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RESUMEN

La hiperplasia prostatica benigna, enfermedad comun en hombres mayores de 50
afos de edad, se caracteriza por el crecimiento incontrolado de la glandula
prostatica y la presencia de sintomas del tracto bajo urinario. El estrés oxidativo ha
sido recientemente asociado con la causa de esta enfermedad. El D-004, extracto
lipidico del fruto de la Roystonea regia, ha mostrado reducir la hiperplasia
prostatica inducida por testosterona en roedores y producir efectos antioxidantes in
vitro e in vivo, pero sus efectos sobre las enzimas del sistema antioxidante
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enddgeno no han sido estudiados. Este trabajo investigd los efectos del tratamiento
oral con D-004, durante 14 dias, sobre las enzimas superoéxido dismutasa y
catalasa en ratas con hiperplasia prostatica inducida por testosterona. Los animales
se distribuyeron en 4 grupos: un control negativo y tres inyectados con
testosterona: uno tratado con el vehiculo (control positivo) y dos con D-004 (400 y
800 mg/kg, respectivamente). Se determind la capacidad antioxidante total del
plasma y las actividades de las enzimas superéxido dismutasa y catalasa en
eritocitos lisados y plasma, respectivamente. El tratamiento oral con D-004 (400 y
800 mg/kg) previno de modo marcado y significativo el agrandamiento de la
prostata inducido con testosterona en ratas, y aumenté significativamente la
capacidad antioxidante del plasma y la actividad de la catalasa, sin modificar la
actividad de la superéxido dismutasa. Estos resultados sugieren que la actividad
antioxidante del D-004 esta relacionada, al menos parcialmente, con la
estimulacién de algunas enzimas del sistema antioxidante enddgeno.

Palabras clave: D-004, hiperplasia prostatica, antioxidantes enddgenos, estrés
oxidativo, ratas.

ABSTRACT

Benign prostatic hyperplasia, a common disease in men aged over 50 is
characterized by uncontrolled growth of prostatic gland and the presence of low
urinary tract symptoms. The oxidative stress has been recently associated with the
disease cause. The D-004, a lipid extract from Roystonea regia, reduces the
prostatic hyperplasia induced by testosterone in rodents and to produce in vitro and
in vivo antioxidant effects nut its effects on endogenous antioxidant4e system
enzymes haven't been studied. Present paper researched the effects of D-004 oral
treatment over 14 days on dismutase and catalase superoxide enzymes in rats with
prostatic hyperplasia induced by testosterone. Animals were randomized distributed
into 4 groups: a negative control ant three-testosterone injected: one treated with
the vehicle (positive control) and two with D-004 (400 and 800 mg/kg,
respectively). The plasma total antioxidant ability was determined as well as the
activity of catalase and dismutase superoxide enzymes in lysed erythrocyte and
plasma, respectively. D-004 (400 and 800 mg/kg) oral treatment markedly and
significantly prevented the prostate enlargement induced with testosterone in rats
and increased very much the plasma antioxidant activity and of catalase, without
modify the superoxide dismutase. These results suggest that D-004 antioxidant
activity is partially related to stimulation of some enzymes of the endogenous
antioxidant system.

Key words: D-004, prostatic hyperplasia, endogenous antioxidants, oxidative
stress, rats.

INTRODUCCION

El estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre los factores pro-oxidantes
y antioxidantes debido a un aumento de los primeros y/o una reduccién de los
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segundos. Dentro de los agentes pro-oxidantes se encuentran los radicales libres de
oxigeno, los cuales provocan reacciones en cadena que producen dano oxidativo a
diferentes moléculas como lipidos, proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, entre
otras. Estas reacciones pueden ser contrarrestadas por la accién del sistema
antioxidante endégeno.!™

La hiperplasia prostatica benigna (HPB), enfermedad comdn en hombres mayores
de 50 anos de edad; se caracteriza por el crecimiento no maligno e incontrolado de
la gldndula prostatica que se acompafia de sintomas del tracto bajo urinario.? El
agente causal de esta enfermedad es multifactorial y se asocia a cambios
hormonales en el hombre que envejece, como al aumento de la actividad de la
enzima 5a reductasa prostatica,”y al aumento de la expresién de los
adrenoreceptores (ADR) a1l en vejiga y prdstata.® Sin embargo, recientemente ha
sido suggrido que el estrés oxidativo también se encuentra asociado a la causa de
la HPB.”

