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RESUMEN

Se evalué la toxicidad aguda oral y la actividad antimicrobiana de una mezcla de
aceites de higado de tiburoén, de las especies Rhincodon typu (tiburdn ballena) y
Galeocerdo cuvier (tiburdn tigre), que habitan en zonas aledafas a las costas del
litoral norte occidental de Cuba, para su posterior uso farmacéutico, debido a que
presenta un alto contenido de vitaminas y de acidos grasos, que le confieren
actividad antioxidante y antiinflamatoria. El estudio de la toxicidad aguda oral
demostrd que la mezcla de aceites de higado de tiburones, no provocé alteraciones
macroscopicas en los érganos extraidos, ni sintomas toxicos severos, ni mortalidad
de ninguno de los animales empleados en el estudio a la dosis de 20 mL/kg. Los
resultados del estudio de la actividad antimicrobiana demostraron una ligera
actividad bacteriostatica frente a K. pneumoniae; ademas una actividad antifingica
frente a Microsporum canis; y resistencia frente a C. albicans y T. mentagrophytes
a las concentraciones evaluadas.

Palabras clave: Toxicidad aguda oral, aceite de higado de tiburones, Rhincodon
typu, Galeocerdo cuvie.

ABSTRACT

The total acute toxicity and the antimicrobial activity of an oil mixtures from shark
liver of Rhicodon typu (whale-shark) and Galeocerdo cuvier (tigger-shark) was
assessed in species leaving in the adjacent costs of Cuban northern coastal for its
subsequent pharmaceutical use due to its high content of vitamins and fatty acids
and its antioxidant and anti-inflammatory activity. Study of oral acute toxicity
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demonstrated that oil mixture of shark liver hasn't macroscopic alterations in
removed organs, severe toxic symptoms and on mortality of any animals used in
study at 20 mL/kg dose. Study results of antimicrobial activity showed a slight
bacteriostatic activity against K. pneumoniae and an antifungal activity against
Microsporum canis, and a resistance against C. albicans and T. mentagrophytes at
assessed concentrations.

Key words: Oral acute toxicity, shark liver oil, Rhincodon typu, Galeocerdo cuvie.

INTRODUCCION

Los escualos (tiburones) son de gran importancia para la alimentacion, la artesania,
la preparacién de piensos, como fertilizante y también en la industria médico-
farmacéutica, se encuentran dispersos por los mares del mundo y adyacentes a las
aguas de Cuba se localizan diversas especies. El higado de los tiburones contiene
sustancias bioldgicas activas como las vitaminas, los acidos grasos poliinsaturados,
lipidos, éteres de glicerilo y el escualeno.!

Estudios realizados en Suecia, confirman que el componente principal del aceite de
higado, los alquilgliceroles, ayudan en la proteccidn contra 3 tipos de agresores
comunes: infecciones virales, bacterianas y fungicas. Brindan beneficios que se
insertan en la estimulacién del sistema inmunoldgico, incremento de anticuerpos,
trombocitos y leucocitos. En particular se ha encontrado que estos disminuyen la
mortalidad por cancer de mama y detiene la progresion de enfermedades
degenerativas. En estudios preclinicos que utilizaron escualamina se demostré su
capacidad como un nuevo tipo de inhibidor de la angiogénesis.

El aceite de higado de tiburdn se emplea en la produccion de suplementos
alimenticios. Se utiliza en la industria cosmética pues muestra propiedades
emolientes que suavizan la piel por la presencia de escualeno en su composicion. Al
contener grandes cantidades de vitamina A, tiene efectos sobre el envejecimiento,
puesto que esta vitamina actla como antioxidante y disminuye el dano de la
peroxidacidn lipidica (POL) sobre las células del organismo.?

En el presente trabajo se empled la mezcla de aceite de higados de tiburones de las
especies Rhincodon typu (tiburdn ballena) y Galeocerdo cuvier (tiburdn tigre), se
tomé 2 ejemplares de cada especie, de animales cuyo habitad era aledafio a las
costas cubanas, especificamente del litoral norte occidental.

El objetivo del presente trabajo consistio en evaluar la toxicidad aguda oral y la
actividad antimicrobiana de la mezcla de aceite de higado de tiburones de Cuba,
porque no existian evidencias de su toxicidad y su actividad antimicrobiana para su
posterior empleo en diferentes formas farmacéuticas.

METODOS
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En el presente trabajo se empled una muestra de una mezcla de aceites de higado
de tiburén, obtenida a escala de banco en el Centro de Investigaciones Pesqueras
(CIP, Cuba).

La extraccion del aceite se realizo por calor, método mas utilizado porque se
favorece la liberacion del aceite de las células hepaticas e inactiva las enzimas
lipoliticas que causan la hidrdlisis de los lipidos. Durante el calentamiento pueden
tener lugar procesos oxidativos de los lipidos debido al efecto de la temperatura, el
tiempo de calentamiento y el grado de instauracién del aceite.?

