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RESUMEN

Estudio de Ia 0 iclastogéni del Cuachalalate
(Amphypterigium adstringens) sobre 1a induccién de

micronticleos producidos por ifosfamida

La corteza del cuachalalate (Amphipteryiginm adstringens) ha sido
utilizada tradicionalmente en México para tratar los problemas del tracto
digestivo, incluso el cancer de estdmago. Tal actividad se le ha atribuido a los
acidos masticadienénico y 3 a-hidroximasticadiendnico. Son escasos los
estudios formales acerca de su actividad anticancerigena, por lo que el
objetivo de esta investigacion fue probar que el extracto hexanico del
cuachalalate disminuye el niimero de microntcleos inducidos por ifosfamida.

Para lo cual, se utilizé un extracto hexanico de cuachalalate en el que se

comprobd la presencia de los acidos masticadienénico y 3 a-

hidroxi icadienénico diante una cromatografia en capa fina. En la
experimentacion se utilizaron ratones machos cepa CDI1, los que sec
dividieron en 6 lotes de 5 animales cada uno. Los lotes 1 y 2 fueron el testigo
negativo y positivo rcsp.ectivarnemc. el lote 6 sirvio para investigar el
comportamiento del extracto solo, los lotes 3, 4 y 5 fueron tratados con
ifosfamida y el extracto en dosis de 500, 1000 y 1500 mg/kg respectivamente,
por via oral y en una sola administraciéon. Se tomaron muestras de sangre
periférica de l1a cola de cada uno de los animales a las 0, 24, 48 y 72 horas post
— administracion, para realizar los frotis que posteriormente se analizaron en
¢l microscopio. El niamero de microntucleos inducidos por la ifosfamida fue
considerado como el 100 % de mutagenicidad, partiendo de éste hecho, se
determind el grado de inhibicion de micronicleos que produjo el extracto
hexanico del cuachalalate, obtenicndo valores del 44 al 90 % de inhibicion,

determinandose que la dosis que provoca mayor efecto genoprotector es la de
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1500 mg/kg del: extracto, siendo los resultados cstadlsucamenle sngmﬁcauvos
( p<0.05). En cuanto a la cntoloxncndad los resultados obtemdos mcslraron que
el extracto solo no es cuotoxnco. pero que en combmar:.lon con la ifosfamida
se presenta un efecto smerg:co por lo que el efecto cuotoxlco fue mayor.
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HI. GENERALIDADES

Capitulo 1. La Herbolaria

El hombre desde sus origenes ha dependido de las plantas que lo rodean para
cubrir sus necesidades basicas como el alimento, el vestido, 1a recuperacion y el
mantenimiento de la salud.

La herbolaria, como se conoce a la practica terapéutica que utiliza plantas
medicinales, continia vigente y ticne gran arraigo en nuestro pais. Las plantas
medicinales aun constituyen ¢l recurso mas conocido y accesible para grandes
nacleos de la poblacidon mexicana. La OMS reconoce el valor de esta practica

terapéutica y le otorga gran importancia en los esquemas publicos para la salud
[Betancourt, 2001].

En México, la utilizacion de plantas como remedios para la salud fisica y
espiritual tiene sus origenes en varias culturas prehispanicas. Existen evidencias
arqueologicas directas como las encontradas en las cuevas de Tehuacan, por
mencionar alguna, que mostraron la presencia de botones florales de Plumeria ruba
variedad acatifolia (flor de mayo) y las semillas de Thevetia peruviana (venenillo)
quienes, ademas de utilizarse en un contexto ceremonial fucron empleadas para
sanar diversos padecimientos [Bye y Linares, 1999). Durante la época colonial se
clabord en Meéxico un manuscrito con dibujos a color de cerca de 150 plantas
medicinales autdctonas, las cuales se acompaiian de textos en latin sobre sus usos y
propiedades curativas. El médico indigena Martin de la Cruz y Juan Badiano, un
joven alumno del Colegio de la Santa Cruz de Tlatelolco, fueron los encargados de
dar forma a este libro, redescubierto hasta el siglo XX y que fue llamado Coédice de
ta Cruz — Badiano {Lozoya, 1999].




Actualnﬁente se han registradd en nuestro pais alrededor de 4000 especies con
atributos medlcmales (15° % de 'la flora total), este nimero coincide con lo
|nformado en: varias rcglones del mundo por especialistas en la materia, quienes
consideran que una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin
embargo, se lcula que en México, y en todo el mundo, la validacion quimica,
farmacoldgica y biomédica sélo se ha llevado a cabo en aproximadamente 5 % de
estas especies [Betancourt, 2001].

El valor de las plantas medicinales esta dado por sus constituyentes quimicos,
generalmente sus metabolitos secundarios son responsables de los efectos
fisiolégicos que producen. lLos alcaloides, terpenoides, glicosidos, flavonoides y
lignanos son algunas de las familias de compuestos con actividad biologica
demostrada.

E! uso de las plantas medicinales representa ciertas ventajas, por ejemplo al

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

encuentran  bioldgicamente equilibrados por la pr i de st i

complementarias que van a potenciarse entre si, de forma que en general, no se

acumulan en el organismo, y sus efectos indeseables estan timitados.

Dentro de una planta pueden coexistir wvarios principios activos que
probablemente tienen una accion distinta a la que tendrian de manera separada; se
puede decir en este caso, que el todo no es igual a la suma de las partes, ¢ incluso
sus efectos terapéuticos pucden ser mas, menos o radicalmente distintos. De tal
manera que entrec estos componentes existen interrelaciones que producen
potenciacion o antagonismo, dando como resultado una accion conjunta. Este hecho

hace muy complicado el estudio de una planta [pag. web, fitoterapia. 2001].

En los altimos 15 afios el comercio mundial de las plantas medicinales se ha
incrementado y dentro de los factores que han contribuido a que la poblacion

mexicana siga haciendo uso de la medicina tradicional son principalmente: a) la
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carencia’ y/o deficiencia de servicios de salud pablica tales como hospitales y
atencion médica, b) ‘cl deterioro econémico aunado a c) el incremento en el costo de

las medicinas de patente.

La mayoria de las plantas medicinales que se comercializan en México son
especies  silvestres. Sin - embargo no existe un control de calidad para el
procesamiento, almacenamiento, empaquetado y distribucion de las plantas
medicinales, de manera que algunas cspecies se adulteran, tal es el caso de
Amphipterygium adstringes que se mezcla con Cyltocarpa procera 'y con

Comoclamidia mollisima. Ambas plantas son parecid a Amphiy ]
adstringens en morfologia y cn caracteristicas anatomicas, presentan canales

resiniferos, ademas de que contienen flavonoides muy parecidos. [Rosas, 2000].

