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Evaluación mutagénica del D-002 en el ensayo
de micronúcleos en médula ósea en ratas Sprague
Dawley de ambos sexos

RESUMEN. El D-002 es una mezcla de alcoholes alifáticos primarios de alto
peso molecular aislada y purificada a partir de la cera de abejas (Apis mellifera),
la cual presenta moderada acción antinflamatoria y actividad antiulcerosa efec-
tiva in diferentes modelos animales. Se realizó el estudio de micronúcleos en
médula ósea de ratas Sprague Dawley de ambos sexos a las cuales se les admi-
nistró D-002 por vía oral durante 90 d en dosis de 25, 125 y 625 mg/kg . No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos tratados y los controles,
en la frecuencia de eritrocitos policromatófilos micronucleados y el índice de
eritrocitos policro-matófilos/eritrocitos normocromatófilos en ninguna de las do-
sis y sexos. Estos resultados indican la inocuidad genotóxica del D-002 en este
sistema de ensayo, los cuales concuerdan con otros estudios de genotoxicidad
ya realizados.

ABSTRACT. D-002 is a natural mixture of higher aliphatic primary alcohols
isolated and purified from beeswax (Apis mellifera). D-002 shows moderate an-
tiinflammatory action and effective antiulcer activity in different experimental
models. Bone marrow micronucleus assay was done in Sprague Dawley rats
from both sexes administered orally with D-002 (25, 125 and 625 mg/kg) for 90 d .
No significant differences were found between control and treated groups of
both sexes in the polychromatic/normochromic ratio (PCE/NCE). This result
shows an absence of cytotoxicity of D-002 on bone marrow cells. Likewise, the
frequency of micronucleated erythrocytes was statistically similar in non-treated
and treated animals of both sexes. These last results agree with previous geno-
toxicity tests, using in vitro and in vivo assays, indicating a non-genotoxic ef-
fect of D-002.

sobre procariontes, ni sobre células
germinales de ratón, respectivamen-
te.

La prueba de micronúcleos en
médula ósea,3, 4 es quizás el ensayo
de genotoxicidad in vivo más co-
múnmente empleado, por ser un sis-
tema rápido y reproducible para de-
terminar daño cromosómico, a la vez
que brinda clara información acer-
ca del efecto de los compuestos quí-
micos sobre  la proliferación celular
en médula ósea.5 Este ensayo permi-
te detectar la capacidad de determi-
nados compuestos químicos de in-
ducir in vivo rupturas cromosómi-
cas o interferir la migración de los
cromosomas metafásicos durante la
mitosis, produciendo de esta mane-
ra micronúcleos. Asimismo, permi-
te extrapolar los resultados a aque-
llos que se obtendrían en ensayos de
células germinales empleando las
mismas dosificaciones.6

El objetivo de este trabajo fue
evaluar la posible actividad geno-
tóxica del D-002, tras su administra-
ción por vía intragástrica a ratas de
ambos sexos durante tres meses.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas Sprague
Dawley (seis animales por grupo y
por sexo) hembras y machos adultos
jóvenes provenientes del Centro Na-
cional para la Producción de Anima-
les de Laboratorio, Ciudad de La
Habana, cuyos pesos oscilaban en-
tre 150 y 200 g , los cuales se adapta-

INTRODUCCION
El D-002 es una mezcla definida

de alcoholes alifáticos primarios su-
periores aislada de la cera de abejas
Apis mellifera, que presenta mode-
rada acción antinflamatoria y activi-
dad antiulcerosa efectiva en diferen-
tes modelos experimentales.1, 2

