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RESUMEN. El efecto antinflamatorio del tratamiento combinado de D-002 (mezcla de alcoholes de alto peso
molecular) y Lyprinol (&cidos grasos poliinsaturados del mejillén de labio verde (Perna canaliculus)), se evalud
mediante el modelo de inflamacién crénica inducido por la implantacién de la mota de algoddn en ratas. Para lo cual,
se utilizaron rata macho de la linea Sprague Dawley, divididas en cinco grupos experimentales a los que se les indujo
el granuloma por algodén: un control (vehiculo), un grupo tratado con D-002 (25 mg/kg), uno con Lyprinol (25
mg/kg), uno con la combinacion (D-002 + Lyprinol) y uno con aspirina (150 mg/kg) como sustancia de referencia.
Todos los tratamientos (vehiculo, D-002, aspirina y Lyprinol) se administraron por via oral mediante entubacion
intragastrica (5 mL/kg) dosis repetida, durante seis dias, comenzando 24 horas después de inducida la inflamacién
crénica por granuloma de algoddn. Los resultados mostraron que el tratamiento combinado de D-002 con Lyprinol
redujo de forma significativa tanto el peso himedo (13,2 %) como el peso seco (25,68%) del granuloma inducido en
las ratas; sin embargo, este efecto no tuvo una interaccion de tipo aditiva ya que no fue superior a la sumatoria de los
efectos de la monoterapia. Se demostrd la efectividad de la terapia combinada D-002 + Lyprinol sobre la formacion
del granuloma inducido por algodén en ratas.

ABSTRACT. Anti-inflammatory effect of combined treatment of D-002 (mixture of high molecular weight aliphatic
alcohols) and Lyprinol (lipid extract from green-lipped mussel (Perna canaliculus)), was evaluated in cotton pellet
induced chronic inflammatory animal model. For that, male Sprague Dawley rats, divided into five experimental
groups that were granulomatous inflammation by cotton pellet were used: control (vehicle), treated with D-002 (25
mg / kg) group, one with Lyprinol (25 mg / kg), one with the combination (D-002 + Lyprinol) and one with aspirin
(150 mg/kg) as a reference substance. All treatments (vehicle, D-002, aspirin and Lyprinol) were administered by oral
route (5 mL/kg) repeated dose, for six days, beginning 24 hours after chronic inflammation induced by cotton pellet.
The results indicated that combined treatment with D-002 and Lyprinol, significantly reduced both, wet weight
(13.2%) and dry weight (25.68%) of granuloma induced in rats; however, this effect was not additive interaction type
as it was no more than the sum of the effects of monotherapy. The effectiveness of D-002 + Lyprinol combined
therapy on the formation of cotton-induced granuloma in rats was demonstrated.

INTRODUCCION

La inflamacién es considerada como una respuesta biolGgica transitoria del tejido frente a un estimulo nocivo tal
como una lesion, antigenos exdgenos o enddgenos, en el intento de eliminar el estimulo y reparar el tejido dafiado
para lograr la reparacion de este y retornar a la homeostasis.! Aunque la inflamacién es un mecanismo de defensa
positivo del organismo, se considera como la llamada “espada de doble filo” ya que esta reaccion de forma
prolongada y descontrolada puede ser reconocida como causa de diferentes desdrdenes, como la diabetes, alergias,
ateroesclerosis, obesidad, cancer y el dolor. Por otra parte, la disfuncion inflamatoria que da paso a las enfermedades
crénicas, incrementa el costo de la atencién médica por parte de la sociedad.??

La inflamacion como respuesta fisiolégica muy compleja posee dos fases: una aguda y otra cronica.* La fase aguda se
desencadena cuando el organismo se encuentra con un estimulo dafiino, se caracteriza por la presencia de
vasodilatacion, acentuada permeabilidad, infiltracion de neutréfilos y edema.® Esta respuesta inflamatoria aguda, da
paso a una inflamacién crénica, formada por tejido de proliferacion, la formacién del granuloma y la fase de
reparacion.®



Revista CENIC Ciencias Bioldgicas, Vol. 48, No. 1, pp.006-011, enero-abril, 2017.

