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ABSTRACT 

The antilithiatic effect of Hygrophila spinosa (Acanthaceae) was determined on ethylene glycol induced lithiasis in male albino rats. The lithiasis was 
induced to rats by oral consumption of ethylene glycolated water (0.75v/v)  for 28 days. Aqueous extract of Hygrophila spinosa (200mg/kg) was 
administered  orally  from 1st  day  for preventive  regimen  and  from 15th  day  for  curative  regimen. The  urinary  ionic  parameters were  altered  by 
ethylene  glycol,  which  elevated  the  calcium,  oxalate,  inorganic  phosphate,  protein  concentration  in  urine.  The  Hygrophila  spinosa  significantly 
(P<0.01) reduced the elevated levels of these ions and protein in urine. Also the extract significantly (P<0.01) elevated the urinary concentration of 
magnesium.  The  elevated  serum  creatinine  levels  of  lithiatic  rats were  reduced  by  prophylactic  and  curative  regimen  of  extract  treatment.  The 
histological  findings  also  showed  improvement  after  treatment  with  the  extract.  These  observations  enable  to  conclude  that  the  curative  and 
preventive properties of Hygrophila spinosa against ethylene glycol induced urolithiasis. 
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INTRODUCTION 

Kidney stone formation or urolithiasis is a complex process that is 
a consequence of an imbalance between promoters and inhibitors 
in  the  kidneys  1.  Even  though  the  technological  developments  in 
the  present  medical  practice  the  formation  and  growth  of  renal 
calculi  continues  to  afflict  humankind.  Though  various  kinds  of 
stone have been  identified,  calcium  stones  are  the most  common 
in  human  as  well  as  rats  2.  Urinary  stone  disease  is  a  common 
disorder  estimated  to  occur  in  approximately  12%  of  the  world 
population,  with  a  recurrence  rate  of  70‐81%  in  males  and  47‐
60% in females 3.  

The  recurrence  of  urolithiasis  represents  a  major  problem  as 
patients  who  have  formed  one  stone  are  more  likely  to  form 
another.  The  standard  drugs  used  to  prevent  urolithiasis  are  not 
effective in all patients, and many of them have adverse effects that 
compromise  their  long  term  use.  The  present  day  management  of 
nephrolithiasis with open renal surgery  is unusual  and rarely used 
only  since  the  introduction  of  Extracorporeal  Shock  Wave 
Lithotripsy  (ESWL)  which  has  almost  become  the  standard 
procedure for eliminating kidney stones.  

However,  in  addition  to  the  traumatic  effect  of  shockwaves, 
persistent  residue  stone  fragments  and  the  possibility  of  infection 
suggests that ESWL may cause acute renal injury, a decrease in renal 
function and an increase  in stone recurrence  4,5.     Hence the search 
for  antilithiatic  drugs  to  be  effective  without  side  effects  from 
natural sources has gained great potential. Hygrophila spinosa  is an 
erect  and  woody  plant  from  the  family  Acanthaceae,  common 
throughout India, Srilanka, Burma, Malaysia and Nepal. The plant is 
used  as  demulcent,  aphrodisiac,  diuretic,  urinary  tonic  and 
hepatoprotective substance. The aerial parts and the roots are used 
in herbal preparations 6. A literature survey revealed that H.spinosa 
is  endowed  with  various  chemical  components  such  as  alkaloids, 
phytosterols, mucilage and fixed oil etc. which possibly contribute to 
its vast uses in folklore medicine 7,8. The present study was planned 
to evaluate the antilithiatic activity of aqueous extract of H. spinosa 
whole plant on ethylene glycol  induced calcium oxalate urolithiasis 
in male rats. 

MATERIALS AND METHODS 

Plant material 

The  plant Hygrophila  spinosa was  collected  from  tanks  and  ponds 
around  Madurai,  Tamilnadu  in  September  2008.  The  botanical 

identity  was  confirmed  by  Dr.D.Stephen,  Department  of  Botany, 
American  college,Madurai.  A  voucher  specimen  of  the  plant  was 
deposited in Ultra college of Pharmacy, Madurai. 

