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RESUMEN

Introduccioén: el policosanol, mezcla de alcoholes alifaticos primarios superiores
purificada de la cera de cafia, inhibe la actividad de la cicloxigenasa-1 (COX-1) in vitro,
efecto que pudiera sustentar su accioén antiagregante plaquetaria. Sin embargo, sus
posibles efectos en modelos experimentales de inflamaciéon no se habian investigado.
Objetivo: determinar el efecto antinflamatorio in vivo del policosanol en un modelo de
inflamacion aguda (pleuresia por carragenina) y crénico (granuloma por algodoén).
Métodos: se distribuyeron las ratas Sprague Dawley en siete grupos para el modelo
de inflamaciéon aguda: un control negativo (vehiculo) y seis a los que se les indujo la
inflamacion: un control positivo (vehiculo), cuatro tratados con policosanol (50-800
mg/kg) y uno con aspirina (100 mg/kg). Se cuantificaron a las 5 h el volumen de
exudado pleural, la concentraciéon de proteinas y actividad de la enzima
mieloperoxidasa. Se distribuyeron las ratas en seis grupos para el modelo crénico: un
control (vehiculo), cuatro tratados con policosanol (50-800 mg/kg) y uno con aspirina
(100 mg/kg). Se extrajo el granuloma para determinar los pesos hiimedo y seco seis
dias después de implantado el pellet.

Resultados: dosis orales Unicas de policosanol (200, 400 y 800 mg/kg) redujeron
significativa y moderadamente el volumen, la actividad de la enzima mieloperoxidasa
(= 12 %) y la concentracion de proteinas (~ 20 %) del exudado pleural, mientras la
aspirina redujo estos indicadores en un 35,3, 19,9 y 19,1%, respectivamente.

La administracion oral de policosanol (400 y 800 mg/kg) durante 6 dias disminuyd
significativa y moderadamente el peso hiumedo del granuloma (16,4 y 16,2 %), y el
peso seco (28,4 y 34,4 %). La aspirina 100 mg/kg redujo estas variables en un 18,5 %
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(peso humedo) y 34,4 % (peso seco). Ambos tratamientos produjeron mayores
reducciones del peso seco que del peso humedo del granuloma.

Conclusiones: la administracion oral de policosanol produjo un moderado efecto
antinflamatorio in vivo en modelos de inflamacién aguda y crénica.

Palabras clave: policosanol, granuloma, pleuresia, carragenina, mieloperoxidasa.

ABSTRACT

Introduction: policosanol, a mixture of higher aliphatic alcohols purified from
sugarcane wax, inhibits cyclooxygenase-1 (COX-1) activity in vitro, an effect that
could support its anti-platelet action. Its putative effects on experimental models of
inflammation had not been yet investigated.

Objective: to determine the in vivo effect of policosanol on acute (carrageenan-
induced pleurisy) and chronic inflammation (cotton-pellet granuloma) in vivo models.
Methods: in the acute model, rats were randomly distributed into seven groups: a
negative vehicle control, and six with carrageenan-induced pleurisy: a positive control
(vehicle), four treated with policosanol (50-800 mg/kg) and one with aspirin

(100 mg/kg). Five hours later, volume of pleural exudate, protein concentration and
myeloperoxidase activity were quantified. For the chronic model, rats were distributed
into six groups: a control (vehicle), four treated with policosanol (50-800 mg/kg) and
one group with aspirin (100 mg/kg). The cotton pellet was implanted and six days
after treatment, it was extracted to determine the dry and the wet weights.

Results: single oral doses of policosanol (200, 400 and 800 mg/kg) reduced
significantly and moderately the volume (» 20 %), the myeloperoxidase activity

(» 12 %) and the protein concentration (= 20 %) in pleural exudates, whereas aspirin
100 mg/kg decreased significantly these indicators by 35.3, 19.9 and 19.1 %,
respectively. Oral administration of policosanol (400 and 800 mg/kg) for 6 days
reduced significantly and moderately the wet (16.4 and 16.2 %, respectively) and dry
(28.4 and 34.4 %, respectively) granuloma weights. Treatment with 100 mg/kg
aspirin reduced these variables by 18.5 % (wet weight) and 34.4 % (dry weight),
respectively. Both treatments reduced the dry more than the wet granuloma weight.
Conclusion: oral administration of policosanol produced a moderate anti-inflamma-
tory effect in vivo on models of acute and chronic inflammation.