Por otro lado, algunas especies vegetales han sido utilizadas cn ¢l tratamiento
de enfermedades malignas durante siglos, pero la busqueda de productos naturales
con actividad antincoplasica de uso clinico ha dado resuitados pobres. Entre las
plantas, cuyo efecto antineoplasico ha sido satisfactorio se encucntra el podofilo
(Podophylum hexandrum), utilizado desde hace mas de 2000 aiios por los chinos
como farmaco antitumoral, del cual se han aislado diversos lignanos asi como sus
heterdsidos - que poseen actividad antitumoral. Ademas, en ensayos clinicos dos
derivados semisintéticos han dado mejores resultados, uno de cllos es el Hamado
ctoposido, que se usa frecuentemente en el tratamiento de cancer de pulmén y

testicular [Trease y Evans, 1987]).

Otro caso lo constituye el colchico (Colchicum automnale) del que se obtiene la
colchicina 'y otros: alcaloides. La colchicina es utilizada como inhibidor mitético, lo

cual tiene como  consecuencia la inhibicién de la division celular y por lo tanto
disminuye_la formacion o el crecimi » de tumores, se ha utilizado con gran éxito

como farmaco antineoplasico [Trease y Evans, 1987].




La vinblastina y la vincristina, son alcaloides obtenidos de Catharanius roseus
¥y se utilizan ampliamente en la quimioterapia del cancer, sobre todo en las

leucemias.

Asi mismo, los extractos crudos de la corteza del Tejo del Pacifico (7axus
brevifolia) muestran actividad citotoxica contra células leucémicas y accién
inhibitoria contra una gran variedad de tumores en ratones. De la corteza se aisié un
pseudoalcaloide diterpénico llamado Taxol, que es el principio activo [Trease y
Evans, 1987]). El uso clinico del Taxol fue aprobado en 1995 por la FDA [pag. Web,
Taxol. 2002].
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FALLA DE URIGEN 7




Capitulo 2. El Cuachalalate

En México Amphipterygium adstringens es conocida cominmente con los

nombres. de chalal cuachalalate, cuachalala y volador en Puebla; en el DF se

conoce como cuachalalatl, maceran y matixeran; en Michoacan pacueco y en

Oaxaca como cuachinala.

El nombre cuachalalate proviene de la ctimologia nahuatl Cuachalalati: arbol de
Ia chachalaca del nahuatl Cuautl — chachalaca, que hace referencia a la chachalaca,
un ave de nombre cientifico Orralis poliocephala, que gusta de comer los frutos y
semillas del cuachalalate {Alvarez, 1998; pag. Web A adstringens, 2002.] .

Amphipterygium adstringens es un arbol didico de aproximadamente 5 — 10
metros de altura y 40 centimetros de diametro, con ¢l tronco torcido, de corteza
color moreno grisaceo o gris plomizo con grandes escamas, con hojas opuestas,
oblongas u oblongo ~— lanceoladas de 6 a 15 cm, agrupadas en las pumntas de las
ramas en numero de 3 a 5, en el haz son de color verde opaco y en el envés verde

grisiceo [Martinez, 1991]. (rigurai)

Este arbol se localiza en la vertiente del Pacifico desde Nayarit hasta Oaxaca y en
Puebla, Morelos y el Estado de México [pag. web, fitoterapia. 2001; Martinez,
1991]. En varios estados de la Republica se menciona el uso de la corteza del
cuachalalate (fiGura 2) principalmente en forma de cocimiento, para tratar Ulceras,
lesiones cutaneas, la tifoidea, dolor de muelas, fuegos cn la boca, estomatitis, cancer
de estomago, gastritis, trastornos gastrointestinales, fiecbres intermitentes,
paludismo, ficbre, manchas en la piel, granos, flujo vaginal, caida de la matrizy
ovarios, infecciones vaginales, problemas bucales, para endurecer las encias, para la
inflamacion del rifién, para la circulacion sanguinca, para varices y ulceras

varicosas, gangrena; ademas tiene efectos analgésicos contra ¢l dolor de cintura,
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Figura 1 Arbol  de Cuachalalate Figura 2. Coreza De Cuachalalate
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cabeza, espalda, pulmones, hernia, reuma o punzadas y también como antidiabético
{Betancourt, 2001].

Los estudios quimicos realizados por Navarrete, (1982) permitieron el
aislamiento y caracterizacion de dos principios biodinamicos: el acido 3a-
dihidroximasticadiendnico y el acido masticadienonico. Esta investigacion consistio
en realizar extracciones con hexano y acctona a reflujo, posteriormente a los
productos obtenidos se les realizaron cromatografias y se procedid a su
identificacion por medio de resonancia magnética nuclear, infrarrojo y

espectrometria de masas, entre otras,

Martinez y col, (1999) realizaron un estudio con la finalidad de compilar
informacion botanica, quimica y farmacolégica de la planta, obtuvieron como
resultado que los acidos antes mencionados, se acumulan mas en las plantas hembra
que en las macho y que la mayor cantidad de acido masticadienénico se encuentra
presente en ¢l mes de febrero mientras que el acido 3a- dihidroximasticadicndnico

se encuentra en mayor cantidad en el mes de noviembre.

A partir de estos descubrimientos, se han realizado diversas investigaciones
quimicas sobre la planta, donde sc ha logrado identificar que cn la corteza del arbol
se  encuentran los triterpenos  acido 3a y 3-epi—masticadiendnico,
isomasticadienonico y epi—oleandlico; los compuestos fendlicos acido 6-—
heptadecilsalicilico, 6-nonadecilsalicilico y 6-pentadccilsalicilico; y ¢l esterol B-
sitosterol. También se han aislado los triterpenos: acido instiopolinasico
[Domingucz y col..1983,] oleanolico, masticadicnonico, 3a—
dihidroximasticadienonico {Navarrete,1982], una mezcla de acidos anarcardicos y
aldehidos fendlicos [Navarrete y col,, 1982). En las hojas se ha identificado el acido
cuachalalalico, ¢l cual es un triterpeno [Papageorgiou y col, 1997). Ademas de
fenoles de cadena larga descubiertos por Mata y col., en 1991,

Aunque no ecsta totalmente confirmado quimicamente, se picnsa que puede

existir un acido nuevo, el acido 1, 8 — dihidroxi —3- dodecil ~ 2- naftoico el cual

10




constituiria un producto natural-novedoso, ya que seria el primer derivado de tipo
alquilnaftaleno  que “seé describe” en ‘la’ naturaleza [pag. Web, Constit. adic. de A.

adstriiigens. 2002]. ( FIGURA3)

Triterpenoides

Los triterpenoides son compuestos que estan ampliamente difundidos en el
reino vegetal, como glucdsidos, ésteres o libres, estan formados por la unién virtual
de 6 unidades de isopreno. Se designa como triterpenos a los productos naturales
que tienen mas de 30 atomos de carbono y una estructura que se deriva de 6

unidades dc isopreno. ( FIGURA 4)

Algunos triterpcnoides desempefian un papel importante dentro de la
interaccion planta — herbivoro, tal es el caso de las cucurbitacinas, cuasinoides,
fimonoides, saponinas, cardondlicas. La presencia de estos compuestos
generalmente es interpretada como un mecanismo de defensa de la planta contra

depredadores.

