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RESUMEN. El D-003 es una mezcla de acidos alifaticos primarios purificada de la cera de cana, con efectos antiagregantes
plaquetarios e hipolipemiantes, que previene la neurotoxicidad por 4cido kainico en ratones y la intensidad del infarto cerebral
por isquemia y reperfusion en Mongolian gerbils, y a dosis elevadas (400 mg/kg) aumenta la actividad exploratoria en roedores.
Teniendo en cuenta estos antecedentes y la posibilidad de que diversos psicofarmacos puedan administrarse conjuntamente
con el D-003, este estudio investigo los efectos de la administracién concomitante de D003 con diazepam (DZP) y aminofilina
sobre la sujecién en varilla rotatoria y sobre el sueno inducido por pentobarbital, respectivamente, para lo cual se realizaron dos
experimentos, tras determinar las dosis adecuadas de DZP y aminofilina para el estudio de interaccién. En el primero, ratas SD
machos se distribuyeron en cuatro grupos: uno control, tres tratados con D-003 (400, 600 y 800 mg/kg v.0.) y en el otro, ratones
OF1 machos se distribuyeron en tres grupos: uno control y dos tratados con D-003 (400 y 800 mg/kg v.0.) mas aminofilina (5 mg/
kg, ip.). En ambos, los tratamientos se administraron durante 10 d, al término de los cuales, en el primero, las ratas se inyecta-
ron con DZP (3 mg/kg ip.) y se evalud su conducta en el ensayo de varilla rotatoria, y en el segundo, los ratones se inyectaron
con pentobarbital sédico (45 mg/kg, ip.) y se determiné el tiempo de sueno. El D-003 a 600 y 800 mg/kg, aumentd el tiempo de
permanencia de las ratas en la varilla rotatoria, mostrando un antagonismo estadisticamente significativo, del efecto del DZP.
La administracién conjunta del D-003 y la aminofilina no modificé el tiempo de sueno inducido por pentobarbital .Por tanto,
se concluye que hay una interaccion del D-003 y el DZP al disminuir los efectos de sedacion de esta tltima y que no existe
interaccion entre el D-003 y la aminofilina.

ABSTRACT. D-003 is a mixture of higher aliphatic acids purified from sugarcane wax, with antiplatelet and lipid-lowering effects,
that has shown to prevent the kainic acid-induced neurotoxicity in mice and the extent of the brain infarction induced by ische-
mia and reperfusion in Mongolian gerbils, while at a high dose (400 mg/kg) increased exploratory activity in mice. Considering
this background, and the possibility that diverse psychoactive drugs can be administered together with D-003, this study resear-
ched the effects of the concurrent treatment with D003 and diazepam (DZP) or aminophylline on the rotarod test in rats, and on
the pentobarbital-induced sleep in mice, respectively, after determining the adequate doses of DZP and aminophylline for the
interaction study. Two experiments were conducted, in the first-one, male SD rats were distributed into four groups: a control
and three treated with D-003 (400, 600, and 800 mg/kg), while in the second, male OF1 mice were distributed into three groups:
a control and two treated with D-003 (400 and 800 mg/kg) plus aminophylline (5 mg/kg, ip). In both experiments the treatments
were given for oral route by 10 d, and at treatment completion, rats were injected with DZP (3 mg/kg ip.) and their behavior in
the rotarod test was assessed, whereas in the second one, mice were injected with sodium pentobarbital (45 mg/kg, ip.) and sleep
duration was measured. D-003 at 600 and 800 mg/kg, moderately, but significantly, increased the time in which rats remained
in the rod without falling, antagonizing partially the effect of DZP. Administration of D-003 plus aminophylline did not modify
the pentobarbital sleeping time. It is concluded that D-003 produced an interaction with DZP decreasing the sedative effect of
diazepam, but not with aminophylline.

INTRODUCCION clinicos han demostrado que el D-003 produce efectos

El1 D-003 es una mezcla de acidos alifaticos primarios
purificada de la cera de cana (Saccharum oficinarum L.)
cuyo principal componente es el dcido octacosanoico,
seguido por los acidos triacontanoico, dotriacontanoico,
tetratriacontanoico, que contiene otros 4cidos entre C,,
y C,; en menores proporciones.! Estudios preclinicos y

hipolipemiantes, antioxidantes y antiagregantes marca-
dos y dependientes de las dosis empleadas.??

