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RESUMEN

Se administré6 extracto de té verde (Camellia sinensis) por via oral a las ratas en dosis de 25, 50 y 100
mg/kg para investigar sus efectos sobre la nefrotoxicidad y la toxicidad testicular inducida por cisplatino
(3mg/kg). El extracto de té verde restauré el nivel de creatinina, urea, nitrégeno ureico en sangre (NUS)
y 4cido trico en el suero de animales tratados con cisplatino en comparacién con los animales tratados
s6lo con cisplatino. Ademés, se observé que la administracién de extracto de té verde restauré los
niveles de enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatién reducido
(GSH), y enzimas ligadas a la membrana como Na*K*ATPasa, Ca**ATPasa y Mg?>*ATPasa y redujo la
peroxidacién lipidica (MDA) en los rifiones y en los testiculos de animales con alteraciones tras el
tratamiento crénico con cisplatino. Por tanto, se puede concluir que el extracto de té verde posee
actividad antioxidante y que, en virtud de esta accién, puede proteger los rifiones y los testiculos frente
a los dafios oxidativos inducidos por el cisplatino.

PALABRAS CLAVE: Antioxidante. Cisplatino. Radicales libres. T¢ verde. Nefrotoxicidad. Toxicidad testicular.

ABSTRACT

Green tea extract (Camellia sinensis) was administered orally to rats at the dose levels of 25, 50,100
mg/kg to investigate its effect on cisplatin (3mg/kg) induced nephrotoxicity and testicular toxicity. Green
tea extract restored the level of creatinine, urea, blood urea nitrogen (BUN) and uric acid in serum of
animals treated with cisplatin as compared to the animals treated with cisplatin alone. It was further
found that administration of green tea extract restored the level of antioxidant enzymes such as, superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and reduced glutathione (GSH), and membrane bound enzymes like
Na*K*ATPase, Ca**ATPase and Mg?*ATPase and decreased lipid peroxidation (MDA) in kidney and in
testes of animals which were altered after chronic treatment with cisplatin. Thus it can be concluded that
green tea extract possesses antioxidant activity and by virtue of this action it can protect the kidney and
testes from cisplatin induced oxidative damage.

KEY WORDS: Antioxidant. Cisplatin. Free radicals. Green tea. Nephrotoxicity. Testicular toxicity.

INTRODUCCION INTRODUCTION
El cisplatino (cis-diamina dicloroplatino II) Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II)
es uno de los agentes antitumorales mdas po- is one of the most potent antitumor agents.
tentes. Ha demostrado presentar actividad frente Activity has been demonstrated against a va-
a diversos tumores, especialmente en cdnce- riety of tumors, particularly for head and neck,
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res de cabeza y cuello, de testiculos, de ova-
rios, vejiga y cancer pulmonar de células
pequeiias'. Sin embargo, el uso de este agen-
te estd limitado por el desarrollo de nefrotoxi-
cidad y ototoxicidad*?, que provocan altera-
ciones en los sistemas defensivos
antioxidantes*s. Se ha observado que el cis-
platino también altera los niveles de hormona
luteinizante (LH) y de la hormona estimulante
del foliculo (FSH), reduciendo la testosterona
intratesticular y disminuyendo la motilidad y
el recuento de los espermatozoides®’. Las al-
teraciones de la funcidn renal inducidas por
cisplatino se caracterizan por sefiales de da-
fios, como cambios en el volumen de la orina
y en el estado del glutatién. La nefrotoxicidad
inducida por cisplatino estd estrechamente
relacionada con un aumento en la peroxida-
cién lipidica ®°. El cisplatino pudo generar
especies reactivas de oxigeno, como aniones
de superdxido y radicales hidroxi'®!12| y tam-
bién inhibi6 la actividad de enzimas antioxi-
dantes en el tejido renal®. La quimioterapia
con cisplatino indujo a una caida en los nive-
les de antioxidante en plasma, que pueden
reflejar un fallo del mecanismo de defensa
contra los dafios oxidativos inducidos por
farmacos antitumorales utilizados habitualmen-
te'*. El tratamiento previo con diversos an-
tioxidantes como ebselen't, vitamina C"y
selenio'® 7 ha demostrado ofrecer proteccidon
frente a la nefrotoxicidad inducida por cispla-
tino en humanos y en animales de laborato-
rio. El té verde es una excelente fuente de
antioxidantes de polifenol, especialmente de
los del grupo conocido como catecoles del té
verde (GTC) 8. Los polifenoles son metaboli-
tos de las plantas presentes en gran nimero
de alimentos vegetales que poseen excelentes
propiedades antioxidantes y frente a los efec-
tos de barrido de los radicales libres'**°. Los
taninos del té verde también tienen un efecto
protector frente a nefropatias inducidas por
cisplatino, en células LLC-PK, y en ratas®'. El
té verde reduce la peroxidacion lipidica indu-
cida por el hierro en homogeneizados del
cerebro y en astrocitos C6 cultivados y célu-
las pulmonares*?*. Ademds, también ha de-
mostrado reducir la formacién de aductos de
espin de radicales hidroxilo y de la ruptura de
cadenas de ADN inducida por radicales hi-
droxilo in vitro**. Se ha observado que el té
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testicular, ovarian, bladder and small cell lung
cancers'. However, the use of this agent is
limited by the development of nephrotoxicity
and ototoxicity*?, toxicities which involve al-
terations in the antioxidant defense systems*s.
Cisplatin has also been shown to alter the levels
of luteinizing hormone (LH) and FSH, to re-
duce intratesticular testosterone, and to decrease
sperm motility and count®’ .The alterations in
kidney function induced by cisplatin are cha-
racterized by signs of injury, such as changes
in urine volume and in glutathione status.
Cisplatin induced nephrotoxicity is closely
associated with an increase in lipid peroxida-
tion 8. Cisplatin was able to generate reactive
oxygen species, such as superoxide anions and
hydroxyl radicals'®!'2 and it also inhibited
the activity of antioxidant enzymes in renal
tissue?. Cisplatin chemotherapy induced a fall
in plasma antioxidant levels, which may re-
flect a failure of the antioxidant defense me-
chanism against oxidative damage induced by
commonly used antitumor drugs'. The nephro-
toxicity induced by cisplatin in human and
experimental animal has been shown to be
protected by the prior treatment of various
antioxidans like ebselen' , vitamin C! and
selenium ' 7. Green tea is an excellent sour-
ce of polyphenol antioxidants, particularly of
group known as green tea catechins (GTCs) '®
. Polyphenols are plant metabolites occurring
widely in plant food and possess outstanding
antioxidant and free radical scavenging
properties'??°.Green tea tannin protects cisplatin
induced nephropathy in LLC-PK, cells and in
rats*® . Green tea reduces iron-induced lipid
peroxidation in brain homogenates as well as
in cultured C6 astrocytes and lung cells®?% .
In addition, green tea has also been shown to
reduce the formation of the spin-adducts of
hydroxyl radicals and hydroxyl radical to in-
duced DNA strand breakage in vitro** . Green
tea has been found to have inhibitory effects
on the chemical-induced lung tumorigenesis®.
There is also considerable epidemiological
evidence suggesting that the consumption of
green tea lowers the risk of several types of
cancer incidences as a result of these antioxi-
dant mechanisms?® .So far, studies have not
carried out on antioxidant effect of green tea
extract on cisplatin induced oxidative dama-
ge. Therefore, the present study was aimed to
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verde también tiene efectos inhibidores de la
tumorogénesis pulmonar inducida quimicamen-
te?>. También existen considerables pruebas
epidemiolégicas que sugieren que el consu-
mo de té verde reduce el riesgo de incidencia
de varios tipos de cdncer como resultado de
sus mecanismos antioxidantes**.Hasta la fe-
cha no se han realizado estudios sobre el efecto
antioxidante del extracto de té verde en los
dafios oxidativos inducidos por cisplatino. Por
tanto, la finalidad del presente estudio era
investigar los efectos protectores del extracto
de té verde en los dafos oxidativos inducidos
por cisplatino en rifiones y testiculos de ratas.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Productos quimicos

