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RESUMEN. El D-003 es una mezcla de acidos alifaticos de muy alto peso molecu-
lar purificada de la cera de la cana de azucar con efectos hipocolesterolemizante y
antiagregante plaquetario demostrados experimentalmente y en estudios clini-
cos Fase Iy II. Los estudios experimentales y clinicos culminados han mostrado
que el D-003 es seguro y bien tolerado. Sin embargo, la farmacologia de la seguri-
dad de nuevos medicamentos investiga sus efectos sobre diversos sistemas que
pudieran ser blancos potenciales de toxicidad. Teniendo en cuenta que los efectos
adversos relacionados con el Sistema Nervioso (SN) estan entre los mas frecuen-
tes para diversas areas terapéuticas, estos estudios suelen investigar los efectos
de las sustancias sobre la funcién y estructura del SN. La investigacién de los
efectos sobre patrones conductuales de roedores cominmente representa la pri-
mera etapa de estos estudios. De acuerdo con ello, el presente estudio tuvo como
objetivo investigar los efectos del tratamiento oral con D-003 (dosis inicas y repe-
tidas) sobre la actividad exploratoria, la respuesta al plato caliente, la sujecién y
ejecucioén en varilla rotatoria y la evitacion pasiva de una sola prueba de aprendi-
zaje en ratones. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en cinco grupos
experimentales (10 animales/grupo): uno control que recibié el vehiculo goma
acacia-H,0y cuatro tratados con D-003 (5, 25, 100 y 400 mg/kg, respectivamente).
El tratamiento oral con dosis Ginicas y repetidas de D-003 (400 mg/kg) aumentd de
forma modesta, pero significativa, la actividad exploratoria con respecto al grupo
control. Sin embargo, el D-003 no modific6 la respuesta en el ensayo de plato
caliente, la capacidad de sujecién y ejecucién motora en varilla rotatoria ni la
retencion del aprendizaje en el ensayo de evitacidén pasiva. Se necesitan estudios
ulteriores que diluciden las causas por las cuales el D-003 aumenta la actividad
exploratoria en ratones y que investiguen otros posibles efectos del D-003 sobre
el SN para determinar los riesgos o beneficios potenciales asociados.

ABSTRACT. D-003 is a mixture of very high molecular weight aliphatic acids
purified from sugar cane wax with cholesterol lowering and antiplatelet effects
demonstrated experimentally and in Phase I and Phase II clinical studies. Expe-
rimental and clinical studies concluded up to date have shown that D-003 is safe
and well tolerated. Safety pharmacology of new drugs, however, research their
effects on different body systems that could be potential toxicity targets. Taking
into account that effects related to Nervous System (NS) are among the more
frequent adverse effects of different therapeutic areas, these studies often research
the effects of the substances on structures and functions of NS. The search of the
effects of new substances on rodent behavioral patterns commonly represents
the first step of such studies. Accordingly, the present study researched the effect
of the oral treatment with D-003 (single and repeated doses) on exploratory activity,
hot plate response, performance in rotating rod and single—trial passive avoidance
task in mice. Animals were randomly distributed into five experimental groups
(10 animals/group): a control group receiving the acacia gum-H,0 vehicle and four
treated with D-003 (5, 25, 100 and 400 mg/kg, respectively). Oral treatment with
single and repeated doses of D-003 at 400 mg/kg, but not with lower doses, modestly,
but significantly increased exploratory activity with regards to control group.

Nevertheless, D-003 did not modify the
response to hot plate, the holding and
performance ability on rotating rod and
the retention on a single-trial passive
avoidance test. Further studies are
needed for elucidating the reasons
whereby D-003 increased exploratory
activity in mice and for researching
other putative effects of D-003 on NS
for determining the potential risk of
benefits associated to them.

INTRODUCCION

E1 D003 es una mezcla de acidos
alifaticos primarios purificada de la
cera de la cana de azucar.! El com-
ponente fundamental del D-003 es
el acido octacosanoico, seguido de
los acidos triacontanoico, dotriacon-
tanoico y tetracontanoico. En pro-
porcién minoritaria también apare-
cen los 4cidos hexacosanoico, nona-
cosanoico, hentriacontanoico, tritia-
contanoico, pentatriacontanoico,
dotriacontanoico, hexacotriaconta-
noico y tetratriacontanoico.

