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Resumen: El tratamiento oral con D-004, extracto lipidico del fruto
de la palma real (Roystonea regia), ha mostrado prevenir la
hiperplasia prostatica (HP) inducida por testosterona y por fenilefrina
en ratas, efectos relacionados con su capacidad de inhibir la actividad
de la 5 -reductasa prostatica y de antagonizar los adrenoreceptores 1.
Este estudio, como parte de los estudios de genotoxicidad del D-004,
tuvo como objetivo determinar si el mismo aumenta la frecuencia de
aparicion de formas andmalas de la cabeza del espermatozoide en
ratas. Para ello se utilizaron ratas Sprague Dawley machos incluidas
en un estudio de toxicidad cronica, distribuidas aleatoriamente en 5
grupos (8 ratas/grupo): 1 control negativo tratado con el vehiculo, 3
grupos tratados con D-004 (800, 1500 y 2000 mg/kg,
respectivamente), y 1 control positivo (Ciclofosfamida, 50mg/kg).
Los tratamientos (vehiculo o D-004) se administraron por via oral
durante 12 meses, la Ciclofosfamida se administr6 por via
intraperitoneal 5 dias consecutivos. No ocurrieron muertes ni se
detectaron signos de toxicidad. Las concentraciones de
espermatozoides, y las frecuencias de espermatozoides normales en
los grupos tratados con D-004 fueron similares a los del control
negativo, mientras que el grupo control positivo mostrd menor
concentracion de espermatozoides y mayor frecuencia de
espermatozoides anomalos que los controles negativos. En
conclusion, el D-004 administrado durante varios periodos de
espermatogénesis no presenta potencial genotdxico sobre las células
germinales masculinas de ratas.

Palabras clave: D-004, hiperplasia prostatica, morfologia del
espermatozoide, genotoxicidad, ratas.

Abstract: Genotoxic evaluation of D-004 in the Sprague Dawley
rats sperm morphology assay.

Oral treatment with D-004, a lipid extract from the royal palm
(Roystonea regia) fruits, has been shown to prevent prostate
hyperplasia (PH) induced by testosterone and phenylephrine in rats
through the D-004-mediated inhibition of prostate 5 -reductase
activity and antagonism of -1 adrenoceptors. This study, as part of the
studies of the genotoxic potential of D-004, was aimed to determine
whether D-004 increases the frequency of abnormal forms of rat
sperm-head morphology. For that, male Sprague Dawley rats
included in a chronic toxicity study were used, which were randomly
distributed into 5 groups (8 rats/group): 1 negative control treated
with the vehicle, 3 D-004-treated groups (800, 1500 and 2000 mg/kg,
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respectively), and 1 positive control (Ciclophosphamide, 50mg/kg).
Treatments (vehicle or D-004) were orally administered for 12
months, while Ciclophosphamide was given by intraperitoneal route
five days consecutive. There were no deaths and no toxicity signs
were observed. Spermatozoid concentrations and the frequencies of
normal spermatozoids in D-004 treated groups were similar to those
of the negative controls, while the positive control had decreased
spermatozoid concentrations and increased frequency of abnormal
spermatozoids compared with the negative controls. In conclusion,
D-004 orally administered during several periods of spermatogenesis
inrats did not show genotoxic potential on the male germinal cells.

Key words: D-004, prostate hyperplasia, sperm-head morphology,
genotoxicity, rats

Introduccion

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) consiste en un alargamiento
de la fibra muscular y la estructura epitelial de 1a prostata que conlleva
a la obstruccion del flujo urinario y a la aparicion de un conjunto de
sintomas del tracto urinario bajo (STUB) [1]. La etiopatologia de la
HPB es multifactorial y depende de cambios hormonales y no
hormonales que ocurren en el hombre que envejece: el principal
factor etiologico hormonal para el desarrollo de la HPB es el aumento
de la conversion de la testosterona (T) en su metabolito mas activo, la
dihidrotestosterona (DHT) por accion de la enzima S-reductasa, ya
que la DHT acumulada en la prostata propicia la liberacion de
factores de crecimiento que conllevan a la hiperplasia del tejido [2,3].
Por otra parte, el aumento del tono del musculo liso de la prostata
mediado por un aumento de la contribucion de los adrenoreceptores 1
esresponsable de los STUB caracteristicos del la HPB [4,5].

