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Resumen: El D-005, sustancia lipidica del fruto de Acrocomia crispa (palma corojo),
contiene una mezcla de dcidos grasos, principalmente ldurico, oleico, miristico y
palmitico, y ha mostrado efectos antiinflamatorios y antioxidantes en roedores. El
objetivo de este estudio fue evaluar el potencial genotdxico y citotdxico del D-005
usando el ensayo de microntcleos en médula ésea de ratas. Se utilizaron ratas
Sprague Dawley, provenientes de un estudio de toxicidad subcrénica (90 dias), que se
distribuyeron en cinco grupos experimentales de cinco animales por sexo: tres grupos
tratados por via oral con D-005 (200, 500 y 1000 mg/kg), un grupo control negativo
tratado con el vehiculo y un grupo control positivo (Ciclofosfamida, 20 mg/kg). Los
signos clinicos se evaluaron diariamente. Concluido el periodo de administracién, se
realiz6 la necropsia a cada animal y se les extrajo el fémur para obtener las muestras. Se
contabilizé la presencia de eritrocitos policromdticos y normocromaticos. Ademds, se
calculé la frecuencia de eritrocitos policromdticos portadores de microntcleos. No hubo
diferencias significativas entre el grupo control negativo y los grupos administrados con
D-005 en relacién al indice eritrocitos policromdticos/eritrocitos normocromaticos,
lo que indica ausencia de efecto citot6xico del tratamiento a las dosis evaluadas. El
indice de eritrocitos policromaticos/eritrocitos normocromdticos del grupo control
positivo disminuy6 significativamente con respecto a los del grupo control negativo,
ademds se observé un incremento significativo de eritrocitos policromaticos portadores
de micronucleos. La frecuencia de aparicién de eritrocitos policromdticos portadores de
microntcleos tampoco mostré diferencias significativas entre los grupos tratados con
D-005 y el grupo control negativo, asi como la comparacién entre los sexos no reveld
la existencia de diferencias en ninguno de los indicadores estudiados. Los resultados
obtenidos indican que el tratamiento oral con D-005 (200, 500 y 1000 mg/kg de peso
corporal) no induce actividad clastogénica, ni citotdxica en médula 6sea de ratas.
Palabras clave: 4cidos grasos, ciclofosfamida, ensayo de microntcleos, eritrocitos,
médula dsea, ratas.

Abstract: The D-005, lipid substance of the fruit of Acrocomia crispa (corojo palm),
contains a mixture of fatty acids, mainly lauric, oleic, myristic and palmitic and has
shown anti-inflammatory and antioxidant effects in rodents. The objective of this
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study was to evaluate the genotoxic and cytotoxic potential of D-005 using the rat’s
bone marrow micronucleus assay. Sprague Dawley rats were used, coming from a
subchronic toxicity study (90 days),which were distributed in five experimental groups
of five animals per sex: three groups treated orally with D-005 (200, 500 and 1000
mg/kg), a negative control group treated with the vehicle and a positive control
group (Cyclophosphamide, 20 mg/kg). Clinical signs were evaluated daily. After the
administration period, the necropsy was performed to each animal and the femur was
extracted to obtain the samples. The presence of polychromatic and normochromatic
erythrocytes was scored. In addition, the frequency of polychromatic erythrocytes
carrying micronuclei was calculated. There were no significant differences between the
negative control group and the groups administered with D-005 in relation to the
polychromatic erythrocytes/normochromatic erythrocytes ratio, indicating absence of
cytotoxic effect of the treatment at the doses evaluated. The polychromatic erythrocytes/
normochromatic erythrocytes ratio of the positive controls decreased significantly
with respect to those of the negative controls, in addition a significant increase
micronucleated polychromatic erythrocytes was observed. The frequency of occurrence
of micronucleated polychromatic erythrocytes, also showed no significant differences
between the groups treated with D-005 and the negative control group, as well as the
comparison between the sexes did not reveal the existence of differences in any of the
indicators studied. The results obtained indicate that oral treatment with D-005 does
not induce clastogenic or cytotoxic activity in rat’s bone marrow

Keywords: fatty acids, cyclophosphamide, micronucleus assay, erythrocytes, bone
marrow, rats.