Dentro del proceso inflamatorio, ocurren una serie de eventos moleculares, iniciados por la activacién de las células
inflamatorias que liberan mediadores que incluyen los eutacoides, citocinas y quimoquinas, responsables del transito
de una inflamacion de fase aguda a cronica.”® En la inflamacion crénica ocurre un dafio de las células con la
simultanea destruccion y cura del tejido dafiado,® durante lo cual, se activa la ciclooxigenasa (COX) para la
produccion de prostaglandinas (PGs), responsables del dolor, el edema y la fiebre. De esta forma, los farmacos
inhibidores de la COX son utilizados como antiinflamatorios (Al).1°

Hasta el presente, las enfermedades inflamatorias son tratadas con farmacos antiinflamatorios convencionales, tales
como los antiinflamatorios esteroideos (AIE) y los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs).'* Sin embargo, el uso
prolongado de estos farmacos se encuentra asociado a diversas reacciones adversas, como ulceraciones, perforacion,
irritacion gastrica, hematoquesia,*>*® estados de inmunodeficiencia y disturbios de la inmunidad humoral,**
angioedema, fallo hepético, dolor de cabeza, anemia hemolitica, hiperglicemia osteoporosis, entre otros.*®

En tal sentido, el uso de monoterapias con antiinflamatorios duales (inhibidores de lipooxigenasa (LOX) y COX) o en
combinacion con otros tipos de anti-inflamatorios (glucocorticoides, AINEs y pentoxifilina) ha cobrado auge de
modo que reduce la progresion y desarrollo de los procesos inflamatorios cronicos,®” sin que aparezcan los sintomas
comunes de toxicidad gastrica de los AINEs.'®

Considerando, la diversidad de reacciones adversas, que aparecen tras el uso prolongado de los farmacos
antiinflamatorios sintéticos, los cientificos se encuentran inmersos en la busqueda de agentes naturales efectivos con
baja toxicidad y mejor tolerabilidad, para lo cual, las plantas y otros derivados naturales son una importante fuente de
candidatos terapéuticos.”%20

El Lyprinol es una mezcla de cinco tipos de lipidos que incluyen esteres esteroles, triglicéridos, acidos grasos libres y
lipidos polares.?? El efecto Al de este compuesto ha sido evidenciado en diferentes modelos experimentales de
inflamacién aguda por carragenina, Zymozan, artritis por colageno tipo Il, poliartritis por Mycobacterium
tuberculosis y en procesos inflamatorios intestinales.*?> Un estudio in vitro (leucocitos polimorfonucleares
humanos) evidencié que el mecanismo Al del Lyprinol estuvo mediado por la inhibicién dual de la 5-LOX/COX,?
conduciendo a la inhibiciéon de la biosintesis de leucotrieno (LTB4)?” y de la sintesis de PGE, en macréfagos
activados de ratas.?® Ensayos clinicos, evidencian que el Lyprinol reduce el dolor, la hinchazon v la rigidez de las
articulaciones de pacientes con artritis?® , mostrando mayor eficacia como Al y mejor tolerabilidad gastrica que los
AINES clasicos.® Se considera que la baja toxicidad gastrica del Lyprinol, es debido a su inhibicién mayoritaria de la
enzima 5-LOX 3!

Por tal motivo, la busqueda de sustancias de origen natural para el tratamiento de los procesos inflamatorios que sean
seguras y bien toleradas constituye una problematica actual a pesar del desarrollo vertiginoso de la industria
farmacéutica.

El D-002 es una mezcla de 6 alcoholes alifaticos primarios de alto peso molecular obtenida de la cera de abejas (Apis
mellifera), cuyo componente principal es el triacontanol, y que también contiene dotriacontanol, tetratriacontanol,
tetracosanol, hexacosanol y octacosanol. %2

Estudios previos han demostrado que el D-002 present6 efecto Al moderado en un modelo de inflamacién aguda
(pleuresia por carragenina), lo cual estuvo asociado a la reduccion en la concentracion del LTB4 en el exudado
pleural, asi como que presenté marcado efecto Al en un modelo de inflamacién crénica (granuloma por algodon).33
Otros modelos de inflamacion aguda como el del xileno en la oreja del ratén, 3* el edema plantar inducido por
dextran, serotonina e histamina en ratas *® y un estudio comparativo con otros AINEs (naproxeno y aspirina),
evidenciaron la accion Al del D-002, en este Gltimo caso similar a estos en el modelo del granuloma por algodén.
Recientemente, se demostrd que el D-002 inhibe de forma dual las enzimas 5-LOX y COX, %73 mecanismo Al que
lo hace similar en actividad farmacolégica a los AINEs, con la diferencia de que no es gastrotdxico. Por otra parte,
recientemente se demostrd que tanto el D-002 como el Lyprinol no presentaron efectos gastrotdxicos cuando se
administraron con esquemas de dosis que resultaron efectivos para inhibir la inflamacion en modelos
experimentales.® Por lo que, el objetivo de este estudio es investigar los efectos de la terapia combinada del D-002 y
el Lyprinol sobre la formacién del granuloma en ratas.

