Latin American Journal of Pharmacy
S (formerly Acta Farmacéutica Bonaerense)

Lat. Am. J. Pharm. 26 (5): 663-8 (2007)

Trabajos originales

Recibido el 5 de abril de 2007
Aceptado el 25 de mayo de 2007

Toxicologia Subcronica Oral del D-003 en Ratones NMRI

Rafael GAMEZ *, Miriam NOA, Rosa MAS, Maria RODRIGUEZ, Idania RODEIRO,
Roberto MENENDEZ, Caridad HERNANDEZ y Haydee GARCIA

Centro de Productos Naturales, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas,
Calle 198 entre 19y 21, Playa, Apartado Postal 6414, Ciudad de La Habana, Cuba.

RESUMEN. El D-003 es una mezcla de acidos alifaticos primarios de muy alto peso molecular purificada
de la cera de caiia, con efectos hipolipemiante y antiagregante plaquetario demostrados experimental y cli-
nicamente. Los estudios toxicoldgicos han investigado la toxicidad del D-003, administrado como dosis
orales unicas y repetidas en ratas y perros. Este estudio investigé la toxicidad oral del D-003 administrado
como dosis repetidas a ratones NMRI. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos: 1 con-
trol y 3 tratados con D-003 (5, 50 y 500 mg/kg/d). Los tratamientos se administraron durante 90 dias, a cu-
yo término los animales fueron sacrificados. El tratamiento subcroénico oral con D-003 no produjo eviden-
cias de toxicidad asociada al tratamiento, segtin el anilisis de su ganancia de peso, consumo de alimentos,
observaciones clinicas, indicadores de bioquimica sanguinea, hematologia, peso relativo de los 6rganos y
analisis histopatologico, que no mostraron diferencias o tendencias entre tratados y controles. Los resulta-
dos en esta segunda especie roedora confirman que el D-003 administrado por via oral a dosis repetidas no
resulta téxico ain a la maxima dosis investigada.

SUMMARY. “Oral Subchronic Toxicity of D-003 in NMRI Mice”. D-003 is a mixture of very high molecular
weight aliphatic acids purified from sugarcane wax withlipid-lowering and antiplatelet effects experimentally
and clinically proven. Toxicological studies have assessed the oral toxicity of D-003, administered as single or
repeated doses, in rats and dogs. This study investigated the oral toxicity of D-003 repeatedly administered to
NMRI mice. Animals were randomly distributed into 4 groups: 1 control and 3 treated with D-003 (5, 50 and 500
mg/kg/d, respectively). Treatments were given for 90 days, and at treatment completion animals were sacrificed.
Oral subcronic treatment with D-003 did not show evidences of drug-related toxicity, as per the analysis of body-
weight gain, food consumption, clinical daily observations, blood biochemistry and haematological safety indica-
tors, relative organ weight and histopathological study, which did not show any significant difference or trends
between control and treated animals. The results of this study in a second rodent species confirm that D-003 ad-
ministered orally at repeated doses was not toxic, even at the highest dose investigated.

INTRODUCCION hexatriacontanoico estin presentes en menores

El D-003 es una mezcla de acidos primarios
alifaticos superiores purificada de la cera de ca-
na (Saccharum officinarum, 1.), cuyo compo-
nente principal es al dcido octacosanoico, segui-
do de los acidos triacontanoico, dotriacontanoi-
co y tetratriacontanoico, mientras que los acidos
tetracosanoico, pentacosanoico, hexacosanoico,
heptacosanoico, nanocosanoico, hentriaconta-
noico, tritriacontanoico, pentatriacontanoico y

proporciones 1.

