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Articulo original
Inmunologia

Evaluacion farmacologica de los efectos
del 1-O-dodecilglicerol sintético en un modelo
de angiogenesis inflamatoria

Hélade Sotomayor-Pérez,* Miguel Bilbao-Diaz,* Beatriz Gonzalez-Lépez,* José Luis Ledn-
Alvarez,* Francisco Merchan-Gonzalez,* Theudis Mosquera-Puig,* Ivones Hernandez-
Balmaseda,** Gabino Garrido-Garrido,** Yolanda Cristina Valdés-Rodriguez*

RESUMEN

ABSTRACT

Los éteres lipidicos (EL) representan un grupo de moléculas
moduladoras de la respuesta bioldgica. Poseen efectos antitu-
morales, inmunomoduladores, antiinflamatorios y antiangio-
génicos. Los 1-O-alquilgliceroles (AQG) presentan la estructu-
ra basica de los EL, lo cual pudiera explicar porqué exhiben
varios de los efectos farmacolégicos informados para éstos. En
este trabajo se evaluaron los efectos del 1-O-dodecilglicerol
(DDG) en un modelo de angiogénesis inflamatoria de granulo-
ma inducido por adyuvantes inoculados en una bolsa de aire
subcutanea dorsal en ratas. Los parametros medidos fueron:
peso del granuloma, contenido de rojo carmin en los tejidos de
éste como criterio de medicién de angiogénesis, nitritos totales
como medida de la produccién de 6xido nitrico y fosfolipasa A,
total. EI DDG disminuyé el peso del granuloma, e inhibié la
neovascularizacion asociada, redujo los niveles de nitritos to-
tales e inhibi¢ la actividad de la fosfolipasa A, total en el mo-
delo. Estos resultados, constituyen una pauta para profundi-
zar en los efectos de los AQG y sus mecanismos de accién

Ether lipids are modifiers of biological responses, its have
shown antitumoral, immunomodulator, antiinflammatory
and antiangiogenic effects in different experimental models.
1-O-alkylglycerols are analogues of ether lipids, because its
present the basic structure of the ethers lipids with many phar-
macological properties. We evaluated the effects of 1-O-dode-
cylglycerol (DDG) in an inflammatory angiogenesis model of
adjuvants induced granulome. DDG reduced the granulome
weight and the neovascularization associated to its develop-
ment. Additionally, this compound reduced the levels of total
nitrites, as a measure of nitric oxide production and inhibited
the activity of total phospholipase A, in this model.
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dodecilglicerol, angiogénesis inflamatoria, inflamacién.
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erol, inflammatory angiogenesis, inflammation.

INTRODUCCION

* Instituto de Farmacia y Alimentos. Universidad de La Habana.

** Centro de Quimica Farmacéutica, Ciudad de La Habana, Cuba.

Correspondencia:

M en C. Hélade Sotomayor-Pérez.

5ta. A No. 8207 entre 82 y 84. Playa. Ciudad de La Habana, Cuba.
e-mail: helade@cieb.sld.cu

Apoyaron la realizacién de la investigacién:

Instituto de Farmacia y Alimentos. Universidad de La Habana, Cuba.

Centro de Quimica Farmacéutica, Ciudad de La Habana, Cuba.

Recibido: 15-01-2004
Aceptado: 18- 10-2004

Volumen 30 No. 1 Enero-Marzo 2005. p. 5-12

La angiogénesis, o neovascularizacion, es el proceso
de formacion, crecimiento y desarrollo de nuevos va-
S0s sanguineos a partir de otros pre-existentes! y es
esencial en la reproduccion y desarrollo normal del
individuo.2 Ocurre en condiciones fisiolégicas como la
reparacion de los tejidos y el ciclo menstrual femeni-
no! y en muchos estados fisiopatolégicos designados
como enfermedades angiogénicas, entre los que se en-
cuentran el desarrollo de los tumores so6lidos y sus
metastasis, la retinopatia diabética y diversas afeccio-
nes de base inflamatoria como la artritis reumatoide
y la psoriasis.}*5
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La inflamacidn es la reaccién de defensa del orga-
nismo frente a una lesion tisular provocada por agen-
tes bioldgicos, quimicos y fisicos. No obstante, cuando
el agente desencadenante persiste, o estan deprimi-
dos los mecanismos que regulan esta respuesta, se
perpetla cursando hacia la cronicidad con un incre-
mento de la morbi-mortalidad de los pacientes y en
multiples ocasiones su resolucién deja secuelas en el
organismo.®

