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RESUMEN

El dafio pulmonar agudo/sindrome de distrés respiratorio agudo (DPA/SDRA) es considerado actualmente un serio
problema de salud. Sin embargo, hasta el presente no se encuentran disponibles estrategias terapéuticas efectivas para el
tratamiento de esta patologia. E1 D-005, extracto lipidico obtenido del fruto de Acrocomia crispa, palma endémica de Cuba,
protegié del DPA inducido por lipopolisacarido en ratones, asociado, al menos en parte, a sus efectos antioxidantes y
antiinflamatorios en tejido pulmonar. El objetivo de este trabajo es evaluar los efectos del D-005 sobre el DPA inducido por
acido oleico (AO) en ratones. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en siete grupos: un control negativo sin dafio y
seis grupos a los cuales se les indujo el DPA mediante la inyecciéon de AO: un control positivo tratado con vehiculo, cuatro
con D-005 (5, 25, 100 y 200 mg/kg) y uno con dexametasona (20 mg/kg). Los tratamientos fueron administrados como
dosis tnicas y repetidas. La administracion de dosis orales unicas y repetidas de D-005 redujo significativamente el puntaje
histoldgico de dafio pulmonar respecto al grupo control positivo (con DPA). Ademas, redujo marcada y significativamente
la actividad enzimatica de la mieloperoxidasa, asi como las concentraciones de malondialdehido y grupos sulfihidrilos a la
vez que restablecio la actividad de las enzimas catalasa y superoxido dismutasa en tejido pulmonar. En conclusion, el
tratamiento con dosis orales unicas y repetidas de D-005 (5, 25, 100 y 200 mg/kg) previno los cambios histopatologicos en el
tejido pulmonar dafiado evidenciado mediante cambios cuantitativos y cualitativos, lo cual se asocid a un efecto
antiinflamatorio y antioxidante que pudiera explicar, al menos en parte, su efecto protector sobre el DPA inducido por AO.

Palabras claves: D-005, acido oleico, dafio pulmonar agudo, antioxidante, antiinflamatorio.

ABSTRACT

Acute lung injury/acute respiratory distress syndrome (ALI/ARDS) is currently considered a serious health problem.
However, until now no effective therapeutic strategies are available for the treatment of this pathology. D-005, lipid extract
obtained from the fruit of Acrocomia crispa, endemic palm of Cuba, protected from lipopolysaccharide-induced ALI in mice,
associated, at least in part, with its antioxidant and anti-inflammatory effects in lung tissue. The aim of this work is to
evaluate the effects of D-005 on ALI induced by oleic acid (OA) in mice. The animals were randomly distributed in seven
groups: a negative control without damage and six groups to which ALI was induced by injection of OA: a positive control
treated with vehicle, four with D-005 (5, 25, 100 and 200 mg/kg) and one with dexamethasone (20 mg/kg). All treatments
were administered as single and repeated doses. The administration of single and repeated oral doses of D-005 significantly
reduced the histological score of lung damage with respect to the positive control group (with ALI). In addition, it markedly
and significantly reduced the enzymatic activity of myeloperoxidase as well as the concentrations of malondialdehyde and
sulfthydryl groups while restoring the activity of the catalase and superoxide dismutase enzymes in lung tissue. In
conclusion, treatment with single and repeated oral doses of D-005 (5, 25, 100 and 200 mg/kg) prevented histopathological
changes in damaged lung tissue evidenced by quantitative and qualitative changes, which was associated with an anti-
inflammatory and antioxidant effect that could explain, at least in part, its protective effect on ALI induced by OA.

Key words: D-005, oleic acid, acute lung injury, antioxidant, anti-inflammatory.
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INTRODUCCION

El dafio pulmonar agudo (DPA) es una enfermedad frecuente en pacientes hospitalizados
con estado critico de salud donde el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) se
considera como un caso particular severo del DPA. El SDRA no solo afecta la calidad de
vida de los pacientes, sino que ha sido asociado con elevados indices de mortalidad que
varian entre el 30 y 60 %, mientras que en las unidades de cuidados intensivos pedidtricos la
mortalidad es superior al 50 % (Garza et al. 2012; Hou et al. 2014; Estenssoro y Dubin, 2016).
Por estos motivos, el DPA/SDRA es considerado actualmente como un serio problema de
salud.

E1 DPA/SDRA se caracteriza por signos de hipoxemia, distrés respiratorio, edema pulmonar
no cardiogénico, aumento de la permeabilidad vascular y dafio endotelial (Liao et al. 2012;
Zhou et al. 2012).

La fisiopatologia del DPA resulta compleja y multifactorial por lo que aun no ha sido del
todo dilucidada, si bien se conoce que se desencadena por factores que deterioran el estado
funcional de la membrana alveolo-capilar como son: aspiraciéon del contenido gastrico,
sepsis, shock hemorragico, acidosis e inhalacion de agentes toxicos (Tsushima et al. 2009;
Zhou et al. 2012; Hou et al. 2014).

Por otra parte, los procesos de oxidacion-inflamacidén también juegan un rol importante en el
desarrollo y progresiéon de la enfermedad ya que ocasionan dafios a las estructuras celulares
del tejido pulmonar debido a la migracion transendotelial de neutrofilos, con la consecuente
liberacidon de especies reactivas de oxigeno (ERO) y moléculas pro-inflamatorias, que actian
alterando la barrera endotelial y aumentando su permeabilidad (Lingappan et al. 2014).

Sin embargo, hasta el presente no se encuentran disponibles estrategias terapéuticas efectivas
para el tratamiento de esta patologia. Las estrategias farmacoldgicas mayormente empleadas,
aun con escasas expectativas, se basan en el empleo de corticosteroides, dado su mecanismo
antiinflamatorio (Lamontagne et al. 2010; Standiford y Ward, 2016) y los agonistas (32
adrenérgicos de larga duracidn por su accion broncodilatadora (Sartori et al. 2002), si bien su
uso se asocia con diversos efectos adversos, delimitando su indicacién en la préctica clinica.
Dada la ineficacia de estas terapias farmacologicas, unido a su bajo perfil de seguridad, la
busqueda de nuevas estrategias farmacoldgicas seguras y eficaces para el tratamiento del
DPA/SDRA constituye una problematica actual.

