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Resumen

RESUMEN

El uso de plantas para fines terapéuticos ha sido empleado desde el hombre primitivo hasta
nuestros dias. De acuerdo a la OMS las plantas medicinales son cualquier especie vegetal
gue contiene sustancias que pueden ser empleadas para propoésitos terapéuticos o0 cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos. Dichas
caracteristicas, junto a la gran diversidad y rigueza de plantas en México y la creciente
necesidad en la mejora de medicamentos hacen de la medicina tradicional un campo de
investigacion activo (OMS, 2010).

Bacopa procumbens, también conocida como "Metatera”, ha sido reportada por la medicina
tradicional a lo largo de la Republica Mexicana para aliviar diferentes padecimientos, de los
cuales solo ha sido avalado su efecto cicatrizante en los estudios realizados por Hidalgo, O.
en 2010, demostrando su capacidad para incrementar la migracién, adhesion y proliferacion
de fibroblastos de manera in vitro.

Los estudios toxicol6gicos realizados a los compuestos y metabolitos de las plantas ayudan a
determinar los riesgos y beneficios de su uso en la salud humana. Dentro de estos ensayos se
incluyen los estudios genotoxicoldgicos, que permiten evaluar el dafio que se ejerce sobre el
material genético. En la actualidad hay disponibles diversos ensayos moleculares y
citogenéticos, entre ellos se encuentra la técnica de microndcleos in vivo, en la cual se
identifican sustancias que ocasionan lesiones citogenéticas originadas por clastogénesis y
aneuploidogénesis (OCDE, 2014).

En este trabajo se realizd la técnica de microndcleos in vivo para evaluar la actividad
genotdxica y citotoxica del extracto acuoetandlico de B. procumbens utilizando dosis de 50,
100 y 200 mg/kg en ratones machos CD1 en un estudio agudo y se llevo a cabo un analisis
microscopico de la relacion EPCMN/ EPC y EPC/ ENC en muestras de sangre periférica
obtenidas de la cola de cada animal de experimentacién a las 0, 24, 48 y 72 horas de su
exposicién, una vez obtenidos los valores se realizé un analisis estadistico de ANOVA y
comparaciones multiples de Tukey-Kramer con una p<0.05. Los controles utilizados fueron
solucion salina fisiolégica estéril, como control negativo, y metilmetanosulfonato (40 y 100
mg/Kg), como control positivo.

Los resultados obtenidos de la frecuencia de EPCMN inducido por el extracto, nos indican que
no es genotoxico. En cuanto a la frecuencia de EPC/ ENC no se demostrd citotoxicidad a las
dosis administradas; sin embargo, a las 24 hrs se obtuvo un incremento de EPC en los
ratones administrados con 200mg/kg, este aumento fue significativo al compararlo con los
controles positivo y negativo de las 72 horas, lo cual indica la capacidad del extracto de

incrementar la relaciéon EPC/ ENC en sangre periférica.



Introducciéon

1. INTRODUCCION

1.1 Las plantas medicinales
1.1.1 Definiciones

La OMS define las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o
cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos
farmacos. La medicina tradicional o herbolaria se ha encargado de su uso vy
practica basada en teorias, creencias y experiencia de diferentes culturas
adquiridas a lo largo del tiempo con la finalidad de mantener la salud (Pérez, R.
2010).

1.1.2 Antecedentes

Desde la antigiiedad toda sociedad, por primitiva que parezca, ha establecido
sistemas de salud basado en el uso de plantas, minerales y componentes de

origen animal con la finalidad de aliviar o curar los males que les aquejaban.

Aunque el inicio de plantas con fines terapéuticos se desconoce. Se piensa que
nuestros ancestros, cazadores y recolectores ndmadas, al observar como
sanaban animales con apariencia enfermiza tras el consumo de ciertas plantas,
imitaron dicha accién y por medio de pruebas de ensayo y error lograron conocer y
recolectar aquellas plantas utiles para sanar sus enfermedades, pero también
plantas toxicas que podian producir alucinaciones o la muerte, lo cual fue util en la
caza y conflictos bélicos con otras sociedades (Cortez, V. et.al. 2004). Estos
conocimientos quedaron a cargo de los llamados brujos o chamanes y fueron
asociados a creencias magico-religiosas consolidandose a través del tiempo con
el sedentarismo y desarrollo del lenguaje, esto permiti6 que estos conocimientos
se transmitieran de generacion en generacion hasta el desarrollo de la escritura,

facilitando la recopilacion de conocimientos y su intercambio por las grandes
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civilizaciones; los cuales representan una evidencia de dichos conocimientos que
siguen estudiandose y validdndose en la actualidad.