Key words: policosanol, granuloma, pleurisy, carrageenan, myeloperoxidase.

INTRODUCCION

Recientes han demostrado que el policosanol, mezcla de alcoholes alifaticos primarios
superiores purificada de la cera de cafia (Saccharum officinarum L.),* inhibe la
actividad de la ciclooxigenasa-1 (COX-1) in vitro.? Sin embargo, los posibles efectos
del policosanol en modelos experimentales de inflamacién no habian sido
investigados.

El efecto hipolipemiante del policosanol y los mecanismos subyacentes han sido
ampliamente estudiados; se ha demostrado que el policosanol inhibe la sintesis de
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colesterol mediante una regulacion de la actividad de la hidroximetilglutaril-coenzima
reductasa (HMGCoA-reductasa) que implica la activacién de la AMPK.3® Sin embargo,
la reciente demostracion de su efecto inhibitorio sobre la COX-12 no solo es la primera
evidencia que pudiera sustentar su accién antiagregante plaquetaria, sino que de ella
se deduce que el policosanol pudiera ejercer efectos antinflamatorios in vivo, aspecto
no investigado con anterioridad, y que pudiera constituir parte de sus efectos
pleiotrépicos, al igual que sus efectos antiagregantes y antioxidantes.®™®

En tal sentido, es interesante destacar que se ha demostrado que el efecto
antiaterosclerético sobre el desarrollo de lesiones en monos se acompafa de la
reduccién de la migracion de macrofagos en la pared arterial, efecto antinflamatorio
gue puede contribuir a la estabilizacion de la placa aterosclerética.®

La inflamacion es un mecanismo de defensa del organismo ante diversos estimulos
perjudiciales,** si bien la inflamacion crénica puede inducir o agravar muchas
enfermedades.*®*?

En particular, la aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria que se caracteriza por
un conjunto de cambios que ocurren principalmente en la intima arterial, acompafiada
de deposicion de lipidos oxidados, elementos fibrosos y calcio en la pared arterial, con
el consiguiente aumento del riesgo de sufrir enfermedades coronarias,
cerebrovasculares y arteriales periféricas, principales causas de morbilidad y
mortalidad en pacientes de edad media y avanzada.*

El impacto clinico de los inhibidores de la HMGCoA reductasa (estatinas), en la
reduccién del riesgo cardiovascular no solo se debe a sus efectos reductores sobre las
cifras de colesterol transportado por lipoproteinas de abaja densidad (LDL-C), sino a
sus efectos pleiotropicos, dentro de los que se incluyen sus efectos
antinflamatorios.***®

Teniendo en cuenta estos antecedentes, este estudio tiene el objetivo de determinar
los efectos in vivo del policosanol en dos modelos experimentales de inflamacion: la
pleuresia inducida por carragenina (modelo de inflamaciéon aguda)®’ y el granuloma

inducido por mota de algodén (modelo de inflamacién crénica).*®*°

METODOS

ANIMALES

Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos (200-250 g), 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 con libre
acceso al agua y la comida (temperatura 20-25 ©C, humedad relativa 60 = 5 %o,
ciclos luz/oscuridad de 12 h). El alimento (pienso para roedores) y el agua fueron
suministrados ad libitum.

El estudio se condujo de acuerdo con las regulaciones vigentes sobre Buenas Practicas
de Laboratorio y con los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Centro de
Productos Naturales (CPN).

Todos los experimentos se llevaron a cabo entre las 8:00 y 14:00 h en un local
aislado de ruidos y temperatura controlada.
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REACTIVOS

El policosanol, suministrado por las Plantas de Produccion del Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas (CNIC) (La Habana, Cuba), se utilizé en los experimentos
tras corroborar sus especificaciones de calidad. La aspirina fue adquirida en QUIMEFA
(La Habana, Cuba) y la carragenina (BDH, England).