En la actualidad es generalmente aceptado que, en
aras de posibilitar la ocurrencia de varios de los even-
tos involucrados en el proceso inflamatorio crénico,
es necesaria la creacion de una potente red vascular
en el area inflamada a partir de vasos preexistentes.
Las enfermedades inflamatorias cronicas casi siem-
pre estan acompafiadas de una intensa neovasculari-
zacién, apoyando la proliferacién destructiva de los
tejidos inflamatorios.”®

Una de las estrategias terapéuticas actuales aplica-
da en el tratamiento de las denominadas enfermeda-
des angiogénicas, incluyendo las de componente infla-
matorio, es la inhibicién farmacolégica del proceso de
neovascularizacion.

Los EL como modificadores de las respuestas biol6-
gicas introducen un nuevo concepto terapéutico en el
tratamiento de multiples enfermedades humanas ya
que han mostrado diferentes efectos farmacoldgi-
cos.’%11 Los EL sintéticos, edelfosina y s-fosfonato, han
mostrado acciones antiangiogénicas en modelos expe-
rimentales in vitro e in vivo.’>* Los 1-O-alquilglicero-
les (AQG) (Figura 1), analogos estructurales de esta
familia de compuestos, que conservan el grupo 1-O-al-
quilo de cadena larga al que se le atribuyen la mayoria
de sus efectos farmacoloégicos,® han mostrado algunas
de las propiedades descritas para los EL.1518

Figura 1. Estructura basica de los AQG.

Teniendo en consideracion la similitud estructural de
los AQG con EL méas complejos, como edelfosina, milte-
fosina y limofosina, de los que se han descrito acciones
antiinflamatorias,™ antitumorales directas e indirec-
tas!®! y antiangiogénicas,?® entre otras, ademas de
gue en paises desarrollados como Alemania, Estados
Unidos y Francia se han empleado algunos de estos
compuestos en estudios clinicos de diferente patologia;
se decidié estudiar los efectos del 1-O-dodecilglicerol
sintético (DDG) (compuesto de cadena lateral de 12 ato-
mos de carbono) en un modelo de angiogénesis inflama-
toria de granuloma inducido por adyuvantes.

MATERIAL Y METODOS
Material quimico

El DDG fue obtenido por sintesis quimica en el De-
partamento de Quimica Basica del Instituto de Far-
macia y Alimentos de la Universidad de La Habana,
partiendo del 1,2-O-isopropilidenglicerol y utilizando
el 1-clorododecano como derivado halogenado. Su pu-
reza resulté mayor del 90 %.*°

Preparacion de las muestras

El DDG fue disuelto en solucidn hidroalcoholica al
10% en las cantidades apropiadas para obtener las do-
sis de 5, 10, 20 y 40 mg/kg; rango de concentracion en
el cual se ha observado efectos antiinflamatorios y
antiangiogénicos de los AQG sintéticos: 1-O-hexade-
cilglicerol y el 1-O-octadecilglicerol, en este modelo
experimental.?°

Animales de experimentacion

Se emplearon ratas Wistar macho con peso entre 200-
270 g, procedentes del Centro Nacional de Produccién
de Animales de Laboratorio (Bejucal, Habana, Cuba),
mantenidas antes y durante el experimento, en cajas
adecuadas con agua y dieta peletizada ad libitum y
temperatura e iluminacion éptimas. Todos los procedi-
mientos fueron desarrollados segun lo aprobado por el
Comité Institucional para el Cuidado de los Animales
de Laboratorio y de acuerdo con las Normativas de la
Unién Europea para la Experimentacion Animal.

