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RESUMEN 

Estudio de la acción anticlastogénica del Cuachalalate 

(A mphypterigi111n adstringens) sobre la inducción de 

1Dicronúcleos producidos por ifost"amida 

La corteza del cuachalalatc (AmphipterytKium ad. .. ·1ri11ge11s) ha sido 

utilizada tradicionalmente en México para tratar los problemas del tracto 

digestivo. incluso el cáncer de estómago. Tal actividad se le ha atribuido a los 

ácidos masticadienónico y 3 a-hidroximasticadienónico. Son escasos los 

estudios formales acerca de su a.ctividad anticancerigen~ por lo que el 

objetivo de esta investigación fue probar que el extracto hexánico del 

cuachalalate disminuye el número de micronúcleos inducidos por ifosfamida. 

Para lo cual. se utilizó un extracto hexánico de cuachalalatc en el que se 

comprobó la presencia de los ácidos masticadienónico y 3 a

hidroximasticadicnónico mcdist.nte una cromatografia en capa fina. En la 

experimentación se utilizaron ratones machos cepa CD 1. los que se 

dividieron en 6 lotes de 5 animales cada uno. Los lotes 1 y 2 fueron el testigo 

negativo y positivo resp°ectivarnente. el lote 6 sirvió para investigar el 

comportamiento del extracto soto. los lotes 3. 4 y 5 fueron tratados con 

ifosfamida y el extracto en dosis de 500. 1000 y 1500 mg/kg respectivamente. 

por vía oral y en una sola administración. Se tomaron muestras de sangre 

periférica de la cola de cada uno de los animales a las o. 24. 48 y 72 horas post 

- administración. para realizar los frotis que posteriom1ente se analizaron en 

el microscopio. El número de micronúcleos inducidos por la ifosfamida fue 

considerado como el l 00 o/o de mutagenicidad. partiendo de éste hecho. se 

determinó el grado de inhibición de micronúcleos que produjo el extracto 

hcxánico del cuachalalatc. obteniendo valores del 44 al 90 º/o de inhibición. 

detenninándose que la dosis que provoca mayor efecto genoprotector es la de 
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1500 mg/kg del extracto. siendo los resultados estadisticamente significativos 

( p< O.OS). En cuanto a la citotoxicidad los reSulÍadOS' ~btenidos mOstraron que 

el extracto solo no es citotóxico~- peró qUe en·· c~mbin3ciÓl1 ·~n la ifosfamida 

se presenta un efecto sinérgico. por lo que el 'ef~to ·citotóxico fue mayor. 
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111. GENERALIDADES 

Capitulo 1. La Herbolaria 

El hombre desde sus origenes ha dependido de las plantas que lo rodean para 

cubrir sus necesidades básicas como el alimento. el vestido. la recuperación y el 

mantenimiento de la salud. 

La herbolaria. como se conoce a la practica terapéutica que utiliza plantas 

medicinales. continúa vigente y tiene gran arraigo en nuestro país. Las plantas 

medicinales aún constituyen el recurso más conocido y accesible para grandes 

núcleos de la población mexicana. La OMS reconoce el valor de esta práctica 

terapéutica y le otorga gran imponancia en los esquemas públicos para la salud 

[Betancourt. 200 I ]. 

En México. la utilización de plantas como remedios para la salud fisica y 

espiritunJ tiene sus origcncs ~n varias culturas prehispánicas. Existen evidencias 

arqueológicas directas como las encontradas en las cuevas de Tehuacá~ por 

mencionar alguna. que mostraron la presencia de botones florales de P/umeria r11ba 

variedad acatifolia (flor de mayo) y las semillas de 1ñcvetia penllda11a (venenillo) 

quienes, además de utilizarse en un contexto ceremonial fueron empleadas para 

sanar diversos padecimientos [Bye y Linares. 1999]. Durante la época colonial se 

elaboró en f'.t1éxico un manuscdto con dibujos a color de cerca de 1 SO plantas 

medicinales autóctonas. las cuales se acompañan de textos en latín sobre sus usos y 

propiedades curativas. El médico indigena Manín de la Cruz y Juan Badiano. un 

joven alumno del Colegio de la Santa Cruz de Tlatelolco. fueron los encargados de 

dar fbrma a este libro. redescubierto hasta el siglo XX y que fue llamado Códice de 

la Cruz - Badiana [Lozoya. 1999]. 



Actualmente. se han registrado en nuestro pais alrededor de 4000 especies con 

atributos mediciÍlales - ( 15 º/o de la flora total). este número coincide con lo 

informado en· varias regiones del mundo por especialistas en la materia. quienes 

consideran que una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin 

embargo. se calcula que en México. y en todo el mundo. la validación quimica. 

farmacológica y biomédica sólo se ha llevado a cabo en aproximadamente 5 o/o de 

estas especies [Betancourt. 2001]. 

El valor de las plantas medicinales está dado por sus constituyentes químicos. 

generalmente sus mctabolitos secundarios son responsables de los efectos 

fisiológicos que producen. Los alcaloides. tcrpcnoides. glicósidos. flavonoides y 

1ignanos son algunas de las f'amilias de compuestos con actividad biológica 

demostrada. 

El uso de las plantas medicinales representa cienas ventajas. por ejemplo al 

compararlas con los tratamientos químicos. En las plantas los principios activos se 

encuentran biológicamente equilibrados por la presencia de sustancias 

complementarias que van a potenciarse entre sí. de fom1a que en general. no se 

acumular. en el organismo. y sus ef"ectos indeseables están limitados. 

Dentro de una planta pueden coexistir varios principios activos que 

probablemente tienen una acción distinta a la que tcndrian de manera separada; se 

puede decir en este caso. que el todo no es igual a la suma de las partes. e incluso 

sus efectos terapéuticos pueden ser mas. menos o radicalmente distintos. De tal 

manera que entre estos componentes existen interrelaciones que producen 

potenciación o antagonismo, dando como resultado una acción conjunta. Este hecho 

hace muy complicado el estudio de una planta [pág. web. fitotcrapia. 2001]. 

En los últimos 15 años el comercio mundial de las plantas medicinales se ha 

incrementado y dentro de los f"actorcs que han contribuido a que la población 

mexicana siga haciendo uso de la medicina tradicional son principalmente: a) la 
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carencia y/o deficiencia de servicios de salud pública tales como hospitales y 

atención médi~ b) el deterioro económico aunado a c) el incremento en el costo de 

las medicinas de patente. 

La mayoría de las plantas medicinales que se comercializan en México son 

especies silvestres. Sin embargo no existe un control de calidad para el 

proceSJmiento, almacenamiento. empaquetado y distribución de las plantas 

medicinales, de manera que algunas especies se adulteran. tal es el caso de 

Amphipterygi11n1 adstringes que se mezcla con L'ºytocarpa procera y con 

Conux:la1nidiu mollisin1a. Ambas plantas son parecidas a Amphipterygium 

ad<t·tri11ge11s en moñotogia y en características anatómicas. presentan canales 

resiníferos, además de que contienen flavonoides muy parecidos. [Rosas. 2000]. 

Por otro lado. algunas especies vegetales han sldo utilizadas en el tratamiento 

de enfenncdades malignas durante siglo~ pero la búsqueda de productos naturales 

con actividad antincoplásica de uso clinico ha dado resultados pobres. Entre las 

plantas, cuyo erecto antineoplásico ha sido satisf"actorio se encuentra el podofilo 

(Podophy/11n1 hexa11dn1m).. utilizado desde hace más de 2000 años por los chinos 

como Jannaco antitumoral, del cual se han aislado diversos lignanos así como sus 

hcterósidos que poseen actividad antitumoral. Además~ en ensayos clínicos dos 

derivados scmisintéticos han dado mejores resultados. uno de ellos es el llamado 

ctopósid.o. que se usa frecuentemente en el tratamiento de cáncer de pulmón y 

testicular [Trcase y Evans. 1987]. 