El extracto de acetato de etilo de hojas de
té verde (Camellia sinensis) estandarizado en
polvo fue una muestra proporcionada gratui-
tamente por Cherain Chemicals, Baroda, In-
dia, con un contenido total en polifenoles del
35%. La inyeccién de cisplatino fue una muestra
proporcionada gratuitamente por la empresa
Serum Institute of India Ltd., Pune, India. El
resto de las sustancias quimicas utilizadas fueron
de grado analitico.

2.2. Animales

En el estudio se utilizaron ratas albinas
macho adultas (de raza Wistar) con un peso
de entre 175 y 225 g. Los animales se ali-
mentaron ad libitum con dieta estdndar de
bolitas de pienso y tuvieron agua a su dispo-
sicién en todo momento. Todos los experi-
mentos y protocolos descritos en el presente
informe fueron aprobados por el Comité de
Etica Animal Institucional (Institutional Ani-
mal Ethics Committee, IAEC) de la universi-
dad M. S. University, Baroda, India, y cum-
plen las indicaciones del Comité de Control y
Supervision de Experimentos en Animales
(Committee for the Purpose of Control and
Supervision of Experiments on Animals, CPC-
SEA), del Ministerio de Justicia Social y Au-
torizaciones (Ministry of Social Justice and
Empowerment) del Gobierno de India.

investigate the protective effects of green tea
extract on cisplatin induced oxidative damage
on kidney and testes of rats.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Chemicals

Standardized powdered, ethyl acetate ex-
tract of green tea leaves (Camellia sinensis)
was gift sample from Cherain Chemicals,
Baroda, India with total polyphenolic content
35%. Cisplatin injection was gift sample from
Serum Institute of India Ltd., Pune, India. All
other chemicals used were of analytical gra-
de.

2.2. Animals

Adult male albino rats (Wistar strain) weig-
hing between 175 and 225 g were used for
the study. The animals were fed ad libitum
with standard pellet diet and had free access
to water. All experiments and protocols des-
cribed in present report were approved by the
Institutional Animal Ethics Committee (IAEC)
of M. S. University, Baroda and are in accor-
dance with guidance of Committee for the
Purpose of Control and Supervision of Expe-
riments on Animals (CPCSEA), Ministry of
Social Justice and Empowerment, Government
of India.

2.3. Experimental Procedure

The animals were divided into five groups
each consisting of six rats and received follo-
wing treatment.

Group I: Control group, received distilled
water (3ml/kg /day p.o. for 30 days) and ste-
rile water for injection (3ml/kg, i.p.) on day
1,7,14,21,28.

Group II: Received distilled water (3ml/kg/
day p.o. for 30days) and cisplatin injection (3
mg/kg i.p.) on day 1,7, 14, 21, 28.

Groups III: Green tea extract (25 mg/kg/
day p.o.for 30 days) and cisplatin injection (3
mg/kg i.p.) on day 1,7,14,21,28.

