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RESUMEN

Introduccion: El acetaminofeno, también conocido como paracetamol, es un
medicamento que produce toxicidad hepatica y renal en dosis excesivas en humanos y
animales de experimentacion.

Objetivo: Definir el efecto protector del extracto de semilla de Descurainia sophia sobre
el estrés oxidativo y la nefrotoxicidad inducida por paracetamol en ratones.

Meétodos: En este estudio, 60 ratones machos albinos fueron asignados al azar en seis
grupos por igual y se les administr6é extracto de semilla de Descurainia sophia durante
siete dias en dosis de 50, 100, 200 y 400 mg/kg. La toxicidad se indujo con paracetamol
(i.p. 500 mg/kg) durante 7 dias. 24 horas despues de la administracion de paracetamol,
los ratones se sacrificaron bajo anestesia suave y se recolectd su sangre para estimar los
niveles de nitrégeno ureico en sangre, creatinina, acido Urico y malondialdehido, y se

extrajeron los rifiones para un examen histopatologico.
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Resultados: La administracion de paracetamol aumento significativamente los niveles de
niveles de nitrégeno ureico en sangre, creatinina, acido Urico y malondialdehido en
comparacion con el grupo control (p<0,05). El pretratamiento con extracto de semilla de
Descurainia sophia redujo significativamente los niveles séricos de nitrégeno ureico en
sangre, creatinina, acido urico y malondialdehido en comparacién con el grupo de
paracetamol (p<0,05). En el examen histopatoldgico, el extracto de Descurainia sophia
restaurd el dafio causado por el paracetamol, especialmente en dosis de 400 mg/kg.
Conclusiones: La administracion oral de extracto de semilla de Descurainia sophia tiene
un efecto protector contra la nefropatia por paracetamol.

Palabras clave: acetaminofeno; ratones; semilla de Descurainia sophia; efecto protector.

ABSTRACT

Introduction: Acetaminophen is the most common known agent which leads to hepatic
and renal toxicity at an over dose in human and experimental animals.

Objective: The purpose of the current study was to investigate the protective effect of
Descurainia Sophia seed extract on oxidative stress and nephrotoxicity induced by
acetaminophen in mice.

Methods: In this study, 60 male albino mice were randomly assigned into six groups of
ten mice, and DS seed extract was administered to mice for seven days in doses of
(50,100,200 and 400 mg/kg) respectively. Toxicity was induced by acetaminophen (i.p.
500 mg/kg) for 7 days. 24 hours after the acetaminophen administration the mice were
sacrificed under mild anesthesia and their blood was collected to estimate blood urea
nitrogen (BUN), Creatinine, Uric acid and malondialdehyde (MDA) levels also, kidneys
were removed for histopathological examination.

Results: Administration of acetaminophen significantly increased the BUN, creatinine,
uric acid and MDA levels as compared to control group(p<0.05). DS seed extract pre-
treatment significantly decreased serum BUN, Creatinine, Uric acid and MDA levels as
compared to acetaminophen group (p<0.05). In histopathological examination DS extract
restored the damage that cause by acetaminophen especially in dose of 400 mg/kg.
Conclusions: Our result demonstrate that the oral administration of DS seed extract has
protective effect against acetaminophen nephropathy.

Keywords: acetaminophen; mice; Descurainia sophia seed, protective effect.
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Introduccion

El acetaminofén (N-acetil-p-aminofenol, APAP) es un farmaco analgésico y antipirético
ampliamente utilizado con propiedades antiinflamatorias débiles.)’. APAP es seguro y
eficaz cuando se administra en dosis terapéuticas, aunque estudios previos han
demostrado que la sobredosis de este farmaco en humanos y experimentalmente en
animales también puede provocar efectos hepatotdxicos y nefrotoxicos.®) Se metaboliza
principalmente por conjugacion con &cido cloroconico (60 %) y sulfato (35 %). Una
pequefia fraccién del farmaco se convierte en metabolitos hepatotoxicos bajo las
reacciones de C-cromo 450 P.