Los estudios farmacocinéticos han mostrado que tras
la administracién oral de acido octacosanoico marcado a
ratas, ocurre una amplia distribucién de la radiactividad
en diferentes tejidos, incluido el cerebro.!’ Por otra parte,
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dosis elevadas de D-003 (400 mg/kg) han aumentado mo-
desta, pero significativamente, la actividad exploratoria
en ratas,!’ hechos que sugerian que al menos algin(os)
componentes del D-003 no solo atravesaban la barrera
hematoencefalica, sino que producian efectos aparente-
mente estimulantes sobre el Sistema Nervioso.

Consistente con estos hechos, el D-003 ha mostrado
efectos protectores sobre la neurotoxicidad por acido
kainico, ya que atenta la reduccién de la actividad
exploratoria y los danos histolégicos inducidos por la
administracién sistémica de dosis subconvulsivantes
de 4cido kainico, como la muerte neuronal inducida por
este agente en secciones del hipocampo (CAl y CA3)."?
Ademas, el D-003 redujo la intensidad del infarto cere-
bral inducido por isquemia y reperfusiéon en Mongolian
gerbils.'® Por otra parte, los psicofarmacos son medicamen-
tos de amplio uso en la poblacién adulta y el consumo
simultaneo de estos con otras drogas aumenta la frecuen-
cia de reacciones adversas. Por tanto, se hace necesario
investigar las potenciales interacciones medicamentosas
de nuevas drogas en desarrollo, con otras muy utilizadas
en la clinica, como los ansioliticos y los estimulantes del
Sistema Nervioso Central, entre otros.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados,
el objetivo de este trabajo consistié en investigar si el
D-003 antagonizaba los efectos del diazepam (DZP) en
el modelo de ejecucioén en varilla rotatoria en ratas y los
efectos de la aminofilina sobre el sueno inducido por
pentobarbital en ratones.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos (250 a 300
g)yratones OF1 machos (25 a 30 g) procedentes del Centro
de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB,
Ciudad de La Habana) que se adaptaron a las condiciones
experimentales de (25 + 2) °C de temperatura, (60 + 10) %
de humedad relativa y ciclos de luz y oscuridad de 12
h, con libre acceso al agua y la comida durante 7 d. Las
experiencias se llevaron a cabo de acuerdo con los linea-
mientos de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y
de los principios éticos del manejo de animales.

Administracion y dosificacion

El D-003 fue suministrado por el Departamento de
Quimica del Centro de Productos Naturales (Ciudad de
La Habana, Cuba) tras corroborar sus especificaciones
de calidad y se administré suspendido en un vehiculo
Tween 20/H,0 (2 %).

E1 DZP fue suspendido en goma acacia 2 % mientras
que la aminofilina y el pentobarbital (Industria Médico
Farmacéutica, Ciudad de La Habana) fueron disueltos
en agua destilada. E1D-003 o el vehiculo se administraron
en dosis repetidas (DR) por via oral durante 10d y 24 h
previas al experimento y el DZP y la aminofilina a dosis
unicas (DU) por via ip. 30 min antes del experimento.

Interaccion con diazepam

Para la blisqueda de la dosis adecuada de DZP, las ra-
tas fueron distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos
experimentales: un control negativo administrado con el
vehiculo (goma acacia 2 % ip.) y tres tratados con DZP
(1,3y 10 mg/kg ip.) respectivamente teniendo en cuenta
que ha sido reportado que dosis de DZP (1 a 10 mg/kg)
han sido efectivas en modelos experimentales.!*15

Para los estudios de interaccién, los animales se
distribuyeron en cuatro grupos: un control negativo,

tratado con el vehiculo, un control positivo tratado con
el vehiculo + DZP (3 mg/kg), y tres tratados con D-003
(400, 600 y 800 mg/kg v.0.), + DZP. (3 mg/kg ip.).

Varilla rotatoria

Al inicio todos los animales fueron colocados en
la varilla rotatoria (Ugo Basile, Italia) a una velocidad
de 8 r/min y solo las ratas que se mantuvieron sobre la
varilla por un tiempo = 2 min fueron utilizadas en el
experimento (tiempo de permanencia pre-tratamiento).
Unavez culminado el tratamiento fueron colocadas nue-
vamente en la varilla rotatoria y se cuantificé el tiempo
transcurrido hasta su caida (tiempo de permanencia
post-tratamiento) .

