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RESUMEN

El estrés oxidativo se produce por el desbalance entre las sustancias o factores pro-oxidantes y los mecanismos de defensa antioxidantes, el
cual a su vez juega un papel importante en el desarrollo y progresion de diversas patologias. E1 D-005, extracto lipidico de los frutos de
Acrocomia crispa contiene una mezcla reproducible de acidos grasos, tales como: oleico, palmitico, latrico, miristico, palmitoleico, caprilico,
caprico, y estearico que presentan propiedades antioxidantes. El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del D-005 administrado como
dosis orales unicas sobre el incremento de indicadores de estrés oxidativo inducidos por tetracloruro de carbono (CCls) en ratas. Los
animales se distribuyeron aleatoriamente en siete grupos: un control negativo sin dafio y seis grupos a los cuales se les administré el CCly
(intraperitoneal): un control positivo tratado con vehiculo, cuatro con D-005 (5-100 mg/kg), y uno con extracto de semilla de uva (ESU)
(250 mg/kg). Los animales del grupo control positivo (con CCly) alcanzaron valores significativamente superiores de malondialdehido-
marcador de peroxidacion lipidica-, grupos sulfihidrilos-marcador de oxidacién proteica- y transaminansas séricas-marcador de dafio
hepatico- con respecto a los animales del grupo control negativo (sin dafio). E1 D-005 y el ESU previnieron marcada y significativamente
dicho incremento. En conclusion, el D-005 administrado como dosis orales unicas de 5, 25, 50 y 100 mg/kg inhibe la peroxidacion lipidica
y la oxidacién proteica, asi como el dafio hepatico inducidos por CCl,.

Palabras claves: D-005, peroxidacion lipidica, oxidacién proteica, antioxidante.

ABSTRACT

Oxidative stress is produced by the imbalance between the substances or factors pro-oxidant and the antioxidant defense mechanisms,
which in turn plays an important role in the development and progression of various pathologies. D-005, lipid extract from the fruits of
Acrocomia crispa contains a reproducible mixture of fatty acids, such as: oleic, palmitic, lauric, myristic, palmitoleic, caprylic, capric, and
stearic that have antioxidant properties. The objective of this work is to evaluate the effect of D-005 administered as single oral doses on the
increase in indicators of oxidative stress induced by carbon tetrachloride (CCl4) in rats. The animals were randomly distributed into seven
groups: a negative control without damage and six groups to which CCl4 was administered (intraperitoneal): a positive control treated with
vehicle, four with D-005 (5-100 mg/kg), and one with grape seed extract (ESU) (250 mg/kg). The animals in the positive control group
(with CCl4) reached significantly higher values of malondialdehyde-marker of lipid peroxidation-, sulfhydryl groups-marker of protein
oxidation- and serum transaminases-marker of liver damage- with respect to the animals of the negative control group (without damage). D-
005 and ESU markedly and significantly prevented this increase. In conclusion, D-005 administered as single oral doses of 5, 25, 50, and
100 mg/kg inhibits lipid peroxidation and protein oxidation, as well as CCl4-induced liver damage.

Keywords: D-005, lipid peroxidation, protein oxidation, antioxidant.
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INTRODUCCION

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) se definen como especies quimicas derivadas del
oxigeno con caracteristicas redox suficientes para ser potencialmente reactivas. (Ledn et al.
2005; Semchyshyn y Lozinska, 2012; Lushchak, 2014; Halliwell y Gutterridge, 2015).

Las ERO se generan continuamente en el organismo a partir de fuentes endogenas y
exodgenas por lo que constituyen componentes normales de células y tejidos (Leon et al. 2005;
Brandes er al. 2014; Lushchak, 2014; Halliwell y Gutterridge, 2015). Teniendo en cuenta que
las ERO tienen una alta reactividad e interaccionan con diversas estructuras celulares como
proteinas, lipidos y acido desoxirribonucleico (ADN) modificando la estructura y funcion de
las mismas (Leon et al. 2005; Nair et al. 2007); los sistemas bioldgicos han desarrollado toda
una serie de mecanismos de defensa antioxidante para prevenir la formacién de estas ERO o
disminuir su efecto perjudicial sobre la célula (De Zwart et al. 1999; Ledn et al. 2010; Li et al.
2013; Halliwell y Gutterridge, 2015; Caverzan et al. 2016).

