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RESUMEN.  El D-004 es un extracto lipídico obtenido del fruto de la palma real 
(Roystonea regia) que consiste en una mezcla reproducible de ácidos grasos y esteres, 
en la cual el ácido oleico, el láurico y el palmítico son los más abundantes. Los resultados 
obtenidos han mostrado que en los modelos experimentales el D-004 presenta una efi-
cacia similar, o ligeramente superior, a los extractos de Saw palmetto en el tratamiento 
de la Hiperplasia Prostática Benigna. En este trabajo se investigó el efecto genotóxico 
de la administración oral in vivo del D-004 en ratones NMRI adultos jóvenes de am-
bos sexos mediante la aplicación de la electroforesis alcalina de células individuales. 
Se conformaron cuatro grupos experimentales de cuatro ratones, cada uno de ambos 
sexos, los cuales se trataron con vehículo o D-004 (500, 1 000 y 2 000 mg/kg) por 14 
días. Al finalizar el tratamiento, los leucocitos de los ratones de los diferentes grupos 
fueron embebidos en agarosa, lisados, sometidos a electroforesis y teñidos con nitrato 
de plata para analizar la ruptura de cadena (RC) y sitios lábiles al alcali (SLA) en el 
ADN. En correspondencia con otros estudios genotoxicológicos del producto, atendi-
endo a la ausencia de genotoxicidad reportada para el mismo en los ensayos de Ames 
y micronúcleos en médula ósea de ratones, los resultados obtenidos en este ensayo no 
evidenciaron la inducción de RC y SLA.

ABSTRACT.  The D-004 is a lipidic extract obtained from the Cuban royal palm 
(Roystonea regia) fruits, consisting of reproducible mixture of fatty acids and esters, 
where the oleic, the lauric and palmitic acids are the main compounds. D-004 show 
similar and sometimes lightly better effectiveness than Saw palmetto in the treatment 
of the Benign Prostatic Hyperplasia (BPH) induced by testosterone in rodents. In this 
work we determine the genotoxic effects of D-004 using the single cell electropho-
resis (Comet) assay in leukocytes of NMRI mice from both sexes. The animals were 
randomly arranged into fourth groups (4 mice each) and orally treated with D-004 
at 500, 1 000 and 2 000 mg/kg or vehicle during 14 days. At the end of the treatment 
samples of leukocytes were collected and imbibed in agarose, lised, exposed to elec-
trophoresis and stain with silver nitrate in order to analyze the induction of strand 
breaks (SB) or alkali-labile sites on DNA. No single induction of SB plus ALS on 
DNA was observed as a consequence of the administration of the D-004 to the NMRI 
mice, neither evidences of treatment-related toxicity was detected. The results agreed 
with the other genotoxicologic studies performed (The Ames test and bone marrow 
micronucleus assays) and provided us with new evidences of the innocuousness of 
the D-004 as a genotoxic agent.

INTRODUCCION

La hiperplasia prostática benigna 
(HPB) consiste en un alargamiento 
no maligno de la próstata, y se mani-
fiesta en más de un 50 % de los hom-
bres por encima de los 50 años.1,2 

Este padecimiento es, al parecer, 
más común en la raza negra que 
blanca, aunque algunas evidencias 
sugieren que la presencia de ante-
cedentes familiares de HPB incre-
mentan su riesgo.3 La génesis de la 
HPB depende de dos factores: los 
andrógenos testiculares y el proceso 
de envejecimiento. El andrógeno 
más importante de la próstata es la 
dihidrotetosterona (DHT). Al enve-
jecer, el nivel de DHT en los machos 
permanece mayormente constante, 
aunque los niveles de tetosterona (T) 
en el plasma disminuyen. La DHT 
se forma por la reducción de la T por 
la enzima 5α-reductasa, la cual tiene 
dos isoenzimas. La 5α-reductasa 
tipo 2 es predominante en el tejido 
genital y en la próstata.4

Para el tratamiento farmacológi-
co de la HPB existen diversas op-
ciones, entre las que se incluyen: 1) 
los inhibidores de la enzima 5α-re-
ductasa (finasteride y dutasteride), 
2) los antagonistas α1-adrenérgicos 
(doxazosin, terazosin, tamulosin y 
alfuzosin), y 3) la combinación de 
un inhibidor de la 5α-reductasa y un 
antagonista α1-adrenérgico.5