Ha sido demostrado que el D-003
ejerce efectos reductores del coles-
terol en modelos experimentales?3
y en estudios clinicos.*% Asi, el D-003
(5a200 mg/(kg - d) reduce significa-
tivamente las concentraciones
séricos de colesterol total (CT) y del
transportado por las lipoproteinas
de baja densidad (LDL-C), de modo
dependiente de las dosis.? Ademas,
incrementa significativamente el
colesterol transportado por las
lipoproteinas de alta densidad
(HDL-C).2 La comparacién de los
efectos del policosanol y el D-003 ad-
ministrado en dosis de 5 mg/(kg - d)
ha revelado que los efectos de este
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ultimo sobre las LDL-Cy HDL-C, se
obtienen en un menor tiempo y son
de mayor magnitud que los induci-
dos por el policosanol.?

Lareduccién del colesterol indu-
cida por el D-003 se asocia a la inhi-
bicién de la sintesis de colesterol en
pasos ulteriores al consumo de ace-
tato y anteriores a la generaciéon del
mevalonato.® Experiencias en culti-
vos de fibroblastos han evidencia-
do que el D-003 inhibe la biosintesis
de colesterol de manera dosis-de-
pendiente a través de una modula-
ciéon de la actividad de la HMG-CoA
reductasa.®

Por otra parte, el D-003 ha mos-
trado accién antioxidante en mode-
los experimentales’y en voluntarios
sanos,’ ejercida fundamentalmente
através de la disminucién de la sus-
ceptibilidad de las lipoproteinas
plasmaticas a la peroxidaciéon lipi-
dica.

El D-003 ha revelado efectos
antiagregantes plaquetarios en es-
tudios experimentales?®y clini-
cos.*%10 Estudios experimentales
han demostrado que el D-003 (5 a
200 mg/kg) inhibe la agregacién pla-
quetaria de forma dosis-dependien-
te y previene la trombosis arterial
(5 a 200 mg/kg) en roedores.® Los
efectos del D-003 parecen ser me-
diados a través de una reduccién
significativa del TXA, y un incre-
mento en las concentraciones de
prostaciclina. %!

La administracién oral de dosis
repetidas de D-003 (25 y 200 mg/kg)
en un modelo de isquemia en mé-
dula espinal de conejo, mejora sig-
nificativamente el estado neurol6-
gico y protege significativamente la
mortalidad, asi como la presencia de
lesiones, lo que sugiere que el tra-
tamiento previene el dano neuro-
nal.!?

Por otra parte, los resultados de
los estudios sobre la toxicidad po-
tencial del D-003 no han revelado
toxicidad asociada al tratamiento,
aun y cuando se han investigado
dosis de hasta 5 000 mg/kg en estu-
dios de dosis Unicas y de > 1 000 mg
/kg en estudios de dosis repetidas,
los cuales han abarcado estudios de
toxicidad subcrénica y crénica.!®
Los estudios del potencial mutagé-
nico y embriotéxico del D-003 tam-
bién han mostrado resultados nega-
tivos.1517

La evaluacién de los posibles
efectos de cualquier nuevo medica-
mento en desarrollo sobre otros
blancos de accién diferentes a los
primarios o causalmente relaciona-
dos con la indicacién para la cual se

propone, constituye un aspecto re-
levante. Estos estudios permiten
demostrar nuevas acciones o indi-
caciones, que en ocasiones, han lle-
gado a ser mas importantes que los
inicialmente propuestos, tributan-
do asi, ala Farmacologia; o bien, dan
informacién sobre posibles efectos
adversos (EA) que se deriven de su
accién sobre esos blancos, aspecto
que define a la Farmacologia de la
Seguridad.

Teniendo en cuenta que entre
los EA mas frecuentemente causa-
dos por un gran nimero de medica-
mentos de disimiles areas terapéu-
ticas se encuentran los ejercidos so-
bre el sistema nervioso (SN), la eva-
luacién de los efectos de los medi-
camentos sobre este sistema es una
parte fundamental de esos estudios.
En este caso, la necesidad de su rea-
lizacién se incrementa por el hecho
de que el D-003 resulté efectivo en
la prevencién de isquemia cerebral
en médula espinal'?y porque los es-
tudios de farmacocinética han de-
mostrado que tras la administra-
ciéon oral del precursor marcado,
parte de la radiactividad se encuen-
tra en cerebro, lo que indica que
puede atravesar la barrera hemato-
encefalica.

