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RESUMEN. E1 D-003 es una mezcla de acidos grasos alifaticos superiores purificada de la cera de cana de aztucar (Saccharum
officinarum L.) con efecto hipolipemiante y antiagregante plaquetario, que disminuye las concentraciones plasmaticas
de tromboxano B, y aumenta las de prostaciclina, 1o que indirectamente sugiere que el D-003 ejerce un efecto beneficioso
sobre el endotelio vascular. Teniendo en cuenta que el niimero de células endoteliales circulantes en plasma (endotelemia)
refleja indirectamente el dano endotelial, el objetivo de este estudio fue investigar el efecto del D-003 (5 a 200 mg/kg)
sobre la endotelemia en ratas a las que se les indujo dano endotelial con citrato de sodio. Los animales se distribuyeron
aleatoriamente en seis grupos: un control negativo, tratado solo con el vehiculo y cinco grupos inyectados con citrato
de sodio: uno tratado con el vehiculo (control positivo) y cuatro con D-003 (5, 25, 100 y 200 mg/kg, respectivamente). Los
tratamientos (vehiculo o D-003) se les administraran dosis Ginicas orales mediante entubacién géstrica. La inyeccién de
citrato de sodio incremento significativamente el conteo de células endoteliales circulantes en plasma respecto al control
negativo, mientras que el tratamiento con D-003 (5, 25, 100 y 200 mg/kg) disminuyé significativamente (p < 0,05) y de
manera dosis dependiente estos valores en un 23,6; 35,4; 53,3 y 57,1 %, respectivamente. Estos resultados aportan nuevas
evidencias de la accién protectora del D-003 sobre el endotelio vascular.

ABSTRACT. D-003 is a mixture of higher aliphatic fatty acids purified from the sugarcane wax (Saccharum officinarum L.)
with cholesterol-lowering and antiplatelet effects that reduces the concentration of thromboxane B, and increases those
of prostacyclin in plasma, which indirectly suggests that D-003 produces a beneficial effect on the vascular endothelium.
Taking into account that the number of plasma circulating endothelial cells (endothelemia) indirectly reflects the endothelial
damage, the aim of this study was to investigate the effect of D-003 (5 - 200 mg/kg) on the endothelemia in rats with sodium
citrate-induced endothelial damage. Animals were randomly distributed into six groups: a negative control, treated only
with the vehicle, and five groups injected with sodium citrate: one treated with the vehicle (positive control) and four
with D-003 (5, 25, 100 and 200 mg/kg, respectively). Treatments (vehicle or D-003) were administered as oral single doses
through gastric gavage. Sodium citrate injection increased significantly (p < 0,05) the circulating endothelial cells count
compared with the negative control, whereas the treatment with D-003 (5, 25, 100 and 200 mg/kg) decreased significantly
(p < 0.05) and dose-dependently these values by 23.6, 35.4, 53.3 and 57,1 %, respectively. These results provide new evi-
dences of the protective effects of D-003 on the vascular endothelium.

INTRODUCCION

El endotelio ha sido reconocido como el principal
regulador de la hemostasis vascular por su contribu-
cién en la regulacién fisiolégica del tono de los vasos
sanguineos. Esto se debe a la presencia de las células
endoteliales (CE), que se encuentran estratégicamente
ubicadas separando las células sanguineas y la muscula-
turalisa vascular.! Las CE liberan sustancias vasoactivas
que causan contracciéon o relajacién, trombogénesis o
fibrinolisis, activacién o inhibicién de las plaquetas. Por
tanto, la integridad funcional del endotelio es esencial
para el mantenimiento del flujo sanguineo y la capacidad
antitrombética. La disfuncién endotelial da lugar a la
pérdida del equilibrio entre la capacidad de inducir la

relajacién y la contraccién vascular, lo cual representa
la base del desarrollo de la enfermedad aterosclerética.?
En tal sentido, existen multiples factores que propician
el dano endotelial, tales como la hipertensién arterial
(HTA), hipercolesterolemia (HC), la diabetes, el taba-
quismo, el estrés por friccién (shear-stress), entre otros,
que propician el desarrollo de la disfuncién arterial y
sus consecuencias, tales como la aterosclerosis, proceso
comun subyacente de las enfermedades arteriales coro-
narias, cerebrales y periféricas.'?

Ademas de los métodos que directamente evalian
la funcién endotelial,®® existen indicadores indirectos
facilmente medibles que permiten evaluar el deterioro
del endotelio vascular. El nivel de las carcasas de las
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CE descamadas presentes en la circulaciéon sanguinea
(endotelemia) se reconoce como indicador indirecto del
dano del endotelio vascular.? Entre los modelos experi-
mentales utilizados con este fin, ha sido descrito que la
administracion de citrato de sodio in vivo produce dano
endotelial y descamacién del endotelio, de modo que las
células endoteliales asi liberadas (células endoteliales
circulantes) se cuantifican como indicador del dano.?

