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Determinacion del posible efecto clastogénico del extracto acuoso de

Psittacanthus calyculatus en sangre periférica de raton cdl

RESUMEN

El empleo de las plantas, ya sea con fines alimenticios o medicinales se ha practicado desde la antigiiedad y
en algunos casos no se ha comprobado de manera cientifica su eficacia. El uso frecuente de ciertas plantas
medicinales por la poblacién hace que sea de interés para la investigacién, como por ejemplo tenemos al
muérdago, Psittacanthus calyculatus, el cual tiene como principales constituyentes a los polifenoles tales
como el acido galico y taninos hidrolizables. Con respecto al muérdago (P. calyculatus), se realizé un estudio
en el que se determind que tiene propiedades hipoglucemiantes en dosis de 200 mg/Kg de peso y 400 mg/Kg
de peso. Por esta razon, en el presente trabajo se pretendio determinar si el extracto acuoso de P. calyculatus
tiene o no propiedades genotdxicas a través de un ensayo de micronucleos en sangre periférica de ratén cepa
CD1. Actualmente en la literatura cientifica mexicana existen pocos datos sobre la accion mutagénica que
poseen los extractos de plantas medicinales consumidas por la poblacion. Como monitor de la clastogenicidad
aguda del extracto acuoso de P. calyculatus se emple6 la prueba de micronucleos in vivo. En el experimento
se utilizaron 100 ratones machos blancos CD-1 de 5y 6 y de 4 y 7 semanas de edad, los cuales fueron
divididos equitativamente en dos experimentos. A cada experimento le correspondieron 5 lotes de 10 ratones.
Para ambos experimentos el 1° lote fue el grupo control negativo donde se empled agua destilada, el 2° lote
correspondié al control positivo utilizando ifosfamida a 40 mg/ 10 mL y los lotes 3°, 4° y 5° recibieron
tratamiento con el extracto acuoso de P. calyculatus a razén de 200 mg/Kg y 400 mg/Kg de peso
administrados en diferentes intervalos de tiempo, siendo estas a las 24 hs, 48 hs. y 72 hs., respectivamente,
por lo que cada lote fue dividido en dos partes con 5 animales cada uno. La administracion de las
concentraciones fue por via intraperitoneal. Transcurrido este tiempo se tomd una muestra de sangre
periférica obtenida de la cola del ratén. Se prepararon 3 laminillas por cada ratén, y se evalué la frecuencia de
eritrocitos policromaticos (EP), eritrocitos normocromaticos (EN) y el porcentaje de micron(cleos en eritrocitos
policroméaticos (%MCNEP) en 2000 células sanguineas para calcular el indice de citotoxicidad (%EP) y el
indice de genotoxicidad (% MCNEP). El extracto acuoso de P. calyculathus no es clastogénico en células de
sangre periférica de raton debido a que se observé poca o nula presencia de MCNEP. Asimismo, ningun raton
murié por las dosis administradas. Sin embargo los resultados mostraron que la dosis de 400 mg/Kg de peso
del extracto acuoso es ligeramente citotdxico mientras que la dosis de 200 mg/Kg del extracto acuosos de P.

calyculathus comparandolo con el control negativo no es citotéxico ni genotoxico.

Palabras clave: clastogénico, eritrocitos normocromaticos, eritrocitos policromaticos, microntcleos,

Psittacanthus calyculatus.



INTRODUCCION

La evaluacion del riesgo de los productos quimicos para el hombre conlleva
a la realizacion de ensayos toxicoldgicos que incluyen los de genotoéxicidad (Attia
et al. 2009). Las pruebas de rutina de genotoxicidad tienen al menos 20 afios de
progreso, durante los cuales, numerosas pruebas han sido introducidas y
desarrolladas. En la actualidad no se conoce algun estudio que por si solo pueda
suministrar los datos necesarios para estimar el riesgo genético que constituyen
determinados productos quimicos o agentes fisicos, esto debido a la gran cantidad
de efectos genotoxicos existentes (Remigio et al., 2007),

Los grupos de trabajo de la Uniébn Europea (EU), la Organizacion
Econdmica de Cooperacion y Desarrollo Economico (OECD) y recientemente, la
Conferencia Internacional de Amortizacion de Requerimientos Técnicos para el
Registro de Productos Farmacéuticos de uso Humano (ICH) han definido el uso de
baterias de ensayos de genotdxicidad, en las que se emplean modelos bioldgicos,
tales como: peces, mamiferos pequefios, células humanas, moscas de la fruta,

vegetales y bacterias (Hayashi et al., 2000).

En el ambito internacional, la evaluacibn genotoxica de nuevos
medicamentos es un requisito de cardcter obligatorio y, aunque no existe un
consenso generalizado sobre qué tipos y qué cantidad de pruebas de
genotoxicidad deben realizarse, existen criterios coincidentes para clasificar en
genotoxicos o no, a los productos quimicos, de acuerdo a los resultados obtenidos

mediante dichos ensayos (Hayashi et al., 2000).

Entre las pruebas genotoxicas con mamiferos que existen, el ensayo de
micronucleos (MCN) en células de raton ha sido ampliamente utilizado como un
indicador de la genotoéxicidad de clastégenos quimicos in vivo. También se emplea
en epidemiologia molecular como un biomarcador de dafio cromosémico y de la
inestabilidad del genoma, asi mismo es un sustituto de criterios indirectos de
valoracion en las células, que presuntamente reflejan alteraciones cromosomicas

mas especificas pertenecientes a la carcinogénesis (larmarcovai et al., 2007).



Los ensayos de MCN juegan un papel importante debido a que son muy
sensibles a los agentes clastogénicos que llegan a los tejidos diana, por lo que la
sensibilidad de la prueba determina en gran medida el efecto que tiene la forma
activa de la sustancia sobre los érganos diana (Hayashi et al., 2000).

La prueba de MCN detecta el efecto de los agentes mutagénicos, sobre los
cromosomas, mediante la identificacion de fragmentos acéntricos Yy/o
cromosdmicos que quedan rezagados en la mitosis, los cuales quedan fuera del
ndcleo formando tales estructuras. La técnica permite detectar tanto agentes
clastogénicos (que rompen cromosomas) como aneuploidogénicos (que afectan el
uso mitotico) (Schmid, 1975).

Originalmente, la prueba de MCN fue desarrollada en eritrocitos de médula
Osea de ratones pero, posteriormente se modificO para ser aplicada en diversas
especies y tejidos. La identificacion de MCN en eritrocitos de sangre periférica de
mamiferos, aves, reptiles y anfibios depende bésicamente de la eficiencia del
sistema reticulo endotelial que es el responsable de eliminar los eritrocitos
anomalos y/o viejos. A mayor eficiencia de eliminacién es menor la posibilidad de
observar eritrocitos con microndcleos (EMCN) independientemente de si el
organismo esta expuesto a agentes genotdxicos o no. Esto ha sido ampliamente
documentado con el objetivo de seleccionar las especies con mayor sensibilidad,
que posteriormente, puedan ser utilizadas como indicadores o monitores
biolégicos en presencia de agentes toxicos al genoma o genotoxicos (Macgregor
et al., 1990).

Estudios realizados anteriormente acerca del efecto genotéxico de mezclas
complejas obtenidas de plantas usadas en la medicina tradicional amplian los
conocimientos acerca del potencial terapéutico que poseen dichas plantas y que a
su vez contribuyen al desarrollo de la industria biofarmacéutica (Remigio et al.,
2007). Las plantas son utilizadas por las personas para curar varias enfermedades
como es el caso de Psittacanthus calyculatus y Psittacanthus rhynchanthus que

son vegetales conocidos en México como los muérdagos. Estas son plantas



parasitas o hemiparasitas obligadas. Y son empleadas en la medicina tradicional

como relajantes, anticancerigenas y contra la hipertension (Solis y Gomez, 2005).

El consumo indiscriminado de farmacos de origen vegetal por la poblacion
se correlaciona con la ocurrencia de enfermedades. Estos son elaborados a partir
de extractos vegetales que constituyen mezclas complejas que potencialmente
podrian contener un gran namero de sustancias con propiedades mutagénicas y/o
cancerigenas. Actualmente en la literatura cientifica mexicana existen pocos
estudios sobre la accibn mutagénica que poseen las plantas medicinales
consumidas por la poblacion. Debido a esto, el presente trabajo pretende
determinar si el extracto acuoso de Psittacanthus calyculatus tiene o no
propiedades genotdxicas a través de un ensayo de micronucleos en sangre

periférica de ratén CD1.