L.os triterpenos del cuachalalate son triterpenoides tetraciclicos, que forman un
numeroso grupo de productos naturales; los cuales se dividen en varios subgrupos
de acuerdo con algunas variaciones del esqueleto, los principales son los siguicntes:
Escualeno, Fusidano — Lanostano, Damarano — Eufano ( en el cual se encuentran los
acidos masticadienénico e iso- masticadiendnico del cuachalalate) [Barton y
Seoane, 1956].

Diversas investigaciones s¢ han realizado ¢n cuanto a la farmacologia de los

componentes de la planta y se ha comprobado que el cuachalalate tiene accién

d

nfl ria pues disminuye el

hipocolesterolémica, ademas tiene accidn an
generalizado hasta en un 93 2% [Navarrete y col.,1982; Martinez, 1999].

"
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Estudios posteriores analizaron las propiedades gastroprotectoras del acido
‘'mastico (que contiene al acido masticadienonico y 3a- dihidroximasticadienonico)
en ratones tratados con indometacina, farmaco antiinflamatorio no esteroideo que
dafia al tracto gastrointestinal. Los resultados indican que el acido mastico
disminuye el grado de absorcion de la indometacina y que ademas protege el tracto
gastrointestinal del efecto daiiino de la indometacina [Gabr, 1991].

El efecto antiulceroso del cuachalalate ha sido comprobado por diversos
investigadores en distintos afios [Navarrete y col., 1990]. Sin embargo, cabe
mencionar que en cuanto a su accién anticancerigena, las investigaciones formales
son escasas, no obstante que en 1962 se estudio la posible actividad antitumoral de
la corteza del cuachalalate, al someter a ratones con adenocarcinoma mamario a
tratamientos con los extractos metanolicos de esta planta. De acuerdo con este
trabajo la actividad anticancerigena puedc ser debida a la presencia de una saponina
esteroidal, cuya genina fue identificada como sarsapogenina, en base a varias

cromatografias en papel y su espectro infrarrojo [Gonzalez y col., 1962].

Estos resultados ahora se¢ sabe son erroneos ya que no se ha identificado
ninguna saponina en la corteza del cuachalalate, pero se explica tal confusion ya que

los acidos triterpénicos tienen un esqueleto similar a las saponinas.

Ademas, ecxisten otras publicaciones donde se propone que el acido
masticadiendnico aislado y otras especies quimicas son los responsables de la
actividad biologica de !a plamia o corteza. Hasta hace algunos meses se dio a
conocer la noticia acerca de un estudio in vivo en ratones, en donde un grupo de
boatat

investigadores observaron que cl c logro disminuir el ca de

estémago cn los ratones {Cruz, 2001].

Como cn el caso del cuachalalate, el estudio de plantas con caracteristicas

antimutagénicas y anticarcinogénicas, ha aumentado en las ultimas fechas, debido al

interés que se ticne en obtener nuevos farmacos cap de elimi o di los
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diferentes tipos de canceres que existen, sin que se presenten reacciones secundarias

como con los farmacos existentes en ¢l 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 antimutageno proveniente de una planta, es el acido
nordihidroguayaretico, que es un derivado semisintético del exudado resinoso de
Larrea divaricata y Larrea tridemata cuya capacidad antimutagénica se evalud por
las técnicas de MN e ICH {Marquez, 1997; Madrigal-Bujaidar y col.,1998; Diaz-
Barriga y col., 1999]. Otro ejemplo lo constituye ¢l gordolobo, cuyo extracto acuoso
demostré que tiene capacidad antimutagena al enfrentarlo a la daunorrubicina,
evaluado por la técnica de ICH [Luna, 1999},




COOH

Acido instipolindcico

Acido masticadiendnico Acido 3 a-hidroximasticadiendnico

Acido isomasticadiendnico

Figura 3. Estructuras quimicas propuestas para los compuestos extraidos de
Amphipterygium adstringens [Rosas, 2000 ].
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Figura 4. Esqueletos basicos de los diferentes subgrupos de triterpenos [Rosas, 2000 ].
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Capitulo 3. Antimutagénesis

Las técnicas de MN e ICH son frecuentemente utilizadas en la evaluacion de la
capacidad antimutagénica o antigenotdxica de compuestos O sustancias, por su
sencillez y economia en comparacion a otros procedimientos como cl ensayo
cometa y las técnicas de hibridacion, entre otras, que son complicadas y costosas.
Generalmente, se utilizan como testigos positivos en la experimentacion quimicos
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 90% dec las mutaciones generan cancer
[Marquéz, 1997], ¥y que los MN estan intimamente relacionados con la
carcinogénesis, pues un MN esta formado por fragmentos o cromosomas rezagados

rclacionados con la regulacion de los oncogenes [ Wall y Wani, 1993].

Los antimutagenos ticnen diversos mecanismos mediante los cuales ejercen su

efecto protector al ADN, los cuales implican en general dos grandes grupos:

1 Mecanismos extracelulares, como por ejemplo:

- Evitar que el mutageno penetre al organismo, las barrcras fisicas

como la piel o las mucosas.

- Remover al mutageno del organismo, mediante la dieta rica en
fibras.

- Evitar que se formen los mutagenos de los promutiagenos como lo

hacen las vitaminas y fenoles entre otros.
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2) Mecanismos intracelulares, los cuales:
- Actian acelerando del metabolismo de los mutagenos.
- Atrapando radicales libres, como lo hacen los antioxidantes.

- Por inhibicion de los oncogenes, eliminando células dafiadas

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

Los agentes antimutagenos/anticancerigenos pueden estar involucrados en la

prevencidén, como las vacunas, o en cl tratamiento como la quimioterapia.

Un solo antimutageno puede poseer vario mecanismos de accion, que pueden
estar traslapados con los de otros agentes; pueden tener diversos mecanismos y

actuar a diferentes niveles de carcinogé o mutagénesis, o siguen una ruta

especifica para lograr el fin deseado [ De Flora, 1998].
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Capitulo 4. La Ifosfamid

En la figura 5 se muestra la estructura quimica de la ifosfamida (3-(2cloroetil)-
2-2-cloroetil)-amino]tetrahidro-2H-1,3,2, oxazafosforina ‘v—2-6xido) {The Merk
index, 1996]. 1

N
ct P N\ P,
\ >
o
Figura S. Estructura de la ifosfamida [Kerri y col., 1991)

La ifosfamida es un antineoplasico, empleado en el cancer de puimén,
carcinoma cérvico uterino y linfornas malignos, que como reacciones secundarias,
ticne un efecto neurotdxico, nefrotéxico y urotdxico.

Aunqguc el mecanismo de accién dec la ifosfamida no se ha reportado en la
literatura, se conoce ¢l mecanismo de accion de los agentes alquilantes
(clasificacion farmacologica a la que pertenece la ifosfamida), ios agentes
alquilantes son sustancias muy reactivas, ya que forman cnlaces covalentes con los
aminoacidos alterando las proteinas y con las bases paricas y pirimidicas
blogueando la funcién bioldgica del ADN [Alvarez, 2000; Secretaria de Salud,
2002].