Estudios experimentales y clinicos han de-
mostrado que el tratamiento oral con D-003 pro-
duce efectos hipocolesterolemizantes 26, asocia-
dos a la inhibicion de la sintesis de colesterol
antes de la formacion de mevalonato, mediante
la regulacién de la actividad de la HMGCoA re-
ductasa 7, enzima clave de la sintesis de coleste-
rol, asi como efectos antiagregantes plaquetarios
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810, Ademas, el D-003 inhibe la peroxidacion li-
pidica 511, lo cual, unido a sus efectos sobre la
via del mevalonato, pueden contribuir a sus
efectos antiosteroporéticos en ratas ovarectomi-
zadas y en ratas tratadas con prednisolona 1214

Estudios de toxicidad aguda en ratas Wistar y
en ratones NMRI demostraron que la administra-
cion de dosis Gnicas orales de D-003 hasta 2y 5
g/kg, respectivamente; no resultaron toxicas, ya
que no ocurrieron muertes ni se detectaron
efectos toxicos durante los 14 dias que siguieron
a la administracion de la dosis 15.

Estudios de la toxicidad oral crénica del D-
003 en ratas y perros, en los que se pusieron de
manifiesto sus efectos antiagregante plaquetario
e hipolipemiante, respectivamente, no mostra-
ron toxicidad atribuible al tratamiento con D-
003 1617, Ademads, el D-003 no ha mostrado po-
tencial citotoxico o mutagénico en ensayos in
vitro e in vivo 1820 ni evidencias de toxicidad fe-
tal o reproductiva en ratas y conejos 21-23,

Como parte de los estudios toxicolégicos re-
queridos para evaluar la toxicidad potencial de
una nueva sustancia, los estudios de dosis repe-
tidas deben realizarse en dos especies roedoras
24, Por tanto, el objetivo del presente trabajo
consistié en investigar la toxicidad oral de dosis
repetidas de D-003 administradas durante 90 di-
as a ratones, la segunda especie roedora mas
utilizada con estos objetivos.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratones NMRI adultos jovenes
de ambos sexos procedentes del Centro Nacio-
nal de Produccion de Animales (CENPALAB,
Cuba), cuyo peso corporal oscilaba entre 18-25
g. Los animales fueron adaptados durante 7 dias
a las condiciones del laboratorio. La temperatura
se mantuvo en 21 = 2 °C, la humedad entre el
55-60% y la iluminacion en ciclos de 12 h. El ali-
mento que se les suministro fue pienso estandar
para roedores preparado en el CENPALAB. To-
da la manipulacion de los animales se realiz6 de
acuerdo a los principios éticos para el uso de
animales de laboratorio y a los Procedimientos
Normalizados de Trabajo establecidos en el
Centro de Productos Naturales.

Administracion y dosificacion

El D-003 fue suministrado por el Departa-
mento de Quimica del Centro de Productos Na-
turales, y se utilizé tras corroborar sus especifi-
caciones de calidad. El D-003 se administré sus-
pendido en un vehiculo goma acacia/H20 (10
mg/mL), una vez confirmada la homogeneidad
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y estabilidad de estas suspensiones. Las suspen-
siones se prepararon semanalmente, de acuerdo
al aumento de peso de los animales. Los anima-
les se distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos
(30 animales/sexo/grupo), 1 grupo control trata-
do con volimenes equivalentes del vehiculo y 3
tratados con D-003 (5, 50 y 500 mg/kg). La do-
sis mayor investigada fue 500 mg/kg, 100 veces
mayor que la dosis efectiva minima en roedores
y 4 veces inferior que la maxima dosis recomen-
dada para evaluar toxicidad oral aguda (2000
mg/kg) segin el método de las clases 24, Las
otras dosis (5 y 50 mg/kg) fueron submultiplos
(0.01 y 0.1) de la mayor dosis investigada.

Observaciones diarias

Las observaciones se realizaron entre 8:30 y
10:30 horas, e incluyeron los aspectos siguien-
tes: respiracion; apariencia de la piel; consisten-
cia de las heces; lacrimacion; actividad locomo-
tora; reflejos de enderezamiento y agarre, asi
como presencia de salivacion; piloereccion;
convulsiones; catalepsia; temblores y/o de con-
ductas estereotipadas. También se observo si
aparecian o no masas o abscesos evidentes al
tacto. En la tarde, entre las 16:00 y 17:00 horas,
se realiz6 una segunda observacion para detec-
tar animales moribundos.