Este metabolito intermedio se desintoxica por conjugacion con glutation y se excreta por
conjugados de cisteina y acido mercaptirico. Tomar dosis toxicas de acetaminofén o sus
dosis terapéuticas durante mucho tiempo satura las vias de conjugacién de sulfato y
glucurdnido, lo que da como resultado la produccion de mas metabolitos toxicos y
conduce al agotamiento de glutation reducido (GSH).® Los niveles agotados de GSH
permiten que N-acetil-para-benzoquinoneimina (NAPQI) se una libremente con otras
proteinas celulares especificas que agravan el estrés oxidativo celular y favorecen el
proceso de necrosis celular.”? La hepatotoxicidad inducida por APAP se ha estudiado
ampliamente, sin embargo, la nefrotoxicidad inducida por APAP no se ha entendido
claramente. N acetyle Cyctein-NAC se utiliza para el tratamiento de la toxicidad hepética
y provoca un aumento de los niveles de glutation en el higado, pero no es capaz de
proteger los rifiones contra la APAP.®)

Dado que el dafio renal causado por APAP puede inducir dafio hepatico y renal, es
necesario encontrar una combinacion que pueda neutralizar su efecto.”” La semilla de
Descurainia sophia (DS), también conocida como flixweed, es un miembro de la familia
Brassicaceae. Puede crecer en la mayor parte del mundo, especialmente en Asia, Europa,
el norte de Africa y América del Norte. Es una medicina herbal popular que se usa en
China®® India e Iran para el tratamiento de muchas enfermedades. Algunos beneficios
médicos y propiedades del extracto de DS se emplean para el asmayy la tos, para promover

la miccion, aliviar el edema y fortalecer la funcién cardiaca, como analgésico, como
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purgante, como febrifugo, como antipruriginoso, como antihelmintico,’” como
expectorante, como astringente y como agente litolitico® e interno en hemorragias.®
Segun informes anteriores, las semillas de DS tienen efecto laxante y antiinflamatorio.
Puede excretar ascaridos y calculos renales, 9 Jas flores y las hojas son fuente de
vitamina C,® aunque pocos estudios han demostrado las eficacias médicas, el mecanismo
y el material de esta planta. Se informo el efecto de DS sobre la tos, el asma, la opresion
en el pecho y las palpitaciones.®'? El objetivo de este estudio fue definir el efecto
protector del extracto de semilla de Descurainia sophia sobre el estrés oxidativo y la

nefrotoxicidad inducida por paracetamol en ratones.

Métodos

Los animales
Se adquirieron ratones albinos suizos macho (6-8 semanas de edad) que pesaban 20-25 g
del Instituto Pasteur. Los ratones se mantuvieron en condiciones estandar (temperatura
23+2 °C) (55+10 % de humedad) con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y se les
proporciono una dieta de granulos estandar y libre acceso al agua para los experimentos.
Los animales se volvieron adictos al medio ambiente durante 1 semana antes del inicio

del experimento.

Preparacion de extractos de plantas
El extracto de semilla de Descurainia Sophia se preparé a partir del herbario del Centro
de Investigacion de Plantas Medicinales de la Universidad Islamica Azad, Rama
Shahrekord (Sh.67D-149). Para preparar el extracto requerido, las semillas secas se
pulverizaron hasta obtener un polvo fino utilizando un molinillo casero, el grano
pulverizado se vertié en un Arlene y luego se afiadié alcohol etilico al 96 % (22 g por 21
ml de alcohol etilico) y se colocé sobre un agitador durante 24 h. El extracto se condenso
utilizando un dispositivo rotatorio para eliminar el alcohol y luego se coloco en un horno

durante 22 h a 61 °C para que se secara.*

Disefio del estudio
Los ratones se dividieron al azar en seis grupos y cada grupo contenia diez ratones.

-Grupo A: Como grupo de control recibié NACL al 9 % (i.p. 200 mg/kg) durante 7 dias.