Los agentes alquilantes actiian por substitucion de un grupo alquilo por iones
hidrégeno, y son altamente reactivos con muchos compuestos organicos. Su blanco
principal son los acidos nucleicos y su mejor sitio de alquilacion es la posicién TN
de la guanina, la alquilacion interfiere con la sintesis normal de ADN y su funcion,

causando depurinizacion. Esto resulta en la escision y/o entrecruzamiento en la
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cadena de ADN. Mientras los efectos citotoxico’ de ‘los agentes alquilantes son
atribuidos  principalmente al entrecruzamiento irreparable. La depurinizacion’ y la
escisién de la cadena inducen alteracioncs permanentes en la estructura. del. ADN

O carcing

que pueden resultar en [Kerry y col., 1991].( Ficura 6)

La ifosfamida pertenece al grupo de fragmentadores cromosomicos S
dependientes [Roseinsteinster, 2000}, in vitro la ifosfamida es una prodroga que
requiere activacion por el citocromo P450 del higado, ademas de las enzimas
oxidasas para cjercer su actividad citotoxica, la activacion de la ifosfamida
comienza con !a hidroxilacién por las enzimas microsomales en el carbono 4 del
anillo oxazafosforinico. La 4-hidroxi-ifosfamida se encuentra en equilibrio con su
forma tautomérica, la aldo-ifosfamida que es hidrogenada al metabolito inactivo
carboxi-ifosfamida o se descompone espontancamentc a la forma de mostaza
ifosforamida y acroleina que es el responsable de la urotoxicidad. Los metabolitos
inactivos son reducidos a 4-ceto-ifosfamida por sulfatacién al compuesto
intermediario 4-tio-ifosfamida. Los metabolitos son eliminados via los rifiones
[Thomas y cql.. 1993; Kerry y col., 1991; Thomas y col., 1997].

Su cfecto citotoxico ( alquilaciéon de los centros nucicofilicos de la célula),
reside en el anillo oxazafosforinico activado ( hidroxilacion a nivel de C4).

La ifosfamida interacciona primariamente con ¢l ADN. Los fosfotriésteres son
los principales productos de reaccion después de la incubacién del ADN con la
ifosfamida activada in vitro. El procesamiento de los niicleos celulares intactos con
ifosfamida también origina la formacion de enlaces cruzados en el ADN
[Rosensteinster, 2000].
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Figura 6. Mecanismo de accién de los agentes alquilantes sobre el ADN [Calabresi

y Park, 1986].
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Capitulo S. Técnica de Microniclcos

Los micronucleos son fragmentos intracitoplasmaticos de cromatina que se
encuentran separados del nucleo principal, cuya formacion resulta de la pérdida
cromosémica durante la divisidn celular o del rompimiento cromosémico formando
fragmentos acéntricos que no son incluidos dentro del nicleo principal. La mayoria
de los micronicleos son circulares, pero algunos son ovales o en forma de anillo, las
formas dudosas no deben ser tomadas en cuenta. Generalmente, son mucho mas
pequeilos (1/5 a 1/20) que el nicleo principal { Hermandez, 1996; Ecobichon, 1997].

Esta prucba se realiza en células de tejido proliferativo, como por ¢jemplo,
células de la cavidad bucal, en hepatocitos fetales, células de la médula ésea, de
sangre periférica, etc. Es frecuentemente realizada en células de médula Ssea, en
donde el agente genotdxico produce daio a los eritroblastos inmaduros y esto se ve
reflejado con la presencia de micronacleos; durante la maduracion de los
eritroblastos se lleva a cabo el proceso de enucleacion perdiendo asi el nucleo
principal pero no a los micronicleos. Después de madurar en la médula ésea, los
ahora eritrocitos policromaticos son liberados a la circulacién sanguinea por lo cual
es posible que podamos realizar ia prueba en sangre periférica, en donde los MN
son facilmente detectados después de tefiir con Giemsa {Hernandez, 1996; Mc
Gregor y Wehr, 1990; Schmid, 1975]. (ricura7)

Se ha sugerido en varios congresos internacionales el uso solo de ratones
machos, ya que generalmente son mas sensibles que las hembras para induccion de
MN. Puesto que existen diferencias en toxicidad o metabolismo de los farmacos
entre machos y hembras es prefenible el uso de un solo sexo en el ensayo, siendo
adecuado ¢l empleo de los machos. Debido a que no existen diferencias cualitativas
en la respuesta a los clastogenos entre cepas, aunque hay diferentes cepas de ratas y

ratones que tiencn diferentes frecuencias espontaneas de EPC micronucleados, no
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hay una cepa preferida. Es apropiado, sin embargo, que la incidencia espontanca no

exceda de 0.4 %.

Los animales jovenes de 6 — 8 semanas para ratones y 8 — 10 semanas para ratas
pueden ser utilizados para los estudios porque los animales mayores son mas gordos

interfiriecndo probablemente esto con la claridad de la tincion.

Algunos organismos internacionales que se encargan de recopilar informacién
asi como de regular las prucbas de MN han recomendado que se analicen 1000 EPC
por cada animal, sin embargo, ¢l nimero minimo de EPC para analizar por cada
animal depende de la frecuencia espontanea de micronacleos. Para controles
positivos, el tamaifio del grupo puede ser pequeiio ( no menos de 3 animales) usando
un tiemi)o dec muestreo optimo con una dosis para monitorear la sensibilidad. Los
elementos a contabilizar son las células micronucleadas y no el nomero de

micronucleos [‘General & Applied , 1999].

Para determinar la citotoxicidad, se examina el indice de EPC / ENC ya que las
alteraciones de éste, indican que existi® o una inhibiciéon de la division o una
maduracion excesiva de células eritropoyéticas nucleadas de 1a médula. Se analizan
un total de 1000 eritrocitos [ Ledebur y Schmid, 1973; Calder6n y Ramirez, 1992].
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Figura 7. Mecanismo de formacién de los micromicleos en médula dsea de raton por accién de un
agente clastogeno. {Hayashi y col., 1991 }
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1IV. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la capacidad anticlastogénica de un extracto hexanico de cuachalalate

en sangre periférica de ratones CD1 por la técnica de microniicleos:

Objctivos Particulares

- Evaluar la frecuencia de micronacleos inducidos por ‘1

administrando una dosis de SO mg / kg a ratones cepa CD1; par establecer un.

control positivo, asi como determinar la citotoxicidad del' agente evaluando’ cl’
indice de EPC/ ENC. ; ¥

- Determinar la frecuencia de micronicleos en ratones CD] tramdos con el
extracto de cuachalalate a la dosis de 1000 mg / Kg y dctermmar asi mnsmo, la )
citotoxicidad por medio del indice de EPC / ENC.

- Analizar las variaciones en la frecuencia de micronicleos y la citotoxicidad
cuando se administra la ifosfamida junto con diferentes dosis de extracto de

cuachalalate.
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V. MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 46 ratones machos de la cepa CD1 con un peso promedio de 25 g,

obtenidos del bioterio de la FESC C-1, mantenidos bajo las mismas condiciones

ambientales y con libre >al agua y

> durante el desarrollo experimental.