INTRODUCCION

La inflamacién cronica y el estrés oxidativo constituyen factores
etiolégicos importantes en el desarrollo y progresiéon de diferentes
enfermedades crénicas como el dafio pulmonar agudo (DPA) (The Acute
Respiratory Distress Syndrome Network, 2000), la cual es muy frecuente
en pacientes hospitalizados con estado critico de salud (Hou et al.,, 2014).
El Sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) constituye una de
las complicaciones clinicas mas severas de esta patologfa, el cual no solo
afecta la calidad de vida de los pacientes, sino que ha sido asociado con
elevados indices de mortalidad (38,5% por DPA y 41,1% por SDRA)
(Tsushima et al., 2009), por lo que el DPA/SDRA se ha convertido en un
serio problema de salud.

La fisiopatologia del DPA resulta compleja y multifactorial, si bien
no ha sido del todo dilucidada. Generalmente, el DPA se desencadena
por factores que deterioran el estado funcional de la membrana alveolo-
capilar como son: aspiracién del contenido géstrico, sepsis, shock
hemorrégico, acidosis e inhalacién de agentes tdéxicos (Hou et al,
2014; Tsushima et al., 2009; Matute-Bello, Frevert & Martin, 2008;
Zhou, Dai & Huang, 2012). Se caracteriza por signos de hipoxemia,
distrés respiratorio, edema pulmonar no cardiogénico, aumento de la
permeabilidad vascular y dano endotelial (Matute-Bello et al., 2008; Liao
etal., 2012).

Una respuesta inflamatoria aguda en vias aéreas ocasiona danos
al epitelio y endotelio pulmonar, con la subsiguiente liberacién de
sustancias oxidantes y proteasas. Por otra parte, los derivados del dcido
araquidénico tales como prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos,
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estan implicados como mediadores proinflamatorios del DPA (Min,
Codipilly, Nasim, Miller & Ahmed, 2012). Modificaciones significativas
en los niveles de tromboxanos en tejidos, asi como de prostaciclinas
circulantes promueven la formacién de edema y cambios en la perfusién
pulmonar debido al incremento de la sintesis de mediadores de la
ciclooxigenasa (COX) -2 (Howden, et al., 2012; Bulmus et al., 2013;
Fukunaga, Kohli, Bonnans, Fredenburgh & Levy, 2005). Hasta el
presente no se encuentran disponibles estrategias terapéuticas efectivas
para el tratamiento de esta patologia.

Algunos extractos naturales o sus metabolitos con potencial efecto
beneficioso sobre DPA han sido evaluados en modelos experimentales
de dafio pulmonar inducido por Lipopolisacdrido (LPS) o 4cido oleico.
Por ejemplo, se ha referido que extractos de Ginkgo biloba evaluados en
un modelo de DPA inducido por LPS en ratas, redujeron marcadamente
la infiltracién de neutréfilos y los niveles de la enzima mieloperoxidasa
(MPO) en tejido pulmonar. Ademds, lograron la favorable disminucién
de la permeabilidad vascular y de la migracién de leucocitos al fluido
bronqueo-alveolar. Por otra parte, algunos polifenoles aislados de
extractos naturales como son: la epigalocatequina-3-galato presente en el
té verde (Camelliasinensis L.) y el 4cido eldgico presente en la granada
(Punicagranatum) demostraron ser efectivos en la deplecién de moléculas
proinflamatorias y otros marcadores importantes del DPA inducido por
LPS o acido oleico en ratones. Otras evidencias preclinicas demuestran
los efectos beneficiosos en la modificacién de los procesos fisiopatoldgicos
del DPA de la curcumina, extraida de la Curcuma longa y la luteolina
ampliamente distribuida entre las especies vegetales (Favarin, Robison,
Freire & Rogerio, 2013).

