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RESUMEN. El D-004 es un extracto lipidico obtenido del fruto de la palma real
(Roystonea regia) que consiste en una mezcla reproducible de acidos grasos y esteres,
en la cual el &cido oleico, el 1aurico y el palmitico son los mas 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 Prostatica Benigna. En este trabajo se investigo el efecto genotéxico
de la administracién oral in vivo del D-004 en ratones NMRI adultos jovenes de am-
bos sexos mediante la aplicacién 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 vehiculo o D-004 (500, 1 000 y 2 000 mg/kg) por 14
dias. Al finalizar el tratamiento, los leucocitos de los ratones de los diferentes grupos
fueron embebidos en agarosa, lisados, sometidos a electroforesis y tenidos con nitrato
de plata para analizar la ruptura de cadena (RC) y sitios labiles al alcali (SLA) en el
ADN. En correspondencia con otros estudios genotoxicologicos del producto, atendi-
endo a la ausencia de genotoxicidad reportada para el mismo en los ensayos de Ames
y micronucleos en médula 6sea de ratones, los resultados obtenidos en este ensayo no
evidenciaron la induccién de RCy 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 prostatica benigna
(HPB) consiste en un alargamiento
no maligno de la préstata, y se mani-
fiesta en mas de un 50 % de los hom-
bres por encima de los 50 anos.!?

Este padecimiento es, al parecer,
mas comUn en la raza negra que
blanca, aunque algunas evidencias
sugieren que la presencia de ante-
cedentes familiares de HPB incre-
mentan su riesgo.? La génesis de la
HPB depende de dos factores: los
androgenos testiculares y el proceso
de envejecimiento. El andrégeno
mads importante de la prostata 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 reduccién de la T por
la enzima 5o-reductasa, la cual tiene
dos isoenzimas. La 5a-reductasa
tipo 2 es predominante en el tejido
genital y en la préstata.*

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

El Saw palmetto (Serenoa
repens) es una planta oriunda de re-
giones del sureste de Norteamérica,
perteneciente a la familia de las
palmaceas. El extracto de Serenoa
repens es un popular agente fitotera-
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péutico comunmente empleado en el
tratamiento de los sintomas urolégicos
asociados ala HPB, y ha sido aprobado
por la Administraciéon de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Uni-
dos de América (FDA).5” Aunque su
mecanismo de accién se desconoce,
este agente es bien aceptado por su
facil disponibilidad y buena tolerabili-
dad. La eficacia del Saw palmetto es
comparable con el finasteride y con los
antagonistas a,-adrenérgicos.?

Los extractos lipidicos de Serenoa
repens han mostrado efectos téxicos
muy bajos en estudios de toxicidad
aguda, subaguda y crénicos desarro-
llados en ratas y ratones.’ La determi-
nacioén de aberraciones cromosémicas
en médula 6sea de ratén y mutaciones
puntuales en el ADN en Salmonella
typhimurium, cony sin activacién me-
tabodlica (test de AMES), no revelaron
signos de genotoxicidad atribuibles al
Saw palmetto.>1°

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

El D-004 es un extracto lipidico
obtenido del fruto de la palma real
que consiste en una mezcla repro-
ducible de acidos grasos, en la cual el
acido oleico, el l1aurico y el palmitico
son los mas abundantes (Datos de
archivo: Departamento de Quimica,
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 accién se deba, al menos
parcialmente, a la inhibicién de la
Sa-reductasa prostatica.!!

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.!112

El D-004 posee accién antioxi-
dante in vivo. Dosis repetidas de 400
mg/kg de D-004 inhiben los procesos
oxidativos inducidos por la ovarecto-
mizacién en ratas. Esto se ha eviden-
ciado por el incremento significativo
de la capacidad antioxidante total
del plasma, la disminucién signifi-
cativa de las concentraciones de
malondialdehido (MDA) en plasma,
y la disminucién de la susceptibili-
dad de preparaciones de membrana
provenientes de higado y cerebro a
la peroxidacién lipidica.'®