Ars Pharm 2005; 46 (1): 5-18



2.3. Procedimiento experimental

Los animales se dividieron en cinco gru-
pos, cada uno formado por seis ratas, que
recibieron los tratamientos siguientes.

Grupo I: Grupo de control, recibié agua
destilada (3ml/kg /dia por via oral durante 30
dias) y agua esterilizada para inyecciéon (3ml/
kg, intraperitoneal) los dias 1,7,14,21 y 28.

Grupo II: Recibié agua destilada (3ml/kg/
dia por via oral durante 30 dias) e inyeccio-
nes de cisplatino (3 mg/kg por via intraperi-
toneal) en los dias 1,7, 14, 21 y 28.

Grupo III: Extracto de té verde (25 mg/kg/
dia por via oral durante 30 dias) e inyeccio-
nes de cisplatino (3 mg/kg por via intraperi-
toneal) en los dias 1,7,14,21 y 28.

Grupo IV: Extracto de té verde (50 mg/kg/
dia por via oral durante 30 dias) e inyeccio-
nes de cisplatino (3 mg/kg por via intraperi-
toneal) en los dias 1,7,14,21 y 28.

Grupo V: Extracto de té verde (100mg/kg/
dia por via oral durante 30 dias) e inyeccio-
nes de cisplatino (3 mg/kg por via intraperi-
toneal) en los dias 1,7,14,21 y 28.

Transcurridas 48 horas desde la dltima dosis
de cisplatino, se extrajo una muestra de san-
gre mediante puncién retroorbital y se separd
el suero para las estimaciones de creatinina,
urea, 4cido Udrico y nitrégeno ureico en san-
gre (NUS). Estos valores se determinaron
mediante un kit de Span Diagnostics (India)
Pvt. Ltd., India. A continuacién, se sacrifica-
ron los animales y los rifiones y los testiculos
se diseccionaron, pesaron y homogeneizaron
en tamp6n Tris frio (10 mM, pH 7.4) con una
concentracion del 10% (p/v). Los homogena-
tos se centrifugaron a 10.000xg a una tempe-
ratura de 0 **C durante 20 minutos en una
centrifugadora refrigerante de alta velocidad
Remi C-24. El sobrenadante transparente se
utiliz6 para los ensayos de las enzimas an-
tioxidantes enddgenas de la peroxidacién li-
pidica (contenido de MDA)?, superédxido dis-
mutasa (SOD)?, catalasa (CAT)*? y glutation
reducido (GSH)*°. El sedimento se volvid a
introducir en suspensién en tampén Tris hela-
do (10 mM, pH 7.4) para obtener una con-
centracion final del 10% y se utilizé para la
estimacion de las distintas enzimas vincula-
das a la membrana como la Na*K*AT Pasa’,
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Group IV: Green tea extract (50 mg/kg/
day p.o.for 30 days) and cisplatin injection(3
mg/kg i.p.) on day 1,7,14,21,28.

Group V: Green tea extract (100mg/kg /
day p.o.for 30 days) and cisplatin injection(3
mg/kg i.p.) on day 1,7,14,21,28.

After 48 hours of the last dose of cisplatin,
blood sample was withdrawn by retroorbital
puncture and serum was separated for estima-
tions of creatinine, urea, blood urea nitrogen
(BUN) and uric acid. These values were de-
termined by using kit of Span Diagnostic Pvt.
Ltd, India. The animal were then sacrificed
and the kidney and testes were dissected out
,weighed and homogenized in chilled Tris buffer
(10 mM, pH 7.4) at a concentration of 10%
(w/v). The homogenates were centrifuged at
10,000xg at 0** C for 20 min using Remi C-
24 high speed cooling centrifuge. The clear
supernatant was used for the assays of lipid
peroxidation (MDA content)?” endogenous
antioxidant enzymes, superoxide dismutase
(SOD)*, catalase (CAT)* and reduced gluta-
thione (GSH)*°. The sediment was resuspen-
ded in ice-cold Tris buffer (10 mM, pH 7.4)
to get a final concentration of 10% and was
used for the estimation of different membrane
bound enzymes such as Na*K*AT Pase’!,
Ca**ATPase® and Mg?*ATPase® and Total pro-
teins.

2.4. Statistical analisis

Results of all the above estimations have
been indicated in terms of mean+S.E.M. Di-
fference between the groups was statistically
determined by analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey —Kramer multiple Compa-
risons test with the level of significance set at
P =< 0.05.
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Ca?*ATPasa®* y Mg**ATPasa* y las proteinas
totales.
2.4. Analisis estadistico

Los resultados de todas las estimaciones
anteriores se han indicado en términos de media
+ E.S.M. La diferencia entre los grupos se
determiné estadisticamente por andlisis de
varianza (ANOVA) seguido de una prueba de
comparacién multiple Tukey—Kramer con un
nivel de significacién de P < 0,05.

TABLA 1: Efecto del extracto de té verde (GTE) (30 dias) junto con la administraciéon crénica de cispla-
tino (3mg/kg por via intraperitoneal) en los dias 1, 7, 14, 21 y 28 en los niveles séricos de creatinina,
urea, acido urico y NUS

TABLE 1: Effect of green tea extract(GTE) (30 days) along with chronic administration of cisplatin
(3mg/kg i.p.) on day 1,7,14, 21and 28 on the serum levels of creatinine, urea, uric acid and BUN

Creatinina Acido Grico
Grupos Urea NUS
Creatinine Uric acid BUN
Groups (mg/dl) (mgrdl)
(mg/dl) (mg/dl)
Control 16.66+1.61
0.35+0.061 35.7+£3.46 0.51+0.016 T
(Group 1)
Cisplatin
(3 mg/kgi.p.) 2.05+0.25" 107.81+16.32" 2.7+0.27 50.34+7.62"
(Group 1)

GTE(25mg/kg p.o.)