El D-003 es una mezcla de acidos grasos alifaticos
superiores purificada de la cera de cana de azucar (Sac-
charum officinarum L.) cuyo principal componente es el
acido octacosanoico (C,, 35,4 %), y que también contiene
los &cidos: tetracosanoico (C,,, 0,5 %), pentacosanoico (C
0,6 %), hexacosanoico (C,, 2,8 %), heptacosanoico (C
2,6 %), nonacosanoico (C,,, 1,6 %), triacontanoico (C
17,2 %), hentriacontanoico (C,,, 1,0 %), dotriacontanoico
(C,,, 7,9 %), tritiacontanoico (C,;, 1,0 %), tetratriacon-
tanoico (C,,, 8,8 %), pentatriacontanoico (C,;, 0,4 %) y
hexacotriacontanoico (C,;, 2,8 %).10

El1 D-003 posee efectos hipolipemiantes demostrados
en estudios experimentales,'''? y clinicos,'* caracte-
rizados por una reduccién de las concentraciones de
colesterol asociado a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL-C) y del colesterol total (CT) y un aumento de las
de colesterol asociado a las lipoproteinas de alta densidad
(HDL-C), sin modificar los triglicéridos. La accién reduc-
tora del colesterol del D-003 es asociada a una inhibicién
de la sintesis de colesterol, mediante la regulaciéon de la
actividad de la enzima HMGCoA reductasa.'”

Por otra parte, evidencias experimentales'®y clini-
cas?»sustentan los efectos como antiagregante plaque-
tario del D-003, que se relacionan con la reduccion de las
concentraciones plasmaticas de tromboxano B, (TxB,,
metabolito estable del TxAzy agente vasoconstrictor libe-
rado por las plaquetas y el endotelio vascular), y el au-
mento marcado de las concentraciones de prostaciclina
(Pgl,, agente vasodilatador liberado por el endotelio).!**!

Todos estos antecedentes indirectamente sugieren un
efecto beneficioso del D-003 sobre el endotelio vascular,
que fue demostrado en especies no roedoras. El D-003
redujo el numero de células endoteliales circulantes
(CEC) en plasma de perros y conejos.? No obstante,
dado que la rata es la especie en que se ha sustentado el
modelo del dano endotelial por citrato de sodio’y en la
cual se han desarrollado los estudios de los efectos como
antiagregante plaquetario del D-003, resulta importante
obtener evidencias de su efecto protector sobre el endo-
telio en esta especie, por lo cual el objetivo del presente
trabajo consistié en investigar el efecto del D-003 sobre
las concentraciones de CEC en plasma de ratas después
de un dano endotelial inducido por citrato de sodio.

MATERIALES Y METODOS
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Animales

Se utilizaron 48 ratas Sprague Dawley machos adultas
jévenes (160 + 20) g, adquiridas en el Centro Nacional para
la Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB,
Cuba) que se adaptaron durante 14 d a las condiciones
del laboratorio, temperatura (25 + 2) °C, humedad entre
el 55 y 60 % e iluminacién en ciclos de 12 h . El alimento
que se les suministroé fue pienso estandar para roedores
preparado en el CENPALAB. Los animales tuvieron libre
acceso al agua y al alimento durante toda la experiencia.

Toda la manipulaciéon de los animales se realiz6 de
acuerdo con los principios éticos para el uso de los anima-
les de laboratorio y los lineamientos de Buenas Practicas
de Laboratorio de la Republica de Cuba.®

Administracion y dosificacion

El D-003 fue suministrado por el Departamento
de Quimica Farmacéutica del Centro de Productos
Naturales (Ciudad de La Habana, Cuba)* y se utilizd
tras corroborar sus especificaciones de calidad. Para su
administracién, el D-003 se suspendi6é en un vehiculo
tween 20 al 2 % en H,O destilada.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en
seis grupos (8 animales/grupo): un control negativo,
tratado solo con el vehiculo y cinco grupos inyectados
con citrato de sodio: uno tratado con el vehiculo (con-
trol positivo) y cuatro con D-003 (5, 25, 100 y 200 mg/kg,
respectivamente). Los tratamientos (vehiculo o D-003)
se administraron como dosis Unicas orales mediante
entubacion géstrica (1 mL/kg).

Induccion experimental del dano endotelial

A las dos horas de administrado el D-003, las ratas
recibieron una inyeccién de citrato de sodio (1,5 %, 2 mL)
por la vena peneana. Transcurridos cinco minutos, se
extrajo sangre de la vena cava abdominal y se realizé la
cuantificacion de CEC en plasma.®?’