Se emplearon 130 gramos de corteza de cuachalalate en trozos pequefios, obtenida

del Mercado de Sonora de la Ciudad de México.

MATERIAL DE LABORATORIO
Portaobjetos
Tijeras quirurgicas
Jeringas de 1 ml
Sonda para raton

Vasos Coplin

EQUIPO
Liofilizador
Microscopio éptico
Rotavapor
Bomba de vacio
Equipo para extraccion a reﬂujd

Balanza analitica
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Equipo para cromatografia de capa fina

REACTIVOS
lfosfan"\ida :
Aceite de maiz
Metanol absoluto
Hexano
Colorante Giemsa (4%)
Buﬁ‘er de fosfa(osry 'ﬁH =6.8
Acido masticadienénico

Acido 3a-hidroximasticadienénico

METODOS

EXTRACCION DEL CUCHALALATE

1. - Para la extraccion del cuachalalate, se pesaron . 130 gramos de corteza que se
colocaron en un matraz bola y se llevaron a reflujo con 2 porciones de 500 mi de hexano

durante una hora.

2. - Por decantacion se reunicron las porciones de hexano y se colocaron en un
matraz bola, posteriormente se climind el disolvente en un rotavapor. El producto se
colocd en frascos viales. El disolvente residual se eliminé a vacio por un lapso de cuatro
horas y se determiné el rendimiento. El producto sc sometié a liofilizacién pero no se
obtuvieron resultados favorables por lo que el extracto se utilizo tal como se obtuvo,
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IDENTIFICACION DEL PRQDl_JC'ro

. -Se dc(crmmo la so de acuerdo ‘al metodo de' Lorke (1983). para lo cual se

os que sc dividieron en 3 Ious de tr&s ratones cada uno y

utilizaron ratones cepa CD

se les administrod el ext Act lisuelto ‘en oelte dc manz por via' oral en’las dosis

siguientes:

1°. Lote.- dosis (de‘ 10 ing/Lg, :

2°. Lote.- dosis dc 100 mg/kg ) :
3°. Lote.~ dosis de 1000 mg/kg

2. -Se observaron los animales durante 24 horas, en busca de signos de intoxicacion o
muerte. En la siguiente fase del método, dado que no murid ningan ratén, se procedio a
administrar a 3 ratones con las dosis de 1600, 2900 y 5000 mg/kg del extracto
respectivamente. La observacion se prolongd por 24 horas mas.

PRUEBA DE MICRONUCLEOS

1. - Para realizar la Prueba de micronicleos, los ratones se dividieron en seis lotes de
cinco ratones cada uno y se les administraron los tratamientos como sigue:

LOTE 1: acecite de maiz

LOTE 2: ifosfamida, en dosis de 50 mg / kg.
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LOTE 3: ifosfamida dosis 30 myg / kg + extracto de cuachalalate dosis 500

mg / kg

LOTE 4: ifosfamiﬂa dosis 50 mg / kg + extracto de cuachalalate dosis 1000
mg‘/ kg '

LOTE 5: ifosfamida dosis 50 mg / kg -+ extracto de cuachalalate dosis " 1500
mg / kg

La ifosfamida se administré por via intraperitoncal y media hora después se

administré por via oral el extracto disuelto en aceite de maiz.

2. — Antes de la administracion de cualquier tratamiento a cada organismo se le
realizd un frotis sanguineo, cortando la porcion terminal de la cola, y después del
tr i >, a cada animal se le realizd un frotis por el mismo procedimiento a las 24, 48

¥y 72 horas post - administracion.

3. - Los frotis se surnergieron en metanol absoluto por cinco minutos para fijarlos y
posteriormente se tifieron con colorante Giemsa al 4 % en buffer de fosfatos pH = 6.8.

4. — En cada uno dc los animales se determind la frecuencia de eritrocitos
policromaticos micronucleados en 1000 eritrocitos policromaticos. Ademas se cuantificd
¢l nimero de eritrocitos policromaticos en un total de 1000 eritrocitos.

5. - El analisis cstadistico de los resultados se realizd por ANOVA y comparaciones
mualtiples de Tuckey con una = 0.05

28

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




6.- Para obtener ¢! % de inhibicion se tomo ¢l namero de microniicleos inducidos por
ifosfamida como el 100 % y posteriormente se obtuvo ¢l % de micronicleos
correspondiente a cada dosis y en cada hora con la siguiente formula:

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

al 100 se¢ le resta ¢l porcentaje obtenido, y el resultado es el % de inhibicion.
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DIAGRAMA DE FLUJO

PESAR 130 GRAMOS DE
CUACHALALATE Y COLOCAR
EN MATRAZ BOLA

REFLUJAR CON DOS
PORCIONES DE HEXANO
DE 500 mL POR | HORA

+

REUNIR EL DISOLVENTE
EN UN MATRAZ BOLA
Y ELIMINARLO EN UN

ROTAVAPOR

‘

COLOCAR EN UN FRASCO
VIAL Y DETERMINAR

RENDIMIENTO l

DETERMINAR DLso POR
EL METODO DE LLORKE

+

DETERMINACION DE LAS
DOSIS DE TRABAJO (500,
1000 y 1500 mglkg)

IDENTIFICAR EL PRODUCTO
POR MEDIO DE UNA
CROMATOGRAFIA EN CAPA

FINA

COMPARAR EL RENDIMIENTO
CON EL  DEL ACIDO
MASTICADIENONICO Y EL 3 a-
HIDROXIMASTICADIENONICO
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ENSAYO DE MICRONUCLEOS

TOMAR FROTIS SANGUINEO

ADMINISTRAR
LOTE2 LOTES 10T 4 LOTES
¥ FF S0 mg kg . IFF S0 mg kg IFF 50 mg/ hg
s0mg g ENT 500 mgkg EXT 1000 mgkg ENT 1300 mp/hg

_“TOMAR FROTIS A LAS 24
48 ¥ 72 HORAS DESPUES DEL
: “ TRATAMIENTO

+

FUJAR LOS FROTIS EN METANOL
Y TENIR CON GIEMSA

v

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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VL. RESULTADOS

En los resultados referentes a la eficiencia de la extraccion recalizada a la
cortcza del arbol de cuachalalate, 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 sc realizo al
extracto para comprobar la presencia de los acidos masticadiendnico y 3a-
hidroximasticadiendnico, se encontré que dichos acidos si estan presentes en el

extracto.

Figura 8. Cormrimiento cromatografico del cxtracto hexanico del cuachalalate. 1
Extracto hexanico de cuachalalate, 2 acido masticadienonico y 3 acido 3a-
hidroximasticadiendnico.
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Antes y durante. el tiempo -de experimentacion no se percibieron cambios
fisicos, - ni conduclualcs en los ratones. Ademas después del sacriticio de los
animales se. reahzé una observaciéon macroscopica de sus Organos internos y al
compararlos con Ios de ratones no tratados, tampoco existieron alteraciones
aparentes, - aunquc para determinar esto con seguridad hubiese sido conveniente
reahzar un cstudlo histolégico convencional.

