~ —

Archivos Venezolanos de Farmacologia y Terapéutica, Volumen 17 - Nimero 2, 1998 {109 - 114)

Efecto de la N-acetilcisteina sobre los niveles Séricos
de Vitaminas Antioxidantes en Conejos que reciben
cocimiento de Poleo

Rosalia Sutil de Naranjo, Yalitza Aular, Mercedes Marquez, Maira Carrizales, Carmen Edén de Yépez

Palabras Claves: Poleo, N-acetilcisteina, antioxidantes, conejos.

— 7 Depa;a;menlo ;Faffnaoologia y ToxicoloégaiFacultad de Ciencias de la Salud. —!

INTRODUCCION

El poleo es un arbusto utilizado en la medicina popular
como antiespasmadico, carminativo, sedante, estomaquico y
emenagogo (Nash y Nee 1984, Varela 1988, Fuentes y col
1889, Arismendiy col 1994). Sin embargo, el desconocimiento
de lacantidad de planta utilizada para la preparacion (infusion,
pocién y principalmente cocimiento), conlleva a una impreci-
sién en la dosis, observandose en algunos casos efectos
adversos (Fasanella y col 1993, Brizuela y col 1894); alribuido
alos aceites esenciales presentes en la composicion del poleo
(Rodriguez y col 1995). En esenciales presentes en la compo-
sicion del poleo (Rodriguez y col 1995). En este sentido
astudios realizados por Thomassem y col en 1890 y 1991 y

_oack en 1992; reportaron que la Pulegona (aceite esencial
de una variedad de Poleo) es un monoterpeno que al
biotranstormarse utiliza el sistema P450 originando el
mentofuranc que es un metabolito intermediario; capaz no sélo
de disminuir los niveles hepaticos de glutatién, sino también de
generar radicales libres que causan dafo celulary requieren el
consumo de otros sistemas antioxidantes (Farrel 1993). Es
conocido que el glutatién, posee un grupo Tiol (GSM) que
desempena un importante papel de oxido-reduccion a través
de las enzimas glutalion reductasa y glutation peroxidasa
(dependlente de selenio; sino también en los procesos de
conjugacion mediante la glutation transferasa, neutralizando
diversos xenobidticos y actuando de esta manera como
detoxificador (Repetto 1988, Ladron de Guevara y Moya
1995). las vitaminas A, E y C, los carotencides, el selenio y el
zinc constituyen los antioxidantes esenciales del organismo
aportados por ladieta. Estos junto a otras sustancias enddgenas
forman parte de! sistema antioxidante del organismo cuya

funcién principal es neutralizar compuestos electrofilicos dafi-
nos a las células, protegiendo las estructuras biologicas de los
procesos de oxidacién y peroxidacién (Foum-fortunet y col
1989, Rangou y Bulkley 1993, Olivieri y col 1994). Existe una
interaccion sinérgica enlre estos antioxidantes, actuando como
coadyuvantes, de lal manera que la vitamina C: contribuye a
regenerar, la forma antioxidante del a- tocoferol la vitamina A
preserva el selenio reduciendo su gasto como agente
antioxidante (Gey y col 1993), y el glutation podria preservar el
pool de vitaminas A y E (Niky y col 1995). La N-acetilcisteina
es un farmaco detoxificante (demostrado en la toxicidad por
acetaminofen), que tiene capacidad de barrer radicales libres
lo cual potencia los mecanismos naturales de defensa de la
célula contra el dao oxidativo (Harrison y col 1990 y 1891)y
ademas este aminoécido incrementa los niveles de cisteina
intracelular la cual es limitante en la lasa de biosintesis del
glutatién, Debido a que el déficit de glutation no puede ser
corregido con su administracion exégena, porque no penetra
facilmente la célula, se requiere la administracion de precurso-
res del mismo como son varios tioles nucleofilicos del tipo de
la cisteina (Lauterburg y 1983, Repetto 1988). Las Vitaminas
Ay E funcionan como antioxidantes biolégicos barredores de
radicales libres, previniendo la oxidacion de los acidos grasos
de las membranas celulares y de las proteinas ricas en
radicales libres; evitando el dafo celular (Farrel 1993, Gey
1993, Olivieri 1994, Sies y Stahl 1995). Debido a la asociacion
postulada entre la accion toxica del polec y la deplecion de
glutatién (Aular 1997), se disefé el presente estudio con el fin
de evaluar el efecto de la N-acetilcisteina sobre los niveles
séricos de vitaminas A y E (antioxidantes endégenos) en dos
grupos experimentales de conejos, recibiendo un grupo poleo
(solo) y el otro poleo mas N-acetilcisteina.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacién y muestra: la muestra estuvo representada por
24 conejos Nueva Zelanda machos de un mes de nacidos, con
un peso entre 1000 y 1500 grs, reparlidos en tres grupos.
seleccionados empleando el disefio experimental al azar y
mantenidos en jaulas adecuadas para esta especie. La selec-
cion del conejo como animal de experimentacion se basd en
que esta especie reproduce muchas de la pruebas bioquimicas
del ser humano (Gallager 1992). Los animales previamente
desparasitados (Sulfoquinoxalina 1 gr/L en agua por una
semana). Los grupos experimentales estuvieron constituidos
de la siguiente manera: Grupo C (control); 8 conejos de los
cuales se les ofrecio 100 grs de conejarina y 250 ml de agua
diariamente durante siete dias. Grupo A: 8 conejos que recibie-
ron 250 ml de cocimiento de poleo por siete dias. Grupo B: 8
conejos que-recibieron 250 ml de poleo y se les administro
simultaneamente N-acetilcisteina por via intramuscular dosis
de 140 mg/Kg/dia, durante siete dias.

