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RESUMEN. El D-004 es un extracto lipídico obtenido de los frutos de la palma real (Roystonea regia) (Arecaceae) que consiste 
en una mezcla reproducible de ácidos grasos. El tratamiento oral con D-004 inhibe significativamente la hiperplasia prostática 
inducida por testosterona en roedores. Hasta el momento no se habían estudiado los efectos sobre la reproducción en ratas de 
este producto, por lo que en este trabajo se reportan los efectos sobre la implantación observados en un estudio de toxicología 
de la reproducción al administrarlo a esos animales durante un ciclo reproductivo completo. Se utilizaron ratas Sprague Dawley 
adultas jóvenes hembras, que se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos: un control y tres tratados con D-004 a las dosis 
de 500, 750 y 1 000 mg/kg, que fueron administradas oralmente desde 15 d antes del apareo y hasta el fin de la lactancia. Durante 
21 d, las hembras se aparearon al azar con los machos, la presencia de espermatozoides en el exudado vaginal fue estimada como 
evidencia de cópula. Al finalizar el período de gestación, las ratas aparentemente no preñadas fueron sacrificadas para determinar 
reabsorciones e igual procedimiento, se siguió con las hembras paridas una vez destetadas las crías. También fueron calculadas 
las pérdidas postimplantación. Todas las variables analizadas fueron similares entre los grupos tratados y el control, ya que no 
existieron diferencias significativas. Estos resultados demuestran que el D-004, administrado oralmente a ratas Sprague Dawley 
no induce afectaciones en la capacidad reproductiva, específicamente de los sitios de implantación.

ABSTRACT. D-004 is a lipid extract of the fruits of the Cuban royal palm (Roystonea regia) (Arecaceae), which consists of a mixture 
of fatty acids. Oral treatment with D-004 significantly prevents the prostate hyperplasia induced with testosterone in rodents. So 
far, the effects had not been studied on the reproduction of this product; therefore, in this work the effects on the implantation 
observed in a study of toxicology from the reproduction when administering the animals during a complete reproductive cycle  
are reported. Female young adults Sprague Dawley rats of both sexes were randomly distributed to four groups: a control group; 
and three groups administered with D-004 at 500, 750 and 1 000 mg/kg, respectively. D-004 was administered orally to female rats 
two weeks before mating and for the duration of the nursing period. During 21 d, F0 females mating with males. Females were 
examined daily until mating was confirmed by the presence of copulatory plug or sperm in a vaginal lavage (gestation day 0). 
The end of gestation, apparently non-pregnant rats, were sacrificed  to identify resorptions and the same procedure allowed with 
dams, after lactation period. Also, the postimplantation loss were calculated. There was no significant difference on the analyzed 
parameters compared to control group. The present results demonstrate that D-004, orally administered in Sprague Dawley rats 
did not affect  adversely reproductive performance, in particular, the implantation sites. 

INTRODUCCIÓN
La hiperplasia prostática benigna (HPB) consiste en 

un crecimiento anormal y no maligno de la próstata que 
origina síntomas en el tracto urinario en el hombre.1 La 
frecuencia de HPB se incrementa con la edad, siendo muy 
común en hombres ≥ 50 años y en alrededor del 80 % de 
los hombres mayores de 80 años.2,3  

La etiopatología de la HPB no es totalmente conocida, 
pero depende, al menos parcialmente, de los cambios 
hormonales que ocurren en el hombre en la medida que 
este va envejeciendo, particularmente, debido al incre-
mento de la conversión de testosterona (T) en dihidro-

testosterona  (DHT) en la próstata, a través de la acción 
de la enzima 5α-reductasa.4 Además, el incremento del 
tono de la musculatura lisa en inervaciones adrenérgicas, 
mediado a través de los receptores α1-adrenérgicos en la 
próstata y la vejiga también contribuyen a la HPB.5,6  

Como se conoce, las drogas que se utilizan en el 
tratamiento de la hiperplasia prostática, bien sea anta-
gonizando los receptores de andrógenos o inhibiendo la 
biosíntesis de DHT, producen cierto grado de infertilidad 
que es reversible algún tiempo después que cesa el tra-
tamiento.7 Por otra parte, en las ratas machos expuestas 
prenatalmente se observan afectaciones en indicadores 
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sensitivos a andrógenos como la distancia anogeni-
tal, la retención de las  tetillas y el desarrollo de los 
genitales externos. 