El tratamiento oral con D-004, extracto lipidico del fruto de la palma
real (Roystonea regia), constituido por una mezcla de acidos grasos,
principalmente oleico, palmitico, laurico y miristico, ha mostrado
prevenir la hiperplasia prostatica (HP) inducida por testosterona [6] o
por fenilefrina [7] en ratas, efectos relacionados con su capacidad de
inhibir la actividad de la 5 -reductasa prostatica [8]y de antagonizar
los adrenoreceptores 1 [9]. Estudios toxicologicos previos han
mostrado que dosis orales tnicas de D-004 (2g/kg de peso corporal)
no produjeron muertes ni signos de toxicidad en ratas y conejos,
considerandose, por tanto, como sustancia no toéxica [10,11].
Resultados consistentes fueron obtenidos en estudios de toxicidad
oral por dosis repetidas de hasta 2 000 mg/kg administradas durante
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90dias (estudio subcronico) y 12 meses (estudio cronico) en ratas SD,
no detectandose toxicidad atribuible al D-004, por lo cual la mayor
dosis administrada se comporté como un nivel de dosis que no
produjo efectos adversos detectables (non observable adverse effect
level -NOAEL)[10].

Por otra parte, los resultados del test de Ames con y sin activacion
metabdlica, ensayo que detecta la capacidad de induccion de
mutaciones puntuales, demostraron que el D-004 no resultd
citotoxico ni mutagénico en ninguna de las cepas de Salmonella
typhimurium estudiadas [12], la evaluacion del potencial citotoxico,
clastogénico y genotoxico del D-004 in vivo empleando el ensayo de
micronticleos en médula ésea de roedores también mostro resultados
negativos y el Ensayo Cometa demostré que el D-004 no indujo dafio
enel ADN de células eucariotas de ratones [13-15].

El ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide es una
técnica sensible, rapida y econdmica para determinar la induccion de
daflo a nivel de las células germinales masculinas que se recomienda
incluir dentro de estudios toxicoldgicos de larga duracion en los
cuales la sustancia a investigar se administre por periodos superiores
aun ciclo espermatico completo [16].

Teniendo en cuenta estos antecedentes este estudio tuvo como
objetivo determinar si el tratamiento oral a largo plazo (12 meses) con
D-004 afecta la morfologia de la cabeza del espermatozoide y/o
modifica la concentracion espermatica en ratas SD machos.

Material y métodos
Animales

Se utilizaron ratas machos SD adultos jovenes (7-9 semanas, peso
corporal entre 150y 180 g), procedentes del Centro de Produccion de
Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba). Los animales fueron
adaptados durante 7 dias a las condiciones controladas que se
mantuvieron durante todo el estudio: temperatura (25 + 2°C),
humedad relativa (60% + 10%) y ciclos de luz- oscuridad de 12
horas. El acceso al agua y al alimento (pienso estandar para esta
especie) fue ad libitum.Toda la manipulacion de los animales se
realizo de acuerdo con los principios éticos para el uso de los animales
de Laboratorio de la Republica de Cuba y a los procedimientos
establecidos en el Centro de Productos Naturales.

Administraciony dosificacion

El D-004 fue suministrado por el departamento de Quimica
Farmacéutica del Centro de Productos Naturales, y se utilizo tras
corroborar sus especificaciones de calidad (composicion y pureza)
mediante un método validado de cromatografia gaseosa. Este se basa
en la determinacion de los acidos grasos como ésteres metilicos
mediante una reaccion de metilaciéon con cloruro de acetilo en
metanol (10:90, v/v). Los analisis se realizaron en un cromatdgrafo
gaseoso Fisons con detector de ionizacion de llama y una columna
Solgelwax (30 m x 0,25 m de espesor de pelicula, 0,25 m de didmetro
interno). El horno se calenté desde 80 hasta 180°C a 20°C/min, y
desde 180 hasta 280°C a 40°C/min. La temperatura del inyector y del
detector fue de 270 y 275°C, respectivamente. Se empled hidrogeno
(1,3 mL/min) como gas portador. La identificacion de cada pico se
realizé mediante el empleo del correspondiente patron de acido graso
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA). Las concentraciones
fueron calculadas a partir del area de los picos empleando acido
tridecanoico como patrén interno.
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La composicion de los 4cidos grasos del lote de D-004 estudiado fue:
caprilico 0,3%, céprico 0,5%, laurico 19,4%, miristico 9,7%,
palmitico 10,6%, palmitoléico 0,3%, estearico 2,6% y oleico 49,9%
(incluye los acidos linoléico (C18:2) y linolénico (C18:3) expresados
como oleico).