Evaluaciones Terminales

Concluido el periodo de tratamiento, los ani-
males fueron sacrificados en atmosfera de éter y
posteriormente desangrados por la aorta abdo-
minal. Se colectaron muestras de sangre para el
estudio de indicadores sanguineos.

Hematologia y bioquimica sanguinea

Los indicadores bioquimicos determinados
fueron los siguientes: glucosa, urea, alanito ami-
no transferasa (ALAT), aspartato amino transfe-
rasa (ASAT), fosfatasa alcalina y creatinina. Las
determinaciones se realizaron por métodos enzi-
maticos convencionales, con juegos de reactivos
(Boehringer Mannheim). Los indicadores hema-
tol6gicos determinados fueron la hemoglobina,
el hematocrito y el conteo global y diferencial
de leucocitos, realizados por métodos de rutina
de laboratorio clinico.

Exdmenes andtomo-patologicos

A todos los animales se les realiz6 la necrop-
sia, examinandose el contenido de sus cavida-
des abdominal, toricica y craneana. Los 6rganos
se pesaron en una balanza Sartorius y con pos-
terioridad se calculo la relacion: (peso del 6rga-
no/peso corporal) x 100. El peso corporal referi-



do es el que presentaban el dia de su sacrificio.
Se tomaron muestras de todos los 6rganos y teji-
dos de cada animal y se fijaron en formaldehido
al 10% tamponado, y se procesaron las de todos
los controles y los tratados con la dosis mayor,
las cuales se colorearon con hematoxilina y eo-
sina. Se empled un microscopio Olympus BH-2
en la observacion de las laminas.

Andlisis estadistico

Las variables continuas se analizaron con un
analisis de varianza (ANOVA) y las categoricas
con el test de la Probabilidad Exacta de Fisher,
ambos de dos colas, de modo independiente
para cada sexo 26. Se empled el paquete estadis-
tico “Statistics for Windows” (Release 4.2; Stat-
Soft, Inc, Tulsa OK, USA). La significacion esta-
distica se estableci6 para un valor a = 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Mortalidad y observaciones clinicas

Durante el estudio, un macho tratado con la
dosis intermedia (50 mg/kg) de D-003 amanecio
muerto sin signos téxicos previos, no pudiéndo-
se tomar muestras de tejidos debido a su estado
de lisis, sin otras muertes durante el estudio.
Debido a la pérdida de peso y a su aspecto ge-
neral, se practicé la eutanasia a 1 hembra con-
trol y a 2 machos del grupo de 50 mg/kg, cuyas
autopsias mostraron que tenfan lastimaduras en
el tracto digestivo superior relacionadas con la
manipulacién de la entubacion, no atribuibles a
los tratamientos (vehiculo o D-003). No se ob-
servaron signos de toxicidad, salvo discretas le-
siones de la piel detectadas esporadicamente en
todos los grupos. Estos resultados son consis-
tentes con los de estudios previos de la toxici-
dad oral subcrénica (90 dias) 15 y crénica (6 me-
ses) del D-003 en ratas 16.

Efectos sobre peso corporal y consumo de
alimentos.