Preparacién del cocimiento de poleo

Se tomaron 100 grs de hojas y flores de la planta recién
cortada y se colocaron en un recipiente de vidrio, que contenia
700 ml de agua, se dejaron hervir tapadas (para evitar que se
perdieran los principios aclivos volatiles), durante 25-30 minu-
tos 0 hasia que se redujera el contenido a 500 ml. Se dej6
enfriar a temperatura ambiente para ofrecerlo a los animales
de experimentacion. Esta preparacion se repitié todos los dias
durante la investigacién.

Determinacion de vitamina A (retinol) y vitamina E
(alfatocoferol)

Los dias 0, 3y 7 de experimentacion se extrajo a todos los
conejos 2 ml de sangre de la vena marginal de la oreja, se
centrifugd y se obtuvo el suero, se refrigeré a -70 °C hasta su
procesamiento. El retinol y el alfatocoterol fueron determina-
dos por Cromatografia liquida de alla eficiencia (HPLC), segun
la técnica de Bieri y cols 1979 y modificada por Yépez y cols
1979. Las condiciones cromatograficas fueron: Columna C18
en fase reversa; lase movil: metanol/agua 95% flujo: de 1,5 mi/
min, detector UV: a longitud de onda 325 y 292 para retinol y
altatocoferol respectivamente, estandar interno fue retinil
acetalo y el tiempo de corrida 10-12 minutos.

RESULTADOS

Vitamina A
La Concentracion sérica ([g /dl) de vitamina A es expre-

sada como media ( ) mas o menos el error estandar (E.S ©
encontrandose en el grupo control 67,21 [g/dl 4 8,23 parael¢ -
cero (basal); 90,33 [g/dl £ 3,81 en el dia 3y 94,72 [g/dl £ 3,.
en el dia siete de experimentacion. En los conejos que recily
ron cocimiento de poleo (grupo A) se observo una disminuci
significativa (p<0,005) de los niveles séricos a medida ¢
aumentaron los dias de administracion (tabla 1) lo cual c
trasta con el grupo control (grupo C) donde los niveles séric
de esta vilamina para el dia 3 se incrementaron significati.
mente (p<0,01) manteniéndose dichos valores hasta el di
(tablas 2 y 3). El grupo tratado con N-acetilcisteina (grupo
mostré una disminucion significativa (p<0,01) en los nive!
sericos para el dia 3, y se evidencidé una lendencia a
recuperacion para el dia 7; ain cuando no alcanzaron |
valores basales y se mantienen significativamente menorn
(p<0,001) que el grupo control (tabla 3). Al comparar |
alteraciones producidas por el cocimiento de poleo con |
niveles séricos encontrados en el grupo lratado con
acetilcisteina (grupo B) se observé que aun cuando para el
3 hubo un descenso de los niveles plasmalicos en am,
grupos, en el dia 7, el comportamiento en los niveles sérit
obtenidos de los grupos fue opuesto; el grupo A contir
disminuyendo mientras que el grupo B mostré tendencia &
recuperacion (grafico 1). Laditerencia entre ambos grupos |
significativa (p<0,001) se aprecia en la tabla 6.

