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RESUMEN

Introduccién: el paracetamol, muy utilizado en la practica clinica como antipirético y
analgésico produce, sin embargo, efectos adversos dentro de los cuales se destaca su
hepatotoxicidad. Es de interés, por tanto, la busqueda de tratamientos que ayuden a
prevenir tales efectos. EI D-002, mezcla de alcoholes alifaticos de alto peso molecular
obtenida de la cera de cafia que presenta efectos gastroprotectores y antioxidantes, ha
demostrado que previene la toxicidad inducida por CCls en modelos experimentales.
Objetivo: evaluar los efectos del D-002 en la hepatotoxicidad inducida por
paracetamol en ratas.

Métodos: los animales se aleatorizaron en 6 grupos: un control negativo con vehiculo
y cinco grupos con paracetamol: un control positivo y cuatro tratados con D-002 (5,
25, 50 y 100 mg/kg). Los tratamientos se administraron durante 7 dias, al cabo de los
cuales pasada media hora de la ultima administracién se indujo el dafio. Los animales
fueron sacrificados a las 24 h de inducido el dafio. Se realiz6 el andlisis histopatolégico
de las muestras de tejido hepatico, y se cuantific6 ademas la actividad enzimatica de
las transaminasas.

Resultados: todos los controles positivos y ningdn control negativo mostraron el
patréon de dafio hepatotdxico caracterizado para este agente. El D-002 (5-100 mg/kg)
redujo el dafio histolégico aumentando el promedio de hepatocitos normales respecto
al control positivo y al promedio de células dafiadas, y disminuy®¢ las actividades de las
transaminasas aumentadas por el paracetamol.



Conclusiones: el D-002 result6 efectivo para proteger de la hepatotoxicidad inducida
por paracetamol en ratas.
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ABSTRACT

Introduction: Paracetamol, though widely used in clinical practice as antipyretic and
analgesic produces hepatotoxicity as side effect. That is why, it is a concern to find
treatments to prevent such effects. D-002, a mixture of aliphatic alcohols of high
molecular weight obtained from sugar cane wax, has gastroprotective and antioxidant
effects, and has shown to be preventive of CCls-induced toxicity in experimental
models.

Objective: to evaluate the effects of D-002 in the Paracetamol-induced hepatotoxicity
in rats.

Methods: animals were randomized into 6 groups: a negative control vehicle and five
groups with Paracetamol: a positive control and four treated with D-002 (5, 25, 50 and
100 mg/kg). The treatments were administered for 7 days, and once the last dose was
applied, the damage was induced half an hour later. The animals were sacrificed 24
hours after damage induction. Histopathological analysis of liver tissue samples was
performed; the enzymatic activity of transaminases was quantified too.

Results: all positive controls and any of the negative ones showed the pattern that
characterizes hepatotoxic damage for this agent. D-002 (5-100 mg/kg) reduced the
histological damage by increasing the average of normal hepatocytes compared to the
positive control and to the average of damaged cells. In addition, transaminase
activities increased by Paracetamol were also decreased by D-002.

Conclusions: D-002 was effective to protect against Paracetamol-induced
hepatotoxicity in rats.
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INTRODUCCION

El paracetamol es un medicamento muy utilizado en la préactica clinica como
antipirético y analgésico, pero que puede producir efectos adversos dentro de los
cuales se destaca su hepatotoxicidad. A dosis elevadas o por el uso prolongado de este
produce necrosis centrolobulillar hepatica.! Se utiliza como modelo experimental en la
induccion de dafio hepatico en roedores y su hepatotoxicidad depende
fundamentalmente de la generacién de radicales libres, los cuales pueden iniciar un
proceso de peroxidacion lipidica (PL) con las subsiguientes alteraciones

histoldgicas.?® Los radicales libres derivados de oxigeno, tales como radicales
hidroxilos y aniones superdxidos son agentes citotéxicos que promueven dafio celular,
mientras que su desaparicion conlleva a efectos opuestos.* Estos radicales inducen



dafio en las membranas celulares y producen liberaciéon de componentes intracelulares,
que conllevan a un aumento del dafio, como parte de un mecanismo de
retroalimentacion positiva. De esta manera, un efecto secuestrador de radicales
disminuiria la consecuente peroxidacion lipidica y conjuntamente el dafio celular.>8

Se ha demostrado que agentes antioxidantes pueden inhibir estos eventos,® por lo que
resulta de interés la bdsqueda de tratamientos que ayuden a prevenir tales efectos
hepatotodxicos.

