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RESUMEN. El D-003 es una mezcla de acidos alifaticos primarios de muy
alto peso molecular purificada de la cana de aztucar (Saccharum officinarum)
con efecto hipolipemiante y antiagregante plaquetario. Estudios previos de
toxicologia experimental han mostrado ausencia de toxicidad asociada al D-
003 administrado como dosis Ginicas o repetidas durante corto o largo plazo,
asi como de efectos genotéxicos o de afectacién sobre la fertilidad y la repro-
duccién. Teniendo en cuenta sus indicaciones potenciales y que los
lineamientos para la aprobacién de nuevos medicamentos requieren la eva-
luacién del potencial carcinogénico, los resultados que se discuten confor-
man un informe preliminar del estudio carcinogénico del D-003 en el cual se
incluyen tres grupos tratados con D-003 (50, 500 y 1 500 mg - kg!-d?) y un
control tratado solo con el vehiculo empleado (goma acacia-agua). Se inclu-
yen en éllos resultados relativos a ganancia en peso, observaciones clinicas,
mortalidad y la aparicién de tumores detectada en dicho periodo. Los resul-
tados muestran que el D-003 administrado por via oral durante un ano a
ratas SD no resulta téxico, ya que no afecta ninguno de los indicadores de
seguridad evaluados, incluida la aparicién de tumores, en el periodo consi-
derado.

ABSTRACT. D-003 is a mixture of very high molecular weight aliphatic ac-
ids purified from sugar cane (Saccharum officinarum) with lipid-lowering
and antiplatelet effects. Previous studies of experimental toxicology have
shown no D-003-related toxicity when administered for short or long-term
periods, as well as lack of genotoxicity or disturbances on fertility and re-
production. Potential long term carcinogenicity needs to be evaluated con-
sidering its putative indications and guidelines for new drug approval. Hence,
the present partial report shows the results of the first year of an on-going
study researching the long-term oral carcinogenicity of D-003 administered
to SD rats for 24 months. Animals were randomly distributed into four groups:
one control group treated only with acacia gum-water vehicle and other three
treated with D-003 (50, 500 and 1 500 mg - kg - d'!). This preliminary report
shows the results specifically related to weight gain, clinical daily observa-
tions, mortality and frequency of tumours detected after one year of D-003
administration, which represent the first half of the whole treatment period.
Taking into account half of the planned study concluded after one year un-
der treatment, the present preliminary report shows the results of weight
gain, clinical daily observations, mortality and the frequency of tumours
detected in such period. The present results confirm that D-003 orally ad-
ministered for one year to SD rats is not toxic, since it did not affect any
safety indicator assessed, including the tumours occurrence up to such
time.

INTRODUCCION

E1 D003 es una mezcla de 4cidos
alifaticos primarios de muy eleva-
do peso molecular purificada de la
cera de la cana de azucar.! El com-
ponente fundamental del D-003 es
el acido octacosanoico, seguido de
los 4cidos triacontanoico, dotriacon-
tanoico y tetratriacontanoico. En
dicha mezcla aparecen también los
acidos hexacosanoico, heptacosa-
noico, nonacosanoico, hentriacon-
tanoico, tritiacontanoico, pentatria-
contanoico, y hexacotriacontanoico,
como componentes minoritarios.

Farmacologia experimental

Los estudios de farmacologia
experimental han mostrado que el
tratamiento oral de conejos F-1 con
D-003 (5a200 mg - kg!-d!)durante
30 d redujo la concentracion sérica
de colesterol total (CT) y del trans-
portado por las lipoproteinas de
baja densidad (LDL-C), efectos que
resultaron reversibles y dependien-
tes de las dosis.? Ademas, el D-003
increment6 significativamente la
concentracién del colesterol trans-
portado por las lipoproteinas de alta
densidad (HDL-C), efecto que tam-
bién result6 dosis dependiente.? Un
estudio ulterior que comparé los
efectos del D-003 y el policosanol ad-
ministrados a 5 mg/kg en este mo-
delo demostré que los efectos del D-
003 se obtuvieron en menor tiem-
po y fueronde mayor magnitud que
los inducidos por el policosanol.?

