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RESUMEN

En las ultimas décadas, con el incremento de la expectativa de vida y de la poblacién adulta mayor, la
frecuencia de padecimientos de enfermedades inflamatorias ha aumentado a nivel mundial y como
consecuencia la prescripcion de los antiinflamatorios no esteroidales. Sin embargo, su uso ha sido asociado a la
ocurrencia de efectos adversos. El D-004, extracto lipidico de los frutos de Roystonea regia (palma real cubana)
presenta efectos antiinflamatorios demostrados en modelos experimentales de inflamacién aguda y cronica. El
objetivo de este trabajo es comparar el efecto antiinflamatorio del D-004 con aspirina (ASA), omega-3 y
extracto de semilla de uva (ESU) en el modelo de pleuresia por carragenina en ratas. Los animales se
distribuyeron aleatoriamente en 10 grupos: un control negativo sin dafio y nueve grupos a los cuales se les
indujo la pleuresia mediante la inyeccion de carragenina: un control positivo tratado con vehiculo y ocho con
D-004, omega-3 y ESU (200 y 400 mg/kg) y ASA (50 y 150 mg/kg), respectivamente. La administracion de
dosis orales unicas de D-004, omega-3, ESU y ASA redujo significativamente el volumen de exudado (VE) y la
actividad de la mieloperoxidasa (MPO) y solo el ESU y la ASA a la mayor dosis redujeron la concentracion de
proteinas (PT). En conclusion, la administracion oral de 200 y 400 mg/kg de D-004, omega-3, ESU y ASA (50
mg/kg) produjo eficacias similares para reducir el VE, mientras el D-004 result6 mas eficaz para inhibir la
actividad de la MPO con respecto al omega-3 y al ESU. Por su parte, la administraciéon de ASA (150 mg/kg)
produjo una eficacia superior sobre ambos indicadores. Sin embargo, solo el ESU y la ASA a las dosis mayores
ensayadas fueron eficaces para reducir la concentracion de PT, como marcador de permeabilidad vascular.

Palabras clave: D-004; ESU; ASA; omega-3; carragenina; inflamacion.
ABSTRACT

In recent decades, with the increase in life expectancy and the elderly population, the frequency of
inflammatory disease conditions has increased worldwide and as a consequence the prescription of non-
steroidal anti-inflammatory drugs. However, its use has been associated with the occurrence of adverse effects.
D-004, lipid extract of the fruits of Roystonea regia (Cuban royal palm) has anti-inflammatory effects
demonstrated in experimental models of acute and chronic inflammation. The aim of this work is to compare
the anti-inflammatory effect of D-004 with aspirin (ASA), omega-3 and grape seed extract (GSE) in the
carrageenan pleurisy model in rats. The animals were randomly distributed in 10 groups: a negative control
without damage and nine groups to which pleurisy was induced by carrageenan injection: a positive control
treated with vehicle and eight with D-004, omega-3 and GSE (200 and
400 mg/kg) and ASA (50 and 150 mg/kg), respectively. The administration of single oral doses of D-004,
omega-3, GSE and ASA significantly reduced the exudate volume (EV) and the activity of the myeloperoxidase
(MPO) and only GSE and ASA at the highest dose reduced the protein concentration (PT). In conclusion, oral
administration of 200 and 400 mg/kg of D-004, omega-3, GSE and ASA (50 mg/kg) produced similar efficacies
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to reduce EV, while D-004 was more effective in inhibiting MPO activity with respect to omega-3 and GSE. In
turn, the administration of ASA (150 mg/kg) produced superior efficacy on both indicators. However, only
GSE and ASA at the highest doses tested were effective in reducing PT concentration, as a marker of vascular
permeability.

Keywords: D-004; GSE; ASA; omega-3; carrageenan; inflammation.