Otro caso lo constituye el cólchico (Colchicum a11tom11a/e) del que se obtiene la 

colchicina y otros alcaloides. La colchicina es utilizada como inhibidor mitótico, lo 

cual tiene como consecuencia la inhibición de la división celular y por lo tanto 

disminuye_la formación o el crecimiento de tumores. se ha utilizado con gran éxito 

como fánnaco antineoplásico [Trcase y Evans. 1987]. 
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FALLA DE 01-\iGEN 

6 



La vinblastina y la vincristina .. son alcaloides obtenidos de L'"a1hara11111s rose11s 

y se utilizan ampliamente en la quimioterapia del cáncer.. sobre todo en las 

leucemias. 

Así mismo. los extractos crudos de la coneza del Tejo del Pacifico (Tax11s 

hrevifolia) muestran actividad citotóxica contra células leucémicas y acción 

inhibitoria contra una gran variedad de tumores en ratones. De la concza se aisló un 

pseudoalcaloide diterpénico llamado Taxol. que es el principio activo [Trease y 

Evans, 1987]. El uso clínico del Taxol fue aprobado en 1995 por la FDA [pág. Web. 

Taxol. 2002]. 

TESIS :-·1 N 
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c .. pítculo 2. El Cu .. chalalatc 

En México A1nphipteTJ!J.:i11111 adstri11ge11s es conocida comünmente con los 

nombres. de chalalate. cuachalalate. cuachalala y volador en Puebla; en et DF se 

conoce como cuachalalatl. maceran y matixeran; en Michoacán pacueco y en 

Oaxaca como cuachinala. 

El nombre cuachalalate proviene de la etimología náhuatl Cuachalalatl: árbol de 

la chachalaca del náhuatl Cuautl - chachalaca, que hace referencia a la chachalaca,, 

un ave de nombre científico Orla/is poliocephala. que gusta de comer los fn.Jtos y 

semillas del cuachalalate [Álvarez.•1998; pág. Web A adstringcns, 2002.). 

Amphipterygi11m ads1ri11ge11s es un árbol dióico de aproximadamente 5 - 10 

metros de altura y 40 centímetros de diámetro. con el tronco torcido. de corteza 

color moreno grisáceo o gris plomizo con grandes escamas. con hojas opuestas. 

oblongas u oblongo - lanceoladas de 6 a t S cm,. agrupadas en las puntas de las 

ramas en número de 3 a 5._ en el haz son de color verde opaco y en el envés verde 

grisáceo [Martincz. 1991]. (FIOURAI) 

Este árbol se localiza en la vertiente del Pacifico desde Nayarit hasta Oaxaca y en 

Puebla., Morelos y el Estado de México [pág. web, fitotcrapia. 2001; Maninez. 

1991]. En varios estados de la República se menciona el uso de la corteza del 

cuachalaJate (FIGURA 2) principalmente en fonna de cocimiento. para tratar úlceras. 

lesiones cutáneas. la tifoidea. dolor de muelas. fuegos en la boca. estomatitis. cáncer 

de estómago. gastritis. trastornos gastrointestinales. fiebres intennitentes. 

paludismo. fiebre. manchas en la piel. granos. flujo vaginal. caída de la matñz y 

ovarios. infecciones vaginales. problemas bucales. para endurecer las encías. para Ja 

inflamación del riñó~ para la circulación sanguínea. para várices y úlceras 

varicosas. gangrena; además tiene efectos analgésicos contra el dolor de cintura, 
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Figura 1 Arbo1 de Cu.achalalatc= Fig.urd 2. Conez.a DI:! Cuachalalate 
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cabeza. espald~ pulmones. hernia. reuma o punzadas y también como antidiabético 

[Betancoun, 200 I ]. 

Los estudios químicos realizados por Navarrete. ( 1982) pennitieron el 

aislamiento y caracterización de dos principios biodinámicos: el ácido 3a

dihidroximasticadienónico y el ácido masticadicnónico. Esta investigación consistió 

en realizar extracciones con hexano y acetona a reflujo. posteriormente a los 

productos obtenidos se les realizaron cromatografias y se procedió a su 

identificación por medio de resonancia magnética nuclear. infrarrojo y 

cspectromctriñ de masas. entre otras. 

Martíncz y col. ( 1999) realizaron un estudio con la finalidad de compilar 

itúorrnación botánica, química y farmacológica de la planta. obtuvieron como 

resultado que los ácidos antes mencionados. se acumulan más en las plantas hembra 

que en las macho y que Ja mayor cantidad de ácido masticadicnónico se encuentra 

presente en el mes de febrero mientras que el ácido Ja- dihidroximasticadienónico 

se encuentra en mayor cantidad en el mes de no\.;embrc. 

A partir de estos descubrimientos. se han realizado diversas investigaciones 

químicas sobre la plant~ donde se ha logrado identificar que en la corteza del árbol 

se encuentran los triterpenos ácido Ja y 3-epi-masticadicnónico._ 

isomasticadienónico y cpi-oleanólico; 

heptadecilsalicilico. 6-nonadecilsalicílico 

sitosterol. También se han aislado 

los compuestos fcnólicos ácido 6-

y 6-pcntadecilsalicílico; y el esterol Jl
los triterpcnos: ácido instiopolinásico 

[Dominguez y col..1983,] olcanólico. masticadienónico. Ja-

dihidroximasticadienónico [Navarrete, 1982]. una mezcla de ácidos anarcárdicos y 

aldehídos fenólicos [Navarrete y col.. 1982]. En las hojas se ha identificado el ácido 

cuachalálalico. el cual es un triterpcno [Papageorgiou y col.. 1997). Además de 

fenoles de cadena larga descubicnos por Mata y col.. en 1991. 

Aunque no esta totalmente confinnado químicamente. se piensa que puede 

existir un ácido nuevo. el ácido 1. 8 - dihidroxi -3- dodecil - 2- naftoico el cual 

.,, ..... ,..T~ nON i ~:.:1:..l) ~---· 
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constituiria un producto natural novedoso. ya que seria el primer derivado de tipo 

alquilnaftaleno que "se. desCribC· en·¡~, naturaleza [pág. Web. Constit. adic. de A. 

c1dr;tri11ge11s: 2002). (, FIOURA3) 

Tritcrpcnoides 

Los triterpenoides son compuestos que están ampliamente difundidos en el 

reino vegetal. como glucósidos. ésteres o libres. están fbnnados por la unión vinua1 

de 6 unidades de isoprcno. Se designa como triterpcnos a los productos naturales 

que tienen más de 30 átomos de carbono y una estructura que se deriva de 6 

unidades de isoprcno. ( 1-,0URA4) 

Algunos tritcrpenoides desempeñan un papel importante dentro de la 

interacción planta - herbívoro. tal es el caso de las cucurbitacinas. cuasinoides. 

limonoides. saponinas. cardonólicas. La presencia de estos compuestos 

generalmente es interpretada como un mecanismo de defensa de la planta contra 

depredadores. 

Los triterpenos del cuachalalate son triterpcnoidcs tctracíclicos. que fbrman un 

numeroso grupo de productos naturales; los cuales se dividen en varios subgrupos 

de acuerdo con a·lgunas variaciones del esqueleto. tos principales son los siguientes: 

Escualcno. Fusidano - Lanostano. Damarano - Eufano ( en el cual se encuentran lo~ 

ácidos masticadienónico e iso- masticadienónico del cuachalalate) [Banon y 

Seoane, 1956]. 

Diversas investigaciones se han realiudo en cuanto a la f'armacologia de los 

componentes de la planta y se ha comprobado que el cuacha1alate tiene acción 

hipocolcsterolémica. además tiene acción antiinflamatoria pues disminuye el edema 

generalizado hasta en un 93 % [Navarrete y col., 1982; Maninez, 1999]. 