El Saw palmetto  (Serenoa 
repens) es una planta oriunda de re-
giones del sureste de Norteamérica, 
perteneciente a la familia de las 
palmáceas. El extracto de Serenoa 
repens es un popular agente fitotera-
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péutico comúnmente empleado en el 
tratamiento de los síntomas urológicos 
asociados a la HPB, y ha sido aprobado 
por la Administración de Alimentos 
y Medicamentos de los Estados Uni-
dos de América (FDA).6,7 Aunque su 
mecanismo de acción se desconoce, 
este agente es bien aceptado por su 
fácil disponibilidad y buena tolerabili-
dad. La eficacia del Saw palmetto es 
comparable con el finasteride y con los 
antagonistas  α1-adrenérgicos.8

Los extractos lipidícos de Serenoa 
repens han mostrado efectos tóxicos 
muy bajos en estudios de toxicidad 
aguda, subaguda y crónicos desarro-
llados en ratas y ratones.9 La determi-
nación de aberraciones cromosómicas 
en médula ósea de ratón y mutaciones 
puntuales en el ADN en Salmonella 
typhimurium, con y sin activación me-
tabólica (test de AMES), no revelaron 
signos de genotoxicidad atribuibles al 
Saw palmetto.9,10

En la flora cubana se cuenta con 
diferentes especies pertenecientes 
a esta familia de palmáceas, como 
la palma real (Roystonea regia), 
planta endémica y de abundantes 
poblaciones.

El D-004 es un extracto lipídico 
obtenido del fruto de la palma real 
que consiste en una mezcla repro-
ducible de ácidos grasos, en la cual el 
ácido oleico, el láurico y el palmítico 
son los más abundantes (Datos de 
archivo: Departamento de Química, 
Centro de Productos Naturales).

El tratamiento oral con D-004 
inhibe significativamente la HPB 
inducida por T, no por DHT, en 
roedores, lo que ha hecho suponer 
que su acción se deba, al menos 
parcialmente, a la inhibición de la 
5α-reductasa prostática.11

Los resultados obtenidos han 
mostrado que, en modelos experimen-
tales, el D-004 presenta una eficacia 
similar o ligeramente superior a los 
extractos de Saw palmetto, lo que hace 
concebir el uso potencial del D-004 en 
el tratamiento de la HPB.11,12

El D-004 posee acción antioxi-
dante in vivo. Dosis repetidas de 400 
mg/kg de D-004 inhiben los procesos 
oxidativos inducidos por la ovarecto-
mización en ratas. Esto se ha eviden-
ciado por el incremento significativo 
de la capacidad antioxidante total 
del plasma, la disminución signifi-
cativa de las concentraciones de 
malondialdehido (MDA) en plasma, 
y la disminución de la susceptibili-
dad de preparaciones de membrana 
provenientes de hígado y cerebro a 
la peroxidación lipídica.13

Las evaluaciones toxicológicas 
agudas realizadas en ratas Wistar 

machos y conejos F1 de ambos 
sexos, por vía oral, revelaron una 
toxicidad muy baja. En ambos 
estudios, al igual que en otro en el 
que se empleó la vía intraperitoneal 
en ratas Sprague-Dawley (SD) de 
ambos sexos, el tratamiento con 
D-004 no indujo mortalidad, utili-
zando (2g/kg) como dosis máxima 
recomendada para estos modelos. 
Estos resultados fueron corrobora-
dos en el estudio toxicológico agudo 
oral empleando el método de las 
clases en ratas SD de ambos sexos. 
El mismo permitió evidenciar que 
el D-004 presenta una toxicidad 
intrínseca baja, ya que la dosis de 
2 000 mg/kg no indujo muerte ni 
signos indicativos de toxicidad en 
ninguno de los sexos, por lo que su 
toxicidad se puede declarar como 
no clasificable según este método 
(Datos de archivo: Departamento 
de Toxicología, Centro de Produc-
tos Naturales).