Angiogénesis mediante el modelo del granulo-
ma inducido por adyuvantes

Para la induccion de granulomas, se empled la técni-
ca de Kobayashi y col.® modificada al cambiar el
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adyuvante completo de Freund por el adyuvante
Montanide (0.8 mL) y aceite de croton (0.1%), los
cuales fueron inoculados en la bolsa de aire subcu-
tanea. A los 6 dias, se sacrificaron los animales por
inyeccién en la vena de la cola con 1 mL de solucion
del colorante rojo carmin (Sigma, Saint Louis,
EUA), conteniendo 5% de gelatina blanca (Sigma
Chem. Co. St. Louis, MO. USA), previamente man-
tenido a 40° C en bafio maria (Ultraterm, Alema-
nia). Los animales fueron mantenidos a -4° C du-
rante 20 min, posteriormente, se extrajeron los
granulomas y se lavaron con agua destilada, antes
de pesarlos en una balanza analitica (AND, Modelo
ER-60A, Japdn). El contenido de carmin en el tejido
granulomatoso se tomé como indicativo de angiogé-
nesis. Para medir la cantidad de colorante de los
vasos formados en el granuloma, se cort6 y se disol-
vié en 4 mL de NaOH 3 N, después se afladieron 2
mL de HCI al 37%, dejandolo reposar durante 15
min. A continuacién se centrifug6 a 8,500 g en una
centrifuga clinica (Sigma 2K15, Alemania) durante
10 min, enseguida se filtro el sobrenadante y se mi-
di6 la densidad 6ptica a 490 nm en un espectrofoto-
metro (Ultraspect Plus Spectrophotometer, Phar-
macia LKB).

Evaluacién de los efectos
del DDG en el modelo de
granuloma inducido por adyuvantes

Los animales se distribuyeron al azar en 6 grupos ex-
perimentales de 6 ratas cada grupo. A 5 grupos se les
aplic6 tratamiento 2 horas mas tarde de habérseles
inducido el granuloma y durante 5 dias, mientras que
el sexto grupo se mantuvo como control al que se le
administro el vehiculo. Los tratamientos consistieron
en inocular por via intraperitoneal (ip) el DDG a 5,
10, 20 y 40 mg/kg de peso y al grupo restante como
control positivo, hidrocortisona a 10 mg/kg por igual
via. La evaluacién de los efectos del DDG se realiz6
mediante el peso del granuloma y el contenido de car-
min en el mismo.

Visualizacion de la vascularizacion asociada a
la formacién del granuloma

Se extrajo la piel que recubria la bolsa de aire, se cor-
td, estird cuidadosamente y, finalmente se fotografié
con una camara digital (Epson PC). Para el procesa-
miento de las imagenes se empleé el programa Adobe
PhotoShop 7.0 para Windows. También se fotografié
el control sin granulomas.
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Estimacién de la produccién de 6xido nitrico

Para la estimacién de 6xido nitrico (NO) se empled el
suero de las ratas. Previo al sacrificio de los animales,
se les realiz6 una extraccion de sangre a través del
plexo retro-orbital. Las muestras de sangre fueron
centrifugadas (Sigma 2K15, Alemania) a 3,000 rpm
durante 20 min para obtener el suero. La determina-
cion de los niveles de nitritos totales se realizé por re-
duccion de los nitratos a nitritos mediante la accion
de la enzima nitrato reductasa inducida procedente
de una cepa de E. coli 25922, producida por el Centro
de Quimica Farmacéutica (La Habana, Cuba). Los
nitritos totales fueron determinados mediante la re-
accion de Griess.? Después de afiadido el reactivo de
Griess (1% sulfanilamida, 0.1% N-(1-naftil)-etilen-
diamina dihidrocloruro en 0.25% de acido fosforico),
se incubaron las muestras durante 15 min y se reali-
z6 la lectura espectrofotométrica en un lector de pla-
cas PR 521 (SUMA, Cuba), a una longitud de onda
de 540 nm.2!

Determinacion de la actividad fosfolipasa A,

La determinacion de la actividad de fosfolipasa A,
(FLA,) se realizé en el homogenado de granuloma
mediante un procedimiento estandar.?? Para ello, fue
tomada una porcién de 1 g de cada uno de los granu-
lomas y colocados en un homogenizador (Edmund
Bulher LBMA, Alemania) a 4 °C, con la adicion de 10
mL de amortiguador KCl/histidina (Merck, Alema-
nia) a pH 7.4, 1:10 (p/v). Posteriormente se centrifu-
g6 a 4 °Cy 8500 g por 15 min, reteniendo el sobrena-
dante para las determinaciones de la actividad FLA,
en el espectrofotometro UV/visible (Ultraspect Plus
Spectrophotometer, Pharmacia LKB).