""'"•""TC' crYl'T l ,!.'.; '1"> Ul'i 

.1'.ALLADE ORIGEN 

11 



Estudios posteriores analizaron las propicc.lades gastroprotectoras del ácido 

n1ástico (que contiene al ácido masticadicnónico y 3a- dihidroximasticadienónico} 

en ratones tratados con indometacina, tarmaco antiintlamatorio no estcroideo que 

dafia al tracto gastrointestinal. Los resultados indican que el ácido mástico 

disminuye el grado de absorción de la indomctacina y que además protege el tracto 

gastrointestinal del efecto dañino de la indometacina [Gabr. 1991]. 

El efecto antiulceroso del cuachalalate ha sido comprobado por diversos 

investigadores en distintos años [Navarrete y col.. J 990]. Sin embargo. cabe 

mencionar que en cuanto a su acción anticanccrigena. las investigaciones formales 

son escasas, no obstante que en 1962 se estudió la posible actividad antitumoral de 

la coneza del cuachalalatc. al someter a ratones con adcnocarcinoma mamario a 

tratamientos con los extractos mctanólicos de esta planta. De acuerdo con este 

trabajo la actividad anticancerigena puede ser debida a la presencia de una saponina 

estcroidal. cuya genina fue identificada como sarsapogenina.. en base a varias 

cromatografias en papel y su espectro infrarrojo [González y col.. t 962]. 

Estos resultados ahora se sabe son erróneos ya que no se ha identificado 

ninguna saponina en la corteza del cuachalalate. pero se explica tal confusión ya que 

los ácidos triterpénicos tienen un esqueleto similar a las saponinas. 

Además. existen otras pub1icaclones donde se propone que el ácido 

masticadienónico aislado y otras especies químicas son los responsables de Ja 

actividad biológica de la planta o corteza. Hasta hace algunos meses se dio a 

conocer la noticia acerca de un estudio i11 1•ivo en ratones. en donde un gn.ipo de 

investigadores observaron que el cuachalalatc logró disminuir el cáncer de 

estómago en los ratones [Cruz. 2001]. 

Como en el caso del cuachalalatc. el estudio de plantas con caracteristicas 

antimutagénicas y anticarcinogénicas. ha aumentado en las últimas fechas. debido al 

interés que se tiene en obtener nuevos filrmacos capaces de eliminar o disminuir los 
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diferentes tipos de cánceres que existen. sin que se presenten reacciones secundarias 

como con los fármacos existentes en el mercado. 

Un objetivo similar se busca al estudiar plantas con actividad antimutagénica. 

es decir. se busca efectividad. con las menos reacciones secundarias posibles. 

Un ejemplo de un antimutágcno proveniente de una planta. es el ácido 

nordihidroguayaretico. que es un derivado semisintético del exudado resinoso de 

Larrea divaricata y /...arrea tride11tala cuya capacidad antimutagénica se evaluó por 

las técnicas de MN e ICH [Márquez. 1997; Madrigal-Bujaidar y col..1998; Díaz

Baniga y col.. 1999]. Otro ejemplo lo constituye el gordolobo. cuyo extracto acuoso 

demostró que tiene capacidad antimutágena al enfrentarlo a la daunorrubicina. 

evaluado por la técnica de ICH [Luna. 1999]. 
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Figura 3. Estructuras químicas propuestas para los compuestos extraídos de 
Amphipterygi11m ad<ttri11ge11s [Rosas, 2000 ]. 

------, 
.. .. . 

-· ::·~~-·-' 

14 



Escualeno 

Damarano-Eufáno Fusidano-Lanostano 

Lupa no OleanO.no 

~
· .. ····.··.··.·. ····-!" 

¡ .. 
.,..-·· . 

Ursa no Hopa no 

~ 
Serratano 

Figura 4. Esqueletos básicos de los diferentes subgrupos de triterpenos [Rosas. 2000 ). 
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Capítulo 3. Antimutagénesis 

Las técnicas de MN e ICH son frecuentemente utilizadas en la evaluación de la 

capacidad antimutagénica o antigenotóxica de compuestos o sustancias. por su 

sencillez y economía en comparación a otros procedimientos como el ensayo 

cometa y las técnicas de hibridación. entre otras. que son complicadas y costosas. 

Generalmente. se utilizan como testigos positivos en la experimentación químicos 

con probada actividad mutagénica, como los agentes quimioterapéuticos entre ellos 

la ifosfamida. la ciclofosfamida. vinblastina y mitomicina C. por mencionar 

algunas. Estas técnicas también nos permiten evaluar de manera indirecta la 

anticarcinogénesis. ya que se sabe que el 90o/o de las mutaciones generan cáncer 

[Marquéz. 1997]. y que los MN están íntimamente relacionados con la 

carcinogénesis. pues un MN esta formado por fragmentos o cromosomas rezagados 

relacionados con la regulación de los oncogenes [ Wall y Wani. 1993]. 

Los antimut8genos tienen diversos mecanismos mediante los cuales ejercen su 

efecto protector al ADN. los cuales implican en general dos grandes gtupos: 

1) Mecanismos extracclularcs. como por ejemplo: 

Evitar que el mut8geno penetre al organismo. las barreras fisicas 

como la piel o las mucosas. 

Remover al mut8geno del organismo. mediante Is dicta rica en 

fibras. 

Evitar que se formen los mut8genos de los promut8gcnos como lo 

hacen las vitaminas y fenoles entre otros. 
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2) Mecanismos intracelulares. los cuales: 

Actúan acelerando del metabolismo de los mutágenos. 

Atrapando radicales libres. como lo hacen los antioxidantes. 

Por inhibición de los oncogencs. eliminando células dañadas 

(apoptosis) como lo hacen los flavonoides o los rctinoidcs. 

Los agentes antimutágcnos/anticancerigenos pueden estar involucrados en la 

prevención. como las vacunas. o en el tratamiento como la quimioterapia. 

Un solo antimutágeno puede poseer vario mecanismos de acción. que pueden 

estar traslapados con los de otros agentes; pueden tener diversos mecanismos y 

actuar a diferentes niveles de carcinogénesis o mutagéncsis. o siguen una ruta 

especifica para lograr el fin deseado [ De Flora, 1998]. 
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Ca11itulo 4. La lfosfamida 

En la figura 5 se muestra la estructura química de la ifosfamida (3-(2cloroetil)-

2-2-cloroetil)-amino]tetrahidro-2H-1.3.2. oxazaf"osforina -2-óxido) [The Merk 

index. 1 996]. 

~· 

Figura S. Estructura de la ifosfamida [Kerri y col., 1991] 

La ifosfamida es un antineoplásico. empleado en el cáncer de pulmón. 

carcinoma cérvico uterino y Jinfomas malignos. que como reacciones secundarias. 

tiene un efecto neurotóxico. nefrotóxico y urotóx.ico. 

Aunque el mecanismo de acción de la ifosfamida no se ha reportado en la 

literatura. se conoce el mecanismo de acción de los agentes alquilantcs 

(clasificación fannacológica a la que pertenece la ifosfamida). ios agentes 

alquilantes son sustancias muy reactivas. ya que forman enlaces covaJcntcs con los 

aminoácidos alterando las proteínas y con las bases púricas y pirimidicas 

bloqueando la función biológica del ADN [Álvarez. 2000; Secretaria de Salud. 

2002]. 