El D-004, extracto lipidico obtenido del fruto de la palma real cubana (Roystonea
regia), consiste en una mezcla de acidos grasos, entre los cuales el acido laurico,
miristico y palmitico son los mas abundantes. El D-004 ha mostrado prevenir la
hiperplasia prostatica inducida por testosterona (T)° pero no por dihidrotestosterona
(DHT) en roedores,'° e inhibir competitivamente la actividad de la 5a reductasa
prostatica in vitro,*! asi como antagonizar in vitro e in vivo las respuestas mediadas
por los ADR-a1.!?

Por otra parte, el D-004 (0,9-1000 mg/ml) inhibio la peroxidacién lipidica in vitro
inducida por diferentes agentes en fracciones microsomales de higado y cerebro de
ratas,'® y su administracién por via oral (400 mg/kg) a ratas a las que se les habia
realizado ovariectomia redujo las concentraciones de malondialdehido (MDA) en
plasma e incrementé la capacidad antioxidante total del plasma (CATP).* Los
efectos antioxidantes del D-004 también han sido demostrados especificamente en
homogenato de prdéstatas, al reducir las concentraciones in vitro e in vivo de
marcadores de la peroxidacidn lipidica en tejido prostatico de ratas normales®® y de
ratas con hiperplasia prostatica inducida por T.'® Un estudio reciente demostré que
el tratamiento por via oral con D-004 (360 mg/dia) produjo efectos antioxidantes
sobre diversos marcadores oxidativos en el plasma de hombres sanos.’

Ha sido demostrado que en pacientes con HPB se produce un aumento de la
peroxidacion lipidica y una disminucidn en la actividad de dos enzimas
antioxidantes enddgenas: la superdxido dismutasa (SOD)*®y la catalasa (CAT
medidas en eritrocitos y en plasma, respectivamente. Dichas enzimas forman parte
de una secuencia de reacciones que permiten la eliminacion del radical superoxido
convirtiéndolo en H,0, y H,0 mediante la accién de la SOD y la destoxificacién del
H,O, por la CAT, de esta forma se evita la la formacion del radical ‘OH, mucho mas
reactivo.?®

)19

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este trabajo consistio en
evaluar los efectos del D-004 sobre la SOD en eritrocitos, la CAT plasmatica y la
CATP en ratas con hiperplasia prostatica inducida por T, para explorar si el
tratamiento estimula componentes de la respuesta antioxidante enddgena.

METODOS

Animales
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Se utilizaron ratas Wistar machos (150-200 g de peso corporal) provenientes del
Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La
Habana, Cuba), las cuales se adaptaron 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 realizo de acuerdo con los principios éticos y las regulaciones establecidas por
las Buenas Practicas de Laboratorio vigentes en la Republica de Cuba vy los
procedimientos del Centro de Productos Naturales (CPN).

Administracion y dosificacion

El lote de D-004 (que contenia acido laurico 30,2 %, acido oleico 29,7 % y acido

miristico 10,4 % como los componentes mas abundantes) fue suministrado por el
Departamento de Quimica del Centro de Productos Naturales (Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas, La Habana, Cuba).

El D-004 fue administrado en forma de emulsién en Tween 65/H,0 (2 %), y el
propionato de T (Industria Medico Farmacéutica, IMEFA, Ciudad de La Habana,
Cuba) se diluyo en aceite de soya.

Tras culminar la cuarentena las ratas se distribuyeron aleatoriamente (10
ratas/grupo) en 4 grupos: un control negativo, inyectado por via s.c. con aceite de
soya y tratado oralmente con el vehiculo Tween 65 (2 %), y 3 grupos inyectados
con T: uno control positivo tratado con el vehiculo y dos con D-004 (400 y 800
mg/kg/dia, respectivamente) mediante entubacion gastrica (5 mL/kg), durante 4
semanas. Las dosis ensayadas fueron seleccionadas por ser las dosis efectivas en
experimentos anteriores.'%!>

La induccién de la hiperplasia prostatica en ratas se realizé mediante la inyeccion
por via s.c. diaria de propionato de testosterona (3 mg/kg) durante 14 dias.’