Vitamina E

El promedio de la Vitamina E en el grupo control fue
997,5 [g/dl + 129,85 (dia 0). 1628,91(g/d| £ 76,95 en el dia .
175716 [g/dl £ 86,37 para el dia 7. En el grupo A los nivel:
plasmaticos descendieron significativamente (ps0,01) tar
para el dia 3, como para el dia 7 (tabla 1). Al comparar esl:
valores con los obtenidos en el grupo control se encontrarn
diferencias significalivas (p<0,001) (tablas 4 y 5). En el gru;
B (tratado con N-acetilcisteina) los niveles plasmaticos dist
nuyeron en el dia 3 recuperdndose para el dia 7 de expe
mentacién (p<0,001) tabla 6. Cuando estos valores fuern
comparados con el grupo control se observé que en e| dia
también hubo descenso (p<0,001) por el contrario en el di-
las cifras de vitamina E se incrementaron (p<0,001) grafic. _
Al contrastar el grupo A con el B se encontraron diferenci
significativas {(p<0,001) en el dia 7 (tabla 4 y 5).

DISCUSION

El cocimiento de poleo es ulilizado en medicina popu!'
con fines terapéuticos en procesos febriles y respirator

Tabla 1; Niveles séricos de vitaminas A y E en conejos que recibieron conocimiento de Poleo (grupo A).

NIVELES SERICOS (ug./dl) DIA 0 DIA 3 DIA 7
Vitamina A ' 7603+7.5 40,95+ 3,8° 31,90 + 1,85
Vitamina E 726.48 + 65,10 371,94 + 62,22"" 235,72 +33,01**

* p<0,001 con respecto a la basal
** p<0,001 con respecto a la basal

110 ¥ " ARCHIVOS VENEZOLANOS DE FARMACOLOGIA Y TERAPEUTIC.



7 E——— IR

TE—T

S—

. ~=- Grupo A
2 +- Grupo B
- Grupo C
0 -
Dia®0 Dia3 Dia7

2000 1
_________ .
i
1500 .';-"
o —o— Grupo A
lg’, 1000 ¥~ .+~ Grupo B
-+ Grupo C
0 . ,
Dia0 Dia3 Dia7

Grafico 1: Niveles séricos de vitamina A en grupos experimentales.

Tabla 2: Comparacion de niveles séricos de vitamina A, para el dia 3,
en los diferentes grupos.

Gréafico 2: Niveles séricos de vitamina E en grupos experimentales.

Tabla 4: Comparacién de niveles séricos de vitamina E, para el dia 3,
en los diferentes grupos.

entre otros, su uso es comun en los nifics, donde factores
como las deficiencias marginales de vitaminas y la deshidrata-
cién pudieran estar presentes.(Rodriguez y col 1995). Se ha
descrito que el poleo es detoxificado a través de un metabolito
activo por conjugacién con el glutation; el cual se agota al
exceder la cantidad de metabolito activo; el agotamiento del
glutatién repercute negativamente en el balance oxidativo, lo
cual podria contribuir también al dafo hepatico y renal produ-
cido por el poleo (Toback 1992).

En este estudio se utilizo N-acetilcisteina para restituir los
niveles de glutation y evaluar el estado de los antioxidantes:
vitamina A (retinol) y vitamina E (alfatocoferol) en conejos
recién nacidos que recibieron cocimiento de poleo. Los resul-

. tados obtenidos demuestran que en los grupos experimenta-

les hubo modificaciones en los niveles séricos de dichos
antioxidantes. El grupo control presenté un incremento de las
vitaminas el dia 3 y 7 con respecto a la basal; este hecho
pudiera explicarse por ser enriquecida la conejarina con estos
(tabla 7). Los resultados obtenidos en los niveles séricos de
vitamina A y E, en el grupo que recibié, solo cocimiento de

Tabla 3: Comparacion de niveles séricos de vitamina A, para el dia 7,
en los diferentes grupos.