En la evaluación de dosis repeti-
das de D-004 por vía oral durante 
90 días (500, 1 000 y 2 000 mg/kg), y 
en la realizada durante 6 meses (500, 
750 y 1 000 mg/kg) en ratas SD de am-
bos sexos, no se encontró toxicidad 
atribuible al tratamiento en ninguno 
de los niveles de dosis empleados, al 
no presentarse afectaciones del peso 
corporal en los indicadores bioquími-
cos y hematológicos estudiados en 
ninguno de los sexos. Los hechos 
anteriores están en concordancia 
con lo reflejado en los estudios his-
topatológicos, al no detectarse daño 
en tejidos u órganos.14

Como todo producto en desarrollo, 
resulta necesario investigar la geno-
toxicidad potencial de esta sustancia, 
ya que pese a su relativa similitud 
con los extractos de Saw palmetto, 
presenta diferencias que la distinguen 
como una nueva sustancia. 

Teniendo en cuenta los resulta-
dos promisorios revelados por los 
estudios farmacológicos del D-004, se 
hace necesario continuar su estudio 
genotoxicológico preclínico a través 
de la inducción de rupturas de simple 
cadena y la formación de sitios lábiles 
al álcalis en el ADN, asociado al in-
cremento de especies reactivas del 
oxígeno u otros compuestos capaces 
de inducir este tipo de daño al ADN 
en leucocitos de sangre periférica.

El objetivo del presente trabajo 
consiste en investigar el posible efec-
to genotóxico de la administración 
oral in vivo del D-004 en ratones 
NMRI, adultos jóvenes y de ambos 
sexos, mediante la aplicación de la 
electroforesis alcalina de células 
individuales (Ensayo Cometa). 

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratones NMRI 
adultos jóvenes (4-6 semanas) de 
ambos sexos, (25-30 g de peso), 
procedentes del Centro de Produc-
ción de Animales de Laboratorio 
(CENPALAB, Habana, Cuba). Los 
animales fueron adaptados du-
rante siete días a las condiciones 
del laboratorio. La temperatura se 
mantuvo en 25 ± 2 °C, la humedad 
entre el 55-60 % y la iluminación 
en ciclos de 12 h. El alimento que 
se les suministró fue pienso están-
dar para roedores preparado en el 
CENPALAB.

Toda la manipulación de los 
animales se realizó de acuerdo con 
los principios éticos para el uso de 
los animales de laboratorio, y los 
Procedimientos Normalizados de 
Trabajo establecidos en el Centro de 
Productos Naturales.

Administración y dosificación

Después de corroborar sus especi-
ficaciones de calidad, el D-004 utiliza-
do fue suministrado por el Departa-
mento de Química Farmacéutica del 
Centro de Productos Naturales. La 
sustancia fue administrada en forma 
de emulsión, usando como agente 
vehículo Tween 60/agua (2 %).

Las emulsiones se prepararon 
diariamente dos horas antes de la 
administración. Se realizaron los 
ajustes de las dosis según el incre-
mento del peso corporal semanal 
por grupos de experimentación. 
Las mismas se verificaron a través 
del análisis cromatográfico llevado 
a cabo por el Departamento de 
Química del Centro de Productos 
Naturales.

Para este estudio se fijaron las 
dosis de 500, 1 000 y 2 000 mg/kg 
de D-004. Esto se debe a que la 
dosis de 400 mg/kg ha mostrado 
efectividad en diferentes modelos 
de HPB en roedores11,12 así como 
en la evaluación de su acción inhi-
bidora de los procesos oxidativos 
inducidos por la ovarectomía en 
ratas.13 Además, los resultados de 
los estudios toxicológicos agudos 
y subcrónicos en roedores, donde 
la dosis máxima empleada fue de 
2 000 mg/kg, no evidenciaron mor-
talidad ni signos indicativos de 
toxicidad asociada al D-004.16

Los animales fueron distribuidos 
aleatoriamente (4 ratones/grupo/sexo, 
véanse referencias al respecto)15-17 y 
se les administró D-004 por vía oral, 
mediante entubación gástrica a volu-
men constante (5 mL/kg), durante 
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cinco días/semana en horas de la 
mañana, en un periodo de 14 días. 
A los animales control se les sumin-
istró el vehículo a igual volumen de 
administración con respecto a los 
grupos de tratamiento con D-004.

Toma de muestras

Al concluir  e l  período de 
tratamiento, los animales fueron 
anestesiados bajo atmósfera de éter 
hasta la pérdida de los reflejos. Lue-
go, se extrajo una gota de sangre de 
la cola (equivalente a 20 µL) con una 
pipeta automática para verterla en 
un vial previamente heparinizado 
(10 µL), manipulando las muestras 
a 4 °C. El muestreo se realizó bajo 
luz atenuada para evitar daño adi-
cional en el ADN. Posteriormente, 
los animales fueron sacrificados por 
dislocación cervical.