Las evaluaciones toxicolégicas
agudas realizadas en ratas Wistar

machos y conejos F1 de ambos
sexos, por via oral, revelaron una
toxicidad muy baja. En ambos
estudios, al igual que en otro en el
que se empled la via intraperitoneal
en ratas Sprague-Dawley (SD) de
ambos sexos, el tratamiento con
D-004 no indujo mortalidad, utili-
zando (2g/kg) como dosis maxima
recomendada para estos modelos.
Estos resultados fueron corrobora-
dos en el estudio toxicolégico agudo
oral empleando el método de las
clases en ratas SD de ambos sexos.
El mismo permitié evidenciar que
el D-004 presenta una toxicidad
intrinseca 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 segin este método
(Datos de archivo: Departamento
de Toxicologia, Centro de Produc-
tos Naturales).

En la evaluacion de dosis repeti-
das de D-004 por via oral durante
90 dias (500, 1 000 y 2 000 mg/kg), y
en larealizada durante 6 meses (500,
750y 1 000 mg/kg) en ratas SD de am-
bos sexos, no se encontré toxicidad
atribuible al tratamiento en ninguno
de los niveles de dosis empleados, al
no presentarse afectaciones del peso
corporal en los indicadores bioquimi-
cos y hematolégicos estudiados en
ninguno de los sexos. Los hechos
anteriores estdn en concordancia
con lo reflejado en los estudios his-
topatolégicos, al no detectarse dano
en tejidos u érganos.*

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 farmacolégicos del D-004, se
hace necesario continuar su estudio
genotoxicolégico preclinico a través
delainduccién de rupturas de simple
cadenay la formacién de sitios labiles
al alcalis en el ADN, asociado al in-
cremento de especies reactivas del
oxigeno u otros compuestos capaces
de inducir este tipo de dano al ADN
en leucocitos de sangre periférica.

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

MATERIALES Y METODOS
Animales

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

Toda la manipulaciéon de los
animales se realiz6 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.

Administracion y dosificacion

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

Las emulsiones se prepararon
diariamente dos horas antes de la
administracién. Se realizaron los
ajustes de las dosis segtn el incre-
mento del peso corporal semanal
por grupos de experimentacion.
Las mismas se verificaron a través
del analisis cromatografico llevado
a cabo por el Departamento de
Quimica 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 roedores!'*? asi como
en la evaluacién de su accién inhi-
bidora de los procesos oxidativos
inducidos por la ovarectomia en
ratas.!’® Ademas, los resultados de
los estudios toxicolégicos agudos
y subcrénicos en roedores, donde
la dosis maxima empleada fue de
2 000 mg/kg, no evidenciaron mor-
talidad ni signos indicativos de
toxicidad asociada al D-004.1¢

Los animales fueron distribuidos
aleatoriamente (4 ratones/grupo/sexo,
véanse referencias al respecto)®!7y
se les administré D-004 por via oral,
mediante entubacion gastrica a volu-
men constante (5 mL/kg), durante
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Tabla 1. Efecto de la administracién oral del D-004 durante el estudio Cometa en ratones NMRI de ambos sexos sobre la induc-
cién de dano al ADN de leucocitos de sangre periférica.

Grupos Unidades
(mg/kg) Sexo Arbitrarias Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
(% Nucleoides)
H 6975 + 18,14 3750 = 1002 5650 + 645 500 =804 075+ 096 025+ 0,50
Control 5950 + 681 4800 = 231 ¢ 4625+386  400+327 175+ 1,01 0,00 % 0,00
i=0
H 6675 + 1144 42775+ 8.3 4900+ 7,62  700+327  125+096 0,00 = 0,00
500 71,50 + 9,40 36,50 + 6,61 5700 + 698  500+316 150+ 238 0,00+ 0,00
H 62,75 + 9.21 4725+ 892 4400 +1090  750+351 125+ 096 0,00 + 0,00
1000 67,50 = 6,61 41,25 + 9,07 5275 + 1242 350 + 436 225+ 1,89 025 + 0,50
H 73,50 + 9,47 38,00 = 9.20 52.75 « 1144 725499 175+ 206 025 = 050
2000 70,50 + 9,47 3850 + 1047 5450+ 988  500+294  200+216 0,00 + 0,00

cinco dias/semana en horas de la
manana, en un periodo de 14 dias.
A los animales control se les sumin-
istré el vehiculo a igual volumen de
administracién con respecto a los
grupos de tratamiento con D-004.