La preparacion de las emulsiones, usando como agente tenso-activo
Tween 65 (2%), se realizé 2 horas antes de la administracion y sus
concentraciones se ajustaron semanalmente de acuerdo al aumento
del peso corporal de los animales.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en 5 grupos
experimentales, se utilizaron 8 animales/grupo a los que se les
administré por via oral durante 12 meses, a los grupos control, el
vehiculo (Tween 65 al 2%) y a los tratados, diferentes dosis de D-004
(800, 1500 y 2000 mg/kg), mientras que el grupo control positivo fue
tratado por via i.p. durante 5 dias con Ciclofosfamida (CF) [17-19] y
sacrificados 52 dias después de la primera administracion del
mutageno [20].

La dosis menor de D-004 empleada ha demostrado ser efectiva en los
modelos HPB en ratas, mientras que la maxima es la mas alta dosis
recomendada para este tipo de ensayo [7,8].

Examenes realizados:
Ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide.

Al concluir el periodo experimental los animales fueron sacrificados
en atmosfera de éter. A cada animal se le realizo la extraccion del
epididimo derecho, el cual inmediatamente se colocé en una placa
Petri con 2 ml de una solucion isotoénica de NaCl 0,9% y se redujo a
pequeiios fragmentos mediante tijeras, se transfirieron a tubos de
ensayo y se homogeneizaron con pipetas Pasteur para obtener una
suspension homogénea a la cual se le afiadié 0,05 ml de tripsina al
0,25% para lograr la ruptura del tejido conectivo y lograr asi la
separacion de los espermatozoides.

Contaje de espermatozoides

Una vez transcurridos 5 minutos de tripsinizacion, la suspension fue
diluida 1:10 en NaCl al 0,9% y posteriormente 10 pl de dicha dilucion
se coloco en una camara de Newbauer para el contaje de
espermatozoides [21].

Morfologia de la cabeza del espermatozoide

Se afiadio a cada tubo, con el homogeneizado tripsinizado y diluido, 5
gotas de eosina al 1% y después de 5 minutos se procedio a depositar
una gota sobre una lamina seca a la que se le colocd el cubreobjeto
para su extension. Se prepararon 2 laminas por animal y se analizaron
500 espermatozoides totales por dos observadores independientes,
las observaciones fueron realizadas “a ciegas”. El criterio de
clasificacion a seguir es el planteado por Wyrobek y Bruce [21,22].

Analisis estadistico

Los datos relativos al contaje de espermatozoides y su morfologia, se
analizaron mediante el método de analisis de varianza (ANOVA). El
nivel de significacion establecido fue p<0,05. Todos los analisis se
realizaron empleando el Statsoft for windows. StatSoft, Inc. (2003).
STATISTICA (data analysis software system), version 6.

Resultados

Tal como se puede observar en la Tabla 1, el tratamiento con dosis de
hasta 2000 mg/kg no afectd la proliferacion de células germinales en
ratas dado que la concentracion de espermatozoides fue similar en
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tratados y controles negativos, no observandose tendencia a
modificar este indicador con el incremento de la dosis de D-004. A
diferencia de lo observado en los grupos tratados con D-004 la CF
indujo una disminucién de la concentracién de espermatozoides.
Similar comportamiento se observo en el andlisis de la morfologia de
la cabeza del espermatozoide (Tabla 2), el tratamiento con D-004 con
dosis de hasta 2000 mg/kg no incremento la frecuencia de formas
anomalas con relacion al control negativo, ni mostré tendencia con la
dosis a inducirlo, por lo que el D-004 no manifestd potencial
genotoxico en las células germinales de ratas machos. El tratamiento
con CF, por su parte, indujo un incremento significativo de las formas
anomalas de la morfologia de la cabeza del espermatozoide, tal y
como esta descrito para este mutageno.

Tabla 1. Concentracion de espermatozoides en la camara de
Neubauer del D-004 en ratas SD machos, via gastrica.

Grupo Dosis Promedio de Concentracién (10°%)
(mg/kg) espermatozoides/cuadro células/mL.
Control - 40,8 £4,3 2,04 £0,2
D-004 800 40,8 + 3,7 2,04 0,2
D-004 1500 40,5+ 1,9 2,02+ 0,1
D-004 2 000 39.8+2,6 1,99 + 0,1
CF 50° 19,3 £ 3,0* 0,96 = 0,2%

CF (Ciclofosfamida).
® Administracion por via i.p, durante 5 dias.
*p<0.05 (comparacion con el control, ANOVA, X media; DE desviacion estandar).

Tabla 2. Morfologia de la cabeza del espermatozoide del D-004 en
ratas SD machos, via gastrica.