+Cisplatin@mg/kg i.p) | 0.93:0.11™ . 1.31£0.13" 36.47+2.96"°
(Group 111) 78.11+6.35

GTE(50 mg/kg p.o.) +

Cisplatin NS NS
3 mglkg i.p.) 0.73£0.10 68.41+10.19 0.73+0.09 31.94+4.76
(Group IV)
GTE(100 mg/kg p.o.) +
Cisplatin
(3 mg/kg i.p.)
Group V)
F value 22.20 6.77 44.07 6.77

P value <0.0001 0.0077 <0.0001 0.0077

0.48+0.11" 55.25+10.48" 0.65+0.13" 25.79+4.89

Los valores estdn expresados como media + ESM (n = 6). El Grupo II se comparé con el Grupo I. Los grupos III, IV y
V se compararon con el Grupo II. "P<0,05, "P <0,01, P <0,001, NS = No significativo.

Values are expressed as mean + SEM (n = 6).Group II was compared with Group I. Group III, IV and V compared with
Group II.. "P<0.05, P <0.01, ™P <0.001, NS = Non significant.

Ars Pharm 2005; 46 (1): 5-18



10

3. RESULTADOS
3.1. Nefrotoxicidad inducida por cisplatino

La administracién de inyecciones de cis-
platino sola (Grupo II) en los dias 1, 7, 14, 21
y 28 provocaron un aumento significativo
(P<0,001) de los niveles de creatinina, urea,
dcido drico y NUS, los marcadores del dafio
renal. La administracion de extracto de té verde
(Grupos III, IV y V) durante 30 dias junto
con cisplatino en los dias 1, 7, 14, 21 y 28
disminuy¢ significativamente (P<0,001, P<0,05)
los niveles de creatinina, acido urico, urea y
NUS en comparaciéon con los animales trata-
dos con cisplatino sola (Grupo II). (Tabla 1)

Se observo una reduccién significativa
(P<0,001) de los niveles de SOD, CAT y GSH
en los rifiones de los animales tratados con
cisplatino sola (en los dias 1, 7, 14, 21 y 28)
(Grupo II) en comparacién con el grupo de
control (Grupo I) y un aumento significativo
(P<0,001) en la peroxidacién lipidica (conte-
nido de MDA) en los rifiones de los animales
tratados con cisplatino sola (Grupo II) en
comparacion con el grupo de control (Grupo
I). Tras la administracion de extracto de té
verde en dosis de 100 mg/kg durante 30 dias
junto con inyecciones de cisplatino en los dias
1, 7, 14, 21 y 28 se observé un aumento
significativo (P<0,001 , P<0,01) en los nive-
les de GSH, CAT y SOD y una reduccion
significativa (P<0,001) en la peroxidacién li-
pidica (contenido de MDA) en comparacién
con los animales a los que s6lo se habia ad-
ministrado cisplatino (Grupo II). (Tabla 2)
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3. RESULTS

3.1. Cisplatin induced nephrotoxicity

Administration of cisplatin injection alone
(Group II) on [1s1,7! 14" 21th,and 28" day
resulted in a significant (P<0.001) elevation
in the levels of creatinine, urea, uric acid and
BUN, the markers of renal injury. Adminis-
tration of green tea extract(Group III,IV,V)
for 30 day along with cisplatin on 1%, 7™
14%, 21th,and 28" day significantly
(P<0.001,P<0.05)) decreased the levels of crea-
tinine, uric acid, Urea and BUN as compared
to animals treated with cisplatin alone (Group
II). (Table 1)

There was a significant (P<0.001) reduc-
tion in levels of SOD, CAT and GSH was
observed in kidney of animals treated with
cisplatin alone (on 1%,7"" 14" 21th,and 28" day)
(Group II) as compared to control(Group I)
and a significant (P<0.001) elevation in lipid
peroxidation (MDA content) was observed in
kidney of animals treated with cisplatin alone
(Group II) as compared to control(Group I).
Administration of green tea extract at dose of
100 mg/kg for 30 day along with cisplatin
injection on 1%, 7" 14% 21th,and 28" day
showed significant (P<0.001 , P<0.01) increa-
se in GSH,CAT and SOD and significant
(P<0.001) decrease in lipid peroxidation (MDA
content) as compared to animals treated with
cisplatin alone (Group II).(Table 2)
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TABLA 2: Efecto del extracto de té verde (GTE)(30 dias) junto con la administracién crénica de
cisplatino (3 mg/kg i.p.) en los dias 1, 7, 14, 21 y 28 sobre los niveles de peroxidacién lipidica
(contenido de MDA), el glutatién reducido, la superéxido dismutasa y la catalasa en los rifiones de las ratas

TABLE 2: Effect of green tea extract(GTE)(30 days) along with chronic administration of cisplatin(3 mg/
kg i.p.) on day 1,7,14,21,and 28 on the levels of lipid peroxidation (MDA content), reduced glutathione,
superoxide dismutase and catalase in kidney of rat