En tal sentido, la evaluacién de
los efectos sobre diferentes patro-
nes conductuales de roedores es la
alternativa mas comun para el ini-
cio de estos estudios.!®*!* El objetivo
del presente estudio consistié en
evaluar el posible efecto de la admi-
nistracién oral del D-003 sobre el SN
de roedores a través de su accién
sobre cuatro patrones conduc-
tuales: la actividad exploratoria en
campo abierto, la respuesta a esti-
mulos dolorosos inducidos en plato
caliente, la capacidad de sujecién y
ejecucién en una varilla rotatoria y
su efecto sobre la retencién del
aprendizaje en un modelo de evita-
ci6én pasiva de una sola prueba.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Toda la manipulacién de los ani-
males se realizé de acuerdo con los
principios éticos para su uso en el
laboratorio recomendados en los
Lineamientos Internacionales y en
la Republica de Cuba, plasmados en
los Procedimientos Normalizados
de Trabajo establecidos en el Cen-
tro de Productos Naturales.

Se utilizaron ratones OF-1 ma-
chos adultos jévenes procedentes
del Centro Nacional de Produccién
de Animales de Laboratorio (La
Habana, Cuba), cuyo peso corporal

oscil6 entre 20 y 25 g . Los ratones
se alojaron en cajas plasticas para
ratones (cinco/jaula). Se les suminis-
tré pienso para roedores y agua ad
libitum.

Los animales se mantuvieron
en condiciones controladas: tempera-
tura (25 =+ 4) °C, humedad (60 = 8)°Cy
ciclos de luz-oscuridad de 12 h y una
vez concluida la experiencia, se sa-
crificaron mediante dislocacién cer-
vical, tras la pérdida de reflejos en
atmoésfera de éter.

Administracion y dosificacion

El1 D-003 se administré en forma
de suspensién en un vehiculo goma
acacia-agua (10 mg/mL) preparado
2 h antes de su utilizacién en el es-
tudio experimental de dosis Unicas.
Para la serie de dosis repetidas, se
prepararon semanalmente, lo cual,
se encuentra avalado por los datos
de estabilidad del D-003 en suspen-
sién.

La administracién se realizé uti-
lizando una sonda intragastrica y
una relacién volumen/peso corporal
de 5 mL/kg, lo que se encuentra den-
tro de los limites recomendados
para la especie (10 mL/kg).

Para el estudio de dosis Unicas,
se realizé una sola administracién
oral mediante entubacién gastrica
entrelas 8:00y 10:30 a.m. y con 90 min
de antelacion a la realizaciéon de las
pruebas, mientras que para la de
dosis repetidas, se realizé una ad-
ministracién oral diaria mediante
entubacién gastrica en el horario
comprendido de 8:00 a 10:30 a.m. El
tratamiento se llevé a cabo durante
30 d, arazén de 6 d por semana y la
ultima administracién se realizé
entre las 16 y las 24 h previas a la
prueba conductual.

Los animales se distribuyeron
aleatoriamente en cinco grupos ex-
perimentales (10 animales/grupo):
Cuatro tratados con D-003 (5, 25, 100
y 400 mg/kg) y uno control que solo
recibié volumenes equivalentes del
vehiculo goma acacia-agua.

Ensayos y mediciones realizadas

Las pruebas conductuales se
realizaron en el horario comprendi-
do entre las 8:30 y las 12:00 a.m. Para
las diferentes conductas a evaluar
se utilizaron los métodos siguien-
tes:

Actividad exploratoria en cam-
po abierto

La conducta se evalué segiin una
modificacién del método de campo
abierto de Fernandez y col.?’ en el
cual, se cuantificé el niimero de pa-
radas (P) y de cruces (C) a través de
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un circulo central que el animal rea-
liza dentro del dispositivo experi-
mental en un tiempo fijo (6 min). La
actividad exploratoria total se con-
sider6 la suma de P + C.

Ensayo de plato caliente

El posible efecto sobre la res-
puesta a estimulos nociceptivos se
desarroll6 mediante una modifica-
ci6n del método de Holzer y col.?!
Para ello, se cuantific6 la latencia de
las respuestas al dolor [lamido de las
patas y(o) salto] inducido por el es-
timulo doloroso causado por el ca-
lor (57 + 2) °C . El ensayo se daba por
terminado cuando el animal no res-
pondia a ninguna de las formas se-
naladas en un tiempo de 60 s . En
este estudio, se analizaron los resul-
tados de la latencia de las respues-
tas en el plato caliente.