Lareduccién del colesterol indu-
cida por el D-003 se asocia a una in-
hibicién de la sintesis de colesterol
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producida como consecuencia de un
efecto modulador sobre la actividad de
la enzima hidroximetilglutarilcoen-
zima A (HMG-CoA) reductasa.*> Expe-
riencias realizadas en un modelo de
hipercolesterolemia endégena mos-
traron que el D-003 previene el in-
cremento de la concentraciénsérica
de LDL-C inducido por la reduccién
de los receptores hepaticos a las LDL
que esta dieta causa, demostrando-
se que el D-003 aumenta la velocidad
catabdlica de esta lipoproteina.®

La administracién oral de D003
(0.5, 5, 50 y 100 mg/kg) inhibié la
susceptibilidad de las lipoproteinas
plasméaticas de ratas a la peroxida-
cién lipidica (PL) inducida por la
oxidacién con Cu?*." Similares resul-
tados se obtuvieron sobre la gene-
raciéon de sustancias reaccionantes
al acido tiobarbitirico (SRATB) en
homogenados de higado activos de
ratas en las que se ha inducido pe-
roxidacién lipidica por CCl, El efec-
to inhibidor maximo fue mayor que
un 80 % y se alcanzé con 100 mg/kg ™8

Por otra parte, el D-003 ha mos-
trado efectos antiagregantes plaque-
tarios en estudios experimentales®?
y clinicos.*!® Asi, la administraciéon
oral de dosis Gnicas de D-003 (25, 50
y 200 mg/kg) a ratas inhibié la agre-
gacién plaquetaria (AP) por colage-
no de modo significativo y depen-
diente de las dosis, mientras que solo
dosis = 50 mg - kg! - d?! inhibieron
significativamente la AP inducida
por ADP, apreciandose en este caso,
solo una modesta dependencia de la
dosis.!*!! La administracién oral de
dosis repetidas durante 3 d mostré
resultados consistentes con los ob-
tenidos con dosis Unicas.*!?

Teniendo en cuenta estos ante-
cedentes, se compararon los efectos
del D-003 y del policosanol sobre la
AP y la PL inducida por esta en
cobayos.!? El policosanol y el D-003
(25 mg/kg) administrados por via
oral durante 10 d inhibieron signi-
ficativamente la AP inducida ex
vivo por coladgeno en PRP de coba-
yos. Aunque el nivel de significa-
cién y la inhibicién logrados con D-
003 fueron mayores que con el poli-
cosanol, la ausencia de diferencias
significativas entre grupos limita la
relevancia de esta apreciaciéon y
conmina a realizar nuevos estudios
comparativos. La PL inducida por
la AP resulté inhibida de modo si-
milar por ambas drogas.’

Dosis orales unicas y repetidas
de D-003 (25 y 200 mg/kg) redujeron
significativamente las concentra-
ciones de tromboxano B, (TxB,) y
malondialdehido (MDA) causados

por la adicién de colageno a la san-
gre, mientras que sélo en el esque-
ma de dosis orales repetidas (25 y
200 mg/kg) administradas durante
10 d incrementaron la concentra-
cién plasmatica de 6-cetoPgFla ge-
nerados por la adicién de colageno.
En consecuencia, dosis orales Ginicas
y repetidas redujeron significativa-
mente la relacion TxB,/6-cetoPgFla
en el plasma de los animales trata-
dos respecto a la de los controles.!}!2
Similares resultados fueron obteni-
dos en un estudio realizado en volun-
tarios sanos tratados durante 14 d con
D-003 (20 mg/d).1415

La administracién oral de dosis
Unicas y repetidas de D-003 (50 a
200 mg/kg) aumenté el tiempo de
sangrado (TS),*!2 mientras que do-
sis desde 25 mg/kg inhibieron la
trombosis venosa inducida en ra-
tas.10