En este sentido, extractos naturales o sus metabolitos han sido evaluados en modelos
experimentales de DPA/SDRA, refiriéndose por ejemplo que extractos de Ginkgo biloba
redujeron marcadamente la infiltracion de neutréfilos y los niveles de la enzima
mieloperoxidasa (MPO) en tejido pulmonar de ratas con DPA, logrando una favorable
disminucion de la permeabilidad vascular y de la migracion de leucocitos al fluido bronqueo-
alveolar (Sun ez al. 2002). Por otra parte, algunos polifenoles aislados de extractos naturales
como la epigalocatequina-3-galato presente en el té verde (Camellia sinensis) y el acido elagico
presente en la granada (Punica granatum) demostraron ser efectivos en la deplecién de
moléculas proinflamatorias y otros marcadores importantes del DPA en ratones (Guimaraes
et al. 2002; He et al. 2014). La curcumina, extraida de la Curcuma Longa, ejerce efectos
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beneficiosos sobre los procesos fisiopatolégicos del DPA, segun un estudio preclinico en
ratas Wistar (Zhe et al. 2015).

Los antecedentes previamente mencionados exponen el valor potencial de los efectos
beneficiosos de los productos naturales sobre esta patologia aun “huérfana” de tratamientos
farmacologicos, por lo cual representa un reto actual continuar la busqueda de sustancias
naturales con efectos beneficiosos sobre el DPA/SDRA.

El D-005, extracto lipidico saponificado obtenido del fruto de la Palma Corojo (Acrocomia
crispa), palma endémica de Cuba, perteneciente a la familia Arecaceae, contiene una mezcla
reproducible de 4cidos grasos, principalmente oleico, palmitico, ldurico y miristico mientras
el palmitoleico, caprilico, caprico, y estedrico se encuentran en menores concentraciones
(Gonzalez et al. 2014, Sierra et al. 2014).

Estudios previos demostraron que la administracion oral de D-005 protegi6 del DPA
inducido por lipopolisacarido en ratones (Mena et al. 2019) asociado, al menos en parte, a sus
efectos antioxidantes y antiinflamatorios en tejido pulmonar. Ademads, inhibe Ila
ciclooxigenasa-2 y la 5-lipooxigenasa (Pérez ez al. 2017)

Teniendo en cuenta estos antecedentes, resulta interesante evaluar los efectos del D-005 sobre
el dafio pulmonar agudo inducido por acido oleico en ratones.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos con peso corporal entre 18-20 gramos, provenientes
del CENPALAB (Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio, La
Habana), los cuales fueron adaptados durante 7 dias a las condiciones de laboratorio
(temperatura de 20 a 25 °C, humedad relativa de 60 + 5 %, ciclos de luz/oscuridad de 12
horas) con libre acceso al agua y la comida.

El manejo de los animales se realiz6 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 Précticas 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.

Administracion y dosificacion

E1 D-005 (lote S080316; Laboratorio de Quimica Farmacéutica, CNIC, La Habana, Cuba),
se prepard en forma de emulsion en vehiculo Tween 65/H,0 (2 %), tras corroborar sus
especificaciones de calidad. (Sierra ef al. 2014). Por su parte, la dexametasona (DEX) (lote:
B0112/015040; Laboratorio Farmacéutico “Reinaldo Gutiérrez”’, La Habana, Cuba) se
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prepar6 en soluciéon de goma acacia (1 %). Ambos tratamientos fueron administrados por via
oral (5 mL/kg).

El acido oleico (AO), sustancia inductora del DPA, (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) se
prepar6 en forma de suspension al 5 % teniendo en cuenta las siguientes proporciones: AO 5
%, etanol 5 % y 90 % etilenglicol y se administrd por via intravenosa (i.v).

Se realizaron dos series experimentales: en la serie experimental 1 el D-005 se administro
como dosis unica una hora antes de la induccién del dafio mientras que en la serie
experimental 2 se administré como dosis repetidas durante 14 dias, en ambos casos la DEX
(sustancia de referencia) se administré como dosis Unica, una hora antes de inducir el dafio.

Tras culminar la cuarentena, los ratones se distribuyeron aleatoriamente en siete grupos
experimentales (8 animales/grupo): un control negativo sin dafio, tratado con los vehiculos y
seis grupos a los cuales se les indujo el dafio con AO: un control positivo tratado con el
vehiculo (v.0), cuatro tratados con D-005 (5, 25, 100 y 200 mg/kg) y uno con DEX (20
mg/kg), como sustancia de referencia.

Induccion del daiio pulmonar agudo por acido oleico

La induccién del DPA se realizé mediante la inyeccion i.v de AO (1 pL/g de peso corporal)
segun lo descrito por Lai ez al. (2009), previa anestesia de los animales. Dos horas después de
administrado el AO los ratones se sacrificaron mediante sobredosis de tiopental (60 mg/kg).

Obtencion de las muestras

Se extrajo el bloque pulmonar y se separaron los pulmones: el derecho se conservd en una
disolucion de formaldehido tamponado al 10 % (v/v), para el posterior andlisis
histopatologico y el izquierdo se conservd a — 20 ° C para el andlisis bioquimico
correspondiente.

¢ Procesamiento histoldgico: los pulmones derechos previamente fijados en formaldehido, se
deshidrataron en un procesador automadtico para tejidos, se incluyeron en parafina y se
seccionaron en cortes de 3 um empleando un micrétomo horizontal. Las muestras se
colorearon con la tincién hematoxilina y eosina para la evaluacién de los cambios
miCroscoOpicos.