Sujecion y ejecucion motora en
varilla rotatoria

El ensayo se realiz6é mediante
una modificacién del método des-
crito por Cougenhour y col.?2 Su esen-
cia consiste en colocar al ratén en el
extremo de una rejilla (13 X 13) cm
que se coloca fija mediante un bra-
zo perpendicular (9 X 1,5) cm a una
varilla rotatoria central (130 X 1,5) cm,
de modo que en cada una se encuen-
tran dispuestas seis rejillas que per-
miten ensayar seis animales al mis-
mo tiempo. Se realiza un giro de
180°a 15 r/min y se cuantifica la can-
tidad de animales que se caen y la
que no alcanzan el lado opuesto de
la rejilla. Antes de realizar la expe-
riencia, todos los animales se eva-
IGan en esta prueba para descartar
los que presenten posible afectacio-
nes que le impidan ejecutar esta
maniobra. En esta prueba se com-
para el porcentaje de animales tra-
tados que caen y los que no pasan
al otro lado de la malla con respecto
a los del grupo control.

La prueba de evitaciéon pasiva de
una sola prueba, se realizé segin el
método de Bartus.? El experimen-
to se realiz6 en una caja plastica
iluminada de (20 X 20 X 20) cm co-
nectada a una caja oscura (10 X 10
X 10) cm por una puerta de guilloti-
na. El compartimiento oscuro tiene
una rejilla electrificada en el piso.
La corriente se suministré por una
fuente de corriente constante. Los
ratones fueron entrenados median-
te una sola prueba de aprendizaje.
La entrada al compartimiento oscu-
ro usualmente ocurre dentro del
minuto e inmediatamente, se baja
la puerta de guillotina y los ratones
reciben un shock eléctrico (0,5 mA
durante 3 s). A las 24 h (sesién de
prueba), el mismo ratén se coloca en
la caja iluminada. Los animales que
permanecen por mas de 60 s en el
compartimiento claro se consideran
como que recuerdan la tarea. La re-
tencion se cuantifico por la cantidad
de animales que evitaron el compar-
timiento oscuro (porcentaje de evi-
tacion). Por otra parte, se midi6 la
latencia de entrada al comparti-
miento oscuro el dia del entrena-
miento.

Analisis estadistico

Actividad exploratoria y res-
puesta en plato caliente. Las com-
paraciones de las variables P, Cy P
+ C, asi como del t de latencia en el
plato caliente de los grupos tratados
con los controles, se realizaron se-
gun la prueba de la U de Mann
Whitney. Ademas, para ver variacio-
nes en el tiempo dentro de cada gru-
po los resultados se analizaron con
la prueba de Wilcoxon para mues-
tras pareadas.

Sujecion-ejecucion en varilla.
Las comparaciones entre grupos de
la frecuencia (%) de animales que se

caen de la varilla y los que no pasan
al otro lado, se realizaron mediante
la prueba de la Probabilidad Exacta
de Fisher.

Evitacion pasiva de una sola
prueba. Las comparaciones entre
grupos de la latencia de entrada al
compartimento oscuro el dia del
entrenamiento se realizaron me-
diante la prueba de la U de Mann
Whitney de doble cola. Las compara-
ciones entre grupos de la frecuencia
de animales que evitaron el compar-
timento oscuro el dia de la prueba, se
realizaron mediante la prueba de la
Probabilidad Exacta de Fisher de
doble cola.

Todos las pruebas utilizadas fue-
ron de doble cola. Un a = 0,05 se asu-
mié a priori para la significaciéon
estadistica y los datos se procesaron
por el paquete de programas esta-
distico Statistics para Windows.

RESULTADOS
Efectos sobre la actividad explo-
ratoria

La administracién de D-003 (5 a
100 mg/kg) no produjo modificacién
de la actividad exploratoria, mien-
tras que la dosis de D-003 (400 mg
/kg) incrementé significativamente
las paradas y la actividad explo-
ratoria total de los ratones respecto
a los valores basales, asi como con
respecto al grupo control. El nime-
ro de cruces a través del circulo cen-
tral no se modificé en ninguno de
los grupos. El incremento de la ac-
tividad exploratoria total (P + C) a
la mayor dosis ensayada se produjo
como consecuencia de un aumento
en el numero de paradas ( Tabla 1).