El aceite empleado en el presente estudio fue analizado desde el punto de vista
fisico, quimico y microbioldgico y comparado con aceites de tiburones capturados
en las costas centrales y occidentales los cuales no difieren (p> 0,05) en cuanto a
su composicion fisico-quimica. En el estudio de fisico-quimico realizado se constato
que era un liquido traslucido de color amarillo, con olor caracteristico a marisco;
presentaba 245,58 g de vitamina A/g de aceite, 180,47 ug de vitamina D/g de
aceite; 22,46 vitamina E/g de aceite y 31,72 % de acido palmitico.

Evaluacion de la toxicidad aguda oral

El presente estudio se realiz6 siguiendo las pautas del Consejo Canadiense para el
cuidado animal,* el mismo fue aprobado en el Comité Etico del Centro de
Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM).

En el estudio de la determinacion de la toxicidad aguda oral del aceite de higado de
tiburdn se emplearon 12 ratas Wistar hembras de peso corporal entre 150 y 200 g
procedentes de la colonia de la UCTB Control Bioldgico, las cuales fueron
mantenidas en un cuarto a temperatura controlada de 20 + 2 °C y ciclo de
luz/oscuridad de 12-12 h. La alimentacion consistio en dieta estandar para ratas y
ratones proveniente del Centro para la Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB) y agua acidulada con el fin de neutralizar la carga microbiana de esta
administrada a voluntad.

Los animales fueron distribuidos al azar en 2 grupos experimentales: tratados con
la mezcla de aceite de higado de tiburdon (6 animales) y un segundo grupo control
negativo tratados con solucion salina al 0,9 % (6 animales). Fueron identificados
individualmente para la dosificacion exacta de acuerdo con su peso corporal
mediante un sistema de marcaje con acido picrico.

La sustancia de prueba se administrd via oral mediante canula intragastrica, para lo
cual se retird la comida a los animales 16 h antes de la administracion. La dosis
administrada de la sustancia de ensayo fue de 20 mL/kg de peso corporal
correspondiente al volumen maximo de administracién. El peso corporal se registrd
al inicio, a los 7 dias y al final del experimento, observando el comportamiento del
mismo durante el estudio.

Todos los animales fueron observados cada 1 h durante las primeras 8 h,
continuando la observaciéon diariamente durante un periodo de catorce dias, se
registré cualquier sintoma toxico asi como sus manifestaciones clinicas. Al finalizar
este periodo se procedid al sacrificio por inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sodico a dosis de 80 mg/kg, posteriormente se procedid a la autopsia, efectuandose
un examen macroscopico minucioso de érganos y tejidos, con el objetivo de
determinar si existian alteraciones macroscopicas en todos los érganos del animal,
asi como sintomas téxicos severos a la dosis de administracion evaluada, para su
posterior clasificacion segun el Sistema Armonizado de la OECD (Guideline For
Testing of Chemical «Acute Oral Toxicity-Acute Toxic Class Method).”
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Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La evaluacién de la actividad antimicrobiana se realizé en 3 pasos: tamizaje
general, determinacion de la concentracion minima inhibitoria, determinacion de la
concentracion minima bactericida. El medio de cultivo para los hongos fue
subouraud dextrosa agar (oxoid, Inglaterra) y para las bacterias de triptona soya
agar (oxoid, Inglaterra). Se empled el método de las diluciones seriadas en medio
liquido y una bateria integrada por 4 microorganismos controles: Klebsiella
pneumoniae ATCC 10033, Candida albicans ATCC 10231, Trichophyton
mentagropytes y Microsporum canis. Para determinar la concentracién minima
inhibitoria (MCI) se utilizé el mismo método anterior frente a aquellas cepas que
fueron sensibles durante el tamizaje. Se trabajo en un intervalo de concentracion
entre 0,09-100 mg/mL y se incubaron a 28 y 37 °C; se analizaron a las 24 h, 48 h
y 15 dias.

Para la determinacion de la concentracion minima bactericida, el indculo empleado
fue de 10° para las bacterias y la levadura, y 10* UFC/mL para los dermatofitos;
para ello se empled el contador de colonias Gallenkamp (Inglaterra).®

Procesamiento estadistico

En el procesamiento estadistico en la evaluacion toxicoldgica fue utilizado un
analisis de varianza (ANOVA) cuyas medias fueron comparadas segun la prueba de
rangos multiples de Duncan.” Mientras que el procesamiento estadistico en la
evaluacién de la actividad antimicrobiana realizé primeramente un analisis
descriptivo en el cual se calcularon la media y la desviacién estandar para cada
concentracion de aceite empleada en el estudio. Se aplicd ademas el ensayo de
normalidad por Anderson-Darling y el ensayo de homogeneidad de varianza de
Levene. Ensayo de comparacion multiple de medias de Student-Newman-Keuls,
para determinar diferencias entre grupos. El nivel de significacion estadistica,
empleado en todos los casos, fue como minimo de p< 0,05. Los datos fueron
procesados utilizando el paquete estadistico MINITAB, version 14.0.