¢ Procesamiento bioquimico: se tomaron alicuotas de 100 mg del tejido pulmonar y se
homogenizaron en bano de hielo con homogenizador de cuchilla, en Buffer fosfato-EDTA
(0,1 mol/L, pH 7,2) para las determinaciones de malondialdehido (MDA), grupos
sulfihidrilos (SH) enlazados a proteinas y las enzimas catalasa (CAT) y superoxido dismutasa
(SOD). Todos los homogenatos se almacenaron a -20 °C, hasta realizar las determinaciones
correspondientes.

Variables analizadas
Analisis histopatologico

El analisis histoldgico del dafio pulmonar se evalu6 segun el puntaje histologico descrito por
He er al. (2014), donde los hallazgos significativos fueron: hemorragias, edema, exudado,
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necrosis, congestion, infiltracion de neutrofilos y atelectasias. La severidad del dafio se midid
mediante un puntaje histologico segun los siguientes criterios: 0: No dafio, 1: dafio en el 25 %
de los campos, 2: dafio en el 50 % de los campos, 3: dafio en el 75 % de los campos, 4: dafio
difuso.

Determinacion de la actividad de la mieloperoxidasa

La actividad de la MPO se determiné segun la técnica descrita en el Worthington Enzyme
Manual (1972). Para ello, se homogenizaron 100 mg de tejido pulmonar en 1 mL de Buffer
fosfato (50 mmol/L) a pH 6 que contenia bromuro de hexadecil trimetilamonio (0,5 %). Una
vez homogenizadas se sonicaron por 10 seg, se congelaron (-20 °C) y descongelaron (30 °C),
por 3 veces sucesivas. Al culminar la tltima descongelacion, las muestras se centrifugaron a
12000 r.p.m. durante 25 min a 4 °C y se cuantific6 la MPO en el sobrenadante. Para ello, se
mezclaron 625 puL. de tampodn fosfato (50 mmol/L, pH=6), que contenia 0,167 mg/mL de
dihidrocloruro de O-dianisidina, con 250 pL de la muestra y 125 pL de peroxido de
hidrogeno (0,0005 %). Finalmente, se determinaron los cambios de absorbancia en un
espectrofotdometro UV-vis a 460 nm durante los 2 min siguientes a la reaccion.

La actividad de la MPO se refiri6 como unidad (U)/mg de proteina en el tejido pulmonar.
Una U de MPO se definié como la degradacion de un umol de peréxido/minuto a 25 °C, la
cual se determin6 mediante la siguiente formula:

U/mg de proteina = AA min. x Vol. cubeta/8.3 x Vol. muestra x 10

Donde AA min.: es la variacién de la absorbancia, Vol. cubeta: es el volumen final de la
cubeta y Vol. muestra: es el volumen de muestra afiadido (uL).

Determinacion de malondialdehido

La determinacion de MDA se realiz6 segun la técnica descrita por Ohkawa et al. (1979). Para
ello el homogenato de pulmédn se traté con 0,2 mL de dodecil sulfato de sodio (8,1 %), 1,5
mL de acido acético (20 %, pH 3,5) y 1,5 mL de disolucién de acido tiobarbiturico (0,8 %) y
se calento a 95 °C. Con el objetivo de evitar la produccion de peroxidaciones adicionales que
puedan constituir un error en la determinacién durante el proceso de calentamiento se
adicion6 hidroxi tolueno butilado (I mmol/L) al medio. Posteriormente, las muestras se
colocaron a temperatura ambiente y se les adicion6 5 mL de n-butanol:piridina (15:1 v/v).
Posteriormente, se agitaron vigorosamente con la ayuda de un vortex, se centrifugaron a
4000 r.p.m. durante 20 min, se tom6 1 mL de la capa orgénica y se leyo su absorbancia en un
espectrofotdmetro UV-vis a 534 nm. Para los célculos de los niveles de MDA se construy6
una curva patron con MDA bis (dimetil acetal). Los valores de MDA se reportaron como
nmol de MDA /mg de proteina.

Determinacion de grupos sulfihidrilos enlazados a proteinas

La determinacion de grupos SH se realizé mediante la técnica descrita por Hu (1994), para lo
cual se tomd una alicuota de 200 puL de la muestra (homogenato de pulmon), se le afiadio
600 pL de buffer TRIS-EDTA 20 mmol/L, pH 8,2; 40 pL de 5,5'-ditiobis(2-acido
nitrobenzoico) (DTNB) 10 mmol/L y 3,16 mL de etanol absoluto. Se incub6 durante 20 min
a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugd a 3000 r.p.m. por 10 min. La
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absorbancia del sobrenadante se leyd a 412 nm en espectrofotometro UV-vis. Se hizo un
blanco con DTNB vy el total de grupos SH se calcul6é usando una absortividad de 13,600 cm-
1IM-1 y se expres6 en mmol/L.

Determinacion de la actividad de la superdxido dismutasa

La actividad de la SOD se determin6 por el método modificado de Marklund y Marklund
(1974), para lo cual se tomaron 100 uL. de homogenato de pulmoén y se afiadieron 2,8 mL de
la disolucién amortiguadora Tris-HCI (60 mmol/L, pH 8,2), 50 uL. de EDTA (60 mmol/L) y
50 uL. de pirogallol (7,37 mmol/L), se mezcld bien y se esperd 10 segundos de reaccion.
Posteriormente, se leyd la diferencia de densidad oOptica en 1 min a 420 nm en un
espectrofotdmetro UV-vis. La actividad de la SOD se expres6 en U mL" min™.

