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RESUMEN

El policosanol, mezcla de alcoholes alifaticos primarios superiores obtenida de la
cera de cafia de azucar (Saccharum officinarum, L.) y el extracto de semillas de uva
(Vitis vinifera, L), producen efectos antioxidantes demostrados experimental y
clinicamente. El objetivo del trabajo consistié en comparar los efectos del
policosanol, el extracto de semilla de uva y su terapia combinada sobre marcadores
oxidativos en plasma e higado de ratas. Las ratas se distribuyeron en 4 grupos: un
control y 3 tratados con policosanol, extracto de semilla de uva y su terapia
combinada, respectivamente, todos a dosis de 25 mg/kg, durante 4 semanas. Las
monoterapias redujeron significativamente las concentraciones plasmaticas de
malondialdehido y de grupos carbonilos asociados a proteinas con respecto al
control, lo que mostré similar eficacia. La terapia combinada redujo (p < 0,001) las
concentraciones de malondialdehido mas efectivamente (p < 0,05) que cada una de

las monoterapias, y también disminuy6 (p < 0,01) las concentraciones de grupos
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carbonilos, pero no mas que las monoterapias. Cada monoterapia redujo las
concentraciones de malondialdehido generadas por el sistema oxidante espontaneo
en homogenato de higado. El efecto de la terapia combinada fue mayor (p < 0,05)
que el del extracto de semilla de uva, pero no que el del policosanol. En conclusién,
las monoterapias orales con policosanol y extracto de semilla de uva, administradas
durante 4 semanas, redujeron similarmente la peroxidacion lipidica en plasma e
higado de ratas. La terapia combinada resultd6 mas efectiva para inhibir la
peroxidacion lipidica en plasma que cada monoterapia por separado.

Palabras clave: Policosanol, extracto de semilla de uva, antioxidantes,
malondialdehido, grupos carbonilos.

ABSTRACT

The Polycosanol, a mixture of superior primary aliphatic alcohols obteined from the
sugarcane wax (Sacharum officinarum, L.) and the grape seeds extract (Vitis
vinifera, L.) produces antioxidant effects experimentally and clinically
demonstrated. The aim of present paper was to compare the effects of Polycosanol,
the grape seed extract, and its combined therapy on oxidative markers in plasma
and liver of rats. The rats were distributed into 4 groups: a control one and three
treated with Polycosanol, grape seed extract and its combined therapy,
respectively, using a 25 mg/kg dose over 4 weeks. The single-therapies
significantly reduced the plasmatic concentrations of malonyldialdehyde and of
proetin-associated carbonyl groups regarding the control, showing a similar
efficacy. Combined therapy reduced in a more effective way (p < 0,001) the
malonyldialdehyde concentrations of carbonyl groups, and also decreased (p <
0,01) the concentrations of carbonyl groups, but no more than the single-therapies.
Each single-therapy reduced the malonyldialdehyde concentrations generated by
spontaneous oxidant system in liver homogenate. The effect of combined therapy
was higher (p < 0,05) than the grape seed extract, but no more than that of
polycosanol. We concluded that oral single-therapies using polycosanol and grape
seed extract, administered during 4 weeks, decreased in a similar way, the lipid
peroxidation in plasma and liver of rats. Combined therapy was more effective to
inhibits the lipid peroxidation in plasma than each single-therapy, separately.

Key words: Policosanol, grape seed extract, antioxidants, malonyldialdehyde,
Carbonyl groups.

INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), producidas por diversos estimulos como el
propio metabolismo, pueden desencadenar un aumento de los procesos de
peroxidacion peroxidacion lipidica (PL), proteica, dafio al ADN y degeneracion
celular en diversos blancos celulares, alterando el balance redox celular y
conllevando al desarrollo del denominado estrés oxidativo.? Entre las diversas
entidades patolégicas que han sido asociadas a un aumento de los procesos
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oxidativos se encuentra la aterosclerosis, proceso que involucra un conjunto de
eventos dentro de los cuales el aumento de la PL, sus productos citotéxicos
oxidados desempefian una funcién crucial, en particular la oxidaciéon de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el espacio subendotelial que constituye un
estimulo pro-inflamatorio que propicia el desarrollo de la aterosclerosis.**