Toma de muestras

Al concluir el periodo de
tratamiento, los animales fueron
anestesiados bajo atmésfera de éter
hasta la pérdida de los reflejos. Lue-
go, se extrajo una gota de sangre de
la cola (equivalente a 20 uL.) con una
pipeta automatica para verterla en
un vial previamente heparinizado
(10 pL), manipulando las muestras
a 4 °C. El muestreo se realizé bajo
luz atenuada para evitar dano adi-
cional en el ADN. Posteriormente,
los animales fueron sacrificados por
dislocacién cervical.

Electroforesis alcalina de células
individuales

Las muestras (20 wL) fueron
suspendidas en 150 uL de agarosa
de bajo punto de fusién (0,5 %), y
se anadieron ldminas previamente
preparadas con agarosa. Posterior-
mente, las laminas fueron sumer-
gidas en solucién de lisis (NaCl 2,5
M, EDTA 100 mM y Tris 10 mM, 1 %
Tritén, 10 % DMSO, pH 10) por 1 h a
4 °Cy sometidas a 20 min de desen-
rrollamiento en solucién reguladora
de electroforesis (3 % NaOH 10 N,
0,5 % EDTA 200 mM, pH > 13). La
electroforesis se realizé a 300 mA y

1 V/cm durante 20 min. Las laminas
fueron lavadas con solucién regula-
dora de neutralizacién (Tris 0,4 M,
PH 7,5) y aclaradas con agua desti-
lada. La tincién se realiz6 con nitrato
de plata al 0,05 % y los nucleoides asi
tenidos fueron evaluados empleando
un microscopio de transmisién de
luz (OLYMPUS BH2).1®

Analisis 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
categoria correspondiente entre 0 y
4, segun el grado de dano al ADN,*
desde células con ausencia de co-
meta (tipo 0, células no danadas)
hasta células con cometas (tipo 4,
células totalmente danadas). Los
cometas tipo 1 son representativos
de células con minima frecuencia
detectable de lesiones en el ADN,
mientras que los cometas de tipo 2
y 3 son representativos de células
con un dano moderadamente bajo
a una frecuencia moderadamente
alta de lesiones en el ADN respec-
tivamente.?

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

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

El procedimiento para el calculo
de (UA) puede ser resumido en la
siguiente ecuacion:

AU =31 TCG (V)

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

Analisis estadistico

Las comparaciones entre todos
los grupos para el andlisis de los
pesos se realizé6 empleando el test
ANOVA, mientras que para analizar
parametros del ensayo cometa (UA
y los diferentes niveles de dano) se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney.
Se establecié a priori un nivel de
significacién a=0,05. Los analisis se
hicieron usando el paquete de pro-
gramas StatSoft para Windows.??

RESULTADOS Y DISCUSION

En los animales controles y en los
tratados con D-004 a 500, 1 000y 2 000
mg/kg como dosis maxima, se evalué
el dano en los leucocitos de sangre
periférica producto de la formaciéon
de rupturas de simple cadena (RC)
y de sitios labiles al alcali (SLA) en
el ADN. El porcentaje de nucleoides
no danados (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 distribucién en los distintos
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niveles de dano (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 analisis del dano observado,
expresado mediante las UA, que brin-
da una informacién integral del dano
inducido al ADN, tampoco evidencia
diferencias de relevancia estadistica o
bioldgica entre los grupos tratados y el
control en ninguno de los sexos.