Teniendo en cuenta su promiso-
ria acción antiulcerosa, se llevaron a
cabo diferentes estudios toxicológi-
cos utilizando la vía oral de adminis-
tración tales como: toxicología agu-
da y subaguda en ratas y ratones con

dosis de hasta 5 g/kg, subcrónica en
ratas  y ratones utilizando entre 5 y
625 mg/kg, así como un estudio cró-
nico en ratas con dosis de 250, 500 y
1  000 mg/kg . En ninguno de estos
ensayos se observaron signos de
toxicidad atribuibles al tratamiento.
Por otra parte, en los estudios de ge-
notoxicidad realizados, el ensayo
con Salmonella typhimurium (5,
500, 2 000 y 5 000 mg/placa) y el estu-
dio de la morfología de la cabeza del
espermatozoide (25, 125 y 625 mg/kg),
no se evidenciaron efectos genéticos
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ron durante 14 d a las condiciones
de laboratorio [(25 ± 2) oC, humedad
relativa (60 ±  5) % y ciclos de luz-
oscuridad de 12 h] y se colocaron en
jaulas a razón de cuatro animales por
jaula. El acceso al agua y al alimen-
to fue ad libitum.

Administración y dosificación
Los animales utilizados en el pre-

sente trabajo forman parte de un es-
tudio toxicológico subcrónico, en el
que fueron tratados mediante entu-
bación gástrica durante 90 d . Este
esquema fue seleccionado bajo el cri-
terio de la integración de los estudios
de toxicología general con los de
genética toxicológica, teniendo en
cuenta que esquemas de dosis repe-
tidas, en este ensayo, mantienen
igual sensibilidad que protocolos de
dosis únicas7 y que los resultados
son perfectamente comparables.7,8

El producto de ensayo (lote
021093), se administró en forma de
suspensión en vehículo de goma aca-
cia-agua (10 mg/mL). La cantidad de
él utilizada en la preparación de las
suspensiones fue calculada a partir
de los pesos de los animales y ajus-
tada semanalmente para cada gru-
po.

Las dosis fueron las utilizadas en
los estudios de toxicología subcróni-
ca (25, 125 y 625 mg/kg), a fin de ob-
servar la posible acción acumulativa
del producto tras su administración
prolongada.

Sacrificio

Los animales fueron sacrificados
aleatoriamente 24 h después de ad-

ministrar la última dosis, por dislo-
cación cervical. Posteriormente, a
cada animal se le extrajo uno de sus
fémures y se lavó por succión con
suero de ternero fetal la cavidad
medular para obtener la médula ósea.

Ensayo de micronúcleos
El ensayo de micronúcleos se rea-

lizó de acuerdo con lo establecido por
Hayashi, 4 Las muestras fueron
centrifugadas a 1 000 r/min durante
5 min . Luego de eliminar el sobre-
nadante, se montó un frotis del bo-
tón celular (dos láminas por animal).
Para determinar genotoxicidad, se
calculó la frecuencia de eritrocitos
policromáticos (EP) portadores de
micronúcleos en 1 000 EP por ani-
mal.  Además, se registró el índice
de EP/eritrocitos  normocromáticos
(EN) en 1 000 eritrocitos por animal
como indicadores de la proliferación
celular.4, 9

El conteo celular se realizó en lá-
minas codificadas por duplicado por
dos observadores.

Análisis estadístico

La citotoxicidad se evaluó por el
ensayo no paramétrico de Kruskall
Wallis para el índice EP/EN, mien-
tras que la frecuencia de EP micro-
nucleados, se evaluó mediante la
prueba de Kruskall Wallis, luego de
comprobar una distribución de
Poisson para los EP portadores de
micronúcleos.10

RESULTADOS Y DISCUSION
Todas las determinaciones (índi-

ce EP/EN y frecuencia de EP con mi-

cronúcleos) se realizaron sobre la
base de 1 000 eritrocitos contados por
animal, lo que se corresponde con los
indicadores establecidos.8, 11

El análisis estadístico de los valo-
res relativos a cada indicador no evi-
denció efecto genotóxico del D-002,
al no aumentar la frecuencia de apa-
rición de micronúcleos en los grupos
tratados de ambos sexos a las dife-
rentes dosis con relación a los contro-
les. Esto hace suponer que el D-002
no interfiere el funcionamiento del
aparato del huso mitótico, ya que de
ser así, se producirían anomalías en
la migración de los cromosomas
metafásicos, evento este, que ocasio-
naría la formación de micronúcleos
con cromosomas completos. Tampo-
co provoca deleciones cromosómi-
cas, daño que constituye una fuente
importante de  formación de eritro-
citos micronucleados. Por otra par-
te, la frecuencia de aparición de EP
con micronúcleos tanto en los gru-
pos tratados como en los controles
de ambos sexos (Tabla 1), se mantu-
vo dentro del intervalo de frecuen-
cias espontáneas reportadas para
ratas de esta línea.

