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RESUMEN. El D-003 es una mezcla de acidos alifaticos superiores purificada de la cera de cana, cuyo componente mayoritario
es el acido octacosanoico, metabolito activo del policosanol. Por su analogia estructural y metabdlica ambas sustancias presentan
efectos farmacolégicos similares, como inhibir la sintesis de colesterol regulando la actividad de la hidroximetilglutaril-CoA re-
ductasa, enzima clave de esta ruta, causando efectos hipocolesterolemizantes y antiosteoporéticos, e inhibiendo la peroxidacion
lipidica, lo que contribuye a sus efectos antiosteoporéticos. Sin embargo, el D-003 ha sido més efectivo que el policosanol como
hipolipemiante y antioxidante, lo que sugiere un mayor potencial antiosteoporético, si bien ningtn estudio previo ha comparado
sus efectos en modelos de osteoporosis (OP). Este estudio tuvo como objetivo comparar los efectos del D-003 y el policosanol en
ratas ovariectomizadas, el modelo que mejor reproduce la OP caracteristica de mujeres post-menopausicas. Ratas SD hembras
se ovariectomizaron y se distribuyeron en cuatro grupos: un control falso-operado, un control positivo y dos tratados con D-003
o policosanol, ambos a 50 mg/kg, respectivamente. Tras tres meses de tratamiento las ratas se sacrificaron y se extrajo su fémur
derecho y su quinta vértebra lumbar. Las secciones de hueso se descalcificaron y procesaron para evaluar los efectos sobre va-
riables morfométricas e indicadores de resorcién-formacion. Ambos tratamientos previnieron la pérdida ésea y el aumento de
la resorcién 6sea inducidas por la ovariectomia, ya que previnieron la disminucién en el nimero y espesor de las trabéculas, y
el aumento del espacio inter-trabecular y el nimero y perimetro de los osteoclastos respecto al control positivo, sin modificar la
superficie de osteoblastos, indicador de formacién ésea. Los efectos del D-003 sobre todas las variables fueron superiores a los
del policosanol, confirmando la hipétesis del estudio.

ABSTRACT. D-003 is a mixture of higher aliphatic acids purified from sugarcane wax, whose main component is octacosanoic
acid, an active metabolite from policosanol. Because of their structural and metabolic analogies, both substances have shown
similar pharmacological effects, as inhibiting cholesterol synthesis by regulating the activity of hydroxymethyl glutaril CoA
reductase, the key enzyme of this route, leading to cholesterol-lowering and antiosteoporotic effects, as well as to inhibit lipid
peroxidation, an effect that also contributes to their antiosteoporotic effects. D-003, however, has shown to be more effective
than policosanol as lipid-lowering and antioxidant agent, which suggests that it should have a greater antiosteoporotic potential,
but no previous study had compared directly their effects on osteoporosis (OP) models. Therefore, the aim of this study was to
compare the effects of D-003 and policosanol on ovariectomized rats, the model that reproduces better the characteristic OP of
postmenopausal women. Female SD rats were ovariectomized and distributed into four groups: one false-operated control, one
positive control and two treated with D-003 or policosanol, at 50 mg/kg, respectively. After three months on treatment, rats were
sacrificed and their right femur and 5th lumbar vertebrae taken. Bone sections were decalcified and processed for assessing the
effects on the morphometric variables and bone resorption-formation markers. Both treatments prevented ovariectomy-induced
bone loss and increased bone resorption, since they prevented the reduction in the trabeculae number and thickness, and the
inerease in trabecular gap and osteoclast number and perimeter compared with the positive control, without modifying the
osteoblast surface, a bone formation surrogate. The effects of D-003 on all variables were superior to those of policosanol, thus
confirming the study hypothesis.

INTRODUCCION

La osteoporosis (OP) es la enfermedad 6sea metabdli-
camas comun, caracterizada por una pérdida de masay
resistencia ésea, que provoca un aumento del riesgo de
fracturas asociadas. La frecuencia de esta enfermedad
aumenta con la edad y se relaciona con causas frecuentes
de muerte en ancianos, lo que unido al aumento de la
expectativa de vida, convierten la OP en un importante
problema de salud.!*

Durante el crecimiento del esqueleto la masa 6sea
aumenta hasta alcanzar un pico,>® y una vez que cesa el
crecimiento se mantiene més o menos estable, con una
tendencia al aumento de la pérdida 6sea con el enveje-
cimiento. En todo momento se producen microfracturas
imperceptibles a nuestros sentidos, y el hueso dafiado es
reemplazado por hueso nuevo. Este acoplamiento entre
la destruccion (resorcién) y la formacién se conoce como
remodelado 6seo y contribuye a conservar un esqueleto
sano. Sin embargo, el proceso de resorcién ésea por los
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osteoclastos (OC) es mucho mas rapido que la forma-
cion de hueso por los osteoblastos (OB), por lo que un
aumento del remodelado por cualquier causa puede
provocar pérdida de masa 6sea.’ Tal es el caso de la
deficiencia de estrégenos, causa de la OP primaria mas
comun, la post-menopausica.?”