La Tabla 1 muestra los valores de peso cor-
poral al inicio y al final del estudio, cuyas com-
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paraciones no mostraron diferencias significati-
vas entre los grupos. De modo consistente, el
consumo de alimentos tampoco fue afectado
por el tratamiento (datos no mostrados). En tal
sentido, tanto el aumento del peso corporal co-
mo el consumo de alimentos son indicadores
del estado general de salud de los animales que
suelen modificarse por la accion téxica de dife-
rentes agentes, razon por la cual no resultar al-
terados por la administraciéon de una sustancia
dada representa un criterio de su buena tolera-
bilidad 2425,

Efectos sobre indicadores bioquimicos

Las Tablas 2 y 3 muestran los valores de los
indicadores de hematologia y bioquimica san-
guinea, respectivamente. En ninguna compara-
cién se encontraron diferencias significativas
respecto a los controles, lo que indica que el
tratamiento no afecto los indicadores estudia-
dos, resultados que son coherentes con los de
estudios precedentes en que el D-003 se ha ad-
ministrado durante 90 dias y 6 meses a ratas
1516 y durante 9 meses a perros beagle 17.

Efectos sobre peso de los organos y estudio
anatomo-patologico

El tratamiento tampoco modificé el peso re-
lativo de los 6rganos respecto al corporal, al
compararse los datos con los del grupo control
(Tabla 4), lo que sugiere que no produjo altera-
ciones relevantes, incluidas reacciones inflama-
torias, de los 6rganos investigados, aspecto que
se confirma en los resultados del estudio anato-
mopatologico.

La Tabla 5 muestra los resultados del estudio
anatomo-patolégico practicado a los animales
tratados con la mayor dosis (500 mg/kg) y los
controles, no encontrindose diferencias entre
ambos.

La presencia de focos de células grandes car-
gadas de pigmento ceroide en glandulas adrena-
les (ubicadas cerca de la unién cortico-medu-
lar), tanto en animales controles como experi-

Peso corporal (g) (x £ DS)
Dosis
(mg/kg) Machos Hembras
Inicio Final Inicio Final
Control 339+ 3,1 41,9 + 4,8 26,7 £ 3,1 31,5 + 4,6
5 35436 40,9 £ 5,1 26,9 £ 29 31,3 + 4,2
50 34,6 £ 32 41,4 6,0 272+206 31,0 £ 4,0
500 352 +26 41,1 £ 3,7 26,2 £ 272 31,0 £ 3,4

Tabla 1. Efecto del tratamiento oral con D-003 por 90 dias sobre el peso corporal.
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Dosis Hb N Conteo global
(mng/kg)  (mg/100 mD Hto L (%) M E Células/mm?3
Machos
Control 13,3+ 1,8 42,0+59 82,6 + 2,6 17,4+ 2,6 0 0 5714 + 996

5 138+13  435+42 79,4 + 3,0 203+ 34  04+0,74 0 6188 + 1032

50 145+ 04 463 +28 67,7 £9,0 31,7+89 0,7+ 1,03 0 5700 + 957
500 152+0,5 505+ 14 79.8 £ 5,2 20,2+ 5.2 0 0 5920 + 755

Hembras

Control 14,4 + 0,8 45,7+ 4,1 79,8 + 3,2 20,2+ 32 0 0 6050 + 554
5 15,9 + 1,0 50,4 + 3,7 79,4 + 4,9 20,6 £ 4,9 0 0 6200 + 924

50 15,9 £ 0,7 51,215 83,3+1,9 16,7 £19 0 0 7200 £ 654
500 15,5+ 0,8 50,7+ 1,5 81,8+ 44 18,2 + 4,4 0 0 5944 + 1141

Tabla 2. Efecto del tratamiento oral con D-003 por 90 dias sobre los parimetros hematoldgicos. (X + D.E.). Hb

hemoglobina, Hto hematocrito, L linfocitos, N neutréfilos, M monocitos, E eosindfilos.