Las sustancias antioxidantes pueden inhibir o retardar estos procesos, lo que
tedricamente implica un beneficio de salud, si bien algunos estudios cuestionan tal
impacto.®®

El policosanol es una mezcla de alcoholes alifaticos primarios de alto peso molecular
purificada de la cera de la cafia de azucar (Saccharum officinarum, L) que contiene
octacosanol como componente mayoritario, y cuyos efectos antioxidantes han sido
demostrados en estudios experimentales y clinicos.”*°

Por otra parte, los extractos de semilla de uva (ESU), ricos en flavonoides (95 %),
han mostrado efectos antioxidantes en estudios in vitro e in vivo.**** El tratamiento
oral con ESU ha demostrado reducir los valores de ERO, grupos carbonilos
asociados a proteinas y aumenta los de glutation (GSH), la vitamina C y E en el
sistema nervioso de ratas viejas,** asi como incrementa la capacidad antioxidante
del plasma (CAP) en ratas,*® efectos que se han asociado a un aumento del sistema
antioxidante endégeno.*®*® Estudios clinicos han demostrado los efectos
antioxidantes del ESU,*""*® apreciandose que aumenta la CAP*’ y que reduce la
oxidacion de las LDL en fumadores.*® Por tanto, el ESU representa una buena
referencia para comparar los efectos antioxidantes de cualquier sustancia y para
investigar el beneficio potencial de administrar esquemas de administracion
combinada con otras sustancias antioxidantes sobre marcadores oxidativos.

Hasta el presente los efectos antioxidantes del policosanol y del ESU no habian sido
comparados ni se habia investigado los efectos de su administraciéon conjunta, por
lo cual el objetivo del presente trabajo consistié en comparar los efectos del
policosanol, el ESU y su terapia combinada sobre marcadores de la PL y de la
oxidacién proteica en plasma e higado de ratas.

METODOS

Animales. Se utilizaron ratas Wistar machos (150-200 g de peso corporal)
provenientes del Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, La Habana, Cuba), las cuales fueron adaptadas durante 7 dias a las
condiciones de laboratorio temperatura (25 *+ 2 °C), humedad relativa (60 %+ 10 %)
y ciclos de luz oscuridad de 12 h, con libre acceso al agua y la comida. El manejo
de los animales se realizé de acuerdo con los principios éticos y las regulaciones
establecidas por las Buenas Practicas de Laboratorio vigentes en la Republica de
Cuba y los procedimientos del Centro de Productos Naturales (CPN).

Administracion y dosificacion

El policosanol (octacosanol 63,8 % como componente principal) procedente de las
Plantas de Produccién Agrupaciéon Autopista. CNIC. Ciudad de La Habana, Cuba y el
ESU (proantocianidina 85 % como componente principal) procedente de
Blackmores (Balgowlah, Australia).
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Ambos tratamientos se administraron en forma de suspensién en goma acacia/agua
(10 mg/mL).

Tras culminar la cuarentena las ratas se distribuyeron aleatoriamente (10
ratas/grupo) en 4 grupos: un control tratado con el vehiculo, y 3 grupos tratados
con policosanol, ESU, y policosanol mas ESU, todos administrados por via oral con
una dosis diaria de 25 mg/kg mediante entubacién gastrica (5 mL/kg), durante 4
semanas.

Estudios previos han mostrado que la dosis de 25 mg/kg es una dosis subméaxima
para el efecto antioxidante del policosanol'®y del ESU (datos no publicados).

Eutanasia. Después de concluido el periodo de tratamiento, los animales fueron
anestesiados en atmoésfera de éter y desangrados por la aorta abdominal.

Muestras. Las muestras de sangre se colectaron en tubos a los cuales se afadié
previamente una solucién de EDTA al 10 % (concentracion final: 1 mg/mL de
sangre). El plasma se obtuvo por centrifugacion a 3 000 rev/min™* durante 10 min,
y se almacené a - 20 °C hasta su utilizacidon. Paralelamente se colectaron alicuotas
del tejido hepatico, de las cuales se tomaron 0,5 g para la obtenciéon del
homogenato.