El D-002 es una mezcla de alcoholes alifaticos de alto peso molecular obtenida de la
cera de abejas, constituida por 1-tetracosanol (8-15 %), 1 hexacosanol (7-15 %), 1
octacosanol (12-20 %), 1 triacontanol (25-35 %), 1 dotriacontanol (18-25 %) y 1
tetratriacontanol (< 7,5 %), encontrandose el triacontanol entre sus componentes
mayoritarios.

Estudios previos han demostrado el efecto antioxidante del D-002 sobre la
peroxidacion lipidica in vivo e in vitro inducida experimentalmente,® al igual que sobre
la peroxidacion lipidica en la mucosa gastrica de ratas inducida por isquemia-
reperfusion.'® Ha sido informado que este posee un moderado efecto antiinflamatorio y
produce ademas una disminucion de las concentraciones de leucotrieno B4 (LTB4)
(factor quimiotéactico para los neutrofilos) en el exudado pleural, lo que corrobora dicha
actividad.1*2 El tratamiento por via oral con D-002 reduce la PL inducida por hierro,
tetracloruro de carbono (CCls) y tolueno en el plasma de ratas, higado, cerebro y
estémago,®° e incrementa la actividad antioxidante de las enzimas defensivas en
ratas.'! El D-002 (50 mg/d) administrado durante 12 semanas a voluntarios sanos y
ancianos redujo significativamente la formacion de dienos conjugados en plasma total
e incremento la capacidad antioxidante total del plasma (CAOTP). Por otra parte,
disminuy®6 las concentraciones plasmaticas de malondialdialdehido (MDA), sin producir
cambios en la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) y la glutatién peroxidasa
(GSHPx).12:13

Basados en estos antecedentes, resulta I6gico pensar en la posible contribucién del
efecto antioxidante del D-002 en mecanismos citoprotectores.

Sustancias como el extracto de semilla de uva (ESU), ricos en flavonoides (95%), con
efectos antioxidantes y citoprotectores demostrados en estudios in vitro e in vivo'#4
16 han mostrado ademas efectos hepatoprotectores.t”:18

Este estudio tiene como objetivo evaluar los efectos del D-002 en la hepatotoxicidad
inducida por paracetamol en ratas.

METODOS

Se utilizaron como animales de laboratorio ratas Sprague Dawley machos adultas
jovenes (180-200 g de peso) obtenidas del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB), que fueron adaptadas durante 7 dias a las
condiciones de laboratorio con libre acceso al agua y la comida. La comida consistio en
pienso para roedores, también obtenido del CENPALAB, mientras que el agua
suministrada fue fresca de la pila, cambiada diariamente.



Toda la manipulacion de los animales se realizé de acuerdo con los principios éticos
para el uso de los animales de laboratorio y a los Procedimientos Normalizados de
Trabajo (PNT) establecidos en el Centro de Productos Naturales (CPN).

Los animales fueron aleatoriamente distribuidos en siete grupos cada uno (10
animales/grupo). Un grupo control negativo, al que solo se le administré vehiculo
Tween 20/agua (2 %) y seis grupos administrados con paracetamol, un control
positivo administrado con vehiculo Tween 20/agua (2 %), cuato grupos tratados con
D-002 y un grupo con ESU.

Tras corroborar sus especificaciones, el D-002 (lote: HA023509) fue suministrado por
el Departamento de Quimica del CPN y para su administracion se suspendié en un
vehiculo Tween 20/agua (2 %). Los animales recibieron dosis de 5, 25, 50 y 100
mg/kg a razén de 5 mL/kg.