INTRODUCCION

La inflamacion es la respuesta inicial e inespecifica del organismo ante estimulos mecanicos,
quimicos o microbianos. Es una respuesta rapida y ampliada, controlada humoral y
celularmente y desencadenada por la activacion conjunta de fagocitos y células endoteliales
que resulta beneficiosa si el proceso inflamatorio mantiene un equilibrio entre células y
mediadores (Florez, 2014). Los procesos inflamatorios se encuentran involucrados en la
patogénesis de diversas enfermedades de evolucién cronica como: artritis reumatoidea,
aterosclerosis, osteoartritis, asma bronquial, hiperplasia prostatica benigna, cancer, entre
otras (Briganti et al. 2009; Mc Neill et al. 2010; Niknami e al. 2010; George y Brightling,
2016; Robinson et al. 2016).

En las ultimas décadas, con el incremento de la expectativa de vida y de la poblacién adulta
mayor, la frecuencia de padecimientos de enfermedades inflamatorias se ha incrementado a
nivel mundial. Los antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) (aspirina, indometacina,
naproxeno, ibuprofeno, entre otros) representan una de las clases terapéuticas mas prescritas
para tratar esta entidad patoldgica. Sin embargo, su uso ha sido asociado a la ocurrencia de
efectos adversos fundamentalmente sobre el tracto gastrointestinal, que pueden transitar
desde una simple dispepsia hasta la formacion de ulceras pépticas cuyas complicaciones
pueden conducir a hemorragias e incluso a la muerte (Tsumura et al. 2007; Yajima et al.
2007; Moore et al. 2015; Blumenthal et al. 2018).

La aspirina (ASA) es el AINE mas representativo de esta clase terapéutica cuya eficacia
antiinflamatoria se sustenta por la inhibicion inespecifica e irreversible de las isoformas 1y 2
de la ciclooxigenasa (COX) (Vane y Botting, 2003). No obstante, su uso se ha limitado
debido a que se asocia a diversos efectos adversos como: pirosis, dispepsias, gastritis,
epigastralgia, diarrea, estrefiimiento, ulceras gastroduodenales, hemorragias, nefropatias
agudas, insuficiencia renal, sordera, entre otros (Whelton, 1999; Karademir et al. 2003;
Turajane et al. 2009; Lanas, 2010).

Por tal motivo, la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas antiinflamatorias seguras y
eficaces constituye una problematica actual.

En este sentido, se han desarrollado nuevas sustancias antiinflamatorias de origen natural
con mejor perfil de seguridad, dentro de los cuales se destacan el aceite de pescado omega-3 y
el extracto de semilla de uva (ESU) (Simopoulos, 2002; Puiggros et al. 2005).

El aceite de pescado, rico en acidos grasos omega-3 [4acido eicosapentaenoico (EPA) y acido
docosahexaenoico (DHA)], presenta propiedades antiinflamatorias mediadas por efecto
sobre las prostaglandinas (PG) y citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y el TNF-a). Los
acidos grasos Omega-3 son ampliamente utilizados en el mundo para tratar los trastornos
inflamatorios asociados a patologias crénicas como: colitis, asma, artritis, enfermedades
cardiovasculares, cancer y otras (Simopoulos, 2002; Swamy et al. 2008; Cotogni et al. 2011).
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El ESU (Vitis vinifera L.), un suplemento nutricional ampliamente utilizado en el mundo,
presenta propiedades antioxidantes y antiinflamatorias debido a su alto contenido en
polifenoles, fundamentalmente flavonoides como la proantocianidina (Puiggros et al. 2005;
Devi et al. 2006; Terra et al. 2007; Park et al. 2014).

El D-004, extracto lipidico de los frutos de la palma real cubana (Roystonea regia), contiene
una mezcla reproducible de acidos grasos, principalmente oleico, palmitico, latrico,
linoleico, y miristico como componentes mayoritarios, mientras el palmitoleico, caprilico,
caprico y estearico se encuentran en menor proporcion (Arruzazabala et al. 2008; Rodriguez
et al. 2009).