Efectos sobre la respuesta al plato
caliente

La administraciéon de dosis ora-
les Uinicas y repetidas de D-003 (5 a

Tabla 1. Efectos de dosis orales tinicas y repetidas del D-003 sobre la actividad exploratoria en ratones OF-1.

Tratamiento Dosis P C P+C
(mg/kg)
X = DE)
Basal 30d Basal 30d Basal 30d

Dosis tinicas  Dosis repetidas  Dosis Gnicas Dosis repetidas Dosis Unicas Dosis repetidas
Control 0 484 + 14,2 58,3 = 18,1 71+63 9,7 +52 55,5 + 19,6 68,0 =219
D-003 5 55,6 + 21,4 57,0 = 20,6 95 +45 8,5 = 3,7 65,1 = 24,3 65,5 + 225
D-003 25 572 + 12,8 64,1 = 11,7 92 +29 10,2 + 44 66,4 = 14,6 74,3 = 13,7
D-003 100 55,2 + 10,8 64,2 + 152 8,7 +4,0 9,6 +5,0 64,0 + 11,2 73,9 = 18,2
D-003 400 59,6 + 10,2* 77,1 £ 11,8%*+ 8,5 +3,8 12,1 + 4,8 68,1 + 13,3* 89,2 + 14,0%*+

X Media. DE Desviacién estandar. P Paradas. C Cruces a través del circulo central. P + C Actividad exploratoria total.
**p = 0,01 Comparacion con los valores basales (prueba de Wilcoxon para muestras pareadas).
+p < 0,05 Comparacién con el control (prueba de la U de Mann Whitney).
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400 mg/kg) no modificé el tiempo de
latencia de la respuesta al estimulo
nociceptivo ensayado, lo que impli-
ca que el tratamiento no afecta la
respuesta al plato caliente (Tabla 2).

Sin embargo, en todos los gru-
pos experimentales, excepto en el
tratado con la dosis inferior de D-003,
se observé una disminucién signi-
ficativa del tiempo de latencia de la
respuesta al estimulo doloroso
cuando se compararon los valores
obtenidos a los 30 d con los inicia-
les.

Ademas, se produjo una conver-
sién en la naturaleza de la respues-
ta, ya que mientras en el primer dia
la primera respuesta siempre con-
sistié en el lamido de las patas, en
la sesién realizada a los 30 d de tra-
tamiento esta consistié en el salto.
Estos cambios indican, al menos
parcialmente, el resultado del apren-
dizaje de la respuesta de evitaciéon
a un estimulo doloroso, asi como la
ejecuciéon de una respuesta mas
compleja ante el estimulo motiva-
da por el mayor tiempo y madurez
de los animales.

Efectos sobre la sujecion y ejecu-
cion motora de ratones en varilla
rotatoria

La administracién oral de D-003
(5 a 400 mg/kg) como dosis Unicas o
repetidas no afect6 significativa-
mente el porcentaje de ratones que
se sujetan de la rejilla y(o) pasan al
otrolado, lo que implica que no afec-
t6 su capacidad de sujecién y ejecu-
cién en estas condiciones (Tabla 3).

Efectos sobre evitacion pasiva de
una sola prueba

Los animales tratados con D-003
(5 a 400 mg/kg) mostraron una
latencia de entrada al compartimien-
to oscuro similar al grupo control, el
dia del entrenamiento (Tabla 4) y
por otra parte, el porcentaje de ani-
males que evité el compartimiento
oscuro el dia de la prueba (porcen-

Tabla 2. Efectos de dosis orales Unicas y repetidas del D-003 sobre la latencia (s)
de larespuesta en plato caliente en ratones OF-1.

Tratamiento Dosis Basal 30d

(mg/kg) (Dosis unicas) (Dosis repetidas)
Control 0 11,60 = 3,75 5,00 = 2,74*
D-003 5 11,60 + 4,17 7,90 + 4,86
D-003 25 9,60 + 2,84 490 = 3,03*
D-003 100 10,50 =+ 3,34 4,75 + 1,98*
D-003 400 11,80 = 3,99 6,44 + 321%*

X Media. DE Desviacion estidndar. *p < 0,05, **p < 0,01 Comparacién con los

valores basales (prueba de Wilcoxon para muestras pareadas).

taje de retencién del aprendizaje),
también resulté similar al del gru-
po control (Tabla 4).