Determinacién de malondialdehido (MDA). Se utilizé la técnica descrita por
Ohkawa y otros®® Se afiadieron 0,5mL de plasma, 0,2 mL de SDS (8,1 %), 1,5 mL
de &cido acético (20 %, pH 3,5) y 1,5 mL de acido tiobarbiturico (TBA) (0,8 %) y se
adiciond hidroxi tolueno butilado (BHT) (1 mM) para evitar la produccién de
peroxidaciones adicionales que podrian constituir un error en la determinacién. Las
muestras se calentaron a 95 ©C. Posteriormente, se enfriaron y se les adicion6é 5ml
de una mezcla n-butanol:piridina (15:1 v/v); se agitaron vigorosamente, se
centrifugaron a 4 000 rev/min™* durante 20 min, y se leyé a 534 nm en un
espectrofotdmetro. Las concentraciones de MDA se determinaron por una curva
patréon de bis-(dimetil acetal) MDA y se reportaron como nmol de MDA/mg de
proteina.

Determinacion de grupos carbonilos. Se utilizé la técnica descrita por Reznick y
otros.?° A un volumen de plasma equivalente a 50 mg de proteina se afiadié 4 mL
de dinitrofenilhidracina (DNFH) (10 mM)/HCI 2,5 M. Tras agitacion vigorosa, los
tubos se guardaron en la oscuridad durante 1 h. Ulteriormente, se afiadieron 5ml
de &cido tricloroacético (TCA) (10 %) y se centrifugé a 3 000 rev/min* durante 15
min. El precipitado de proteinas se lavé repetidamente (3 veces) con una mezcla de
etanol:acetato de etilo (1:1 v/v), y se disolvié en 2 mL de hidrocloruro de guanidina
(6 M). La lectura se realiz6 en espectrofotémetro a 450 nm.

Obtencion de homogenato de higado. Se pesaron 0,5 g de tejido hepatico y se
homogenizaron en solucién amortiguadora Tris (150 mM, pH 7,4).

Sistema oxidante. Se utiliz6 el sistema de oxidacidon espontanea. Para ello se
tomo una alicuota del homogenato que contenia 0,5 mg de proteina y se completé
con solucién amortiguadora Tris a volumen final 1 mL. Posteriormente las muestras
se incubaron a 37 © por 30 min y se afiadié BHT (1 mM)/EDTA (10 %). El grado de
PL se determind a través de la cuantificacion de las sustancias reaccionantes con el
acido tiobarbitdrico (SRTB) segun se describe arriba. La concentracién de proteina
se determiné por el método de Lowry modificado.?* Las determinaciones se
realizaron por triplicado.
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Analisis estadistico

Se realiz6 la prueba de Kruskal Wallis como prueba de normalidad y homogeneidad
de varianz,a y las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de
la U de Mann Whitney. A priori se establecié un nivel de significacion a= 0,05. Los
datos fueron procesados con el paquete de programas Statistic para Windows.
(Release 4.2, Stat Soft, Inc USA). Los valores se expresaron como media =+ el error
estandar de la media (EEM).

RESULTADOS

Todos los tratamientos redujeron los niveles plasmaticos de MDA y de grupos
carbonilos asociados a proteinas (tabla 1). Con respecto al control, el policosanol y
ESU (25 mg/kg), redujeron significativa (p < 0,05), pero moderadamente, las
concentraciones plasmaticas de MDA en un 25,8 y 31,4 %, respectivamente, y las
de los grupos carbonilos en un 18,8 y 20,9 %, respectivamente, mostrando similar
eficacia sobre ambas variables (tabla 1). La terapia combinada policosanol méas ESU
redujo (p < 0,01) las cifras de MDA en un 43,2 % con respecto al control, efecto
que fue mayor (p < 0,05) que el de ambas monoterapias. Las concentraciones
plasmaticas de grupos carbonilos fueron reducidos por el policosanol (p < 0,01), el
ESU (p < 0,05) y la terapia combinada (p < 0,01) en un 19,8; 20,9 y 32,8 %,
respectivamente. El efecto de la terapia combinada fue cercano a la

suma del efecto de ambas monoterapias, pero no significativamente mayor que el
de estas.