Determinacion del peso corporal y prostatico

El peso corporal (PC) fue controlado el dia previo al inicio del tratamiento (basal) y
semanalmente, en balanza rapida Sartorious.

Al término del estudio y 24 h tras la Gltima administracion las ratas se anestesiaron
en atmodsfera de éter y se desangraron por la aorta abdominal, su abdomen fue
abierto mediante una incisién en la linea media ventral, y su préstata fue separada
de la vejiga y pesada en balanza Sartorious.

Muestras

Las muestras de sangre se colectaron en tubos a los cuales se afiadié previamente
una solucién de EDTA al 10 % (concentracién final: 1 mg/mL de sangre). El plasma
se obtuvo por centrifugacién a 3 000 rev/min™! durante 10 min, y se almacend a -
20 °C hasta su utilizacion.

La determinacion de la CATP se realizd con el juego de reactivos de la firma Randox
(NX2332), en el cual la captacion de los radicales se mide a través de la
disminucién del color que se produce al generarse el catién ABTS+ en el medio de
reaccion, producto de la reaccion de la peroxidasa (metamioglobina) y el H,0,. La
intensidad de color generado se midié a 600 nm y los valores de CATP se
reportaron en uM. Las determinaciones se realizaron por duplicado para cada
muestra.
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La actividad de la SOD se determindmediante el juego de reactivo Randox SD125
que se basa en la reaccién de xantina y xantina oxidasa con formacién de color.
Para ello se tomaron 0,5 mL de sangre total con anticoagulante (EDTA) y se
centrifugd 10 min a 3 000 rev/min™*. El plasma se decantd y los eritrocitos se
lavaron 4 veces con 3 mL de solucion de NaCl (0,9 %) y se centrifugaron después
de cada lavado. La lisis de los eritrocitos se produjo mediante la adicion de 2 mL de
agua destilada fria y colocandose durante 15 min a 4 °C. Seguidamente, esta
preparacion de eritrocitos lisados se diluyd 50 veces con 0,01 mol/L de solucion
amortiguadora fosfato (pH= 7) para alcanzar porcentajes de inhibicion entre 30 y
60 %. El factor de dilucion final fue de 200.

La actividad de la CAT se determiné por el método modificado de Aebis (1974)%! en
el que se monitorea la desaparicion del peroxido de hidrégeno a 240 nm durante 5
min en espectrofotémetro. A 10 puL de muestra se afadi6 2,89 mL de 50 mmol/L de
solucion amortiguadora fosfato de potasio (pH= 7,4). La reaccion se inici6 al
adicionar 0,1 mL de perdxido de hidréogeno, para un volumen final de 3 mL a 25 °C.
La actividad se calculd por el coeficiente de extincién molar (43,6 x 107).

Analisis estadistico

Las comparaciones entre grupos se realizaron con el ensayo de Kruskal Wallis
(comparaciones entre todos los grupos) y la prueba de la U de Mann Whitney
(comparaciones versus grupo control). A priori se establecié un nivel de
significacion o = 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

La tabla 1 muestra el efecto del tratamiento con D-004 sobre el agrandamiento de
la prostata en ratas inyectadas con T. La inyeccion por via s.c. de T aumento
significativamente (p< 0,001) el peso de las préstatas (PP) y la relaciéon PP/PC con
respecto al grupo control negativo, efectos que fueron significativamente (p < 0,01)
reducidos por el tratamiento con D-004 (400 y 800 mg/kg/dia) con relacién al
grupo control positivo. La dosis de 400 mg/kg/dia se comporté como la dosis
maxima efectiva puesto que la dosis de 800 mg/kg/dia no produjo un efecto
adicional. Ningun tratamiento afecto el PC.