P L'p(;d . lFQeduhged Superoxide Catalase
Grupos erOX'I atlofn (et |?ne Dismutase (umoles of H20;
Groups (rieles @ (hg o (Units/mg consumed/min/mg
MDA’F"Q GSH".“Q protein protein)
protein) protein)
Control
(Group 1) 2.0+0.08 4.25+0.54 2.95+0.49 3.82+0.15
Cisplatin
(3 mg/kg i.p.) 3.36+0.31" 1.91+0.16 0.71+0.11" 2.31+0.13"
(Group II)
G_TE(2_5 mg/kg p.q.) " " " "
+ Cisplatin(3 mg/kg i.p.) 2.4510.07 2.92+0.4 1.01+0.13 2.60+£0.084
(Group II)
GTE(50 mg/kg p.o.) +
Cisplatin 2.24+0.11" 3.53+0.27" 2.15+0.31" 2.800.07°
(3 mg/kg i.p.)
(Group 1V)
GTE(100 mg/kg p.o.)
+Cisplatin 1.90+0.08™ 4.19+0.12" 2.58+0.46" 3.23+0.13™
(3 mg/kg i.p.)
Group V)
F value 12.87 8.18 8.1 23.44
P value <0.0001 0.0002 0.0002 <0.0001

Los valores estdn expresados como media =+ ESM (n = 6). El Grupo II se comparé con elGrupo 1. Los grupos III, IV y
V se compararon con el Grupo II. "P<0,05, P <0,01, ™P <0,001, NS = No significativo.

Values are expressed as mean + SEM (n = 6).Group II was compared with Group I. Group III, IV and V compared with
Group II. "P<0.05, “P <0.01, ™P <0.001, NS = Non significant.

Las ratas tratadas con cisplatino (Grupo II)
en los dias 1, 7, 14, 21 y 28 mostraron un
descenso significativo (P<0,01, P<0,05,
P<0,001) en la actividad de las enzimas
Na*K*ATPasa, Ca**ATPasa y Mg>*ATPasa en
comparaciéon con el grupo de control (Grupo
I). La administracién de extracto de té verde
durante 30 dias junto con cisplatino en los
dias 1, 7, 14, 21 y 28 aumentd significativa-
mente (P<0,01, P<0,05, P<0,001) la actividad
de las enzimas Na*K*ATPasa, Ca**ATPasa y
Mg*ATPasa en comparacién con los anima-
les a los que sélo se les administré cisplatino
(Grupo 1II). (Tabla 3)

3.2. Toxicidad testicular inducida por cisplatino

Las ratas a las que se administrd cisplatino
(Grupo II) en los dias 1, 7, 14, 21 y 28 mos-

Cisplatin treated rats(Group II) on
13,70 14" 21th,and 28" day showed a signifi-
cant (P<0.01,P<0.05,P<0.001) decrease in the
activities of Na*K*ATPase, Ca*ATPase and
Mg*ATPase enzymes as compared to control
(Group I). Administration of green tea extract
for 30 day along with cisplatin on
1,70 14% 2 1th,and 28™ day significantly
(P<0.01,P<0.05,P<0.001) increased the activi-
ties of Na*K*ATPase, Ca**ATPase and
Mg*ATPase enzymes as compared to animal
treated with cisplatin alone(Group II).(Table
3)

3.2. Cisplatin induced testicular toxicity

Cisplatin treated rats (Group II) on
154,7,14" 2 1th,and 28" day showed a signifi-
cant (P<0.001,P<0.001) decrease in the levels
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traron una reduccién significativa (P<0,001,
P<0,001) en los niveles de SOD, CAT y GSH
y un aumento significativo (P<0,001) de la
peroxidacién lipidica en los testiculos, en
comparacion con el grupo de control (Grupo
I). La administraciéon de extracto de té verde
(Grupos III, 1V, V) durante 30 dias junto con
cisplatino en los dias 1, 7, 14, 21 y 28 pro-
vocé un aumento significativo (P<0,01, P<0,001)
en los niveles de SOD, GSH y CAT y una
reduccién significativa (P<0,001) de la peroxi-
dacién lipidica en los testiculos en compara-
cién con los animales a los que sélo se admi-
nistré cisplatino (Grupo II), lo que implica un
efecto antioxidante del extracto de té
verde.(Tabla 4)

LEENA P, BALARAMAN R

of SOD,CAT and GSH and significant (P<0.001)
increase in lipid peroxidation in testes, as
compared to control (Group I) Administration
of green tea extract (Group IILIV,V) for 30
day along with cisplatin on 1%, 7t 14%
21th,and 28™ day caused a significant
(P<0.01,P<0.001) increase in SOD, GSH and
CAT and a significant(P<0.001) decrease in
lipid peroxidation in testes as compared to
animals treated with cisplatin alone(Group II)
implying an antioxidant effect of green tea
extract.(Table 4)

TABLA 3: Efecto del extracto de té verde (GTE)(30 dias) junto con la administracién créonica de cisplati-
no (3 mg/kg por via intraperitoneal) en los dias 1, 7, 14, 21 y 28 en los niveles de Na*K*ATPasa,
Ca>*ATPasa y Mg?*ATPasa en los rifiones de ratas.

TABLE 3: Effect of green tea extract(GTE) (30 days) along with chronic administration of cisplatin (3
mg/kg i.p.) on day 1,7,14,21,and 28 on the levels of Na*K*ATPase, Ca>*ATPase and Mg**ATPase in
kidney of rat.