Por otra parte, dosis orales repe-
tidas de D-003 (50 y 200 mg/kg) ad-
ministradas durante 90 d a ratas SD
ovariectomizadas (ovx) previnieron
la pérdida 6sea trabecular produci-
da por la ovariectomia e inhibieron
la resorcién 6sea sin modificar la
ganancia en peso.!®

Estudios de toxicologia experi-
mental

Los estudios de la toxicidad oral
por dosis Uinicas y repetidas del D-003
en roedores, incluyendo los estudios
de toxicologia subcroénica (90 d) y cro-
nica (6 meses) en ratas,'”® no han
mostrado evidencias de toxicidad
pese a haberse evaluado dosis de
hasta 2 000 y 5 000 mg/kg (estudios
agudos) y de 1 250 mg/kg (dosis re-
petidas). Similares resultados fueron
obtenidos en un estudio de toxicidad
cronica en perros,®el cual reveld que
dosis de 200 y 400 mg/kg adminis-
tradas durante 9 meses a perros
Beagle no inducen toxicidad atribui-
ble al tratamiento. En los estudios
crénicos se pusieron de manifiesto,
sin embargo, los efectos farmacol6-
gicos del D-003 sobre la AP (ratas y
perros) y el perfil lipidico (pe-
rros).1819

Por otra parte, los estudios de
genotoxicidad indican que el D-003
no muestra potencial mutagénico
en los ensayos de Ames, micronu-
cleos, morfologia del espermatozoide,
asi como en estudios complementa-
rios como el ensayo cometa.??? Los
estudios de la toxicologia de la re-
produccién y la fertilidad desarro-
llados con dosis de hasta 1 000 mg
/kg, dosis maxima para estos estu-
dios, también han mostrado resul-
tados negativos.?

Teniendo en cuenta que los ha-
llazgos de farmacologia experimen-
tal y de estudios clinicos Fase I y IT
muestran un potencial uso del D-
003 en el manejo de enfermedades
aterotrombéticas, 1o que implicaria
su posible empleo en tratamientos
alargo plazo, y que los lineamientos
para el registro de nuevos medica-
mentos conminan a realizar estu-
dios de su potencial carcinogénico
a largo término, se decidi6 realizar
el estudio carcinogénico de este
producto en ratas Sprague Dawley
(SD), una de las especies utilizadas
en este tipo de estudios,* y de la
cual, se poseen datos histéricos de
comportamiento.?>-?

Teniendo en cuenta que la mitad
del estudio de carcinogenicidad in-
ducida a largo plazo (24 meses) por
la administracién oral prolongada
de D-003 a ratas SD concluye al anio
de administracién, el presente in-
forme parcial muestra los resulta-
dos a ese intervalo de tiempo, como
un nuevo aporte al conocimiento de
la toxicidad por exposicién repeti-
da y prolongada a esta sustancia,
constituyendo el primer reporte
toxicolégico de los efectos de la ad-
ministracién crénica oral de D-003
durante un ano en cualquier espe-
cie.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas SD de ambos
sexos, de 7 semanas, provenientes
del Centro de Produccién de Anima-
les de Laboratorio (CENPALAB,
Ciudad de La Habana) entre 130 y
170 g de peso al inicio del experi-
mento, las cuales, se colocaron en
cajas de poliplast para roedores con
tapas de acero inoxidable (tres ra-
tas/jaula). Los animales se mantu-
vieron en cuarentena durante 7 d,
para su adaptacién a las condicio-
nes experimentales controladas
[temperatura (25 + 2) °C, (60 = 10) %
de humedad relativa y ciclos de luz
y oscuridad de 12 h], las que se
mantuvieron durante el estudio.
Posteriormente, se distribuyeron
aleatoriamente en cuatro grupos
experimentales (60 animales/grupo
por sexo).