Estudios previos demostraron los efectos antiinflamatorios del D-004 en modelos
experimentales de inflamacién aguda y crénica, los cuales han sido asociados a un
mecanismo de accion dual que involucra la inhibicidén de las actividades enzimaticas de la
ciclooxigenasa (COX) y 5-lipooxigenasa (5-LOX) (Menéndez et al. 2006; Pérez, 2010; Ravelo
et al. 2011; Oyarzéabal et al. 2017). Ademas, previene la hiperplasia prostdtica inducida
experimentalmente en roedores, asi como ejerce efectos antioxidantes. (Arruzazabala et al.
2006; 2009; Oyarzabal et al. 2011; 2013; 2015).

A diferencia de los AINEs, el D-004 constituye una nueva sustancia con accidén
antiinflamatoria que no presenta toxicidad asociada, lo cual ha sido avalado por los estudios
de toxicologia preclinica (Gamez et al. 2005; Gutiérrez et al. 2005, 2007, 2008 (a, b), 2011,
2015 (a-c)) y por los ensayos clinicos que han documentado que es una sustancia segura y
bien tolerada (Lépez et al. 2008, 2009; Rodriguez et al. 2010; Guzman et al. 2013 a, b, 2016).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, resulta interesante comparar el efecto
antiinflamatorio del D-004 con ASA (AINE clasico), omega-3 y ESU en el modelo de
pleuresia por carragenina en ratas.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos (150-200g) provenientes del CENPALAB
(Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio. La Habana), las cuales
fueron adaptadas 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 realizé 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 Practicas 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) de la Unidad de Productos Naturales (UPN) perteneciente al Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC), La Habana, Cuba.

Los animales se identificaron mediante pinceladas de solucion de acido picrico y para el
sacrificio se colocaron, en una campana, en atmosfera de halotano hasta morir.
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Administracion y dosificacion

El D-004 (Iote 310909) (Plantas de Produccién, CNIC, La Habana, Cuba), el ESU (Extracts,
Healing & Medicinal Herbs, Australia) y el omega-3 (Rainbow and Nature Pty Ltd,
Australia) fueron preparados en forma de emulsion en Tween-65/H,O (2 %) (Vehiculo),
mientras la ASA (Farmacuba, La Habana, Cuba) fue preparada en forma de suspensioén en
goma acacia al 1 %. Todos los tratamientos fueron administrados por via oral (5 mL/kg).

La carragenina, sustancia inductora de la inflamacion, (BDH Chemical Ltd Poole, England)
y el citrato de sodio (Caledon Laboratorios Ltd Georgetown, Canadd) se prepararon en
disolucion salina al 1 y 3,15 %, respectivamente.

Tras culminar la cuarentena, las ratas se distribuyeron aleatoriamente en 10 grupos
experimentales (10 ratas/grupo): un control negativo al cual se le inyect6 disolucion salina en
la cavidad pleural y nueve grupos a los cuales se les indujo la pleuresia mediante la inyeccion
de carragenina: un control positivo tratado con vehiculo y ocho con ASA (50 y 150 mg/kg),
D-004 (200 y 400 mg/kg), omega-3 (200 y 400 mg/kg), y ESU (200 y 400 mg/kg),
respectivamente.

Induccion del dafio

Una hora después de administrados los tratamientos (vehiculo, ASA, D-004, omega-3 y
ESU) los animales se anestesiaron en atmosfera de halotano y se les realizo una incision en el
dorso lateral para la administracion de la carragenina (1 %) en la cavidad pleural mediante la
inyeccion de 0,3 mL de la disolucién. Cinco horas después de la induccion de la inflamacién
las ratas se sacrificaron para la obtencion del exudado pleural.

Para obtener el exudado pleural se abri6 la cavidad pleural y se afiadid6 1 mL de citrato de
sodio al 3,15 % que se homogeniz6 con el exudado, el cual se extrajo cuidadosamente
utilizando una pipeta automatica. Una vez colectado se trasvasé a un tubo plastico
graduado.