La actividad de la FLA, fue referida a las proteinas
totales en tejido granulomatoso (AE/mg de protei-
nas), determinadas por el método de azul de Coomas-
sie.®

Analisis estadistico

Se emple6 el paquete de programas STATISTICA Ver-
sion 5.0 (StatSoft Inc., 1995) para Windows. Se llevo a
cabo un analisis descriptivo calculandose la media y la
desviacion estandar. Posterior a la estadistica descrip-
tiva, se realizo6 la prueba de Levene de homogeneidad
de varianzas, el analisis de la varianza (ANOVA) y la
prueba de comparaciones multiples de Duncan; para la
estimacion de la diferencia entre los grupos se conside-
r6 un nivel de significancia de p < 0.05.
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RESULTADOS

Angiogénesis mediante el modelo
del granuloma inducido por adyuvantes

Transcurridos 6 dias de la inyeccion de los adyuvan-
tes, se observo un granuloma bien establecido, en to-
dos los animales de los grupos experimentales. En el
control, el peso promedio del granuloma fue de 4.97
=+ 0.65 g y el contenido de rojo carmin fue de 0.103 %+
0.029 mg.

La efectividad del modelo experimental para per-
mitir la evaluacion de los efectos antiangiogénicos de
un compuesto, fue comprobada al evaluar la accion de
la hidrocortisona, reconocido antiinflamatorio este-
roidal que exhibe marcados efectos antiangiogéni-
cos, la cual a 10 mg/kg, redujo significativamente
(p < 0.05) tanto el peso del granuloma como el
contenido de carmin en los tejidos del mismo. Este
hecho permite asegurar que el modelo del granu-
loma inducido por Montanide y aceite de croton,
es adecuado como un modelo de angiogénesis in-
flamatoria.

Evaluacién de los efectos sobre

el peso del granuloma y contenido
de carmin en el modelo del
granuloma inducido por adyuvantes

En el cuadro | se resumen los resultados obtenidos al
evaluar los efectos del DDG sobre la angiogénesis in-
flamatoria. En éste puede observarse que el DDG in-
hibié significativamente (p < 0.05) el peso del granu-
loma y el contenido de carmin en los tejidos del
mismo con respecto al control.

Cuadro I. Comportamiento de los parametros peso del
granuloma y contenido de carmin en los grupos
experimentales. Los datos muestran la
media = desviacion estandar.

Grupo (n = 6) Peso del Contenido
granuloma.(g) de carmin. (mg)
Control 4,97 = 0.65 0.103 # 0.029
Hidrocortisona 295+ 0.16 * 0.049 + 0.010 *
(10 mg/kg)
DDG (5 mg/kg) 2.85+0.23* 0.047 £ 0.007 *
DDG (10 mg/kg) 229 £ 0.271 0.037 £ 0.005 *
DDG (20 mg/kg) 1.34 £ 0.32* 0.019 £ 0.005 "
DDG (40 mg/kg) 0.97 £ 0.10¢ 0.011 £ 0.002 "

ANOVA con prueba de Duncan, *™ p < 0.05 entre grupos.

Visualizacion de la vascularizacion

En la figura 2 se muestra la vascularizacién de la piel
de la bolsa de aire asociada al granuloma. En ésta se
puede observar la induccién de la neovascularizacion
por los adyuvantes al comparar la piel de los animales
del grupo control con granuloma sin tratar (Figura
2B) con la de los animales del control sin granuloma
(Figura 2A).

Como se aprecia en la figura 2C, en los animales
tratados con DDG (40 mg/kg) se produjo una reduc-
cion de la vascularizacién de la piel de la zona de la
bolsa de aire asociada al granuloma, lo cual se eviden-
cié al compararla con la de los animales del control
con granuloma sin tratar (Figura 2B).

Estimacién de la produccién de 6xido nitrico

Como se muestra en el cuadro 11, el DDG redujo sig-
nificativamente (p < 0.05) los niveles de nitritos tota-
les como medida de la produccidon de NO, a las dosis
de 20 y 40 mg/kg de peso, en el suero de animales con
granuloma inducido por adyuvantes, siendo los nive-
les a estas dosis similares a los obtenidos en el grupo
control sin granuloma. Los porcentajes de inhibicion
con respecto al control con granuloma fueron de
84.21y 86.5 respectivamente.

Determinacion de la fosfolipasa A,

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos al
evaluar el efecto del DDG sintético sobre la actividad
de la enzima FLA,t en un homogenado de granuloma
inducido por adyuvantes.