Los medicamentos antiosteoporéticos van encamina-
dos a restablecer el equilibrio perdido y se clasifican en
inhibidores de la resorcién (antiresortivos), o estimulado-
res de la formacion (anabdlicos) o ambos, de los cuales los
primeros son los mas utilizados. Entre los antiresortivos,
los aminobifosfonatos (N-BF) son los més utilizados,! y
actlian inhibiendo la farnesilpirofosfatosintetasa, enzima
involucrada en la via de sintesis comun de isoprenoides
y colesterol. Los isoprenoides, farnesil y geranilgerani-
Ipirofosfatos, son requeridos para la activaciéon por pre-
nilacién de proteinas funcionales de los Oc. Al inhibir la
prenilacion, los Oc no son viables y mueren por apoptosis,
lo que sustenta el efecto antiresortivo.?

Resulta interesante que la activacién de los Oc y la
sintesis de colesterol transcurran por una misma via,
lo que explica que las drogas que inhiben la sintesis de
colesterol presenten efectos antiosteoporéticos.’ E1 D-003
es una mezcla de acidos alifaticos superiores purificada
de la cera de cana,!’ cuyo componente mayoritario es el
acido octacosanoico, metabolito activo del policosanol.!!
El D-003, al igual que el policosanol, inhibe la sintesis
del colesterol regulando la actividad de la hidroximetil-
glutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa, enzima clave de la
ruta de sintesis.!?1?

Teniendo en cuenta lo anterior, la relacién estruc-
tural entre alcoholes y acidos de alto peso molecular™
y la similitud estructural y metabdlica del D-003 y el
policosanol® resulta 1légico que sus efectos farmacol6-
gicos sean similares. En tal sentido, ambas sustancias
presentan efectos hipocolesterolemizantes y antiosteo-
poroéticos, e inhiben la peroxidacion lipidica (PL),!*% 1o
que contribuye a sus efectos antiosteoporoticos.!%!® Tanto
el policosanol’® como el D-003,'"'Y administrados por 3
meses a ratas ovariectomizadas (ovx) han prevenido la
pérdida 6seay el aumento de la resorcién ésea inducido
por la ovariectomia, sin modificar los marcadores de for-
macioén 6seay los efectos antiresortivos se han asociado
con un aumento en la apoptosis de Oc. La magnitud de
los efectos del D-003 ha sido similar a la del alendronato
y el estradiol, y mayor que los de la pravastatina,'™® Sin
embargo, el D-003 ha sido mas efectivo que el policosanol
como hipolipemiante y antioxidante,'®?°2! 1o que sugiere
un mayor potencial antiosteoporético, si bien ningin
estudio previo ha comparado sus efectos en modelos
de osteoporosis.

Este estudio tuvo como objetivo comparar los efectos
del D-003 y el policosanol en ratas ovx, el modelo que
mejor reproduce la OP caracteristica de mujeres post-
menopausicas.?

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se emplearon 32 ratas hembras Sprague Dawley, de
tres meses de edad y peso entre 200 y 220 g. Las ratas
se mantuvieron en condiciones controladas de tem-
peratura [(25 + 2) °C], humedad (60 a 70 %) y ciclos de
luz-oscuridad de 12 h, fueron observadas diariamente
durante la cuarentena (15 d), al término de la cual, de
resultar aptas, comenzaban los estudios, en los cuales
se mantuvo acceso libre al agua y la comida (pienso de
roedores del Centro Nacional de Animales para Labora-
torio). Los estudios se desarrollaron siguiendo las reglas
éticas para el manejo de animales de laboratorio y las
Buenas Practicas de Laboratorio.

Administracion y dosificacion

E1D-003 y el policosanol utilizados fueron suministra-
dos por el Departamento de Quimica del Centro de Pro-
ductos Naturales, tras corroborar sus especificaciones de
calidad y se administraron en forma de suspensiones en
un vehiculo Tween 20/H,O (2 %), preparadas semanal-
mente, tras confirmar su estabilidad, con concentracio-
nes ajustadas segin el aumento de peso.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en
cuatro grupos (ocho ratas/grupo): uno falso operado al
que se le simulé la operacién sin extirpar los ovarios
(control negativo), un control ovx, ambos grupos tratados
por via oral solo con el vehiculo y dos tratados con D-003
y policosanol, a dosis de 50 mg/kg, respectivamente.