DISCUSION

El objetivo fundamental de un
estudio neurofarmacolégico consis-
te en determinar la accién farmaco-
légica y el modo de accién de una
sustancia cuya actividad fundamen-
tal se ejerza sobre el SN cuando se
administra en dosis dentro del in-
tervalo dosis-respuesta de su accién
farmacodindmica. Por sus caracte-
risticas, la mayoria de los estudios
neurofarmacolégicos se orientan
hacia el estudio de variables funcio-
nales agudas que suelen ser rever-
sibles.?*

En cambio, los estudios neuro-
toxicologicos enfatizan mas en las
alteraciones de las funciones y es-
tructuras del SN producidas por
cualquier sustancia de estudio, par-
ticularmente, administradas hasta
dosis lo suficientemente elevadas
que permitan descartar cualquier
efecto deletéreo, independiente-
mente del érgano, proceso o siste-
ma que constituya su blanco prima-
rio de accién. Asi, en los estudios
neurotoxicolégicos se insiste en la
busqueda de alteraciones funciona-
les del tejido nervioso que, por su
intensidad y(o) caracter irreversi-
ble, sean indicativas de toxicidad

asociada a la sustancia en cuestion
y consideradas como un efecto no
deseado.?* %

Sin embargo, aun es insuficien-
te la comprensién de los mecanis-
mos y relaciones estructura-activi-
dad involucradas en la neurotoxi-
cidad, por lo cual, no existe una Uni-
ca clasificacién de los agentes neu-
rotéxicos en funcién del dano que
inducen, ya que en su mayoria, las
acciones de las sustancias neu-
rotéxicas implican dano o disfun-
cién de diferentes partes del SN y
no de un blanco de accién aislado.?®
Los agentes neurotéxicos pueden
tener sitios de accién primario o
secundario y clasificarse de acuer-
do con las afectaciones que inducen
en sensoriales, motoras, periféricas
(sensoriales y motoras) y centrales
(integrativas o conductuales).?6

El método generalmente mas
util para detectar una posible acciéon
neurotdxica de una sustancia con-
siste en la observacién cuidadosa,
sistematica y planificada de los ani-
males durante los estudios de toxi-
cidad a dosis Uinicas y repetidas. Asi,
el uso de diferentes métodos de eva-
luacién ha sido utilizado en las ob-
servaciones realizadas en los estu-
dios de toxicidad, como etapa inicial
de evaluacién de la neurotoxicidad
potencial de una sustancia.?”? La
periodicidad de esta evaluacién va-

Tabla 3. Efectos de dosis orales inicas del D-003 sobre la sujecién y ejecucién motora de ratones OF-1 en varilla rotatoria.

Tratamiento (rlr?:g)flisg) Animales que se caen (n) Animales que no pasan (n)

Basal 30d Basal 30d
(Dosis unicas) (Dosis repetidas) (Dosis unicas) (Dosis repetidas)

Control 0 0 0 0 0

D-003 0 0 0 0

D-003 25 0 1 0 2

D-003 100 0 0 0 0

D-003 400 0 0 0 0

Todas las comparaciones resultaron no significativas (prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher).
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Tabla 4. Efecto de dosis orales Uinicas y repetidas sobre una tarea de evitacion

pasiva de una sola prueba.

Tratamiento  Dosis  Animales/grupo Latencia de entrada Porcentaje
X = DE) de evitacion
(mg/kg) Dosis tnicas
Control 0 10 249 + 23,0 90
D-003 5 10 22,6 + 224 100
D-003 25 10 22,8 + 19,9 100
D-003 100 10 22,2 + 222 90
D-003 400 10 20,0 + 21,3 100
Dosis repetidas
Control 0 10 23,1 + 21,2 90
D-003 5 10 23,2 + 20,9 100
D-003 25 10 21,6 = 25,1 100
D-003 100 10 23,8 + 22,5 90
D-003 400 10 26,2 = 22,8 100

Ninguna de las comparaciones con el grupo control fue significativa.
(pruebas de la U de Mann Whitney y de la Probabilidad Exacta de Fisher).

ria en los diferentes ensayos de toxi-
cidad a dosis Unicas y repetidas.

