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RESUMEN. Se evaluaron los posibles efectos del policesanol, nueva droga
con accién hipolipemiante, sobre algunas de las familias de las enzimas
microsomales hepaticas de fase I en ratas Sprague Dawley. Durante 30 d los
animales recibieron dosis orales de 250, 500 ¥ 1 040 mg/kg de policosanol.
Al finalizar el periodo de tratamiento, se sacrificaron y se les extrajo el hi-
gado para la obtencion de la fraccién microsomal hepética. En las fraccio-
nes obtenidas, se determind el contenido total del citocromo P-450, el
citoeromo b, y las actividades de las enzimas: citocromo ¢ reductasa depen-
diente de NADPH, aminopirina desmetilasa, anilina hidroxilasa y la N-
dimetilnitrosainina dealquilasa. Ademas, se evaluaron los efectos del pro-
ducto sobre la biotransformacién del benzo{alpireno en la prueba de Ames,
ensayo gue fue empleado como un indicador de la actividad de Ia familia de
iscenzimas P-450 1A. Los resultados permitieron demostrar que la admi-
nistracién oral del policosanol desde 250 hasta 1 000 mg/kg durante 30 4, no
modifica el contenido de los citocromos P-450 y b, nilaactividad enzimética
de los sistemas estudiados en ratas. Estas determinaciones revelan la acti-
vidad de diferentes familias de citocromos gue estdn involucrados en el
metabolismo de muchos xenobidticos dentro de los que se encuentran com-
puestos mutagénicos y cancerigenos. Sin embargo, las fracciones proce-
dentes de los animales del grupo control posiiivo tratados con fenobarbital
¥ 5,8-benzoflavons, s{ mostraron en todos los casos, las diferencias es-
peradas con respecto al cantrol y a los grupos de tratamiento con poli-
casancl,

ABSTRACT. The effects on drug-metabolizing enzymes (Fase I} in male
Sprague Dawley rats of policosanol, a new drug with hipolipemie action,
was evaluated. The animals were administered during 30 @ with oral doses
of policosanol (250, 500 ¥ 1 060 mgfkg). At the end of the treatment they
were put {o sleep and itheir livers were used for obiaining the microsomal
hepatie fraction. The total content of P450 and b, cytochromes, and the ac-
tivities of the NADPH cytochrome ¢ reductase, aminopyrine demethylase,
aniline hidroxylase and N-dimetilnitrosamine dealkylase were determined
in each fraction. The effects of the product on the biotransformation of
benzo(a)pirene, as indicator of P-450 1A isoenzyme family, using the Ames
test was also studied. The presented resulis demonstrate that policosanol
administered orally from 250 fo 1 000 mg/kg for one month not affact the
activities of the hepatic drug metabolizing enzymes investigated in rats.
These delerminations represent the activity of different families of cyto-
chromes, which are responsible for the metabolism of many xenobiotics
like genotoxic and carcinogen agents. However, the fractions obtained from
positive controls, animals treated with phenobarbital and 5,6-naphthofla-
vone, showed the expected significant differences with the control and the
rest of the groups.

INTRODUCCION

El policesanol es una mezela na-
tural de aleoholes alifiticos prima-
rios superiores gue se aisla de la cana
de azicar (Saccharum officinarum,
L.} el cual inhibe la sintesis endoge-
na del colesterol en una de las eta-
pas comprendidas entre el consumo
de acetato y la produccion del acido
mevalénico a través de una modula-
cién de la enzima HMG CoA reduc-
tasa y que incrementa el procesa-
miento receptor-dependiente de las
LDL.}* Los efectos hipocolesterole-
mizantes del policosanol han sido
demaosirados en modelos experi-
mentales,® voluniarios sanos y pa-
cientes con hipercolesterolemiatipo
IyI11%7

Los estudios toxicolégicos precli-
nicos realizados (agudos, subcroni-
cos ¥ cranicos) no mostraron toxici-
dad relacionada con la droga ®® Tam-
poco, los estudios de mutagénesis
tanteo in vitro comoe in vivo eviden-
claron posibles efectos genotéxicos
sobre las células somaéticas o
germinales.!®

Sin embargo, es conocida la im-
portancia gue tiene el estudio de los
efectos de las drogas sobre el siste-
ma microsomal hepético, tanto des-
de el punto de vista toxicoldgico™?
corne clinico.®"* AGn cuando el poli-
cosanol no mosird toxicidad en los
estudios preclinicos realizados, te-
niendo en cuenta que esta droga
debe administrarse erénicamente a
humanos, se decidié investigar sus
posibles efectos sobre el sistema
microsomal hepético.
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El objelivo de este irabajo fue
investigar si la adminisiracién de
dosis orales de policosanol desde 250
hasta 1 000 mg/kg durante30d ara-
tas macho Sprague Dawley modifi-
can la actividad de aigunas de las
famnilias de isoenzimas microsoma-
les hepaticas involucradas en el me-
tabolismo de muchas drogas y
xenobidticos.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas macho
Sprague Dawley adultas jévenes (5
a 6 semanas) [Centro de Produccidn
de Animales de Laboratoric
{CENPALAB), La Habana, Cubal,
cuyo peso corporal oscilaba entre 150
yag.