ANTECEDENTES

Remigio et al. (2007) analizaron el potencial clastogénico y aneugénico de un
extracto hidroalcohdlico de Tamarindus indica L., con ratones de la cepa NMRI de
ambos sexos. Ellos determinaron que los indices de genotoxicidad fueron
estadisticamente significativos, resultando clastogénico el extracto de T. indica ya
que aumentd significativamente la frecuencia de microndcleos de los eritrocitos
policromados de la medula 6sea. Ademas se demostré una relacion dosis-
respuesta.

Askin y Sultan (2007) investigaron el efecto citotdxico y genotdxico de extractos
acuosos de Lavandula stoechas aplicado en raices de Allium cepa. Estos autores
encontraron que los extractos acuosos reducen el indice mitético, también inducen
la ruptura, adhesion, desviacion de los polos y micronucleos. Asi mismo
observaron que el efecto esta relacionado con la concentracién del extracto y por

consiguiente demostré tener un efecto citotoxico y genotoxico.

Hayashi et al. (2000) formularon los procedimientos del ensayo de genotoxicidad,
asi como también la realizacion de propuestas para la disefio de protocolos en
ensayos de micronudcleos, considerando repeticion de tratamientos e integracion
de pruebas toxicologicas. Estos autores proponen que es aceptable la evaluacién
de la induccidon de micronucleos, la frecuencia de micronucleos en eritrocitos de
medula 0sea y de sangre periférica, ademas de los intervalos de induccion y de

aplicacion de tratamientos.

Solis y Gémez (2005) realizaron un inventario de las especies de muérdago en la
parte sur del Estado de Querétaro y sus alrededores. Estos autores determinaron
10 especies de 36 especimenes distintos. Ellos encontraron que su distribucién
esta regida por la presencia de los hospederos, el tipo de vegetacion y el grado de

perturbacion.



MARCO TEORICO
1. Mutagénesis

El hecho de que la informacién genética sea transmitida de generacion en
generacion sin cambios aparentes asegura gque las caracteristicas de una especie
se mantengan. Sin embargo esta informacion es susceptible de sufrir cambios de
manera espontanea o bien inducidos por diversos agentes ambientales. Estas
alteraciones son la fuente primaria de variabilidad genética y como tal es
indispensable para que se produzca el fendmeno evolutivo. De hecho, la mutacion
es una de las propiedades genéticas esenciales del material hereditario (Luca y
Seoane, 2008).

En un principio el término de mutacion se aplicaba Unicamente a aquellos
cambios de la informacion genética heredables a la progenie, hoy el concepto se
aplica a cualquier cambio heredable en el genotipo de un ser vivo (Luca y Seoane,
2008). Dichos cambios pueden ser clasificados en micro y macro mutaciones, en
donde la Unica unidad genética capaz de mutar es el gen (segmentos de ADN). En
los seres multicelulares, las mutaciones pueden ser heredadas cuando afectan a
las células reproductivas o somaticas en la que la célula madre dafiada hereda a
su hija el mismo dafio, propiciando una proliferacion de las células con el mismo
dafio (Alteraciones de la informacion genética, 2009). Sin embargo no todas las
mutaciones son benéficas en el desarrollo de una especie. Entre las alteraciones
que se conocen se encuentran las aberraciones cromosomicas, las cuales se
clasifican: en estructurales y numéricas. Las alteraciones en el numero
cromosomico pueden originarse como resultado de falta de disyuncién (no
separacion de los cromosomas) o por un rezago en la anafase, ambos fendmenos
pueden originarse tanto en la divisibn meidtica como en la mitdtica (Salamanca,
1992). Cuando el nimero cromosémico es multiplo exacto del nimero haploide, se
habla de un estado de euploidia, sin embargo cuando uno o varios cromosomas
se encuentran involucrados, la alteracion numérica se denomina aneuploidia.
Estas dltimas son mas conocidas por sus repercusiones en el origen de

alteraciones congénitas, como las trisomias encontradas en recién nacidos, que



es cuando se presenta un cromosoma adicional como en el caso del Sindrome de
Down (47, XX o XY, + 21), las monosomias o la falta de un cromosoma como en el
caso del Sindrome de Turner (45, X ), las dobles trisomias, es decir, la presencia
de dos cromosomas adicionales de distinto par cromosémico como en el caso de
pacientes con un cromosoma X extra y Sindrome de Down (48, XXX, 21), las
tetrasomias o la presencia de dos cromosomas adicionales del mismo par como
en algunos casos de Sindrome de Klinefelter (48, XXXY). Otras aberraciones
numericas las constituyen las nulisomias o sea la falta total de un par
cromosomico y los mosaicos o mixoploidias en las cuales dentro del mismo
organismo se tienen dos o més lineas celulares una de las cuales es normal y la
otra u otras se encuentran afectadas en su numero cromosoémico (Fig. 1), la
produccion de mosaicos se debe a la no disyuncion de los cromosomas en la

mitosis temprana después de la formacién del cigoto (Luca y Seoane, 2008).
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Fig. 1. Distintos ejemplos de aneuploidia. A) complemento cromosémico imaginario 2n = 8. B)
disminucién en el nimero de cromosomas: nulisomia, monosomia y doble monosomia. C) aumento
en el nimero de cromosomas: trisomia, doble trisomia y tetrasomia (Luca y Seoane, 2008).



Las aberraciones estructurales son ocasionadas por agentes clastdégenicos,
es decir aquellas sustancias que provocan la ruptura del cromosoma; cuando una
ruptura se lleva acabo se puede tener una restitucion de la lesién, dando un
genotipo sin alteracidon alguna. Sin embargo si se tiene una ruptura y no hay
restitucion, dan como resultado una perdida del material genético, o bien una
reunién inter o intracromosomal que repercute como un cambio estructural
(Salamanca, 1992).

Dentro de las aberraciones intracromosdomicas se tienen deleciones,
inversiones, anillos e isocromosomas. Por otra parte para las aberraciones
intercromosomicas se presentan las translocaciones simples, reciprocas Yy
robertsonianas, asi como la duplicacion que es una forma particular de

translocacion (Luca y Seoane, 2008).

En el ciclo celular, las mutaciones se presentan con mas probabilidad
durante la etapa G1 por ser ésta la parte con mayor duracion del ciclo, aunque en
el caso de las mutaciones puntuales el periodo S parece ser la etapa mas sensible

para que ocurran (Nufiez y Escalona, 2010).

Cuando se tiene una mutacion y dependiendo de la linea celular en la que
se produzca, se presentan cambios que repercuten en el desarrollo del individuo
afectado. Asi mismo, las mutaciones ocurren en células germinales éstas
generalmente se traducen en productos afectados, infertiidad y abortos
espontaneos. Las mutaciones en células somaticas es muy posible que se tengan
alteraciones en los procesos metabodlicos de ellas, lo cual repercute en el
funcionamiento normal (Sanchez, 2010).

Por otro lado cuando las mutaciones son provocadas por un agente, es
decir que no ocurren de manera espontanea, puede evaluarse el efecto del
mutageno con diversas técnicas. Los dafios se presentan a nivel genético, las
técnicas empleadas son preferentemente la reaccion en cadena de la polimerasa
PCR). southern blot (SB), northern blot (NB), western blot (WB), corrimiento

electroforético en gel de agarosa (PAGE) e inmunodeteccion.



Existen muchas pruebas de mutagenicidad en seres vivos, que incluyen:

a) Pruebas de cambio de pares de bases o en las pautas de lectura
(mutaciones puntuales), que se evallan en bacterias como Echerichia coli,

Salmonella thyphimurium o Bacillus subtilis.

b) Prueba para determinar aberraciones cromosémicas a partir de cultivos

celulares.
c) Induccién de mutaciones de células en cultivo.

d) Prueba en Drosophila melanogaster de recesivos letales; mutacion y

recombinacién somaticas.

e) Evaluacion de lesiones cromosdmicas por el andlisis de células en

metafase o por prueba de MCN.

f) Induccion de mutaciones en células germinales mediante la evaluacion de

dominantes letales en rata o raton (Derache, 1990).

De estos se explica un grupo brevemente a continuacion.

1.1. Prueba de mutagénesis in vivo
1.1.1 Prueba de micronucleos

La prueba de MCN se realiza en diferentes tipos celulares: eritrocitos
policromaticos de la médula Osea, cultivos de linfocitos de sangre periférica,
eritrocitos jovenes y maduros de la sangre periférica, queratinocitos, células de la
mucosa bucal, hepatocitos de rata, células germinales y células de descamacion

de la vagina de la rata, entre otros (Hayashi et al., 2000).