Electroforesis alcalina de células 
individuales

Las muestras (20 µL) fueron 
suspendidas en 150 µL de agarosa 
de bajo punto de fusión (0,5 %), y 
se añadieron láminas previamente 
preparadas con agarosa. Posterior-
mente, las láminas fueron sumer-
gidas en solución de lisis (NaCl 2,5 
M, EDTA 100 mM y Tris 10 mM, 1 % 
Tritón, 10 % DMSO, pH 10) por 1 h a 
4 ºC y sometidas a 20 min de desen-
rrollamiento en solución reguladora 
de electroforesis (3 % NaOH 10 N, 
0,5 % EDTA 200 mM, pH > 13). La 
electroforesis se realizó a 300 mA y 

1 V/cm durante 20 min. Las láminas 
fueron lavadas con solución regula-
dora de neutralización (Tris 0,4 M, 
pH 7,5) y aclaradas con agua desti-
lada. La tinción se realizó con nitrato 
de plata al 0,05 % y los nucleoides así 
teñidos fueron evaluados empleando 
un microscopio de transmisión de 
luz (OLYMPUS BH2).18

Análisis visual

Fueron analizadas 200 células 
(leucocitos) por animal (100 leu-
cocitos por gel). Se cuantificaron 100 
cometas en el centro del gel. Cada 
cometa fue clasificado acorde a la 
categoría correspondiente entre 0 y 
4, según el grado de daño al ADN,19 
desde células con ausencia de co-
meta (tipo 0, células no dañadas) 
hasta células con cometas (tipo 4, 
células totalmente dañadas). Los 
cometas tipo 1 son representativos 
de células con mínima frecuencia 
detectable de lesiones en el ADN, 
mientras que los cometas de tipo 2 
y 3 son representativos de células 
con un daño moderadamente bajo 
a una frecuencia moderadamente 
alta de lesiones en el ADN respec-
tivamente.20

La magnitud del daño en el ADN 
fue expresado en unidades arbi-
trarias (UA) de acuerdo al sistema 
propuesto por Collins,19 con valores 
posibles en un rango de 0 hasta 400 
de tal forma que el numero de co-
metas observados fue multiplicado 
por la clasificación de los mismos (0 

4

i= 0 

a 4) y los valores obtenidos fueron 
sumados en cada gel.21

El procedimiento para el cálculo 
de (UA) puede ser resumido en la 
siguiente ecuación:

AU = ∑
 

i · TCG (i)

Donde TCG (i) es el total de 
células clasificadas con grado   de 
daño al ADN.

Análisis estadístico

Las comparaciones entre todos 
los grupos para el análisis de los 
pesos se realizó empleando el test 
ANOVA, mientras que para analizar 
parámetros del ensayo cometa (UA 
y los diferentes niveles de daño) se 
utilizó la prueba U de Mann-Whitney. 
Se estableció a priori un nivel de 
significación α=0,05. Los análisis se 
hicieron usando el paquete de pro-
gramas StatSoft para Windows.22

RESULTADOS Y DISCUSION

En los animales controles y en los 
tratados con D-004 a 500, 1 000 y 2 000 
mg/kg como dosis máxima, se evaluó 
el daño en los leucocitos de sangre 
periférica producto de la formación 
de rupturas de simple cadena (RC) 
y de sitios lábiles al álcali (SLA) en 
el ADN. El porcentaje de nucleoides 
no dañados (nivel 0) encontrado en 
los grupos controles no difiere con 
respecto al detectado en los animales 
tratados con D-004 (Tabla 1). De igual 
modo, la distribución en los distintos 

Tabla 1.  Efecto de la administración oral del D-004 durante el estudio Cometa en ratones NMRI de ambos sexos sobre la induc-
ción de daño al ADN de leucocitos de sangre periférica.

