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RESUMEN. El D-004 es un extracto lipidico del fruto de la palma real (Roystonea regia, Arecaceae), en €
cual los &cidos oleico, laurico y palmitico son los principales componentes. La administracion oral inhibe
significativamente la hiperplasia prostatica inducida por testosterona en roedores. El objetivo del presente
trabajo consistio en investigar los efectos anti-inflamatorios inducidos por € tratamiento oral con D-004
en el modelo de granuloma por algodon y sus efectos in vitro sobre la actividad de la 5-lipoxigenasa (5-
LO). La administracién oral de D-004 a una dosis en que previene la hiperplasia prostatica (HP) en ratas
(400 mg/kg) disminuyo significativamente el peso seco y € edema del granuloma, en un un 32y un 23%,
respectivamente. El estudio in vitro revela que el D-004 (0,9-1000 pg/ml) también inhibié, significativamen-
tey de modo dosis-dependiente, la actividad de la 5-L O presente en leucocitos polimorfonucleares (Clgy =
140,5 pg/ml), efecto consistente con la actividad anti-inflamatoria en el modelo del granuloma por algoddn,
en el cual leucotrienos (LTs) como el leucotrieno B4y otros L Ts, actian como agentes proinflamatorios en
la formacion del granuloma. La demostracion de un efecto antinflamatorio in vivo del D-004 a una dosis a
la cual previene la HP en roedores, podria explicarse, al menos par cialmente, por la inhibicion dela 5-LO
aqui demostrada, lo que podria ser de utilidad potencial en el manegjo de HP, si bien estudios ulteriores,
experimentalesy clinicos, deben demostrar esta suposicion.

SUMMARY. “Effects of D-004, a Lipid Extract of the Ground Fruits of the Cuban Royal Palm (Roystonea regia),
on the Cotton Pellet Granulome in Rats and the Activity of Lipoxygenase from Polymorphonuclear Leucocytes’.
D-004 is alipid extract of the ground fruits of the Cuban royal pam (Roystonea regia) containing oleic, lauric
and palmitic acids as the main components. Oral treatment with D-004 inhibited prostate hypertrophy (PH) in-
duced with testosterone in rodents. Previous works have demonstrated that the infiltration of prostate by inflam-
matory cells may be one of the etiologic factors in PH. Since fatty of similar chain length have shown to inhibit
lipoxygenases (LO) and cicloxygenases (CO), we tested the in vivo anti-inflammatory effects of D-004 on cotton
pellet granuloma and the in vitro effect of D-004 on LO activity. Oral administration of D-004 (400 mg/kg) at a
dose preventing PH in rats significantly inhibited dry weight and granuloma by 32 and 23%, respectively. Be-
sides, the addition of D-004 (0.9-1000 pg/ml) at the incubation medium almost completely inhibited in a dose
dependent manner LO activity from polymorphonuclear leukocytes (1Csq = 140.5 pug/ml). Thus, the ability of D-
004 to antagonize the production of chemotactic leukotrienes and other LO metabolites may account the anti-in-
flammatory effects of D-004 in cotton pellet granulome. Since the infiltration of inflammatory cells seems to
play arole in PH, the anti-inflammatory effects of D-004 may contribute at least partialy, for the beneficia ef-
fects of D-004 in this pathology. However, further experimental and clinical studies are required.

INTRODUCCION

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) es
una enfermedad comudn en el hombre a partir
de los 50 anos, cuya frecuencia aumenta con la
edad !, y consiste en el crecimiento incontrola-
do y no maligno de los elementos glandulares y
estromales de la prdéstata, que conllevan a una

compresiéon de la uretra que desencadena un
conjunto de sintomas del tracto bajo urinario. El
mecanismo a través del cual se induce la HP no
esta totalmente esclarecido. Sin embargo, una
de las causas fundamentales del incremento del
tamafio de la prostata es la hiperactividad de la
enzima 5-0 reductasa prostatica, que cataliza la
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conversion de la testosterona (T) en su metabo-
lito activo la dihidrotestosterona (DHT), la cual
al unirse a los receptores androgénicos, pro-
mueve la liberacion de factores de crecimiento
celular 23 .Ademas, ha sido reconocido también
que la infiltracion de células inflamatorias en la
proéstata, tales como los neutréfilos polimorfonu-
cleares (PMNSs), es otro factor etioldgico que
puede contribuir al desarrollo de la HPB 45. De
esta forma, un efecto anti-inflamatorio podria
ser de utilidad adicional en el tratamiento de es-
ta enfermedad.

