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RESUMEN

Introduccién: los antiinflamatorios no esteroideos son muy utilizados para tratar
procesos inflamatorios agudos y crénicos, destacandose entre ellos el uso de la
aspirina. Su principal limitacion, sin embargo, son los efectos adversos
gastrointestinales que produce, lo que justifica la bUsqueda de nuevas sustancias con
efecto antiinflamatorio y sin gastrotoxicidad, como el D-002, mezcla de alcoholes
alifaticos primarios purificada de la cera de abejas.

Objetivo: evaluar el efecto del D-002 sobre la gastrotoxicidad inducida por aspirina.
Métodos: Experimento 1: las ratas se distribuyeron en 4 grupos: control (vehiculo),
tratado con D-002 (50 mg/kg), con aspirina (150 mg/kg) y con D-002 mas aspirina
(50 mas 150 mg/kg). Experimento 2: las ratas se distribuyeron en 5 grupos: un
control negativo y cuatro con Ulcera inducida por aspirina (300 mg/kg): un control
positivo (vehiculo), dos tratados con D-002 (50 y 100 mg/kg), uno con omeprazol (10
mg/kg). Los tratamientos se administraron por via oral durante 6 dias y se
cuantificaron las lesiones gastricas. En el segundo experimento se evaludé ademas el
grado de infiltracién de neutroéfilos.

Resultados: todos los animales tratados con aspirina, ninguno con D-002, mostraron
tipicas ulceras gastricas. La administracion de D-002 (50 mg/kg) mas aspirina (100
mg/kg) produjo menos ulceras (reduccion del 67 %) que la monoterapia con aspirina.
En el modelo de ulcera por aspirina, el D-002 (50 y 100 mg/kg), ademas de reducir las
Ulceras

(70 y 75 %), disminuyd la infiltracién de neutréfilos (75 y 82 %, respectivamente). El
omeprazol redujo ambas variables en 90 y 92 %, respectivamente.



Conclusiones: el D-002 redujo la gastrotoxicidad por aspirina y la infiltracion de
neutréfilos tipica de esta lesién gastrica en ratas.
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ABSTRACT

Introduction: non-steroidal anti-inflammatory drugs are very useful to treat acute
and chronic inflammatory processes, being relevant among them the extended use of
Aspirin. Their main limitation,however, are the induced gastrointestinal adverse
effects, so it is justified the search of new substances with antiinflammatory effects
devoided of gastrotoxicity, as D-002, a mixture of aliphatic primary alcohols purified
from bees wax.

Objective: to evaluate the effect of D-002 on the Aspirin-induced gastrotoxicity.
Methods: Experiment 1: Rats were distributed into 4 groups: one vehicle control,
treated with D-002 (50 mg/kg), one treated with Aspirin (150 mg/kg) and other with
D-002 plus Aspirin (50 mg/kg plus 150 mg/kg). Experiment 2: Rats were distributed
into 5 groups: a negative vehicle and four with Aspirin (300 mg/kg)-induced ulcer: a
positive control (vehicle), two treated with D-002 (50 and 100 mg/kg) and one with
Omeprazole (10 mg/kg). Treatments were orally administered for 6 days and gastric
lesions were quantified. In the second experiment the neutrophil infiltration grade was
evaluated too.

Results: all Aspirin-, but none of the D-002-treated animals exhibited typical gastric
ulcers. The administration of D-002 (50 mg/kg) plus Aspirin (100 mg/kg) reduced the
ulcers (67 % reduction) as compared to Aspirin monotherapy. In the model of Aspirin-
induced ulcer, D-002 (50 and 100 mg/kg) reduced the ulcers (70 and 75 %), and also
neutrophil infiltration (75 and 82 %, respectively), Omeprazole reduced both variables
(90 and 92 %, respectively).

Conclusion: D-002 reduced the Aspirin-induced gastrotoxicity and the characteristic
neutrophil infiltration of these gastric lesions in rats.
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INTRODUCCION

Las Ulceras gastricas se caracterizan por la disrupcion de la integridad de la mucosa
debida al desequilibrio entre factores agresivos (secrecion acida, pepsina, H.

pylori, antiinflamatorios no esteroidales [AINEs]) y defensivos (secrecidon de mucus y
bicarbonato, microcirculacién sanguinea, prostaglandinas, factores de crecimiento) que
actian sobre la mucosa gastrica.l3

Los AINEs, medicamentos utilizados para tratar la inflamacion aguda y cronica, son
una de las clases terapéuticas mas prescritas, cuyo uso aumenta con el incremento de



la expectativa de vida,* pero que producen efectos adversos, fundamentalmente
gastrointestinales, que limitan un mayor uso.%® Tales antecedentes justifican la
busqueda de tratamientos antiinflamatorios que no produzcan gastrotoxicidad.