El D-004 es un extracto lipídico del fruto de la palma 
real (Roystonea regia) (Arecaceae) que contiene una 
mezcla reproducible de ácidos grasos, principalmente de 
los ácidos oleico, palmítico, láurico, linoleico y mirístico, 
mientras que los ácidos palmitoleico, caprílico, cáprico 
y esteárico están presentes en menor concentración.8 El 
tratamiento oral con D-004 inhibe significativamente la 
hiperplasia prostática (HP) inducida por T, pero no por 
DHT, e inhibe la 5α-reductasa prostática.9-13   

En las evaluaciones toxicológicas agudas realizadas 
en especies roedoras y no roedoras, así como en estudios 
de dosis repetidas en ratas y ratones por vía oral no se 
demostró toxicidad atribuible al tratamiento con D-004 
en ninguno de los niveles de dosis empleados.14,15 Por otra 
parte, en los estudios de genotoxicidad (Ames, ensayo 
cometa  y micronúcleos en médula ósea de roedores) no 
se encontró actividad genotóxica o citotóxica asociada 
al tratamiento con D-004.16-18 De igual modo, el D-004 no 
mostró potencial estrogénico en el ensayo uterotrópico 
en ratas.19

En el contexto de los estudios de toxicología preclíni-
ca del D-004, se llevó a cabo un estudio para caracterizar 
los efectos sobre la reproducción que abarcó todas las 
etapas del proceso reproductivo, el cual se incluye den-
tro de la batería de estudios toxicológicos obligatorios 
exigidos por las agencias reguladoras.20 En este trabajo, 
se reportan los resultados de dicho estudio en cuanto a 
los efectos del D-004 sobre los sitios de implantación, 
observados al administrar el producto a los animales 
durante un ciclo reproductivo completo.

MATERIALES Y MÉTODOS
Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley adultas jóve-
nes (8 a 10 semanas) de ambos sexos procedentes del 
Centro Nacional de Producción de Animales de Labo-
ratorio (CENPALAB, Ciudad de La Habana, Cuba), de 
peso corporal entre 200 y 250 g .

Los animales se colocaron en jaulas y se adaptaron 
durante siete días a las condiciones del laboratorio. 
La  temperatura se mantuvo en (25 ± 2)°C, la humedad 
entre el 50 y 70 % y la iluminación en ciclos de 12 h . El 
alimento que se les suministró fue pienso estándar para 
ratas preparado en el CENPALAB. El acceso al pienso y 
al agua fue ad libitum.

Toda la manipulación de los animales se realizó de 
acuerdo con los principios éticos para el uso de los ani-
males de laboratorio recomendados en los lineamientos 
internacionales y en la República de Cuba. 

Administración y dosificación

El D-004 se obtuvo en el Departamento de Química 
Farmacéutica del Centro Productos Naturales, Ciudad de 
La Habana,  tras corroborar su composición por cromato-
grafía gaseosa. La sustancia fue administrada en forma 
de emulsión aceite-agua, usando como agente vehículo 
Tween 65 (2 %). Las emulsiones se prepararon diariamen-
te 1 a 2 h antes de la administración. Los ajustes de las 
dosis se realizaron según el peso corporal semanal.

El producto se administró por vía oral por ser la ruta 
propuesta para su uso en humanos, a volumen constante 
(2 mL/kg).