Materiales y métodos

Animales: Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos (250-300 de peso corporal) provenientes del CENPALAB
(Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio, Mayabeque), las cuales fueron adaptadas durante 7
dias a las condiciones de laboratorio (temperatura de 20 a 25 OC, humedad relativa de 60 * 10%, ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas) con libre acceso al agua y la comida. La seleccion de esta especie se baso en que se
caracteriza por ser una de las especies comunmente utilizada en la evaluacion de sustancias con potencial efecto
esdfago protector. Todos los procedimientos y la manipulacion de los animales, se realizaron siguiendo los principios
éticos para el uso de los animales de laboratorio recomendados en los Lineamientos Internacionales y en la Republica
de Cuba, en las normas de Buenas Précticas de Laboratorio y en los aspectos especificos plasmados en el Manual de
calidad y los Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) establecidos en el Centro de Productos Naturales
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Sustancias: EI D-002 (lote 030040109) obtenido en la Planta de Produccién de Productos Naturales (CNIC, La
Habana, Cuba), la aspirina (ASA) lote: 90460 fue adquirida de la empresa QUIMEFA, La Habana, Cuba y el
Lyprinol, lote: 124441, Procedencia: Blackmores, Australia. EI D-002 se preparara en forma de suspension en un
vehiculo Tween 20/H,O mientras el Lyprinol fue disuelto en Tween 65/H,0O (2%). EI ASA se prepard en una
suspension con goma acacia al 1%. Los vehiculos a emplear fueron seleccionados de acuerdo a las caracteristicas de
la sustancia de estudio y a la inocuidad que éstos poseen.

Descripcion de los grupos experimentales

Las ratas se distribuyeron en 5 grupos de 10 animales cada uno a los que se les indujo el granuloma por algodén: un
control (vehiculo), un grupo tratado con D-002 (25 mg/kg), uno con Lyprinol (25 mg/kg), uno con la combinacién
(D-002 + Lyprinol) y uno con ASA (150 mg/kg) como sustancia de referencia.

Las dosis de D-002 y Lyprinol se seleccionaron, segun las informadas como dosis submaximas en estudios previos en
este modelo experimental (datos no reportados), mientras que la dosis de ASA resulté efectivo acorde a reportes
previos. * Todos los tratamientos (vehiculo, D-002, ASA y Lyprinol) se administraron por via oral mediante
entubacidn intragastrica (5 mL/kg), durante 6 dias, comenzando 24 h después de inducida la inflamacién cronica por
granuloma de algodon.

Induccidn del granuloma por algodén

Las ratas se anestesiaron con tiopental sédico (30 mg/kg, i.p) y se les realiz6 una incisién en la mitad dorso lateral
creando un tanel subcutaneo mediante pinzas romas donde se colocd un pellet de algoddn estéril de 50 mg de peso.®
Posteriormente, la incision se suturd y se le aplicd un antiséptico local.

Un dia posterior a la dltima administracién (6 dias), los animales se sacrificaron en atmosfera de éter y los
granulomas fueron extraidos cuidadosamente.

Peso del granuloma

Para la determinacion del peso humedo (PH), los granulomas, una vez extraidos del animal, se pesaron en una
balanza analitica. El peso del pellet de algoddn (50 mg) se sustrajo del peso del granuloma.

Para la determinacion del peso seco (PS) los granulomas se colocaron en una estufa a 60 °C durante 24 horas hasta
alcanzar un peso constante. El peso del pellet de algodén (50 mg) se sustrajo del peso del granuloma y el peso seco se
utilizé como expresién de la formacién del granuloma. El porcentaje de inhibicion se expres6 tomando como
referencia el peso del granuloma del grupo control.

Andlisis Estadistico

La comparacién entre grupos se realizé con el test no paramétrico de la U de Mann Whitney. A priori se establecié un
nivel de significacién p< 0,05 para la significacion estadistica. Los datos se procesaron con el paquete de programas
Statistics Software for Windows (Release 4.2 Stat Soft Inc,Tulsa OK, US).

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los resultados de la respuesta del efecto de las monoterapias D002 y Lyprinol, ambos aplicados a
la dosis de 25 mg/kg; el ASA (150 mg/kg) y la terapia combinada de D-002 méas Lyprinol, a iguales dosis que las
monoterapias, sobre los pardmetros de peso humedo (PH) y peso seco (PS) del granuloma inducido por algodén en
ratas.

Tabla 1: Efecto de las monoterapias y la terapia combinada de D-002, Lyprinol, ASA y D-002 + Lyprinol sobre los
parametros de peso himedo y seco del granuloma inducido por algodén en ratas.