El D-005, sustancia lipidica obtenida del fruto de Acrocomia crispa
(palma corojo), planta endémica de Cuba, de la familia Arecaceae,
contiene una mezcla reproducible de acidos grasos, principalmente
latirico, oleico, miristico y palmitico, mientras el palmitoleico, caprilico,
caprico, y estedrico se encuentran en menores concentraciones (Gonzalez
etal., 2015).

Estudios previos demostraron el efecto iz vitro del D-005 sobre la
actividad de las enzimas COX (COX-1/COX-2) y lipooxigenasa (LOX)
-5 (Pérez et al., 2017). Estos resultados sugirieron que el D-005 actta
sobre la via de la 5-LOX evitando la generacién de leucotrienos y
lipoxinas involucrados en las diferentes fases de la inflamacién. Ademas,
se comprobd que el D-005 inhibe la actividad de la COX-2 afectando
tanto la afinidad por el sustrato como la velocidad méxima de la reaccion,
sugiriendo un efecto antagonista no competitivo.

Estudios precedentes demostraron que el D-005 posee efectos
antioxidantes dado su capacidad de reducir de manera marcada y
significativa las variables oxidativas: malonildialdehido (MDA) y grupos
sulthidrilo en tejido prostatico y MDA en plasma, en el modelo de
hiperplasia prostatica inducida por testosterona en ratas (Gonzélez et al.,
2015; Pérez et al.,, 2015).
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Dada la eficacia antiinflamatoria del D-005 demostrada
experimentalmente en estudios previos, resulta logico suponer que el
D-005 pudiera presentar efectos beneficiosos sobre el DPA/SDRA. En tal
sentido, un estudio reciente demostré que dosis orales tnicas de D-005
(5-200 mg/kg) protegieron de modo marcado y significativo del DPA
inducido por LPS en ratones (Mena et al., 2019), lo cual estuvo asociado
a sus efectos antiinflamatorios y antioxidantes.

Por otra parte, en la evaluacién de la toxicidad oral por dosis tnicas
(2 g/kg de peso corporal) en roedores y congjos, el D-005 no produjo
mortalidad ni signos tdxicos, por lo cual su toxicidad se puede declarar
como no clasificable segiin el método de las clases (Gutiérrez, Nodal,
Bucarano y Goicochea, 2016; Gutiérrez et al., 2016).

La evaluacién de la toxicidad genética es un componente importante
de la evaluacion de seguridad de los productos farmacéuticos, por lo que
el objetivo de este estudio fue evaluar el potencial genotéxico y citotdxico
del D-005 usando el ensayo de microntcleos en médula dsea de ratas.

MATERIALES Y METODOS

Este ensayo se realizé6 de acuerdo con la guia 474 de la OCDE
(Organizacién para la Cooperaciéon y el Desarrollo Econémicos)

(OECD, 1997).
Animales

Considerando el bienestar animal y con el objetivo de disminuir el
numero de animales a utilizar en estudios toxicoldgicos, esta prueba
ha sido incorporada en un ensayo de toxicidad a dosis repetidas para
seguir el principio de las 3R (Reemplazo, Reduccién y Refinamiento).
Se emplearon muestras provenientes de ratas Sprague Dawley, adultas
jovenes de ambos sexos (6-7 semanas), incluidas en un estudio de
toxicidad subcrénica con D-005.

Las ratas procedian del Centro para la Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, Cuba), y su peso corporal oscilaba entre
160-210 gal término dela cuarentena (7 dias), etapa en la cual los animales
se adaptaron alas condiciones del laboratorio. La temperatura se mantuvo
en 20-25° C, la humedad entre 50y 70 % y ciclos de luz- oscuridad de 12
horas.