El D-004 es un extracto lipidico obtenido del
fruto de la palma real (Roystonea regia, Areca-
ceae), en el cual los acidos oleico, laurico y pal-
mitico son los principales componentes. El D-
004 presenta analogias en su origen taxonémi-
co, composicién y efectos farmacoldgicos con
los extractos lipidicos de los frutos de Saw pal-
metto (Serenoa repens), la alternativa fitotera-
péutica mas utilizada en el tratamiento de la
HPB en el hombre 68, El D-004 previene la hi-
perplasia prostatica (HP) inducida por T, no por
DHT, en roedores, %10 y ademas ejerce un anta-
gonismo de los receptores (1 adrenérgicos, fun-
damentalmente en aquellos presentes en estruc-
turas no vasculares, tales como los del tracto
urogenital y los del conducto de roedores, efec-
to que podria contribuir a su eficacia potencial
en el manejo de la HPB 1.

Por otra parte, diversos estudios muestran
que acidos grasos de diferentes largos de cade-
nas inhiben la actividad de las lipoxigenasas
(LO) vy las cicloxigenasas (CO), enzimas involu-
cradas en la sintesis de importantes mediadores
lipidicos de la inflamacién, los leucotrienos y
prostagladinas 12. Asi, se ha encontrado que aci-
dos grasos saturados e insaturados de largo de
cadena entre 10 y 18 atomos de carbono y mez-
clas de diferentes origenes que poseen entre sus
componentes acidos grasos de similar largo de
cadena, inhiben la actividad de ambas enzimas,
mostrando sus potencialidades como agentes
anti-inflamatarios 13-17. En tal sentido, se ha de-
mostrado que el extracto lipidico de Saw palme-
to posee un efecto anti-inflamatorio sobre el te-
jido prostatico a través de la inhibicién dual de
las enzimas COX y 5-LOX, accién anti-inflamato-
ria adicional a otros mecanismos que explican
los efectos terapéuticos de esta sustancia, tales
como la inhibicién de la enzima 5 a-reductasa
prostatica y el antagonismo de los receptores a;
adrenérgicos 1819,

Teniendo en cuenta los antecedentes men-
cionados, el objetivo del presente trabajo con-
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sistié en investigar los efectos anti-inflamatorios
inducidos por el tratamiento oral con D-004 en
el modelo de granuloma por algodén y sus
efectos in vitro sobre la actividad de la 5-LO
presente en neutrdfilos PMNs aislados de sangre
humana.

MATERIALESY METODOS
Animales y tratamiento

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho
procedentes del Centro Nacional para la Pro-
duccién de Animales de Laboratorio (CENPA-
LAB, Cuba) de 200 a 250 g de peso. Los anima-
les se mantuvieron en las condiciones de labo-
ratorio con agua y comida ad libitum por un
periodo de adaptacion de 15 dias previos al ini-
cio del experimento. El manejo de animales fue
conducido de acuerdo con las regulaciones cu-
banas para el uso de animales de laboratorio y
los principios éticos. Los animales fueron priva-
dos de alimento durante las 16 h previas al ex-
perimento.

