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Departamento de Farmacologia, Centro de Productos Naturales, Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas. La Habana, Cuba.

Dr. Roberto Menéndez. Laboratorio de Bioquimica. Centro de Productos Naturales. Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas. Apartado Postal 6412. La Habana. Cuba. Email: cpn.bioguimica@cnic.edu.cu

RESUMEN: El D-004 es el extracto lipidico de los frutos de la palma real Roystonea regia,
que presenta como componente mayoritario una mezcla de acidos grasos primarios,
compuesta por los acidos caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, palmitoleico,
estearico y oleico, el cual ha mostrado su eficacia en el tratamiento de la hiperplasia
prostatica (HP) en modelos experimentales. Teniendo en cuenta que diversas
investigaciones adjudican a los &cidos grasos de diferentes largos de cadena efectos
antioxidantes, que el estrés oxidativo (EO) a sido relacionado con la HP y que estudios
previos muestran efectos antioxidantes del D-004 “in vitro” y tras las administracién oral a
ratas ovariectomizadas, el presente estudio tiene como objetivo investigar los efectos
antioxidantes del D-004 administrado a ratas en una gama de dosis (50 y 800 mg/kg de peso
durante dos semanas) comprendida dentro de las dosis en que se observo su eficacia en los
modelos de HP en esta especie El D-004 disminuye significativamente y de manera dosis
dependiente los niveles plasmaticos de MDA, incrementa también de manera significativa la
CAOP vy disminuye significativamente la susceptibilidad de preparaciones microsomales de
higado y cerebro ante la PL “in vitro” inducida por sistemas enzimaticos en microsomas
activos. En practicamente todos los parametros estudiados el efecto maximo se produce a la
dosis de 400 mg/kg de peso con excepcidn del cerebro, donde ya a 50 mg/kg se observa una
inhibicion significativa de la PL, que alcanza el efecto maximo a la dosis de 100 mg/kg. El D-
004 también protege a las proteinas del dafio oxidativo, ya que su administracion disminuye
significativamente los grupos carbonilos asociados a proteinas en plasma, higado y cerebro.
Estos efectos que se manifiestan a dosis en que el D-004 inhibe significativamente la PL. Los
efectos inhibitorios del D-004 sobre la PL observados en este trabajo son consistentes con
los efectos inhibitorios D-004 sobre la PL tras su adiccion “in vitro” y tras su administracion
oral en ratas ovarioectomizadas. La inhibicion de la PL se observan en un rango de dosis
analogo al que el D-004 previene la HPB en esta especie, lo cual puede representar un
beneficio adicional del producto que coadyuve a la eficacia mostrada en este modelo. De
este modo, futuros trabajos deben investigar si la administracion oral del D-004 también
inhibe la PL del tejido prostatico en este mismo rango de dosis.

ABSTRACT: D-004 is a lipid extract of the ground fruits of the Cuban royal palm (Roystonea
regia) containing a reproducible mixture of fatty acids. The mixture consists on saturated and
monounsaturated fatty acids such as caprilic, capric, lauric, miristic, palmitic, palmitoleic,
estearic y oleic acid. Oral treatment with D-004 inhibited prostate hyperplasia (PH) induced
with testosterone, but not with dihydrotestoterone in rodents. D-004 has proven to inhibit
microsomal lipid peroxidation (LP) “in vitro”. Also, oral administration of D-004 (400 mg/kg)
inhibited LP induced in ovariectomized rats. Since oxidative processes have been linked to
PH, we tested the effect of D-004 on lipid peroxidation in the same dosage range for the
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inhibition of PH in rats. D-004 significantly and in a dose dependent fashion, inhibited
malondialdehyde (MDA) concentration in plasma, increased total antioxidant status (TAS) and
decreased iron-induced LP in hepatic and brain native microsomes. The apparent maximum
effect was observed at 400 mg/kg, except for brain, where the maximum effect was observed
at 100 mg/kg. D-004 also inhibited carbonyl protein-associated groups in plasma, liver and
brain simples. The present results are consistent with those found in “in vitro” experiment and
after the oral administration of D-004 to ovariectomized rats. It is important to note that the
inhibition of LP exerted by D-004 was produced at the same dosage range that those
observed in the inhibition of PH in rats. Therefore, the anti lipid peroxidative effects of D-004
might contribute to its efficacy in PH in this model. However, future work must investigate the
effect of D-004 in LP in prostate tissue.