D) ev-ne | Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




7 S.I&LMEMB.M Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2021;26(3):e1030

-Grupo B: Los ratones recibieron acetaminofeno (i.p. 500 mg/kg) durante 7 dias;

-Grupo C: Los ratones recibieron acetaminofén (i.p. 500 mg/kg) durante 7 dias, luego de
la administracion de extracto DS (50 mg/kg, por via oral) durante 7 dias.

-Grupo D: Los ratones recibieron acetaminofeno (i.p. 500 mg/kg) durante 7 dias, luego
de la administracion de extracto DS (100 mg/kg, por via oral) durante 7 dias.

-Grupo E: Los ratones recibieron acetaminofén (i.p. 500 mg/kg) durante 7 dias, luego de
la administracién de extracto de DS (200 mg/kg, por via oral) durante 7 dias y

-Grupo F: Los ratones recibieron acetaminofeno (i.p. 500 mg/kg) durante 7 dias, después

de la administracion de extracto de DS (400 mg/kg, por via oral) durante 7 dias.

Los ratones tratados recibieron extracto de semilla de DS dos veces al dia cada 12 h en
dosis de (50, 100, 200 y 400 mg/kg).

Las dosis y la duracion del tratamiento se seleccionaron en base a informes previos. 1419
Al noveno dia, los animales fueron sacrificados 24 h después de la administracion de
acetaminofeno y se les extrajo sangre para estimar los niveles de nitrégeno ureico en
sangre (BUN), creatinina, acido urico y malondialdehido (MDA). Se extrajeron los

rifiones y se almacenaron en formalina al 10 % para el examen histopatolégico.

Analisis bioquimico
Medicion de urea, creatinina y acido Urico
Se les extrajo sangre del corazdn después de 24 h de inyeccion de acetaminofeno. El suero
se separd por centrifugacion a 3500 rpm a 30 °C durante 10 min. La concentracién de
urea, creatinina y acido urico se midid espectrofotométricamente con kits de reactivos
comerciales de acuerdo con el procedimiento proporcionado por el fabricante (kits pars

azmon) mediante una maquina autoanalizadora (alfa classic).

Medicién de malondialdehido
Para medir la MDA como indice de peroxidacion lipidica, se utilizé el método de Buege
y Aust (1978). En este método, el suero se mezcla con un identificador (solucion de acido
tiobarbitarico al 0,375 %, solucion de clorostatico al 15 % y solucién de acido clorhidrico
normal al 0,25 %) y después del almacenamiento en bafio de agua caliente y centrifuga,

la DO se mide a 532 nm en un espectrofotometro.
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Evaluacion histopatolégica
Los tejidos renales se fijaron en formalina tamponada con fosfato al 10 % y las secciones
patoldgicas se prepararon mediante tincion con H&E, segiin métodos convencionales. Se
clasificaron las secciones observadas al microscopio Optico y la alteracion de las

caracteristicas histologicas.®

Anélisis estadistico
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa estadistico SPSS VV22. Los
resultados se expresaron como media + SE y analisis de varianza de una via (ANOVA),
seguidos de la prueba de Duncan. La significacion estadistica de la diferencia se tomd

como p<0,05.

Resultados

Medicion de niveles de nitrogeno ureico en sangre (BUN), creatinina 'y
acido urico

El nivel del grupo de acetominofeno aumento significativamente en BUN, creatinina y
acido urico en comparacion con el grupo de control (p<0,05). En los niveles de BUN y
acido urico, encontramos una disminucion significativa en el grupo E, F y D después de
la administracién de extracto de semilla de DS, en comparacion con el grupo de
acetaminofeno. Ademé&s, no hubo ninguna diferencia significativa entre C en
comparacion con el grupo de control (p>0,05). En el nivel de creatinina no hubo ninguna
diferencia significativa en los grupos de tratamiento, sin embargo, la administracion de
extracto de semilla de DS provocé una disminucion significativa en los grupos Ey F, en
comparacion con el grupo de acetaminofeno. EI mejor tratamiento se observo en el grupo
F, (400 mg/kg) en comparacion con el grupo control en los niveles de BUN, creatinina 'y
acido urico (p>0,05) (Tabla 1).