Interaccion con aminofilina

Se realizé un ensayo para determinar la dosis de
aminofilina a emplear en el estudio y para esto los rato-
nes se distribuyeron en cuatro grupos experimentales:
un grupo control (vehiculo) y tres grupos tratados con
aminofilina (5 y 10 mg/kg ip.). Asimismo, fue determi-
nada la dosis de D-003 y los ratones fueron distribuidos
aleatoriamente en tres grupos: un grupo control y dos
tratados con D-003 (400 y 800 mg/kg v.0.).

Una vez determinadas las dosis adecuadas para el
estudio de interaccién, los animales se distribuyeron
en cuatro grupos: un control negativo, tratado con el
vehiculo, un control positivo, tratado con aminofilina
(5 mg/kg), un grupo tratado con D-003 (400 mg/kg v.0.) y
otro con aminofilina (5 mg/kg) + D-003 (400 mg/kg).

Induccion del sueno por pentobarbital

Una vez administrados los ratones con D-003 y ami-
nofilina fueron inyectados con pentobarbital sé6dico
(45 mg/kg,ip.) paralainducciéon de suenio.!®'” La duracién
del sueno de cada ratén fue el intervalo entre la pérdida
y la recuperacion del reflejo de enderezamiento.

Analisis estadistico

Las comparaciones entre los grupos tratados y el
control se realizé mediante la prueba de la U de Mann
Whitney, para lo cual se empleé el paquete de programas
Statistica para Window (Release 4.2.; StatSoft Inc., USA).
Los resultados se expresan como la X + EE y el valor o
establecido a priori fue 0,05.

RESULTADOS
Interaccion con diazepam

La administracion de DZP en dosis de 3 y 10 mg/kg,
disminuy¢ significativamente (p < 0,01) el tiempo de per-
manencia de las ratas en la varilla rotatoria (Tabla 1). El
tratamiento conjunto con D-003 (600 y 800 mg/kg)y DZP
(3 mg/kg) produjo un aumento significativo (p < 0,05) del
tiempo de permanencia en la varilla con respecto al del
grupo DZP, que indica que el D-003 a las dosis mayores
ensayadas antagoniza moderadamente el efecto del
DZP, mientras que a la dosis de 400 mg/kg no modifica
la conducta inducida con el DZP (Tabla 2).

Interaccion con teofilina

La aminofilina (5 y 10 mg/kg), no asi el D-003 (400
y 800 mg/kg), disminuyéd significativamente el tiempo
de sueno inducido por pentobarbital (Tabla 3). La
administraciéon conjunta de D-003 (400 mgf/kg) y la
aminofilina (56 mg/kg) no modificé significativamente
el tiempo de sueno respecto a los controles negativo y
positivo (Tabla 4).
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Tabla 1. Efecto del diazepam en el ensayo de varilla rotatoria.

Dosis

Tratamiento (me/kg) Tat (s)? Tdt (s)®
Control negativo 0 355,8 £ 58,0 500,0£0

DZP 1 326,8 + 45,2 340,1+ 7,31
DZP 3 338,8 +44,1 63,0 £ 14,4 **
DZP 10 347,6 + 54,7 5,6 £1,9 **

DZP (Diazepam). Los resultados se expresan como X + EE (media + error estandar).
aTat tiempo de permanencia en la varilla rotatoria pre-tratamiento. *Tdt tiempo de
permanencia en la varilla rotatoria post-tratamiento.

**p < 0,01 Comparacién contra control negativo

(Prueba de la U de Mann Whitney).