Los animales tuvieron acceso li-
bre al agua. Como alimento se su-
ministré pienso convencional para roe-
dores proveniente del CENPALAB,
el cual fue administrado en funcién
del peso corporal promedio (10 %
del peso) durante las primeras 13 se-
manas. el consumo de alimentos en
esa etapa se control6 dos veces por
semana. A partir de la semana 14,
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estas cantidades fueron restringi-
das y se suministré a los animales
el 80 % de la cantidad que se le de-
bia asignar de acuerdo con el peso
y lo recomendado para estos estu-
dios.?"?® Durante esta etapa el con-
sumo de alimentos se controlé
mensualmente hasta el final del es-
tudio.

La manipulacién de los anima-
les se realiz6 de acuerdo con los
principios éticos para el uso de los
animales de laboratorio y los Proce-
dimientos Normalizados de Trabajo
del Centro de Productos Naturales
(CPN).

Administracion y dosificacion

El1 D-003 utilizado en la experien-
cia fue obtenido en las Plantas de
Produccién de Productos Natura-
les, Centro Nacional de Investiga-
ciones Cientificas y corroborada sus
especificaciones de calidad por el
Departamento de Quimica del CPN.

Para su administracién, el D-003
se suspendi6 en un vehiculo goma
acacia-agua (10 mg/mL). La canti-
dad de producto a emplear para la
preparaciéon de las suspensiones fue
calculada considerando el valor me-
dio del peso corporal de cada grupo y
sexo, semanalmente durante las pri-
meras 13 semanas y mensualmente
el resto del periodo experimental. Las
suspensiones se prepararon sema-
nalmente, tomando en considera-
cién los resultados de un estudio de
su estabilidad y les fueron compro-
badas sus concentraciones median-
te andlisis cromatografico una vez al
mes por el departamento de Quimi-
ca Analitica del CPN. El D-003 se ad-
ministré por via oral, ya que esta es
la ruta propuesta para su uso tera-
péutico. Las suspensiones se admi-
nistraron mediante entubacién
géastrica (hasta 10 mI/kg), una vez
al dia (entre 8:30 y 10:30 a.m.) (5 d/
semana).

Los animales se distribuyeron
aleatoriamente en cuatro grupos ex-
perimentales (60 animales/sexo por
grupo): uno control tratado solo con
el vehiculo goma acacia-agua y tres
con D-003 (50,500 y 1500 mg - kg!-
d?). La dosis maxima se selecciond
teniendo en cuenta la maxima reco-
mendada para estos estudios cuan-
do no hay evidencias previas de
toxicidad de la sustancia bajo ensa-
y0.2830 Ademas, esta dosis es 300 ve-
ces superior que la efectiva minima
en roedores y lagomorfos (6 mg/kg)
y aproximadamente, 5 100 veces su-
perior a la dosis méaxima propuesta
hasta hoy para su uso en humanos
(20 mg/d; 0,29 mg/kg). Los resulta-

dos reportados en este informe co-
rresponden a los obtenidos tras la
administracién del tratamiento du-
rante los doce primeros meses.

Examenes realizados

Se realizé la necropsia a todos
los animales que murieron o se sa-
crificaron a través del estudio y se
evalué in situ la presencia de lesio-
nes macroscoépicas en érganos y ca-
vidades. Se tomaron muestras de
los primeros y de las lesiones obser-
vadas, las cuales fueron ademas,
medidas y descritas.

Medicion de indicadores fisicos

Peso corporal. Se realiz6 el con-
trol del peso corporal al inicio (peso
del animal el dia previo al comienzo
del tratamiento activo), semanal-
mente durante las primeras 13 sema-
nas y mensualmente a partir de la
semana 14 hasta el final de la expe-
riencia.

Consumo de alimentos. Se con-
trol6 el consumo de alimentos dos
veces a la semana durante las pri-
meras 13 semanas y una vez al mes
a partir de la 14.