Para su administracion, el policosanol y la aspirina se prepararon en forma de
suspensién en goma acacia (1 %) y la carragenina al 1 % en solucién salina
fisiologica.

MODELO DE PLEURESIA POR CARRAGENINA

Las ratas se distribuyeron en siete grupos: un control negativo (vehiculo) y seis
grupos a los que se les indujo la inflamaciéon mediante la inyeccion en la cavidad
pleural de carragenina: un control positivo (vehiculo), cuatro grupos tratados con
policosanol (50, 200, 400 y 800 mg/kg) y un grupo de referencia con aspirina
(100 mg/kg).

Los tratamientos (vehiculo, policosanol o aspirina) se administraron 1 h previa a la
induccion de la pleuresia por carragenina. Para ello, se anestesiaron los animales en
atmoésfera de éter, se les realizdé una incisidon en la zona dorso lateral y se les inyectd
0,3 mL de la disoluciéon de carragenina (1 %) en la cavidad pleural; luego se
sacrificaron 5 h después bajo anestesia. El exudado pleural se extrajo para cuantificar
su volumen, concentracion de proteinas y actividad de la enzima mieloperoxidasa
(MPO).

DETERMINACION DEL VOLUMEN DE EXUDADO PLEURAL (VE)

Para obtener el volumen de exudado pleural se afiadié 1 mL de citrato de sodio
(3,15 %) en la cavidad pleural, se homogenizo y se colecté en tubos plasticos
graduados donde se midi6é su volumen (al que se le sustrajo el volumen de 1 mL de
citrato afiadido). Los exudados contaminados con sangre fueron desechados.

El porcentaje de inhibicién del edema se calculé6 como sigue:

Inhibicion= 100 - (AVE; * 100) / (AVEL)
donde:

AVEt= VE en los animales tratados - VE en los animales controles negativos
AVEc= VE en los animales controles positivos - VE en los animales controles negativos

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA MIELOPEROXIDASA

La cuantificacién de MPO en el exudado pleural se realiz6 segun la técnica descrita en el
Worthington enzyme manual.?® Para ello, las muestras fueron sonicadas durante

10 s, se congelaron y descongelaron a una temperatura de -20 a 30 °C, por

3 veces sucesivas. Al culminar la dltima descongelacién, las muestras se centrifugaron
a 12 000 rm™ por 25 min a 4 °C y se cuantific la actividad MPO en el sobrenadante.
Para ello, se mezclaron 250 pyL de la muestra con 625 pL de solucibn amortiguadora
fosfato (50 mM, pH= 6) (conteniendo 0,167 mg/mL de dihidrocloruro de O-dianisidina)
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y 125 yL de peréxido de hidrégeno (0,0005 %). Finalmente, durante los 2 min
siguientes a la reaccion en un espectrofotometro se determinaron los cambios de
absorbancia a 460 nm.

La actividad de la MPO se refiri6 como unidades (U)/mg de proteina en el exudado.
Una U de MPO se define como la degradacion de 1 pmol de peréxido/min a 25 °C
determinada mediante la siguiente formula:

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

AA min: variacion de la absorbancia
Vol cubeta: volumen final de la cubeta
Vol muestra: volumen de muestra afiadido (pL).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES

La concentracién de proteina se determiné por el método de Lowry modificado. #*

MODELO DE GRANULOMA POR MOTA DE ALGODON

Las ratas se distribuyeron en seis grupos: uno control tratado solo con el vehiculo,
cuatro tratados con policosanol (50, 200, 400 y 800 mg/kg) y uno de referencia con
aspirina (100 mg/kg), todos administrados por via oral durante 6 dias.

Las ratas se anestesiaron previamente con tiopental sédico (30 mg/kg), se les realiz6
una incision en la mitad dorso lateral colocando una mota de algodén estéril de un
peso aproximado de 50 mg de peso y se suturd la herida aplicAndose un antiséptico
local. Seis dias después de la implantacion, las ratas se sacrificaron en atmosfera de
éter y se extrajo el granuloma para la determinaciéon de sus pesos hiumedo y seco.??