Preparation of aqueous extract 

The whole plants were cleaned and chopped  in to small pieces and 
dried  under  shade.  The  dried  plant  material  was  powdered  and 
passed  through  the  coarse  sieve  (No  10/44).  This  powder  was 
macerated using  distilled water  for  24hrs with  occasional  shaking. 
The extract was  filtered  through muslin  cloth  then  the  filtrate was 
evaporated  under  reduced  pressure  and  vacuum  dried.  The 
percentage yield of extract were found to be 9.2% and brownish  in 
colour. The preliminary Phytochemical screening of the extract was 
carried out. 

Experimental animals 

Male  albino  rats  of  wistar  strain  weighing  between  150‐200gm 
were used, the animals were fed with commercial rat  feed pellets 
(Amrut  laboratory  animal  feed  Ltd,  Bangalore)  and  were  given 
water ad  libitum. Animals were housed in plastic cages with filter 
tops  under  controlled  conditions  of  12:12  light  dark  cycle,  50% 
humidity and 28 ۫ c. All animal experiments and maintenance were 
carried  out  according  to  the  ethical  guidelines  suggested  by  the 
IAEC  of  Ultra  college  of  pharmacy,  Madurai.  (Approval  no. 
890/ac/05/CPCSEA) 

Pharmacological screening for anti urolithiatic activity 

Animals  were  divided  in  to  five  groups  containing  six  animals  in 
each group. Group  I  served as normal  control and received regular 
rat  food  and  drinking water ad  libitum.  Ethylene  glycol  (0.75%)  in 
drinking water was fed to Group II‐V for induction of renal calculi till 
28th  day.  Group  II  served  as  lithiatic  control  and  received  vehicle 
1%tween  80,  Group  III  received  standard  antiurolithiatic  drug, 
cystone  (750mg/kg)  from  15th  day  till  28th  day  [9,10].  Group  IV 
received     aqueous extract H. spinosa (200mg/kg) from 15th day till 
28th day and served as curative regimen. Group V received   aqueous 
extract H. spinosa (200mg/kg) from 1st day till 28th day and served as 
preventive  regimen.  All  drugs were  given  once  daily  by  oral  route 
using gastric tube. On day 28 animals of all the groups were kept in 
metabolic  cages  and  urine  samples  were  collected  for  24h  and 
analyzed  for  calcium,  magnesium,  oxalate,  inorganic  phosphate, 
protein  and  creatinine  using  standard  methods  2,11‐14.  The  serum 
creatinine levels and urinary output  volumes of all groups were also 
noted. 
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Table1: Effect of  aqueous extract of Hygrophila spinosa on Urinary biochemical parameters of urolithiatic rats 

 

Group I Normal control  Group II Lithiatic control  Group III Cystone treated Group IV Curative 
regimen 

Group V Preventive 
regimen 

Fig. 1:  Effect of Hygrophila spinosa on urinary outputs of urolithiatic rats. Values are expressed as ml/24h. 
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Fig. 2:  Histopathology of urolithiatic rats Kidney 

Histopathological studies 

 To  confirm  the  incidence  of  lithiasis,  the  animals  were  sacrificed 
and  their  kidneys were  isolated  and  subjected  to  histopathological 
studies. The kidneys were washed, weighed and  fixed  rapidly with 
10%  neutralized  formalin  (pH7.4),  and  soaked  in  paraffin,  cut  at 
5µm  intervals  and  the  slices  were  stained  with  hematoxylin  and 
eosin.  Tissue  slices  were  photographed  using  optical  microscopy 
and observed the pathological changes 15. 

Statistical analysis 

The  results  were  expressed  as  mean±SD.  Statistical  analysis  was 
performed  by  ANOVA  test  for  multiple  comparisons  followed  by 
Dunnett’s test and P<0.05 was considered as significant. 