Palabras claves: D-004, fatty acids, lipid peroxidation, prostatic hyperplasia

Key words: D-004, fatty acids, lipid peroxidation, prostatic hyperplasia.
INTRODUCCION.

El D-004 es el extracto lipidico de los frutos de la palma real Roystonea regia, que presenta
como componente mayoritario una mezcla de acidos grasos primarios, compuesta por los
acidos caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, palmitoleico, estearico y oleico. En
dicha mezcla se presentan como componentes mayoritarios los &cidos oleico, laurico y
palmitico. EI D-004 ha demostrado su eficacia en el tratamiento de la hiperplasia prostéatica
(HP) en modelos experimentales, 2 puesto que su administracién oral disminuye
significativamente el incremento del tamafio la préstata inducido por la inyeccion subcutanea
de testosterona en roedores.

Teniendo en cuenta que diversas investigaciones adjudican a los acidos grasos de diferentes
largos de cadena efectos antioxidantes *° y al hecho de que el estrés oxidativo (EO) a sido
relacionado con la HP, *** investigaciones precedentes fueron dirigidas a investigar los
efectos del D-004 sobre la peroxidacion lipidica (PL). Asi, en un primer estudio “in vitro” se
observé que la adicion del D-004 (0.9 - 1000 mg/ml) inhibié la PL “in vitro” de fracciones
microsomales de higado y cerebros de ratas inducida por diferentes agentes (resultados no
publicados).'® Por otro lado, un estudio posterior mostré que su administracién oral a una
dosis efectiva en los modelos de HP (400 mg/kg), inhibié los procesos oxidativos inducidos
por la ovarectomizacion en ratas. '’ Tales hechos indicaban no sélo los efectos antioxidantes
“in vitro” y “ex vivo” del D-004, sino su posible impacto en la eficacia mostrada en el modelo
de HP, puesto que su administracién oral a una dosis efectiva en ese modelo inhibi6 la PL.
Sin embargo, en este Ultimo estudio solamente se investigaron los efectos del D-004
administrado a 400 mg/kg, por lo que era necesario investigar el rango de dosis en que se
manifiestan los efectos antioxidantes del D-004 tras su administracion oral e investigar su
dependencia de la dosis administrada.

A partir de estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo consistié en investigar si la
administracion oral de D-004 a ratas en una gama de dosis comprendida dentro de las dosis
en que se observo su eficacia en los modelos de HP en ratas (50 y 800 mg/kg de peso
durante dos semanas) inhibia la PL. Con tal objetivo, se investigo si el D-004 inhibia la PL “in
vitro” inducida preparaciones membranosas obtenidas de higados y cerebros, si disminuia
significativamente los niveles plasmaticos de malondialdehido (MDA) e incrementaba la
capacidad antioxidante total del plasma (CAOP). Con el objetivo de investigar los efectos del
D004 sobre el dafio a proteinas, se investigo los efectos del D-00 sobre la generacion de
grupos carbonilos asociados a proteinas.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y dosificacion: Se utilizaron ratas Wistar machos adultas jovenes procedentes del
CENPALAB (Centro para la Obtencién de Animales de Laboratorio, La Habana), cuyos pesos
oscilaban entre 150 y 200g. Antes de ser utilizados, los animales se mantuvieron en
cuarentena al menos 7 dias antes del inicio del experimento. Durante ese periodo, recibieron
pienso estandar para ratas procedente del CENPALAB y agua “ad limitum”. El D-004 fue
preparado en forma de emulsion en vehiculo carboximetil celulosa (CMC) / agua al 2% (p/v).
Con tal objetivo, el D-004 una vez pesado se adicion6 al vehiculo previamente calentado a
40°C y la mezcla se agité vigorosamente mediante succiones repetidas con la micropipeta
automatica. Los animales fueron administrados por entubacion gastrica (1 ml/kg). Se
emplearon 6 grupos experimentales (10 animales/grupo), un grupo control al cual se
administro el vehiculo solamente, y 5 grupos tratados con dosis de 50, 100, 200, 400 y 800
mg/kg. El D-004 fue administrado durante 2 semanas a razén de una administracion diaria.