Na'K'ATPase (umoles | Ca” ATPase(umoles Mg**ATPase(umoles
Grupos of inorganic of inorganic of inorganic
Groups ' phosphorus _ phosphorus _ phosphorus
liberated/min/mg liberated/min/mg liberated/min/mg
protein protein protein
(gfonljfll) 12.67+0.61 6.98+0.24 9.98:0.38
Cisplatin
(3 mg/kgi.p.) 8.22+1.08" 5.34+0.54" 4.25+0.24""
(Group II)
GTE(25 mg/kgp.o.)
+Cisplatin(3 mg/kg i.p.) 10.10+0.89"° 6.02+0.26 "° 5.58+0.41 "N
(Group 111
GTE(50 mg/kg p.o.) +
Cisplatin 11.4440 61" 6.84+0.25 NS 7.02+0.26
(3 mg/kg i.p.) T T
(Group IV)
GTE(100 mg/kg p.o.)
+Cisplatin 12.12+0.21" 7.07+0.5" 7.32+¢0.41™
(3 mg/kg i.p.)
Group V)
F value 5.66 3.68 37.25
P value 0.0022 0.0172 <0.0001

Los valores estdn expresados como media + ESM (n = 6). El Grupo II se comparé con el Grupo I. Los grupos III, IV y
V se compararon con el Grupo II. ‘P<0,05, “P <0,01, ™"P <0,001, NS = No significativo.

Values are expressed as mean SEM (n = 6).Group II was compared with Group [.Group III, IV and V compared with
Group II ."P<0.05, P <0.01, ™P <0.001, NS = Non significant.
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TABLA 4: Efecto del extracto de té verde (30 dias) junto con la administraciéon crénica de cisplatino (3
mg/kg i.p.) en los dias 1, 7, 14, 21 y 28 sobre los niveles de peroxidacién lipidica (contenido de MDA),
el glutatién reducido, la superéxido dismutasa y la catalasa en los testiculos de las ratas

TABLE 4: Effect of green tea extract(30 days) along with chronic administration of cisplatin(3 mg/kg
i.p.) on day 1,7,14,21,and 28 on the levels of lipid peroxidation (MDA content), reduced glutathione,
superoxide dismutase and catalase in testes of rat

Percl)_;(‘i)ollgtion Reduced Superoxide Catalase
Grupos Glutathione Dismutase (umoles of H,O,
(nmoles of - .
Groups MDA/mg (ng of GS_H/mg (Unlts/r_ng consu med/_mln
protein) protein protein /mg protein)
Control 7.2940.77
(Group I) 1.22+0.043 4.15+0.32 4.92+0.97
Cisplatin
(3 mg/kgi.p.) 2.61+0.117 2.50+0.25" 0.59+0.12"" 2.78+0.49"
(Group 1)
GTE(25 mg/kgp.o0.) " " e "
+Cisplatin(3 mg/kg i.p.) 2.28+0.14 3.08+0.28 0.99+0.07 3.55+0.62
(Group 111)
GTE(50 mg/kg p.o.) +
Cisplatin 2.05:0.18" 3.88+0.23" 2.79+0.42" 5.29+0.26"
(3mg/kg i.p.)
(Group IV)
GTE(100 mg/kg p.o.)
+Cisplatin 1.60+0.1" 4.05+0.30" 3.44+0.32" 6.95+0.66
(3 mg/kg i.p.)
Group V)
F value 18.65 6.47 12.64 11.41
P value <0.0001 0.001 <0.0001 <0.0001

Values are expressed as mean + SEM(n = 6).Group II was compared with Group I.Group III, IV and V compared with
Group II. *P<0.05, **P <0.01, ***P <0.001, NS = Non significant.
Los valores estdn expresados como media + ESM (n = 6). El Grupo II se comparé con el Grupo 1. Los grupos III, IV y

V se compararon con el Grupo II. "P<0,05, P <0,01, ™P <0,001, NS = No significativo.

Se observé un aumento significativo (P<0,01,
P<0,05, P<0,001) en la actividad de las enzi-
mas Na*K*ATPasa, Ca>*ATPasa y Mg*ATPasa
en los animales a los que s6lo se administrd
cisplatino (Grupo II) en los dias 1, 7, 14, 21
y 28, en comparacién con el grupo de control
(Grupo I). La administraciéon de extracto de té
verde (Grupos III, IV y V) durante 30 dias
junto con inyecciones de cisplatino en los dias
1, 7, 14, 21 y 28 aumenté significativamente
(P<0,01, P<0,05, P<0,001) la actividad de las
enzimas Na*K*ATPasa, Ca**ATPasa vy
Mg**ATPasa en los testiculos en comparacion
con los animales a los que sélo se les admi-
nistré cisplatino (Grupo II). (Tabla 5)

A significant (P<0.01,P<0.05,P<0.001) de-
crease in activities of Na*K*ATPase,
Ca**ATPase, Mg>*ATPase enzymes was obser-
ved in animals treated with cisplatin alone(Group
IT) on 15,7",14" 21th,and 28" day as compa-
red to control (Group I). Administration of
green tea extract (Group III,IV,V) for 30 day
along  with  cisplatin  injection  on
15,7t 14" 2 1th,and 28™ day significantly
(P<0.01,P<0.05)increased  activities  of
Na*K*ATPase, Ca>*ATPase, Mg?*ATPase en-
zymes in testes as compared to animals trea-
ted with cisplatin alone(Group II).(Table 5)
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TABLA 5: Efecto del extracto de té verde (GTE)(30 dias) junto con la administracién crénica de cispla-
tino (3 mg/kg por via intraperitoneal) en los dias 1, 7, 14, 21 y 28 en los niveles de Na*K*ATPasa,

Ca>*ATPasa y Mg?*ATPasa en los testiculos de ratas.