RESULTS 

The  preliminary  phytochemical  screening  of  the  H.  spinosa  drug 
showed the presence of Alkaloids, phytosterols, mucilage and  fixed 

oil. The urinary output of the control and experimental rats on day 
28  are  shown  in  Fig1.  The  urinary  volume  of  normal  rats  was 
5.72±0.13    ml/day/rat whereas in the ethylene glycol alone treated 
rats  it  was  statistically  reduced  (P<0.01)             
3.51±0.11ml/day/rat.  However  in  the  extract  treated  curative  and 
preventive  regimen  groqups,  the  urinary  outputs  increased 
significantly  (P<0.01)  to5.02±0.17  and  5.11±0.03ml/day/rat 
respectively.  The  chronic  administration  of  0.75%v/v  ethylene 
glycol aqueous solution to male rats resulted in hyperoxaluria. And 
the calcium, Oxalate, phosphate and protein excretion were grossly 
increased.  However,  supplementation  with  H.spinosa  significantly 
(P<0.01)  lowered the elevated levels of calcium, oxalate, phosphate 
and  protein  excretion  in  urine  of  curative  and  preventive  regimen 
groups.  

Contrary to this,  in  lithiatic control group the magnesium excretion 
was  gradually  decreased  following  ethylene  glycol  treatment. 
Subsequent administration of  the extract enhanced  the magnesium 

Urinary excretion level 
(mg/24h)) 

Treatment Groups 
Group I Normal 
control 

Group II Lithiatic 
control 

Group III 
Cystone treated 

Group IV  
Curative regimen 

Group V Preventive 
regimen 

Calcium   4.9±0.37  10.98±0.28a  5.9±0.21** 6.38±0.11**  5.83±0.17**
Oxalate   0.46±0.05  2.22±0.33 a 0.76±0.03** 0.78±0.08**  0.67±0.02**
Phosphate   5.9±0.13  11.25±0.24 a  7.05±0.18**  7.75±0.13**  7.3±0.26** 
Magnesium   0.96±0.01  0.47±0.02 a  0.9±0.02**  0.87±0.06**  0.89±0.07** 
Protein  3.05±0.12  6.84±0.15 a 3.65±0.21** 3.87±0.06**  3.29±0.25**

Values are expressed as Mean±SD for six animals in each group, One way ANOVA followed by Dennett’s test.**‐ p<0.01, Values are significantly 
different from Lithiatic control group.a‐ p<0.01, Values are significantly different from Normal control group. 

 
Table 2:  Effect of  Hygrophila spinosa on urinary and serum Creatinine levels of urolithiatic rats 

Treatment groups  Serum Creatinine (mg/dl)  Creatinine clearance (ml/min) 
Group I  0.57±0.01  0.66±0.03
Group II  1.94±0.2 a  0.04±0.001a 
Group III  0.59±0.21**  0.57±0.01** 
Group IV  0.65±0.12**  0.52±0.13** 
Group V  0.60±0.03**  0.58±0.05**

Values are expressed as Mean±SD for six animals in each group, One way ANOVA followed by Dennett’s test.**‐ p<0.01, Values are significantly 
different from Lithiatic control group. a‐ p<0.01, Values are significantly different from Normal control group.  
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excretion  significantly  (P<0.01)  in  both  regimens  (Table  1).  The 
creatinine  clearance  of  lithiatic  control  rats were  decreased,  but  it 
was improved significantly (P<0.01) in standard and extract treated 
groups.  The  data  on  serum  analysis  showed  significant  increase 
(P<0.01)  in  creatinine  levels  in  litiatic  control  rats when compared 
to normal rats. After treated with H.spinosa, serum creatinine levels 
were restored to normal limits (Table 2).  Histopathological studies 
of kidneys clearly revealed that the tissue samples from the control 
group  shows  tubules with  single  epithelial  lining  along  the margin 
and were of normal size. In  lithiatic control, all  the tubules  showed 
the  presence  of  crystals,  there was marked  dilation  of  the  tubules 
and  total  degeneration  of  epithelial  lining  with  infiltration  of 
inflammatory  cells  in  to  the  interstical  space. But kidney  specimen 
from standard and extract treated groups showed characters similar 
to the normal control group (Figure2).  

