDDP] es un agente quimioterapéutico de
uso extendido contra el cancer cuyo uso clinico
estd limitado por su toxicidad renal?. Existen
informes previos que sugieren que la nefrotoxi-
cidad inducida mediante cisplatina se produce
por el aumento de la peroxidacion lipidicay la
disminucion de los tioles celulares™ en los teji-
dos renales tras el tratamiento con cisplatina. La
cisplatina inhibe la actividad de las enzimas
antioxidantes (SOD y catalasa) en los rifiones de
las ratas, |0 que sugiere que la nefrotoxicidad de
la cisplatina es consecuencia de la formacion de
especies reactivas de oxigeno®. Los resultados
obtenidos en este estudio se correlacionan con
estos informes previos, que mencionan que €
aumento de la peroxidaciéon lipidica y la dismi-
nucion del glutation reducido y de las enzimas
antioxidantes (SOD y catalasa) contribuyen a la
nefrotoxicidad inducida por la cisplatina.

Se han estudiado los efectos de varios an-
tioxidantes como el hidroxianisol butilado (BHA)
y € glutation (GSH) en el dafio renal inducido
mediante cisplatinay se ha determinado que estos
compuestos evitan la peroxidacion lipidica indu-
cida por la cisplatinay la eliminacién del gluta-
tién y de las enzimas antioxidantes, lo cual se
corresponde con |os resultados obtenidos en el
presente estudio. La nefrotoxicidad de la cispla-
tina, caracterizada por el aumento de creatinina,
urea, acido Urico y NUS en el suero, también se
invirtié en un grado notable gracias a Activit. El
farmaco Activit también protegi6é a los animales
de la pérdida de peso corporal inducida por la
cisplatina.

La Na'K*ATPasa, la Ca?*ATPasa y la
Mg?*ATPase son enzimas de membrana. Se ha
informado de que la administracion de isoprote-
renol3% y de cisplatina® de manera indepen-
diente provocaron la disminucion de la actividad
de estas ATPasas de membrana. Los resultados
obtenidos en este estudio también se correspon-
den con los informes mencionados. Se observé
gue el farmaco Activit aumenta notablemente la

the present study showed that Activit adminis-
tration prevents oxidative stress induced by iso-
proterenol myocardial injury.

Cisplatin [cis-diamminedichloroplatinum (11):
CDDP] is awidely used cancer chemotherapeu-
tic agent whose clinical useislimited by its renal
toxicity?. Previous reports suggest that cispla-
tin-induced nephrotoxicity is by increasein lipid
peroxidation®* and depletion of cellular thiols®
in kidney tissues following cisplatin treatment.
Cisplatin inhibits activities of antioxidant enzy-
mes (SOD and catalase) in rat kidneys sugges-
ting that cisplatin nephrotoxicity results from
generation of reactive oxygen species®. The re-
sults obtained in this study correlates with these
previous reports, which mention that enhance-
ment in lipid peroxidation, and decrease in redu-
ced glutathione and antioxidant enzymes (SOD
and catalase) contributes to cisplatin-induced
nephrotoxicity.

Effects of several antioxidants like butylated
hydroxyl anisole (BHA) and glutathione (GSH)
on cisplatin-induced renal injury have been stu-
died and these compounds prevent cisplatin-in-
duced lipid peroxidation and depletion of gluta-
thione* and antioxidant enzymes; which is in
agreement with the results obtained in the pre-
sent study. The nephrotoxicity of cisplatin, cha-
racterized by the elevation of serum creatinine,
urea, uric acid and BUN, was also reversed to a
significant extent by Activit. The drug, Activit
was also able to protect the animals against cis-
platin-induced decrease in body weight.

Na'K*ATPase, Ca#*ATPase and Mg*ATPase
are membrane bound enzymes. It has been re-
ported that administration of isoproterenol3*%* and
cisplatin® alone resulted in decrease in the acti-
vities of these membrane bound ATPases. The
results obtained in this study also correlates with
the above reports. The drug, Activit was found
to significantly increase the activity of all the
ATPases in both the models.

In conclusion, the results obtained from this
study indicate that Activit pretreatment offers sig-
nificant protection to heart (cardioprotective effect)
and kidney (nephroprotective effect) and redu-
ces the risk of isoproterenol-induced cardiac
damage and cisplatin-induced nephrotoxicity by
inhibiting lipid peroxidation and activating an-
tioxidant defense enzymes in the organ.
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actividad de todas las ATPasas en ambos mode-
los.

Como conclusién, los resultados obtenidos en
este estudio indican que el tratamiento previo
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