Actividad de peroxidacion lipidica (MDA)
La administracion cronica de acetominofeno provocd un aumento significativo en los
niveles de MDA. En ratones pretratados con extracto de semilla de DS se mostrd una

reduccion significativa en los grupos E y F en comparacion con el grupo de

D) ev-ne | Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




€CIMED Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2021;26(3):e1030

/@ EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

acetominofeno (p<0,05). Sin embargo, hubo una diferencia significativa entre los grupos

E y F en comparacién con el grupo control (p<0,05) (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamiento con diferentes dosis de extracto de semilla de DS (50, 100, 200 y 400

mg/kg) sobre los niveles séricos de nitrégeno ureico en sangre (BUN), acido Urico,
malondialdehido (MDA) y creatinina

Grupos BUN(mg/dl)
Control (A) 20,40+1,98?
B 50,40£3,64°
C (50mg/kg) 46,30+3,314c
D (100mg/kg) 40,50+3,152¢
E (200mg/kg) 32,10+1,728
F (400mg/kg) 26,90+3,816%

Acido arico (mg/dl)
7,40+0,3922
12,82+0,703¢
11,97+0,883¢d
10,43+0,553d
9,01+0,495%
8,680,504

Creatinina(mg/dl) MDA
0,60+0,572 1,00+0,242
1,61+0,1114 2,61+0,714
1,54+0,093¢ 1,54+0,534
1,41+0,110% 1,36+0,10%
1,100,148 1,20+0,48%°
0,98+0,125° 0,90+0,15°

La nefrotoxicidad se determiné 24 h después mediante la cuantificacion de BUN, &cido Urico y creatinina. Cada valor representa la

media + SD. abcd diferencia significativa que se mostré entre los grupos después de la prueba posterior de Duncan. Cada letra

representa un grupo. El nivel de confianza es del 95 %.

Examen histoldgico

En los estudios histopatoldgicos, el grupo control exhibié la arquitectura normal de los

rifiones. En los grupos B se observo infiltracion de células inflamatorias, congestion,

degeneracion vacuolar y necrosis, lo que demuestra dafio renal importante. EI grupo D,
fue similar al C con menor severidad del dafio. En el grupo E y F se observ6 degeneracion
vacuolar leve y necrosis. En el grupo de F (400 mg/kg), se observo necrosis leve con dafio

tisular minimo. Los pardmetros histopatoldgicos de los tejidos renales se clasifican en la

Tabla 2.

Tabla 2. Cambios histopatolégicos inducidos por acetaminofeno y diferentes dosis de grupos de

tratamiento de extracto de semilla de DS en tejido renal

Infiltracion de
células inflamatorias

Grupo

Control (A)
B
C (50mg/kg)
D (100mg/kg)
E (200mg/kg)
F (400mg/kg)

+ 4+ +

+

+

Congestion

Degeneracion | Necrosis

++ ++
++ ++
+ +
+

- +

Las evaluaciones histopatologicas de los parametros experimentales se calificaron de la siguiente manera: (-) sin cambios y (+), (++)