Como se observa, el DDG a las dosis empleadas in-
hibi6 significativamente (p < 0.05) la actividad de la
FLA,t, con respecto al control. Segun el analisis esta-
distico realizado, el grupo tratado con la dosis de 5
mg/kg se comport6 de igual forma que el tratado con
hidrocortisona y diferente a los que recibieron las do-
sis de 10, 20 y 40 mg/kg, estos ultimos fueron simila-
res entre si.

DISCUSION

El granuloma es una de las formas de expresion de la
inflamacion crénica. El modelo del granuloma induci-
do por adyuvantes en una bolsa de aire subcutanea se
caracteriza por la intensa neovascularizacion que
acompafa al crecimiento granulomatoso, la que es si-
milar a la que se presenta, por ejemplo, en el lecho
reumatoide.”® Este modelo permite realizar estudios
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Cuadro Il. Comportamiento de los niveles de nitritos
totales como medida de la produccién de éxido nitrico en
los grupos experimentales. Los datos muestran la
media =+ desviacion estandar.

Grupo (n = 6) Nitritos totales. (uM)
Control con granuloma 212.79 = 5.44
Control sin granuloma 32.50 + 4.07 *
DDG (5 mg/kg) 211.81 + 4.73
DDG (10 mg/kg) 201.51 + 5.84
DDG (20 mg/kg) 33.60 + 4.20*
DDG (40 mg/kg) 28.68 + 4.18 *

ANOVA con prueba de Duncan, *p < 0.05 contra control con granuloma.
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Figura 3. Efecto del DDG (5, 10, 20 y 40 mg/kg) sobre el com-
portamiento de la actividad de la fosfolipasa A, total referida
como U/min/mg de proteinas totales. (n = 6). Control: granulo-
ma de animales sin tratar, control positivo: hidrocortisona. Se
representa la media = DE. ANOVA con prueba de Duncan,
*p < 0.05 contra control, Tp < 0.05 contra control, DDG (5
mg/kg) e hidrocortisona.

en dos direcciones, la reaccion inflamatoria cronica y
la angiogénesis asociada a ésta. La vascularizacién en
el granuloma puede ser evaluada cuantificando el
contenido de carmin en los tejidos de éste, previo ha-
berse inyectado el colorante en la vena de la cola de
los animales.™24
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Figura 2. Vascularizacion de la
piel de la bolsa de aire asociada
al granuloma. La piel fue corta-
da, estirada y fotografiada con
camara digital Epson PC. 2A)
Control sin granuloma, 2B)
control con granuloma sin tra-
tar y 2C) grupo tratado con
DDG (40 mg/kg).

La reduccién del peso del granuloma y el conteni-
do de carmin en los tejidos del mismo por el DDG
constituye una evidencia experimental de los efectos
antiinflamatorios y antiangiogénicos de este com-
puesto, resultados que coinciden con lo informado en
la literatura sobre la accion antiinflamatoria!®161825 y
antiangiogénica!?! de otros EL en diferentes modelos
experimentales in vitro e in vivo a la vez que indica
uno de mecanismos potenciales que median la accién
de los AQG.

A partir de 1994, se han realizado varios experi-
mentos con AQG de origen natural y sus analogos
sintéticos que mostraron efectos antiinflamatoriost®!®
mediante la inhibicion de la actividad FLA, de secre-
cion (FLA_s) en miocitos de la intima de la aorta de
ratas hiperactivados con IL-14.'8 Por otra parte, tam-
bién se observé un efecto antiinflamatorio de éstos en
el modelo de inflamacién crénica del granuloma indu-
cido por pellet de algodén mediante la reduccidén del
peso e inhibicion de la actividad FLA,t.*°

Con respecto a los efectos antiangiogénicos de los
EL, ha sido demostrado que la edelfosina inhibe la
formacion de tubulos en las células de la microvas-
culatura endotelial humana (HMEC-1), exhibiendo
asi actividad antiangiogénica in vitro!2y muestra ac-
tividad antiangiogénica in vivo,®® aunque los meca-
nismos exactos por los cuales este compuesto ejerce
estos efectos son desconocidos. Otro EL, el s-fosfo-
nato, constituye un potente inhibidor de la angiogé-
nesis, lo que ha sido demostrado in vivo empleando
el modelo de la membrana corioalantoidea del em-
brién de pollo.*