Los MCN son corpusculos intracitoplasmaticos de cromatina, separados del
nacleo principal y que se forman a partir de la ruptura de fragmentos

cromosdmicos aceéntricos o bien por aquellos cromosomas que sufren un rezago



anafasico, lo cual se traduce en la aparicion de un pequefio nacleo en las células
anucleadas como los eritrocitos (Fig. 2) o bien en el citoplasma de nucleadas
como linfocitos o espermatogonias. El incremento en su nimero es indicativo de
un rezago anafasico o bien de la ruptura de cromosomas en una regidn acéntrica

ocasionada por agentes clastogénicos (Gonzalez y Gémez, 2006).

La existencia de MCN ha sido reconocida durante afos, su asociacion con el
dafio cromosémico fue bien conocida desde los primeros trabajos en el campo de
la radiacion. El primer intento de usar los MCN como monitores de dafio
citogenético parece ser el reportado por Evans y colaboradores en 1959, ellos
usaron la frecuencia de los MCN para cuantificar el dafio citogenético inducido por
los rayos gamma y los neutrones en ausencia y presencia del oxigeno. Dentro de
los resultados obtenidos se observd en las croméatides intercambios asimétricos y
simétricos incompletos que dan el incremento de fragmentos acéntricos en la

mitosis (Macgregor et al., 1990).

Al comienzo de los afios sesenta Schmid y colaboradores, asi como Heddle en
1973 iniciaron los estudios para determinar qué parametros podrian servir como
indicadores utiles del dafio citogenético en la medula 6sea in vivo. Este trabajo
lleg6 a la conclusibn de que la incidencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MCNEP) era un indicador util en el dafio citogenético en medula
Osea. Gracias al trabajo realizado por estos autores fue posible el desarrollo de
una prueba simple in vivo, donde la identificacion de MCNEP, nos permite evaluar
el dafio citogenético, siendo esta prueba usada ampliamente y referida

comunmente como “Prueba de MCN” (Schmid, 1975).

No se requiere de un cariotipo, ya que los MCN formados durante la division
celular persisten al menos durante la siguiente interfase. El dafio ocurrido en algun
estadio del ciclo celular puede ser observable como MCN con solo un ciclo celular
transcurrido y un tiempo de fijacion simple. En la practica es necesario asegurar
que la division no haya sido bloqueada, asi como también verificar los tiempos de

exposicion dado que éste permite a la forma mutagénica activa alcanzar la



poblacion de células blanco préximas a la division. Por ello se requieren de dos o

mas muestras normalmente (Macgregor et al., 1990).

a) Eritrocitos
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Fig. 2. Mecanismo de formacion de los microndcleos en medula 6ésea de ratén por acciéon de una
agente clastégenico (Tomada de Krishna y Hayashi, 2000).




1.2. Pruebas de MCN en raton

De acuerdo con Macgregor y colaboradores (1990), el tiempo de vida de un
eritrocito en raton es de 30 dias y considera que el ciclo celular es de 10 a 20
horas, el lapso que transcurre de la division a la enucleacion es de 6 horas y el

tiempo de los eritrocitos policromaticos (EP) en medula 6sea es de 24 horas.

Cuando se trata de un estudio subcronico (90 dias) o cronicos (2 afos), las
células a analizar son los eritrocitos normocromaticos (EN), al parecer es posible
alcanzar una tasa estable cuando se ha tenido 45 dias de exposicion, pues la
frecuencia de MCNEP tanto de sangre como en medula 0sea es igual a la

frecuencia en EN circulantes (Macgregor et al., 1990).

En ensayos agudos, en donde el clastégeno actia rapidamente y no presenta
un efecto acumulativo, el régimen de exposicion generalmente recomendado para
una prueba de rutina es de una sola administracion o bien dos con 24 horas de
diferencia entre ellas (Hayashi et al., 2000), pues con ello se asegura que el
compuesto a probar actue en las células dentro de su periodo de maduracion. Si el
tejido a analizar es medula ésea, la informacion se mantendra en ella por 2 dias
aproximadamente, pero si se trata de realizar el estudio en sangre periférica (Fig.
3) se necesitaran 24 horas mas para tener un indice estable, pues es éste el
tiempo requerido para remover los EP de medula hacia sangre. En caso de que el
compuesto a analizar tenga un efecto acumulativo 0 su accion sea lenta se

requiere de un tiempo de dosificacion mas largo (Mac Gregor et al., 1990).

Fig. 3. Prueba de microndcleos de sangre periférica de raton, se indica mediante un circulo a un
MCNEP.
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1.2.1. Importancia de la prueba de micronucleos

Los efectos carcindgenos y el dafio genotdxico son una preocupacion actual ya
gue son problemas cada vez mas frecuentes en la poblacion humana y que en
cierta manera este aumento esta relacionado por la exposiciébn a los agentes
ambientales como el aire, la dieta, el lugar de trabajo, etc. Esto propicia que cada
vez sean mas necesarios los indicadores de dafio al DNA para determinar la
extensién con la cual las exposiciones contribuyen a un dafio genotéxico a los
humanos (Scmid, 1975; Macgregor et al., 1990). Por lo que han desarrollado una
gran variedad de experimentos y entre ellos se encuentra la prueba de MCN.
Dentro de las ventajas de esta técnica se incluyen: la facilidad y rapidez, la
posibilidad de probar un solo quimico sin otros compuestos, la abundancia de
células analizables en diferentes periodos del ciclo celular y el que los MCN
formados durante la division celular persisten al menos durante la siguiente
interfase. Ademas, la prueba no deja lugar a dudas sobre el dafio producido, pues
lo que se observa como MCN es claramente una pérdida de ADN. Por otro lado, la
prueba no detecta agentes que no producen pérdidas de material genético o de
rezagos en la anafase, y tampoco es util en poblaciones celulares que no se
dividen. Los animales en general exhiben una gran variacion en las frecuencias de
MCN espontaneos en la sangre periférica, que van de sumamente bajas (cercanas
a cero) a un buen nimero (mas de 5); eso depende de la capacidad del sistema
reticulo endotelial, principalmente en el bazo, que es el encargado de retirar a los
MCN de la circulacidon. Por tanto, de la eficiencia de este 6rgano depende la
cantidad de MCN que se puedan observar en la circulacion. Es muy importante
reconocer que especies animales presentan MCN espontdneamente, ya que en
esas especies el control que ejerce el bazo es menor, y, por consiguiente, cuando
estos organismos son expuestos a genotoxicos, los MCN se incrementan de
manera significativa en sus eritrocitos; es por ello que los organismos con tales

caracteristicas pueden ser bioindicadores naturales (Krishna y Hayashi, 2000).



2. Eritropoyesis

El proceso de eritropoyesis y el mecanismo de formacion de MCN in vivo se

muestran en la figura 4.

El eritrocito es un vehiculo para el transporte de la hemoglobina (Hb), la cual se
produce en las células precursoras de los eritrocitos, los normoblastos. La funcién
de la Hb consiste en transportar oxigeno y diéxido de carbono dentro del
organismo. Se considera que ciertas influencias micro ambientales inducen a la
célula madre hematopoyética pluripotencial a convertirse en la progenie eritriode
diferenciada. Se ha establecido que existen dos tipos de células productoras de
eritrocitos, las unidades formadoras en estallido eritroides (UFE-E), que son la
forma mas precoz y responden al estimulo de la interleucina 3 (IL-3) y la
eritropoyetina. Las unidades formadoras de colonias eritroides (UFC-E) que se
originan de las anteriores y responden a concentraciones bajas de eritropoyetina,
estas células forman los pronormoblastos. El pronormoblasto es el primer
precursor eritroide reconocible al microscopio, presenta un ndcleo prominente que
se tifie intensamente con colores basdfilos y tienen un tamafio aproximado de 20
micras, cuando éste se divide produce dos normoblastos baséfilos que son de
menor tamafio. Estas células presentan una tincion nuclear que da la apariencia
de una rueda con radios, la cantidad de citoplasma corresponde al 25% del total

de la célula y es muy basdfilo por la cantidad de RNA (Henry, 1993).

Después de la mitosis del normoblasto basofilo se presenta una policromasia
en la célula debida a la produccién de Hb, por lo que las células resultantes son
conocidas como normoblastos policromaticos; su tamafio es menor al de su
precursor, el ndcleo ocupa la mitad del volumen celular y su cromatina esta
moderadamente condensada y se colorea con intensidad con colorantes. Esta
célula sufre dos mitosis que dan como resultado la produccion de normoblastos
ortocromaticos, los cuales presentan un nudcleo pequefio y denso (picnético),
citoplasma abundante con una gran concentracion de Hb y pocos poliribosomas.
En este estadio ya no hay division mitotica y el ndcleo es expulsado por

movimientos ondulantes, la célula se divide inequitativamente resultando una



porcidn pequefa, la cual contiene al nucleo y un poco de citoplasma con Hb
(fagocitada rapidamente por células del reticulo) y una porcion mayor que se
convierte en reticulocito (Viana, 2010).