Volumen de exudado pleural (VE).
El volumen del exudado colectado se midi6 en tubos plasticos graduados, para lo cual se le

restd el volumen de citrato de sodio afiadido (1 mL). El porcentaje de inhibicion del edema
se calcul6 segun:

Inhibicion = 100 — (AVE;*100)

(AVE()
donde: AVEr= VE en los animales tratados - VE en los animales controles negativos
AVEc= VE en los animales controles positivos - VE en los animales controles negativos
Nota: Los exudados contaminados con sangre se desecharon.

¢ Determinacion de la actividad enzimatica de la mieloperoxidasa (MPO)
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La cuantificacion de MPO se realiz6 en el exudado pleural segun la técnica descrita en el
Worthington enzyme manual (1972). Para ello, las muestras se sonicaron por 10seg, se
congelaron y descongelaron a una temperatura de -20 a 30 °C, respectivamente, por 3 veces
sucesivas. Al culminar la ultima descongelacion, las muestras se centrifugaron a 12000 r.p.m.
por 25 min a 4 °C y se cuantifico la MPO en el sobrenadante. Para ello, se mezcl6 625 pL de
buffer fosfato (50 mM, pH=6), que contenia 0,167 mg/mL de dihidrocloruro de O-
dianisidina, con 250 pL de la muestra y 125 uL de peroxido de hidrogeno (0,0005 %).
Finalmente, se determinaron los cambios de absorbancia en un espectrofotometro a 460 nm
durante los 2 min siguientes a la reaccién.

La actividad de la MPO se refiri6 como unidad (U)/mg de proteina en el exudado. Una U de
MPO se defini6 como la degradacion de un umol de per6xido/minuto a 25 °C, la cual se
determin6 mediante la siguiente férmula:

U/mg de proteina = AA min. x Vol. cubeta/8,3 x Vol. muestra x 10

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

¢ Proteinas totales

La concentracién de proteina se determiné por el método de Lowry modificado (Marxwell et
al. 1987).

Analisis Estadistico

Los datos se expresaron como la media + error estdndar. Las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante la prueba no paramétrica de la U de Mann Whitney. A priori se fijé un
nivel de significaciéon a = 0,05. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete
comercial Statistic para Windows (Release 6.0; StatSoft, Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos con relacion a la formacidén de edema, el incremento en la actividad
de la MPO vy la concentracién de PT en el exudado pleural, inducido por carragenina en
ratas, se muestran en la Tabla 1. Como se puede apreciar la inyeccidén de carragenina (grupo
control positivo) incrementé de forma significativa (p<0,00!) el VE, asi como la actividad
enzimatica de la MPO y la concentraciéon de PT en dicho exudado con respecto al grupo
control negativo.

La administraciéon de dosis orales unicas de D-004, Omega-3 y ESU (200 y 400 mg/kg)
redujo de modo moderado y significativo el VE y la actividad de la MPO cuando fueron
comparados con el grupo control positivo. Por su parte, solo el ESU a la dosis de 400 mg/kg
redujo de modo moderado y significativo la concentracion de proteinas (Tabla 1).

El omega-3 (200 mg/kg) y el ESU (400 mg/kg) mostraron diferencias significativas sobre la
actividad de la MPO (15,9 y 25,6 % de inhibicidn, respectivamente) comparados con dosis
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similares de D-004, el cual alcanz6 porcentajes de inhibicion de 25 y 31,6, respectivamente
(Tabla 1).

Por otra parte, la ASA redujo de modo significativo (comparado con el grupo control
positivo) el VE y la actividad de la MPO cuando fue administrado como dosis orales unicas
de 50 y 150 mg/kg, respectivamente, mientras que solo la dosis de 150 mg/kg redujo
significativamente la concentracion de PT. Por su parte, la inhibicion alcanzada con la ASA
sobre VE (48,6 %) y MPO (41,5%) fue significativamente superior a la del D-004.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio corroboran la eficacia del D-004, administrado oralmente
en forma de dosis Unicas, para inhibir la inflamaciéon inducida por la inyeccion intercostal de
carragenina en ratas. Asi, el tratamiento con 200 y 400 mg/kg de D-004 produjo una
reduccion moderada pero significativa del VE y la actividad de la MPO, sin afectar las
concentraciones de PT en el exudado pleural confirmando asi la eficacia antiinflamatoria del
D-004 en este modelo, ya que fue muy similar a reportes previos (Oyarzabal et al. 2017).