Tanto la terapia combinada como cada una de las monoterapias redujeron
significativamente las concentraciones de MDA generadas por el sistema oxidante
espontaneo en homogenatos de higado (tabla 2). El policosanol redujo (p < 0,01)
estos valores en un 27,1 % con respecto al grupo control, el ESU (p < 0,05) en un
19,1 %, y la terapia combinada (p < 0,001) en un 35,7 %. El efecto de la terapia
combinada fue estadisticamente mayor (p < 0,05) que el del ESU, pero no que el
del policosanol.

DISCUSION

E estudio realizado demuestra que administrados por via oral a dosis similares (25
mg/kg) durante 4 semanas a ratas, el policosanol y el ESU redujeron en igual
magnitud las cifras plasmaticas de MDA y grupos carbonilos, y las concentraciones
de MDA inducidos mediante la oxidacion espontanea en homogenatos de higado. La
terapia combinada policosanol mas ESU produjo un efecto moderadamente superior
a los del policosanol y el ESU en la reduccién de las cifras plasmaticas de MDA,
respectivamente, mientras sus efectos sobre la reduccion de los valores
plasmaticos de grupos carbonilos no difiri6 estadisticamente del de ambas
monoterapias. Sin embargo, sus efectos sobre las cifras hepaticas de MDA fueron
superiores a los del ESU, pero no a los del policosanol.

El hecho de que la terapia combinada haya logrado reducciones de las cifras
plasméaticas de MDA moderadamente mayores que las monoterapias es consistente
con que los mecanismos involucrados en la acciéon de ambas sustancias sobre la PL
son diferentes. En tal sentido, el policosanol reduce la oxidacién de las LDL® e
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indicadores de PL medidos en plasma y tejido de ratas, sin modificar las enzimas
antioxidantes endégenas.® En condiciones que aumentan el estrés oxidativo, como
la intoxicacion hepética inducida en ratas con CCl,, el tratamiento oral con
octacosanol (componente mas abundante del policosanol) atenud los cambios
hepaticos inducidos en ratas (aumento de lipoperdxidos y de la actividad de la
mieloperoxidasa, y reduccidon de las concentraciones de GSH y de la actividad de la
superoxido dismutasa y la xantina oxidasa), mientras su administracion a ratas
normales redujo las cifras hepéaticas de lipoperéxidos y aumenté las de GSH.**
Ademas, la administracion oral de policosanol a ratas normales durante 4 semanas
redujo las concentraciones plasmaticas de MDA y peroxidos totales, y las
concentraciones de MDA generadas enzimatica y no enzimaticamente en higado.
Esta proteccion del policosanol sobre la PL en condiciones basales no estuvo
asociada a ninguna modificacion sobre las enzimas del sistema antioxidante
endégeno.*®

Por su parte, diversos estudios sustentan que la terapia con ESU aumenta las
concentraciones de GSH, la CAP**'" y del sistema antioxidante endégeno.*>*° Asi,
existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides
(componentes mayoritarios del ESU) resulta de una combinacién de sus
propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres.?? Otros
autores se refieren ademas a la inhibicion de oxidasas, como la lipoxigenasa, la
ciclooxigenasa, la mieloperoxidasa, la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa;?®
evitando la generacion de ERO in vivo asi como de hidroperéxidos organicos. Por
otra parte, se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2,%* al mismo
tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, la catalasa
y la superéxido dismutasa.?® Sin embargo, la administracién oral de ESU durante 4
semanas a ratas normales no modificé la actividad enzimatica de la catalasa, la
GSH peroxidasa ni la GSH reductasa sugiriendo que su efecto antioxidante no se
encuentra asociado a este mecanismo, al menos en condiciones basales.?®

El hecho de que la accién antioxidante de ambas sustancias ejercida en ratas
normales no se encuentre asociada a la estimulacion del sistema antioxidante
end6geno®?® sugiere que la accién beneficiosa de la terapia combinada sobre la PL
es independiente de los efectos que sobre este sistema puedan ejercer el
policosanol y el ESU en condiciones de elevado estrés oxidativo.

El efecto beneficioso de la terapia combinada con respecto a ambas monoterapias
mostrado en el presente estudio, sugiere que el efecto antioxidante de ambas
sustancias tiene lugar por mecanismos diferentes. Teniendo en cuenta que el
secuestro de radicales libres constituye uno de los mecanismos antioxidantes
fundamentales del ESU y que la accién combinada de ambas sustancia sugiere
diferentes mecanismos de accion, los efectos antioxidantes del policosanol deben
tener lugar por mecanismos independientes al secuestro de radicales libres. Sin
embargo, el hecho de que los mecanismos antioxidantes del policosanol no hayan
sido del todo dilucidados contribuye a no contar con una explicaciéon conclusiva para
el beneficio de la terapia combinada.