El extracto de semilla de uva (ESU), proveniente de Solgar, Australia, fue administrado
en forma de suspensién a dosis de 100 mg/kg.

El paracetamol fue suspendido en un vehiculo Tween 20/agua (2 %) y administrado a
razén de 600 mg/kg.

El ESU y el D-002 fueron administrados diariamente durante 7 dias en horas de la
mafnana. Para provocar el dafio se administré el paracetamol 30 min después de la
ultima administraciéon de las sustancias en estudio.

Transcurridas 24 h de la induccion del dafio, los animales fueron sacrificados. Se tomo
una muestra de sangre venosa para realizar determinaciones de bioquimica sanguinea
y se extrajeron los higados.

Las muestras de higado se fijaron en formaldehido neutro al 10 %, se deshidrataron e
incluyeron en parafina y las secciones se colorearon con hematoxilina y eosina.

Para la morfometria se estudiaron 10 areas centrolobulillares, que se correspondian
con la zona Il del acini de Rappaport, por animal. Se conté el nimero de hepatocitos
normales, necréticos, turgentes y con metamorfosis grasa por cada area, y se
determiné el porcentaje de cada uno en esa area.

También se estudié el nimero de animales que presentaron areas de necrosis e
infiltrado inflamatorio.

La variable primaria establecida fue el aumento significativo del porcentaje promedio
de hepatocitos normales en los animales tratados en comparacion con el grupo control
positivo.

Ademas, como variables secundarias se investigé si aumentaban las diferencias en el
porcentaje de hepatocitos turgentes y con necrosis, asi como de la frecuencia de
animales que presentaban areas de necrosis e infiltrado inflamatorio.

La determinacion de las transaminasas hepaticas (ALT y AST) constituy6 variables
colaterales de eficacia.



Las comparaciones entre los grupos para las células necroéticas, con inclusiones
lipidicas, turgentes y normales, se realiz6 utilizando la prueba de la U de Mann
Whitney. Para el andlisis del nimero de animales que presentaron necrosis de
hepatocitos e infiltrado inflamatorio se realiz6 la prueba de Fischer. El nivel de
significacion a priori fue a= 0,05. Todos los analisis se realizaron con el paquete de
programa Statistics de Windows.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados del andlisis microscépico de las secciones de
higado. Como era de esperar todos los animales del grupo control positivo y ninguno
del grupo control negativo present6 el patrén de dafio caracteristico inducido por el
paracetamol en el higado a dosis elevadas, con una disminucion significativa (p<
0,001) del porcentaje de hepatocitos normales y un aumento significativo (p< 0,001)
de hepatocitos turgentes, necroticos y grasos.

La administracién con D-002 (5-100 mg/kg) inhibe la disminucién de hepatocitos
normales inducida por el paracetamol y la aparicion de células con dafio, un efecto
dependiente de la dosis de administracion (R= 0,98) y significativo (p< 0,01), incluso
con la menor dosis empleada.

De manera similar el ESU (100 mg/kg) aumenta el nimero de hepatocitos normales y
disminuye la aparicion de células turgentes y necréticas. Sin embargo, el efecto sobre
hepatocitos grasos es mayor con ESU que con D-002.

La tabla 2 muestra la proporcion de animales con areas de necrosis e infiltrado
inflamatorio en las secciones de higado estudiadas.

De los animales del grupo control positivo, 7/8 presentaron areas de necrosis e
infiltrado de neutrofilos.

El D-002 (5-100 mg/kg) indujo una inhibicién de la aparicidon de areas de necrosis de
un 62,5 % con las dosis menores y de 75 % con las dosis mayores. Un efecto similar
se observo en las areas con infiltrado de neutrdfilos, alcanzando inhibiciones desde
37,5 hasta 75 %, aunque estos efectos no presentan una relacion con la dosis
administrada.

El efecto del ESU es comparable con el de la maxima dosis de D-002 empleada (100
mg/kQ).