Tabla 2. Efectos del D-003 y de la interaccién con DZP en el ensayo de varilla

rotatoria.
Tratamiento Dosis n Tat (s)? Tdt (s)°
(mg/kg)

Control negativo - 17 469,4 + 21,0 447,15+ 23,8
Control positivo (DZP) 0+3 17 457,2+16,3 60,7 +7,9%¥**
D-003 + DZP 400 + 3 10 465,2 + 30,1 55,6 + 17,5
D-003 + DZP 600 + 3 10 417,2+420 114,6 £ 11,56 ++
D-003 + DZP 800 + 3 10 441,5 + 23,8 1394 £37,2 +

DZP Diazepam. Los resultados se expresan como X + EE (media * error estandar).

aTat tiempo de permanencia en la varilla rotatoria pre- tratamiento. *Tdt tiempo de
permanencia en la varilla rotatoria post-tratamiento. ****p < 0,001 Comparaciéon contra
control negativo. + p < 0,05, ++ p < 0,01 Comparacién contra control positivo

Tabla 3. Efectos de la aminofilina y el D-003 en el modelo de sueno
inducido por pentobarbital.

Tratamiento (32/5112) Tiempo de sueno (min)
Control (-) 0 54,16 + 3,6
Aminofilina 5 35,10 +4,1 **
Aminofilina 10 32,50 £ 2,3 **
Control (-) 0 44,16 + 3,6
D-003 400 48,1 +£3,7
D-003 800 52,5+ 8,7

Los resultados se expresan como X + EE (media + error estandar). ** p
< 0,01 Comparacion contra control negativo (Prueba de la U de Mann
Whitney).

Tabla 4. Efecto de la interaccién del D-003 (400 mg/kg po) y la aminofilina
(5 mg/kg ip.) en el modelo de suefo inducido por pentobarbital.

Tratamiento (32/511{;) Tiempo de sueno (s)
Control (-) 0 53,0 £ 7,23
Control (+) (Aminofilina) 5 30,5 +£5,07 *
D-003 400 46,5 + 4,20
D-003 + Aminofilina 400 + 5 35,7+ 6,70 *

Los resultados se expresan como X + EE : (media + error estandar).
*p < 0,06 Comparacién contra control negativo
(Prueba de la U de Mann Whitney).
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DISCUSION

Este estudio demuestra que el D-003 administrado
a dosis elevadas (600 y 800 mg/kg) antagonizé mode-
radamente el efecto inducido por el DZP en la varilla
rotatoria, sin modificar el efecto de la aminofilina en el
sueno inducido por pentobarbital.

Las benzodiazepinas son los ansioliticos mas prescri-
tos en la clinica y el DZP es un clasico representante de
esta clase terapéutica que ha sido ampliamente utilizado
en el manejo de la ansiedad, pese a producir efectos no
deseados, como sedacion, relajacién muscular, ataxia,
amnesia y potenciacién del efecto del etanol y los barbi-
tiricos.'® E1 DZP a determinadas dosis produce pérdida
del movimiento coordinado y relajacién muscular por
una accién central independiente de su efecto sedante,
que involucra un refuerzo de la accién del acido gama-
aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor
inhibitorio en el cerebro, a través del receptor GABA,
subtipo al1.2

Por sus efectos, el DZP se utiliza con frecuencia
como droga de referencia en la evaluacion preclinica
de los efectos de sustancias con potenciales efectos
tranquilizantes-sedantes, asi como para explorar la
posible neurotoxicidad de nuevas sustancias, como
parte de los estudios de la llamada farmacologia de la
seguridad. Uno de los modelos mas utilizados con este
objetivo es el de ejecucién y sujecion de roedores en
varilla rotatoria, en el cual la administracién de DZP a
roedores disminuye el tiempo de permanencia de los
roedores en dicha varilla.?!??

Este trabajo demuestra que el D-003 no refuerza
el efecto relajante muscular del DZP?*?* expresado a
través de la disminucioén del tiempo de permanencia de
las ratas en la varilla rotatoria, y que, por el contrario,
previno este efecto de modo moderado y dependiente
de las dosis al aumentar el tiempo de permanencia en
la varilla con respecto al grupo tratado con DZP. Este
resultado es consistente con el aumento de la actividad
exploratoria inducida por D-003 a dosis de 400 mg/kg,!!
y con la atenuacién que causa sobre la disminucién de
la actividad exploratoria inducida por dosis subconvul-
sivantes de 4cido kainico en roedores.?