Dosis
Grupo (mg/kg Normales Anormales Amorfos Bananas  Sin Gancho CI?J‘I):s
Control - 459,1£224 409=x224 13372 124x93 1357 4 1,809
D-004 800 460,8 10,0 393x10,0 12,656 123=x34 129+4,0 1,5+0,8
D-004 1500 4554=193 446=193 144=77 134=82 14666 22=09
D-004 2000 4593 14,1 40,7=14,1 12338 143=x7,1 128+5,7 1,3+1,0

CF 50° 4088 +
621%

912£621% 256=75% 340+31% 285:73% 3,1=x06%

CF (Ciclofosfamida).
* Administracion por via i.p, durante 5 dias.
Determinaciones en 500 células/animal.
*p<0.05 (comparacion con el control, ANOVA, X media; DE desviacion estandar).

Discusion

De acuerdo al esquema de tratamiento empleado los animales fueron
tratados con D-004 por varios ciclos espermaticos completos, por lo
tanto no so6lo los espermatozoides analizados estuvieron bajo la
accion de la sustancia ensayo durante todo su ciclo celular, sino que
los 6rganos sexuales y el sistema endocrino en su totalidad estuvieron
sometidos a la accion de altas dosis de D-004 durante un periodo de
tiempo lo suficientemente prolongado como para que cualquier
accion toxica, que pudiera tener repercusion sobre la produccion de
espermatozoides, como serian cambios en los niveles de FSH, LH y
androgenos, pudieran manifestarse.

Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre grupos tratados
y controles negativos en cuanto al contaje de espermatozoides. La
concentracion observada en estos grupos concuerda con valores
fisiologicos reportados para esta especie [16,23].

Laausencia de citotoxicidad del D-004 en células germinales vista en
este ensayo reproduce lo observado en ratones tratados con dosis de

hasta 1500 mg/kg [24] y se suman a la ausencia de toxicidad
demostrada en células somaticas, ya que dosis de hasta 2000 mg/kg
no fueron citotoxicas en médula 6sea de ratones [13].

De igual modo, el tratamiento con D-004 no indujo una disminucioén
de la frecuencia de espermatozoides normales, resultados estos que
corroboran lo observado en ratones OF-1 tratados por un ciclo
espermatico completo con dosis de D-004 de hasta 1500 mg mg/kg
[24]. En ambas especies roedoras la distribucion de las diferentes
formas anémalas de la morfologia de la cabeza del espermatozoides
en los animales tratados con D-004 se comportd similar a lo
observado en sus respectivos controles negativos, subrayando asi la
inocuidad genotoxica del D-004, tal como ocurrié en la evaluacion en
microorganismos [ 12]y en células somaticas de roedores [13,14].

Tanto una caida en el contaje espermatico, como el incremento de
formas andémalas de la morfologia de los espermatozoides estan
directamente correlacionadas con una disminucion de la fertilidad,
por lo que los resultados obtenidos en este ensayo justifican que ratas
machos tratadas durante 13 semanas con dosis de hasta 1000 mg/kg
no manifestaran problemas de fertilidad.

La administracion de 50 mg/kg de Ciclofosfamida, empleada como
control positivo, indujo una disminucion en la concentracion de
espermatozoide y un incremento en la frecuencia de aparicion de
espermatozoides morfolégicamente anormales, ya que sus
metabolitos logran interactuar con las células de Sertoli y
directamente con las células germinales, disminuyendo la produccion
y maduracion de éstas, tal como se reporta para este reconocido
mutdgeno [18,25,26], resultado que corrobora su uso como
compuesto citotoxico y genotoxico en este modelo, [20,27] a la par
que valida la conduccion de este ensayo en nuestras condiciones
experimentales.

Se ha demostrado que el D-004 administrado a roedores en dosis de
400 mg/kg es efectivo en prevenir el desarrollo de la HP inducida con
testosterona en roedores castrados y no castrados, no asi la inducida
por Dihidrotestosterona [6]. Sus efectos se han manifestado tanto
sobre el tamafio de la prostata como sobre los hallazgos histologicos
tipicos de la HP [28]. Ademas, el D-004 también resulto efectivo
cuando se administré después de haberse inducido la HP con T, por lo
cual su accidn terapéutica también fue eficaz [6,7]. Por tanto, la
ausencia de efecto citotoxico y genotoxico del D-004 en células
germinales observadas en el presente ensayo, en el que se empled la
dosis maxima recomendada para este tipo de estudios, dosis muy
superior a la dosis efectiva de D-004 en ratas, no se debe a problemas
biodisponibilidad y/o con un insuficiente esquema de tratamiento.

En conclusion, el D-004 (800, 1500 y 2000 mg/kg), administrado por
via gastrica durante 12 meses no mostrd evidencia de accion
citotoxica 6 mutagénica en células germinales de ratas SD.
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