Diversos compuestos endégenos son mediadores de
la reaccién inflamatoria cronica y de la angiogénesis
asociada o no a ésta. En la altima década, el radical
libre NO ha sido considerado importante en la etiolo-
gia de la reaccion inflamatoria. Dicho compuesto in-
terviene en la fisiopatogenia de multiples procesos,
entre ellos, el choque séptico, enfermedades inflama-
torias autoinmunes y otros estados patoldgicos. Nu-
merosos estudios preclinicos y clinicos indican que la
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sobreproduccion del NO, por induccion de la activi-
dad de la éxido nitrico sintetasa inducida (NOSi), pro-
mueve los signos clasicos de la inflamacidn.2®

Actualmente se conoce que el NO posee la capaci-
dad de reaccionar con enzimas que contienen hierro
en su centro activo y que por esta via puede estimular
la actividad de la enzima ciclooxigenasa, lo que pudie-
ra influir en la produccion de mediadores inflamato-
rios. Algunos de estos mediadores son inductores de
angiogenesis, como es el caso de la prostaglandina E,
(PGE,) de la cual se conoce que estimula la prolifera-
cién de las células endoteliales microvasculares y la
neovascularizacién in vivo.?

Por otra parte, el NO induce la expresion del factor
de crecimiento del endotelio vascular (Vascular endo-
thelial Growth Factor, VEGF),?® uno de los mayores
inductores de angiogénesis.® A su vez, ha sido infor-
mado también que el VEGF-C es capaz de estimular
la liberacién del propio NO desde las células endote-
liales.*® Adicionalmente, el conocimiento de que esta
especie reactiva puede ser generada por neutrofilos,
macréfagos y linfocitos, corrobora su participacion en
las enfermedades inflamatorias y en la angiogénesis
asociada a estos estados patologicos.

La disminucion de los niveles de nitritos totales,
como medida de la produccién de NO obtenida en este
estudio en el suero de los animales con granuloma in-
ducido por adyuvantes y tratados con el DDG sinté-
tico a las dosis de 20 y 40 mg/kg de peso, resulta de
gran importancia ya que constituye una evidencia
mas de las propiedades antiinflamatorias y antiangio-
génicas del mismo.

La FLA,desempefia un papel fundamental en el
desencadenamiento de la respuesta inflamatoria, de-
bido a la produccién de potentes mediadores pro-in-
flamatorios, incluyendo al araquidonato y otros me-
diadores lipidicos derivados y la 2-lisofosfatidilcolina.
Entre los maltiples mecanismos que pudieran estar
implicados en los efectos antiinflamatorios de los
AQGs, la inhibicion de la actividad FLA, parece ser el
principal 1518

La diferencia estadisticamente significativa entre
los resultados obtenidos a 5 mg/kg y las restantes do-
sis del compuesto (p<<0.05), al evaluar los efectos in-
hibitorios del DDG sobre la actividad de la FLA_t, su-
gieren un comportamiento dosis-dependiente, lo que
presupondria la existencia de un efecto mediado por
mecanismos especificos. Sin embargo, en referencia a
los mecanismos propuestos para la familia de los EL,
resulta mas logica la idea de una accién inespecifica,
con su incorporacidon a la membrana3! al presentar
una estructura anfipatica con dos grupos OH y una
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cadena 1-O-alquilo, lo cual afectaria el estado critico
micelar variando la fluidificacion de ésta y afectando
la funcion de la FLA,.

No obstante, la evaluacion in vitro de la actividad
de FLA,s indica un efecto directo de los AQG;*sin
embargo, el hecho de que las dosis de 10, 20 y 40 mg/
kg tengan un comportamiento similar y diferente a la
de 5 mg/kg pudiera ser debido a que esta Ultima dosis
no logra afectar criticamente la membrana sin tener
una inhibicién significativa sobre la funcién de la en-
zima.