La tabla 2 resume los efectos del D-004 sobre la CATP y sobre las actividades de la
SOD y la CAT, variables que disminuyeron significativamente (p < 0,05) en el
grupo control positivo en relacion con el control negativo. Los decrementos en la
CATP y en la actividad de la CAT, pero no el de la SOD, fueron prevenidos por el
tratamiento por via oral con D-004. Asi, el tratamiento con D-004 (400 y 800
mg/kg/dia) aumentd de modo marcado vy significativo (p< 0.05) la CATP (81,8 y
77,2 %, respectivamente) y la actividad de la CAT (100 y 92,3 % respectivamente)
con respecto a los valores del control positivo.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que el tratamiento por via oral con
D-004 (400 y 800 mg/kg) durante 4 semanas, no solo previno el agrandamiento de
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las prostatas en ratas con hiperplasia prostatica inducida con T, sino de modo
marcado vy significativo (p < 0,05) la reduccién de la CATP del plasma y de la
actividad de la CAT plasmatica, sin modificar la actividad de la SOD en eritrocitos
lisados.

Estudios experimentales previos han demostrado los efectos antioxidantes del D-
004 sobre tejido prostatico de ratas normales o con hiperplasia prostatica inducida
por T,° lo que sugiere que tal efecto pudiera contribuir a sus efectos beneficiosos
sobre la HPB teniendo en cuenta que el estrés oxidativo también se encuentra
asociado a la causa de la HPB.”® Hasta el presente, sin embargo, no se habia
establecido si el efecto antioxidante del D-004 involucra un aumento de la actividad
de las enzimas antioxidantes, aspecto que representd el objetivo de este estudio.

En el presente estudio, como era esperado, la inyeccién por via s.c. de T aumento
significativamente (p < 0,001) el PP y la relacién PP/PC con respecto al control
negativo, lo que indica asi la validez del modelo experimental. Ya que ha sido
demostrado que en pacientes con HPB existe un aumento de los marcadores
plasmaticos de la peroxidacion lipidica y una reduccién de las actividades
enzimaticas de la SOD eritrocitaria y la CAT plasmatica,'®!® resultan consistentes
las reducciones de las actividades de la CAT y la SOD observadas en las ratas con
hiperplasia prostatica inducida por T con respecto a los controles negativos.

El tratamiento por via oral con D-004 (400 y 800 mg/kg) durante 14 dias redujo
significativamente el aumento del PP (69,8 y 67 % respectivamente) asi como la
relacion PP/PC (65,9 y 64,9 % respectivamente) con respecto al grupo control
positivo. Ya que el tratamiento con D-004 no afectd el PC de los animales, la
disminucién de la relacion PP/PC se debe a la reduccién del PP causada por el D-
004.

Ademas, el tratamiento con D-004 (400 y 800 mg/kg) previno marcada y
significativamente (p < 0,05) los decrementos de la CATP y de la actividad de la
CAT, pero no de la actividad de la SOD, inducidos por la inyeccion de T. El aumento
de la CATP plasmatica aqui mostrado resulta consistente con los resultados de
estudios previos realizados in vivo en ratas'® y en hombres sanos,'” mientras que el
aumento de la actividad de la CAT con respecto al control positivo y la ausencia de
efecto sobre la SOD son referidos por primera vez.

Teniendo en cuenta que la HPB involucra procesos inflamatorios en los cuales el
reclutamiento de los leucocitos polimorfonucleares y/o la formacion de leucotrienos
y prostaglandinas propician la formacion de especies reactivas de oxigeno como O,
, H,0, y ‘OH,*! las que se detoxifican entre otras por las enzimas SOD y CAT, el
aumento de la actividad de la CAT inducido por el D-004 podria implicar un
aumento de la detoxificacion de las especies reactivas de oxigeno que contribuyera
a compensar el aumento del estrés oxidativo inducido por la T, ya que esta enzima
es capaz de convertir el H,0, en H,0 y O, y los perdxidos e hidroperdxidos téxicos
en sus correspondientes alcoholes menos toxicos y en H,0, por lo cual desempefia
una funcidn relevante en la defensa antioxidante del organismo frente a los efectos
deletéreos de las especies reactivas de oxigeno.?®?! La CAT, enzima que metaboliza
los peroxidos e hidroperdxidos lipidicos toxicos que se generan a partir del dano
que los radicales -OH producen sobre los lipidos de las membranas celulares, es
altamente eficiente, ya que no puede ser saturada por el H,0, a ninguna
concentracion, pero si se satura, sin embargo, con la sobreproduccion de perdxidos
e hidroperdxidos lipidicos.'’