Observaciones diarias. Los ani-
males se observaron diariamente en
tres momentos: en el horario de la
manana (8:30 a 11:00 a.m.), periodo
en que se realiz6 una inspeccién mi-
nuciosa de cada animal; entre las
2:00y 3:00 p.m.y las 5:00 y 6:00 p.m.
en que se enfatizé en el seguimien-
to de la condicién vital de cada ani-
mal. Estas observaciones perseguian
detectar cualquier signo clinico de
toxicidad, asi como la posible apari-
cién temprana de tumores palpables,
animales moribundos y(o) mortali-
dad.

Analisis histopatolégico

El protocolo de estudio estable-
ci6 que la eutanasia se practicara a
todos los animales que manifesta-
ran deterioro de salud notable. Para
su sacrificio, fueron anestesiados en
atmoésfera de éter y posteriormen-
te, desangrados

En este reporte, se incluyen las
observaciones macroscopicas de los
animales autopsiados durante el
primer ano de tratamiento y el diag-
nostico presuntivo por su palpacién
durante las observaciones diarias.
Por tal razén, de modo preliminar
se utilizé la denominacién de tumor
para los hallazgos macroscopicos y
la de tumor palpable para los ani-
males vivos con estas manifestacio-
nes. El momento de deteccién de
masas o tumores evidentes al tacto
fue la fecha consignada para la apa-

ricién del tumor. En todos los casos,
el resultado histopatolégico es el
que brindé el criterio definitivo de
clasificacion.

Evidencia temprana de carcino-
genicidad asociada al D-003

En este reporte, se considera
como evidencia temprana de car-
cinogenicidad relacionada con el
tratamiento el incremento significa-
tivo de la frecuencia de mortalidad
de tratados frente a controles, y(o)
el incremento significativo de la fre-
cuencia de tumores totales (por
sexo o en total) de tratados frente a
controles, tal como establecen los
lineamientos para este tipo de estu-
dio.*

Analisis estadistico

De acuerdo con lo establecido, la
esencia de este tipo de estudios es
el andlisis de supervivencia y de
aparicién de tumores. El andlisis de
supervivencia del estudio total se
hara segiin el modelo de regresiéon
de Cox y, de resultar positivo, se
analizard si el tratamiento influye
sobre la frecuencia de lesiones
neoplasicas mediante el mismo
estadigrafo. De acuerdo con los re-
sultados obtenidos hasta el pre-
sente, no resulta posible aplicar
este andlisis en el presente infor-
me.

El andlisis de las lesiones toma-
r4 en cuenta la incidencia total de
animales con tumores, la incidencia
total de tumores y el periodo de
latencia hasta la aparicién de tumo-
res (evaluado por el andlisis de su-
pervivencia).

Las variables categoéricas (fre-
cuencia de muerte, apariciéon de
signos y lesiones) se analizaran me-
diante al prueba de la Probabilidad
Exacta de Fisher. Las pruebas utili-
zadas seran de doble cola.

Un a = 0,05 serd asumido a
priori para la significacion estadis-
tica en todos los casos. Los resulta-
dos se procesaran de acuerdo con
los paquetes de programas Statisti-
ca para Windows y SAS (para el ana-
lisis de supervivencia).

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de la mortalidad

Durante el primer ano del estu-
dio ocurrieron cinco muertes: cua-
tro animales macho y una hembra.
La eutanasia solo se practicé en dos
casos en que los animales tenian le-
siones tumorales evidentes al tacto
y signos tales como pérdida de peso,
reduccién del consumo de alimen-
tos y deterioro general (Tabla 1).
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Tabla 1. Mortalidad ocurrida durante el primer afno de estudio.

Grupo Dosis Machos Hembras Total
(mg/kg)
Control 0 3/60 (5,0 %) 0/60 (0,0 %) 3/120 (2,5 %)
50 0/60 (0,0 %) 0/60 (0,0 %) 0/120 (0,0 %)
D-003 500 1/60 (3,3 %) 0/60 (0,0 %) 1/120 (0,8 %)

1500

0/60 (0,0 %)

1/60 (1,7%)  1/120 (0,8 %)

De las cuatro muertes ocurridas
en los machos, tres ocurrieron en
animales controles y la otra en un
animal tratado con 500 mg/kg,
mientras que la inica muerte ocu-
rrida en las hembras correspondio
a una hembra tratada con la mayor
dosis (1500 mg/kg).