El alimento de los animales fue pienso convencional para roedores
proveniente del CENPALAB suministrado a razén de 100 g/kg/dia
durante todo el estudio. El acceso al agua fue ad libitum.

El estudio se desarrollé de acuerdo a las normas de Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL) vigentes en la Republica de Cuba, las cuales siguen los
principios metodoldgicos internacionales.
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Sustancia de ensayo

El D-005, sustancia lipidica del fruto de Acrocomia crispa (palma
corojo), se obtuvo en el Grupo de Quimica Farmacéutica de la Unidad
de Productos Naturales (UPN), tras corroborar su composicién por
cromatografia gaseosa, con su correspondiente informacién relativa
a la pureza y a las condiciones de estabilidad. Esta sustancia
contiene una mezcla de acidos grasos, principalmente l4urico, oleico,
miristico, palmitico, estedrico, cdprico, caprilico y palmitoleico. Los lotes
empleados fueron: S161112, S171112 y S181112, que cumplen con las
especificaciones de calidad de la sustancia establecida por el Grupo de
Quimica Farmacéutica de la UPN.

Administracién y dosificacion

Para su administracién el D-005 fue preparado en forma de emulsidn, dos
horas antes de la administracion, usando como agente tensoactivo Tween
65 (2%). Las concentraciones se prepararon en funcién de los valores
medios de los pesos corporales por grupos de experimentacion.

Los animales se encontraban distribuidos aleatoriamente en cinco
grupos experimentales de cinco animales por sexo cada uno: tres grupos
de tratamiento con D-005 alas dosis de 200, 500 y 1000 mg/kg, un grupo
control negativo que solo recibi6é voliumenes equivalentes del vehiculo y
un grupo control positivo (ciclofosfamida, 20 mg/kg).

En los grupos tratados con D-005 se seleccioné como dosis mayor,
1000 mg/kg teniendo en cuenta que los resultados previos hacen suponer
una toxicidad intrinseca baja para la sustancia y que es la méxima
dosis recomendada para estudios subcrénicos a dosis repetidas. Las dosis
seleccionadas fueron 8, 20 y 40 veces superiores a la dosis efectiva
miéxima (25 mg/kg) en modelos de DPA inducido por 4cido oleico en
ratones, respectivamente. La dosis intermedia se incluyé con el objetivo
de establecer relacién dosis efecto ante el hallazgo de signos indicativos de
toxicidad.

Los tratamientos (vehiculo o D-005) se administraron por via oral
por ser la que se propone en humanos, utilizindose para ello entubacién
gastrica, en un rango volumen/peso que se ajusta a lo recomendado para
la especie y a las caracteristicas oleosas de la sustancia investigada, durante
90 dias.

Se incluy6 un grupo control positivo tratado con ciclofosfamida (CF)
(20 mg/kg), administrado por via intraperitoneal (i.p). Este mutdgeno es
utilizado cominmente debido a su capacidad de inducir la formacién de
microntcleos.

Observaciones clinicas

En este estudio se registré la mortalidad y la presencia de los siguientes
signos clinicos: alopecia, ataxia, nivel de actividad general, catalepsia,
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aspecto general, convulsiones, aspecto de la cola, apnea, aspecto de los ojos,
disnea, aspecto de los genitales, edema en las patas, aspecto de las heces,
epistaxis, aspecto de la orina, piloereccidn, caracteristicas de la marcha,
lesiones en la piel, nédulos o abcesos, reflejos, ptosis palpebral, taquipnea,
lagrimacién, salivacién, sangrado ocular, temblores. Los animales fueron
observados diariamente durante el periodo experimental

Estudios terminales

Obtencién de las muestras: Concluidos los 90 dfas de administracién los
animales se anestesiaron con éter y se desangraron hasta morir de acuerdo
a un orden aleatorio progresivo. El grupo tratado con CF se sacrificé
luego de 48 horas de su tnica administracién. A cada animal se le realizé
la necropsia, observando macroscépicamente los drganos y cavidades y
se extrajo el fémur derecho para realizar el ensayo de micronucleos en
médula sea.