Se escogio 50 mg/kg por ser la dosis de D-003 em-
pleada en los estudios comparativos con alendronato y
estradiol,'” ¥ 1a cual es 50 veces mayor que la dosis mini-
ma efectiva de D-003 para reducir las concentraciones de
colesterol en conejos® y producir efectos antioxidantes
en ratas.?

Los tratamientos se administraron mediante entu-
bacién géstrica, diariamente (5 a 6 d por semana) en la
manana (8:00 a 10:00 a.m.), durante tres meses a partir del
procedimiento quirurgico. La tltima dosis se administré
entre las 16 y 20 h antes del sacrificio.

Induccion de osteoporosis

La osteoporosis por déficit de estrégenos se indujo
mediante ovariectomia bilateral, tras anestesiar a las
ratas con tiopental (50 mg/kg), via endovenosa.!¢1?

Variables estudiadas

Las variables de eficacia primaria fueron los indica-
dores morfométricos de pérdida 6sea (numero, espesor y
separacién trabecular) y los de resorcion 6sea (nimero y
superficie de osteoclastos). Como variables secundarias
se evaluaron los cambios en la superficie de osteoblastos,
marcador de formacién.

Analisis de las variables

Al culminar 3 meses de tratamiento, las ratas se
anestesiaron y sacrificaron, y se tomaron muestras del
cuerpo de la quinta vértebra lumbar y del fémur dere-
cho. Para la toma de las muestras los tejidos adherentes
se extrajeron con cuidado, con escalpelo y tijeras. La
quinta vértebra lumbar se separd a través del disco
intervertebral. Se tomaron muestras del cuello y de la
regién distal del fémur derecho, cortando a través de la
linea intertrocanteriana, para crear una base ancha y lisa
para la adecuada posicién del cuello del fémur antes
de la inclusidén. La porcién distal se tom6 a 0,5 cm del
extremo distal del fémur. Las muestras se procesaron
segun el procedimiento de Mosekilde,? en el cual se
descalcifican en EDTA sal acida disédica (10 %) 0,5 mol/L
(pH 7,4) a 40 °C durante cuatro semanas, se incluyen en
parafina, se cortan a 4 um de grosor y se colorean con
hematoxilina y eosina. Los valores de estos indicadores
se derivaron de medidas primarias de areas y perime-
tros®y los datos se analizaron y procesaron utilizando
la versién 3,3 del sistema cubano Digipat.?

Analisis estadistico

Las comparaciones entre grupos se realizaron con
la prueba de la U de Mann Whitney. Para la significa-
cion estadistica se fijé a priori un nivel de a. = 0,05. Las
pruebas se realizaron con los paquetes de programas
Statistica sobre Window.

RESULTADOS

La ovariectomia redujo el nimero (Th N) y espesor
(Tb Esp) de las trabéculas y aumento significativamente
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el espacio inter-trabecular (Th Sp) respecto al grupo con-
trol negativo (Tabla 1). Tanto el D-003 como el policosanol
previnieron significativamente los cambios inducidos
por la ovariectomia, siendo los efectos del D-003 supe-
riores a los del policosanol.

Los indicadores de resorcién 6sea también se
modificaron. La ovariectomia produjo un aumento
del nimero y la superficie de osteoclastos respecto al
grupo control negativo, mientras ambos tratamientos
(D-003 y policosanol) previnieron significativamente
estos cambios respecto al grupo control. Los efectos
del D-003 resultaron significativamente mayores que
los del policosanol.

Tanto en los indicadores morfométricos como en los
de resorciéon (Tablas 1y 2), la superioridad de los efectos

del D-003 respecto a los del policosanol se manifiesta
en las tres estructuras 6seas estudiadas.

Sin embargo, ninguno de los tratamientos modificd
los cambios inducidos por la ovariectomia sobre la
superficie de osteoblastos (Tabla 3).

DISCUSION

Este estudio demuestra que tanto el D-003 como el
policosanol administrados a 50 mg/kg durante 3 meses
a ratas ovx previnieron los cambios morfométricos y el
aumento de la resorcién 6sea inducidos por la ovariecto-
mia en las tres estructuras 6seas estudiadas: cuello del
fémur, fémur distal y quinta vértebra lumbar.