No se determind con exactitud el valor de la dosis letal 50 del extracto
hexamco del cuachalalate, debido a que la técnica cmpleada para este fin sugiere
'probar‘una dosis maxima de 5000 mg/kg, dosis a la cual el extracto mostré ser

- inocuo, "ya que por arriba de ésta no son de interés practico.

lEn la figura 9 se muestra la frecuencia de EPC MN en funcion del tiempo para
el lote 1 0 testigo negativo; donde se puede observar que la frecuencia de EPC MN
fue ‘baja en todos los tiempos analizados y no hubo variaciéon estadisticamente
significativa (p > 0.05), segiun la prueba de ANOVA. En promedio, el nimero de
MN obtenido fue menor a 1, dicho valor representa la basal para este experimento.
El valor basal sirve como referencia, ya que al comparar el nimero de MN
presentes en los lotes a los cuales se les administré alguna sustancia contra el valor

basal, se puede abservar si ésta induce o no la formacién de micronucleos.
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Figura 9. Frecuencia de EPC MN en 1000 EPC y error estandar en el lote testigo negativo.
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Como se observa en’ la figura 10 la - trecuencia de EPC presentes en 1000
eritrocitos eén funcion del tiempo para. el testigo negativo, no mostré  variacion
estadisticamente’ sigﬁiﬁc:aﬁva"(p > '0.05-) durante las 72 horas. A través de la
relacion EPC/ENC se evalia’la citotoxicidad de las sustancias administradas.

FRECUENCIA DE EPC

TIEMPO (hrs)

Figura 10. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos y error estandar en et lote testigo negativo.
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En la figura 11 sc muestra cﬁ funcién del tiempo; la frecuencia de MN del lote

2, que fue el testigo positivo, en dicho lote se observd que la frecuencia de MN fue

- alta comparada con el control negativo, a excepcion de la hora O en donde la

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

las diferentes horas fue significativa ( p < 0.05 ), como puede observarse el tiempo
de maxima induccién de MN fue a las 48 horas, con un promedio de 8.6.

12

10

FRECUENCIA DE EPC MN
o

s} 24 48 72
TIEMPO (hrs)

Figura 11. Frecuencia de EPC MN en 1000 EPC y crror estandar para el lote al que
se administro ifosfamida a la dosis de 50 mg/kg.




En la ﬁbura 12 se presenta la. frccuencm de EPC para el testigo posmvo. se

observa: que conforme lranscurrlo el tu.mpo 1u;. dnsmmuyendo la frecuencm de

EPC, presemandose va- ion estadisti 1 te sxgmfcauva ¢p<o0. 05) entre las O y
las 72 horas e :

FRECUENCIA DE EPC
&8

-
(6]
[ T S

TIEMPO (hrs)

Figura 12. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos y error estandar para el lote al que se
administro ifosfamida a la dosis de 50 mg/kg.
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En la figura 13 aparece la frecuencia de EPC MN de los lotes 3, 4 y S a los
cuales se les administré IFF a la dosis de 50 mp/kg y el extracto a las dosis de
500, 1000 y 1500 mg/kg respectivamente; en eila se observa que los 3 lotes
mostraron frecuencias bajas de MN a el tiempo O, las cuales se incrementaron al
tiempo 24 y aumentaron aun mas al tiempo 48, aunque al tiempo 72 nuevamente
disminuyeron.

Al comparar la frecuencia de MN dentro de cada lote en los diferentes tiempos
analizados, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05)
excepto para el lote 4 donde se presentd una diferencia estadisticamente
significativa entre los tiempos O y 48 unicamente, a pesar de que dicha frecuencia
no permanccié constante a través del tiempo en ninguno de los lotes, esto se aprecia
claramente en la figura 13.

Por otro lado, al comparar 1a frecuencia de MN del lote testigo de IFF con los
lotes 3, 4 y S se presentaron diferencias estadisticamentc significativas (p < 0.05)

con los lotes 3 y 4 alas 48 y 72 horas, y con el lote 5 a partir de la hora 24; se

observa que la fr ia més elevada de MN fue del lote 4 el cual alcanzé 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 maxima induccion.

Al comparar a los tres lotes con el testigo negativo, Unicamente se presento
diferencia estadisticamente significativa entre el testigo negativo y el lote 4 a la hora

48, lo que en resumen indicaria que el extracto disminuyo la frect ia de MIN
inducidos por la ifosfamida.
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Figura 13. Frecuencia de EPC MN en 1000 EPC y error estandar en ¢l estudio del extracto
hexanico del cuachalalate en combinacion con ifosfamida.

*piferencia  estadisticamente significativa respecto al testigo positivo. O Diferencia

estadisticamente significativa respecto al testigo negativo. Pruecbas de ANOVA y Tukey (a =
0.05).
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En la figura- 14 se muestra el grado dec inhibicién de la frecuencia de’ MN
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 observd que la inhibicion
de MN fue incrementandose conforme avanzé el tiempo, o sea que a mayor tiempo
l"nayor inhibiciéon llegando incluso a ser superior al 80 % a las 72 horas; en la dosis
de 1000 mg/kg también se observd que hubo inhibicidn en la frecuencia de MN
aunque dicha inhibicion fue inexplicablemente menor que en la dosis de 500; en la
dosis de 1500 mg/kg se obtuvo una inhibicién mayor al 80% en todos los tiempos,

siendo esta dosis la mas efectiva para la inhibicion de MN.

100 ;- IO R
90 -
80 -
=
= 70
a ]
= 60
o
S so OIFF+EXT
= - (500mag/kg)
Z 40- OIFF+EXT
8 .0 (1000 mg/kg)
= BIFF+EXT
20 | (1500mg/kg)
10 -
o e
HORAS

Figura 14. Grado de inhibicion de MN producido por el extracto del cuachalalate.
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En la.figura 15. se; muéstra gfaﬁcada la-frecuencia. de EPC en funcidon del

ucmpo. de'los’ lotcs; Ios que se les adnumstro IFF y el extracto a las diferentes

dosis, los tres-lotes” me straron una dlsmmucxon de EPC conforme trascurrio el

tiempo' dentro' «

dlferencms sngmﬁcauvas a Ias o, 24 y 48 horas, pcro sx hay variacion significativa a

las 72 horas donde cstos lotes muestran dlsmmut:lon en el numero de EPC; el lote 5
"no muestra diferencia significativa con respecto al tcsugo negauvo a las 0 y 24
horas, pero si hay variacion significativa a las 48 y 72 horas.