Las muertes ocurrieron en ani-
males que presentaban tumores en
una etapa muy préxima al ano de
haberse iniciado el estudio, tiempo
en el cual comienzan a manifestar-
se espontadneamente la aparicién de
tumores benignos y malignos en
esta especie y linea.?-273!

El andlisis estadistico de mor-
talidad fue no significativo de acuer-
do conla prueba de las Proporciones
Exactas de Fisher. Debido a la baja
frecuencia de muertes y tumores no
pudo aplicarse el Modelo de Regre-
si6én de Cox. Los resultados mues-
tran una frecuencia de mortalidad
muy baja (< 3 %) para un estudio
crénico, lo que es una evidencia in-
directa de que las condiciones de
desarrollo del estudio han sido ade-
cuadas. Ademas, corroboran la baja
toxicidad del D-003 y muestran, que
aun después de un largo plazo de
tratamiento, no se producen muertes
que sean atribuibles al tratamiento.
Estos resultados son consistentes
con los obtenidos en estudios toxi-

colégicos previos en roedores y no
roedores.!™1?

Signos de toxicidad

Las observaciones diarias no re-
velaron signos de toxicidad, ya que
los hallazgos clinicos registrados
durante el estudio aparecieron en
algunos animales de ambos sexos y
de todos los grupos experimentales,
y se relacionaron con eventos aisla-
dos de lesiones por mordeduras y
con los tumores detectados en los
animales que murieron o se sacrifi-
caron antes del ano, asi como en al-
gunos animales que aln permane-
cen en estudio.

Peso corporal y consumo de ali-
mento

Se evidencié un mayor incre-
mento en los pesos corporales (ga-
nancia en peso) en los machos que
en las hembras (Tabla 2 y figuras 1
y 2), lo cual concuerda con lo repor-
tado por otros autores y en estudios
previos del propio grupo de trabajo
de los autores.??" La comparacién
estadistica de los pesos corporales
no mostro diferencias significativas
entre animales tratados y controles
en ninguno de los sexos.

Consistente con lo anteriormen-
te referido sobre la ganancia en
peso, el consumo de alimentos en

Tabla 2. Efectos del tratamiento crénico (1 afio) con D-003 sobre el peso corporal

de ratas SD.
Grupo Dosis Machos
(mg/kg) Inicial Final

Control 0 151,8 + 11,5 534,9 + 49,1
50 151,9 + 11,6 516,3 = 51,2
D-003 500 1519 + 114 5379 = 46,3
1500 151,8 = 11,2 529,6 = 43,7

Hembras
Control 0 138,8 = 8,9 330,7 = 30,3
50 138,8 = 8,8 326,6 = 35,9
D-003 500 138,8 + 8,7 327,1 = 30,5
1500 138,9 = 8,8 326,83 = 31,8

ambos sexos, fue similar en los ani-
males tratados y en los controles, si
bien el consumo en machos fue ma-
yor que en las hembras.

Analisis anatomo-patolégico

El nimero de animales con le-
siones tumorales que fueron deter-
minantes para su vida al ano de
tratamiento se puede clasificar
como bajo (5/480; 1,04 %), tres de los
cuales fueron controles, frecuencia
menor que la observada en estudios
precedentes, realizados también
con ratas SD del mismo suministra-
dor (CENPALAB) (Tabla 3).25%

Los principales hallazgos ma-
croscépicos se encontraron en ani-
males machos controles (3). Se de-
tectaron varias lesiones de impor-
tancia histopatolégica en un mismo
animal. Asi, en dos de ellos, se ob-
servl esplenomegalia. Uno de estos
controles presenté también un tu-
mor en la regién lateral de la cara y
el otro, dos tumores de piel y un
gran absceso adherido a un rinén.
En el tercer animal control, se ob-
servaron tres tumoraciones en los
ganglios linfaticos y un tumor en
tejido subcutaneo.