Las lesiones gastricas producidas por los AINEs se deben a la inhibicion de la
ciclooxigenasa (COX), y por ende, de la sintesis de prostaglandinas y de sus efectos
gastroprotectores, y al aumento del estrés oxidativo en la mucosa gastrica.” La
aspirina es el AINE mas utilizado por su uso en la prevencion vascular debido a su
efecto antiagregante plaquetario, ademas de sus efectos antiinflamatorios,
antipiréticos y analgésicos. Sin embargo, ya que la aspirina es un AINE no selectivo
que inhibe irreversiblemente la COX, su consumo reduce la secreciéon de mucus y el
flujo sanguineo en la mucosa gastrica, y aumenta la peroxidacion lipidica y la
infiltracion de neutréfilos, eventos claves en la ulceracion gastrica por aspirina.®-13

Aungue todos los factores de riesgo para el desarrollo de complicaciones hemorragicas
en pacientes que consumen aspirina, aun a dosis bajas, no estan bien definidos, se
aceptan como tal la existencia de historia previa de ulcera, consumo simultaneo de
AINEs, y enfermedad grave concomitante, por lo cual estos casos deben recibir
protecciéon gastroduodenal mediante el uso de tratamientos gastroprotectores que
atenten la gastrotoxicidad inducida por AINEs.13-15

El D-002, mezcla de 6 alcoholes alifaticos (Cz4, C26, C2s, C30, C32 Yy Cz4) Obtenida de la
cera de abejas ha mostrado producir efectos antiinflamatorios en modelos de
inflamacion aguda y crénica, documentandose que reduce las cifras de leucotrieno

B4 (LTB4) (factor quimiotactico para los neutroéfilos) en el exudado pleural en el modelo
de pleuresia por carragenina en ratas.'® Sin embargo, a diferencia de la
gastrotoxicidad inducida por los AINEs, el D-002 produce efectos gastroprotectores
debido a un aumento de la secrecion de mucus gastrico, la mejoria de la calidad de
este, y la reduccion de la peroxidacioén lipidica (PL) en la mucosa gastrica.l”-2?

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el presente estudio tiene como objetivo el de
evaluar el efecto del D-002 sobre la gastrotoxicidad inducida por aspirina, tanto al
administrarse concomitantemente, especificamente sobre las Ulceras gastricas
inducidas por aspirina y la infiltracion de neutrdéfilos asociada.

METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos con peso corporal entre 250 y 300 g
suministradas por el Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La
Habana, Cuba) que se adaptaron a las condiciones de laboratorio (temperatura 25 +
3 °C, humedad relativa 60 &+ 5 %, ciclos luz/oscuridad de 12 h) durante 7 dias. 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 los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Centro de Productos



Naturales. El protocolo de estos ensayos fue aprobado por el Comité de Etica pata el
trabajo con animales.

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

Tratamiento y diseio experimental
Administracion y dosificacién

El D-002 (lote 030040109) suministrado por las plantas de Producciéon de Productos
Naturales (CNIC, La Habana, Cuba) se utilizé tras corroborar sus especificaciones de
calidad. La composicion del lote fue 1-tetracosanol (7,1 %), 1-hexacosanol (11,2 %),
1-octacosanol (13,8 %), 1-triacontanol (33,4 %), 1-dotriacontanol (22,1 %) y 1-
tetratriacontanol (2,5 %) (pureza 90,0 %0).

Para su administracion, el D-002, la aspirina y el omeprazol (Quimefa, Cuba) se
suspendieron en un vehiculo goma acacia/agua al 1 %.

Experimento 1

Las ratas se dejaron en ayunas 16 h previas al experimento, permaneciendo en jaulas
individuales con rejillas para evitar la coprofagia. Las ratas se distribuyeron
aleatoriamente en 4 grupos (10 ratas por grupo): control (vehiculo), uno tratado con
D-002 (50 mg/kg), otro con aspirina (150 mg/kg) y otro con D-002 més aspirina (50
mas 150 mg/kg). Los tratamientos se administraron por via oral mediante entubacién
gastrica (1 ml/kg de peso).