Al comparar los lotes contra el testigo positivo, tenemos que los lotes 3 y 4 no
muestran variacion estadisticamente significativa, pero el lote 5 a las 24 y 48 horas
si muestra variacién significativa con respecto al control positivo ya que el nimero
de EPC de ¢l lote 5 es menor que ¢l 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 la combinacion del extracto y
la ifosfamida ejerce un efecto citotdxico mayor que el de cada una de los
componentes por si solo, y en el mayor tiecmpo de exposicion.
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QIFF+EXT
(1500mg/kg)
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Figura 15. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos y error estandar en el estudio del extracto
del cuachalalate en combinacion con ifosfamida.

*Diferencia estadisticamente significativa respecto al! testigo positivo. O Diferencia

cstadisticamente significativa respecto al testigo negativo. Pruebas de ANOVA y Tukey (a =
0.05).
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En la figura 16 se muestra al lote 6 que. fue al'éual se le ddminis\ré solamente
cxtracto a la dosis de 1000 mglkg Este grupo prcscnlo una frecucncm de MN baja,
tiempo de evaluacion, por lo que dentro del lotc no hubo d|fcrenc1a &stadlsucamemc
significativa ( p > 0.05). §

1.6
1.4

1.2 4

el ] A

0.4 -

FRECUENCIA DE EPCMN

0.2 4

o 24 48 72
TIEMPO (hrs)

Figura 16. Frecuencia de EPC MN en 1000 EPC y su error estandar en ¢l lote administrado
con extracto hexanico de cuachalalate a la dosis de 1000mg/kg.
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La frecuencia de EPC del lote 6 (extracto solo, 1000 mg/kg) se muestra en la
figura 17, la cual indica que no hubo diferencia estadisticamente sigriiﬁcativa'( p>
0.05) entre los diferentes tiempos evaluados:: Dicha f"rccuencia fue similar a la del

lote testigo negativo.
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35 4

25 A+
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FRECUENCIADE EPC

10 -

48 72
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Figura 17. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos y error estandar en el lote administrado con
extracto hexanico de cuachalalate a la dosis de 1000mg/kg.




Vii. DISCUSION

Las caracteristicas fisicas del extracto obtenido son muy similares a las
caracteristicas reportadas en la bibliografia por WNavarrete, (1982), no asi el
rendimiento, pues él lo obtuvo del 3.7 % comparado con el 4.8 % que se obtuvo en
la presentc investigacion. Cabe destacar que el rendimiento que se puede obtener de
la planta depende del sexo de la misma, asi como de la época del afio en que se
recolecte la corteza y no existen referencias bibliograficas que indiquen cual es la
cantidad existente de acidos masticos presentes en la corteza, sin embargo, por una
comunicacién verbal con el Dr. Mariano Martinez, quimico del Instituto de
Quimica de la UNAM, enfocado al estudio del cuachalalate, indica que su equipo
obtiene un rendimiento promedio de 4.5 %, que se asemeja al resultado obtenido.

La cromatografia del extracto permitio por un lado demostrar que se trabajé con

1a corteza de cu sin adulterar y no con otras especies anatomicamente

similares, ya que estas ultimas no contienen a los acidos masticos, acidos presentes
solo en la familia de las Julianiaceas y en ¢l género pistacia ( Gabr, 1991 ); género
que es muy distinto fisicamente con el cuachalalate, lo cual no hace posible una
equivocacion al trabajar con las distintas especies. Por otro lado, la identificacion de
los acidos masticos en el extracto hexanico los involucra o incluso compromete en
la accion antigenotoxica que estamos evaluando.

Por otro lado, la dosis letal 50 no fue determinada exactamente, yva que a la
dosis de 5000 mg/kg el extracto resultd ser practicamente no toxico, este resultado
se correlaciond con el analisis de las caracteristicas fisicas, tanto externas, como
internas, de los animales administrados en los que no se observaron cambios, asi
como tampoco en su comportamiento. Aan cuando no existen datos bibliograficos
del cuachalalate que anuien o corroboren estos resultados, otros extractos de plantas
medicinales han mostrado este comportamiento, por ejemplo el extracto acuoso de
gordolobo (Graphalium oxyphyllum) (Luna, 1999], lo cual es excelente, ya que se
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hace uso de cllos de manera easera y un margen de scguridad tan amplio evita que

existan intoxicaciones.

El extracto hexanico, no resultd ser genotéxico, per se, ya que la cantidad de

micronicleos producidos no mostréd difer ias estadisti ignificativas con

respecto al testigo negativo, ni con respecto al valor basal de la hora cero del mismo
lote. Por consecuencia, esto implica que los acidos masticos presentes en el extracto
no provocan daiio de tipo clastogénico, al material genético.

La ifosfamida presenté un dafio genotoxico desde las 24 horas, sin embargo el
efecto maximo fue a las 48, incrementando hasta en 20 veces la frecuencia de
EPCMN, obtenida en el testigo negativo. Después de este maximo, el dafio
disminuye por la cinética de eliminacion propia del farmaco, estos resultados son
similares con lo reportado por Wolf y col, que en 1997 demostraron el alto potencial
genotoxico de la ifosfamida al observar que aumentaba la frecuencia de
micronucleos en sangre periférica de embriones de gallina.

Ademas Hayashi y col., (1994) han sugerido que después de una administracion
como la realizada, las muestras sanguineas alcanzan el estado estacionario en la
frecuencia de EPC micronucleados entre las 48 y las 72 horas post — administracién,

como se observa en los resultados que se abtuvieron.

En los resultados de antigenotoxicidad se observé que el extracto de
cuachalalate disminuyo el nimero de microniacleos producidos por IFF a todas las
dosis y en todos los horarios, puesto que no se observa una diferencia
estadisticamente significativa con el testigo negativo y si presenta una diferencia
estadisticamente significativa ( < 0.05 ), con cl testigo positivo, lograndose hasta el
90 % de inhibicion.

La dosis de 500 mg/kg tuvo un por ciento de inhibicion del 67 — 82% tendiendo

a un aumento con en cl tiempo. Con la dosis de 1000 me/kg se¢ presentd el menor
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grado “de “inhibicién, comparada con las otras dos’ dosis (42 — 70 %) que sin
cmbargo, aumenta  con el tiempo, por lo - que- resulta ser ‘también efectiva,
mostrandose mayor capacidad inhibitoria en la dosis de 1500 mg/kg con un
porcentaje promedio del 90 %.

Con respecto a la citotoxicidad, la ifosfamida mostrd la tendencia citotoxica
que se esperaba pues al intercalarse entre las fibras de ADN durante la sintesis de
éste, se detiene la division celular, esto propicia la ruptura de la cadena y el ADN ya
no se sintetiza por consiguiente la célula ya no se divide mas, y si no es reparada,

monra.

Por otro lado el extracto a la dosis de 1000 mg/kg no mosiro diferencias
estadisticamente significativas con ¢l lote testigo negativo. en rclacion a la
frecuencia de EPC, por lo cual se concluye que no es citotoxico per se. Sin
embargo, cuando se¢ administra el extracto junto con la ifosfamida, se observa una
tendencia citotoxica que resulta significativa, al aumentar la dosis del extracto y
conforme aumenta el tiempo, esto pareciera indicar un efecto sinérgico con la
ifosfamida. no obstante, este efecto se esperaria también en el aumento en ¢l nimero
de micronucleos producidos, cosa que no ocurre, asi pues ¢l extracto estaria 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 fa

misma ifosfamida en la induccion de micronicleos.