Los tumores detectados en los
animales tratados fueron uno en la
mandibula de un macho (500 mg/kg)
y un adenoma de hipéfisis en una
hembra (1 500 mg/kg).

Los resultados histopatolégicos
permitieron determinar la presen-
cia de lesiones tumorales malignas
en tres animales, mientras que dos
de ellos presentaron lesiones neo-
plasicas benignas (Tabla 3). Los tu-
mores malignos se presentaron en
tres machos: dos controles y uno
tratado con 500 mg/kg .

En dos de los animales con tu-
mores malignos, estos se localiza-
ron en la regién lateral de la cara,
lo que provocé afectaciones en el
consumo de alimentos de ambos.
La rata control con un tumor de tal
localizacién presentaba un heman-
giosarcoma, tumoracién en la re-
gi6n lateral izquierda de la cara y
que al estudio microscépico se ob-
servé como una tumoracién del te-
jido celular subcutaneo, de origen
vascular, constituida por una masa
s6lida con un patrén vascular con
células endoteliales pleomorficas,
formando canales que contenian
sangre. Este tipo de tumor malig-
no puede ocurrir en visceras y teji-
do celular subcutaneo de ratas.*

Por su parte, el tumor maligno
encontrado en el macho tratado
con 500 mg/kg que a la observa-
cién macroscopica presentaba una
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Fig. 2. Evolucion del peso corporal durante el primer ano de estudio. Ratas hembras.

Tabla 3. Hallazgos macroscépicos y microscépicos en los animales muertos en el primer ano de estudio.

Grupo Sexo Tipo Hallazgos
de muerte Macroscépicos Microscopicos
Control M Espontdnea Tumor en tejido subcutaneo. Infiltrado tumoral Linfoma linfocitico con infiltracién
hemorragico en intestino y tumores (3) en ganglios renal, higado, pancreas, pulmones,
linfaticos en la regién del cuello. musculo y bazo.
Control M Espontdnea Tumor en la region lateral de la cara, al corte se observa Hemangiosarcoma (TCS).
una masa carnosa blanquecina con areas rojizas, dura
al tacto. Esplenomegalia.
Control M Eutanasia Tumores (2) en la piel: al corte ambos presentaban Tumor benigno de foliculos pilosos
forma de lobulillos de color gris y consistencia dura. (tipo tricofoliculoma). Absceso
Gran absceso esférico en cavidad abdominal, adherido en cavidad abdominal.
al rinén, de bordes carnosos e internamente irregulares
con contenido seropurulento. Esplenomegalia.
500 M Eutanasia Formacién pétrea en lado derecho de la mandibula, Osteosarcoma de maxilar.
que afectaba las encias.
1500 Espontdnea Secreciones nasales y bucales sanguinolentas, Adenoma hemorragico

pulmones hemorragicos. Tumor grande en la hip6fisis.

de hipofisis.

tumoracién en el maxilar inferior,
el estudio microscépico reveld que
se trataba de un osteosarcoma en
el maxilar, con marcada formacién
de hueso y matriz osteoide. El
estroma pleomérfico mostréd
osteoblastos y células fusiformes
como se describe en este tipo de
tumor. Litinov y Soloviev,* plan-
tearon que el 6steosarcoma es un

tumor que raramente aparece de
manera espontanea en ratas, aun-
que Greaves y Faccini reportan
que lo han observado ocasional-
mente.?* En los resultados histéricos
del grupo de trabajo de los auto-
res se ha observado también de
manera ocasional.?®%

El otro animal que present6 tumo-
res malignos, murié con el abdomen

aumentado de tamano. Al hacer la
necropsia, se observé que presenta-
ba varias tumoraciones abdominales,
ademas de las que presentaba en
cuello con una evolucién de unos
20 d desde su deteccién hasta el mo-
mento de la muerte. En el estudio
microscépico se diagnosticé un
linfoma linfocitico. Este tipo de tu-
mor se puede observar de manera
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Tabla 4. Total de animales vivos con lesiones tumorales al término del primer ano de estudio.