Obtencion de las muestras de plasma: Transcurrido el periodo de tratamiento, los
animales se anestesiaron en atmdsfera de éter y fueron desangrados por la aorta abdominal.
Las muestras de sangre se colectaron en tubos a los cuales se afiadi6 previamente un
volumen de solucion de EDTA al 10%., de tal manera que la concentracion final fue de 1
mg/ml de sangre. El plasma fue obtenido por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min, y se
almacend —20°C hasta su utilizacién. Estas muestras de plasma fueron empleadas para las
determinaciones de las concentraciones de MDA y grupos carbonilos. En paralelo, se
colectaron muestras de sangre (1 ml) en tubos eppendorf previamente heparinizados (5 pl,
heparina sdédica 5000 Ul/ml), cuyo plasma se utilizé para la determinacién de la capacidad
antioxidante del plasma (CAOP).

Obtencién de las preparaciones de membrana: Luego del sacrificio de los animales, se
disecaron los higados y cerebros para la obtencion de las fracciones membranosas. El
procedimiento para la obtencién de estas fracciones es analogo al descrito en los protocolos
precedentes. *°

Sistemas oxidantes utilizados. En todos los sistemas empleados se utilizé un volumen
final de la mezcla de 1ml y se adicioné una concentracion de proteina microsomal
equivalente a 500 ug. Las determinaciones de proteina se realizaron por una modificacion del
método de Lowry. *° Para este estudio se utilizaron microsomas activos, teniendo en cuenta
gue los efectos inhibitorios “in vitro” del D-004 fueron mas potentes preparaciones
microsomales activas. Los sistemas oxidantes utilizados fueron; el sistema enzimético
(NADPH/ADP/CIFes) en membranas de higado y la adicién de FeCl; de membranas de
cerebro. Las determinaciones se realizaron por triplicado para cada animal de cada grupo
experimental. El grado de PL se determiné a través de la determinacion de la sustancias
reaccionantes con el barbitdrico (SRTB), para lo cual se utilizé la metodologia descritapor
Ohkawa et al , ?° de forma analoga a los trabajos precedentes. Para los célculos de las
concentraciones de MDA, se construy6 una curva patrén con malondialdehido bis (dimethyl
acetal). Los niveles de MDA se reportaron como nmol de MDA/mg de proteina o uM en el
caso de las muestras de plasma. Las determinaciones se realizaron por triplicado en cada
muestra de plasma o fraccion de membrana.
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Determinacién de la CAOP: Para ello se utilizé el juego de reactivos de la firma Randox
(NX2332). La captacion de los radicales fue medida a través de la disminucion del color que
se produce al generarse del cation ABTS" en el medio de reaccion, producto de la reaccién
de la peroxidasa (metamioglobina) y el H,O, . La intensidad de color generado fue medida a
través de espectrofotometria visible a 600 nm. Los valores de CAOP se reportaron en
términos de concentracion puM.

Determinacién de los grupos cabonilos: Los grupos carbonilos fueron determinados en
muestras de plasma, higado y cerebro segin el método descrito por Reznick et al., >* . En el
caso de los tejidos, se tomo una alicuota de entre 150-200 mg la cual fue homogenizada
suavemente en potter con un volumen de 3 ml de tampdn de homogenizacion (tampon
fosfato, 50 mM, pH, 7.4, que contenia, 0.1 % de digitonina, 40m pg/ml de una mezcla de
inhibidotes de proteasa, y 1mM de EDTA). El homogenizado fue sometido a una
centrifugacion a 6000 g durante 15 minutos, y el sobrenadante asi obtenido fue utilizado para
la determinacion. Tanto para las muestras de plasma como para el sobrenadante de los
tejidos, previo a la determinacién se realiz6 una lectura a 280/260nm, con el objetivo de
descartar la presencia de acidos nucleicos. En todos los casos, siempre que la razén fue
mayor que 1, se procedi6 a un paso intermedio de precipitacion con sulfato de
estreptomicina al 1%, con el objetivo de eliminar los acidos nucleicos. Posteriormente, a un
volumen de plasma (equivalente a 50 ug de proteina, determinado por Lowry) o 1 ml de
sobrenadante se afiadioé 4 ml de solucion de dinitrofenilhidracina (DNFH) a una concentracion
de 10mM disuelta en HCI 2.5 M. Tras agitacion vigorosa, los tubos fueron guardados en
oscuridad por espacio de 1 h. Ulteriormente, se afiadieron 5 ml de acido tricloroacetico (TCA)
a concentracién final de 10% y el precipitado de proteinas, obtenido por centrifugacion a
3000 rpm durante 15 min, fue lavados varias veces (3 como minimo) con una mezcla de
etanol:acetato de etilo (1:1, v/iv) con el objetivo de eliminar los resto de DNFH que no
reaccionaron con la proteina. Finalmente, el pelet de proteina fue disuelto en 2 mlis de
guanidina 6M y se procedid a la lectura en espectrofotobmetro a 450 nm contra blanco. Para
el célculo de los grupos carbonilos presentes se utilizé el coeficiente de extincion molar de
22000M™. Los datos se reportaron en nmol/mg de proteina. Para el caso de los muestras de
tejido, la concentracion de proteina fue determinada por lectura simultanea a 280nm y
utilizando una curva patron confeccionada con albumina de suero bovino (BSA). Las
determinaciones fueron hechas por duplicado.