Durante el proceso de maduracion se producen 3 o 4 divisiones mitéticas en un
periodo de 3 dias, lo cual origina la produccion de 16 reticulocitos por cada
normoblasto. Los reticulocitos son anucleados y mayores que los hematies
maduros, y antes de ser liberados permanecen por uno o dos dias en el estroma
de la medula 6sea y se mantiene aproximadamente un dia en circulacién; en ellos
aun se sintetiza Hb por lo que presentan una coloracién policromatéfila, ya que
contienen ribosomas residuales, mitocondrias y otros organelos que son

eliminados hasta la maduracion eritrocitica (Rodriguez, 2010).

Los eritrocitos en el humano permanecen 120 dias en circulacion, durante este
tiempo envejecen gradualmente disminuyendo sus diversas actividades
enzimaticas y finalmente son destruidos por las células fagociticas del sistema

reticulo endotelial (Rodriguez, 2010).

En roedores adultos los érganos hematopoyéticos son la medula 6sea y el
bazo que contienen las células principales de la eritropoyesis con estados de
proliferacion y maduracion. Durante la proliferacién, las células contindan
dividiéndose y con el tiempo al ser administrado un agente puede actuar y causar
dafio cromosémico, ocasionado ruptura e intercambio y también interactuar
macromoléculas relacionadas con la funcién de disyuncién de la cromatide.
Durante la maduracion el eritroblasto se desarrolla en EP donde el nucleo principal
es expulsado y cualquier MCN que haya sido formado puede permanecer en
alguna parte del citoplasma. Con el tiempo perderd RNA y contener principalmente
Hb y convertirse en un EN. Estos dos tipos de eritrocitos se tifien diferencialmente
tanto en medula 6sea, bazo y compartimentos sanguineos (Krishna y Hayashi,
2000).
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Fig. 4. Proceso eritropoyético (Tomada de http://www.igbh.es/hematologia/atlas/eritropoyesis.qgif).
1. Células pluripotenciales.
Células que responden al estimulo de eritropoyetina (UFE-E Y UFC-E).

Pronormoblastos.

A w N

Normoblastos basoéfilos.
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Normoblastos policroméaticos
6. Normoblastos ortocromaticos.
7. Reticulocitos.

8. Eritrocitos.

2.1. Eritrocitos policrométicos

El hecho de que en un estudio agudo se monitoreé la presencia de MCN en
MCNEP, se debe a que éstas son células jovenes (reticulocitos) recientemente
liberadas a la circulacion y que contienen RNA, asi como también conservan parte
del aparato ribosémico para terminar la sintesis y constituir de esta manera una

célula madura. Estos se caracterizan por presentar una coloracion mezclada de
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basofilia y eosinofilia, por lo que se tifien ligeramente de azul o gris-azulado con
Giemsa, por lo general son un poco mayores que los EN (Fig. 5) y proceden de
normoblastos que pierden su nucleo antes de que la hemoglobinizacién del
protoplasma sea completa (Krishna y Hayashi, 2000). EI aumento en su namero
con respecto a los valores normales indica una eritropoyesis aumentada. Debido a
gue son células producidas y liberadas durante el tiempo de estudio, constituyen la
manera mas eficaz de evaluar en ellas la afeccion de la actividad de la medula, asi
como la capacidad clastogénica de los compuestos en corto tiempo (Macgregor et
al., 1990).

El nimero de EP en circulacion es en general muy bajo, en humanos
representan apenas el 1 o 2% del total de los eritrocitos, sin embargo cuando esta
tasa aumenta considerablemente se pueden tener alteraciones como en los casos
de anemia grave, eritropoyesis aumentada por perdida celular a causa de
hemorragias o en casos de reticulocitosis. En la prueba de MCN el aumento puede
deberse al efecto citotéxico de la sustancia, que obliga al organismo a acelerar el

proceso eritropoyético (Suzuki et al., 1993).

La eritropoyetina es el regulador para la formacion de eritrocitos en los
mamiferos, el aumento en la circulaciéon de esta hormona puede ser ocasionado
por estados anoxicos por falta de oxigeno atmosférico, disminucién del volumen
sanguineo, la concentracion deficiente de Hb o que ella se encuentra alterada. La
ingesta de cobalto, produce un estado andxico en el rifidn, resultando en la
produccion de eritropoyetina y por lo tanto acelerando la eritropoyesis en medula
0sea, por lo que se registra un incremento en la tasa de EP (Suzuki et al., 1993).



Fig. 5. Eritrocitos policromaticos coloracién azul o moradas y eritrocitos normocromaticos de

Coloracion rosa. 100X.

2.1.1. Inclusiones eritrocitarias

En algunos casos los eritrocitos presentan cuerpos de inclusion, que son
visibles cuando se tifien con Giemsa o Wright, estos cuerpos aparecen en algunos
casos cilindricos.

a) Corpusculos de Howell-Jolly:

Los cuerpos de Howell-Jolly son remanentes nucleares compuestos por
cromatina nuclear picnética, aparecen como inclusiones esféricas y excéntricas de
tamafio entre 1pm y 2um. Son basofilos y se tifien intensamente con los
colorantes de Romanovski, Giemsa (Manascero, 2003). Este es el nombre que se
les da a los MCN en hematologia (Fig. 6) (Krishna y Hayashi, 2000).
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Fig. 6. Cuerpos de Howell-Jolly. 100X

3. Metabolismo xenobiotico

Xenobidtico (XBs) es un término genérico que se asigna a toda sustancia que
ingresa a nuestro organismo a través de diferentes vias y es capaz de ocasionar
alteraciones en diferentes rutas metabdlicas, sea en forma inmediata o a mediano
o largo plazo. Ante esta agresion, el organismo recurre a un complejo sistema que
realiza la biotransformacion de XBs que comprende reacciones de oxidacion,
reduccion, hidrélisis, conjugaciones con metabolitos celulares, etc. cuya finalidad
es la formacion de productos no téxicos o de baja toxicidad celular y que ademas

sean de facil excrecion (Suarez, 1995).

Los organismos contienen un numero de sistemas enzimaticos capaces de
biotransformar compuestos XBs, al igual que metabolizan los compuestos
endogenos para convertirlos en desechables, para transformarlos en otros mas
hidrosolubles, que sean mas facilmente excretables. Las biotransformaciones
pueden inducir considerables cambios en la actividad biologica de los XBs. Si esta

actividad decrece, el proceso se denomina de bioinactivacién (detoxicacion) y si
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aumenta se denomina bioactivacion (activacion). Asi pues, los efectos toxicos de
los compuestos exdgenos, frecuentemente no provienen de los compuestos
patron sino de los metabolitos reactivos formados a partir de ellos dentro de las
células. Estas biotransformaciones de compuestos relativamente inertes a
metabolitos muy reactivos con una toxicidad intrinseca mayor que la de los
compuestos originales se denomina activacibn metabdlica, bioactivaciéon o

toxificacidon (Bioactivacion y detoxicacion, 2011).

3.1. Reacciones de hiotransformacién

Las reacciones de biotransformacion son conversiones enzimaticas de
sustancias xenobidticas lipofilicas hacia productos hidrofilicos, generalmente, mas
eliminables o excretables. El conjunto de reacciones de biotransformacion de XB
suele agruparse en dos fases: | y Il (Suarez, 1995).

Un primer conjunto de reacciones, en las que la biotransformacion es la
conversion de compuestos lipofilicos (no polares) en compuestos mas polares y
por lo tanto algo mas solubles en agua, mediante las reacciones llamadas de
FASE |, (oxidaciones, reducciones e hidrdlisis). Muchas de estas reacciones
tienen lugar bajo la catélisis de enzimas de los sistemas llamados oxidasas de
funcion mixta (OFM), distribuidas principalmente en hepatocitos. Estas reacciones
producen compuestos que pueden ser mas, igual o menos tOxicos que sus
predecesores, aunque si es frecuente que sean mas reactivos, o que suele
conllevar una mayor capacidad toxica. Las oxidaciones incluyen todas las
monooxigenasas dependientes del citocromo P-450, las monooxigenasas que

contienen nucledtidos de flavina y otras (Bioactivacion y detoxicacion, 2011).

Las reacciones de FASE Il son reacciones de conjugacion (glucuronidacion,
sulfonacion y conjugacion con GSH — con formacion de Ac. Mercapturico-), donde
los XBs polares, son conjugados con sustancias enddgenas hidrofilicas (ac.
glucurédnico, sulfato, glutation). Estas reacciones enzimaticas estan encaminadas a

aumentar aun mas la hidrosolubilidad de sus sustratos y por lo tanto hacerlos mas



facilmente excretables por el organismo. Ademas la mayor parte de los derivados
conjugados tienen muy baja actividad bioldgica, por lo tanto muchas reacciones de
la fase Il son reacciones de bioinactivacion en procesos de detoxicacion

(Bioactivacion y detoxicacion, 2011).