y (+++) indicando: cambios leves, moderados y severos respectivamente.
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Discusion
El estudio mostro que la administracion de acetaminofeno tuvo un aumento significativo
en los niveles de BUN, creatinina y acido Urico, lo que indica un dafio significativo en los
rifiones, acompafiado de degeneracion del epitelio tubular e infiltracion de células
inflamatorias en los rifiones. Los estudios histoldgicos también estan de acuerdo con los
hallazgos bioquimicos. La histopatologia de los rifiones confirma la actividad protectora
del extracto de DS contra la toxicidad renal inducida por acetaminofeno, como lo
demuestra la reduccion de lesiones renales tales como infiltracion de células
inflamatorias, congestion, edema, degeneracion y necrosis, especialmente a la dosis de
400 mg/kg de extracto DS.
Otros estudios también evaluaron los efectos protectores de varios medicamentos a base
de hierbas contra la toxicidad inducida por acetaminofén y reportaron hallazgos similares
como un aumento en los niveles de creatininay BUN en suero en modelos animales.*"18)
Las lesiones histopatoldgicas en rifion tras la administracion de acetaminofeno pueden
estar relacionadas con la reduccion del aclaramiento de creatinina y del flujo sanguineo
renal mencionado en reportes previos.®®
La MDA es uno de los productos secundarios mas conocidos de la peroxidacion lipidica
y puede usarse como marcador de lesion de la membrana celular.?® Ademas, esta
asociada con una mayor produccion de radicales libres o una disminucion de las
actividades del sistema de defensa antioxidante.?? Los ratones tratados con
acetaminofeno han mostrado niveles mas altos de MDA. Este hallazgo esta de acuerdo
con otros informes.?22%
Muchos antioxidantes han mostrado sus efectos en la toxicidad renal al reducir los
marcadores oxidativos a través de la promocion del sistema antioxidante.?®) En este
sentido, los efectos antioxidantes del SD se han establecido en multiples informes. 526
La propagacion de oxidantes dentro del tejido renal conduce a cambios estructurales en
proteinas, lipidos, ADN, asi como al agotamiento funcional de organulos criticos como
las mitocondrias.?” Segun los estudios, el acetaminofeno dafia el tejido tubular de los
rifiones, lo que provoca alteraciones funcionales de las células tubulares en la regulacion
del equilibrio de electrolitos y otras moléculas.®® Posteriormente, estos eventos
moleculares pueden inducir lesiones patoldgicas adversas y necrosis tubular como una de

las principales causas de nefrotoxicidad inducida por acetaminofén.®®)
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Por lo tanto, el uso de antioxidantes como los bioactivos en el sindrome de Down puede
ser util para prevenir los efectos negativos del paracetamol en los rifiones. El
acetaminofeno también recluta mediadores inflamatorios para promover sus efectos
nefrotdxicos. Esto esta respaldado por estudios que mostraron efectos beneficiosos de los
agentes antiinflamatorios en la prevencion de la toxicidad renal inducida por
paracetamol.G? Se han descrito niveles elevados de citocinas inflamatorias como las
interleucinas en tejido renal de modelos de toxicidad renal inducida por acetaminofén.Gb
Por otro lado, el extracto de semillas de DS disminuyd la expresion de IL-4, como un
marcador importante de la respuesta e inflamacion de la T auxiliar tipo 2, en un modelo
de asma en ratones.?

En un modelo de raton con asma, el extracto de semillas de DS también regulé a la baja
la expresion de VEGFa.®® Otros mecanismos protectores del SD pueden estar
relacionados con los procesos iniciados por el acetaminofeno. Por ejemplo, el extracto de
la planta a través de sus ingredientes activos puede modular las vias de sefializacion como
el estrés del reticulo endoplasmico (la respuesta de la proteina desplegada) y las vias
PI3k/Akt/mTOR.®% Se demostré que el helveticosido, un ingrediente activo de DS,
funciona como un potente regulador de las vias de sefializacion intracelular y la expresién
génica.®

Finalmente, el extracto etandlico de las semillas de DS suprimid la actividad de las
isoformas del citocromo P450, que son enzimas esenciales que participan en la
metabolizacion de los farmacos. @533 Ademas, no se identifica el mecanismo exacto del
extracto de DSy su ingrediente para prevenir la destruccion bioldgica del tejido renal.
En los resultados histopatoldgicos y bioquimicos, nuestro estudio demuestra que el
extracto de semilla de Descurainia Sophia tiene efecto protector sobre la nefrotoxicidad
inducida por acetominofén y el estrés oxidativo en los rifiones de los ratones. El extracto
tuvo un efecto protector potencial en todas las dosis, pero la proteccion mas significativa
se observd en 400 mg/kg. Se requieren mas estudios para confirmar los mecanismos

responsables de la actividad nefroprotectora de la Descurainia Sophia.
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