El desbalance entre las sustancias o factores pro-oxidantes y los mecanismos de defensa
antioxidantes conlleva al estrés oxidativo (Muller e al. 2007), el cual juega un papel
importante en el desarrollo y progresion de diversas patologias (Ledn et al. 2005; Li et al.
2013; Kumar et al. 2015; Mohammad ez al. 2016).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y como parte de la adopcion de estilos de vida mas
sanos el consumo de suplementos nutricionales antioxidantes ha cobrado auge en las ultimas
décadas y la evaluacion de sustancias con potenciales efectos antioxidantes es un tema de
actualidad.

El extracto de semilla de uva (ESU) (Vitis vinifera L.) es un producto natural rico en
polifenoles, comunmente utilizado como suplemento nutricional por sus propiedades
antioxidantes. El tratamiento oral con ESU previene el dafio hepatico inducido en ratas: por
isquemia y reperfusion; con tamoxifeno y tetracloruro de carbono (CCly) (Sehirli ez al. 2008;
El-Beshbishy et al. 2010; Sharma et al. 2012). Ademas, ejerce efectos antioxidantes en plasma
y en tejido hepatico de ratas diabéticas (Chis ez al. 2009; Giribabu et al. 2015).

El D-005, extracto lipidico saponificado obtenido del fruto de la palma corojo (Acrocomia
crispa), palma endémica de Cuba, de la familia Arecaceae, contiene una mezcla reproducible
de acidos grasos, principalmente oleico, palmitico, ladrico y miristico mientras el
palmitoleico, caprilico, caprico, y estedrico se encuentran en menores concentraciones
(Gonzalez et al. 2015; Sierra et al. 2015).

Diversos estudios han demostrado que los acidos grasos poliinsaturados tales como el acido
palmitico y el linoleico tienen la capacidad de secuestrar in vitro radicales libres (Chan et al.
1996; Steenkamp et al. 2006). Por otra parte, ha sido descrito los efectos antioxidantes del
acido oleico (Duval er al. 2002). En consonancia con estas evidencias extractos de origen
natural que contienen estos acidos en su composicion quimica poseen propiedades
antioxidantes (Chan et al. 1996; Hass et al. 1999; Steenkamp ez al. 2006; Wang et al. 2010;
Menéndez et al. 2005, 2007; Oyarzabal ez al. 2019).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del D-
005 administrado como dosis orales unicas sobre el incremento de indicadores de estrés
oxidativo inducidos por CCl, en ratas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se wutilizaron ratas Wistar machos (150-250 g de peso corporal) provenientes del
CENPALAB (Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio, La
Habana), las cuales fueron adaptadas durante siete dias a las condiciones de laboratorio
(temperatura de 20 a 25 °C, humedad relativa de 60 £ 5 % y ciclos de luz/oscuridad de 12
horas) con libre acceso al agua y la comida.

El manejo de los animales se realizé de acuerdo a las normas establecidas en la “Guia Etica
para el Manejo de Animales de Laboratorio” (La Habana, Cuba, 1992) y los principios éticos
para el uso de animales de laboratorio recomendados en los lineamientos internacionales y
en la Republica de Cuba, “Principios de las Buenas Practicas de Laboratorio no Clinico de
Seguridad Sanitaria y Medioambiental del Centro para el Control Estatal de Medicamentos,
Equipos y Dispositivos Médicos 039/2004” (CECMED, 2004); asi como los aspectos
especificos plasmados en el Manual de Calidad y los Procedimientos Normalizados de
Trabajo (PNT) del Centro de Productos Naturales (CPN) perteneciente al Centro Nacional
de Investigaciones Cientificas (CNIC), La Habana, Cuba. EI protocolo del estudio fue
revisado y aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) del CPN.

Administracion y dosificacion

E1 D-005 (Lote S-190213) (Laboratorio de Quimica Farmacéutica, CPN, CNIC, La Habana,
Cuba) se prepar6é en forma de suspension en Tween-65/H,0 (2%) mientras que el ESU
(Extracts, Healing & Medicinal Herbs, Australia), utilizada como sustancia de referencia, se
disolvidé en goma acacia al 1%. Ambos tratamientos se administraron como dosis orales
Unicas (5 mL/kg).

El CCl,, sustancia inductora del dafio hepatico y del estrés oxidativo, se prepard en forma de
suspension en aceite de soya (20%) y se administrd por via intraperitoneal (1 mL/kg).

Disefio experimental

Tras culminar la cuarentena, las ratas se distribuyeron aleatoriamente en siete grupos
experimentales (10 ratas/grupo): un control negativo tratado oralmente con Tween 65/H,0
(2 %) (vehiculo) y aceite de soya (intraperitoneal) y seis grupos a los cuales se les indujo el
dafio mediante la administracion de CCl, (intraperitoneal): un control positivo tratado con
vehiculo, cuatro con D-005 (5, 25, 50 y 100 mg/kg) y uno con ESU (250 mg/kg).