Determinacion de la actividad de la catalasa

La actividad de la CAT se determino por el método modificado de Aebi (1974), en el que se
monitoreo la desaparicion del H,O, a 240 nm durante 5 min en espectrofotometro UV-vis. A
10 uL de muestra (homogenato de pulmoén) se anadieron 2,89 mL de buffer fosfato de
potasio 50 mmol/L (pH 7,4). La reaccién comienza al afiadir 0,1 mL de H,0O,, para un
volumen final de 3 mL a 25 °C. La actividad se calcul6 por el coeficiente de extincion molar
(43,6 x 10?) y se expres6 en U/min mg de pt x 107,

Analisis Estadistico

Los datos se expresaron como la media * error estandar. L.as comparaciones entre grupos se
realizaron mediante la prueba no paramétrica de la U de Mann Whitney. A priori se fijo un
nivel de significacion o = 0,05. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete
comercial Statistic para Windows (Release 6.0; StatSoft, Tulsa, OK, USA).

El analisis de relacion dosis/efecto se realizé mediante el método de regresion lineal y
correlacidon utilizando el programa Primer of Biostatistic (Stanton A, Glantz; copyright (c)
1992, McGraw-Hill, Inc Version 3.01)

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los efectos de dosis orales unicas y repetidas de D-005 (5-200 mg/kg)
sobre el puntaje histologico del dafio pulmonar inducido por AO en ratones. La inyeccion 1.v
de AO provoco un incremento significativo (p<0,01) del puntaje histologico en los animales
del grupo control positivo respecto a los del control negativo.

El1 D-005 administrado como dosis unicas y repetidas, a las dosis de 25, 100 y 200 mg/kg,
redujo significativamente el puntaje histoloégico alcanzando = 70 y 91 % de inhibicion,
respectivamente, respecto al grupo control positivo (con DPA), mientras que la dosis menor
ensayada (5 mg/kg) no produjo un efecto significativo sobre esta variable. El efecto
alcanzado con el D-005 sobre el puntaje histologico resulté no dependiente de la dosis.

La DEX (20 mg/kg), sustancia de referencia, disminuyo significativamente (p<0,05) el
puntaje histoldgico alcanzando = 80 % de inhibicion.
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En la Figura 1 se representa el dafio histoldgico, inducido por la inyeccion i.v del AO, en los
animales del grupo control positivo respecto al grupo control negativo. El tejido pulmonar de
los animales del control negativo mostr6é una estructura normal de los alveolos, con paredes
finas y presencia ocasional de macréfagos en el espacio alveolar (Fig. 1 A y B). En el grupo
control positivo se observd la presencia de infiltrado inflamatorio de PMN, con una
localizacion perivascular o intramural (Fig. 1 Cy D).

La Figura 2 muestra los efectos de los tratamientos (D-005 y DEX), sobre el dafio histologico
pulmonar inducido por AO. Los grupos tratados con D-005 (200 mg/kg) (Fig. 2 Ay B) y
DEX (20 mg/kg) (Fig. 2 C y D) mostraron una notable disminucién del dafio histolégico.

Los efectos de la administracion oral de D-005 (5-200 mg/kg), dosis unicas y repetidas, sobre
la actividad enzimatica de la MPO y los niveles de MDA en tejido pulmonar de ratones con
DPA inducido por AO se muestran en la Tabla 2. La induccion del DPA produjo un
incremento significativo de la actividad enzimatica de la MPO y de las concentraciones de
MDA en el tejido pulmonar del control positivo respecto al control negativo.

El D-005 (5 mg/kg) administrado como dosis tnica no modifico los niveles de MPO, si bien
administrado como dosis repetidas alcanzo un 53,8 % de inhibicién respecto al control
positivo. El resto de las dosis ensayadas redujeron marcada y significativamente la actividad
enzimatica de la MPO alcanzando la mayor inhibiciéon a las dosis de 200 y 100 mg/kg
administradas como dosis Unicas y repetidas, respectivamente.

El efecto sobre el incremento de MDA se alcanz6 desde la dosis menor ensayada (5 mg/kg)
administrada como dosis Unica y repetida alcanzando un porcentaje de inhibiciéon de = 100
en ambos casos.

El andlisis dosis-efecto en ambas variables arrojé un comportamiento no dependiente de la
dosis.

La DEX (20 mg/kg), sustancia de referencia, redujo significativamente la actividad
enzimatica de la MPO vy los niveles de MDA respecto a los animales del grupo control
positivo.

La Tabla 3 muestra los efectos de la administracion de dosis repetidas de D-005 (5-200
mg/kg) sobre el dafio oxidativo a proteinas (grupos SH) y sobre la actividad de enzimas del
sistema antioxidante endégeno (CAT y SOD) en ratones con DPA inducido por AO. La
inyeccion 1.v de AO produjo un incremento significativo (p<0,05) de las concentraciones de
grupos SH, asi como una deplecion de la actividad enzimatica de la SOD (p<0,01) y la CAT
(p<0,05) en el tejido pulmonar de los animales del grupo control positivo respecto a los
animales del grupo control negativo. Por su parte, la DEX (20 mg/kg), sustancia de
referencia, mostré una marcada y significativa reduccion de los niveles tisulares de grupos
SH alcanzando un 64,96 % (p<0,05) de inhibicion. Ademas, restituyo significativamente la
actividad enzimatica de la SOD (63,36 % de restitucidon; p<0,05) y la CAT (54,59 % de
restitucion; p<0,01) respecto al control positivo.

El D-005, a las dosis de 5, 25, 100 y 200 mg/kg, disminuy® los niveles tisulares de grupos SH
asociados a proteinas de forma marcada y significativa (p<0,05) con porcientos de inhibicién
de 52,9; 57,2; 63,2 y 65,8, respectivamente (Tabla 3). Ademas, incrementd significativamente
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(p<0,05) la actividad enzimatica de la SOD y la CAT alcanzando un 65,2 y 66,6 % de
restitucion, respectivamente. Los efectos alcanzados tras la administracion oral de dosis
repetida de D-005 sobre los marcadores de dafio oxidativo (grupos SH, SOD y CAT) fueron
no dependientes de la dosis.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran la eficacia del D-005, administrado oralmente
en forma de dosis Unicas y repetidas, para inhibir el DPA inducido por AO.