La comparación entre los sexos
no reveló la existencia de diferencias
en ninguno de los indicadores es-
tudiados, lo que hace suponer un me-
tabolismo no diferencial del D-002.4, 11

Los resultados genotóxicos nega-
tivos obtenidos en este ensayo en el
que se evalúa daño cromosómico,
unido a los de  evaluación de muta-
ciones génicas in vitro e in vivo
como son el ensayo con Salmonella

Tabla 1. Resultados correspondientes al ensayo de micronúcleos en ratas Sprague Dawley de ambos sexos tratadas con
D-002 y vehículo.

Determinaciones en 1 000 células por animal.   EP, EN  Eritrocitos policromáticos y normocromáticos.
MN  Eritrocitos con micronúcleos.   MN/EP   Frecuencia de MN en la población de EP.
( )  Valores menores y mayores reportados dentro del grupo.

Dosis
(mg/kg)

n Sexo EP EN MN EP/EN MN/EP
(· 10-3)

Control 6 H 2 824 3 176 10
(1-3)

0,89
(0,82-1,06)

1,66

25
6 H 2 773 3 227 8

(0-3)
0,86

(0,74-1,05)
1,33

125
6

H 2 898  3 102 13
(1-3)

0,93
(0,68-1,28)

2,16

625 6 H 2 920  3 080 11

(1-3)

0,95

(0,73-1,27)

1,83

Control 6 M 2 992 3 008  9
(0-2)

0,99
(0,91-1,27)

1,50

025 6 M 2 981  3 019   9
(0-3)

0,98
(0,64-1,16)

1,50

125 6 M 2 897 3 103  10
(1-3)

0,93
(0,76-1,04)

1,66

625 6 M 2 860 3 140 7
(0-2)

0,91
(0,72-1,04)

1,17
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typhimurium y el de la morfología
de la cabeza del espermatozoide per-
miten considerar al D-002 como un
posible compuesto no genotóxico, ya
que cada uno representa los diferen-
tes niveles en la estrategia a seguir
para la detección de mutágenos (in
vitro - Ames -, in vivo - micronúcle-
os -, ensayos sobre el efecto en las
células germinales in vivo - morfo-
logía del espermatozoide -)12 .

El índice EP/EN y el porcentaje
de EP son indicadores de citotoxici-
dad en médula ósea, siendo la rela-
ción normal entre EP y EN práctica-
mente 1:1. Un desbalance de esta re-
lación, fundamentalmente, una dis-
minución drástica de los EP post-tra-
tamiento, constituye un indicador de
daño en la proliferación celular en
médula, lo que evidencia la toxicidad
de una sustancia en ensayo. De te-
ner efecto citotóxico el D-002, el es-
quema de tratamiento seguido en
este estudio pudiera provocar, una
marcada eritrocitopenia, toda vez
que la acción citotóxica se manten-
dría durante tres meses. En ningu-
na de las dosis se apreció efecto
citotóxico del D-002, ya que no se
observó desbalance en la prolifera-
ción celular en médula ósea, expre-
sada a través de los valores estables
de estos indicadores en todos los gru-
pos experimentales de ambos sexos.

CONCLUSIONES
Se comprobó la no actividad

citotóxica, ni clastogénica del D-002
in vivo, lo que sumado a los resulta-
dos negativos obtenidos previamen-
te en el ensayo de Ames y en el de la
morfología de la cabeza del esperma-
tozoide, apunta hacia la inocuidad
del D-002 como agente genotóxico.
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