Grupos Dosis PH (mg) I (%) PS (mg) 1 (%)
Control (+) - 1642,05 + 72,95 334,18 + 25,45

D-002 25 142457 + 99,64 13,24 248,33 +18,27* 25,68
Lyprinol 25 1500,73 + 83,62 8,6 302,03 £ 24,42 9,62
ASA 150 1338, 51 + 60,08 * 18,42 240, 56 + 15,07* 28,01

D-002 + Lyprinol 25+25 1423,85+ 71,55 ** 13,28 248,35 + 14,50** 25,68
PH: Peso Humedo, PS: Peso seco. Los datos expresan las medias + error estandar de la media para ambos parametros
(PH y PS), obtenidos de cada uno de los grupos de 10 animales cada uno (n=10). *p < 0,05; ** p < 0,01 Comparacién
vs Control (Ensayo de U de Mann Whitney)

Tal como se observa, el tratamiento con la monoterapia de D-002 redujo de forma moderada (25,68 %) y significativa
el PS del granuloma, no siendo de igual forma para el PH, alcanzando una ligera inhibicion (13,24%) sin
significacion estadistica. La dosis de Lyprinol ensayada (25 mg/kg), no redujo la formacién del granuloma. Sin
embargo, la monoterapia de dosis de ASA ensayada, redujo de forma moderada y significativa tanto el PH como el
PS (18,42; 28,01%, respectivamente) del granuloma inducido por el algoddn. La combinacion de la dosis de D-002 +
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Lyprinol, redujo de forma moderada y significativa ambos pardmetros estudiados (PH y PS) con porcentajes de
inhibicion de (13,28; 25,68 %, respectivamente) del granuloma inducido en ratas.

DISCUSION

Los resultados del estudio demuestran que el tratamiento con D-002 redujo de forma significativa el peso seco del
granuloma. Como fue de esperar, el lyprinol (25 mg/kg), no redujo la formacion del granuloma, segln resultados de
series experimentales anteriores (datos no publicados). Tal resultado, se corresponde con lo demostrado en el modelo
de inflamacidn aguda de pleuresia por carragenia. *° donde dosis la de lyprinol (25 mg/kg), no inhibi6 la formacién de
exudado pleural, lo cual se encuentra en correspondencia con la fase exudativa (PH) de la formacién del granuloma
en este caso. Es de destacar que si bien la combinacion de D-002 + lyprinol produjo una reduccion significativa del
granuloma, no constituy6 un efecto de forma aditiva, ya que el porcentaje de reduccién alcanzado no fue superior a la
sumatoria de los efectos de las monoterapias.

Tal como se esperaba, la implantacion subcutanea de una mota de algodén en el dorso lateral de los animales produjo
la formacion de un granuloma lo que corrobora la validez del modelo experimental utilizado bajo nuestras
condiciones de laboratorio. En este estudio se demuestra que la ASA administrada a la dosis de 150 mg/kg redujo de
forma moderada y significativa el peso del granuloma, encontrandose en correspondencia con estudios anteriores que
evidencian su efectividad en dicho modelo experimental.*

El modelo de granuloma por algodén ha sido muy utilizado para la evaluacion de farmacos sobre las fases
transudativa, exudativa y proliferativa de la inflamacién crénica.*>** La fase transudativa se expresa por el aumento
del peso himedo del pellet durante las primeras 3 horas tras implantar la mota de algodon, la exudativa ocurre entre
las 3y 72 horas y en ella ocurre un aumento prolongado de la permeabilidad vascular, y la proliferativa se caracteriza
por el incremento del peso seco del granuloma la cual ocurre entre los 3 y 6 dias posteriores a la implantacién. Asi, el
fluido absorbido por el pellet influye grandemente en el peso himedo del granuloma mientras que el peso seco se
correlaciona con la cantidad de tejido granulomatoso formado.**

El hecho, que la terapia combinada (D-002 + Lyprinol) haya reducido el peso seco del granuloma con una eficacia
similar a la de la monoterapia con D-002 y superior a la del Lyprinol pudiera estar relacionado con la similitud
mecanistica (inhibidores duales de la 5-LOX/COX) que existe entre ambos productos. Dicha accion limita la
formacion de metabolitos que participan en las distintas fases de la inflamacién tal como la fase proliferativa donde
las prostaglandinas (producidas por la via de la COX) juegan un importante papel, lo que pudiera ser un factor clave
en este modelo si tenemos en cuenta que el efecto de la terapia combinada resultd superior sobre el peso seco del
granuloma (alrededor de un 25 % de inhibicion) en relacién al peso himedo (alrededor de un 13 %), encontrandose
en correspondencia con lo alcanzado por el ASA como farmaco de referencia ( peso seco 28 % inhibicién) y peso
himedo (18 % de inhibicién). Adicionalmente, consideramos que si bien la combinacién de ambos productos (D-002
y Lyprinol), no tuvo una actividad Al adicional a la monoterapia, tampoco ocasiond una interaccion negativa.
Considerado, que el efecto Al de ambos productos comparte mecanismos similares, no descartamos la posibilidad de
que, el uso de dosis superiores con esquemas terapéuticos prolongados, pudieran alcanzar una accién Al adicional a
los reportados en este estudio, lo cual sera evaluado en estudios posteriores.

CONCLUSION
Se demostré la efectividad de la terapia combinada D-002 + Lyprinol sobre la formacién del granuloma inducido por
algoddn en ratas.
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