DISCUSSION 

It has been well documented that calculi disease affects 12% of the 
world  population.  The  disease  is  frequently  rising  in  the  western 
countries, attributed to their life style and dietary habits  [16]. Herbal 
drugs  claim  many  promising  remedies  in  urolithiasis.  Systematic 
and scientific evaluation has been done only few. An attempt is made 
in  this  direction  using  H.  spinosa.  In  the  present  study,  male  rats 
were  selected  to  induce  urolithiasis  because  the  urinary  system  of 
male rats resembles that of humans 17 and also earlier studies have 
shown  that  the  amount  of  stone  deposition  in  female  rats  was 
significantly less 18.  

Urinary super saturation with respect to stone‐forming constituents 
is  generally  considered  to  be  one  of  the  causative  factors  in 
calculogenesis.  Administration  of  ethylene  glycol  (0.75%,  v/v)  to 
young  male  albino  rats  for  14  day  period  forms  renal  calculi 
composed mainly  of  calcium oxalate.  The  biochemical mechanisms 
for  this  process  are  related  to  an  increase  in  the  urinary 
concentration  of  oxalate.  Stone  formation  in  ethylene  glycol  fed 
animals  is  caused  by  hyperoxaluria,  which  causes  increased  renal 
retention and excretion of oxalate [19].  

It has been reported that the kidneys are the principle target organ 
for ethylene glycol toxicity and administration of ethylene glycol for 
more  than  4  weeks  resulted  in  insignificant  urinary  oxalate 
excretion and deposition of crystals in kidney 20, hence in our study 
ethylene  glycol  was  chosen  to  induce  lithiasis.  Following  the 
induction  of  lithiasis  the  urinary  volume  and  composition  were 
found  to  be  altered.  In  our  study  also  the  urinary  output  was 
markedly  decreased  in  lithiatic  control  rats  on  day 28,  however  in 
plant  extract  and  standard  treated  rats  the  urinary  volumes  were 
increased  when  compared  to  that  lithiatic  Group.  This  suggested 
that  extract  might  have  mild  diuretic  effect.  Following  ethylene 
glycol  administration  the  excretion  of  calcium,  oxalate,  phosphate  
and protein were found to be increased in    lithiatic group   while  in  
standard,  curative  and  preventive  groups  these  levels  were 
significantly decreased (P<0.01).   

On  contrary  to  this  the magnesium  level was  decreased  in  lithiatic 
group  while  in  standard  and  extract  treated  groups  those  levels 
were increased significantly (P<0.01). The serum creatinine levels of 
extract  treated  rats  restored  to  normal  limits  and  the  creatinine 
clearance was also found to be improved.  

The  findings  of  the  histopathological  studies  suggested  that  no 
microcrystalline  deposition  and  kidney  damage  in  the  H.  spinosa 
extract treated groups. All these observations enabled us to confirm 
the inhibitory and curative potential of H.spinosa on ethylene glycol‐
induced lithiasis. The alkaloids, phytosterols, mucilage and fixed oil 
in aqueous extract may be the reason for antilithiatic activity against 
ethylene  glycol  induced  lithiasis.  In  conclusion,  the  plant H.spinosa 
has both prophylactic as well as curative property  in urolithiasis of 
rats. These  finding  ,  thus prompt  the necessity  for  further  study  to 
carry  out  the  antilithiatic  effect  of  H.  Spinosa  by  isolation  of 
constituents   and  find out  the actual constituent  that active against 
stone formation. By which more effective treatment for lithiasis with 
Hygrophila spinosa can be achieved. 
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