Cuantificacion de células endoteliales

La cuantificacién de las carcasas de las CEC en plas-
ma se realiz6 segun la técnica descrita por Hladovec y
Rossman,?” para lo cual se les extrajeron muestras de
sangre de la vena cava abdominal. A la sangre se le ahadio
citrato de sodio al 3,8 % en relacién 1: 9 (v/v), se centrifugd
a 395 g durante 20 min a 4 °C, con lo que se obtuvo plasma
rico en plaquetas (PRP). A una alicuota de 1 mL de PRP
se le anadieron 0,2 mL de ADP en una concentracion de
1 mg/mL . La mezcla se agit6 mecéanicamente durante
20 min en posicién horizontal y se centrifugd a 295 g du-
rante 20 min a 4 °C con el objetivo de que sedimentaran
las plaquetas agregadas. El sobrenadante asi obtenido, se
centrifugd nuevamente a 2 100 g durante 20 min a 4 °C
para garantizar la precipitacién de las CEC. Se desecho
el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 0,1
mL de disolucién salina. Esta suspensién fue el punto
de partida para el conteo de CEC.

Los conteos celulares se realizaron en la camara de
Fuchs Rosenthal en un microscopio Olympus BH2 (40x)
y los resultados se expresaron como el valor promedio
de cuatro conteos.

Analisis estadistico

Las comparaciones entre grupos se realizaron con la
prueba de la U de Mann Whitney. Un a = 0,05 fue asu-
mido a priori para la significacion estadistica.

El analisis de la relacion dosis efecto se realizé utili-
zando la prueba de regresioén lineal.

Todo el analisis estadistico se realizé utilizando el
paquete de programas Statistica V. 6.

RESULTADOS

La inyeccioén de citrato de sodio increment6 signifi-
cativamente la endotelemia respecto al control negativo
(Tabla 1). El tratamiento con D-003 (5, 25, 100 y 200 mg/kg)
la disminuy9 significativamente (p < 0,05) y de manera
dosis dependiente (R = 0,980 7) en un 23,6; 35,4; 53,3 y
57,1 %, respectivamente.

Discusion
El presente estudio demuestra que el tratamiento
oral con dosis Ginicas de D-003 reduce de manera dosis

dependiente el aumento de la endotelemia inducido por
la inyeccién de citrato de sodio. El hecho de que esta
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inyeccién haya aumentado significativamente la canti-
dad de CEC con respecto al control negativo sustenta la
validez del modelo en las condiciones experimentales
empleadas en este trabajo y que los efectos del D-003
aquireferidos sean realmente atribuibles al tratamiento.

Estos resultados son consistentes con referencias pre-
vias de los efectos del D-003 sobre la hiperplasia intimal
inducida en conejos,?® ya que la disfuncién endotelial es
precisamente la etapa inicial del desarrollo del proceso
aterosclerético,'® y con resultados en especies no roe-
doras que mostraron que el D-003 reducia la cantidad
de CEC en perros y conejos,??%2% sin que tal reduccion
resultara dependiente de las dosis.

El hecho de que en el presente estudio el efecto
encontrado sea dosis dependiente refuerza que sea
atribuible al tratamiento, a diferencia de los estudios
previos, lo cual puede deberse quizas a diferencias entre
los disenos experimentales empleados o simplemente a
diferencias entre especies.

El presente estudio no tuvo como objetivo dilucidar
los posibles mecanismos subyacentes en este efecto, ni
aporta elementos en este sentido. No obstante, tenien-
do en cuenta que el presente estudio solo investigé los
efectos de la administracién aguda de D-003 y que los
otros efectos de esta sustancia, demostrados con similar
esquema de dosificacién, se relacionan con su accién
antiagregante plaquetaria y con el aumento de las con-
centraciones de prostaciclina y la reduccién de las con-
centraciones de TxA, y del cociente TxA, /prostaciclina, lo
que tedéricamente produce una accién beneficiosa sobre
el endotelio, es plausible concebir que ello constituya la
base fisiolégica de este efecto, ya que ha sido descrito
que inhibidores de la sintesis del TxA, (levamisol)*® y
antagonistas del TxA, (lobenzarit)*#? disminuyen la
cantidad de CEC.

CONCLUSIONES

El tratamiento con dosis orales unicas de D-003
(5 a 200 mg/kg) disminuye significativamente la en-
dotelemia en ratas con dano endotelial inducido por
citrato de sodio de modo dependiente de las dosis, lo
que aporta nuevas evidencias de la accién protectora
del D-003 sobre el endotelio vascular.
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