Al transcurrir 4 h, las ratas se anestesiaron con éter, se les abrié el abdomen por su
curvatura mayor, se expuso el estbmago, lavandose con solucién salina, y se procedid
a cuantificar las ulceras gastricas.

Experimento 2

Las ratas se distribuyeron en 5 grupos: un control negativo y cuatro con Ulcera
inducida por aspirina (300 mg/kg): un control positivo (vehiculo), dos tratados con D-
002 (50 y 100 mg/kg), uno con omeprazol (10 mg/kg) por via oral. A la hora, se
administré una dosis de aspirina (300 mg/kg) por via oral y a las 5 h posteriores las
ratas se sacrificaron y se procedié segun se describid previamente.

En ambos experimentos se cuantificaron las lesiones gastricas. En el segundo
experimento se evaludé ademas el grado de infiltracion de neutréfilos.

Cuantificacion de las lesiones

Las lesiones de la mucosa gastrica se cuantificaron macroscépicamente por dos
observadores independientes a ciegas, después de haber comprobado la similitud de
sus observaciones. y los resultados se expresaron como la suma total de la longitud de
las lesiones (en milimetro).??



Histologia

Una vez cuantificadas las Ulceras, los estdbmagos se fijaron en formaldehido (10 %b)
(BDH, Poole, Dorset, England), se deshidrataron en etanol, se embebieron en parafina
y se cortaron en secciones transversas de 4 mm, las cuales fueron tefiidas con
hematoxilina y eosina. Se examinaron 10 imagenes por animal en un microscopio
Olympus BH2 .

Las lesiones se identificaron como erosiones del epitelio acompafadas de infiltrados
inflamatorios. Los neutréfilos se contaron en la secciéon tranversal, de acuerdo al
método de Nygard y otros.?® La media del conteo de neutréfilos se determiné en 3
secciones por animal y por grupo.

Analisis estadistico

Las comparaciones entre los grupos tratados y el control se realizaron mediante la
prueba no paramétrica de la U de Mann Whitney, estableciendo un nivel de
significacion a= 0,05. Los datos se procesaron con el paquete de programas Statistic
para Windows. (Release 6,1; StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS

La tabla 1 muestra el efecto de los tratamientos sobre la mucosa gastrica de ratas. La
administracion por via oral de aspirina (150 mg/kg), pero no la de D-002 (50 mg/kg),
aumento6 el nimero de lesiones en la mucosa gastrica de ratas al compararse con el
grupo control, mientras la terapia combinada (D-002 mas aspirina) redujo la presencia
de lesiones en un 67 % con respecto al grupo tratado con aspirina.

La administracién de D-002 (50 y 100 mg/kg) a ratas a las que se indujeron Ulceras
por aspirina redujo el indice de Ulceras en un 70 y 75 %, respectivamente, y el
omeprazol (10 mg/kg) en un 91 % (tabla 2). EI D-002 (50 y 100 mg/kg) redujo la
infiltracion de neutrdéfilos por area ulcerada en un 75 y 82 %, respectivamente, y el
omeprazol en un 91 %, con respecto al grupo control positivo (tabla 3).

DISCUSION

El presente estudio demuestra que, a diferencia de la aspirina (150 mg/kg), el
tratamiento con D-002 (50 mg/kg) no sélo no produjo lesiones gastricas, sino que su
administracion conjunta con aspirina redujo la gastrotoxicidad por aspirina (67 %), y
que a dosis de 50 y 100 mg/kg disminuyd las ulceras inducidas por aspirina (70 y 75
%, respectivamente), y la infiltracién de neutrdéfilos en la mucosa géastrica (75 y 82 %,
respectivamente).