Ensayo de Microniicleos: Luego de extraido el fémur se lavé la cavidad
medular por flujo con 3 ml de suero bovino fetal. Las muestras de médula
dsea obtenidas se centrifugaron a 1000

r.p.m por 10 minutos, se eliminé el sobrenadante y se realizé una
extension del botén celular en ldminas portaobjetos (dos por animal).
Las ldminas se mantuvieron 24 horas a temperatura ambiente para su
secado. Posteriormente se fijaron en metanol absoluto durante 5 minutos,
procediéndose a su tincién una vez que estuvieron fijadas. Para colorear
las [iminas se empled una solucién de Giemsa al 5% durante 15 minutos.
El conteo de micronucleos se realizé por dos observadores independientes
y las observaciones fueron realizadas “a ciegas” en un microscopio de luz
(OLYMPUS BH2, Japon).

Se contabilizé la presencia de eritrocitos policromaticos (EP) y
normocrométicos (EN) en 2000 células/animal. Ademds, se calculd la
frecuencia de EP portadores de microntcleos (MN-EP) en 2000 EP/
animal. Posteriormente se calculé la relacién de EP/EN de la poblacién
total de eritrocitos, asi como el nimero de eritrocitos policromaticos con
un microntcleo (MN), con dos MN y con més de dos MN en cada uno
de los grupos analizados.

Analisis estadistico

El andlisis del nimero de EP y EN, la frecuencia de MN-EP y el indice
de citotoxicidad representado por la relacién de EP/EN de la poblacién
total de eritrocitos, se realizé mediante el andlisis de varianza (ANOVA),
seguido de la prueba Tukey. Los valores se expresaron como media +
desviacién estandar. En cuanto al ndmero total de MN hallados en 2000
EP, asi como el numero de eritrocitos policromaticos con un MN, con
dos MN o con mds de dos MN se analizaron mediante la prueba de Chi
cuadrado. El nivel de significacién establecido fue a= 0,05. Todos los
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andlisis se realizaron empleando el Statsoft for Windows. StatSoft, Inc.
(2003). STATISTICA (data analysis software system), version 6.

RESULTADOS Y DISCUSION

La prueba de microntcleos (MN) en médula ésea (Schmid, W., 1975;
Hayashi et al., 1994), es quizds el ensayo de genotoxicidad in vivo
mds comunmente usado, por ser un sistema rdpido y reproducible para
determinar dano cromosémico, a la vez que brinda clara informacién
acerca del efecto de los compuestos quimicos sobre la proliferacién
celular en médula dsea (Salamone et al., 1994). Este ensayo permite
detectar la capacidad de determinados compuestos quimicos de inducir
in vivo rupturas cromosOmicas o interferir la migracién de los
cromosomas metafisicos durante la mitosis, produciendo de esta manera
microntcleos. Asimismo, permite extrapolar los resultados obtenidos a
aquellos que se obtendrian en ensayos de células germinales empleando
las mismas dosificaciones (Waters, D., 1994).

Durante el estudio no ocurrieron muertes ni manifestaciones de
toxicidad en los grupos tratados con D-005. Tampoco existieron
diferencias significativas entre el grupo control negativo y los tratados
con D-005 con relacion al indice EP/EN, indicador de la proliferacion
celular en médula 6sea, lo que indica ausencia de efecto citotéxico del
tratamiento a las dosis evaluadas; de modo que las células continuaron su
fase normal de diferenciacion, proliferacién y maduracién en la médula
dsea. Los valores del indice EP/ EN en las ratas tratadas con CF (20 mg/
kg) disminuyeron significativamente con respecto a los de los controles
negativos (Tabla 1).