Estudios previos han demostrado la capacidad in vitro del D-004 para secuestrar al
radical hidroxilo (‘OH),* efecto referido también para acidos grasos saturados e
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insaturados de similar largo de cadena.?*?? Por tanto, el efecto del D-004 sobre la
actividad de la CAT podria generarse de modo indirecto, al reducir las cantidades de
productos téxicos (peroxidos e hidroperoxidos lipidicos) debido a su accién
secuestradora de radicales ‘OH, lo que permitiria que la enzima no se saturase y se
mantenga activa en condiciones de aumento del estrés oxidativo, como ocurre en el
modelo de hiperplasia prostatica por T.

El hecho de que la actividad de la SOD no fuera modificada por el D-004 concuerda
con resultados previos en que la adicion in vitro de D-004 a microsomas de ratas
no fue capaz de secuestrar el anidon superdxido,'* lo cual sugirié una posible
saturacion de la enzima. No obstante, teniendo en cuenta que la actividad de la
SOD eritrocitaria refleja la de la SOD citoplasmatica histica, no la de la SOD
mitocondrial, estos resultados no permiten descartar que el tratamiento oral
modifique esta ultima. Es de interés, por tanto, que estudios ulteriores investiguen
los efectos del tratamiento oral con D-004 sobre la actividad de las enzimas del
sistema antioxidante enddgeno en diferentes tejidos, incluido el prostatico,
abordando su posible efecto sobre la SOD mitocondrial.

En conclusién, la administracién oral de D-004 (400 y 800 mg/kg) durante 2
semanas a ratas con hiperplasia prostatica inducida con T, previno de modo
marcado y significativo (p < 0,05) la reduccién de la capacidad antioxidante total
del plasma y de la actividad de la CAT plasmatica, sin modificar la actividad de la
SOD en eritrocitos lisados. Estos resultados sugieren que la actividad antioxidante
del D-004 involucra, al menos parcialmente, la estimulacién de algunos de los
componentes del sistema antioxidante enddgeno.
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Tabla 1. Efecto del 0-004 sobre el PP v |3 relacion PP/PC en ratas con hiperplasia prostatica

Inhibician Inhibician
Tratamiento PC (g} PP {mg) (9% PR/PC (11079 (9%
Contral (-} 335,5 + 12,83 377,6 + 24,53 - 1,14 + 0,10 -
Control (+) 07,5 + 13,41 | 543,09 + 47,41%** - 2,11  0,15%** -
DO04 (400 mgskg) | 309,2 + 6,86 461,1 + 21,5 69,8 1,47 + 0,08+ 65,3
D004 (800 mg/kg) | 315,8 = 7,70 469,0 £ 15,4%F 67 1,48 £ 0,03+ fi4,9

(Media £ EEM),
®*%n < 0,001, Comparacion grupos tratados s, grupo control (=),

++p < 0,01, Comparacian vs, grupa control {+).
Prueba de la U de Mann Whitney,
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Tabla 2. Efecto de la administracion por via oral del D-004 sobre Ja.CATP v sobre las actividades
enzimaticas de J3. 500 y CAT medidas en eritrocitos y plasma respectivamente de ratas con
hiperplazia prostatica
CATP Inhibicion 50D Inhibicion | CAT{UL/min | Inhibician
Tratamiento (mmol/L) {%) (Ufg de Hb) (%) mgp) x10°t (%)
Contral (=) 0,58 0,06 - 71,54 3,50 - 1,21 0,09 -
Contral (+) 0,36 + 0,05* - 60,76 + 2,29* - 0,62 £ 0,07* -
0004 (400 mg/kg) | 0,54 £ 0,02* 81,8 60,47 £ 1,35 0 1,23 £ 0,14" 100
D004 (800 mg/kg) | 0,53 + 0,03 77,2 61,17 £ 0,87 3,8 1,18 £ 0,96% | 923
(Media £ EEM),
" < 0,08, Comparacion grupos tratados vs, grupo control (-),
*p £ 0,08, Comparacion vs. grupa cantral {+),
Prueba de |3l de Mann Whitney,
230
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