La rata ovx bilateralmente constituye el modelo
estandar recomendado para evaluar agentes con efecto

Tabla 1. Efectos del D-003 y el policosanol sobre huesos de ratas ovx. Estudio morfométrico.

Grupo Dosis .Tb Tb Esp Tb Sp
(mg/kg) (Cantidad/mm) (um) (um)
Cuello del fémur
Control negativo 0 7,40 £ 0,30 84,30 + 0,82* 191,33 + 3,49*
Control positivo 0 4,23 +0,22 56,06 + 1,02 351,90 + 3,41
Policosanol 50 6,23 +0,35% 75,50 + 1,20* 220,70 + 5,44*
D-003 50 6,93 £ 0,21%+ 80,53 + 1,75%+ 209,66 + 5,05+
Fémur distal
Control negativo 0 1,70 + 0,36* 94,10 + 1,53* 200,00 + 5,88*
Control positivo 0 0,60 0,30 75,60 + 1,53 370,46 + 2,57
Policosanol 50 1,03 +0,17* 90,96 + 0,96* 214,60 + 3,26*
D-003 50 1,40 + 0,49%+ 92,53 + 1,06*+ 204,70 + 3,80%+
Quinta vértebra lumbar
Control negativo 0 3,40 + 0,21% 86,43 + 0,78* 215,13 + 2,94*
Control positivo 0 2,26 + 0,34 73,03 + 0,63 257,63 +4,31
Policosanol 50 3,40 + 0,30* 81,36 +1,51* 212,90 + 1,11*%
D-003 50 3,86 £0,17%* 85,76 + 0,60*+ 205,93 + 0,60*+

Los resultados se expresan como X + DE. X media. DE desviacion estandar. Tb trabéculas. Th Esp espesor de

trabéculas. Th Sp Separacion de trabéculas. * p < 0,001Comparaciones vs. control positivo.

*p < 0,05 Comparacion con policosanol (Prueba de la U de Mann Whitney).

Tabla 2. Efectos del D-003 y el policosanol en indicadores de resorcion ésea en ratas ovx.

Grupo Dosis .Oc OCs/BS
(mg/kg) (Cantidad/mm) (%)
Cuello del fémur
Control negativo 0 0,44 +0,01%* 5,41 +0,14%
Control positivo 0 0,70 £ 0,01 8,93 +£ 0,20
Policosanol 50 0,49 +0,01% 5,48 + 0,20%
D-003 50 0,43 +0,01%* 5,24 +0,14%+
Fémur distal
Control negativo 0 0,90 +0,11%* 4,04 + 0,24%*
Control positivo 0 1,83 +£0,18 6,63 + 0,20
Policosanol 50 1,03 +£0,14* 4,18 +0,18*
D-003 50 0,88 + 0,12%* 3,89 +0,13%+
Quinta vértebra lumbar
Control negativo 0 0,26 + 0,20* 1,12 + 0,13*
Control positivo 0 0,46 + 0,32 1,55+ 0,05
Policosanol 50 0,29 + 0,30% 0,82 + 0,03*
D-003 50 0,23 + 0,22% 0,60 + 0,02%*

Los resultados se expresan como X + DE. X media. DE desviacion estandar. OCs/BS:
superficie de Oc/superficie 6sea. * p < 0,001 Comparaciones vs. control positivo.
*p < 0,05 Comparacion con policosanol (Prueba de la U de Mann Whitney).
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Tabla 3. Efectos del D-003 y el policosanol sobre la
superficie de Ob en ratas ovx.

Grupo Dosis OBs/BS
(mg/kg) (%)
Cuello del fémur
Control negativo 0 24,47 + 0,29*
Control positivo 0 54,11 £ 1,56
Policosanol 50 53,17+ 1,30
D-003 50 53,21+ 1,23
Fémur distal
Control negativo 0 13,05 + 0,26*
Control positivo 0 37,20 £ 1,22
Policosanol 50 35,71 +1,01
D-003 50 35,96 £ 1,07
Quinta vértebra lumbar
Control negativo 0 32,23 £0,17%
Control positivo 0 66,31 +1,76
Policosanol 50 66,08 + 1,60
D-003 50 66,33 + 1,38

Los resultados se expresan como X + DE. X media. DE des-
viacion estandar. OBs/BS: superficie de Ob/superficie ésea.
*p < 0,06 Comparacion con el control positivo