Grupo Dosis Machos Hembras Total
(mg/kg)
Control 0 1/60 (1,7 %) 1/60 (1,7 %) 2/120 (1,7 %)
50 1/60 (1,7 %) 1/60 (1,7 %) 2/120 (1,7 %)
D-003 500 0/60 (0,0 %) 1/60 (1,7 %) 1/120 (0,8 %)
1500 0/60 (0,0 %) 1/60 (1,7 %) 1/120 (0,8 %)

espontanea en ratas. Las tumoracio-
nes observadas estaban constituidas
por linfocitos pequenos, redondos,
bien diferenciados y también, se
observé infiltracién linfoide en di-
versos érganos.

Las dos restantes lesiones
tumorales detectadas en el estudio
hasta el presente han sido benignas.
Asi, en la rata hembra tratada con
la dosis maxima, se observé una
tumoracién hemorragica de la
hipéfisis (adenoma). Este tipo de
tumor es comun en ratas, aparece
de forma espontanea. Consiste
fundamentalmente en prolifera-
cién celular de las células de la
adenohipoéfisis y muestra compre-
si6én y desplazamiento del tejido
normal que lo circunda. Este ade-
noma era muy vascular y contenia
muchos espacios llenos de sangre,
de ahi, su clasificacién como adeno-
ma hemorragico de hip6fisis.

El otro caso, correspondié a un
macho control, al que se le practi-
c6 eutanasia y que presentaba dos
tumoraciones de piel en la regién
dorsal izquierda, las cuales se ca-
racterizaron por una gran formacion
de foliculos pilosos de manera dis-
torsionada, con masas focales de
células y en algunas zonas con
acumulos de queratina, asi como
presencia de multiples quistes con
material de foliculos pilosos en su
interiorsiendo diagnosticados como
tumor benigno de foliculos pilosos
(tipo tricofoliculoma). A su vez,
esta rata mostré un gran absceso
en la cavidad abdominal. El peri-
toneo responde al dano de manera
similar al mesotelio del pericardio
y pleural,?? Una lesién mecéanica
del tracto gastrointestinal o la
inflamacién de algiin 6érgano abdo-
minal puede dar lugar a una infla-
macién en la cavidad abdominal
que pudiera llegar a dar origen a
un absceso. No obstante, no se
pudo detectar el punto de partida
que originé la formacién de dicho
absceso.

Al culminar el anno de tratamien-
to, la frecuencia de lesiones tumo-
rales presentes en animales que aun

continuaban en el estudio resulté
baja y consistente con esta especie y
linea, de acuerdo con los resultados
de otros autores y de los propios re-
portes histéricos (Tabla 4).2>2731 Se de-
tectaron lesiones de tipo tumoral en
otros seis animales: cuatro hembras
y dos machos que continuaban en la
experiencia. En tres de las hembras
se observaron lesiones tumorales en
mama, las que correspondieron a con-
troles y tratados con 500 y 1 500 mg
/kg, respectivamente. Ademas, en la
tratada con 1 500 mg/kg y en otra
tratada con 50 mg/kg, se observaron
lesiones tumorales en el cuello. Por
su parte, los dos machos con tumo-
res fueron un control que presentd
un tumor de mama y un tratado con
50 mg/kg que presentd una lesién
tumoral en cuello.

CONCLUSIONES

Los resultados correspondientes
al primer ano de tratamiento oral
con D-003 (50a 1500 mg -kg'-dYa
ratas SD confirman que este pro-
ducto no resulta téxico y muestran
que hasta ese momento no disminu-
ye el tiempo de aparicién de tumo-
res ni aumenta su frecuencia de
apariciénen ratas SD.
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