La administracion de los tratamientos se realizdé una hora antes de la inducciéon del dafio
hepatico mediante una inyeccion intraperitoneal unica de CCl,. Transcurridas 18 horas los
animales se anestesiaron en atmosfera de halotano para la obtencién de las muestras.

Obtencion de las muestras

Las muestras de sangre se tomaron de la aorta abdominal y se colectaron en dos tubos: uno
con anticoagulante (acido etilendiaminotetraacético —-EDTA-) y otro sin anticoagulante”.
Posteriormente, se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min para obtener los sueros y
plasmas, los cuales se almacenaron a -20°C hasta su uso para cuantificar la actividad de las
enzimas alanino aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) asi como
variables oxidativas. Paralelamente, se colectaron muestras del tejido hepatico (0,5g) que se
homogenizaron en buffer Tris 150 mmol/L a pH 7,4 y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

v Determinacion de las concentraciones séricas de transaminasas (ALT y AST)
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Se determinaron con el juego de reactivos de la Firma Spinreact. La lectura se realiz6 a 340
nm, y los valores se reportaron como U/L.

Variables analizadas

v' Determinacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (SRATB)
Se realiz6 segun la técnica de Ohkawa et al. (1979). Para ello, la mezcla de reaccion (plasma
u homogenato de higado) se traté con 0,2 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) (8,1 %), 1,5
mL de acido acético (20 %, pH 3,5) y 1,5 mL de una solucién acuosa de acido tiobarbiturico
(0,8 %) y se calentd a 95 °C. Con el objetivo de evitar la produccion de peroxidaciones
adicionales que pudieran constituir un error en la determinaciéon durante el proceso de
calentamiento se adiciond hidroxi tolueno butilado (1 mmol/L) al medio. Después de
terminar este paso, las muestras se enfriaron y se les adicion6 5 mL de una mezcla n-
butanol:piridina (15:1 v/v). Posteriormente, se agitaron vigorosamente con la ayuda de un
vortex, se centrifugaron a 4000 rpm durante 20 min, se tomo la capa organica y se leyd su
absorbancia a 534 nm en un espectrofotometro. Para los calculos de los niveles de SRATB se
construyé una curva patron con MDA bis (dimetil acetal). Los valores de MDA se
reportaron como nmol de MDA /mg de proteina.
La concentracion de proteina se determiné por el método de Lowry modificado (Marxwell et
al. 1978).

v" Determinacion de grupos sulfihidrilos (SH)

Se realiz6 mediante la técnica descrita por Hu (1994), para lo cual se tom6 una alicuota de
200 uL de la muestra (plasma u homogenato de higado), se le afiadi6 600 puL de buffer TRIS-
EDTA 20 mmol/L pH 8,2, 40 uLL de acido 5,5-ditio-bis- (2-nitrobenzoico) —-DTNB- 10
mmol/L y 3,16 mL de etanol absoluto. Se incubd 20 min a temperatura ambiente y
posteriormente se centrifug6é a 3000 g por 10 min. La absorbancia del sobrenadante se leyo a
412 nm. Se hizo un blanco con DTNB y el total de grupos SH se calcul6 usando una
absortividad de 13,600 cm™M™! y se expres6 en mmol/L.

Manejo de datos y Analisis Estadistico

Las comparaciones con el control se realizaron mediante la prueba no paramétrica de la U de
Mann Whitney. A priori se estableci6 un nivel de significacion a= 0,05. Los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando el paquete comercial Statistic para Windows (Release
6.0; StatSoft, Tulsa, OK, USA).

El analisis de relacion dosis/efecto se realizd mediante el método de regresion lineal y
correlacidn utilizando el programa Origin 8.0 (Origin Lab Corporation; USA, Version 8).