El D-004 se administré en forma de suspen-
sién en Tween 65/H,0 (2%) por via oral, duran-
te los 10 dias previos y durante los 6 dias poste-
riores a la implantacion del “pellet”. Se utiliz6
como droga de referencia la indometacina, la
cual fue disuelta en bicarbonato al 5%. y fue ad-
ministrada mediante entubacién gastrica durante
los 6 dias posteriores a la implantacion del algo-
dén. Los animales se distribuyeron aleatoria-
mente en 4 grupos experimentales: un grupo
control, al cual se administré vehiculo solamen-
te, dos grupos tratados con D-004 (200 y 400
mg/kg, respectivamente) y un grupo de referen-
cia tratado con indometacina (3 mg/kg). Los tra-
tamientos se administraron durante 16 dias. Las
dosis de D-004 administrada en estudio se selec-
ciono por encontrarse dentro del rango de dosis
que han resultado efectivas en prevenir la HP
en esta especie.

Granuloma por algodén

Las ratas fueron previamente anestesiadas
con éter, realizdndose una incision en su mitad
del dorso lateral. La mota de algoddn estéril de
50 mg de peso se colocé subcutdneamente, su-
turdndose la herida y aplicandose un antiséptico
local. Un dia posterior a la Gltima administra-
cién, los animales se sacrificaron en atmésfera
de éter y los granulomas fueron cuidadosamen-
te disecados y colocados en estufa a 60 °C du-
rante 48 h, determinandose sus pesos secos. El
peso del “pellet” algodén (50 mg) se sustrajo
del peso del granuloma. El porcentaje de inhibi-



cion se expresd tomando como referencia el pe-
so del granuloma formado en el grupo control.

Efecto sobre la actividad de la 5-LO

Para la obtencién de los leucocitos polimor-
fonucleares (PMNs) se utilizd la metodologia
descrita por Boyum 20. Con tal objetivo, la san-
gre con anticoagulante (EDTA) fue diluida con
un volumen similar de solucion salina fisioldgi-
ca. En un tubo de centrifuga se coloco primera-
mente un volumen equivalente a 3 ml de Ny-
condenz (d = 1,077 g/ml) preparada en tampon
Tris HCI 5 mM, pH 7,2 y NaCl 0,44% (p/v) y en-
cima, fueron colocados cuidadosamente 6 ml de
sangre diluida. Posteriormente, este gradiente
fue centrifugado a 800 x g durante 30 min a 20
°C, en un rotor de angulo libre. Las células mo-
nonucleadas, que aparecen como una banda en
la interfase Nycondenz-plasma, fueron colecta-
das con la ayuda de una pipeta y transferidas a
un tubo de centrifuga mas pequefio, al cual se
afiadié un volumen similar de tampon PBS 50
mM/EDTA 1 mM, pH 7,4. Esta mezcla fue cen-
trifugada nuevamente a 400 x g durante 10 min
y el precipitado obtenido fue lavado nuevamen-
te con un volumen similar de tampon ya men-
cionado. El precipitado fue resuspendido en el
mismo tampon y fue utilizado en la preparacion
cruda de la enzima.

Para obtener la fraccion citosolica se empled
la metodologia descrita por Tateson 2!, Para
ello, los PMNs obtenidos por el protocolo ante-
rior fueron sonicados a razén de tres ciclos de
30 seg cada uno a la potencia subméxima. El
homogenizado obtenido fue centrifugado a 2000
X g durante 10 min. Posteriormente, el sobrena-
dante fue centrifugado nuevamente, pero en es-
te caso a 100000 x g durante 1 h y la fraccion
citosélica obtenida fue almacenada a -20 °C has-
ta su utilizaciéon. Todas estas operaciones fueron
realizadas garantizando una temperatura de 4
°C.

Para ensayar la actividad de la LO se empled
una modificacion de la metodologia descrita por
Abad et al., 22, midiendo la actividad de la enzi-
ma a través de la formacion de los dienos con-
jugados mediante la lectura en espectrofotome-
tro a 234 nm. Las condiciones de ensayo fueron
las siguientes; fraccion citosolica (20-50 pg, me-
dida por Lowry) 23 disuelta en tampdn borato
0,2 M, pH 9, sustrato (&cido linoleico) a concen-
traciones entre 125 y 3 mM, D-004 preparado en
carboximetilcelulosa 2% (0,9-1000 pg/ml), o en
su lugar acido norhidroguaiarético (NDGA) pre-
parado en el mismo vehiculo a una concentra-
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cion de 30 pg/ml. La mezcla fue preincubada
durante 5 min y luego de afadir el sustrato se
midio la DO a 234 nm durante 10 min y se
cuantificé a intervalos de 1 min. Los resultados
fueron reportados en valores de DO Vs tiempo.
El grado de inhibicidn fue determinado frente a
muestras incubadas en presencia de vehiculo
solamente.