De acuerdo con reportes previos la inyeccidon intravenosa de AO indujo DPA en los ratones
del grupo control positivo con una diferencia significativa respecto al control negativo,
evidenciado en un incremento del puntaje histoldgico y en cambios cualitativos observados al
microscopio. En tal sentido, el tejido pulmonar mostré cambios, desde una estructura normal
de los alveolos, con paredes finas y presencia ocasional de macréfagos en el espacio alveolar
del grupo control negativo hasta la presencia de infiltrado inflamatorio de PMN, con una
localizacion perivascular o intramural en el grupo control positivo. Este resultado corrobora
la validez del modelo en nuestras condiciones experimentales ya que la presencia de
neutro6filos en el espacio alveolar e intersticial y el engrosamiento de las paredes alveolares
constituyen rasgos relevantes que demuestran la ocurrencia de un DPA (Guimaraes et al.
2002; Lai et al. 2009; Matute et al. 2011). Ademas, los neutrofilos son las primeras células que
migran hacia el tejido pulmonar ante un estimulo y su excesivo reclutamiento contribuye al
dafio tisular y al proceso inflamatorio asociado a la administracién intrapulmonar de AO en
ratones (Maniatis et al. 2008; Gongalves et al. 2012).

La administracion oral de DEX a la dosis de 20 mg/kg, empleada como sustancia de
referencia, redujo el incremento del puntaje histoldgico del dafio pulmonar, con respecto al
grupo control positivo, alcanzando = 80 % de inhibicion. Este resultado, conjuntamente con
los dafios observados sobre el tejido pulmonar, con DPA inducido por AQO, sustenta la
validez del modelo desarrollado en nuestras condiciones experimentales.

Por su parte, la administracién de dosis orales Unicas y repetidas de D-005 redujo el puntaje
histologico del dafio pulmonar inducido por AQO, respecto a los animales del grupo control
positivo.

El D-005 a la dosis de 5 mg/kg, administrado como dosis orales unicas y repetidas, no
produjo ningun efecto significativo sobre el puntaje histoldgico por lo que en ambos casos la
dosis de 25 mg/kg resultd ser la dosis minima efectiva; a su vez se comportd como la dosis
maxima efectiva ya que las dosis mayores ensayadas (100 y 200 mg/kg) no produjeron un
efecto superior. El D-005, administrado como dosis tnicas, alcanzé un 69,7 % de inhibicion
sobre el puntaje histologico, mientras que a dosis repetidas el efecto alcanzado fue superior
(91 % de inhibicidn), con un comportamiento no dependiente de la dosis en ambos casos.

Estos resultados se encuentran en correspondencia con un estudio previo que demostré que
el D-005 administrado a dosis orales unicas protege el tejido pulmonar del dafio inducido por
lipopolisacaridos (Mena et al. 2019).

Teniendo en cuenta el papel del proceso inflamatorio en el desarrollo y progresion del DPA
donde las enzimas 5-LOX y COX-2 juegan un rol importante, la inhibicién de la actividad de
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dichas enzimas disminuye el dafio sobre la capa epitelial o endotelial que se deriva del
proceso inflamatorio que debilita la estructura de la membrana alvéolo-capilar (Liu e al.
2013). Estas enzimas intervienen en la formacion de mediadores del acido araquiddnico. La
5-LOX metaboliza este acido hacia la formacién de leucotrienos, dentro de los cuales se
encuentra el leucotrieno B4, un potente agente quimiotactico que promueve el reclutamiento
de macréfagos y mastocitos al espacio alveolar. La COX-2 (isoforma inducible de la
cicloxigenasa) se expresa en las células inflamatorias donde metaboliza el acido araquidonico
hacia la formacién de prostaglandinas, como la PGE2 implicada en la activacion y
degranulacién de mastocitos (liberan proteasas y quimocinas responsables del aumento de la
permeabilidad vascular), asi como la prostaciclina, un potente vasodilatador del endotelio
pulmonar (Garcia de Lorenzo et al. 2000).

En este sentido, el hecho de que el D-005 inhibe la actividad de las enzimas 5-LOX y COX-2
(Pérez et al. 2017), podria explicar, al menos en parte, su efecto protector sobre el tejido
pulmonar aqui demostrado.

Si bien la demostracion del efecto del D-005 sobre la actividad enzimatica de la 5-LOX y
COX-2 no forma parte de este trabajo, resulta interesante conocer que la inhibicion
simultanea de estas enzimas le confiere al D-005 las ventajas de los antiinflamatorios duales
en cuanto a su perfil de seguridad y tolerabilidad (Charlier y Michaux, 2003; Coruzzi et al.
2007). Por tanto, la inhibicién dual reportada como mecanismo antiinflamatorio del D-005
representa un beneficio potencial para el manejo de una enfermedad frecuente en pacientes
hospitalizados con estado critico de salud como es el DPA (Hou ez al. 2014).

Durante el desarrollo del DPA/SDRA ocurre la infiltracion de neutréfilos, reclutados por la
liberacién de quimiocinas o componentes del sistema del complemento (Repine, 1992). Estos
neutrofilos estimulados liberan diversas enzimas entre las que se encuentra la MPO. Por este
motivo, la enzima MPO ha sido asociada directamente con la concentraciéon de neutroéfilos
en el tejido inflamado y constituye un marcador bioquimico ampliamente usado para
corroborar la presencia de infiltrado inflamatorio en los tejidos (Klebanoff, 1999; Kato, 2016;
Aratani, 2018).

En correspondencia con la presencia de infiltrado inflamatorio de PMN en el tejido
pulmonar de los animales del grupo control positivo, se obtuvo un incremento de la actividad
enzimatica de la MPO, de acuerdo a reportes de la literatura (Bhargava et al. 2013).