4. Psittacanthus calyculatus (Muérdago)

La familia Loranthaceae comprende especies parasitas y hemiparasitas de
angiospermas y gimnospermas distribuidas ampliamente en diversas
comunidades vegetales del pais, principalmente en las zonas boscosas. Estas
especies son conocidas como “muérdagos”, y dependen en gran medida de la
planta que estan parasitando para poder vivir; introducen sus raices en las partes
aéreas del hospedante, extrayendo asi sus nutrientes (Garcia-Regalado, 1998).

Las especies de este género también son llamadas “verdaderos” y son plantas
dicotiledoneas, siempre verdes, a las que también se les dice, en distintos lugares
de América Latina, “injerto”, “matapalo”, “seca palo”, “palo de caballero”, “hierba de
pajaro”, “planta de la liga”, entre otros nombres (Rivas, 2009). En general, tienen
un tronco corto y ramas abundantes y repetidamente ahorquilladas, de manera
gue forman ya sea una densa mata que cuelga del arbol parasitado o bien racimos

que cubren la copa del arbol (Rivas, 2009).



Fig. 7. Psittacanthus calyculatus especie hemiparasita obligada. (Tomada de
http://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=2500017).

4.1. Composicion quimica del muérdago (Psittacanthus calyculatus)

En el andlisis quimico del extracto metandlico de la parte aérea de
Psittacanthus calyculatus se detectaron compuestos fenolicos como acido galico,
taninos y flavonoides (Fig. 8) (Dr. Guillermo Avila FES Iztacala UNAM Laboratorio

de fitoquimica, comunicacion personal).
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Fig. 8. Estructura quimica de los componentes del extracto acuoso de P. calyculatus.
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4.1.1. Importancia de Psittacanthus calyculatus y justificacién de estudio

En la herbolaria se utiliza toda la planta del muérdago (P. calyculatus),
desecada y triturada, como hipotensora, vasodilatadora, diurética, cardioténica y
antiespasmaddica, sin embargo si se consumen en dosis altas puede llegar a
causar la muerte, o al menos serios problemas de salud. Kim Coder sefiala que la
toxicidad del muérdago varia de acuerdo con la especie del arbol sobre el cual
crecio (citado por Rivas, 2009).

Psittacanthus calyculatus tiene un amplio uso para tratar enfermedades
cardiovasculares, asi mismo es empleada en la medicina tradicional como

relajante, anticancerigeno y contra la hipertension (Solis y Gomez, 2005).

En 1920, Rudolf Steiner propuso el uso del extracto acuoso de muérdago
como parte de la terapia contra el cancer, dado su efecto citotoxico. Actualmente,
esta terapia continla bajo estudio y experimentacion, ya que se han registrado
efectos adversos citado por Rivas, 2009.

Los preparados de muérdago por mencionar el mas utilizado el europeo
(Viscum album) se encuentra entre los farmacos mas prescritos a los pacientes
con cancer en Europa. Sus partidarios sostienen que los extractos de muérdago
estimulan el sistema inmunoldgico, incrementan la supervivencia, mejoran la
calidad de vida y reducen los efectos adversos de la quimioterapia y radioterapia
en los pacientes con cancer. Es por esto que el estudio tuvo el siguiente

planteamiento del problema e hipotesis de trabajo:



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢El extracto de  Psittacanthus calyculatus con  propiedades
hipoglucemiantes es clastogénico y citotoxico?

HIPOTESIS

Si el extracto de Psittacanthus calyculatus provoca genotoxicidad en ratones CD1,
entonces su sistema metabodlico de biotransformacion del roedor reaccionara ante

los compuestos del extracto para convertirlos en un mutageno.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el posible efecto clastogenico y citotoxico del extracto acuoso de
Psittacanthus calyculatus en sangre periférica de ratbn CD-1 mediante la prueba

de microndcleos.

OBJETIVOS PARTICULARES

A Cuantificar la frecuencia de eritrocitos policromaticos con MCN (% MCNEP
o indice de genotoxicidad) en sangre periférica de raton cepa CD1
expuestos a la concentracion de 200 mg/Kg y 400 mg/Kg de peso del

extracto acuoso de Psittacanthus calyculatus.

A Establecer la frecuencia de eritrocitos policromaticos (EP) y eritrocitos
normocromaticos (EN) para determinar el indice de toxicidad utilizando la
concentracion de 200 mg/Kg y 400 mg/Kg de peso del extracto acuoso de

Psittacanthus calyculatus en sangre periférica de ratén cepa CD.



MATERIAL Y METODOS
4.1. Material bioldgico

Se utilizaron 100 ratones machos de la cepa CD-1de 5y 6 y 4y 7 semanas de
edad de aproximadamente 25-30 g de peso. Estos organismos fueron
proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Los
ratones se mantuvieron en condiciones de laboratorio a 21 + 2 °C en un ciclo de
luz-oscuridad (12:12 hs.), con acceso a un alimento especial para roedores y agua

ad libitum durante la semana de aclimatacion y en el experimento.
4.2. Métodos

Para la evaluacion de eritrocitos policromaticos con micronucleos (MCNEP)
inducidos por el extracto acuoso de Psittacanthus calyculatus se procedié a

realizar los siguientes pasos:

4.3 Preparacion del extracto acuoso de Psittacanthus calyculatus

El extracto acuoso de Psittacanthus calyculatus fue proporcionado por el Dr.
Guillermo Avila Acevedo responsable del Laboratorio de Fitoquimica de la
UBIPRO de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala UNAM y colaboradores.

Psittacanthus calyculatus se recolecto del hospedero el mezquite (Prosopis
juliflora) ubicado a un costado del Km 3 de la carretera Chupicuaro-Jerécuaro en
el estado de Guanajuato, en las coordenadas 100°34" y 101°00 Latitud Oeste;
20°13y 19°54" Latitud Norte, situado a 1860 msnm.

La obtencién del extracto se llevd a cabo por el método de percolacion
donde se emplearon 100 g de injerto triturado, a los que se le hicieron pasar tres
tipos de solventes (hexano, acetato de etilo y metanol). Los extractos de cada
polaridad se concentraron a presion reducida en un rotavapor hasta obtener los
sdlidos totales.

El extracto metandlico fue seleccionado para realizar este estudio por
poseer las siguientes propiedades: es soluble en agua destilada, ademas se le
atribuyen diversas propiedades medicinales como relajante, anticancerigeno,

hipoglucemiante y contra la hipertension (Solis y Gémez, 2005).



4.4. Preparacion de las concentraciones

Las soluciones del extracto acuoso de P. calyculatus se prepararon para

administrarselas via intraperitoneal a los ratones, las dosis fueron 200 mg/Kg y

400 mg/Kg de peso (Martinez, 2010). Las personas la utilizan en infusién contra

enfermedades cardiovasculares, y son empleadas en la medicina tradicional como

relajante, anti cancerigeno y contra la hipertension (Solis y Gomez, 2005).

4.5. Administracién y distribucion de los ratones

Los 100 ratones utilizados fueron distribuidos equitativamente en dos

experimentos, es decir con 50 roedores cada uno.

a)

b)

Experimento 1. Se emplearon 50 ratones CD-1 de 5 y 6 semanas de
edad distribuidos en 5 lotes de 10 ratones cada uno, en una distribucion
de 5:5 para aplicar las dosis de 200 mg/Kg y 400 mg/Kg de peso del
extracto acuoso. Los ratones fueron marcados previamente para su
identificacion (Fig. 9). Una vez ordenados el lote 1 fue designado como
control negativo, con acceso durante el experimento a un alimento
especial para roedores y agua ad libitum. El lote 2 correspondid al
control positivo en donde se aplicé a los ratones de forma intraperitoneal
ifosfamida en una dosis de 40 mg / 10 mL. A los lotes 3, 4 y 5 se les
administré una dosis Unica de 200 mg/Kg y 400 mg/ Kg de peso del
extracto por via intraperitoneal, en tiempos de exposicion disefiados de

la siguiente manera 24, 48 y 72 hs, respectivamente.

Experimento 2. Se llevd acabd de la misma manera que el anterior,
Unicamente que en este disefio se emplearon roedores de 4 y 7
semanas de edad. Todos los lotes tuvieron acceso a un alimento

especial para roedores y agua ad libitum (Fig. 9).