Una de las posibles explicaciones, es que el extracto induzca a una reparacion,
y por lo tanto, la célula ocupa tiempo en repararse y el proceso de division celular
se ve retrasado, y por eso sc observan pocas células micronucleadas, y disminuyen
los EPC.

Otra posible explicacion es que ¢l extracto actie sobre la biotransformacion de
la ifosfamida, haciendo mas rapida su farmacocinética , asi los metabolitos que son
la forma activa del farmaco (Rosensteinster, 2000) actuarian de forma mas rapida
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produciendo un efecto citotéxico mas rapido y pasajero. Esto explicaria por qué el
numero de micronGcleos esta disminuido ya que al pasar rapidamente no alcanza a

daiiar a la célula, pero no explicaria la disminucion de EPC.

Otra explicacion, es que exista un mecanismo por el cﬁal‘ el cuachalalate
induzca a las células dafiadas a una muerte programada o apoptosis. La apoptosis
como mecanismo fisiolégico de muerte celular explica el *“suicidio” de una gran
cantidad de células del cuerpo. Muchas de ellas mueren porque han cumplido un
numero predeterminado de divisiones, porque han sido dafiadas o porque estan
envejecidas. La apoptosis inducida por los linfocitos T citotoxicos es un fenomeno
que se caracteriza por un aumento en la expresion de ciertos genes ( como por
ejemplo, los que codifican para la sintesis de algunas hsp, a ubiquitina, ¢ — fos, ¢ -
myc y varios mas ) {Schwartz y Osbomne, 1993]. La apoptosis puede ser estimulada
por muchos factores, algunos de los mas conocidos ‘son: las radiaciones ionizantes,
las radiaciones UV que daiian el ADN, los farmacos que se¢ utilizan como
quimioterapia, los radicales libres que resultan del metabolismo del oxigeno,
algunos oxidantes como el Oxido nitrico producido por los macréfagos o los
monocitos, entre otras. Todos estos factores, que son inductores de la apoptosis,
pueden tener distintos mecanismos de accion para provocar un dafio en el ADN de
la célula que va a morir y estimutar la transcripcion de los genes que estan
relacionados con la muerte celular programada [Garcia, 1997]). Aqui es donde el
cuachalalate 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 mas ecficientes, asi algunas de las células mueren por apoptosis,
otras prefieren el camino de la autoreparacion, mientras que otras s¢c quedan dafiadas
y son las células que se observan en la grafica de EPCMN. Gonzalez y col., en 1962
observaron que un extracto metanélico de cuachalalate eliminaba el
adenocarcinoma mamario inducido en ratones, lo que daria un indicio de que es
posible que el camino por el cual actua el cuachalalate sca el de mandar a células

daifladas a apoptosis.
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Ya sea‘que el cuachalalale induzca la muerte de células dafiadas, o bien que
induzca una reparacnén del daﬁo al ADN, el cuachalalate, se perfila como un buen
tra!am:cnloo prcvenu‘vo contra el cancer, sin embargo, no se sabe si solo induce la
muerte de las tulas' dafiadas o también lo hace con células sanas, como la mayoria

de Ios farmacos ‘que se utilizan en la quimioterapia. La grafica referente a la
c:totox:cndad del extracto solo, cn la que se observa que ¢l extracto no es citotdxico,
hace referencia a que las células que se encuentran en buen estado no estan siendo
afectadas, por lo que se puede decir, que el extracto actia aparentemente solo sobre
células dafiadas. Por la importancia de esta caracteristica observada, se ve necesario
que a futuro se deberan realizar nuevas investigaciones que traten de comprobar el
efecto citotdxico selectivo del cuachalalate. Ademas, sera también muy importante
identificar si son los acidos masticos por si solos, © combinados con otros de los
compuestos presentes en el cuachalalate, los principios activos que poseen la

capacidad antigenotdxica y por consiguicnte anticarcinogénica.
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Viil. CONCLUSIONES

El los ratones tratados con el extracto hexanico de cuachalal no se
incrementd la frecuencia de EPCMN, lo cual indica que el extracto per se¢ y por

consiguiente cada uno de sus compc no son clastogénico,

El extracto hexanico de cuachalalate en las 3 dosis probadas, disminuyo la
frecuencia de EPCMN producidos por la ifosfamida. Esta inhibicion clastogénica
alcanzd su maximo ecfecto, (90%) de inhibicion en el grupo de animales que
recibieron 1500 mg/kg del extracto a las 72 horas de administracion.

La frecuencia de EPC disminuyd a través del tiempo de administracion, en
todos los lotes que recibieron ifosfamida y el extracto, poniéndose de manifiesto una
accion citotdxica sinérgica, la cual posiblemente cste involucrada en el mecanismo

anticlastogénico del extracto.
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VII. GLOSARIO *

Acéntrico.- Fragmento o region del cromosoma que no, uene centromero.

Alcaloide.- Base vegetal nitrogenada que ucne ‘accién ﬁsxologlca mis o menos*
intensa sobre los animales.

Antagonista.- Sustancia que disminuye o elimina ¢l efecto de otra

Anticlastogeno.- Agente quimico que impide:las: rupturas cromosérmcas -por’
agentes fisicos o quimicos.

Antineoplasico.- Farmaco utilizado para g ¢ r1a
proliferacion celular. AR L

Antitumoral.- FArmaco o

Citotoxicidad.- Efecto toxico, manifestado como muerte celular.

Clastégeno.- Agente fisico o quimico que produce rupturas cromosémicas.

Cucurbitacina.- Triterpenos tetraciclicos procedentes de una reagrupaciéon del
prostano, presente en la familia de las cucurbitaceas.

ENC.-Eritrocitos normocrémicos: eritrocitos maduros del raton.

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

Flavonoides.- Pigmentos vegetales que poseen un esqueleto carbonado Cs ~ Ca
- Ce.

Genotoxicidad.- Efecto toxico que actia sobre ¢l ADN.

Glicosidos.- Sustancias amargas derivadas de los esteroides y que actiia sobre el
corazdn (glicosidos cardondlicos).

Lignano.- Compuestos de 18 carbonos derivados de dos restos de fenilpropano.
Potenciacion.- Accion que ticne una sustancia de aumentar el efecto de otra.

Rezago anafasico.- Perdida de un cromosoma al no migrar éste durante la
anafase.
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Saponina.- Grupo de¢ glicosidos que se disuelven en agua y disminuyen la
tension superficial de esta.

Triterpenoide.- Esta compuesto de 30 Carbonos, formado pér 6 unidades de
isopreno. . . -

;l‘ﬁtcfpellos.-.Compucslos de 30 Carbonos. procedentes de la ciclaciéon del
escualeno. : . .

! * Pomingucz, 1973: Mc Van, 1995; Ricger, 1991: General & applicd, 1999,
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