Por su parte, el hecho de que en el grupo control positivo se presentara un incremento en el
VE, en la actividad de la MPO y en la concentracién de PT respecto al grupo control
negativo muestra la validez de este modelo y de los resultados obtenidos en nuestras
condiciones experimentales.

La inyeccién intercostal de carragenina en ratas con la consecuente formaciéon de un
exudado inflamatorio en la cavidad pleural constituye un modelo experimental de
inflamacion aguda, ampliamente utilizado en la evaluacion de sustancias con potencial
efecto antiinflamatorio. Este modelo involucra la activacion de las enzimas que participan en
el metabolismo del 4cido araquidonico: 5-LOX y COX, con mayor aporte de esta ultima,
especificamente de la isoforma tipo 1 (COX-1), ya que el marcado efecto de sus productos
sobre la vasodilatacion y permeabilidad vascular confieren al exudado formado un origen
fundamentalmente vasogénico, (Muller, 2002; Nakano et al. 2007; Fausto & Jon Aster, 2009)
por lo cual la eficacia de cualquier sustancia en este modelo dependera de su mecanismo de
accion.

Ha sido demostrado previamente que el mecanismo antiinflamatorio del D-004 responde a
una inhibicién dual sobre 5-LOX y COX, con accién especifica sobre COX-2. Asi, este
mecanismo sustenta la accidén antiinflamatoria moderada del D-004 en este modelo, al no
involucrar la inhibicion de la COX-1, enzima crucial en la génesis de este exudado
inflamatorio, mientras que el modesto efecto del D-004 (= 31 %) sobre la infiltracién de
neutrofilos, medido como actividad de la MPO, pudiera responder a la inhibicion de la 5-
LOX lo cual conduce a una reduccion del leucotrieno B4, potente agente quimiotactico de
neutrofilos.

Por otra parte, la administracion con dosis orales tnicas de omega-3 y ESU (200 y 400
mg/kg) (sustancias antiinflamatorias de origen natural), asi como de ASA (50 y 150 mg/kg)
(AINE clésico) también inhibieron el VE y la actividad de la MPO, mientras solo las dosis
mas altas de ASA y ESU redujeron las concentraciones de PT.
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La comparacion de iguales dosis de D-004 con omega-3 y ESU mostro eficacias similares
para reducir el VE, mientras el D-004 resulté mas eficaz para inhibir la actividad de la MPO.
De modo distintivo, solo la dosis mayor ensayada de ESU redujo la concentracién de PT,
efecto que fue estadisticamente significativo no solo respecto al grupo control positivo sino al
D-004 y que concuerda con la inhibicidn inespecifica de la COX reportada por otros autores
(Raman ez al. 2008).

El hecho de que D-004, ESU y omega-3 inhibieran la actividad de la MPO indica que su
mecanismo antiinflamatorio involucra la inhibiciéon de la infiltracion de neutrofilos. En tal
sentido, el D-004 inhibe la 5-LOX y la consecuente reduccion en la formacion del leucotrieno
B4, lo que pudiera explicar su mayor eficacia sobre esta variable.

En contraste a este resultado, las tres sustancias ejercieron eficacias similares sobre el VE, lo
cual sugiere que el mecanismo antiinflamatorio de ESU y omega-3 involucra otros
mecanismos independientes a sus efectos sobre la modulacion de la migracion de neutréfilos.
En tal sentido, ha sido documentado que los &cidos grasos omega-3 modulan las
prostaglandinas (PG) y citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y el TNF-a) (Wu ez al. 2016),
mientras que la actividad antiinflamatoria del ESU ha sido asociada a efectos inhibitorios
sobre la COX (de modo inespecifico sobre ambas isoformas 1 y 2) (Raman et al. 2008).