Grupos
(mg/kg) Sexo

Unidades
Arbitrarias Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

(% Nucleoides)

Control

500

1 000

2 000

H

M   

   
H

M

H

M

H

M

69,75 ± 18,14

   59,50  ±  6,81

   66,75  ± 11,44

    71,50 ± 9,40

    62,75 ± 9,21

    67,50 ± 6,61

    73,50 ± 9,47

    70,50 ± 9,47

37,50 ± 10,02

 48,00  ±  2,31

  42,75 ± 8,3

  36,50 ± 6,61

  47,25 ± 8,92

  41,25 ± 9,07

  38,00 ± 9,20

  38,50 ± 10,47

56,50  ± 6,45

   46,25 ± 3,86

   49,00 ± 7,62

   57,00 ± 6,98

  44,00  ± 10,90

   52,75 ± 12,42

   52,75 ± 11,44

   54,50 ± 9,88

5,00 ± 8,04

4,00 ± 3,27

7,00 ± 3,27

5,00 ± 3,16

7,50 ± 3,51

3,50 ± 4,36

7,25 ± 4,99

5,00 ± 2,94

0,75 ±  0,96

1,75 ±  1,01

 1,25 ± 0,96

1,50 ±  2,38

1,25 ±  0,96

2,25 ±  1,89

1,75 ±  2,06

 2,00 ± 2,16

0,25 ± 0,50

0,00 ± 0,00

0,00 ± 0,00

  0,00 ±  0,00

 0,00 ±  0,00

 0,25  ± 0,50

0,25 ± 0,50

0,00 ± 0,00
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niveles de daño (nivel 1-4) obtenida 
para los grupos controles tampoco 
difiere con respecto a los tratados con 
500, 1 000 y 2 000 mg/kg de D-004. 

El análisis del daño observado, 
expresado mediante las UA, que brin-
da una información integral del daño 
inducido al ADN, tampoco evidencia 
diferencias de relevancia estadística o 
biológica entre los grupos tratados y el 
control en ninguno de los sexos.

Teniendo en cuenta que la induc-
ción de rupturas de simple cadena y la 
formación de sitios lábiles al álcali en 
el ADN están asociados al incremento 
de especies reactivas del oxígeno, los 
resultados sugieren que el D-004 no 
induce la producción de radicales 
libres, ni modifica negativamente el 
balance pro-oxidante en leucocitos de 
sangre periférica. 

Aunque los resultados del pre-
sente estudio no evidencian una 
acción protectora del D-004 al ADN, 
sustentan en parte los resultados 
de investigaciones anteriores que 
mostraron los efectos inhibitorios del 
D-004 sobre la peroxidación lipídica 
tras su adición in vitro ó su adminis-
tración oral a ratas, en modelos donde 
se evaluó la capacidad del D-004 sobre 
un daño oxidativo inducido. Así, el 
D-004 inhibió la peroxidación lipídica 
in vitro de fracciones microsomales de 
hígado y cerebros de ratas inducidas 
por diferentes agentes oxidantes, y su 
administración oral a ratas (400 mg/
kg) inhibió los procesos oxidativos 
inducidos por la ovarectomización.13

Por otra parte, estos resultados 
están en correspondencia con los 
obtenidos en otros estudios genotoxi-
cológicos como el Test de Ames, con 
y sin activación metabólica, donde 
el tratamiento con D-004 no fue cit-
otóxico ni mutagénico en ninguna 
de las cepas estudiadas.23 Además, la 
evaluación del potencial citotóxico, 
clastogénico y genotóxico del D-004 
in vivo empleando el ensayo de 
micronúcleos en médula ósea de 
roedores, en los cuales se empleo 
la dosis máxima para este tipo de 
estudios (2 000 g/kg), también ha 
arrojado resultados negativos.24 Se 
han encontrado hallazgos similares en 
extractos de plantas como la Gryllus 
bimaculatus y semillas de Hydnocar-
pus laurifolia, ricas en ácidos grasos 
encontrados en el D-004.25,26

CONCLUSIONES

El tratamiento oral de D-004 a 
dosis de hasta 2 000 mg/kg no induce 
rupturas de simple cadena y/o la for-
mación de sitios lábiles al álcali en el 
ADN, por lo que no se comporta como 
un agente genotóxico en este modelo. 

Estos resultados negativos están en 
correspondencia con los obtenidos en 
otros estudios genotoxicológicos, como 
el ensayo de Ames y el de micronúcleos 
en médula ósea de roedores, lo cual 
incrementa la evidencia de la ausencia 
de genotoxicidad del D-004.
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