Los agentes alquilantes actúan por substitución de un grupo alquilo por iones 

hidrógeno .. y son altamente reactivos con muchos compuestos orgánicos. Su blanco 

principal son los ácidos nucleicos y su mejor sitio de alquilación es la posición 7N 

de la !:,JUanina, la alquilación interfiere con la síntesis normal de ADN y su función, 

causando depurinización. Esto resulta en la escisión y/o entrecruzamiento en la 
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cadena de ADN. Mientras los efectos citotóxico de los agentes alquilantes son 

atribuidos principalmente al entrecruzamiento irreparable. La depurinización y la 

escisión de la cadena inducen alteraciones permanentes en la estructura del ADN 

que pueden resultar en mutagénesis o carcinogéncsis [Kerry y col. .. 1991).( FJOURA6) 

La ifosfamida pertenece al grupo de fragmentadores cromosómicos S 

dependientes [Roseinsteinster .. 2000]. i11 vitro la ifosfamida es una prodroga que 

requiere activación por el citocromo P450 del hígado. además de las enzimas 

oxidasas para ejercer su actividad citotóxica. la activación de la ifosfamida 

comienza con la hidroxi1ación por las enzimas microsomalcs en el carbono 4 del 

anillo oxazafosforinico. La 4-hidroxi-ifosfamida se encuentra en equilibrio con su 

forma tautoméric~ la aldo-ifosfamida que es hidrogenada al metabolito inactivo 

carboxi-ifosfamida o se descompone espontáneamente a la forma de mostaza 

ifosforamida y acrolcina que es el responsable de la urotoxicidad. Los metabolitos 

inactivos son reducidos a 4-ceto-ifosfamida por sulfatación al compuesto 

intermediario 4-tio-ifosfamida. Los mctabolitos son eliminados via los riñones 

[Thomas y col.. 1993; Kcrry y col.. 1991; Thomas y col.. 1997]. 

Su efecto citotóxico ( alquilación de los centros nucleofilicos de la célula). 

reside en el anillo oxazafosforinico activado ( hidroxilación a nivel de C4). 

La ifosf"amida interacciona primariamente con el ADN. Los fosfotriésteres son 

los principales productos de reacción después de la incubación del ADN con la 

ifosfwnida activada in ""ilro. El procesamiento de los núcleos celulares intactos con 

ifosfamida también origina la formación de enlaces cruzados en el ADN 

[Rosensteinstcr. 2000]. 
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Figura 6. Mecanismo de acción de los agentes alquilantes sobre et ADN [Calabresi 

y Park, 1986]. 
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Capítulo 5. ~l'écnica de Micronúcleos 

Los micronúcleos son fragmentos intracitoplasmáticos de cromatina que se 

encuentran separados del núcleo principal, cuya formación resulta de Ja pérdida 

cromosómica durante la división celular o del rompimiento cromosómico fonnando 

fragmentos acéntricos que no son incluidos dentro del núcleo principal. La mayoria 

de los micronúcleos son circulares. pero algunos son ovales o en fonna de anillo. las 

formas dudosas no deben ser tomadas en cuenta. Generalmente. son mucho más 

pequeños (l/5 a 1/20) que el núcleo principal [ Hemández. 1996; Ecobichon. 1997]. 

Esta prueba se realiza en células de tejido proliferativo. como por ejemplo. 

células de la cavidad bucal. en hepatocitos fetales. células de la médula ósea. de 

sangre periféri~ etc. Es frecuentemente realizada en células de médula ósea. en 

donde el agente genotóx.ico produce daño a los eritroblastos inmaduros y esto se ve 

reflejado con la presencia de micronúcleos; durante la maduración de los 

eritroblastos se lleva a cabo el proceso de enucleación perdiendo así el núcleo 

pdncipal pero no a los nücronúcleos. Después de madurar en la médula ósea. los 

ahora eritrocitos policromáticos son liberados a la circulación sanguínea por lo cual 

es posible que podamos realizar la prueba en sangre periférica, en donde los MN 

son lacilmente detectados después de teñir con Giemsa [Hernández.. 1996; Me 

Gregory Wehr. 1990; Schmid. 1975]. (F1GURA7) 

Se ha sugerido en varios congresos internacionales el uso solo de ratones 

machos. ya que gcneralmentt! son más sensibles que las hembras para inducción de 

MN. Puesto que existen diferencias en toxicidad o metabolismo de los f"ánnacos 

entre machos y hembras es preferible el uso de un solo sexo en el ensayo. siendo 

adecuado el empleo de los machos. Debido a que no existen diferencias cualitativas 

en la respuesta a los clastógenos cntl'"e cepas. aunque hay diferentes cepas de ratas y 

ratones que tienen difcl'"cntes frecuencias espontáneas de EPC micronucleados. no 
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hay una ct.:pa preferida. Es apropiado~ sin embargo. que la incidencia espontánea no 

exceda de 0.4 %. 

Los animales jóvenes de 6 - 8 semanas para ratones y 8 - 1 O semanas para ratas 

pueden ser utilizados para los estudios porque los animales mayores son más gordos 

interfiriendo probablemente esto con la claridad de la tinción. 

Algunos organismos internacionales que se encargan de recopilar información 

así como de regular las pruebas de MN han recomendado que se analicen t 000 EPC 

por cada animal. sin embargo. el número mínimo de EPC para analizar por cada 

animal depende de la frecuencia espontanea de micronúcleos. Para controles 

positivos. el tamaño del grupo puede ser pequeño ( no menos de 3 animales) usando 

un tiemPo de muestreo óptimo con una dosis para monitorcar la sensibilidad. Los 

elementos a contabilizar son las células micronucleadas y no el número de 

micronúcleos ¡-·General & Applicd • 1999]. 

Para determinar la citotoxicidad. se examina el indice de EPC / ENC ya que las 

alteraciones de éste. indican que existió o una inhibición de la división o una 

maduración excesiva de células eritropoyéticas nucleadas de la médula. Se analizan 

un total de 1000 eritrocitos [ Ledebur y Schmid. 1973; Calderón y Ramirez. 1992]. 
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Fib7Ura 7. Mecanismo de f'ormación de los micronúcleos en médula ósea de ratón por acción de un 
agente clastógcno. [Hayashi y col.. 1991] 
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IV. OH.JETIVOS 

Objetivo General 

Estudiar la capacidad anticlastogénica de un extracto hexánico de cuachalalatc 

en sangre periférica de ratones CD 1 por ta técnica de micronúcleos. 

Objetivos Particulares 

- Evaluar la frecuencia de micronúcleos inducidoS P,c;>~· .1a·· ifo.Sfamida. 

administrando una dosis de SO mg I kg a ratones cepa CÍ:>I.·~~#8/é.stab~-~cer:u~ 
control positivo. así como deternünar Ja citotoxicidad del· agf::nte .'Cv8.lt\3.0d0 el 

indice de EPC I ENC. 

- Determinar la frecuencia de micronúcleos en ratones CDl tratados con el 

extracto de cuachalalate a la dosis de 1000 mg I Kg y dctermiÍlar Ssi ffi¡~~O. ta 
citotoxicidad por medio del índice de EPC I ENC. 

- Analizar las variaciones en la frecuencia de micronúcleos y la citotoxicidad 

cuando se administra la ifosfamida junto con diferentes dosis de extracto de 

cuachalalate. 
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V. MATEIUAL.ES Y MÉTODOS 

MATERIAL BIOLOGICO 

Se utilizaron 46 ratones machos de la cepa CDl con un peso promedio de 25 ~ 

obtenidos del biotcño de la FESC C-1. mantenidos bajo las misma.e; condiciones 

ambientales y con libre acceso al agua y alimento durante el desarrollo experimental. 

Se emplearon 130 gramos de cortez.a de cuachalalate en troz.os pequeños~ obtenida 

del Mercado de Sonora de la Ciudad de México. 