Por otra parte, ambos tratamientos redujeron las cifras plasmaticas de grupos
carbonilos, lo que es consistente con resultados previos del ESU,' no existen datos
del efecto del policosanol sobre esta variable. Aunque aparentemente los efectos de
la terapia combinada fueron mejores que los de las monoterapias, la ausencia de
significacion estadistica contradice esta apreciacion, no existiendo explicacion del
por qué en este caso no se

produce un efecto parcialmente aditivo, como el observado con relacién con a las
cifras de MDA.
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El ESU representa una buena referencia para comparar los efectos antioxidantes de
cualquier sustancia, ya que su eficacia antioxidante es superior a la de
antioxidantes clasicos como la vitamina C, E y los beta-carotenos,® por lo cual el
hecho de que los efectos del policosanol, administrado a dosis similares, hayan sido
similares a los del ESU, confirma la accion antioxidante de esta sustancia.

Por otra parte, el hecho de que la terapia conjunta con ambas haya producido
efectos superiores que las monoterapias (cifras plasmaticas y hepéaticas de MDA en
relacion con ambas sustancias y al ESU, respectivamente) resulta de interés
promisorio en aras de alcanzar una mayor eficacia antioxidante, pero requiere
futuros estudios que incluyan su impacto sobre otras variables oxidativas y su
evaluacion en modelos experimentales donde se induzca el incremento del estrés
oxidativo, asi como su evaluacion en estudios clinicos.

En conclusién, la monoterapia oral (25 mg/kg) con policosanol o ESU durante 4
semanas redujo de manera similar las concentraciones plasmaticas y hepaticas de
MDA y de grupos carbonilos asociados a proteinas, mientras la terapia combinada
produjo mayores reducciones de las cifras plasmaticas de MDA, no de los grupos
carbonilos, y mayores descensos de las concentraciones de MDA en higado que el
extracto de semillas de uva.
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Tabla 1. Efecto del policosanol, el ESU vy su terapia combinada sobre las concentraciones

plasmaticas de MDa& v grupos carbonilos asociados a proteinas

Efectos sobre los walores de MDA

Tratamiento (nmol de MDA/mg de proteina) % de inhibician
Control {vehiculo? 76,22 +6,27 -
Policosanal (25mg/kg) EG6,51 & 4,04 *4 25,8
ESU (25mag/kg) 52,23 + 4,77 *@ 31,4
Policosanaol mas ESU 43,23 £ 3,60 *** 43,2

Efectos sobre los valores de grupos carbonilos
Tratamiento ‘nmol/mg de proteina) % de inhibicidn
Caontrol {vehiculo} 1,43 + 0,05 -
Policozanol {25mg/kg) 1,16+ 0,07%* 18,8
ESU (25mg/kg) 1,13 + 0,08* 20,9
Folicosanol mas ESU 0,96 +0,08%* 32,8

(Media * EEM).
*p < 0,05; ***p « 0,001, Comparacian grupos tratados vs. grupo contral,

3p = 0,05, Comparacian vs, terapia combinada,
Prueba de la U de Mann Whitney,
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Tabla 2. Efecto del paolicosanal, el ESU y su terapia combinada sobre las concentraciones de MDA

generados en homogenatos de higado por oxidacion espontanea

MDA (nmol de MDA/mg de proteina)

. . % de inhibician
Oxidacion espontanea

Tratamiento

Control {vehiculo) 46,85+ 2,95 -
Policosanol {25mg/kg) 34,15+ 1,43 ** 27,1
ESU (25mg/kg) 37,86+ 2,88 * 2 19,1
Policosanol mas ESU 30,12 £ 1,74 *¥** 35,7

(Media £ EEM).
*p < 0,05; **p « 0,01; ***p<0,001. Comparacion grupos tratados ws, grupo control.

8p « 0,05. Comparacion vs, terapia combinada.
Prueba de la U de Mann Whitney.
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