La propiedad inhibitoria de otros AQG sobre la acti-
vidad de la FLA, ha sido informada en modelos experi-
mentales in vitro e in vivo. Recientemente han sido
evaluados los efectos del 1-O-hexadecilglicerol sintéti-
co (100, 200 y 400 ug/mL) sobre la actividad FLA,s en
cultivo de miocitos de la intima de aorta de ratas, hipe-
ractivados con IL-13 y se observd una marcada inhibi-
cion, la cual tiene lugar a dos niveles: la actividad enzi-
matica y la biosintesis de la proteina.’® La disminucién
de la expresion de la enzima por el 1-O-hexadecilglice-
rol sintético pudiera estar relacionada con la cascada
de sefializacion celular que media entre la estimula-
cion por la IL-18 y la transcripcion del gen para la
FLA,s, aspecto que debe ser confirmado. Por otra par-
te, el 1-O-hexadecilglicerol sintético (200 y 400 ug/mL)
inhibio significativamente la expresion de la FLA_s con
respecto al control utilizado (IL-143, 10 ng/mL), lo que
indica que a estas concentraciones, este AG logra inhi-
bir la expresion de la enzima.8

Se han propuesto varias hipotesis para explicar el
posible mecanismo implicado en la propiedad inhibi-
toria de los AQG sobre la actividad de la FLA,. Entre
éstas, si consideramos que esta enzima requiere de
un estado micelar para actuar sobre su sustrato y que
los AQG son moléculas anfipaticas que se incorporan
a las bicapas fofolipidicas de las membranas celulares,
la acumulacién de estos compuestos podria afectar el
estado micelar critico provocando cambios en la flui-
dez de la membrana y por tanto una disminucion en
la funcién de la enzima. Por otra parte, teniendo en
cuenta la analogia estructural entre los AQG y la mo-
lécula base de los fosfoglicéridos se pudiera pensar
gue la inhibicién sobre la enzima es de tipo competiti-
va. No se debe descartar la posibilidad de maultiples
mecanismos para este efecto.®

Los efectos inhibitorios sobre la FLA,, referidos
para avalar en gran medida su accion antiinflamato-
ria al impedir la generacion de eicosanoides, muchos
de los cuales son potentes factores angiogénicos, po-
drian justificar en parte sus efectos antiangiogénicos.
De estos eicosanoides, las prostaglandinas inducen la
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expresiéon de VEGF, estimulando asi la angiogénesis
de forma directa e indirecta por mediacion del incre-
mento de la permeabilidad vascular, lo que produce
alteraciones en la matriz extracelular que propician
la neovascularizacion. Este efecto sobre la FLA,, tam-
bién limita la inflamacién y reduce la angiogénesis
pues impide que en el area inflamada sean liberados
diferentes factores angiogénicos.

Los EL incrementan los niveles de interferén-y
(IFN-p),*? que tiene acci6n antiangiogénica® por lo
que este mecanismo pudiera intervenir en la media-
cion de sus efectos antiangiogénicos.

Como se puede observar, los resultados obtenidos
demuestran los efectos antiinflamatorios y antiangio-
génicos del DDG en el modelo del granuloma inducido
por adyuvantes y constituyen la primera evidencia
experimental de sus efectos inhibitorios sobre la pro-
duccion de NO y la actividad de la FLA,t. Estos ha-
llazgos reafirman la necesidad de encaminar estudios
a la elucidacion del mecanismo o los mecanismos de
accion que median los efectos observados.

Una cuestién adicional es que anteriormente han
sido referidos los efectos antitumorales directos y
antiinvasivos, in vivo, en diferentes modelos expe-
rimentales de la mezcla de AQG proveniente de Ga-
leocerdo cuvieris!®!” y del 1-O-hexadecilglicerol sin-
tético,*” asi como del DDG.?° Se estan realizando
estudios para dilucidar los posibles mecanismos de
accion que median estos efectos.

En la actualidad es aceptado que el desarrollo de los
tumores soélidos a partir de 2 a 3 mm?y la formacién de
metastasis son fenémenos dependientes de la neovascu-
larizacion.*® Estos nuevos vasos le permiten al tumor la
adquisicion de oxigeno y nutrientes para su desarrollo,
asi como la eliminacion de productos de desecho de su
metabolismo y la entrada de las células tumorales en la
circulacion para ocasionar metéastasis.® De hecho, se re-
conoce que algunos citostaticos convencionales a los
que se les atribuian otras propiedades, tienen accién
antiangiogénica, entre ellos se destaca el metotrexate,
cuyas propiedades antiangiogénicas han sido evalua-
das mediante el modelo de angiogénesis inflamatoria
del granuloma inducido por adyuvantes.” Esto pudiera
conferirle una nueva dimension a nuestros resultados,
después de demostrarse estos efectos también en mode-
los de angiogénesis tumoral, podrian constituir un posi-
ble mecanismo de su accion antitumoral.
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