MATERIAL DE LABORATORIO 

Portaobjetos 

Tijeras quirúrgicas 

Jeringas de 1 mi 

Sonda para ratón 

Vasos Coplin 

EQUIPO 

Liofilizador 

Microscopio óptico 

Rotavapor 

Bomba de vacío 

Equipo para ex.tracción a reflujo 

Balanza analítica 
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Equipo para cron1atografia de capa lina 

REACTIVOS 

lfosfamida 

Aceite de maíz 

Mctanol absoluto 

Hexano 

Colorante Gicmsa ( 4%) 

Buffer de fosfatos pH = 6.S 

Ácido masticadienónico 

Ácido 3a-hidroximasticadienónico 

MÉTODOS 

EXTRACCIÓN DEL CUCHALALATE 

l. - Para la extracción del cuachalalate. se pesaron 130 gramos de corteza que se 

coloca.ron en un matraz bola y se llevaron a reflujo con 2 porciones de 500 m1 de hexano 

durante una hora. 

2. - Por decantación se reunieron las porciones de hexano y se colocaron en un 

matraz bola. posterionnente se eliminó el disolvente en un rotavapor. El producto se 

colocó en frascos viales. El disolvente residual se eliminó a vacío por un lapso de cuatro 

horas y se determinó el rendimiento. El producto se sometió a liofilización pero no se 

obtuvieron resultados favorables por lo que el extracto se utilizó tal como se obtuvo. 
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IDENTIFICACION DEL PRODUCTO 

. . 
J. - Se píocedió ~ l¡. identÚiCaciÓ~ d~l extracto réaiizando- una cromatognifia erl capa fina. 

utilizando como fase'i~Vit una pl&ca de sili~ gel y como fase móvil una solución 1:1 de 

hexanoy a~tát()-d~ ~¡Ú~;:~·-i ~~->;-_··~.:-> 

2. - Se.:conlP~'~.1~·:~:~n;n,¡Cntos'.~Con_ los_:·del ácido.-masticacÍienónico y Ja.

hidroximastic8i:Ü~ni_~-eil _s~ ~~~ p~ "· 

DETERMINACtÓ~~~&~~.~{~~L'so 

t. -Se detemúnÓ l.Í til. ;,; ~g5aci:~~d() ttl ~étodo de Lorke ( 1983}; para lo cual se 

utilizaron ratones cepa ·co1 ~\lo~' _q~~ '-~: ·di0di.¡;:c,-n ·en 3 ·. tOies _de ires· ~tones cada uno y 
se les administró el- ext~·ciO <;···~¡~~lt~'·. ~n'::~-~i~e ~ie. ~- por· vía oral. en·_ las dosis 

siguientes: 

1 º. Lote.- dosis de 1 O ·mgtkg · · 

2°. Lote.- dosis de 100 mS/kg 

3°. Lote.- dosis de 1000 mglkg 

2. -Se observaron los animales durante 24 horas. en busca de signos de intoxicación o 

mucne. En la siguiente fase del método. dado que no murió ningún ratón. se procedió a 

administrar a 3 rator>es con las dosis de 1600. 2900 y 5000 mglkg del extracto 

respectivamente. La observación se prolongó por 24 horas más. 

PRUEBA DE MICRONUCLEOS 

1 . - Para realizar la Prueba de n1icronúclcos~ los ratones se dividieron en seis lotes de 

cinco ratones cada uno y se les administraron los tratamientos como sigue: 

LOTE 1: aceite de maíz 

LOTE 2: ifosfamida. en dosis de 50 mg I kg. 
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LOTE 3: itbsfamida dosis 50 mg /kg. +extracto de cuachalalatc dosis 500 

mg/kg 

LOTE 4: ifosfamida dosis 50 mg / kg + extracto dC cuachalalate dosis 1000 

mg/kg 

LOTE S:. ifosfamida dosis SO mg / kg +extracto de cuachalalate dosis 1500 

mg/kg 

La ifosfamida se administró por vía intrapcritoneal y media hora después se 

administró por vía oral el extracto disuelto en aceite de maíz. 

2. - Antes de la administración de cualquier tratamiento a cada organismo se le 

realizó un frotis sanguíneo. cortando la porción tenninal de Ja cola. y después del 

tratamiento. a cada animal se le realizó un frotis por el mismo procedimiento a las 24,. 48 

y 72 horas post - administración. 

3. - Los ftotis se su1nergieron en metanol absoluto por cint'".o minutos para fijarlos y 

posterionnente se tiñeron con colorante Giemsa al 4 % en butrer de fosfatos pH = 6.8. 

4. - En cada uno de Jos animales se determinó la frecuencia de eritrocitos 

policromáticos micronucleados en 1000 eritrocitos policromáticos. Además se cuantificó 

el número de eritrocitos policromáticos en un total de 1000 eritrocitos. 

S. - El análisis estadístico de los resultados se realizó por ANOVA y comparaciones 

múltiples de Tuckey con un a = O.OS 
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6.- Para obtener el o/o de inhibición se tomó el número de micronúcleos inducidos por 

ifo!}famidn como el 100 % y posteriormente se obtuvo el % de micronúcleos 

correspondiente a cada dosis y en cada hora con la siguiente fonnula: 