Los animales se colocaron en jau-
las (cinco ratas por jaula) y se adap-
taron durante 7 d a las condiciones
del laboratorio. La temperatura se
mantuvoe en (25 = 2)°C, la humedad
relativa entre el 55 v 60 % v la ilumi-
nacién durante 12 h . Se les adimi-
nistrd pienso convencional para ra-
tas (CENPALAB).

Dosificacién y grupos experimenta-
les

En el ensayo se utilizé polico-
sanol en forrma de suspension enun
vehiculo goma acacia-H,O(18mgfml),
tween 20 al 0,4 %. Los animales fue-
ron distribuidos a razdén de 12 ani-
males por grupo aleatoriamente en
geis grupos experimentales:

* Control negativo {animales que
no recibieron tratamiento}.

« Control de vehiculo.

« Control positive {(animales trata-
dos via intraperitoneal con com-
puestos inductores de la fraccidn
microsomal hepatica: fenobarbi-
tal 30 y 60 mgfkeg y 5,6-benzofla-
vona 80 mg/kg via intraperitoneal
segin el Protocolo No. 30 del
INVITTOX, 1880.'%

» Tres grupos tratados con polico-
sanot: 230,500y 1000 mg - kg' - 4.

El policosanol fue administrado en
todos los casos por via oral duran-
tedld.

Obtencién de la fraceién microso-
mal hepatica (S,)

Al conciuir el periodo de trata-
miento, los animales fueron sacrifi-
cados por decapitacién y se procedid
a la extracecion del higado para la
obtencidn de la fraccién microsomal
hepatica. Este fue lavado con KCl
(0,15 mol/L). Después se tomaron 5 g
de higado por animal para obiener
mutestras cada tres animales en los
diferentes grupos experimentales.

Las muestras de higado fueron
homogenizadas y centrifugadas a
9000 g duranie 10 min .

En una poreidn del scbrenadante
obtenido, se determind la actividad
de las enzimas aminopirina desme-
tilasa y N-dimetilnitrosamina deal-
guilasa. La otra porcién se centrifu-
g6 a 100 000 g durante 1 h . El sedi-
mento resultante fue lavado y
resuspendido en una mezela cons-
tituida por Tris-H{1 0,1 mol/L, KC1
0.15 mol/L, EDTA 0,2 mmol/L. .
Todo el pracedimiento experimen-
tal fue realizado a 4 °C . Las frac-
ciones obtenidas se conservaren
a -80 °C para su posterior utiliza-
cibn.

Indicadores biogquimicos analiza-
dos

Las proteinas totales fueron de-
terminadas por el método de Lowry #
En la fraccion obtenida a 8 000 g fue-
ron determinadas las actividades
enziméticas de la aminopirina
desmetilasa y la N-dimetilnitro-
samina dealquilasa!” y la anilina
hidroxilasa.® En la fraccidn obteni-
da a 180 000 g se determinaron: el
conienido del citocromo P-450, el ci-
tocrormo b,M y la NADPH citocremo
¢ reductasa.?

Para evaluar la bictransforma-
<19n del benzo{alpireno, indicador de
ia actividad de la familia Al, fue uti-
lizado el ensayo de Ames.? Se em-
pled la variante de incorporacidén en
placas empleando la cepa TA38 dela
bacteria Salmonella triphumilium,
Como activadores metabdlicos se
utilizaron las diferentes fracciones
obtenidas en cada grupo experimen-
tal.

Las dosis de benzo{a)pirenc em-
pleadas fueron: 10 ¥ 20 mg/placa. Al
finaiizar el tiempo de incubacion (48 hy
se contaron las colonias revertan-
tes por placa en un contador de co-
lonias.

Analisis estadistico

Los resultados se compararon,
utilizando el programa CSS, median-
te 1a prueba t de Student, p < 0,05.
En el analisis de los datos provernen-
tes del ensayo de Ames, se utilizd la
prueba no paramétrica de la U
Mann-Whitney, p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudioc se evaluaron los
posibles efectos de la administracion
de dosis orales repetidas de polico-
sanol hasta 1 000 mg/kg sobre la ac-
tividad del sisterna mierosomal he-
patico en ratas macho Sprague
Dawley.

El policosanol no modificd signi-
ficativamente el contenido de protet-
nas de la fraccién microsomsal pro-
cedente de animales tratados con
respecto a los controles, lo gque per-
mite afirmar que el tratamiento no
produce un aumento o disminucién
de la produccion de las enzimas pre-
sentes en la fraccidn (Tabla 1).

Tampoco modificé la actividad de
ia citocromo ¢ reductasa dependien-
te del citocromo P-450, ni el conteni-
do total de los citocromos P-450 y el
b, lo cual es un indice de que el pro-
ducto nointerfiere en el flyjo de elec-
trones a los citocromos.