Por otro lado, tanto el D-002 como el ESU disminuyeron las transaminasas hepaticas
de manera significativa contra el control positivo, con un efecto mas marcado sobre la
AST en ambos casos (tabla 3).

DISCUSION



El paracetamol es un farmaco de amplio uso terapéutico cuyos efectos hepatotoxicos
son subestimados en numerosas ocasiones. El dafio hepatico inducido por él es tan
caracteristico, que incluso ha sido utilizado por otros autores para evaluar los posibles
efectos hepatoprotectores de diferentes agentes.'-38 Entre los agentes que protegen
contra la hepatotoxicidad del paracetamol se encuentran sustancias antioxidantes
obtenidas de fuentes naturales, como el silymarin, el propéleo rojo y el ESU,*°-

21 reforzando la idea que la PL es un mecanismo clave del dafio hepatico inducido por
paracetamol.

El presente estudio mostré que en las ratas estaban presentes las caracteristicas del
dafio hepatico inducido por paracetamol a dosis elevadas, lo que permite afirmar que
el modelo es valido en esta especie y en las condiciones experimentales en que se
realizé.

Los resultados obtenidos demuestran que el D-002 (5-100 mg/kg) y el ESU (100
mg/kg) administrados por via oral a ratas antes previno el dafio hepatico asociado a
este modelo. En los grupos tratados se observé que el porcentaje de hepatocitos
normales fue mayor que en el control positivo, y que el porcentaje de hepatocitos con
necrosis, turgentes y hepatocitos con metamorfosis grasa estuvo marcado y
significativamente reducido con respecto al control del farmaco utilizado. La
disminucién dependiente de la dosis de la TGP en sangre corrobora los resultados
anteriores.

La proteccién conferida por el tratamiento con D-002 también se puso de manifiesto al
analizar el porcentaje de animales con areas de necrosis e infiltrado de neutroéfilos en
el higado, ya que mientras 7/8 animales (87,5 %) de los grupos controles tratados con
paracetamol por via oral mostraron estas lesiones, solo un 25 % (5 y 25 mg/kg) y
12,5 % (50 y 100 mg/kg) de los animales presentaron necrosis en los grupos tratados
con D-002. De forma similar solo un 12,5 % de los animales que recibieron ESU
mostraron areas de necrosis. El efecto sobre el niUmero de animales con infiltrado de
neutréfilos resultd significativo a partir de 25 mg/kg, pero no fue efectiva la dosis de 5
mg/kg en prevenir este indicador de dafio.

El D-002 tiene moderado efecto antiinflamatorio asociado a la disminucion de los
niveles de leucotrieno B4 (LTB4) (factor quimiotactico de los neutrofilos).??2% Ademas,
estudios anteriores muestran que el D-002 reduce el aumento de la infiltracion de
polimorfonucleares en modelos de colitis inducida por carragenina en cobayos y por
acido acético en ratas.?#2% Estos efectos pudieron influir en la disminucién del nimero
de animales con infiltrado inflamatorio y el nUmero de areas de necrosis.

Por otra parte, el D-002 ha mostrado marcado efecto antioxidante en modelos
experimentales, efecto que pudiera contribuir a explicar, al menos parcialmente, los
presentes resultados. Un estudio previo demostro la accidon hepatoprotectora del D-002
en el dafo hepético inducido por CCls, modelo en el cual el mecanismo de dafio
hepatico se relaciona con el proceso de PL.2” Tomando en cuenta la contribucion de la
PL a la hepatotoxicidad inducida por paracetamol y la capacidad del D-002 de prevenir
la PL inducida por diversos agentes en ratas, resulta l6gico concebir una asociacion
entre ambos efectos. Numerosos estudios han demostrado la estrecha relacion que
existe entre el dafio hepatico inducido por paracetamol y el estrés oxidativo, asi como
que la oxidaciéon de este agente es una reaccion generadora de especies radicalarias
que modifican la actividad de enzimas antioxidantes.?® Siendo el D-002 una sustancia
con efectos antioxidantes como se plantea anteriormente, es légico pensar en la accion



inhibitoria de este en el estrés oxidativo provocado por el paracetamol. El andlisis de
todas las variables muestra que el D-002 y el ESU previenen de manera similar los
efectos hepatotéxicos del paracetamol. Estos resultados corroboran lo planteado

por Ray?! que demuestra que la administracién preventiva de ESU inhibe la toxicidad
inducida por el consumo de paracetamol y lo planteado con respecto a la vinculacién
de la capacidad antioxidante de productos naturales y la proteccion contra el estrés
oxidativo.?°