Estadistica: Las comparaciones entre grupos se realizaron utilizando la prueba de la U de
Mann Whitney. A priori se establecié un nivel de significacion a= 0,05 para la determinacion
de la significacion estadistica. Los datos fueron procesados de acuerdo al paquete de
programas Statistic de Windows.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra las determinaciones de los niveles basales de MDA y CAOP en las
muestras de plasma de los diferentes grupos experimentales. Como puede apreciarse, la
administracion de D-004 a dosis de 50 y 100 mg/kg, no modific6 ninguno de los dos
parametros. Sin embargo, la administracion de D-004 en el intervalo de dosis de 200 a 800
mg/kg, disminuy6 significativamente los niveles de MDA e incremento los de la CAOP. Para
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ambos pardmetros, la dosis de 400 mg/kg se comporté como la dosis maxima, puesto que la
dosis de 800 mg/kg no produjo efectos adicionales.

La tabla 2 se muestran los resultados de las experiencias con fracciones microsomales de
higado y cerebro obtenidas tras el tratamiento con D-004. La administracién oral de D-004
inhibi6 de manera dosis dependiente la generacion de SRTB en fracciones microsomales
activas de higado de ratas en las cuales se indujo la PL en presencia de NADPH/ADP/CIFes.
Asi, mientras que la dosis inferiores administradas (50 y 100 mg/kg), produjeron solamente
una ligera disminucion que no alcanzé niveles de significacién, las dosis superiores (200, 400
y 800 mg/kg), produjeron un incremento gradual del efecto inhibitorio, el cual alcanzo
significacion estadistica a partir de los 200 mg/kg. El efecto inhibitorio maximo (50.6%), se
obtuvo con 400 mg/kg, puesto que la dosis de 800 mg/kg, no produjo efectos superiores.

El D-004 también inhibi6 la generacion de SRTB inducida por hierro en los microsomas de
cerebro activos. Sin embargo se observé una marcada diferencia con el higado en lo relativo
al rango de dosis efectivas, puesto que la dosis de 50 y 100 mg/kg inhibieron
significativamente en un 32.8 y 60.8 %, respectivamente, las concentraciones de MDA.
Ademas, en las experiencias realizadas con las fracciones de cerebro provenientes de los
animales tratados con 200 mg/kg, la inhibicién fue practicamente similar a la encontrada con
100 mg/kg (59.3%), lo cual nos indica que la dosis de 100 mg/kg se comporté como la dosis
méaxima inhibitoria.

A partir de los resultados de estas experiencias, investigamos la presencia de grupos
carbonilos en las muestras de plasma de los animales tratados con dosis de 400mg/kg y en
el caso de 6rganos, investigamos aquellas dosis que se habian comportado como maximas
inhibitorias de la PL inducida en microsomas. La figura 1 ilustra estos resultados,
observandose que a la dosis en que se produjo la maxima reduccion de los niveles de MDA y
el maximo incremento de la CAOP (400 mg/kg) en plasma, se produce una disminucion
significativa de las concentraciones de grupos carbonilos en un 24.4 %. Analogamente a lo
gue ocurre en plasma, se observa también una reduccion significativa de los grupos
carbonilos en higado 46.6% y en cerebro, 63.4%, a dosis en que fue demostrada
previamente la inhibicion maxima de la PL en estos tejidos.