Experimento 1: Roedores machos de 5y 6 semanas

Ifosfamida
Control negativo Control positivo Lote 3 Lote 4 Lote 5
40 40 200 400 200 400 Deosis (mgiKg)
DO D0 B8 B8 Be::
\ A\ - / - orgaml mos
48 horas 48 horas 24 horas 48 horas 72 horas  Tiempo de
exposicién
Experimento 2: Roedores machos de 4 y 7 semanas
Ifosfamida
Control negativo Control positivo Lote 3 Lote 4 Lote 5
200 200 400 200 400 Desis (mgiKg)
Ne. de
00 D00 P8 B8 B@--
48 horas 48 horas 24 horas 48 horas 72 horas Tiempo de

exposicién
Fig. 9. Disefio experimental.

4.6. Tomade muestra

Transcurrido el tiempo de exposicion se tomaron muestras por triplicado de
sangre periférica de la parte terminal de la cola del raton. Se deposité una gota de
sangre en un portaobjetos previamente desengrasado y limpio, realizando
inmediatamente un frotis sanguineo. Las preparaciones se dejaron secar al aire y

se les etiquetd con el nimero del lote y ratén.

4.7.  Fijaciéon de laminillas
Después se procedidé a la fijacion de las células sanguineas utilizando

metanol absoluto durante 5 minutos y se dejaron secar a temperatura ambiente.

4.8. Tincion con Giemsa al 5%

Para la tincion de las laminillas se procedio a aplicar una capa delgada del
colorante Giemsa al 5% durante un lapso de 7 a 8 minutos, posteriormente se les
agrego el buffer de fosfatos Sérensen de pH 6.8, dejandolo actuar por otros 10
minutos, transcurrido este tiempo se enjuagaron con agua corriente a chorro y

finalmente se dejaron secar al aire.
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4.9. Observacion al microscopio

Las observaciones que se realizaron consistieron en evaluar los siguientes

parametros:

a) El criterio que se tomo para diferenciar a los EP y EN fue la tincion
diferencial que se observa en el microscopio Optico utilizando el objetivo
de inmersion (100x). Los EN se observan de color rosa, mientras que
los EP presentaron una coloracién azulada-morada.

b) Se contabilizaron 2000 eritrocitos totales por laminilla para ver la
relacion entre EP y EN y para observar la frecuencia de células MCNEP,
las cuales se aprecian como corpusculos redondos, pequefios, bien

definidos y con una coloracién purpura.

5. Anélisis estadistico

El indice de toxicidad (%) y el indice de genotoxicidad (%) de acuerdo al
método usado por Hayashi et al., 2000 y Lewinska et al., 2007. Se determiné el
posible efecto toxico y genotdxico del extracto acuoso de Psittacanthus calyculatus
empleando las siguientes formulas:

No. de eritrocitos policromaticos

indice de citotéxicidad (%EP) == —m—m—m—m—m—m—mmmmmm———————
( ) 2000 celulas totales x 100

indice de genotéxicidad (%MCNEP) = — 110 d& MCN eritrocitos policromaticos X 100

2000 células totales

Asi mismo se realiz6 un analisis de varianza multifactorial a= 0.05 y de dos

factores. Los datos fueron analizados con el programa estadistico Minitab V.15.



RESULTADOS

Como parte inicial del estudio se describe el ANALISIS ESTADISTICO
DESCRIPTIVO I, en donde se emplea la prueba de ANOVA de dos factores

(p<0.05), que incluye el control negativo y los tratamientos.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observé que los animales de 5

y 6 semanas de edad presentaron una tendencia al aumento en la relacion de EP

y EN pero no es significativo, ya que sus valores minimo, mediana y maximo

difieren de los roedores de 4 y 7 semanas de edad, asi mismo en ambas edades

no hubo efecto genotéxico, como se puede apreciar en los datos. Al aplicar el

analisis estadistico de estos datos se determin6 que no hay diferencias

significativas (p < 0.05) en ninguna de las edades estudiadas (tabla 1 y grafica 1).

Tabla 1. Toxicidad (%), genotdxicidad (%) de acuerdo a la edad de los ratones.

Edad
Variable
semanas

4y7
(%) T

5y6

4y7
(%) G y

5y6

Media

7.30

7.93

0.50

0.39

SE Media

0.35

0.38

0.12

0.99

St Dev

1.95

2.10

0.69

0.54

%T (porcentaje de toxicidad).

Coef.

Var.

26.70

26.48

139.03

136.39

Minimo

4.8

4.4

Q1 Mediana

5.63 7.15
6.32 7.35
0 0.05
0 0.05

%G (porcentaje de gentotoxicidad).

Q3

8.6

10.0

1.25

1.00

Maximo

13.7

115

2.25

1.50



Toxicidad (%) Genotoxicidad (%)

15.0 - 25
125 201
‘ 15
10.0 4
| -
7.5
05 |
5.0 4 I ‘
0.0

4y 7 semanas 5y 6 semanas Edad 4y 7 semanas 5y 6 semanas

Grafica 1. Diagrama de caja del porcentaje de toxicidad y genotoxicidad para el factor edad.

El porcentaje de toxicidad y genotoxicidad de las concentraciones aplicadas
de 200 y 400 mg/Kg del extracto acuoso de P. calyculatus se compararon con el
control negativo. Como se aprecia las diferencias del valor minimo, mediana y
maximo de las dosis aplicadas mostraron un aumento significativo en el porcentaje
de toxicidad con respecto al control negativo (p < 0.05) (Grafica 2). Sin embargo,
se observd que estas concentraciones del extracto no provocaron un efecto
genotoxico, puesto que no se registraron diferencias significativas (p < 0.05), es
decir la frecuencia de MCN fue muy baja o nula en los eritrocitos policromaticos de
los ratones CD1 (Tabla 2, Grafica 2).

Tabla 2. Porcentaje de toxicidad y genotéxicidad de los tratamientos.

Variable Tratamiento Media SE Media St Dev Coef.Var. Minimo Ql Mediana Q3 Maximo
CONTROL - 7.37 0.28 1.27 17.32 4.4 6.45 7.32 8.47 9.55

(%) T CONTROL+ 5.92 0.20 0.89 15.18 4.8 5.27 5.67 6.39 8.05
200 mg/Kg 9.34 0.49 1.55 16.68 6.8 8.27 9.37 10.78 11.05
400 mg/Kg 9.79 0.67 2.12 21.67 7.15 7.95 9.5 11.46 13.70
CONTROL - 0.04 0.01 0.04 9942 0 0 0.05 0.05 0.15

(%) G CONTROL+ 1.27 0.07 0.35 27.74 0.75 1 1.25 1.46 2.25
200 mg/Kg 0.02 0.00 0.02 129.1 O 0 0 0.05 0.05
400 mg/Kg 0.03 0.01 0.04 11761 O 0 0.02 0.06 0.10

%T (porcentaje de toxicidad). %G (porcentaje de gentotoxicidad).



Toxicidad (%) Genotoxicidad (%)

13.0 - 251
125 4 2.0
1.51
100 +
1.0
754
0.5
5.0 4
ool == = =
C- C+ 200 400 C- C+ 200 400

Tratamiento

Gréfica 2. Diagrama de caja del porcentaje de toxicidad y genotoxicidad de los tratamientos.

En la tabla 3 se puede observar que entre las edades y las concentraciones
empleadas de acuerdo al analisis estadistico existen diferencias significativas
(p<0.05), notdndose que hay un mayor efecto toxico en los ratones de 5y 6
semanas de edad y en la concentracion de 400 mg/Kg del extracto de P.
calyculatus, con respecto al control negativo. De igual manera se puede apreciar
gue no hubo efecto genotoxico en ninguna de las edades y concentraciones
empleadas ya que no presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre ellas
(Gréfica 3).
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Tabla 3. Resultados por edad y tratamientos.

%T (porcentaje de toxicidad).

Media

7.89
5.4

8.27
8.98

6.86
6.44
10.41
10.61

0.055
1.42
0.02
0.04

0.04
1.13
0.02
0.03

SE Media

0.39
0.14
0.56
1.21

0.35
0.29
0.44
0.46

0.015
0.126
0.012
0.018

0.01
0.07
0.01
0.02

St Dev

1.25
0.47
1.26
2.72

1.13
0.93
1.00
1.04

0.049
0.39

0.027
0.041

0.045
0.244
0.027
0.044

Toxicidad (%)

Coef.
Var.