Teniendo en cuenta que la induc-
cién de rupturas de simple cadenay la
formacién de sitios 1abiles al alcali en
el ADN estan asociados al incremento
de especies reactivas del oxigeno, los
resultados sugieren que el D-004 no
induce la producciéon 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
accién protectora del D-004 al ADN,
sustentan en parte los resultados
de investigaciones anteriores que
mostraron los efectos inhibitorios del
D-004 sobre la peroxidacién lipidica
tras su adicién in vitro 6 su adminis-
tracion oral a ratas, en modelos donde
se evalud la capacidad del D-004 sobre
un dano oxidativo inducido. Asi, el
D-004 inhibié la peroxidacién lipidica
in vitro de fracciones microsomales de
higado y cerebros de ratas inducidas
por diferentes agentes oxidantes, y su
administracién oral a ratas (400 mg/
kg) inhibié los procesos oxidativos
inducidos por la ovarectomizacién.!®

Por otra parte, estos resultados
estan en correspondencia con los
obtenidos en otros estudios genotoxi-
colégicos como el Test de Ames, con
y sin activaciéon metabdlica, donde
el tratamiento con D-004 no fue cit-
otéxico ni mutagénico en ninguna
de las cepas estudiadas.” Ademas, la
evaluacién del potencial citotéxico,
clastogénico y genotéxico del D-004
in vivo empleando el ensayo de
microntcleos en médula 6sea de
roedores, en los cuales se empleo
la dosis maxima 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 4cidos grasos
encontrados en el D-004.25:%

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-
macién de sitios labiles al 4lcali en el
ADN, por lo que no se comporta como
un agente genotéxico en este modelo.

Estos resultados negativos estan en
correspondencia con los obtenidos en
otros estudios genotoxicolégicos, como
elensayo de Amesy el de microntcleos
en médula 6sea de roedores, lo cual
incrementa la evidencia de la ausencia
de genotoxicidad del D-004.

BIBLIOGRAFIA

1. Wilt T, Ishani A. and Mac Donald R.
Serenoa repens for benign prostatic
hyperplasia. Cochrane Database Sys
Rev, 3, CD001423, 2002.

2. Bruskewitz, M.D. Benign prostatic
hyperplasia pathophysiology and
pharmacological treatment. Curr
Opin Neprol Hypert, 5, 455-9, 1995.

3. Balletine C.H. Prostate disorders
2006. In: Prostate Disorders, (AN
21349559), 1-89, 93, 2006.

4. Bartsh G., Rittmaster R.S. and Klock-
er H. Dihydrotetosterone and the role
of the 5 alpha-reductase inhibitors in
benign prostatic hyperplasia. Urol-
ogy A, 41, 412-24,2002.

5. Tarter TH. and Vaughan E.D.jr. In-
hibitors of 5a-reductase in the treat-
ment of benign prostatic hyperplasia.
Curr Phar Des, 12, 775-83, 2006.

6. Small J.K., Bombardelli E. and Mora-
zzoni P. Serenoa repens (Bartram).
Fitoterapia, 68, 99-113, 1997.

7. Bent S., Kane C., Shinohara K.,
Shinohara K., Neuhaus J., Hudes
E. S, et al. Saw palmetto for benign
prostatic hyperplasia. N Engl J Med,
354, 557-66, 2006.

8. Fong Y.K., Milani S. and Djavan B.
Role of the phytotherapy in men with
lower urinary tract symptoms. Curr
Opin Urol, 15, 45-8, 2005.

9. Khwaja T'A. and Friedman E.P. Phar-
maceutical grade Saw palmetto. US
Patent 6039950, 2000.

10. Degenring F.H., Sokolowski A.,
Suter A. and Weber M. Salmonella
typhimurium reverse mutation assay
with the Serenoa repens extract. The
European Phytojournal, 2, 2001.

11. Arruzazabala M.L., Carbajal D.,
Mas R., Molina V., Rodriguez E. and
Gonzalez V. Preventive effects of
D-004, a lipid extract from Cuban
royal palm (Rostoynea regia) fruits,
on prostate hyperplasia induced with
testosterone on intact and castrated
rodents. Drugs Exptl Clin Res, 30,
227-33, 2004.

12. Carbajal D., Arruzazabala M.L.,
Mas R., Molina V., Rodriguez E. and
Gonzalez V. Effect of D-004, a lipid
extract from Cuban royal palm fruit,
on inhibiting prostate hyperplasia
induced with testosterone and dihy-
drotestosterone in rats. Curr Ther
Res, 65, 505-14, 2004.

