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Resumen

Mendoza, C.; Marquez, A.; Matheus, N.; Sosa, S.M.; Lopez-Ortega, A.: Accion protecto-
ra del dcido kaurénico en el estrés oxidativo hepdtico. Rev. vet. 28: 1, 27-30, 2017. El 4cido
kaurénico es un antioxidante extraido del “frailejon”, la planta mas representativa de la flora
de los paramos andinos de Venezuela, Colombia y norte de Ecuador. Se ha reportado que tal
diterpenoide posee efecto protector frente al estrés oxidativo. El objetivo de este estudio fue
determinar la accion antioxidante del acido kaurénico y establecer su efecto protector ante la
generacion del higado graso experimental causado por el toxico etionina. Se utilizaron 24 ra-
tones hembras NMRI. Al grupo experimental se le administré via i.p. 20 mg/kg de acido kau-
rénico durante 15 dias El grupo control sélo recibid vehiculo. A los 13 dias post-inoculacion se
les indujo higado graso a ambos grupos mediante etionina i.p. (7,5 mg/20 g), manteniéndose
los animales en ayunas durante 48 horas. En el homogenizado de higado se determinaron los
niveles de triglicéridos, proteinas, malondialdehido y dienos conjugados, asi como las acti-
vidades de superoxido dismutasa y glutation peroxidasa. Los resultados fueron analizados
mediante la prueba “t” de Student (p<0,05). Los datos sugieren que el acido kaurénico actua
como antioxidante y disminuye la génesis de lipoperoxidacion.
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Abstract

Mendoza, C.; Marquez, A.; Matheus, N.; Sosa, S.M.; Lopez-Ortega, A.: Protective action
of kaurenic acid on oxidative stress in the liver. Rev. vet. 28: 1, 27-30, 2017. The “frailejon’
is the main representative plant of the flora of the Andean Highlands of Venezuela, Colombia
and Ecuador. It has been reported that kaurenic acid, a diterpenoid present in the plant, has
protective effect against oxidative stress. The aim of this study was to determine the anti-
oxidant effect of kaurenic acid and to establish its protective effect against the generation of
experimental fatty liver caused by ethionine. Twenty four female NMRI mice were used. The
experimental group was administered i.p. 20 mg/kg of kaurenic acid for 15 days while control
group only received vehicle. Thirteen days after kaurenic acid administration, fatty liver was
induced in both groups by administration of ethionine i.p. (7.5 mg/20 g) and fasting for 48
hours. Triglycerides, proteins, malondialdehyde and conjugated dienes were determined in
liver homogenate, as well as the activity of superoxide dismutase and glutathione peroxidase.
Results were analyzed using the “t” Student (p<0.05) test. Gathered data suggest that kaurenic
acid acts as an antioxidant and reduces the genesis of lipid peroxidation.
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INTRODUCCION

El dafio hepatico producido durante la hepatoestea-
tosis representa un problema en las explotaciones gana-
deras de Venezuela y otros paises. Las consecuencias
del higado graso van desde una disminucion de la pro-
duccion lechera, hasta la alteracion de los parametros
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productivos e incluso la pérdida por muerte subita de
bovinos de alto valor genético.

Las vitaminas antioxidantes E y C han resultado
beneficiosas por su efecto protector al higado graso, sin
embargo su elevado costo limita su empleo. Es por esto
que la utilizacion de un producto antioxidante alterna-
tivo como el acido kaurénico, extraido del “frailejon”,
resultaria adecuado.
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El “frailejon” es la planta mas representativa de
la flora de los paramos andinos de Venezuela, Colom-
bia y norte del Ecuador ®. Las especies de esta planta
estan constituidas por el género Espeletia, creado por
Humbolt y Bonpland 7 y redefinido, muchos afnos mas
tarde, como subtribu Espeletiinae en funcion de la gran
cantidad de especies encontradas '. Estas hierbas se
caracterizan por su alto contenido en resinas y aceites
esenciales, presentando un crecimiento espiralado en
forma de roseta '°; su resina contiene mezclas de diter-
penos, los cuales protegerian a la planta contra las bajas
temperaturas .