#de MN de IFF X 100 =%de MN de cada lote 
~~~~~~~~~-

# de MN de cada lote 

al 100 se le resta el porcentaje obtenido. y el resultado es el % de inhibición. 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEN 

29 



DIAGRAMA DE ¡.'LU.10 

PESAR 130 GRAMOS DE 
CUACHALALATE Y COLOCAR 

EN MATRAZ BOLA 

+ 
REFLUJAR CON DOS 

PORCIONES DE HEXANO 
DE 500 mL POR 1 HORA 

REUNIR EL DISOLVENTE 
EN UN MATRAZ BOLA 
Y ELIMINARLO EN UN 

ROTA VAPOR 

+ 
COLOCAR EN UN FRASCO 

VIAL Y DETERMINAR 
l~----- RENDIMIENTO ------1 

DETERMINAR DL,o POR 
EL l'vtETODO DE L.ORKE 

DETERMINACIÓN DE LAS 
DOSIS DE TRABAJO (500, 

1000 y 1500 m¡;lkg) 

IDENTIFICAR EL 
POR MEDIO 
CROMATOGRAFÍA 
FINA 

l 

PRODUCTO 
DE UNA 
EN CAPA 

COMPARAR EL RENDIMIENTO 
CON EL DEL ÁCIDO 
MASTICADIENÓNICO Y EL 3 a
HIDROXIMASTICADIENÓNICO 
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1 .. o·n;: 1 
·n~s11c.o 

t-mGATIVO 

1.on::2 
U:F' 

'°msAs 

ENSAYO DE MICRONÚCLEOS 

TOMAR FROTIS SANGUiNEO 

+ 
ADMINISTRAR 

Lffn:::t 
lF1" 50ma•1.s e,.,,. 500 ms·'ls 

l 

l.O"fU4 
0-"FSOmg•'ka 

H .. '\.,. IOOO '"8'"'-8 

TOMAR FROTIS A LAS 24 
48 Y 72 HORAS DESPUES DEL 

TRATAMIENTO 

l.OTit5 
U-'F50ma/Ls 
E..'\.-r uno mlJIL.1 

FIJAR LOS FROTIS EN METANOL 
Y TEÑIR CON GIEMSA 

EXAMEN MICROSCOPICO: 
a) CONTAR 1000 ERITROCITOS 

TOTALES, CLASIFICANDOLOS 
COMO EPC Y ENC. 

b) PRESENCIA DE MN 
EN 1000 EPC. 

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS 
RESULTADOS 
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VI. RESULTADOS 

En los resultados referentes a la eficiencia de la extracción realizada a la 

concza del árbol de cuachalalatc. se tuvo un rendimiento del 4.81%. ya que de los 

130g de corteza que se pusieron a reflujo se obtuvieron 6.26g del extracto. el cual 

tenia consistencia pegajosa y de color verde olivo. 

En la figura 8 se muestra la cromatografia de capa fina. que se realizó al 

extracto para comprobar la presencia de los ácidos rnasticadienónico y 3a.

hidroximasticadienónico. se encontró que dichos ácidos si cst8.n presentes en el 

extracto. 

Figura 8. Corrimiento cromatográfico del extracto hcxitnico del cuachalalate. t 
Extracto hcxánico de cuachalalatc. 2 itcido masticadicnónico y 3 ácido 3a.
hidroximasticadienónico. 
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Antes y durante el tiempo de experimentación no se per-cibieron cambios 

lisicos. ni conductuales en los ratones. Además después del sacriticio de los 

anin1ales se. r~aliz6 una observación macroscópica de sus órganos internos y al 

compararlos con los de ratones no tratados~ tampoco existieron alteraciones 

aparentes. aunque para determinar esto con seguridad hubiese sido conveniente 

realizar un estudio histológico convencional. 

No . se detenninó con exactitud el vaJor de la dosis letal SO del extracto 

hexi~ico del cuachalalatc~ debido a que la técnica empicada para este fin sugiere 

probar una dosis máxima de 5000 mgfkg~ dosis a la cual el extracto mostró ser 

inocuo. ya que por arriba de ésta no son de interés práctico. 

En la figura 9 se muestra la frecuencia de EPC MN en función del tiempo para 

el lote 1 ·o testigo negativo; donde se puede observar que la frecuencia de EPC MN 

fue baja en todos los tiempos analizados y no hubo variación estadísticamente 

significativa (p > O.OS), según la prueba de ANOV A. En promedio, el número de 

MN obtenido fue menor a 1. dicho valor representa la basal para este experimento. 

El valor basa) sirve como referencia.. ya que al comparar el número de MN 

presentes en los lotes a los cuah:s se les adn1inistró alguna sustancia contra el valor 

basal. se puede observar si ésta induce o no la formación de micronúcleos. 
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Figura 9. Frecuencia de EPC MN en 1000 EPC y error está.ndar en el lote testigo negativo. 
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Como se obsetva en, la figura l O la ·frecuencia de El>C presentes en l 000 

eñtrocitos en función del tien:tPº para el testigo negativo.. no mostró vañación 

estadisticamente significativa· ( p > 0._05 ) durante las 72 horas. A través de la 

relación EPC/ENC ~ e~a1úa- la citotoxicidad de las sustancias administradas. 
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Figura l O. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos y error estándar en el lote testigo negativo. 
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En la figura 1 1 se muestra en función del tiempo; la frecuencia de MN del lote 

2. que fue el testigo positivo. en dicho lote se observó que la frecuencia de MN fue 

· alta comparada con el control negativo. a excepción de la hora O en donde la 

frecuencia de ambos lotes fue similar. La variación dentro del lote de ifosfamida a 

las diferentes horas fue significativa ( p < O.OS ). como puede observarse el tiempo 

de máxima inducción de MN fue a las 48 horas. con un promedio de 8.6. 
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Figura 1 1 . Frecuencia de EPC MN en 1000 EPC y error estándar para el lote al que 
se administró ifosfamida a la dosis de 50 mg/kg. 
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En_ la figura 12_ se presenta_ la frecuenci.a de EP<;: para el testigo positivo; se 

observa que confornie transcurrió el , ti~mpo fue 'disminuyendo la frecuencia de 

EPC. presentándose ~ariaci6n estadísticamente significativa ( p < O.OS) entÍe las O y 

las 72 horas. 
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Figura 12. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos y error estándar para el lote al que se 
administró ifosfamida a la dosis de 50 mglkg. 
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En la figura 13 aparece la f"recuencia de EPC MN de Jos lotes J. 4 y S a Jos 

cuales se les administró IFF a la dosis de SO mg/kg y el extracto a las dosis de 

500. 1000 y 1500 mg/kg respectivamente; en ella se obseiva que los 3 lotes 

mostraron frecuencias bajas de MN a el tiempo o. las cuales se incrementaron al 

tiempo 24 y aumentaron aún tnás al tiempo 48. aunque al tiempo 72 nuevamente 

disminuyeron. 

Al comparar la frecuencia de MN dentro de cada lote en los diferentes tiempos 

anaJizados. no se presentaron diferencias estadísticamente significativas (p > O.OS) 

excepto para el lote 4 donde se presentó una diferencia estadisticamente 

significativa entre los tiempos O y 48 úniC8.J11cnte. a pesar de que dicha frecuencia 

no permaneció constante a través del tiempo en ninguno de los lotes. esto se aprecia 

claramente en la figura 13. 

Por otro lado. al comparar la frecuencia de MN del lote testigo de IFF con los 

lotes 3. 4 y S se presentaron diferencias estadísticamente significativas (p < O.OS) 

con los lotes 3 y 4 a las 48 y 72 horas. y con el lote S a panir de la hora 24; se 

observa que la frecuencia más elevada de MN fue del lote 4 el cual alcanzó un 

promedio de 3.2. sin embargo este valor es inferior a la frecuencia de MN 

producidos por IFF (un promedio de 8.6) al tiempo de máxima inducción. 

Al comparar a los tres lotes con el testigo negativo. únicamente se presentó 

diferencia estadísticamente significativa entre el testigo negativo y el lote 4 a la hora 

48, lo que en resumen indicarla que el extracto disminuyó la frecuencia de MN 

inducidos por la if""osfamida. 
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FÍhY\Jra 13. Frecuencia de EPC MN en 1000 EPC y error estándar en el estudio del extracto 
hexánico del cuacha1alatc en combinación con ifosfarnida. 

*Diferencia estadístican1cntc significativa respecto al testigo positivo. O Diferencia 
estadísticamente significativa respecto al testigo negativo. Pruebas de ANOV A y Tukcy ( a = 
0.05). 
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En la figura 14 se muestra el grado de inhibición de la frecuencia de IVIN 

inducidos por IFF a partir de las 24 horas. para los lotes de IFF+ EXT ·a las 3 

diferentes dosis. En la dosis de 500 mg/kg del extracto se observó que la inhibición 

de MN fue incrementándose conforme avanzó el tiempo .. o sea que a mayor tiempo 

mayor inhibición llegando incluso a ser superior al ~O o/o a las 72 horas: en la dosis 

de 1000 mgfkg también se observó que hubo inhibición en la frecuencia de MN 