RESULTADOS
Evaluacion de la toxicidad aguda oral

No se observé muerte de ningan animal, en cambio si sintomas clinicos a los 5 min
de la administracién de la sustancia de prueba, estos fueron sedacién y piloereccién
donde el aceite se transpiraba a través de la piel. Cabe destacar con respecto a la
ligera sedacién observada en los animales, que este sintoma desaparecié entre las
3 0 4 h después de la administracidn, sin embargo, se mantuvo la piloereccion
durante la primera semana posterior a la administracion.

A su vez, el peso corporal se incrementé de forma significativa (p< 0,01) durante el
estudio y su comportamiento fue similar para los 2 grupos experimentales, como se
observa en la_figura.
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Fig. Comportamiento del peso corporal durante el estudio de toxicidad aguda
oral del pool de aceite de higado de tiburén.

La ganancia de peso corporal durante el estudio fue estadisticamente similar para
todos los grupos experimentales; no se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos.

En la autopsia realizada no se encontraron alteraciones macroscoépicas en ninguno
de los érganos extraidos.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Solo se encontré una ligera actividad bacteriostatica frente a K. pneumoniae (CMI=
100 mg/mL); C. albicans y T. mentagrophytes resultaron igualmente resistentes a
las concentraciones de la mezcla de aceite de higado de tiburéon evaluadas. Por el
contrario, la mezcla de aceites mostré actividad antifingica frente a Microsporum
canis, con valores de CMI= CMF= 13,8 mg/mL

DISCUSION

Evaluacion de la toxicidad aguda oral

No existen reportes en la literatura de estudios similares en aceites de higados de
tiburones de otros lugares, ni en aceites de pescados, de ahi la importancia de este
estudio.

La administracién de la mezcla de aceite de higado de tiburén no provocé la muerte
ni sintomas téxicos severos a la dosis de 20 mL/kg. A pesar de observarse en el
estudio sintomas toxicos ligeros como fueron la piloereccidn y la sedacion que
desaparecieron en el tiempo de estudio, a la observacién macroscopica de los
organicos no se observaron alteraciones en ninguno de los 6rganos extraidos. De
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acuerdo con estos resultados y tomando en consideracion los criterios para la
clasificacién de una sustancia de ensayo segun sistema de clasificacién de GHS, la
mezcla de aceite de higado de tiburdn se corresponde con la categoria 5 (no
clasifica como tdxico).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La ausencia de estudios cientificos anteriores sobre la actividad antimicrobiana del
aceite de higado de tiburdn justifica la investigacion realizada. Los resultados de la
actividad antimicrobiana del aceite va a depender de las caracteristicas especificas
de los principios activos presentes en él y de su solubilidad en los solventes
empleados para la extraccién.

La actividad del aceite frente a algunas cepas fue bacteriostatica y antifingica. No
se pueden comparar los valores de concentracion minima bactericida con los
valores de concentracién minima inhibitoria para cada cepa, por haber utilizado
métodos diferentes para ambas determinaciones.

No existieron diferencias significativas (p< 0,05) entre las medias obtenidas en el
tiempo inicial y el tiempo final de estudio.

La mezcla de aceites de higado de tiburones costeros de Cuba, presenta vitaminas
A,DyE; laAvylaD son las de mayor proporcidn;®° estos resultados se encuentran
en correspondencia con los obtenidos por Adeniyi y otros en el 2006'° al evaluar la
presencia de estas vitaminas en aceites de otras especies de tiburones, ademas de
encontrarse un alto contenido de &cidos grasos,'! escualeno, los que le confieren
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas. Estos compuestos
identificados y cuantificados en la mezcla de aceite no ofrecen toxicidad alguna
para su empleo como materia prima natural en el desarrollo de nuevas
formulaciones farmacéuticas, y posibilitan que el aceite presente actividad
antimicrobiana frente a los diferentes microorganismos evaluados. Resultando la
mezcla de aceite de tiburones costeros de Cuba un principio activo ideal para el
desarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas de origen natural.

En conclusién, la mezcla de aceite de higado de tiburones evaluadas, no provocé la
muerte, ni sintomas de toxicidad retardada severos tras la administracion oral de
20 mL/kg en ratas, correspondiéndose con la categoria 5 (no clasifica como toxico).

La mezcla de aceites mostré actividad antifingica frente a Microsporum canis; se
encontrd una ligera actividad bacteriostatica frente a K. pneumoniae y resistente a
las concentraciones de la mezcla evaluada frente a C. albicans y T.
mentagrophytes.
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