El comportamiento de la DEX como sustancia de referencia corrobora una vez mas la
validez de los resultados obtenidos en nuestras condiciones experimentales ya que redujo
significativamente la actividad enzimatica de la MPO respecto a los animales del grupo
control positivo. (Huang ez al. 2014).

La administracion oral de D-005 como dosis unicas (5 mg/kg) no produjo ningun efecto
significativo sobre la actividad enzimatica de la MPO mientras que las dosis de 25, 100 y 200
mg/kg mostraron porcentajes de inhibicion de 66,7, 77,8 y 83,3, respectivamente. El efecto
observado fue no dependiente de la dosis, siendo 25 mg/kg la dosis minima efectiva. De
modo similar, el D-005 administrado como dosis repetidas inhibié de manera no dependiente
de la dosis la actividad enzimatica de la MPQO, si bien en este caso no pudimos caracterizar la
dosis minima efectiva ya que 5 mg/kg (dosis menor ensayada) alcanzé un 53,85 % de

70



Rev. CENIC Cienc. Biol.; vol. 50 (no.1): 062-080. Afio. e-1SSN: 2221-2450

inhibicion estadisticamente significativo. La dosis de 100 mg/kg resulto ser la dosis maxima
efectiva ya que 200 mg/kg no produjo un efecto superior.

La administracién oral de D-005 con el esquema de dosis repetidas produjo la mayor eficacia
sobre la MPO a la dosis de 100 mg/kg (92,3 % de inhibicion), siendo ligeramente superior a
la mayor eficacia alcanzada con el esquema de dosis unicas a 200 mg/kg (83 % de
inhibicién). Ademas, la administracion repetida de D-005 fue efectiva desde la menor dosis
ensayada de 5 mg/kg, mientras que esta dosis no fue efectiva tras su administraciéon aguda.

Por tanto, la administraciéon oral del D-005 en esquema de dosis repetidas produjo una
reduccion de la actividad de la MPO, como marcador inflamatorio en tejido pulmonar, con
mayor potencia y eficacia a la alcanzada con dosis unicas.

Teniendo en cuenta, que la administracion oral de dosis unicas y repetidas de D-005
disminuy6 la actividad enzimatica de la MPO en tejido pulmonar y que los procesos
inflamatorios constituyen un factor etioldgico importante en el desarrollo del DPA (Bernard
et al. 1994; Mena et al. 2019); el efecto del D-005 sobre la MPO pudiera explicarse al menos

en parte, por su efecto antiinflamatorio demostrado in vitro (Pérez et al. 2017).

El estrés oxidativo dado por el desbalance de prooxidantes y antioxidantes juega un
importante papel en la iniciacion, desarrollo y progresion del DPA (Chow et al. 2003) ya que
los pulmones son Organos susceptibles al estrés oxidativo que se deriva de respuestas
inflamatorias (Rahman y Adcock, 2006). El proceso inflamatorio es una fuente bien
documentada de generacion de ERO ya que células como los neutréfilos producen agentes
oxidantes como el O,*, H,O,, y HOCI, los cuales son los responsables del dafio tisular
asociado con la inflamacion crénica donde la enzima MPO es una de las principales fuentes
de estas ERO (Leon et al. 2005).

En este contexto, ha sido demostrado que el DPA inducido por AO (Chow et al. 2003)
genera un incremento del estrés oxidativo basado en la activacidén de los neutrofilos, los
cuales a su vez son considerados como la mayor fuente de ERO donde la MPO juega un
papel primordial ya que cataliza la produccién acidos hipohalogenosos, principalmente acido
hipocloroso que a su vez da origen al oxigeno singlete, y ambas ERO, participan en el
desarrollo de la lesién pulmonar (Kato, 2016).

Resulta entonces relevante el efecto de la administracion oral a dosis unicas y repetidas del
D-005 sobre la disminucién de la actividad de la enzima MPO, considerando que no solo
reduce el proceso inflamatorio, sino que indirectamente reduce la liberacién de las ERO
antes mencionadas, pudiendo adjudicarse ademas como un posible mecanismo antioxidante
del D-005.

La inyeccion de AO, en ambas series experimentales, provoco un incremento significativo de
las concentraciones de MDA, marcador de PL, en el tejido pulmonar de los animales del
control positivo respecto al control negativo, el cual fue inhibido significativamente por la
sustancia de referencia (DEX). Estos resultados se asemejan a los reportes de otros autores lo
que corrobora la validez de nuestro modelo experimental (Guimardes et al. 2002; Lai et al.
2009) y se encuentran en correspondencia con la presencia de PMN vy el incremento de la
MPO, observados en el grupo control positivo, y su papel en la producciéon de ERO descrita
anteriormente.
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La administracion de dosis orales unicas y repetidas de D-005 (5-200 mg/kg) redujo
significativamente las concentraciones de MDA en el tejido pulmonar dafado.

La evaluaciéon del D-005 con el esquema de dosis tinica mostrd una reduccion significativa
de las concentraciones de MDA en tejido pulmonar, desde la menor dosis ensayada de 5
mg/kg (50 % de inhibicion), por lo que no se pudo caracterizar la dosis efectiva minima. La
mayor eficacia alcanzada con este esquema de dosis fue de un 96,4 % de inhibicién con la
dosis de 100 mg/kg, la cual se comportd6 como la dosis efectiva méxima ya que la dosis
superior ensayada de 200 mg/kg no produjo efecto adicional.

Por su parte, la administracion de D-005 con el esquema de dosis repetidas también resulto
efectiva desde la dosis de 5 mg/kg (69,6% de inhibicién) por lo que tampoco se pudo
caracterizar en este caso la dosis minima efectiva. La dosis de 200 mg/kg alcanzo6 la mayor
eficacia, tras este esquema de administracion, ya que el efecto alcanzado fue de = 100 %.