La aminofilina es un estimulante del SNC del grupo
de las metilxantinas que resulta muy utilizada en la prac-
tica por sus efectos relajantes sobre la musculatura lisa,
fundamentalmente la bronquial y disminuye la duracién
del sueno inducido por dosis Gnicas de pentobarbital.?®
Teniendo en cuenta que el D-003 aumenta la actividad
exploratoria de ratones en campo abierto, e incluso an-
tagoniza la disminucion de esta actividad inducida por
acido kainico, resultaba de interés investigar si podia
reforzar los efectos de la aminofilina sobre el suefio in-
ducido por dosis Unicas de pentobarbital, debido a una
interaccion farmacolégica.

La aminofilina, como se esperaba de su accién
estimulante, disminuyé el tiempo de sueno inducido
por pentobarbital, efecto que no fue modificado por la
administracion conjunta del D-003, lo que descarta una
interaccion entre ambas sustancias que se manifieste
en este ensayo.

Las interacciones droga-droga involucran las interac-
ciones que tienen lugar entre dos o mas farmacos sobre
un receptor y las modificaciones sobre sus respectivas
farmacocinéticas, ambas con implicaciones en los efectos
subsecuentes, por lo que pueden alterar el beneficio te-
rapéutico esperado y generar reacciones adversas como
consecuencia de la administracién simultdnea de dos o

mas sustancias. Las interacciones farmacocinéticas pue-
den deberse a mas de una causa, si bien la mas frecuente
es la relacionada con los procesos de metabolizacion,
que de forma general, se agrupan en reacciones Fase
I (oxidacién, reduccién o hidrélisis) que producen la
inactivacion, activacién o conversién de la molécula en
otra sustancia activa (beneficiosa o téxica) o inactiva; y
las reacciones Fase II, en que el farmaco o un metabolito
se acopla a un sustrato endégeno (adcido glucurénico,
acético o sulfurico) para facilitar su excrecion.

Aunque este estudio no pretendia abordar la causa de

las posibles interacciones entre el D-003 con el DZP y la
aminofilina, no se esperaba que fueran de tipo farmaco-
cinético, ya que el DZP y la aminofilina se metabolizan
a través del sistema microsomal hepatico P450, que es
el utilizado en el metabolismo y detoxificacién de un
gran numero de xenobidticos. Asi, la aminofilina incluso
se utiliza como droga tipo para predecir interacciones
farmacocinéticas con este sistema,?y el DZP inhibe la
isoenzima CYP450 2C19.

Por tanto, sustancias que inhiban las enzimas he-

paticas del sistema citocromo P450 deben mostrar un
elevado potencial de interacciones farmacocinéticas. En
el caso del DZP tales interacciones pueden producir una
sedacién aumentada y prolongada. Sin embargo, el D-003
no actua sobre las diferentes iso formas de las enzimas
CYT P-450,2" consistente con su estructura quimica,
ya que ha sido demostrado que los 4cidos alifaticos de
muy larga cadena, como ocurre con los componentes del
D-003, se metabolizan exclusivamente a nivel peroxiso-
mal hepatico.?® Por tanto, la posibilidad de interaccién
farmacocinética con compuestos metabolizados por el
sistema P450, como la aminofilina y el DZP, es baja.

De ello, se infiere que el moderado antagonismo

que el D-003 ejerce sobre los efectos del DZP en el
modelo de varilla rotatoria, consistente ademas con sus
efectos estimulantes sobre la actividad exploratoria en
roedores,!! se deba a interacciones farmacolégicas que
podrian involucrar de algiin modo, una accién sobre el
receptor GABA, subtipo a1, responsable del efecto sobre
la actividad motora inducida por el DZP?

Sin embargo, es preciso notar que todos los efectos

del D-003 sobre los patrones conductuales en roedores
se manifiestan a dosis relativamente elevadas (= 400
mg/kg),12 a diferencia de sus efectos antioxidantes,
antitrombéticos y antiosteoporéticos, manifiestos desde
dosis de 5 mg/kg.?-3! Por tanto, los efectos aqui observa-
dos parecen ser consecuencia de efectos inespecificos
sobre blancos secundarios, aspecto que ulteriores tra-
bajos deberan investigar.

CONCLUSIONES

El D-003 administrado a dosis altas (400 y 800 mg/

kg.) antagonizé moderadamente el efecto del DZP sobre
la permanencia de las ratas en la varilla rotatoria, sin
modificar el efecto de la aminofilina sobre el sueno por
pentobarbital en ratones.
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