Grupos Glucosa Creatinina ALAT ASAT Fosfatasa Urea
(mg/kg) (mmol/L) (mmol/L) n un Alcalina (UI )(UD
Machos
Control 8,5+ 206 50,9 + 11,7 47,0 + 15,7 88,3 + 23,4 53,5 + 13,7 8,55 + 1,48
5 74 %206 49,6 £ 7,3 46,8 + 8,7 78,8 + 15,1 52,5 + 16,4 8,29 + 1,56
50 7,628 52,3 +54 59,2 + 35,8 87,4+ 274 52,8 6,1 8,51 + 1,44
500 7,0+ 18 522+9,1 44,2 + 20,4 76,5+ 182 49,3 + 7.4 8,93 £ 1,66
Hembras
Control 6929 529 +6,5 49,0 £ 18,0 92,3+ 35,9 73,4 + 15,3 7,30 £ 0,97
5 59+ 14 53,0 £ 16,1 57,1+ 271 120,7+ 40,7 67,3 + 14,0 7,70 £ 1,14
50 6,7 £1,2 56,5 + 139 48,1 + 19,9 116,2+ 34,4 80,1 + 28,3 6,65 + 0,61
500 78+ 14 52,6 £93 51,8 + 23,0 98,4+ 24,4 88,3 + 16,3 7,27 + 1,61

Tabla 3. Efecto del tratamiento oral con D-003por 90 dias sobre los pardmetros bioquimicos (X + D.E.)

mentales, indican que dichas observaciones no
estan asociadas al tratamiento realizado sino
mds bien a una lesiéon espontinea de la linea
27,28,

Por otra parte, se observaron adenomas de
células B en las glandulas adrenales de 1 hem-
bra control y en 1 tratada con 500 mg/kg. Ha si-
do referido que los tumores de la corteza adre-
nal pueden aparecer espontineamente en rato-
nes, con una incidencia total de aproximada-
mente un 1% en ratones CD-1, siendo los ade-
nomas mis comunes que los carcinomas; y da-
tos similares se han referido para otras lineas de
ratones 2829 En nuestro estudio, la frecuencia
global (2/120, 1,6%) concuerda con estos datos,
lo que unido a que la frecuencia en animales
controles y tratados fue similar, descarta que se-
an atribuibles al tratamiento.

Entre las lesiones del sistema reproductivo se
detect6 periarteritis en el testiculo de un macho
control, y quistes de ovario, hallazgo comun en
esta especie 28, en 3 hembras controles y 1 trata-
da con la mayor dosis.
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La ausencia de toxicidad oral subcronica del
D-003 demostrada en el presente estudio con-
cuerda, como hemos referido, con los resulta-
dos de estudios precedentes en roedores y no
roedores 1517 y los valores de los diferentes in-
dicadores estudiados son compatibles con datos
histéricos de nuestro laboratorio 27, lo que con-
fiere validez adicional a los presentes resulta-
dos.

Es importante destacar que la ausencia de to-
xicidad detectada no debe interpretarse como
resultado de una baja exposiciéon al D-003, ya
que dosis orales de 5 y 25 mg/kg administradas
repetidamente han producido efectos antitrom-
béticos y antioxidantes en roedores, respectiva-
mente 811 e incluso dosis Unicas de 25 mg/kg
han producido efectos antiagregantes en ratas y
cobayos 8. En efecto, el D-003 administrado por
via oral en dosis Unicas, entre 25 y 200 mg/kg,
redujo modo significativo y dosis-dependiente la
agregacion plaquetaria en ratas 89, mientras que
una dosis Gnicas de sé6lo 5 mg/kg resultd efecti-
va en el modelo de trombosis venosa en esta
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Machos
Dosis (mg/kg) Rifion Corazén
Higado

Derecho Izquierdo
Control 4,62 + 0,42 0,77 £ 0,09 0,74 + 0,09 0,47 + 0,05
5 4,54 + 0,42 0,77 £ 0,08 0,74 + 0,09 0,48 + 0,05
50 4,66 £ 0,52 0,77 £ 0,09 0,75 + 0,09 0,48 + 0,06
500 4,48 +0,63 0,77 £ 0,09 0,73 £ 0,08 0,49 + 0,05

Pulmones Bazo Timo
Control 0,61 + 0,07 0,41 £ 0,19 0,12 + 0,04
5 0,61 + 0,06 0,41 + 0,11 0,12 £ 0,03
500 0,63 + 0,06 0,41 + 0,20 0,14 + 0,05
500 0,62 + 0,06 0,39 £ 0,11 0,11 + 0,02
Hembras
Rifion Corazon
Higado