El D-002 produce efectos hepatoprotectores evaluados a través de la prevencion de los
cambios histoldgicos ocurridos en higados de ratas inducidos por el paracetamol,
modelo en el cual el proceso de PL tiene un papel fundamental.
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Tabla 1. Efecto de Ia administracion por via oral del D-002 y ESU sobre las células hepaticas en higados
de ratas con dafio inducido in vivo por paracetamol

crupos | o e | BT | rgemtes | B! | osees | ®1 | nemoicos | %!
c- 100£0== 0=0™" 0+0=* 0+0"=
c+ 16,26£1,52 15,8321,29 24,87+1,25 43,03+1,72
D-002
5 ma/kg 33,34+2,63* | 20,4 | 10,28+0,87 | 35,1 24,48+1,46 1,57 | 31,89+2,27% | 25,9
| 25mg/kg | 52,89+2,49== | 43,7 | 6,17+1,23= [ 38,98 | 23,41+1,27 5,9 | 17,50+2,63~= [ 59,3
| s0mg/kg | 98,95+1,44== | 62,9 | 3,72+0,52== | 76,5 | 14,48+1,31~ | 41,8 | 12,84+0,97%= | 70,2
100 ma/kg | 75,94+0,94== | 71,2 | 2,67+0,38*= | 83,1 | 12,71+1,13*= | 48,9 | 8,66+1,51% | 79,9
ESU
100 ma/kg 78'65: b5 74,5 | 2,36+0,44™= | 851 | 6,00+1,31"* | 75,9 | 12,98+0,83** | 69,8

*p < 0,01; **p< 0,001. Prueba de la U de Mann Whitney. Comparaciones vs. Control positivo.
% I: porcentaje de inhibicion.
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Tabla 2. Animales con dreas de necrosis e infiltrado de neutréfilos

Animales con infiltrado

Grupos Animales con necrosis ‘ % ‘ e BSOS %
| c- | 0/8*=~ [ o | 0/8*== )
| C+ | 7/8 | 87,5 | 7/8 | 87,5
' D-002 (5 mg/kg) | 2/8* [ 25 | 4/8 | 50
| D-002 (25 mg/kg) | 2/8* [ 25 | 2/8* | 25
| D-002 (50 mg/kg) | 1/8== | 12,5 | 2/8* |25
| D-002 (100 mg/kg) | 1/8%* [ 12,5 | 1/8** | 12,5
| ESU (100 mg/kg) | 1/8== | 12,5 | 1/8== | 12,5

*p< 0,05; **p< 0,01; ***p<0,001. Comparacion vs. C+ (prueba de la probabilidad exacta de Fisher).
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Tabla 3. Efectos del D-002 y el ESU sobre las transaminasas hepaticas

| Grupos AST ALT
‘ | S 95,13 £ 4,05 36,25 £ 2,99***
[ C+ 123,6 £ 9,4 54,0 2,75

' D-002 (5 mag/kg)

97,13 = 5,61 **

41,13 1,76 **

94,62 * 3,99 **

39,37 £ 2,82 **

| D-002 (25 mg/kg)
| D-002 (50 mg/kg)
| D-002 (100 mg/kg)
| ESU (100 mg/kg)

88,0 = 2,66 **
84,87 = 2,90 ===
89,0 = 2,29 ===

36,37 £ 1,41 ==
35,75 1,61 ===
a6;75=1,065 *™"

*p< 0,05; **p< 0,01; ***p<0,001. Comparacion vs. C+ (prueba de la U de Mann Whitney).
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