Por otro lado, 1a determinacion de
la actividad aminopirina desmetilasa
resultaun indicador de la funcidon de
Ia farnilia de citocromos P-450 3A™ v
las actividades de las enzimas anili-
na hidroxilasa ¥ N-dimetilnitrosa-
mina dealquilasa son indicadores de
la familia P-450 2E1.24

Los resultados demostraron que
el policosancl no afecta la actividad
de estas familias de isoenzimas en-
cargadas de la biotransformacién de
compuestos enddgenos ¥y muchos
xenohidticos.

También fueron estudiados los
efectos sobre Ia actividad de Ja fami-
lia de isoenzimas Al empleando el
ensayoc de Ames® en la bacteria
Salmonella typhimurium (Tabla 2).
En este caso, se utilizd la cepa TAZE
y el benzo(a)pireno como sustrato.
Este es metaboitzado por esta fami-
lia de isoenzimas g compuestos con
aciividad mutagénica reconocida
que revierten el caricter his- de Ia
bacteria a his'.

En ningin casg, la frecuencia de
reversion observada a partir de las
fracciones procedentes de los anima-
ies tratados con policosanol resul-
t6 significativamente diferente a
la obtenida en los animales contro-
les.

Como es conocido, el fenobarbi-
tal es un inductor de las familias de
citocromos P-450 2A1, 2B y 3A, mien-
tras gue la §,6-benzoflavona induce
a las familias de iscenzimas P-45¢
1A1, 1A2 y 2A1.% Las fracciones ob-
tenidas de ralas traladas con estos
inductores mostraron en todos los
casos los cambios esperados en la
actividad enzimatica con respectc a
los animales controles.

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran gue
1z administracién de dosis orales de
policosanol hasta 1 0600 mg/kg duran-
te 30 d a2 ratas Sprague Dawley no
modifica la actividad del sistema de
monooxigenasas hepaticas depen-
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Tabla 1. Efecto de dosis orales repetidas de policosanol scbre el sistéfna microsomal hepétice en ratas macho Sprague
Dawley.

Proteinas totales NADPH citocromo reductasa Citocromo P-450 Citecromo b,

{ mgfmL) {nmol citocrome ¢ - min’! - mg?) {nmol/mg)
Control (-} 240 =09 1386256 0,37 = 0,05 0,44 = 0,04
Control (+} 288 = 0.1* 292 x 44" 1,78 + ¢,08* 0,76 = (,05*
Control vehiculo 256 +04 156186 0,41 + 0,04 0,48 = 004
250 mg/kg 271 =32 17739 0,40 + 0,04 0,53 = 005
500 mg/kg 258228 151 =25 038 =005 051 +002
1400 mgfkg 28538 14,2 + 34 038 =002 0,43 + 0,05
Aminopirina N-dimetilnifresamina Anilina hidroxilasa
desmetilasa dealjuilasa
{nmol formaldehido - min?* - mg" {nmol p-aminofenol - min? - mg!)
Control {-) 009 = D02 0,08 = 0,01 0,08 = 0,01
Control (+) 042 = 0,06* 0,14 = 002 0,22 = 0,04*
Control vehiculo 005 + 0,02 G,07 = 0,01 0,06 + 0,01
280 mgfkg 0,07 =003 0,08 =001 006 =002
500 mp/ke 0,07 = 001 0,08 £ 0,01 006 = 0,02
1 000 mgfkg 0,16 = 0,04 0,07 + 0,01 0,05 = 0,02

{Media * error estdndar}, *p < 0,05,

Tabla 2. Evaluacién del efecto del policosanol sobre la actividad de las
monooxigenasas hepaticas en el ensayo de Ames.

Fraceidn 5,

Cepa TA38

10 pgiplaca 20 pg/placa

S, obtenda de animales no tratados. 22017 24306
8, obtenida de animales inducidos. 47062 772 £21°
3, obtenida de animales administrados con vehiculo, 197 06 233+086
S, obtenida de animales tratados con 250 mg/kg . 183 x40 228 £ 08
S, obtenida de animales fratados con 500 mgkg - 213 + 12 23010
S, obienida de animales tratados con 1 000 mg/kg . 2031 22608

dientes del citocrormo P-450 evalua-
das en este ensayo.
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e incluye 27 tareas o pruebas que exploran los seis
principales dominios o sistemas de funciones cog-
nitivas y algunas funciones afectivas.

¢ Ofrece una opcidn para configurar los parametros
bisicos de administracion (tiempo de presentacion
de los estimulos, intervalos entre estimulos, crite-
rios de tolerancia para el tiempo de reaccién, etcé-
tera.

e Brinda posibilidades de administrar las tareas aisfa-
damente o de configurarlas selectivamente en gru-
pos.

e Posibilita definir sesiones de entrenamiento para fa
administracion de cada tarea a partir de las instruc-
ciones para la efecucion.

e Registra los pardmetros relacionados con la calidad
de la ejecucion por ensayos y niveles de dificultad,
asi como los tiempas de reaccién. Para cada tarea
ofrece un resumen con la descripcién estadistica de
fos resultados.
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