Los granulomas se colocaron en una estufa a 60 ©C durante 24 h hasta alcanzar un
peso constante, y se pesaron nuevamente en balanza analitica Sartoriuos. El peso de
la mota de algodon (50 mg) se sustrajo del peso del granuloma. El porcentaje de
inhibicién se expresé tomando como referencia el peso del granuloma del grupo
control.

ANALISIS ESTADISTICO

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba no paramétrica de
la U de Mann Whitney. A priori se fijo un nivel de significaciéon a= 0,05. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el paquete comercial Statistic para Windows
(Release 4.2, Stat Soft, Inc USA).

RESULTADOS

La inyeccion intrapleural de carragenina aumenté significativamente el VE, la
actividad MPO y la concentracion de proteinas totales en los exudados pleurales con
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respecto al los controles negativos, cambios que fueron reducidos por la
administracion oral de dosis Unicas de policosanol (200, 400 y 800 mg/kg), la cual
redujo significativa y moderadamente el VE (» 20 %), la actividad MPO (» 12 %) vy la
concentracion de proteinas (» 20 %) en el exudado pleural, sin bien los efectos no
resultaron dependientes de las dosis. La menor dosis ensayada (50 mg/kg) no fue
efectiva (tabla 1).

Tabla 1. Efecto del policosancl en el modelo de pleuresia por carragenina

Tratamiento Dosis VE I MPO I Proteinas
{mag/kg) (L) (%) U/g tejido (%) pag/mL
Control negativo - 0+ 0= - 1,96 £ 3,327%F - 1,65 £ 1,727
Control positivo - 1,2+ 0,35 - 52,27 + 5,84 - 22,03 + 3,28
&0 1,22+ 0,22 6,1 50,58 £ 4,69 3,23 22,76 £ 3,02
_ 200 1,02 + 0,13* 21,5 46,88 + 4,63% 10,3 18,25 + 2,94
Policosanal
400 1,00 £ 0,18* | 23,0 46,13 + 3,73 11,7 18,01 + 3,58%
800 1,020,137 21,5 46,17 £ 3,317 11,6 18,51 + 2,867
Aspirina 100 0,84 +0,25%= | 35,3 41,83 + 5,21%= 19,9 18,54 + 4,45

I: Inhibicion; VE: volumen de exudado; MPO: mieloperoxidasa.
*p« 0,05; *Fp« 0,01; ¥FFp«< 0,001,
Comparacion vs. control positivo (prueba de la U de Mann Whitney).

La administracion oral de policosanol (400 y 800 mg/kg) durante 6 dias disminuyd
significativa y moderadamente el peso humedo (16,4 y 16,2 %, respectivamente) y el
seco (28,4 y 34,4 %, respectivamente) del granuloma con respecto al grupo control.
La administraciéon de aspirina 100 mg/kg redujo estas variables en un 18,5 % (peso
humedo) y 34,4 % (peso seco). Como se aprecia, ambos tratamientos produjeron
mayores reducciones del peso seco que del peso humedo del granuloma (tabla 2).

Tabla 2. Efecto del policosanol en el modelo de granuloma por algodén

Tratamiento Dosis Peso humedo I Peso seco I
(ma/kg) (mg) (%) (mg) (%)

Control positivo - 1,018 £ 0,19 - 0,2269 +0,07 -
&0 0,9992 0,17 1,86 0,1943 = 0,09 14,3
. 200 0,9688 = 0,20 4,8 0,1785 = 0,03 21,3

Paolicosanol
400 0,8502 + 0,06 16,4 0,1623 +0,02* 28,4
800 0,8529 = 0,077 16,2 0,1488 = 0,027 24,4
Aspirina 100 0,8291 £ 0,13* 18,5 0,1482 £ 0,04% 34,4
I: Inhibician.