Tabla 1. Efectos de la administracion oral de D-004 sobre los niveles basales de
malondialdehido la capacidad antioxidante total del plasma.

Tratamiento Cambio relativo al control (%)
SRTB
(nmnl MDA I/mn
Control 13.94+ 2.48
D004 50 mg/kg 13.12+1.31 -5.8
100 mg/kg 13.04 +1.18 -6.4
200 mg/kg 11.48+1.61* -17.6
400 mg/kg 9.49 + 2.01 ** -31.9
800 mg/kg 10.18 + 3.20 ** - 26.9
CAOP
Control 0.93+0.13
D004 50 mg/kg 0.95+0.18 +2.1
100 mg/kg 1.02 £ 0.10 +9.6
200 mg/kg 1.12+0.15* +20.4
400 mg/kg 1.56 5.80.17 * +67.7

800 mg/kg 1.52 +0.21 ** +63.4
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Los valores son la media + DE para N = 10 animales. SRTB, sustancias reaccionantes con el
tiobarbiturato. CAOP. Capacidad antioxidante del plasma
p < 0.05, *P < 0.01, Comparacion con el grupo control, U de Mann Whitney.

Tabla 2. Efectos de la administracion oral de D-004 sobre la peroxidacion lipidica
inducida en microsomos activos de higado y cerebro por los sistemas enziméaticos
NADPH/ADP/CIFes.y FeCl,, respectivamente.

Tratamiento SRTB Inhibicion
(nmol MDA/mg relativa al
Microsomas de higado
Control 34.89 £ 6.52
D004 50 mg/kg 33.83+£8.85 -3.0
100 mg/kg 31.67 +£9.14 -9.2
200 mg/kg 23.21+10.11 * -335
400 mg/kg 17.28 + 3.17 ** -50.6
800 mg/kg 17.28 + 3.22 ** -50.8
Microsomas de cerebro
Control 30.09 +6.30
D004 50 mg/kg 20.27 £5.21* -32.6
100 mg/kg 11.84 + 2.75** - 60.7
200 mg/kg 12.24 + 3.64 ** -59.3
400 mg/kg ND
800 mg/kg ND

Los valores son la media + DE para N = 10 animales. SRTB, sustancias reaccionantes con el
tiobarbiturato.* p < 0.05, **P < 0.01, Comparacion con el grupo control, U de Mann Whitney.]
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Fig. 1. Efecto de la administracion oral de D-004 sobre las concentraciones basales de
grupos carbonilos asociados a proteinas en muestras plasma, higado y cerebro. Los
resultados de las barras representan el valor medio # DE de dos determinaciones realizadas
en muestras provenientes de 10 animales de cada agrupo experimental. * P < 0.05, **P <
0.01. Comparacioén con el grupo control (Prueba de la U de Mann Whitney).

DISCUSION

El presente trabajo muestra que la administracion oral de D-004 en una gama de dosis
comprendida entre 50 y 800 mg/kg de peso inhibié la PL en ratas. De este modo, la
administracion oral de D-004 disminuy6 significativamente los niveles plasmaticos de MDA e
incrementd también de manera significativa la CAOP. Asimismo, la administracion oral de D-
004 disminuy6 la susceptibilidad de preparaciones microsomales de higado y cerebro ante la
PL “in vitro” inducida por sistemas enzimaticos en microsomas activos. Los efectos
antioxidantes “in vivo” del D-004 resultaron dependientes de la dosis ensayadas. Asi, las
dosis inferiores ensayadas (50 y 100 mg/kg) no modifican significativamente los parametros
bajo estudio, si bien su administracion a dosis superiores (200 - 800 mg/kg), mostré un
incremento gradual del efecto farmacoldgico el cual fue significativo a partir de 200 mg/kg y
méaximo con 400 mg/kg.

De este modo, los efectos inhibitorios del D-004 sobre la PL observados en este trabajo son
consistentes con estudios previos realizados en “in vitro” en los que se demostré que la
adicion de D-004 al medio de incubacién inhibia la PL inducida en microsomas hepaticos y
cerebrales por diferentes agentes oxidantes, y con los efectos inhibitorios ejercidos por la
administracion oral del D-004 sobre el estrés oxidativo inducido por la ovariectomizacion en
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ratas. Asi, todos estos resultados en su conjunto indican que el D-004 inhibe la PL tanto tras
su adicion “in vitro” y tras su administracion oral a dosis repetidas.