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los efectos de la administracion de dosis orales tnicas de D-005 (5-100
mg/kg) sobre los niveles séricos de las transaminasas (ALT y AST). Los animales del grupo
control positivo (con CCl,) alcanzaron valores significativamente superiores con respecto a
los animales del grupo control negativo (sin dafno). Las dosis de D-005 comprendidas entre
25 y 100 mg/kg redujeron marcada y significativamente la actividad de ambas enzimas,
mientras la dosis de 5 mg/kg no produjo efectos significativos sobre estas variables. El efecto
fue dependiente de la dosis sobre ALT (7=0,9841 y p=0,015) y AST (r=0,9565 y p=0,043)
donde en esta ultima la dosis efectiva media (DEsy) fue de 17,6 mg/kg. Por su parte, la
sustancia de referencia (ESU; 250 mg/kg) también redujo de modo marcado y significativo
las concentraciones de ALT y AST.
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Las Tablas 2 y 3 resumen los efectos del D-005 sobre los niveles de MDA y grupos SH en
plasma y tejido hepatico, respectivamente. El grupo control positivo mostré un incremento
significativo sobre ambas variables respecto al grupo control negativo tanto en plasma como
en tejido hepatico. El D-005 redujo marcada y significativamente los valores de MDA vy de
grupos SH a las dosis comprendidas entre 25 y 100 mg/kg, si bien la dosis de 5 mg/kg no
modificé estos valores. Sin embargo, el efecto sobre MDA en plasma resultd dependiente de
la dosis (r=0,9583 y p=0,042) siendo la DEs, =13,2 mg/kg. Por su parte, el ESU (sustancia de
referencia) redujo de modo marcado y significativo los niveles de MDA y de grupos SH tanto
en plasma como en tejido hepatico.

Tabla 1. Efectos del D-005 sobre las concentraciones séricas de las transaminansas

Tratamiento Dosis ALT I AST I
(mg/kg) (U/L) (%) (U/L) (%)

Control negativo i + A i + —— i

(Vehiculo) 35,2+ 1,48 68,7 = 1,96
Control positivo + ) + ]
(Vehiculo + CCL,) 61,7+ 4,94 110,1 £ 5,45

D-005 + CCl, 5 58,9 + 3,65 10,6 101,5 £ 5,65 20,8
D-005 + CCl, 25 47,1 £ 1,32* 55,1 90,7 + 6,67* 46,9
D-005 + CCL, 50 41,0 + 2,18** 78,1 75,7 £ 4,52%* 83,1
D-005 + CCl4 100 40,0 £ 1,87** 81,9 75,8 £ 4,02** 82,9
ESU + CCl, 250 39,3 £ 2,47%** 84,5 72,3 £ 3,65%** 91,3

ALT alanino aminotransferasa; AST aspartato aminotransferasa, CCl, tetracloruro de carbono; ESU extracto de
semilla de uva; I Inhibicion Media + EEM (error estandar de la media) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.001. Comparacion vs grupo Control Positivo Test de la U de Mann Whitney

Tabla 2. Efectos del D-005 sobre los niveles plasmaticos de MDA y grupos SH

Tratamiento Dosis MDA ! -SH- I
(mg/kg) (umol/mL) (%) (mmol/L) (%)

Co?f;:}lﬁrclffg;wo i 3122+ 1,89%%% 0,27 + 0,03%** :

Control positivo ; 62,80 + 6,23 ; 0,69 + 0,09 ;

(Vehiculo + CCLy) : : ) )

D-005 + CCl, 5 60,61 + 5,87 6,9 0,67 % 0,07 48
D-005 + CCl, 25 42,29 + 6,03* 64,9 0,40 % 0,05* 69,0
D-005 + CCl, 50 36,17 +3,28% 84,3 0,36 % 0,05%* 78,6
D-005 + CCl, 100 36,73 + 3,78** 82,5 0,36 % 0,04** 78,6
ESU + CCl, 250 31,60 + 2,35%** 989 0,32 & 0,04%%* 88,1

CCly tetracloruro de carbono; ESU extracto de semilla de uva; I Inhibicién;, MDA malondialdehido,; -SH- grupos sulfihidrilos Media +
EEM (error estandar de la media) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.001. Comparacion vs grupo Control Positivo Test de la U de
Mann Whitney.
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Tabla 3. Efectos del D-005 sobre los niveles de MDA y grupos SH en homogenato de higado

Tratamiento Dosis MDA I -SH- I
(mg/kg) (umol/mL) (%) (mmol/L) (%)

Co?gsklﬁrcli%“’o i 4,60 + 0,05+ . 0,45 + 0,05%*** i

Control positivo 28,11+ 0,16 i 0,89 + 0,06 i

(Vehiculo + CCL,) 1120, 89 10,

D-005 + CCl, 5 26,70+003 60 0,82 + 0,04 15,9
D-005 + CCl, 25 2072+0,11%*% 314  0,72+002** 395
D-005 + CCl, 50 10,75 +0,07%* 738  057+002% 727
D-005 + CCl, 100 10,76+0,07%* 738  0,58+0,05%* 704
ESU + CCl, 250  503+0,07%* 982  052+001%* 841

CCl, tetracloruro de carbono; ESU extracto de semilla de uva; I Inhibicion; MDA malondialdehido; -SH- grupos

sulfihidrilos Media + EEM (ervor estandar de la media) **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.001. Comparacion vs
grupo Control Positivo Test de la U de Mann Whitney.