Grupos experimentales t P Grupos experimentales t P
CIA . 6,015 <0,001 C/A 14,106 <0,001
C/B 4,549 <0,001 c/B 14,69 <0,001
AB 1479 NS AB 1.084 NS
¥ Bonferroni “r* Bonferron

poleo reflejan que dicho compuesto afecto negativamente el
pool de estos antioxidantes, a pesar que los diferentes grupos
consumieron de la misma conejarina enriquecida ofertada al
grupo control. La disminucién del nivel de vitaminas A y E
inducidaporla administracién de poleo, podria atribuirse aque
el poleo al biotransformarse mediante el sistema citocromo
P450 (Madyastha y Raj, 1990) depleta e| glutatién e induce un
desbalance en el pool de antioxidantes(Thomassen y col 1930
y 1991), y esta condicién patolégica al exceder la capacidad
del glutatién como antioxidante endégeno consume ofros
compuestos con funcién antioxidante como serian en este
caso las Vitaminas A y E (Rangou y Bulkley 1993) En este
sentido estudios realizados por Rojas y cols 1996, han demos-
trado que la suplementacién con vitamina E incrementa la
capacidad global de antioxidantes esto permite deducir que al
organismo detectar la deplecién de un antioxidante endégeno
(como el glutatién) utiliza otros antioxidantes; de hecho Suhail
y Ahmad en 1995 demostraron que al administrar vitamina E
a ratas que recibieron dosis no toxicas (250 mg/kg) de
acetaminofen (compuesto que tiene un mecanismo de accion

Tabla 5: Comparacién de niveles séricos de vitamina E, para el dia 7,
en los diferentes grupos.

Grupos experimentales t P Grupos experimentales t P
CIA 14,31 <0,001 CIA 15,50 0,001
C/B 4673 0,001 cB 10.122 <0,001
AB 7,56 <0,001 ‘AB 5,62 <0,001
¥ Bonterron ¥ Bonferron
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Tabla 6: Niveles séricos de vitaminas A y E en conejos que recibieron Poleo y tratados con N-acetilcisteina (grupo B).

NIVELES SERICOS (ug./dl) DIA O DIA 3 DIA7
Vitamina A 80,67 1 5,52 51,97+7,5° 63,34 £4,10
Vitlamina E 850,92 + 55,80 284,21 + 43 66" 737 £ 83,54
* p=0,001 con respecto a la basal
** p<0,001 con respecto a la basal
etc.) ante las agresiones que ocasionan los radicales libres. En
PROTEINA CRUDA MIN 12% este sentido el tratamiento con N-acetilcisteina al contribuir a
GRASA CRUDA MIN 1% la restitucién dei glutatién, vitaminas A y E depletadas por el
cocimiento de poleo, sugiere la necesidad de contemplar la
FIBRA'CRUDA MAX 20% suplementacion con vitaminas E, Ay C en el tratamiento de la
MAX 42% toxicidad por poleo.

EXTRACTOS

INGREDIENTES: maiz, sorgo, afrecillo de trigo, harina
de maiz, ajonjoli, algodén, girasol, soya, concha de mani,
bagasillo de cafa, pasto deshidratado, melaza, grasa
estabilizadora, carbonato, fosfato de calcio, sal, minera-
les "trazas” (cobalto, cobre, hierro, magnesio, yodo y zinc),
suplemento de vitaminas A, B2, B12, C, D3, E, &cido
pantoténico, niacina, antioxidantes, suplemento de anti-
bidtico Anticoccidial.