15.83
8.75

15.25
30.25

16.57
14.54
9.65
9.86

90.4
27.98
136.93
104.58

114.87
21.60

136.93
149.07

=

Variable Tratamiento
(%) T CONTROL -
4° ; CONTROL+

y 200

Semanas

400
(%) T CONTROL -
5° s  CONTROL+
y 200
Semanas
400
(%) G CONTROL-
4° ,  CONTROL+
y 200
Semanas
400
(%) G CONTROL-
5° g  CONTROL+
y 200
Semanas
400
15.0
12.5 1
10.0
7.9 4
3.0 4
Tratamiento

T
C- C+ 200 400 ©C-
Edad 4y 7 semanas

T
C+ 200

400

Sy6 semanas

Minimo

6
4.8
6.8
7.15

4.40
5.26
8.65
9.20

0.0
0.75
0.0
0.0

Q1

6.6

4.98
6.97
7.18

6.2
5.6
9.62
9.5

0.0
0.96
0.0
0.0

Mediana

8.3
5.37
8.65
8.2

7.05

6.34
10.7
11.1

0.05
13
0
0.05

0.05
1.12
0.0
0.0

%G (porcentaje de genotoxicidad).

Q3

8.77
5.71
9.37
11.18

7.65
7.15
11.05
11.47

0.1

1.71
0.05
0.07

0.05
1.35
0.05
0.07

Genotoxicidad (%)

2.5 1

2.0 1

1.5 4

1.0 4

0.5 1

0.0 4 =

= B

|

=

C- C+ 200 400
4y 7 semanas

C- C+ 200 400

5y 6 semanas

Maximo

9.55
6.3
9.8
13.7

8.25

8.05
11.05
11.5

0.15
2.25
0.05
0.10

0.15
15
0.05
0.1

Grafica 3. Diagrama de caja del porcentaje de toxicidad y genotoxicidad vs edad y tratamientos.



ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO II

La prueba de ANOVA de tres vias 6 multifactorial (p< 0.05) se realiz
unicamente a los datos obtenidos de los tratamientos de las dosis del extracto
acuoso de P. calyculatus, para determinar cual de éstas provoca un dafio
citotoxico significativo en los roedores considerando la edad y el tiempo de
exposicion (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados por edad, tratamientos y tiempo.

Variable Tiempo Media SE Media St Dev Coef. Minimo Ql Mediana Q3 Maximo
Var.
24 5.64 0.343 0.766 13.58 4.55 4.925 5.7 6.325 6.55
(%) T
4y7 48 8.27 0.564 1.261 15.25 6.8 6.975 8.65 9.375 9.8
semanas
200 mg 72 7.59 0.497 1.112 14.65 6.05 6.5 7.7 8.625 8.7
24 7.41 0.754 1.685 22.74 6 6.15 7.15 8.8 10.25
(%) T
4y7 48 8.98 1.21 2.72 30.25 7.15 7.18 8.2 11.18 13.7
semanas
400 mg 72 8.66 0.278 0.622 7.18 8 8.2 8.45 9.225 9.65
24 10.13 0.394 0.881 8.69 9 9.375 9.85 11.025 11.05
(%) T
5y6 48 10.41 0.449 1.005 9.65 8.65 9.625 10.7 11.05 11.05
semanas
200 mg 72 9.94 0.544 1.216 12.24 8.15 8.7 10.5 10.9 111
24 10.25 0.172 0.386 3.76 9.85 9.9 10.2 10.625 10.8
(%) T
5y6 48 10.61 0.468 1.047 9.86 9.2 9.5 111 11.475 115
semanas
400 mg 72 10.16 0.192 0.429 4.22 9.7 9.775 10.15 10.55 10.8

%T (porcentaje de toxicidad).

En la tabla 5 se muestra la relacion de la toxicidad con la edad. Es posible
observar en los animales de 5 y 6 semanas de edad tienen una media de 10.25 £
DE, a diferencia de los ratones de 4 y 7 semanas de edad donde el valor de su
media es de 7.75 = DE, asi mismo los valores minimo, mediana y maximos

muestran diferencias significativas (p<0.05) (Gréfica 4).



Tabla 5. Analisis estadistico descriptivo: toxicidad (%) por edad.

Variable Media SE Media St Dev Coef. Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
Var.

(%) T

4y7 7.75 0.325 1.782 22.97 4.55 6.488 7.525 8.663 13.7
Semanas

(%) T
5y6 10.25 0.15 0.83 8.13 8.15 9.78 10.37 11.01 11.5
semanas

%T (porcentaje de toxicidad).

Toxicidad (%)
15.0
12 54
|
10.04
7_54
5.04
4 y 7 semanas 2y 7 semanas
Edad

Grafica 4. Diagrama de caja del porcentaje de toxicidad vs edad.

El grado de toxicidad de las dosis fue otra variable a comparar. La dosis
empleada de 400 mg/Kg del extracto acuoso de P. calyculatus es ligeramente mas
toxica que la de 200 mg/Kg (Grafica 5). Los valores minimo, mediana y maximo

mostraron mayor variabilidad a diferencia de la dosis de 200 mg/Kg (Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis estadistico descriptivo: Porcentaje de toxicidad por tratamiento.

SE Coef
Variable  Tratamiento Media Media STDev Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
Var
200 mg/Kg 8.66 0.36 1.97 22.8 4.55 6.91 8.82 10.62 11.1
()T
400 mg/Kg 9.34 0.31 1.715 18.35 6 8.15 9.75 10.33 13.7
%T (porcentaje de toxicidad).
Toxicidad (%)
15.0
12.5 1
|
10.0 1
7.5
5.0 4
200 mg 400 mg

Concentracion

Grafica 5. Diagrama de caja de porcentaje de toxicidad vs concentracion.

Por otra parte los tiempos de exposicion también fueron una variable
importante para conocer el grado de toxicidad del extracto. En el presente estudio
se registré una ligera toxicidad en los tiempos de exposicion de 48 hs sobre las
células sanguineas del ratbn CD1, en ambas edades y concentraciones, como lo
muestra el aumento significativo (p<0.05) de la media y sus valores minimos,
medianas y maximos con respecto a los tiempos de 24 y 72 hs (Grafica 6, Tabla
7).



Tabla 7. Estadistica descriptiva: toxicidad (%), por tiempo.

Variable Tratamiento
(%)T 24
48
72

Media

8.35

9.56

9.08

SE ST Coef
Media
Dev Var

0.49 2.20 26.39

0.40 1.82 19.1

0.30 1.35 14.86

%T (porcentaje de toxicidad).

Toxicidad (%)

Q1 Mediana Q3

6.15 9.37 10.23
8.31 9.5 11.05

8.21 9.02 10.26

T

4E

Tiempo

Grafica 6. Diagrama de caja del porcentaje de toxicidad vs tiempo.

Méaximo

11.05

13.7

111

En la tabla 8, los factores mas significativos del estudio para medir la

toxicidad fueron edad, tratamiento y tiempo, donde de acuerdo con el analisis de

varianza para la evaluaciéon de la toxicidad (%) el valor de p< 0.05 difiere, por lo

tanto existen diferencias significativas (Grafica 7), asi mismo para el valor de F, la

variable mas significativa fue el factor edad con un valor de 59.72 (Tabla 8).



Tabla 8. Analisis de varianza del porcentaje de toxicidad, usando la prueba de ajuste SS.

DF Seg.SS Adj.SS  Adj.MS F P
Edad 1 93.126 93.126 93.126 59.72 0.0
Tratamiento 1 6.97 6.97 9.97 4.47 0.04
Tiempo 2 14.849 14.849 7.425 4.76 0.013
Edad*Tratamiento 1 3.775 3.775 3.775 2.42 0.126
Edad*Tiempo 2 10.329 10.329 5.165 3.31 0.045
Tratamiento*Tiempo 2 0.61 0.61 0.305 0.2 0.823
Edad*Tratamiento*Ti 2 0.856 0.856 0.428 0.27 0.761
empo
Error 48 74.845 74.845 1.559
Total 59 205.361

Toxicidad (%)

12.5 -

- . L 1iE

7.9 1

o B

Tiempo 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
Tratamiento 200mqg 400mg 200mqg 400mg
Edad 4y7 semanas 5y 6 semanas

Grafica 7. Diagrama de caja para el porcentaje de toxicidad vs edad tratamiento y tiempo.
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Toxicidad (%)

15.0 4

12.5+

10.0 4

5.0

Tiempo 24 48 72 24 48 72
Edad 4y 7T semanas 5y 6 semanas

Grafica 8. Diagrama de caja del porcentaje de toxicidad considerando la edad y el tiempo

de exposicion.

Por otro lado en la grafica 7 y 8, se puede observar que los ratones de 5y 6
semanas de edad presentan una mayor toxicidad con respecto a los de 4y 7
semanas, asi mismo es posible apreciar que a las 48 horas de exposicion hay un
aumento significativo (p< 0.05), en ambas concentraciones del extracto acuoso de
P. calyculatus y edades.