TABLE 5: Effect of green tea extract(GTE)(30 days) along with chronic administration of cisplatin (3
mg/kg i.p.)on day 1,7,14,21,and 28 on the levels of Na*K*ATPase, Ca>*ATPase and Mg>*ATPase in testes

of rat.
Na'K'ATPase (umoles | Ca’’ATPase(umoles Mg”*ATPase(umoles
Grupnos of inorganic of inorganic of inorganic
Groﬁ s phosphorus phosphorus phosphorus
P liberated/min/mg liberated/min/mg liberated/min/mg
protein protein protein
Control
(Group 1) 8.5+0.34 4.24+0.57 6.56+0.40
Cisplatin
(3 mg/kgi.p.) 5.77+0.44" 2.80+0.22° 3.26+0.31"
(Group 1)
GTE(25 mg/kgp.o.)
+Cisplatin(3 mg/kg i.p.) 6.78+0.38"° 3.32+0.23"° 3.69+0.17"°
(Group 1)
GTE(50 mg/kg p.o.) +
Cisplatin 7.80+0.49° 3.77+0.26 4.51+051M
(3 mg/kg i.p.)
(Group 1IV)
GTE(100 mg/kg
p.o.)+Cisplatin o * wx
(3 mg/kg i.p) 8.43+0.51 4.30+0.20 5.48+0.45
Group V)
F value 6.95 3.62 11.67
P value 0.0006 0.018 <0.0001

Values are expressed as mean + SEM (n = 6).Group II was compared with Group [.Group III, IV and V compared with
Group II . "P<0.05, P <0.01, ™P <0.001, NS = Non significant.

Los valores estdn expresados como media + ESM (n = 6). El Grupo II se comparé con el Grupo 1. Los grupos III, IV y
V se compararon con el Grupo II. "P<0,05, “P <0,01, ™P <0,001, NS = No significativo.

4. DISCUSION

El cisplatino genera especies reactivas de
oxigeno, como radicales hidroxilo y aniones
superdxido, y estimula la peroxidacion lipidi-
ca*>?®  Aunque no se conoce bien el mecanis-
mo exacto de la nefrotoxicidad inducida por
cisplatino, varios estudios sugieren que estd
relacionado con la formaciéon de radicales li-
bres. Se acepta que ambos estdn relacionados
con el estrés oxidativo y provocan un des-
equilibrio entre la formacién de radicales de-
rivados del oxigeno y el potencial antioxidan-
te del organismo. Varios estudios han
demostrado que la administraciéon de cisplati-
no estd asociada a un aumento en la forma-
cién de radicales libres y con un fuerte estrés
oxidativo'>'7. Como resultado del incremento
en la formacion de radicales libres en la toxi-
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4. DISCUSSION

Cisplatin generates reactive oxygen species
such as superoxide anion and hydroxyl radi-
cals, and stimulates lipid peroxidation?>-°,
Although the exact mechanism of cisplatin-
induced nephrotoxicity is not well understo-
od, several studies have suggested the invol-
vement of free radical formation. It is accepted
that both correlate to oxidative stress and cause
an imbalance between the generation of oxy-
gen derived radicals and the organism’s an-
tioxidant potential. It has been shown in va-
rious studies that cisplatin administrations are
associated with increased formation of free
radicals, and with heavy oxidative stress'>!.
As a result of an increase in the formation of
free radicals in cisplatin-induced toxicity, the
balance normally present in cells between
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cidad inducida por cisplatino, el equilibrio entre
la formacién de radicales y la proteccion frente
a ellos existente en las células en condiciones
normales se ve alterado®’?%. Esto provoca dafos
oxidativos en componentes de las células como
proteinas, lipidos y dcidos nucleicos®. Exis-
ten evidencias de que el cisplatino causa un
profundo deterioro en el sistema reproductor
y en el potencial de fertilidad de las ratas®*.
El cisplatino inhibe la actividad de las enzi-
mas antioxidantes (SOD, CAT y GSH) y se
produce una reducciéon de los tioles celula-
res*® en los rifiones y testiculos de las ratas
que sugiere que la citotoxicidad del cisplatino
se deriva de la formacién de especies reacti-
vas de oxigeno (ROS)’. Los resultados obte-
nidos en este estudio concuerdan con estos
informes previos, que indican que el aumento
de la peroxidacién lipidica y la disminucion
del glutatiéon reducido y de las enzimas an-
tioxidantes (SOD y catalasa) contribuyen a los
dafios oxidativos inducidos por cisplatino.
Como resultado, se alteran los niveles séricos
de creatinina, urea, nitrégeno ureico en san-
gre (NUS) y 4cido urico, que son indicadores
para el diagnéstico de la nefrotoxicidad. En
linea con nuestro estudio, se ha averiguado
que diversos antioxidantes como el hidroxia-
nisol butilado (BHA) y el glutation (GSH)
previenen la peroxidacién lipidica inducida por
cisplatino y la reduccién del glutation*' y las
enzimas antioxidantes. El extracto de té verde
contiene galocatequina (GC), epigalocatequi-
na (EGC), epicatequina (EC), galato de epiga-
locatequina (EGCg) y galato de epicatequina
(ECg). Los componentes del té tienen efectos
antioxidantes, antimutagénicos y anticarcino-
génicos que podrian proteger a los humanos
frente al riesgo de cdncer ocasionado por
agentes medioambientales*?. Sano et al* estu-
diaron los efectos inhibidores de las hojas de
té verde en la peroxidacion lipidica inducida
por tert-butil y observaron un efecto antioxi-
dante similar tras la administracién oral de los
principales polifenoles del té. Shim et al*
estudiaron el efecto quimiopreventivo del té
verde en los fumadores de cigarrillos y obser-
varon que bloqueaba el aumento inducido por
los cigarrillos de la frecuencia de intercambio
de cromadtidas hermanas. El efecto antihiper-
glucémico del té negro ya habia sido comuni-
cado anteriormente por Gomes et al*. Las ratas