El D-004 se administró a las hembras desde 15 d 
antes del apareo y hasta el fin de la lactancia (el día 
21 post-parto),20 ya que en el caso de las hembras este 

esquema simula el consumo humano durante un ciclo 
reproductivo completo. A los machos se les administró 
el producto desde 10 semanas antes del apareo hasta 
que este finalizó. El tratamiento se llevó a cabo una vez 
al día (5 d por semana) entre 8:30 y 10:30 a.m. 

Grupos experimentales 

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en cuatro 
grupos experimentales: un control, tratado solo con el 
vehículo Tween 65 (2 %) y tres tratados con D-004 a las 
dosis de 500, 750 y 1 000 mg/kg respectivamente. 

Exámenes realizados

Durante 21 d, las hembras F0 se aparearon al azar con 
los machos en la proporción 2 : 1 ó 1 : 1, a partir de las 4:30 
p.m., aproximadamente. A la mañana siguiente, la presen-
cia de espermatozoides en el exudado vaginal fue estimada 
como evidencia de cópula, y se consideró que las hembras 
inseminadas estaban en el día 0 de la gestación.

Al finalizar el período de gestación las ratas aparen-
temente no preñadas fueron sacrificadas, sus úteros se 
colorearon con una disolución (10 %) de sulfito de amo-
nio para determinar sitios de implantación mediante el 
método de Salewski.21 Igual procedimiento se siguió con 
las hembras paridas una vez destetadas las crías para 
determinar los sitios de implantación.

También fueron calculadas las pérdidas postimplan-
tación de la forma siguiente:

=
-SI FV

Pérdidaspostimplantación
SI

donde:
SI   Sitios de implantación.
FV  Fetos vivos.

Sitios de implantación

El día del parto se registró el número de crías vivas 
y muertas para cada una de las camadas.

Tras el parto de las hembras, los machos parentales se 
sacrificaron, anestesiados bajo atmósfera de éter y pos-
teriormente se desangraron por la aorta abdominal. 

Manejo de datos y análisis estadístico 

Todas las variables se analizaron mediante la prueba 
no paramétrica Kruskall Wallis.22,23 

El análisis estadístico se realizó con el paquete de progra-
mas STATISTICA, StatSoft, Inc. (2003), V. 6. (www.statsoft.
com) y el nivel de significación establecido fue α 0.05. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En este estudio ninguna de las ratas mostró signos 
clínicos de toxicidad (Tabla 1). 

El número de sitios de implantación, de fetos vivos y 
muertos al nacer y las pérdidas postimplantación fueron 
similares entre los grupos tratados y el control, ya que 
no existieron diferencias significativas entre ellos. 

La implantación es la etapa más crítica en el estable-
cimiento de la gestación y la disminución del número de 
sitios de implantación está bien correlacionada en ani-
males de experimentación con alteraciones fisiológicas,24 
representando un papel determinante las concentra-
ciones de estrógenos y de progesterona en los ovarios 
para que se logre la implantación en ratas y ratones.25-27 
El balance hormonal adecuado regula la proliferación y 
diferenciación de células en el útero y establece el inicio 
de la implantación.28 Por otra parte, el incremento de la 
permeabilidad vascular y la angiogénesis son cruciales 
para una implantación exitosa, procesos en los cuales 
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ha sido demostrada la influencia de los estrógenos y la 
progesterona en varias especies roedoras.29-31 

Los resultados apuntan a que el tratamiento con 
D-004 antes y durante la gestación, así como durante 
la lactancia, no modifica el balance hormonal en ratas 
adultas, sugiriendo que el proceso de implantación no 
se ve afectado por alteraciones fisiológicas de estas 
hormonas, resultados estos que sustentan la ausencia 
de efectos estrogénicos y antiestrogénicos evidenciados 
para el D-004 en el ensayo uterotrófico en ratas adultas 
ovariectomizadas.32  

CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que el D-004, un extracto 
lipídico de los frutos de la Roystonea regia, administrado 
oralmente a ratas Sprague Dawley no induce afectacio-
nes sobre los sitios de implantación.
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