Se han caracterizado diversos tipos de diterpenos,
entre los cuales se encuentra el 4cido kaurénico (ent-
kaur-16-en-19-oico), de formula molecular C20H3002
(1). Estos diterpenos fueron aislados de diferentes vege-
tales y considerados como compuestos biolégicamente
activos ° . Investigaciones realizadas con este tipo de
compuestos muestran un efecto citotdxico, contra las
células A-549 del pulmén de seres humanos !'. Se ha
reportado su accion contra los canceres de ovario y pul-
mon, asi como su utilidad frente al melanoma maligno
humano > . El acido kaurénico ha demostrado poseer
propiedades anti-inflamatorias y anti-anticonvulsivan-
tes, entre otros efectos 4.

Varias investigaciones detallan la accion del acido
kaurénico sobre la inhibicion de la peroxidacion lipi-
dica y de la superdxido dismutasa. Los diterpenoides
son efectivos agonistas del sistema biologico protector
del estrés oxidativo ¢ y tienen efecto cardioprotectivo
disminuyendo la peroxidacion lipidica inducida por ra-
dicales libres de oxigeno .

El objetivo de esta investigacion fue determinar el
efecto del acido kaurénico sobre la lipoperoxidacion del
higado graso experimental en ratones hembras adultas.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon 24 ratones hembras NMRI, prove-
nientes del Bioterio Central de la UCLA, con peso pro-
medio de 25 g, mantenidos bajo condiciones estandares.
Al grupo experimental, conformado por 12 animales,
se le administro6 acido kaurénico via i.p. a razén de 20
mg/kg durante 15 dias y al grupo control -con igual
numero de animales- s6lo vehiculo.

El acido kaurénico utilizado en el presente trabajo
fue aislado de Espeletia semiglobulata '* y proporcio-
nado en forma de kaurenato sodico [C,;H,/NaO,], el
cual fue disuelto en agua destilada deionizada antes de
Su uso.

A los 13 dias de tratamiento se les indujo higado
graso a ambos grupos de roedores, mediante adminis-
tracion de etionina i.p. (7,5 mg/20 g). Tras mantenerse
en ayunas durante 48 horas, todos los animales fueron
sacrificados bajo ligera eterizacion, tras la cual se les
diseco el higado a 6 roedores experimentales y a 6 con-
troles, para su homogenizacion en buffer tris-sacarosa
250 mM pH 7,2.
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En el sobrenadante se determinaron: a) triglicéri-
dos (TG, mediante kit Qualitest con un patron de 200
mg/dl de trioleina); b) proteinas (P, por kit Bio Rad Lab,
CA, USA) que utiliza como patron albumina sérica bo-
vina 1,41 mg/ml; c¢) malondialdehido (MDA, por la téc-
nica de TBARS, Ohkawa 1978); y dienos conjugados
(DC, Wallin 1993).

El resto de los animales (6 controles y 6 experimen-
tales) fue sacrificado bajo ligera eterizacion, el higado
se canuld a través de la vena porta para perfundir so-
lucion fisiologica fria con EDTA al 0,1%. El érgano se
diseco y peso, luego un trozo de higado se homogenizo
con sacarosa 0,25 M y se diluy6 al 10% p/v para ser
centrifugado a 12.000 rpm (4°C) durante 10 minutos.

El sobrenadante se separ6 con pipeta Pasteur y se
determiné la actividad superdxido dismutasa (SOD)
mediante kit de Lab. Calbiochem. Otro trozo de tejido
fue homogenizado con una solucion buffer provisto por
el kit Calbiochem y en el sobrenadante se determiné la
actividad de la glutation peroxidasa (GP).

Los resultados obtenidos fueron analizados por el
paquete estadistico SPSS, version 17.0 para Windows.
Se realizo la estadistica descriptiva de las variables y
los resultados se expresaron como media aritmética +
error estandar (ES). La comparacion de los valores me-
dios entre los grupos experimental y control se efectuo
a través de una prueba “t” de Student (p<0,05).
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Figura 1. Concentracion hepatica de triglicéridos
(mg de TG/mg de proteinas) en ambos lotes (X£ES,
*p<0,05).
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Figura 2. Concentracion hepatica de triglicéridos
(mg de TG/g de tejido himedo) en ambos lotes (X+ES,
**p<0,025).
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Figura 3. Concentracion hepatica de malondialdehido
(MDA, nmol/mg de proteinas), X*ES (**p<0,025).