Los microntucleos (MN) son cuerpos extranucleares que contienen
fragmentos de cromosomas danados o cromosomas enteros que no
se incorporaron al nticleo después de la divisién celular (Luzhna,
Kathiria & Kovalchuk, 2013). En este estudio, se evalud la presencia
de microntcleos, que son considerados indicadores indirectos de
aberraciones cromosémicas numéricas y estructurales (Akyil & Konuk,
2015).

En este estudio, la frecuencia de aparicién de EP con MN, indicador
de efecto genotdxico, tampoco mostrd diferencias significativas entre
el grupo control negativo y los grupos tratados con D-005 de ambos
sexos, asi como la comparacién entre los sexos no reveld la existencia de
diferencias en ninguno de los indicadores estudiados. En tanto, el grupo
control positivo mostré una frecuencia de EP con MN alta y mayor que
los restantes grupos (Tabla 1).

El ntimero de EP con uno, dos o0 mis MN también fue similar en los
grupos tratados con D- 005 y el grupo control negativo (Tabla 2). Esto
hace suponer que el D-005 no interfiere el funcionamiento del aparato del
huso mitético, ya que, de ser asi, se producirian anomalias en la migracién
de los cromosomas metafisicos, evento este, que ocasiona la formacién
de microntcleos conteniendo cromosomas completos. Tampoco provoca
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deleciones cromosdmicas, dafio que constituye una fuente importante en
la formacién de eritrocitos micronucleados.

Un incremento significativo del nimero de EP con uno, dos o més MN
en ambos sexos mostrd el grupo tratado con CF (Tabla 2). La presencia de
MN en los eritrocitos constituye la evidencia de rupturas cromosémicas,
o dano en el aparato del huso mitético por la accién de mutégenos como
la CF.

La respuesta encontrada en el grupo tratado con CF para todos los
indicadores no solo evidencia la accién citotdxica y clastogénica de este
mutageno referida por otros autores (Heddle et al., 1991; Richold et al.,
1990; MacGregor, Wehr & Gould, 1999), sino que valida la sensibilidad

del modelo empleado.

Tabla 1.
Efectos de dosis repetidas del D-005 (90 dias) sobre la presencia de MN (X+DE) en médula 6sea de ratas
Dosis
Grupos e n EP EN EP/EN MN-EP (%)
Machos
Control g 5 | 1047349 953+34,9 1,100,08 0,1240,07
200 5 | 1048+14,0 952+14,0 1,10+0,03 0,10+0,06
D-005 500 ) 1030+19,6 971+19,6 1,06+0,04 0,11+0,02
1000 5 1038 +7,7 962+ 7,7 1,08+0,02 0,10£0,06
CF& 20 5 92 7J_r4,8* 1073i4,8* 0,8610,01" 1,9240,29"
Hembras
Control : 5| 1046+249 954424 9 1.10+0.06 0,14-0,04
200 5 | 1037415,3 963+15,3 1,08+0,03 0,11+0,06
D-005 500 5 | 1032415,3 968+15,3 1,07+0,03 0,13+0,06
1000 5 | 1046+46,5 954 + 46,5 1,10+0,11 0,13+0,05
CF& 20 5 931+17,4" 1069 + 17,4‘} 0,871—0,03* l,SC‘oJ_rO,ITk
Tabla 2.
Numero total de microntcleos y de eritrocitos policromaticos con
uno, dos o mas de dos micronticleos en médula dsea en ratas SD
Dosis EP EP EP
ey ot (mg/kg) . i 1 MN 2MN +2 MN
Machos
Control - 3 12 10 2 0
200 5 10 1 1
D-005 500 5 11 9 1 1
1000 5 10 9 2 0
CF& 20 5 192* 142" 37" 13"
Hembras
Control - 5 14 11 2 i
200 5 11 9 2 1
D-005 500 5 13 10 2 1
1000 a 13 10 2 1
CF& 20 5 186" 136" 37 3%
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que el tratamiento oral con D-005 (200,
500 y 1000 mg/kg) no induce actividad clastogénica ni citotdxica en
médula dsea de ratas.
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