Por tanto, la administracion oral de D-005 con el esquema de dosis repetidas produjo un
efecto ligeramente superior y total al alcanzado con el esquema de dosis unicas sobre esta
variable de estrés oxidativo. Sin embargo, el hecho de que no se pudiera caracterizar la dosis
minima efectiva en ninguna de las dos series experimentales constituyd una limitante en el
analisis de la potencia, por lo que estudios ulteriores deberan evaluar dosis menores a las
aqui ensayadas en aras de completar esta caracterizacion.

Este resultado evidencia el efecto del D-005 para inhibir la PL, ya que el MDA es uno de los
productos finales de la cascada de dafio oxidativo que se produce en los lipidos de las
membranas celulares, que a su vez es un metabolito altamente toxico capaz de reaccionar
con las proteinas, acidos nucleicos y fosfolipidos modificando su estructura y funciéon (Leén
et al. 2005).

Basado en el hecho de que las ERO que se generan durante el DPA y la propia actividad
prooxidante del MDA producen un dafio oxidativo a nivel pulmonar que involucra a las
proteinas y las enzimas del sistema antioxidante enddgeno, resultaba interesante profundizar
en los efectos del D-005 sobre estos marcadores del balance redox.

Por tales motivos, se evaluaron los efectos del D-005 sobre las concentraciones de grupos SH
como marcador de dafio oxidativo a proteinas, y sobre las actividades enzimaticas de la SOD
y CAT como enzimas del sistema antioxidante endégeno, tras su administracion oral a dosis
repetidas.

Los animales con DPA inducido por AO mostraron un incremento significativo de las
concentraciones de grupos SH, asi como una deplecién de las actividades enzimaticas de la
SOD y la CAT en el tejido pulmonar danado respecto a los animales del grupo control
negativo (sin dano). Estos resultados se corresponden con los hallazgos descritos por Zhao et
al. (2016).

Por su parte, la DEX, sustancia de referencia, redujo significativamente las concentraciones

de grupos SH a la vez que restituyo significativamente la actividad enzimatica de la SOD y la
CAT respecto a los animales del grupo control positivo.
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La administracion de dosis orales repetidas de D-005 a la dosis de 5 mg/kg disminuyd
significativamente los niveles tisulares de grupos SH asociados a proteinas (53% de
inhibicién), por lo que no se pudo definir la dosis minima efectiva sobre este parametro. La
dosis de 100 mg/kg fue la dosis efectiva maxima (63,2 % de inhibicidn), ya que la dosis
superior ensayada de 200 mg/kg produjo una eficacia muy similar (65,8 % de inhibicion).

El D-005 administrado como dosis repetidas restituyd significativamente la actividad
enzimatica de la SOD y la CAT desde la dosis de 5 mg/kg, por lo que no se pudo definir la
dosis minima efectiva, ya que no se evaluaron dosis inferiores. La mayor eficacia del D-005
para restituir la actividad de la SOD se obtuvo con las dosis de 100 y 200 mg/kg alcanzado
porcentajes de restitucion muy similares de 65,2 y 68,2 %, respectivamente, por lo que la
dosis efectiva maxima fue definida como 100 mg/kg. Sin embargo, si bien los efectos sobre la
actividad de la CAT mostraron una restitucion significativa de la actividad enzimatica, en
este caso no se pudo definir la dosis efectiva maxima debido a que la mayor dosis ensayada
de 200 mg/kg provoco el mayor porcentaje de inhibicidn y no se evaluaron dosis superiores.

El efecto del D-005 sobre las enzimas SOD y CAT sugiere que el efecto antioxidante del D-
005 sobre el tejido pulmonar dafiado puede estar dado por una estimulacion del sistema
antioxidante enddgeno, si bien estudios ulteriores deberan profundizar en sus efectos sobre
otras enzimas de este sistema.

Una vez demostrado que el D-005 inhibe la generaciéon de MDA (marcador de PL) y grupos
SH asociados a proteinas de (marcador de oxidacion proteica) y restituye la actividad de las
enzimas SOD y CAT (marcadores del sistema antioxidante endégeno) en tejido pulmonar
dafnado, podemos plantear que el efecto antioxidante del D-005 ejerce un beneficio adicional,
que pudiera en parte, explicar el hecho de que el D-005 previene el DPA inducido por AO en
ratones.

Teniendo en cuenta que el estado de oxidacion-inflamacion asociado al DPA se caracteriza
por un debilitamiento de la estructura de la membrana alvéolo-capilar, que propicia la
infiltracién de PMN, la activacién de enzimas oxidantes (como la MPO), secrecion de
citocinas y produccion de moléculas de adhesion, asi como de ERO, y que el D-005 previno
la infiltracion de PMN, disminuyo6 la actividad enzimatica de la MPO vy restablecié el
balance redox, resulta l6gico suponer que el efecto alcanzado por el D-005 sobre el DPA
inducido por AO puede estar basado en un mecanismo que abarca sus efectos antioxidante y
antiinflamatorio.

Estos resultados representan las primeras evidencias del efecto del D-005 sobre el DPA
inducido por AO en ratones, por lo que estudios posteriores deberdn profundizar en la
caracterizacion de este efecto, asi como en el mecanismo de accion que lo sustenta.
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Tabla 1. Efectos del D-005 sobre el puntaje histolégico del dafio pulmonar en ratones con

dafio pulmonar agudo inducido por acido oleico.