Finalmente en las gréficas 9 y 10 se muestran las medias obtenidas de los
factores edad, tratamiento y tiempo, mostrando asi el efecto citotoxico del extracto
acuoso de P. calyculatus. Con lo referente a la edad de los roedores de 5y 6
semanas potencializan el efecto téxico del extracto acuoso debido a que hay
diferencias significativas entre las medias (10.25 + DE ) respecto a la de los
ratones de 4 y 7 semanas (7.75t DE), asi mismo es posible observar que la
exposicion en un tiempo de 48 horas y en la dosis de 400 mg/kg mostro
diferencias significativas (p<0.05) respecto a la de 24 y 72 hs, igualmente en la
concentracion de 200 mg/kg (Tablas 5,6y 7).
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Gréfica 9. Medias de las variables edad, tratamientos y tiempo sobre el efecto del porcentaje de
toxicidad del extracto acuoso de Psittacanthus calyculatus.
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Gréfica 10. Interaccién de las variables edad y tiempo sobre el porcentaje de toxicidad del extracto
acuoso de Psittacanthus calycualtus.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que el extracto
de P. calyculatus no provoca un efecto clastdégenico ni aneuploidogenico. Esto se
debié posiblemente a que el sistema reticuloendotelial (SRE) particularmente del
bazo y la medula ésea de los ratones fueron capaces de neutralizar al agente
guimico administrado, ya que las células de estos 6rganos son las encargados de
fagocitar a través de sus membranas todos los elementos agresivos para el
organismo (sustancias toxicas, bacterias, hongos, etc.) que penetran el intestino a

través de la vena porta (Macgregor et al., 1990).

Salomone y Kathleen en 1994 reportaron que un compuesto se puede
considerar como citotoxico cuando el numero de EP aumenta significativamente
en relacién con los EN. Asi mismo esta frecuencia de EP también se puede ver
incrementada por diversos factores entre ellos la edad de los roedores, ya que
mientras mas jovenes el numero de EP en circulacién es mas alto comparado con
la indice de EP en ratones adultos, como ocurrié en la dosis de 400 mg/Kg de

peso del extracto de P. calyculathus en ambas edades.

Por otro lado, los resultados obtenidos coincidieron con los reportados por
Mac Gregor et al. (1990) en donde mencionan que el efecto de toxicidad en
medula O0sea se tiene a las 24 hs posteriores a una administracion, pero que esta
frecuencia disminuye a las 48 hs en este tejido, pero que en este tiempo se tiene
el porcentaje de toxicidad y genotoxicidad maxima en sangre periférica, asi mismo
también menciona una disminucién en la frecuencia de MCNEP a las 72 hs

después de la administracion en ambos tejidos.

Como ya se menciond anteriormente, este ensayo se realizd en un sistema
in vivo, por lo que posiblemente al administrar el extracto acuoso de P. calyculatus
a los ratones, el compuesto sufrid una biotransformacion, en la cual alguno de los
metabolitos (taninos y acido galico) pudo ser capaz de producir el efecto citotoxico
en la dosis de 400mg/Kg del extracto acuoso de P. calyculatus. Los taninos son

compuestos polifendlicos, mas o menos complejos que no constituyen un grupo



quimico Unico si no que tienen una amplia variedad de estructuras moleculares.
Los taninos hidrolizables o gélicos se hidrolizan con facilidad tanto por acidos y
alcalis, como por via enzimética. Los taninos gélicos tienen una alta reactividad
frente a las proteinas y carbohidratos por accion de la enzima esterasa, debido a
que reducen la actividad de la lacasa y de la tirosinasa frente los antocianos y los
polifenoles, preservando el mosto de la accién conjunta de estas enzimas con el
oxigeno y que en elevadas concentraciones pueden limitar la absorcion de
algunos nutrientes como el hierro (Compuestos Fendlicos, 2011). El consumo
elevado de taninos suele dar problemas de intoxicacion debido a su alto peso
molecular ya que no son absorbidos por el intestino y al ser hidrosolubles pueden
ser degradados a azucares y fenoles, algunos de estos compuestos como el
pirogalol, son un producto téxico para higado y riiones (Mantecén et al., 2011).

Posiblemente los principales responsables del efecto toxico del extracto de
P. calyculatus en la dosis de 400mg/Kg fueron los citocromo P-450, que no son
solo un tipo de enzimas, sino que en realidad son una familia de hemoproteinas
presentes en numerosas especies. Se ha comprobado que las familias 1, 2 y 3
estdn constituidas por enzimas encargadas de las reacciones de
biotransformacion de xenobidticos (conjunto de procesos enzimaticos a los que se
ven sometidos los xenobidticos en el organismo, en general, a su neutralizacion y
eliminacién), mientras que el resto de las familias del CYP-450s intervienen en la
biosintesis y el metabolismo de compuestos endogenos (Capdevila et al., 2000).
Una de las caracteristicas mas significativas de los P-450 que metabolizan
xenobidticos es su baja especificidad, o que permite que sean capaces de
metabolizar un nimero casi ilimitado de substratos, principalmente a través de
reacciones de oxidacion, pero también de reduccion e hidrdlisis. Las oxidaciones
catalizadas por el P-450 son reacciones de monooxigenacion dependientes de
NADPH y para las que se utiliza oxigeno molecular. Como consecuencia de estas
reacciones los P-450 aceleran la eliminacién de un gran nimero de farmacos y
compuestos toxicos del organismo, pero también son las responsables de la

activacion de toxinas o precarcindégenos (Omura, 1999).



CONCLUSION

La citoxicidad ligera del extracto de Psittacanthus calyculatus depende de la

concentracion de sus componentes quimicos.

El extracto acuoso de Psittacanthus calyculathus no tiene un efecto

clastégenico, ni genotoéxico.

Asi mismo, ningdn raton muri6 por las concentraciones agudas

administradas en el presente estudio.

La edad de los animales es un factor importante para determinar la
citotoxicidad ya que en el presente trabajo los roedores de 5 y 6 semanas de edad

evidenciaron un mayor efecto citotoxico.

La concentracibn de 400 mg/Kg del extracto acuoso de Psittacanthus

calyculathus es citotéxica.
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APENDICE |.

Fotografias de muestras de sangre periférica de raton CD-1 del estudio in
vivo realizado.

Para poder realizar la prueba de micronucleos, se requirio de una buena
tincion diferencial (Giemsa), ya que sin ella los conteos de los eritrocitos no
podrian realizarse, debido a que los eritrocitos policromaticos (jévenes) se pueden
confundir y por consiguiente un mal analisis genotoxico. Fotografias tomadas a
100x con un microscopio 6ptico, muestran la tincion diferencial.

Fig. 10. Diferencia entre eritrocitos normocromaticos (circulo) y eritrocitos policromaticos (flecha).
100X tincién con Giemsa.

Fig. 11. Micronucleo en un eritrocito policromatico. 100X Tincién con Giemsa.
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Fig. 12. En este campo es posible observar 5 eritrocitos policromaticos y 105 eritrocitos
normocromaticos, también se puede apreciar la presencia de grupos pequefios de plaquetas en la
imagen, sefialados con flechas blancas. 100 X Tincién con Giemsa.

a) b)

Fig. 13. En las fotografias b) y c) se muestra la distribucién de los eritrocitos, en ellas también se
aprecia su forma concava que los caracteriza, ademas de campos claros. En la imagen a) se
aprecian dos grupos grandes de plaquetas en el centro. 100X Tinciéon con Giemsa.
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Fig. 14. Estas iméagenes indican las medidas de los didametros de los eritrocitos policrométicos y
normocromaticos, observados a 100 X. Tincién con Giemsa.

APENDICE Il.

Preparacion del colorante y elaboracion de la solucién amortiguadora.
Preparacion del colorante Giemsa

Pesar 1 gr. de Giemsa en polvo (Giemsa), medir 65 ml. de metanol y 40 ml. de
glicerina.En una parrilla con agitador se colocar un vaso de precipitados de 500 ml. con el
metanol y poco a poco se le agreg6 la glicerina. Ya mezclados se le agreg6 el gramo de
colorante y se dej6 en agitacion por una hora y se incub6 por 24 hrs, a 60 °C.

Preparacion de la solucion amortiguadora o buffer de fosfatos (sol. Sorensen)

Pesar 6.0 gr., de Na,HPO,y 5.0 gr., de KH,PO, mezclar y aforar a un litro de agua
destilada. Posteriormente se ajusta a un pH de 6.8.
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ABREVIATURAS

EP: Eritrocito policroméatico

EN: Eritrocito normocromatico

Hb: Hemoglobina

MCN: Micronlcleos

EMCN: Eritrocitos con microndcleo

MCNEP: Eritrocitos policromaticos con microntcleo

MCNEN: Eritrocitos normocromaticos con microntcleo
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