aunque dicha inhibición fue inexplicablemente menor que en la dosis de 500; en la 

dosis de 1500 mg/kg se obtuvo una inhibición mayor al 80% en todos Jos tiempos. 

siendo esta dosis Ja más efectiva para la inhibición de MN. 
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Figura 14. Grado de inhibición de MN producido por el extracto del cuachalalate. 
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En la figura t 5 _ se~ muestra graticada la frecuencia de EPC en función del 

tiempo .. de los: lotes: a los que se les administró IFF y el extracto a las diferentes 

dosis.. los tres -·10tes' _móstT&ron~-una disminución de EPC conforme trascurrió el 

tiempo; dentro· .. ~er~:)Ote-:·3_-:h~y _variación estadísticamente significativa ( p <O.OS) 

solo entrC._lá~ lui~;;_0:).·.72·'1~~»_c~8(~s-apreciabte en ta figura .. dentro de los lotes 4 y 

5 la varl~;;Í6n-~O -f~~- ~~~~d~~~icam~~l~ significativa ( p >O.OS). 

: "-~---- < ~ _:_:;:~, 
AÍ comp~·~,~~:~. i;s · ~Otes---_ 3 _:··Y·.- 4. Contra, _el testigo negativo no se observan 

dif"erencias significativas a las .0 .. ·24 y 48 horas,.· pero si hay variación significativa a 

las 72 horas donde estos lotes muestran dis.minución en el número de EPC; el lote 5 

no muestra diferencia significativa con respecto al testigo negativo a las O y 24 

horas,. pero si hay variación significativa a las 48 y 72 horas. 

Al comparar los lotes contra el testigo positivo .. tenemos que los lotes 3 y 4 no 

muestran variación estadísticamente significativa. pero el lote S a las 24 y 48 horas 

si muestra variación significativa con respecto al control positivo ya que el número 

de EPC de el lote 5 es menor que el de la ifosfamida. a las 72 horas ya no hay 

diferencia significativa entre el lote 5 y el testigo positivo aunque en ambos tiende a 

disminuir la frecuencia de EPC, lo cual nos indica que ta combinación del extracto y 

la if"osf"amida ejerce un efecto citotóxico mayor que el de cada una de los 

componentes por si solo~ y en el mayor tiempo de exposición. 
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Figura 15. Frecuencia de EPC '-~ 1000 eritrocitos y error cstSndar en el estudio del extracto 
del cuachalalatc en combinación con ifosfamida. 

*Diferencia estadísticamente significativa respecto al testigo postt1vo. O Diferencia 
estadísticamente significativa respecto al testigo negativo. Pruebas de ANOV A y Tukey ( a.= 
0.05). 
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En la figura 16 se muestra al lote 6 que fue al' cual se le· a'dministró solan1cnte 

extracto a la dosis de 1000 mglkg. Este grupo prcscntó·uria·: frecuencia de MN baja. 

similar a la del control negativo. dicha frecuencia"-Se mantuVO~aSi·durante·todo el 

tiempo de evaluación. por lo que dentro del l~te no hub~ diferen~ia ·estadísticamente 

significativa ( p > O.OS). 
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Fib,7llra 16. Frecuencia de EPC MN en 1000 EPC y su error estándar en el lote administrado 
con extracto hcxánico de cuachalalatc a la dosis de 1 OOOmg/kg. 
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La frecuencia de EPC del lote 6 (extracto soto. 1000 mg/kg) se muestra. en la 

figura 17 .. Ja cual indica que no hubo diferencia estadisticamente significativa ( p > 

O.OS) entre los diferentes tiempos evaluados. Dicha frecuencia fue similar a la del 

lote testigo negativo. 
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Figura 17. Frecuencia de EPC en IO<X> eritrocitos y error cstitndar en el lote administrado con 
extracto hexánico de cuachaJaJatc a la dosis de 1 OOOmglkg. 
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VII. DISCUSIÓN 

Las características fisicas del extracto obtenido son muy similares a Jas 

características reportadas en la bibliografia por Navarrcte.. ( 1982). no así et 

rendimiento .. pues él lo obtuvo del 3.7 o/o comparado con el 4.8 % que se obtuvo en 

1a presente investigación. Cabe destacar que el rendimiento que se puede obtener de 

la planta depende del sexo de la misma .. así como de la época del ailo en que se 

recolecte la corteza y no existen referencias bibliográficas que indiquen cual es la 

cantidad existente de ácidos masticas presentes en Ja corteza. sin embargo. por una 

comunicación verbal con el Dr. Mariano Martinez.. químico del Instituto de 

Quimica de la UNAM .. enfocado al estudio del cuachalalatc .. indica que su equipo 

obtiene un rendimiento promedio de 4.5 o/o, que se asemeja al resultado obtenido. 

La cromatogratia del extracto permitió por un lado demostrar que se trabajó con 

la coneza de cuachalalate sin adulterar y no con otras especies anatómicamente 

similares. ya que estas últimas no contienen a los ácidos másticos, ácidos presentes 

solo en la f'amilia de las Julianiaceas y en el género pistacia ( Gabr. 1991 ); género 

que es muy distia1to fisicamente con el cuachalalatc. lo cual no hace posible una 

equivocación al trabajar con las distintas especies. Por otro lado. la identificación de 

los ácidos másticos en el extracto hexánico los involucra o incluso compromete en 

la acción antigenotóxica que estamos evaluando. 

Por otro lado. la dosis letal 50 no fue detcnninada exactamente. ya que a la 

dosis de 5000 mg/kg el extracto resultó ser prácticamente no tóxico. este resultado 

se correlacionó con el análisis de las características fisicas. tanto cxtemas. como 

internas, de los animales administrados en los que no se observaron cambios. así 

como tampoco en su comportamiento. Aún cuando no existen datos bibliográficos 

del cuachalalate que anulen o corroboren estos resultados. otros extractos de plantas 

medicinales han mostrado este componamicnto. por ejemplo el extracto acuoso de 

gordolobo (G11aphali11n1 OX)1Jhyl/11m) [Luna. t 999]. lo cual es excelente. ya que se 
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hace uso de ellos de n1ancra casera y un n1argcn de seguridad tan amplio evita que 

existan intoxicaciones. 

El extracto hexánico. no resultó ser genotóxico. per se. ya que la cantidad de 

micronúcleos producidos no mostró diferencias estadística.mente significativas con 

respecto al testigo negativo. ni con respecto al valor basal de la hora cero del mis1no 

lote. Por consecuencia,, esto implica que los ácidos m8sticos presentes en el extracto 

no provocan daño de tipo clastogénico. al material genético. 

La ifosfamida presentó un dai'io genotóxico desde las 24 horas. sin embargo el 

efecto máximo fue a las 48, incrementando hasta en 20 veces la frecuencia de 

EPCMN. obtenida en el testigo negativo. Después de este máximo. el daño 

disminuye por la cinética de eliminación propia del fánnaco. estos resultados son 

similares con lo reportado por Wol~y col. que en 1997 demostraron el alto potencial 

genotóxico de la ifosfamida al observar que aumentaba la frecuencia de 

micronúcleos en sangre periférica de embriones de gallina. 

Además Hayashi y col.. (1994) han sugerido que después de una administración 

como la realizada. las muestras sanguíneas alcanzan el estado estacionario en la 

frecuencia de EPC micronucleados entre las 48 y las 72 horas post - administración. 

como se observa en los resultados que se obtuvieron. 

En los resultados de antigenotoxicidad se observó que el extracto de 

cuachalalate disminuyó el número de micronúcleos producidos por IFF a todas las 

dosis y en todos los horarios. puesto que no se observa una diferencia 

estadísticamente significativa con el testigo negativo y si presenta una diferencia 

estadísticamente significativa ( < 0.05 ). con el testigo positivo. lográndose hasta el 

90 % de inhibición. 

La dosis de 500 mgfkg tuvo un por ciento de inhibición del 67 - 82% tendiendo 

a un aumento con en el tiempo. Con la dosis de 1000 mglkg se presentó el menor 
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grado de inhibición. comparada con las otras dos dosis (42 - 70 %) que sin 

embargo. aumenta con el tiempo. por lo que resulta ser también efectiva. 

mostrándose mayor capacidad inhibitoria en la dosis de 1500 mglkg con un 

porcentaje promedio del 90 %. 

Con respecto a la citotoxicidad. la ifost8.mida mostró la tendencia citotóxica 

que se esperaba pues al intercalarse entre las fibras de ADN durante Ja síntesis de 