Dosis Dosis tnicas Dosis repetidas
Tratamiento

(mg/kg) | Puntaje histologico %I Puntaje histologico %1
Control negativo

0 0,28 = 0,18** - 0,00 = 0,00 ** -
(vehiculo)
Control positivo

0 1,83+ 0,75 - 1,11 £0,20 -
(vehiculo + AO)
D-005 + AO 5 1,28 + 0,28 35,5 0,80 = 0,41 27,3
D-005 + AO 25 0,71 £ 0,28 * 72,3 0,11 £0,11 ** 91
D-005 + AO 100 0,75+ 0,25 * 69,7 0,10 £ 0,10 ** 91
D-005 + AO 200 0,75 £ 0,25 * 69,7 0,12 £ 0,12 ** 91
DEX + AO 20 0,57 £ 0,29 * 81,3 0,33 £ 0,16 * 75,8

AO dcido oleico, DEX dexametasona, I inhibicion Datos como Media + EEM (error estindar de la media) *p<0,05;

**<0,01 Comparacion vs grupo control (+). Prueba de la U de Mann Whitney.
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Tabla 2. Efectos del D-005 sobre la actividad enzimatica de la mieloperoxidasa y los niveles de
malondialdehido en tejido pulmonar de ratones con dafio pulmonar agudo inducido por acido oleico.

Tratamiento Dosis unicas
Dosis
MPO MDA
mg/k
(mg/kg) 1%) 1%)
(U/mg pt) (nmol/mg pt)
Control negativo
0,05 + 0,01 ** - 0,43 £ 0,25 ** -
(vehiculo)
Control positivo
- 0,23 + 0,04 - 0,71 + 0,53 -
(vehiculo + AO)
D-005 + AO 5 0,20 £ 0,04 16,7 0,57 + 0,06 * 50,0
D-005 + AO 25 0,11 +0,01 * 66,7 0,51 + 0,04 * 71,4
D-005 + AO 100 0,09 + 0,01 ** 77,8 0,44 + 0,03 ** 96,4
D-005 + AO 200 0,08 + 0,01 ** 83,3 0,49 + 0,03 ** 78,6
DEX + AO 20 0,10+ 0,01 * 72,2 0,51+ 0,05 * 71,4
Dosis repetidas
Control negativo
- 0,07 £ 0,02 * - 1,52 £ 0,10 ** -
(vehiculo)
Control positivo
- 0,33 + 0,09 - 3,77 £ 0,50 -
(vehiculo + AO)
D-005 + AO 5 0,15 + 0,06* 53,8 2,20 + 0,12 ** 69,8
D-005 + AO 25 0,10 £ 0,04 * 88,5 1,88 £ 0,11 ** 84
D-005 + AO 100 0,08 £0,01* 92,3 1,66 £ 0,12 ** 93,8
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D-005 + AO

200

0,11 £0,04 *

84,6

1,52 £0,09 **

100

DEX + AO

20

0,10 £ 0,04 *

88,5

1,84 £ 0,12 **

85,8

AO acido oleico, DEX dexametasona, I inhibicion, MDA Malondialdehido, MPO Mieloperoxidasa, pt proteina Datos como
Media + EEM (error estandar de la media) *p<0,05; **p<0,01 Comparacién vs grupo control (+). Prueba de la U de Mann

Whitney.

Tabla 3. Efectos de dosis repetidas de D-005 sobre las concentraciones de grupos sulfihidrilos
y actividad enzimatica de SOD y CAT en tejido pulmonar de ratones con dafio pulmonar

agudo inducido por acido oleico.

Tratamiento

Control negativo

Control positivo

D-005

D-005

D-005

D-005

DEX

Dosis

(mg/kg)

25

100

200

20

SH

(mmol/L)

0,83 £0,14*

2,00 £ 0,22

1,38 £ 0,09 *

1,33 £ 0,08 *

1,26 £ 0,04 *

1,23 £ 0,08 *

1,24£0,07*

I1(%)

52,9

57,2

63,2

65,8

64,9

SOD

(U mL" min™)

8,11 + 1,28 **

2,76 £ 0,04

524+ 1,03*

5,39+0,71 *

6,25+ 0,89 *

6,41 + 0,41 **

6,15+0,77*

R (%)

46,3

49,1

65,2

68,2

63,3

CAT

R

(U/min mg pt x (%)

10)

6,54 +0,14*

1,96 £ 0,18

3,64+ 0,42 **

3,64 £ 0,42 **

4,13 £0,44 **

5,01 £0,56 **

4,46 + 0,30 **

36,6

47,3

54,5

66,6

54,6

CAT catalasa; DEX dexametasona, I inhibicion, pt proteina; R restitucion, SH sulfihidrilos, SOD superoxido dismutasa Datos como Media + EEM (error
estandar de la media) * p < 0,05; ** p<0,01 Comparacion respecto al grupo control positivo Prueba estadistica (U de Mann Whitney).
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Figura. 1. Secciones histologicas de pulmon de ratones (tincion de hematoxilina y eosina. 40 X). A y B): control negativo,
paredes alveolares finas y presencia ocasional de macrifagos (M) en el espacio alveolar. C y D): control positivo, zona amplia
de polimorfonucleares neutrdfilos (cabezas de flecha) y paredes alveolares engrosadas (flecha blanca). Los rectangulos con
lineas discontinuas en A y C encierran las regiones que se han ampliado en B y D, respectivamente. Barras = 50 um.

Figura. 2. Secciones histologicas de pulmén de ratones (tincion de hematoxilina y eosina. 40 X). A y B): D-005, disminucién
del grosor de las paredes alveolares y ausencia de neutrdfilos. C y D): DEX, disminucion del grosor de las paredes alveolares y
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presencia de escasos neutrdfilos. Los rectangulos con lineas discontinuas en A y C encierran las regiones que se han ampliado
en By D, respectivamente. Barras = 50 um.

CONCLUSIONES

El tratamiento con dosis orales unicas y repetidas de D-005, (5, 25, 100 y 200 mg/kg) previno
los cambios histopatologicos en el tejido pulmonar dafiado evidenciado mediante cambios
cuantitativos y cualitativos, lo cual se asocio a un efecto antiinflamatorio y antioxidante que
pudiera explicar, al menos en parte, su efecto protector sobre el DPA inducido por AO.
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