13. Pérez Y., Menéndez R., Gamez
R., Gonzalez R.M., Mas R., Pardo
B. y Mendoza S. Efectos de la
administraciéon oral de D-004 (400
mg/kg) sobre la peroxidacién
lipidica en ratas ovariectomiza-
das. Rev CENIC Cienc Biol, 36,
No. Especial, 2005.

14. Gamez R., Mas R., Noa M., Menendez
R., Garcia H., Rodriguez Y., et al.
Oral acute and subchronic toxicity of
D-004, a lipid extract from Roystonea
regia fruits, in rats. Drugs Exp Clin
Res, 31, 101-8, 2005.

15. Tice R.R., Aguerri E., Anderson D.,
Burlinson B., Hartmann A., Ko-
bayashi H., et al. Single Cell Gel/
Comet Assay for IN Vitro and In Vivo
Genetic Toxicology Testing. Environ
Mol Mutagen, 35, 206-21, 2000.

16. Hartmann A., Agurell E., Beevers
C., Brendler-Schwaab S., Burlinson
B., Clay P, et al. Recommendations
for conducting the in vivo alkaline
Comet assay. Mutagenesis, 18, 1,
45-51, 2003.

17. Patel S., Pandey A.K., Bajpayee M.,
Parmar D. and Dhawan A. Cyper-
methrin-induces DNA damage in
organs and tissues of the Mouse: Evi-
dence from the comet assay. Mutat
Res, 607, 2, 176-83, 2006.

18. Gonzalez J.E., Gdmez R., Rodeiro L. y
Aleman C. Tincién de plata para ADN
en el ensayo cometa: repetibilidad y
sensibilidad de la variable longitud
de migracién. 4% Taller nacional y
2do Internacional sobre Mutagéne-
sis, Teratogénesis y Carcinogénesis.
Pérez E., Ed. Editorial CNIC, La
Habana, 2002.

19. Collins A.R. The Comet Assay for
ADN Damage and Repair. Mol Bio-
technol, 26, 249-61, 2004.

20. da Costa Lopes L., Albano E, Laranja
G.A.T, Alves L.M., e Silva L.EM., de
Souza G.P, et al. Toxicological evalu-
ation by in vitro and in vivo assays
of an aqueous extract prepared from
Echinodorus macrophyllus leaves.
Toxicol Lett, 116, 189-98, 2000.

21. Garcia O. and Mandina T. DNA dam-
age evaluated by the comet assay in
lymphocytes of children with ¥’Cs
internal contamination caused by the
Chernobyl accident. Mut Res, 565, 2,
191-7, 2005.

22. StatSoft Inc. STATISTICA for Win-
dows (Computer program manual).
Tulsa, O.K., 1998.

23. Gutiérrez A., Marrero G., Gadmez R.,
Fernandez 1., Curveco D.y Garcia H..
Evaluacién del D-004 en el Ensayo
de Ames por incorporacion directa a
placa. Rev CENIC Cienc Biol, 36, No.
Especial, 2005.

24. Fernandez 1., Gamez R., Gutiérrez A.
y Garcia H. Evaluacién Genotoéxica
in vivo del D-004 en el Ensayo de
Microntcleos en Médula Osea en
Ratones. Rev CENIC Cienc Biol, 36,
No. Especial, 2005.

25. Ahn M.Y,, Bae H.J., Kim L.S., Yoo E.J.,
Kwack S.J., Kim H.S., et al. Genotoxic
Evaluation of the Biocomponents of
the Cricket, Gryllus bimaculatus,
Using Three Mutagenicity Tests. J
Toxicol Environ Health A, 68, 23-24,
2111-8, 2005.

26. Sini H.,Mohanan PV, Devi K.S. Studies
on the insecticidal activity, cytogenecity
and metabolism of fatty acid rich frac-
tion of Hydnocarpus laurifolia. Toxicol
Environ Chem, 87, 91-8, 2005.

203