(Prueba de la U de Mann Whitney)

preventivo potencial sobre la OP, porque reproduce gran
parte de las caracteristicas de la pérdida 6sea trabecular
inducida por la post-menopausia en la mujer.22?" Asi, la
pérdida 6sea por deficiencia de estrégenos en el esquele-
to de la rata se produce por un aumento del remodelado
0seo, en que la resorcién supera a la formacion 6sea, y
precisamente el cuello del fémur, el fémur distal y la
quinta vértebra lumbar son las estructuras mas utiliza-
das para estudiar efectos de tratamientos antiresortivos,
ya que la rata y el hombre muestran cambios similares
en la masa y estructura de estos huesos, en particular,
en el cuello del fémur.?227

Los animales del grupo control ovx mostraron los
cambios histomorfométricos 6seos descritos en la rata
ovx, como disminucién del espesor y nimero de trabé-
culas, y aumento de su separaciéon, consecuencias de
un aumento del nimero y superficie de Oc, también
corroborado en el estudio, lo que sustenta la validez del
modelo en las condiciones estudiadas y reafirma que los
efectos observados sean atribuibles a los tratamientos.

Los resultados obtenidos son consistentes con los de
estudios previos que han mostrado que tanto el D-003
como el policosanol previenen la pérdida y la resorcién
6sea en el hueso trabecular de la rata ovx!®! lo que
representa un efecto pleiotrépico beneficioso in vivo
sobre este blanco extravascular. El hecho que ambas
sustancias prevengan los cambios microestructurales
inducidos por la ovariectomia en el hueso delasratasy a
la vez prevengan el aumento de la resorcién, al prevenir
el aumento del numero y superficie de osteoclastos con
respecto a los controles ovx, sin modificar la superficie
de osteoblastos, indicador de formacién désea, indica
que sus efectos antiosteoporéticos son esencialmente
antiresortivos.

E1 D-003 ha mostrado efectos reductores de colesterol
superiores a los del policosanol,?*?! consistente con sus

efectos sobre la sintesis de colesterol.'>!* Ademaés, el
D-003 administrado a 50 mg/kg, previene la PL en lipo-
proteinas y tejidos de ratas,?® para lo cual el policosanol
requiere dosis mayores.?®? De modo consistente, en este
estudio el D-003 fue mas efectivo que el policosanol, lo
que puede deberse, en parte, a que sus efectos reductores
del colesterol y antioxidantes sean mayores que los del
policosanol,*?%21dado el papel que la via del mevalonato
desempena en el desarrollo de la OP?’ y a que los lipidos
oxidados propician la descalcificacién ésea al inhibir la
diferenciacién y la actividad de células osteogénicas e
inducir la migracién de monocitos, los que se transfor-
man en osteoclastos en el tejido 6seo.?! Asi, sustancias
antioxidantes, como la ipriflavona y la Vitamina E, han
prevenido la resorcién ésea y han estimulado la forma-
cién 6sea en animales alimentados con dieta rica en
grasa, respectivamente %

Por otra parte, el hecho que los efectos del D-003
in vivo sean mayores que los del policosanol puede
deberse a que el D-003 presenta una mayor absorcién,
biodisponibilidad y distribucién tisular® que el polico-
sanol, lo que puede repercutir en una mayor biodisponi-
bilidad 6sea. No obstante, los estudios farmacocinéticos
no investigaron la distribucién en hueso, lo que limita
conclusiones al respecto.

Por otra parte, si se tiene en cuenta que otros acidos,
aunque insaturados y de menor tamano molecular, como
los acidos grasos poliinsaturados omega-3 presentan
efectos antiresortivos en modelos de OP, es plausible
que los 4cidos de alto peso molecular que conforman al
D-003 también ejerzan efectos antiosteoporéticos.

Por otro lado, que el D-003 y el policosanol no hayan
modificado la superficie de Ob, se corresponde con lo
esperado de estudios previos en que se han obtenidos
similares resultados'®'’ lo que indica que los efectos an-
tiosteopordéticos de los tratamientos en este modelo no se
encuentren mediados por un aumento de la formacién
Osea. Precisamente es el aumento de la resorcién 6sea,
y no el decremento de la formacién, la caracteristica
fundamental de la OP por ovariectomia en ratas,? por
lo cual un efecto preventivo relevante en este modelo
fundamentalmente brinda informacién de sus efectos
sobre la resorcion 6sea.?>?

CONCLUSIONES

El D-003 y el policosanol, ambos administrados a
dosis de 50 mg/kg por via oral, durante 3 meses, fueron
efectivos en prevenir la pérdida y la resorcién ésea en ra-
tas ovx, y los efectos del D-003 fueron superiores a los del
policosanol en las tres estructuras 6seas estudiadas.
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