600 -

500 - T

*k

400 -

300 A

200 -

MDA nmoles/g de téj.himedo

100 -

0

Control Experimental

Figura 4. Concentracion hepatica de malondialdehi-
do (MDA, nmol/g de tejido huimedo) en ambos lotes
(X£ES, **p<0,025).

RESULTADOS Y DISCUSION

En los animales tratados con acido kaurénico se
obtuvo una disminucion muy significativa de los nive-
les de triglicéridos, medidos en homogeneizados del
higado, al ser comparados con los roedores del grupo
control (Figuras 1 y 2).

En coincidencia, otros autores afirman que en si-
tuaciones de estrés oxidativo se manifiestan lesiones
producidas por radicales libres, que reaccionan quimi-
camente con lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN
en el interior de las células, asi como contra compo-
nentes de la matriz extracelular, por lo que pueden des-
encadenar un dafio irreversible que, si es muy extenso,
puede conducir a la muerte celular 2.

En cuanto al grado de estrés oxidativo, se pudo
apreciar un efecto hepatoprotector del acido kauréni-
co, evidenciado por una disminucion de los niveles de
MDA en el grupo experimental, al ser comparado con
el grupo control. Esta diferencia se mantuvo al expre-
sar los resultados en nmoles de MDA /gramo de tejido
himedo (Figuras 3 y 4).

En el caso de los dienos conjugados, producto ini-
cial del proceso de lipoperoxidacion, se observd una
disminucion de los mismos en los animales experi-
mentales con respecto a los controles, tanto cuando se
expresaron por mg de proteinas, como por gramo de
tejido himedo (Figuras 5 y 6).

Con respecto a las enzimas antioxidantes, los re-
sultados obtenidos indicaron que la actividad de SOD
hepatica, expresada en U/ml (actividad catalitica) o en
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U/mg PT (actividad especifica), estuvo significativa-
mente aumentada (p=0,05) en el grupo inyectado con
acido kaurénico (Figuras 7 y 8). En forma similar, se
obtuvo un aumento significativo en la actividad de la
GP (Figura 9).

En base a los resultados obtenidos es posible in-
dicar que todos los parametros medidos fueron signi-
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Figura 5. Concentracion hepatica de dienos conjuga-
dos (DC, moles/mg de proteina), X+ES (*p<0,025).
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Figura 6. Concentracion hepatica de dienos conjuga-
dos (DC, moles/g tejido himedo), X£ES (*p<0,025).
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Figura 7. Concentracion hepatica de superoxido dis-
mutasa (SOD, U/ml), X£ES, (*p<0,05).
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Figura 8. Concentracion hepatica de superoxido dis-
mutasa (SOD, U/ml de proteina), X+ES (*p<0,05).
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GP mU/ml

Control Experimental

Figura 9. Concentracion hepatica de glutation peroxi-
dasa (GP, mU/ml), X£ES (*p<0,05).

ficativamente mas bajos en los animales a quienes se
les administré acido kaurénico, en comparacion con el
grupo control. La accion antioxidante de los ent-kau-
renos ha sido estudiada previamente; asi, rabdosin-B y
oridonin han sido reportados como potentes inhibido-
res de la peroxidacion lipidica * .

Los presentes hallazgos concuerdan con lo reporta-
do por investigaciones que indican que el diterpenoide
extraido de Podocarpus nagi es un efectivo agonista
del sistema biologico protector del estrés oxidativo ce-
lular 6.

También se ha demostrado que el acido kauréni-
co posee accion antinflamatoria, evidenciada por una
disminucién en la produccion de MDA al inhibir las
actividades de cicloxigenasa y tromboxanos * . En este
trabajo también se comprobo el efecto cardioprotector
del kaureno, determinado por una reduccion de la pe-
roxidacion lipidica mediada por los radicales libres.

En conclusion, surge que el acido kaurénico ejerce
un efecto protector ante el estrés oxidativo del higado
graso, evidenciado por una disminucion de la con-
centracion de MDA y de los DC en el tejido hepatico,
hallazgo relacionado con una mayor actividad de las
enzimas SOD y GP. Asi, se establece la accion anti-
oxidante de este diterpenoide extraido del “frailejon”,
comprobandose que el menor grado de estrés oxidativo
hepatico trajo como consecuencia una disminucion de
la cuantia de la hepatoesteatosis, evidenciada por una
menor concentracion de los triglicéridos hepaticos.
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