radical formation and protection against them
is disturbed?’**. This will lead to oxidative
damage of cell components, e.g. proteins, li-
pids, and nucleic acids* .There are evidences
that cisplatin has a profound deleterious effect
on the reproductive system and fertility po-
tential in rat®*.Cisplatin inhibits activities of
antioxidant enzymes (SOD CAT and GSH) and
there is depletion of cellular thiols* in rat
kidney and testes suggesting that cisplatin
cytotoxicity results from generation of reacti-
ve oxygen species (ROS)’ . The results obtai-
ned in this study is in agreement with these
previous reports, that the enhancement in li-
pid peroxidation, and decrease in reduced
glutathione and antioxidant enzymes (SOD and
catalase) contributes to cisplatin induced
oxidative damage. This has resulted in the
altered levels of serum creatinine, urea, blood
urea nitrogen (BUN) and uric acid which are
the diagnostic indicator of nephrotoxicity. In
line with our study, it has been found that
several antioxidants like butylated hydroxyl
anisole (BHA) and glutathione (GSH) preven-
ted the cisplatin induced lipid peroxidation and
depletion of glutathione*' and antioxidant
enzymes. Green tea extract contains galloca-
techin (GC), epigallocatechin (EGC), epicate-
chin (EC), epigallocatechin gallate (EGCg) and
epicatechin gallate (ECg). Tea components
possess antioxidant, antimutagenic and anti-
carcinogenic effects and could protect humans
against the risk of cancer by environmental
agents*’. Sano et al* studied the inhibitory
effects of green tea leaves against tert-butyl
hydroperoxide induced lipid peroxidation and
a similar antioxidant effect on the kidney was
observed after oral administration of a major
tea polyphenols. Shim et al** studied the che-
mopreventive effect of green tea among ciga-
rette smokers and found it block the cigarette-
induced increase in sisterchromatid exchange
frequency. Anti-hyperglycemic effect of black
tea has been reported earlier by Gomes et al*.
Streptozotocin diabetic rats showed increased
sensitivity to platelet aggregation and throm-
bosis and this abnormality could be improved
by dietary catechin of green tea*4’. Green tea
polyphenols has the antioxidant properties that
result from their ability to sequester metal ions
and to scavenge reactive oxygen species®s. In
the present study, treatment with green tea
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con diabetes por estreptozotocina presentaron
una mayor sensibilidad a la agregacién de
plaquetas y a la trombosis, lo que se podia
mejorar mediante la administracion de cate-
quinas de té verde en la dieta***’. Los polife-
noles del té verde tienen propiedades antioxi-
dantes derivadas de su capacidad para secuestrar
iones metdlicos y barrer especies reactivas de
oxigeno®. En el presente estudio, la adminis-
tracion de extracto de té verde ofrecid una
proteccion significativa frente a los dafios
oxidativos inducidos por cisplatino en rifio-
nes y testiculos. La administracién de extrac-
to de té verde redujo significativamente la
peroxidacién lipidica y aumentd los niveles
de glutation, catalasa y SOD en los dafios
oxidativos inducidos por cisplatino. La reduc-
cion en los niveles séricos de creatinina, urea,
nitrogeno ureico en sangre (NUS) y 4acido drico
son indicativos del efecto protector del ex-
tracto de té verde. La Na*K*ATPasa, la
Ca**ATPasa y la Mg?>*ATPasa son las enzimas
ligadas a la membrana, y los niveles de Na*K*
ATPasa, Ca** ATPasa y Mg* ATPasa se redu-
jeron en los rifiones y testiculos de las ratas
tratadas con cisplatino. Como estas enzimas
ligadas a la membrana son grupos tioles que
contienen enzimas dependientes de los lipi-
dos®, la recuperacion de la actividad de las
enzimas ATPasa sugiere la capacidad del ex-
tracto de té verde para proteger al grupo de
tioles frente a los dafios oxidativos mediante
la inhibiciéon de la peroxidacién lipidica.En
conclusion, la administracion de extracto de
té verde durante el tratamiento con cisplatino
reduce el riesgo de dafios oxidativos induci-
dos por cisplatino, proteccién que se puede
atribuir a un descenso en la peroxidacion lipi-
dica y a la recuperacion de la actividad de las
enzimas ligadas a la membrana y antioxidan-
tes.
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extract offered a significant protection from
the cisplatin induced oxidative damage to
kidney and testes. Green tea extract treatment
significantly reduced lipid peroxidation and
increased the levels of glutathione, catalase
and SOD in cisplatin induced oxidative da-
mage. The reduction in serum levels of crea-
tinine, urea, blood urea nitrogen (BUN) and
uric acid indicates protective effect of green
tea extract. NatK+*ATPase, Ca>*ATPase and
Mg>*ATPase are the membrane bound enzy-
mes and the levels of Na*K* ATPase, Ca**
ATPase and Mg*™ ATPase were reduced in
kidney and in testes of cisplatin treated rats.
Since these membranes bound enzymes are
thiol group containing enzymes, that are lipid
dependant®® and hence the restoration of the
activities of ATPase enzymes suggest the abi-
lity of green tea extract to protect the thiol
group from oxidative damage through inhibi-
tion of lipid peroxidation.In conclusion, green
tea extract administration during cisplatin the-
rapy reduces the risk of cisplatin induced oxi-
dative damage and the protection can be attri-
buted to a decrease in lipid peroxidation,
restoration of activities of antioxidant and
membrane bound enzymes.
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