éste. se detiene la división celular. esto propicia la ruptura de la cadena y el ADN ya 

no se sintetiza por consiguiente la célula ya no se divide más. y si no es reparada. 

morirá. 

Por otro lado el extracto a la dosis de 1000 mglkg no mostró diferencias 

estadística.mente significativas con el lote testigo negativo. en relación a la 

f"recuencia de EPC. por lo cual se concluye que no es citotóxico per se. Sin 

embargo. cuando se administra el extracto junto con la ifosfamida. se observa una 

tendencia citotóxica que resulta significativa. al aumentar la dosis del extracto y 

confbrme aumenta el tiempo. esto pareciera indicar un efecto sinérgico con la 

irosfamida.. no obstante. este efecto se esperaría también en el aumento en el número 

de micronúcleos producidos. cosa que no ocurre. ast pues el extracto estaría dando 

dos resultados distintos. por un lado. el efecto sinérgico con la ifosfamida en lo 

referente a la citotoxicidad y por el otro lado un efecto genoprotector contra la 

misma ifosfamida en la inducción de micronúcleos. 

Una de las posibles explicaciones. es que el extracto induzca a una reparación. 

y por lo tanto. la célula ocupa tien1po en repararse y el proceso de división celular 

se ve retrasado. y por eso se observan pocas células micronucleadas. y disminuyen 

los EPC. 

Otra posible explicación es que el extracto actúe sobre la biotransfonnación de 

la ifosfarnida. haciendo más rápida su farmacocinética • así los metabolitos que son 

la forma activa del fármaco (Rosensteinster, 2000) actuarían de forma más rápida 
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produciendo un efecto citotóxico más rápido y pasajero. Esto e:icplicaria Por qué el 

número de micronúcleos está disminuido ya que al pasar rápidamente no alcanza a 

dañar a la célula, pero no explicaría la disminución de EPC. 

Otra explicación. es que exista un mecanismo por el cuaJ. el cuachala1ate 

induzca a las células dañadas a una muerte programada o apoptosis. La apoptosis 

como mecanismo fisiológico de muenc celular explica el ºsuicidio" de una gran 

cantidad de células del cuerpo. Muchas de ellas mueren porque han cumplido un 

número predeterminado de divisiones. porque han sido dañadas o porque están 

envejecidas. La apoptosis inducida por los linfocitos T citotóxicos es un fenómeno 

que se caracteriza por un aumento en la expresión de ciertos genes ( como por 

ejemplo. los que codifican para la síntesis de algunas hsp. Ja ubiquitina. e - Jos. e -

myc y varios más) [Schwartz y Osborne. 1993]. La apoptosis puede ser estimulada 

por muchos factores. algunos de los más conocidos son: las radiaciones ionizantes. 

las radiaciones UV que dañan el ADN. los fármacos que se utilizan como 

quimioterapia. Jos radicales libres que resultan del metabolismo del oxigeno .. 

algunos oxidantes como el óxido nítrico producido por los macrófagos o tos 

monocitos. entre otras. Todos estos factores. que son inductores de ta apoptosis .. 

pueden tener distintos mecanismos de acci611 para provocar un daño en el ADN de 

la célula que va a morir y estimular Ja transcripción de los genes que están 

relacionados con la mucnc celular programada [García. 1997). Aquí es donde el 

cuachalalatc pudiera estar aumentando alguno de los mecanismos por los cuales la 

apoptosis se ve favorecida o bien que haga que las células encargadas de 

eliminarlas sean más eficientes. así algunas de las células mueren por apoptosis. 

otras prefieren el camino de la autoreparación~ mientras que otras se quedan dañadas 

y son las células que se observan en la gráfica de EPCMN. González y col.. en 1962 

observaron que un extracto metanólico de cuachalalatc eliminaba el 

adcnocarcinoma mamario inducido en ratones. Jo que daria un indicio de que es 

posible que el camino por el cual actúa el cuachalalatc sea el de mandar e. células 

dañadas a apoptosis. 
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Va sea que el cuachalalatc induzca la muerte de células dañadas. o bien que 

induzca.una repar3ció~ del ·daño al AON. el cuachalalate. se perfila con10 un buen 

tratamiento O Preventivo contra el cáncer .. sin embargo. no se sabe si solo induce Ja 

muene de las-células' dañadas o también lo hace con células sanas. como Ja mayoría 

de los :ránnil.~s ·que se utilizan en la quimioterapia. La gráfica referente a la 

citotoxi~i.dcid, d~i.~xtracto solo. en la que se obse1Va que el extracto no es citotóxico. 

hace referencia a que las células que se encuentran en buen estado no están siendo 

afectadas. por lo que se puede decir .. que el extracto actúa aparentemente solo sobre 

células dañadas. Por la imponancia de esta característica observada.. se ve necesario 

que a futuro se deberán realizar nuevas investigaciones que traten de comprobar el 

efecto citotóxico selectivo del cuachalalate. Además, será también muy importante 

identificar si son los ácidos másticos por si solos. o combinados con otros de los 

compuestos presentes en el cuachalalatc. los principios activos que poseen la 

capacidad antigenotóxica y por consiguiente anticarcinogénica. 

~·_L-··-
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VIII. CONCLUSIONES 

El los ratones tratados con el extracto hexánico de cuachalalate no se 

incrementó la frecuencia de EPCMN,. to cual indica que el extracto per se y por 

consiguiente cada uno de sus componentes. no son clastogénicos. 

El extracto hexánico de cuachalalatc en las 3 dosis probadas. disminuyó la 

fTccuencia de EPCMN producidos por la ifbsfamida. Esta inhibición c1astogénica 

alcanzó su máximo efecto. (90%) de inhibición en el grupo de animales que 

recibieron 1500 mgfkg del extracto a tas 72 horas de administración. 

La frecuencia de EPC disminuyó a través del tiempo de administración,. en 

todos los lotes que recibieron ifosfamida y el extracto. poniéndose de manifiesto una 

acción citotóxica sinérgica. la cual posiblemente este involucrada en el mecanismo 

anticlastogénico del extracto. 
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VII. GLOSARIO* 

Acéntrico.- Fragmento o región del cromosoma que no tiene Centrómero. 

Alcaloide.- Base vegetal nitrogenada que ticne.·acción fisiológica inás o nlenos 
intensa sobre los animales. 

,_·.:_:" ,;.\',;_,: __ :;·' -. ·"' 

Antagonista.- Sustancia que disminuye o elimina el efecto de_otra.: · 

Anticlastógeno.- Agente químico que imp~~~:;,'.~~~/t:~~i~~:_:.~~~~·~5Ó-miCas por 
agentes fisicos o químicos. ._· · -~---~~~: ~·~-.';:»<·-·:, .. \·-~ .·:::.~.-~·' ·>:,::··._-<- · 

Antineoplásico.- Fármaco utilizado para t.r~t~r}".e_,::~li~.-~~e~/ ~I inhlbir la 
proliferación celular. : 

1
• -, _ • >·. 

Anti tumoral.- Fármaco o elemento capaz de. etinli~~:-~- ~r;;·y~-~~:l~~ tuniores. 
, . . . :'. ~:'·.-· .. - . 

Citotoxicidad.- Efecto tóxico~ manifestado como mUCne cetular.·-•' 
.. ,. 

Clastógcno.- Agente fisico o químico que produce rupturas" cromoSómicas. 

Cucurbitacina.- Triterpenos tetraciclicos procedentes de una reagrupación del 
prostano .. presente en la familia de las cucurbitáceas. 

ENC.-Eritrocitos nonnocrómicos: eritrocitos maduros del ratón. 

EPC.- Eritrocitos policromáticos: eritrocitos inmaduros que contienen una 
cantidad determinada de ARN. son equivalentes a los reticulocitos humanos. 

Flavonoides.- Pigmentos vegetales que poseen un esqueleto carbonado C6 - C3 
-C<o. 

Genotoxicidad.- Efecto tóxico que actúa sobre el ADN. 

Glicósidos.- Sustancias amargas derivadas de los esteroides y que actúa sobre el 
corazón (glicósidos cardonólicos). 

Lignano.- Compuestos de 18 carbonos derivados de dos restos de fenilpropano. 

Potenciación.- Acción que tiene una sustancia de aumentar el efecto de otra. 

Rezago anafásico.- Perdida de un cromosoma al no migrar éste durante la 
anafasc. 
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Saponina.- Grupo de glicósidos que se disuelven en agua y disminuyen la 
tensión superficial de esta. 

TritCrpenoide.- Esta compuesto de 30 Carbonos .. formado por 6 unidades de 
isopreno. 

Triterpenos.- Compuc:1tos de 30 Carbonos procedentes de la ciclación del 
escualeno. 

1 
• Dominguc;r .. 1973: Me Van. 1995; Ricgcr. 1991; General & applicd. 1999. 
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