Analisis estadistico

Las comparaciones entre grupos se realiza-
ron utilizando la prueba de la U de Mann Whit-
ney. A priori se establecié un a= 0,05 para la
significacion estadistica. Los datos fueron proce-
sados de acuerdo al paquete de programas Sta-
tistic de Windows.

RESULTADOS

La administracion oral de D-004 a una dosis
en que previene la HP en ratas (400 mg/kg) dis-
minuyé significativamente el peso seco y el ede-
ma del granuloma, en un 32 y un 23 %, respec-
tivamente. La dosis de 200 mg/kg, sin embargo,
no redujo significativamente estas variables, si
bien se aprecia una tendencia a disminuir los
valores del peso humedo y el peso seco. La
comparacién con el grupo de referencia tratado
con indometacina muestra que la magnitud del
efecto resulta moderada. (Tabla 1).

La Figura 1 muestra los efectos de la adicién
in vitro del D-004 sobre la actividad de la 5-
LOX. Como se observa, la inhibicion ejercida
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Figura 1. Curva dosis-respuesta representativa del
efecto de la adicion in vitro de D-004 sobre la gene-
racion de dienos conjugados en fracciones citosélicas
de leucocitos PMN humanos. La grafica fue construi-
da con los valores promedios de 3 experimentos in-
dependientes realizados en triplicado.
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Tratamiento Dosis Peso himedo Peso seco Inhibicién Edema Inhibicién
(mg/kg/d) (mg) (mg) (%) (%) (%)
Control 0 1189 + 0.06 192 +0.016 - 996 + 0.05 -
D-004 200 1026 +0.07t 153 +0.008 t 20 872 = 0.07 12
D-004 400 898 + 0 01* 131 =+ 0.005* 32 766 +0.01** 23
Indometacina 3 672 + 0.03*** 95 + 0.008** 50 577 £ 0.029*** 42

Tabla 1. Efecto de la administracion de D-004 sobre el modelo de granuloma por algodén.
*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 comparacion vs control. U de Mann Whitney.

por el D-004 resulto dependiente de la dosis, al-
canzandose practicamente un 100% a la dosis
maxima ensayada. La dosis inhibitoria media
(ICsq) para el D-004 fue de 140. 5 pg/ml. En es-
tas experiencias se utiliz6 el NDGA como con-
trol positivo (resultados no mostrados), el cual
afladido al medio de incubacién en una concen-
tracion de 30 pg/ml inhibié la generacién de
dienos conjugados en un 30.5%.

La Figura 2 muestra los efectos del D-004 so-
bre la cinética de la actividad enzimatica. El gra-
fico de Lineweaver-Burk donde se representan
los efectos del D-004 (125-250 pg/ml) sobre la
velocidad inicial de la reaccion enzimética medi-
da en presencia de concentraciones crecientes
de sustrato (0.125, 0.25, 1 y 3 mM), muestra co-
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Figura 2. Representacion doble reciproca (1/v0 frente
a 1/[S]p), que muestra el efecto de concentraciones
crecientes del D-004 (0.125 y 0. 250 ug/ml) sobre la
velocidad inicial de reaccion medida en presencia de
0.125, 0.25 1 y 3 mM de &cido linoleico. Como se
aprecia, el D-004 modifica los valores de Km (inter-
cepto con el eje de las abscisas -1/Km) y los de Vax
(intercepto con el eje de las ordenadas, 1/V,y), de la
LO presente en células PMN.
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mo la adicién de dosis crecientes de D-004 mo-
difica los parametros cinéticos Km y Vm de la
LO para el sustrato ensayado.

DISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran
qgue la administracién oral de D-004 (400
mg/kg) durante 14 dias a ratas mostré un efecto
anti-inflamatorio en el modelo de granuloma
por algodon, ya que disminuy6 el peso hume-
do, el peso seco y el edema inducido por el
“pellet” de algoddn.

El granuloma inducido por el “pellet” de al-
godén es un modelo frecuentemente utilizado
para caracterizar los efectos anti-inflamatorios
de diversas drogas. En este modelo, el mecanis-
mo generador de la inflamacion es una reaccién
de hipersensibilidad retardada, donde participan
mediadores quimicos que dan lugar a la infiltra-
cion de neutrdéfilos, macrofagos y linfocitos, los
cuales rodean la zona donde se encuentra el
cuerpo extrafio. De esta forma, este modelo ca-
racteriza tipicamente la fase proliferativa del
proceso inflamatorio, 2425 por lo cual estos re-
sultados sugieren que el D-004 inhibe esta fase
del proceso inflamatorio.

No obstante, el efecto fue moderado, ya que
los porcentajes de inhibicion alcanzados fueron
inferiores al 50%, lo que se reafirma si se com-
para con la inhibicion de un 50% lograda por la
indometacina a una dosis de solo 3 mg/kg. Los
resultados obtenidos con la indometacina son
congruentes con los que sustentan que los anti-
inflamatorios no esteroidales (AINES) son muy
eficaces en este modelo 2627, La indometacina,
como otros AINES, inhibe la infiltracion de gra-
nulocitos en el cuerpo extrafio, previniendo la
generacion de fibras de coladgeno y la presencia
de mucopolisacéaridos 2627, Ha sido descrito tam-
bién que estas drogas inhiben el incremento de
la permeabilidad vascular inducida por la hialu-
ronidasa, lo cual puede explicar la eficacia mos-



trada en este modelo, en el cual el incremento
de la permeabilidad vascular es uno de los fac-
tores implicados en la formacion del granuloma
2829, Por tanto, no podemos descartar que el D-
004 inhiba la infiltracién en la mota de algodén
a través de un mecanismo analogo al descrito
para los AINES.

Sin embargo, en la formacion del granuloma
también juega un importante papel muy impor-
tante la presencia de agentes quimiotacticos que
influyen en la migracion celular 3031, Dentro de
los mediadores de la inflamacion, el leucotrieno
B4 (LTB4) constituye un potente agente quimio-
tactico sobre los leucocitos PMNs, que induce
su agregacion, degranulacion y la liberacién de
enzimas microsomales 12,32,

De esta manera, la inhibicion ejercida por el
D-004 sobre la actividad de la 5-LO podria ex-
plicar, al menos parcialmente, el efecto anti-in-
flamatorio observado, ya que esta enzima pre-
sente en los neutrdfilos y los eosinofilos, es la
responsable del paso inicial en la ruta de sinte-
sis de LTB4 33 en estas estructuras celulares.
Ademés, la 5-LO se encuentra localizada practi-
camente en todas las células que participan en
el proceso inflamatorio, por lo cual su inhibi-
cién podria también disminuir la formacion de
los leucotrienos (LTs) C4, D4 y E4, los cuales
actdan también como mediadores de la inflama-
cion 3233, Sin embargo, a diferencia del efecto
anti-inflamatorio, cuya magnitud resulto mode-
rada, la inhibicion de la enzima observada en
las experiencias in vitro fue marcada, logrando-
se una inhibicion de practicamente el 100% con
la dosis mayor. La diferencia en el alcance de
ambos efectos podria estar relacionada con di-
versos factores, entre los cuales se encuentran la
biodispoinibilidad in vivo de la sustancia sobre
el blanco evaluado y/o la presencia de diferen-
tes factores que in vivo modulen el alcance de
la inhibicidn enzimatica. Estos aspectos, no obs-
tante, requieren de estudios ulteriores que pro-
fundicen en el alcance de la accion anti-inflama-
toria del D-004.

Teniendo en cuenta la composicion del D-
004, en la cual el &cido oleico se encuentra en-
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