El tratamiento con D-004 también inhibi6 la PL inducida “in vitro” en microsomas activos de
cerebro por iones Fe?*. Sin embargo, mientras que en plasma y en higado los efectos
maximos se obtuvieron con 400 mg/kg, en cerebro la dosis de 100 mg/kg ya se comporto la
maxima inhibitoria, con la cual se alcanza un porcentaje de inhibicion superior al obtenido en
los microsomas hepaticos. Tal hallazgo resulta congruente con resultados precedentes en
ratas ovariectomizadas, '’ y sugiere una mayor susceptibilidad del cerebro a la accién
inhibitoria del D-004 sobre la PL. Sin embargo, factores tales como la distribucion tisular, el
metabolismo y la eliminacion tras la administracion oral del D-004, pueden también influir en
estos resultados, aspectos sobre los cuales es necesario profundizar en futuros trabajos.

La administracion oral de D-004 también inhibié la modificacion de proteinas inducida por las
especies radicalarias, ya que su administracion oral disminuyd significativamente las
concentraciones de grupos carbonilos asociados a proteinas, que es un marcador
ampliamente reconocido indicativo del dafio oxidativo a proteinas. En tal sentido, diversos
trabajos han demostrado que las especies radicalarias, entre ellas el radical OH*, atacan a
algunos aminoéacidos convirtiéndolos en radicales carbonilos y conllevando a cambios
estructurales y funcionales en las proteinas oxidadas. 2* De esta forma, la proteccion
ejercida por el D-004 ante la formacion de los grupos carbonilos asociados a proteinas
resulta congruente con los efectos antioxidantes del D-004. Por otro lado, al comparar la
proteccion ejercida por el D-004 sobre el dafio a las proteinas en los tejidos estudiados, se
aprecia que la proteccién en cerebro fue mayor que en tejido hepatico, lo cual podria estar
relacionado a que en este 6rgano, la inhibicion de la PL es superior a la del higado.
Finalmente, un hecho de significativa importancia es el rango de dosis en que se produce la
inhibicion de la PL tras la administracion de D-004, el coincide con el reportado para los
efectos sobre la hiperplasia prostatica benigna (HPB) en esta especie. 2 Tal resultado
adquiere una importancia singular considerando el papel que tienen la especies reactivas de
oxigeno en el dafio a diferentes estructuras tisulares y la contribucién adicional que podria
representar este efecto en la eficacia mostrada por el D-004 en los modelos de HPB. Este
hecho nos conmina a estudiar si en este mismo rango de dosificacion el D-004 inhibe la PL
en el tejido prostatico.

En resumen, la administracion oral de D-004 a ratas durante dos semanas en una gama de
dosis comprendida entre 50 y 800 mg/kg de peso inhibe la PL. EI D-004 disminuye
significativamente y de manera dosis dependiente los niveles plasméticos de MDA,
incrementa también de manera significativa la CAOP y disminuye significativamente la
susceptibilidad de preparaciones microsomales de higado y cerebro ante la PL “in vitro”
inducida por sistemas enzimaticos en microsomas activos. En practicamente todos los
parametros estudiados el efecto maximo se produce a la dosis de 400 mg/kg de peso con
excepcion del cerebro, donde ya a 50 mg/kg se observa una inhibicion significativa de la PL,
gue alcanza el efecto maximo a la dosis de 100 mg/kg. EI D-004 también protege a las
proteinas del dafio oxidativo, ya que su administracion disminuye significativamente los
grupos carbonilos asociados a proteinas en plasma, higado y cerebro. Estos efectos que se
manifiestan a dosis en que el D-004 inhibe significativamente la PL. Los efectos inhibitorios
del D-004 sobre la PL observados en este trabajo son consistentes con los efectos
inhibitorios D-004 sobre la PL tras su adiccion “in vitro” y tras su administracion oral en ratas
ovarioectomizadas. La inhibicion de la PL se observan en un rango de dosis anélogo al que
el D-004 previene la HPB en esta especie, lo cual puede representar un beneficio adicional
del producto que coadyuve a la eficacia mostrada en este modelo. De este modo, futuros
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trabajos deben investigar si la administracion oral del D-004 también inhibe la PL del tejido
prostatico en este mismo rango de dosis.
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