DISCUSION

En este trabajo se evaluaron los efectos del D-005, administrado como dosis orales tnicas (5-
100 mg/kg), sobre el incremento de marcadores de peroxidacion lipidica (MDA) y oxidacion
proteica (grupos SH) inducidos por CCl, en ratas.

Como se esperaba el grupo control positivo mostré un aumento significativo en la actividad
de las transaminasas séricas, lo que demuestra que hubo un dafio a nivel del tejido hepatico
que afectd su funcionalidad. Ademas, se incrementaron los niveles de MDA y los grupos SH
en plasma y homogenatos de higado con respecto al grupo control negativo. El incremento
de los niveles de MDA y grupos SH observado en este estudio concuerda con reportes
previos de la relacidén entre estas variables y la hepatotoxicidad inducida por CCly,, ya que la
generacion del radical triclorometil (CCl;’) el cual reacciona rapidamente con el oxigeno
formando el radical peroxido triclorometil (CCI;COQO") es capaz de atacar los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas y desencadenar la peroxidacion lipidica y/o dafar las
proteinas que presentan en su estructura grupos SH (Leon et al. 2005; Favari et al. 2013). Por
este motivo, el empleo del CCl,; como inductor del estrés oxidativo constituye un modelo
experimental validado y ampliamente utilizado para evaluar sustancias con posibles efectos
antioxidantes (Favari ef al. 2013; Adewale ez al. 2014; Laouar et al. 2017; Goodla et al. 2019).
Por su parte, el ESU, sustancia de referencia, redujo marcada y significativamente todas las
variables analizadas, corroborando asi sus efectos antioxidantes y hepatoprotectores
demostrados anteriormente. (Belviranli et al. 2015; Hassan et al. 2016; Katsuda et al. 2015;
Khazri et al. 2016).

Estos resultados son similares a los reportes de otros autores, y por ello le confieren validez al
modelo experimental y a los hallazgos obtenidos en este estudio sobre los efectos del D-005.
El D-005 redujo de modo marcado y significativo el incremento de la actividad de la ALT y
AST, inducido por CCl,, siendo 25 mg/kg la dosis minima efectiva para ambas variables ya
que la dosis de 5 mg/kg no produjo efectos significativos. Por su parte, la dosis de 100 mg/kg
alcanz6 el mayor porcentaje de inhibicidén (81,9 %) sobre la actividad de la ALT, mientras
que el efecto alcanzado sobre la AST con la misma dosis (82,9 %) no fue superior al
alcanzado con 50 mg/kg (83,1 % de inhibicidn) por lo que esta se comportdé como la dosis
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maxima efectiva sobre esta variable. Este resultado demuestra el efecto hepatoprotector del
D-005 ante el dafo inducido por el CCl,.

De modo similar, el D-005 (5-100 mg/kg) previno de modo marcado y significativo el
incremento de los niveles de MDA y grupos SH inducidos por CCl, en plasma y homogenato
de higado, siendo 25 mg/kg la dosis minima efectiva ya que 5 mg/kg no produjo efectos
significativos sobre estas variables. La dosis de 50 mg/kg alcanz6 los mayores porcentajes de
inhibicion, comportandose como la dosis maxima efectiva.

Los resultados obtenidos sugieren que el D-005 a las dosis ensayadas produce un efecto
beneficioso significativo sobre el estrés oxidativo y el dafio hepatico inducido por CCl,, que
pudiera estar dado por el ya conocido efecto antioxidante de los acidos grasos que estan
presentes en el D-005, (Gonzalez et al. 2015; Sierra et al. 2015) como por ejemplo se reporta
que los acidos palmitico, oleico y linoleico, son capaces de secuestrar in vitro los radicales
libres e in vivo de inhibir la peroxidacion lipidica. (Chan et al. 1996; Steenkamp et al. 2006,
Wang et al. 2010; Menéndez ez al. 2005, 2007; Oyarzabal et al. 2019)

CONCLUSIONES
El D-005 administrado como dosis orales tnicas de 5, 25, 50 y 100 mg/kg protege la
peroxidacion lipidica y la oxidacidn proteica, asi como el dafio hepatico inducidos por CCl,.
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