Por otra parte, al comparar el D-004 a las dosis ensayadas con la menor dosis de ASA (50
mg/kg) mostré una eficacia similar para reducir el VE y la actividad de la MPO, mientras
que la dosis mayor de ASA (150 mg/kg) produjo una mayor eficacia sobre ambos
indicadores. El efecto distintivo de la ASA sobre la concentracion de PT responde a la
reduccidn de la permeabilidad vascular, de modo similar a lo obtenido con la mayor dosis de
ESU.

La mayor eficacia antiinflamatoria obtenida con ASA, AINE cldsico que inhibe
inespecificamente la COX, pero con radio preferencial sobre COX-1 (Botting, 2010), esta en
concordancia con el papel relevante de esta isoforma enzimatica en la formacion del edema
pleural tipico de este modelo.
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Tabla 1. Efectos del D-004, omega-3, ESU y ASA sobre la formacion de edema, el
incremento en la actividad de la MPO y la concentracion de PT en el exudado pleural.

Dosis VE MPO PT
Tratamiento %1 %1 % I
(U/mg de
(mg/kg) (mL) proteina) (mg/mL)
Control negativo
0 0,01 £ 0,01*** - 0,37 £ 0,16 *** - 10,90 £ 0,17 *** -
(vehiculo)
Control positivo
0 1,45 £ 0,03 - 43,58 + 1,84 - 19,21 £ 0,96 -
(vehiculo + C)
D-004 + C 200 1,08 £ 0,06 *** | 25,7 | 32,79 £ 0,68 *** | 25,0 | 19,10 £ 0,98 0,6
D-004 + C 400 0,95 £ 0,06 *** | 34,7 | 29,93 £0,97*** | 31,6 18,76 £ 0,95 2,5

Omega-3 + C 200 1,12+ 0,06 ** | 22,9 | 36,70+ 1,25*%* | 159 19,57 +£0,87 2,0

Omega-3 + C 400 1,07 £ 0,05 *** | 26,4 | 32,01 £ 0,80 *** | 26,8 | 19,10 £ 1,35 0,6

ESU +C 200 1,08 £ 0,06 *** | 25,7 | 35,35+ 1,27** 19,0 | 18,16 £0,86 5,7
ESU +C 400 1,07+ 0,10 ** | 26,4 | 32,51 £ 0,84 *** ] 25,6 | 15,34 £1,04**| 21,1
ASA +C 50 1,07+ 0,05 *** | 26,4 | 31,58 +1,94* 278 | 17,19£1,03 | 11,0
ASA +C 150 | 0,75+£0,03***¢| 486 | 25,64+ 1,26***<|415| 15,10+ 1,52* | 22,5

VE volumen de exudado, MPO mieloperoxidasa, PT proteinas totales, % I porcentaje de inhibicion, C carragenina Datos como Media +
EEM (error estandar de la media) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Comparacion vs grupo control (+).° p<0,05; ® p<0,01. Comparacion
vs dosis similares de D-004 °p<0,05; “ p<0,01. Comparacién ASA (150 mg/kg) vs D-004 (400 mg/kg) Prueba de la U de Mann Whitney
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CONCLUSIONES

La administracion oral de 200 y 400 mg/kg de D-004, omega-3, ESU y ASA (50 mg/kg)
produjo eficacias similares para reducir el VE, mientras el D-004 resultdé mas eficaz para
inhibir la actividad de la MPO con respecto al omega-3 y al ESU. Por su parte, la
administracion de ASA (150 mg/kg) produjo una eficacia superior sobre ambos indicadores.
Sin embargo, solo el ESU y la ASA a las dosis mayores ensayadas fueron eficaces para
reducir la concentraciéon de PT, como marcador de permeabilidad vascular.
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