El hecho que el omeprazol, tratamiento de referencia, haya reducido el indice de
Ulceras y la infiltraciéon de neutrdéfilos en un 90 %, aproximadamente (91 y 92 %,
respectivamente), concuerda con datos de la literatura y confiere validez al modelo en



nuestras condiciones, y por ende, a los resultados obtenidos. Por otra parte, estos
resultados son compatibles con los efectos gastroprotectores descritos del D-002.17-21

Los neutréfilos son la mayor fuente celular de mediadores inflamatorios y pueden
liberar especies reactivas de oxigeno (EROS) como peréxido de hidrogeno y aniones
superoéxidos, altamente citotéxicas.?* En particular, mientras la acumulacion de
neutréfilos en la mucosa gastrica afecta la microcirculacion y promueve la
ulceracion,?® su reduccion promueve la curacion de las Ulceras gastricas en ratas.?®

El hecho que el D-002 haya reducido la acumulacién de neutréfilos en el modelo de
ulcera por aspirina, es compatible con el hecho de que haya disminuido la
concentracion de LTBa4, factor quimiotactico para neutréfilos, en el exudado pleural
modelo de pleuresia por carragenina.'® Por otra parte, sugiere que el efecto
gastroprotector del D-002 pudiera involucrar una accién sobre la via de la 5-
lipoxigenasa (LOX).

En la préctica clinica no resulta infrecuente la administracidon conjunta de diferentes
AINEs, hecho que aumenta el riesgo de complicaciones gastricas, sobre todo en
pacientes que requieren terapia por largo plazo, y en ancianos.?”:?8Con el objetivo de
evitar esta problematica se ha promovido el uso de agentes gastroprotectores,
fundamentalmente los inhibidores de la bomba de protones, para reducir el dafio
gastrointestinal inducido por los AINEs, ya que con tal fin no se recomienda el uso de
los antagonistas del receptor H2 (H2RA), dado las dosis requeridas y la ausencia de
datos suficientes sobre su eficacia para tal indicacion, y el misoprostol, aunque
efectivo, produce una elevada tasa de efectos secundarios (dolor abdominal o diarrea
en hasta un 20 % de los pacientes) y requiere de una dosificacion incobmoda (3-4
veces/24 h).29:30

Los presentes resultados son por tanto, alentadores, y sugieren que el tratamiento con
D-002 podria ser util en prevenir la gastrotoxicidad inducida por aspirina, ya que la
magnitud de los efectos observados resulta apreciable. Estudios ulteriores que
investiguen diferentes esquemas de tratamiento y el efecto sobre diversos marcadores
de dafio gastrico deberdn completar los presentes resultados, y se requiere el
desarrollo de diversos estudios clinicos para delimitar su posible relevancia clinica.
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Tabla 1. Efecto del D-002, la aspirina y la combinaciéon en la mucosa gastrica de ratas

‘ ‘ indice de dlcera Inhibicién
Tratamiento Dosis (mg/kg) (mm) (%)
(Mean = EEM)
. Control [ - ‘ 0£0 ‘ -
| Monoterapias
' D-002 [ 50 \ 00 [ -
| Aspirina \ 150 | LG | -
[ Terapia combinada
| D-002 mds aspirina | 50+ 150 | 2,30%0,6*=* | 67

Inhibicién (%) comparada con las monoterapias.
** p< 0,01; *=* p< 0,001 Comparacién con el grupo control.
* Comparacién con la aspirina (prueba de la U de Mann Whitney).

Regresar



Tabla 2. Efecto del D-002 y el omeprazol en el modelo de dicera inducida por aspirina

Tratamientos

indice de dlceras (mm)

Inhibicién (%)

‘ Control negativo O+++ -
Control positivo (vehiculo) 64 £15,0 =

\ D-002 (50 mag/kg) 19 25,0 + 70
D-002 (100 mg/kg) 16 24,0 ++7171 75,0

‘ Omeprazol (10 mg/kg) 6%1,1 +++ 91

+ p< 0,05; ++ p< 0,01; +++p< 0,001. Comparacién con el control positivo.
p< 0,05. Comparacion con omeprazol (prueba de la U de Mann Whitney).

Regresar




Tabla 3. Efecto del D-002 y el omeprazol sobre el ndmero de
de dlcera inducida por aspirina

Neutréfilos por area

Tratamiento
ulcerada

' Control negativo 4 g

Grupo tratado con aspirina

' Control positivo 148,28 =7,9
(vehiculo)

' D-002 (50 mag/kg) 37,41 = 3,85 ===

' D-002 (100 mg/kg) 25,03 £2,84 ***

' Omeprazol (10 mg/kg) 11,23 £ 3,82 *==

neutréfilos en el modelo

Inhibicion %

75

82
92

=**p< 0,001. Comparacion con el control positivo (prueba de la U de Mann Whitney).

Datos se expresan como media £ EEM.

Regresar