*p< 0,05; **p<0,01. Comparacién vs. control positivo (prueba de la U de Mann Whitney).

DISCUSION

El presente estudio demuestra que el tratamiento oral con policosanol produjo efectos
antinflamatorios in vivo en los modelos de pleuresia por carragenina y granuloma por
algodén.
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La administraciéon de policosanol (200-800 mg/kg) redujo significativamente todos los
cambios inducidos por la carragenina tales como edema pleural, aumento de actividad
MPO (enzima marcadora de la inflamacién) *y de la concentracién de proteinas en el
exudado pleural. Por su parte, la aspirina (100 mg/kg), sustancia de referencia,
produjo efectos similares, los cuales concuerdan con los esperados en este modelo y
sustenta la validez de las condiciones experimentales.

La pleuresia inducida por carragenina es un modelo clasico de inflamaciéon aguda in
vivo muy utilizado para el estudio del efecto antinflamatorio de numerosos
compuestos. La inyecciéon de carragenina en la cavidad pleural de roedores provoca
una respuesta que involucra diferentes mediadores quimicos presentes en el proceso
inflamatorio como aminas vasoactivas, fragmentos de complementos, prostaglandinas
(PGs) y citocinas (TNF-a y IL-18). Ademas este modelo se caracteriza por la
infiltracion de leucocitos polimorfonucleares, muy importantes en la patologia del
proceso inflamatorio.?*?’

Por otra parte, la administracion del policosanol (400 y 800 mg/kg) disminuyd
significativamente los pesos humedo y seco del granuloma, en el modelo de
granuloma por algodén, modelo clasico empleado para el estudio de los componentes
transudativos (edema) y de la fase proliferativa (tejido granulomatoso) del proceso
inflamatorio crénico respectivamente,?®?° Como era de esperar, la administracién de
aspirina redujo tanto el peso hiumedo como el peso seco del granuloma, lo que
demuestra la validez de este modelo en las condiciones de trabajo de este estudio.

El hecho de que ambos tratamientos (policosanol y aspirina) hayan producido
reducciones mayores del peso seco que del peso hiumedo podria relacionarse con el
hecho de que poseen un efecto mayor sobre la fase proliferativa inhibiendo la
infiltracion granulocitica posiblemente por prevenir la produccion de fibras colagenas y
suprimir los mucopolisacaridos.*

La demostracion de los efectos antinflamatorios in vivo del policosanol observados en
este trabajo, concuerda con su capacidad de inhibir la actividad de la COX-1
demostrada recientemente ? dado el papel que esta enzima desempefia en este
modelo.?*

La magnitud de los efectos observados en ambos modelos, no obstante, debe calificarse de
moderada, ya que los efectos maximos no alcanzaron inhibiciones del 50 % en ninguno de
los indicadores. Si bien es cierto que sus efectos fueron comparables a los del tratamiento
con aspirina 100 mg/kg, debe tenerse en cuenta que este estudio no fue comparativo, ya
que no se investigaron los efectos de diferentes dosis de aspirina, por lo que no podemos
afirmar que el efecto observado haya sido el maximo.

Estos resultados también son coherentes con los descritos recientemente por
Anderson y otros,*? quienes encontraron que el octacosanol, principal componente del
policosanol, extraido de las hojas de Sabicea grises, mostré un efecto antinflamatorio
en el modelo de pleuresia por carragenina, lo que disminuye significativamente el
conteo de leucocitos y la entrada de neutréfilos mediante una inhibicion de vias
dependientes de citocinas pro-inflamatorias.

El hecho que el policosanol produzca efectos antinflamatorios contribuye a la
presencia de otros efectos que pudieran explicar su accidon antiaterosclerdtica
demostrada en diferentes modelos experimentales.

No obstante, los resultados del presente trabajo estimulan a realizar estudios futuros
que profundicen en los efectos antinflamatorios del policosanol en diferentes modelos
y sobre diferentes marcadores de la inflamacién.
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En conclusion, la administracion oral de policosanol produjo un moderado efecto
antinflamatorio in vivo en modelos de inflamacién aguda y croénica.
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