Derecho Izquierdo
Control 4,43 + 0,40 0,62 + 0,08 0,60 + 0,05 0,45 + 0,05
5 4,54 + 0,66 0,60 + 0,10 0,58 + 0,09 0,45 + 0,05
50 4,46 £ 0,74 0,62 + 0,07 0,60 + 0,07 0,47 + 0,07
500 4,59 + 0,41 0,63 + 0,06 0,60 + 0,08 0,47 + 0,04

Pulmones Bazo Timo

Control 0,71 + 0,08 0,44 + 0,06 0,19 + 0,07
5 0,72 £ 0,10 0,49 + 0,12 0,17 + 0,04
50 0,74 + 0,12 0,47 + 0,08 0,17 £ 0,03
500 0,75 £ 0,08 0,45 + 0,05 0,17 + 0,04

Tabla 4. Efecto del tratamiento oral con D-003 por 90 dias sobre el peso relativo de los 6rganos (X + DE).

Hembras Machos

Observaciones

Control 500 mg/kg Control 500 mg/kg
Sistema endocrino: Glandulas adrenales
Adenoma en células B 1/30 1/30 0/30 0/30
Pigmento ceroide 1/30 0/30 3/30 2/30
Sistema digestivo: Higado
Necrosis focal con infiltrado inflamatorio 0/30 1/30 0/30 0/30
Sistema reproductor
Testiculos: Periarteritis - - 1/30 0/30
Ovario: Quiste 3/30 1/30 - -

Tabla 5. Lesiones histopatoldgicas observadas en el estudio de toxicidad oral subcrénica del D-003 en ratones

NMRI.

especie 8. Ademads, dosis de 0,5, 5, 50 y 100
mg/kg inhibieron la peroxidacion lipidica indu-
cida por diferentes agentes en ratas con respec-
to al grupo control 1.

Por otra parte, la administracién de dosis
Unicas de D-003 mezclado con 3H-octacosanoi-
co a ratas por via oral (40 mg/kg) y endovenosa

(4 mg/kg), revel6 una absorcién oral ripida del
radioactivo, con niveles plasmdticos apreciables
a los 15 min y con un tmax de 30 min, la cual a
las 2 h de la administracion se habia distribuido
en casi todos los tejidos estudiados, fundamen-
talmente en el higado, seguido por estomago,
intestino delgado y plasma. La cantidad absorbi-
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da, de acuerdo al cociente de excrecién renal
tras la administracién oral y endovenosa del
compuesto marcado fue de 58,6% vy su biodis-
ponibilidad sistémica de un 16,1% 30.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el
esquema de administracion empleado en este
estudio, en el cual una dosis de hasta 500
mg/kg se administré durante 90 dias, supone
una exposicion muy superior a la utilizada en
los modelos que demostraron los efectos farma-
cologicos del D-003 en roedores y en el estudio
farmacocinético, en el cual una dosis oral tnica
de so6lo 40 mg/kg mostr6é una rapida y conside-
rable absorcion (= 50%) en esta misma especie
30, Por lo tanto, al no detectarse toxicidad en
ningin grupo, nuestro estudio indica que la ma-
yor dosis (500mg/kg) administrada por via oral
de modo subcronico no produjo efectos toxicos
observables (NOEL) en ratones.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio no mostraron
evidencias de toxicidad relacionada con el D-
003 (5-500mg/kg) administrado por via oral du-
rante 90 dias a ratones NMRI, ya que no se en-
contraron diferencias significativas entre los ani-
males tratados y los controles con relacion a to-
dos los indicadores estudiados. Por tanto, la ma-
yor dosis de D-003 administrada (500 mg/kg) se
comporté como un nivel de dosis que no pro-
duce efectos toxicos observables.
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