Dentro de estos aspectos, se en-
cuentra la evaluacién de la actividad
locomotora del animal que incluye
desde la observaciéon de su intensidad
hasta la deteccién de afectaciones en
la marcha. Ademas, se evaluan refle-
jos tales como el de enderezamien-
to, agarre, alerta o escape, respues-
ta al dolor, sujecién en varilla, res-
puesta de la pupila y la presencia de
signos como la salivacién, lacrimeo,
convulsiones, temblores, piloerec-
cién, estereotipias, inactividad ge-
neral, catalepsia, diarreas, entre
otros.

Sin embargo, esto se enriquece
con la realizacién de estudios espe-
cificos de conductas espontaneas o
provocadas que permiten cuantifi-
car las conductas observadas como
eventos acumulados o como por-
centaje de animales que realizan
una conducta en un tiempo dado.
Estos estudios no sélo son de gran
utilidad, sino que constituyen los
métodos de evaluaciéon de primera
opcidén, ya que la conducta es la res-
puesta integral del organismo ante
los diferentes estimulos que sobre
él actuan.

El presente estudio constituye el
primer reporte de que el D-003 ad-
ministrado en dosis orales Unicas o
repetidas (400 mg/kg) incrementa
significativamente las paradas y la
actividad exploratoria total respec-
to a los valores basales y al grupo
control, ya que dosis inferiores (5 a
100 mg/kg) no modifican estos in-
dicadores. El incremento en el nu-
mero de paradas a la mayor dosis
ensayada pudiera deberse a un au-

mento del estado de alerta de los
animales.

La actividad exploratoria es la
conducta espontdnea del animal
ante un medio que le resulta nove-
doso y es una de las mas utilizadas
en la evaluaciéon de efectos sobre el
SN Central.? Esta conducta incluye
dos componentes: las paradas del
animal, que se vinculan mas especi-
ficamente a la conducta explorato-
ria o inquisitiva frente a un nuevo
escenario que revela la respuesta
coordinada central frente a dicho
estimulo y que involucra parte del
estado de alerta del animal ante lo
desconocido. Por otra parte, las cru-
ces a través del circulo central, si
bien también se relacionan con los
desplazamientos necesarios para
abarcar el universo de exploracién
del animal, son una expresién mas
directa de la actividad locomotora
del animal

La ausencia de afectacién de la
respuesta de plato caliente por el
tratamiento con D-003 indica que
este no produce afectacién de los
eventos sensitivos y motores impli-
cados en esta respuesta. De igual
modo, el tratamiento con dosis Gni-
cas y repetidas de D-003 tampoco
afect6 los eventos involucrados en
la coordinacién y ejecucién motora
requeridos en el ensayo de la varilla
rotatoria ni en los aspectos relacio-
nados con la retencién del aprendi-
zaje en el ensayo de evitacién pasi-
va.

En su conjunto, estos resultados
indican que el D-003 no induce efec-
tos neurotéxicos, ya que el tnico
efecto observado en los ensayos rea-
lizados fue un incremento signifi-

cativo, pero modesto y sélo mani-
fiesto a la dosis mayor administra-
da. Esta apreciacién es compatible
con los resultados de los diversos
estudios toxicoldégicos del D-003
realizados en roedores, incluso los
de largo plazo, en los que no se evi-
denciaron alteraciones en las con-
ductas espontaneas de los animales
ni aparicién de conductas bizarras
ni afectaciones histolégicas en las
estructuras del SN.

No obstante, el efecto observado
resulta de interés y sugiere profun-
dizar en los posibles efectos farma-
colégicos del D-003 sobre el SN, in-
cluyendo la evaluacién de conduc-
tas inducidas por agentes que in-
duzcan patrones tipicos, en las que
se evalle la posible presencia de
fenémenos de antagonismo, adicién
y(0) potenciacién de efectos.

CONCLUSIONES

El D-003 administrado por via
oral a dosis Unicas y repetidas (400 mg
/kg) a ratones OF-1 incrementa sig-
nificativa y modestamente la acti-
vidad exploratoria. E1D-003 (5 a400 mg
/kg) no modifica la respuesta a esti-
mulos nociceptivos en el ensayo de
plato caliente, la sujecién y ejecu-
ciéon motora en una varilla rotatoria
ni la retencién del aprendizaje en
una ensayo de evitacién pasiva de
una sola prueba. Teniendo en cuen-
ta el nivel de integracién que re-
quiere esta conducta animal, estu-
dios ulteriores deberan profundizar
en este efecto, el cual pudiera repre-
sentar la base de potenciales efec-
tos secundarios, beneficiosos o ad-
Versos para su uso en humanos.
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