Tabla 7: Composicion de la Conejarina

semejante al poleo) se incrementaba la actividad del
glutation(Van Lieshout y col 1996). Estos hallazgos son opues-
tos a los reportados por Amimoto y cols en 1995 quienes
trataron con vitamina E (20 mg/Kg/IV) a ratas que recibieron
dosis t6xicas de acetaminofen y encontraron que no se modi-
fico la actividad del glutatién. Por otra parte, no solamente la
Vitamina E como antioxidante enddgeno puede preservar y/o
aumentar las reservas de glutation, sino también la vitamina A
(Colin y col 1991, D’Aquino y cols 1995). Helen y Vijayammal
en 1997 reportaron que |a deficiencia de vitamina A y glutation
conllevan a un empobrecimiento del estado antioxidante y en
consecuencia a una mayor posibilidad de accion de los radica-
les libres, responsables del dafio celular (lbrahim y col 1997).
LaN-acetilcisteina ademas de restaurar los niveles de glutation,
se comporta como un barredor de radicales libres, funcién
semejante a la ejercida por las vitaminas Ay E y C (Barth y col
1891; Van den Braden y col 1997) Alin mas Powel y Mccay en
1995 y Hu y col en 1996, reportaron que la inhibicién de la
peroxidacién mediante glutation es mediada por enzimas que
requieren de tocoferol. AnKrah y col en 1995 acotan que el
déficit de cisteina y glutatién puede incrementar el riesgo de
toxicidad inducida por radicales libres. De manera semejante
Jain y cols en 1994 administraron ascorbato y N-acetilcisteina
en nifios con deficiencia de glutatién y encontraron que el
suplemento con ascorbato aumento dos veces mas los niveles
de glutatién que la N-acstilcisteina. Este hacho permite resal-
lar la imporlancia, de un balance o equilibrioc adecuado de
antioxidanles endégenos (glutation, vitaminas A, Ey C; selenio,

RESUMEN

La N-acetilcisteina es un aminoécido con capacidad de-
barrer radicales libres e incrementar la sintesis del glutation,
potenciando asi, los mecanismos naturales de defensa de la
célula contra el dafo oxidativo (Harrison y col, 1991). El Poleo
es un arbusto cominmente usado en la medicina popular en
formade cocimiento, en procesos gripales, cuadros febriles de
niflos y adullos sin embargo, no estan claras las evidencias de
sus efectos beneficiosos y ademas uno de sus metabolitos, la
pulegona ha demostrado reduccion del glutation, facilitando,
los procesos oxidativos. Este estudio evaluo el probable efecie
protector de la N-acetilcisteina sobre los niveles de las vitami-
nas a antioxidantes (A y E) en conejos Nueva Zelanda tratados
con Poleo. El disefo experimental fue: Grupo A: conejos que
recibieron solamente cocimiento de Poleo (250 ml); Grupo B:
poleo + N-acetilcisteina (140mg/Kg.IM) y el Grupo C: control.
Los resultados mostraron una persistente y significativa dismi-
nucion del alfa-tocoferol y retinol (p<0,001), en el Grupo A;
mientras que en el grupo B fue transitorio Estos efectos del
poleo podrian estar relacionados con su accion depletora de
glutatién, mediando la disminucion de retinol y alfa-tocoferol, Se
requieren de nuevos estudios que profundicen ésta hipétesis.

SUMMARY

N-acelylcistein is a aminoacid with free radical scavenger
action thal also increases the synthesis of glutation thereby
potentiating the natural defensive mechanism againts cell
oxidalive damage (Harrison and col 1991). Poleo is a small
shrub widely used in popular medicine as a decoction for
relieving fever and syntoms of upper respiratory congestion in
children and adults, however, there are not clear evidences of
this benefits, and moreover one of its metabolites, pulegone
has show glutalion reduction, thereby facilitating oxidative
process. This study evaluated the probable protector effects of
N-acelylcistein on antioxidants levels (retinol and tocoperol) of
New Zealand rabbils treated with poleo decoction. The protocol
included: Group A: only poleo (250 ml), Group B: Poleo + N-
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acetylcistein (140 mg/Kg p) and Group C as a control. The
results showed a persistent and significant decreased of

- tocopherol and retinol in A (p<0,001). While and transitory

decrease in B. This effect of poleo decoction, could be related
to the glutation depletion; mediated action; mediating the
glutalién the tocopherol and retinol decreased, more work
needs to be done to test this hypothesis.
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