El continente asiatico albergd diversas culturas importantes en la historia de la
herbolaria. Mesopotamia es la cultura que cuenta con los registros mas antiguos,
datan del afio 2600 a.C. y fueron escritos en tablillas de arcilla. La cultura China e
India también contaban con un amplio y diverso conocimiento de plantas utilizadas
en la medicina, dichos conocimientos se pueden apreciar en el Pen tsao kang-mou
y el Indian Ayurvedic, respectivamente. (Cortez, V. et.al. 2004; Prieto, S. et.al.
2004).

Las grandes aportaciones del Continente Africano nacen principalmente en el
antiguo Egipto, donde el reporte farmacéutico mas conocido es el Papiro de Ebers
del afio 1500 a.C., pero también existen otros papiros de gran importancia y
conocimiento como el papiro de Kahun, Hearst, Grapow y Deines (Cortez, V. et.al.
2004) (Prieto, S. et.al. 2004).

Del Continente Europeo los escritos mas importantes pertenecen a Grecia y
Roma. Entre otros Dioscorides, HipdOcrates, Galeno y Teofrasto fueron los
encargados de ejercer la medicina y recopilar la informacién de las plantas, su
uso, recoleccion y preparacion. Después del imperio romano la herbolaria pasé a
formar parte de los paises que surgieron; Espafia fue ampliando sus
conocimientos de la herbolaria a través del comercio proveniente de Italia, Arabia,
Asia y el Baltico; sin embargo, estos conocimientos se enriquecieron mucho mas

tras la conquista de América. (Cortez, V. et.al. 2004; Prieto, S. et.al. 2004).

En el Continente Americano se desarrollaron varias culturas conocedoras de la
herbolaria, siendo la cultura azteca de la que se tiene mayor informacion gracias a
su ubicacién durante la conquista. ElI Cédice Florentino es el principal documento
escrito en nahuatl por Fray Bernardino de Sahagun. Por otro lado, Martin de la
Cruz un curandero indigena, describe los métodos curativos de su cultura en el

codice Libellus de medicinalibus indorum herbis (Cortez, V. et.al. 2004). Con el
8
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mestizaje esta area se desarticuld, pero jamas se perdid, logré sobrevivir a la
prohibicién del clero durante la colonia y renacié después de la Independencia,
pasando a formar parte del conocimiento popular por campesinos e indigenas. El
conocimiento tradicional de las plantas medicinales ayudo a superar condiciones
de salud dificiles como las que predominaron durante la guerra civil y las
intervenciones extranjeras en el siglo XIX (Cedefio, C. 2010); esta permanecio
transmitiéndose de generacion en generacion y por medio de las migraciones de

los campesinos fue llevada a las ciudades (Dominguez, M. 2005).

1.1.3 Situacion actual

En México se estima que el 55.7% de las localidades disponen de clinicas o
centros de salud y 12.1% cuentan con consultorios médicos particulares. La
presencia de la medicina tradicional, representada por las figuras de la partera y
curandero, registran porcentajes de 30.6% y 22.8%, respectivamente (INEGI,
2010).

De acuerdo a lo anterior se sabe que la herbolaria juega un papel importante en
grandes nucleos de la poblacion mexicana, principalmente en zonas rurales y
comunidades indigenas, por ser el recurso mas accesible debido a su
conocimiento milenario y disponibilidad econémica. Por otro lado, en las zonas
urbanas y ciudades, ha sido sustituida por la medicina al6pata u ortodoxa
utilizandose en algunos casos como complementaria a ésta y en otros casos

retomada como medicina alternativa.

Entre las razones por las cuales ha caido en desuso la herbolaria son: la dificultad
de llevar un control sobre la dosis, la calidad del producto, factores como
contaminacion microbiolégica, presencia de restos de plaguicidas, herbicidas o
metales pesados, autenticidad de la planta, existencia de sustancias mas activas y
especificas y efectos adversos debidos a la interaccion con el farmaco de sintesis

si el paciente se encuentra en tratamiento (Schlaepfer, L. & Mendoza, J. 2010).
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Considerando que las plantas desde hace varios afios han sido fuente directa de
agentes terapéuticos, materia prima, modelos de estructuras quimicas y
marcadores taxondémicos en la busqueda de nuevos medicamentos (Bermudez,
A.y Veladzquez, D. 2005), es importante continuar su estudio; pues, se estima que
alrededor de 4000 especies de plantas poseen propiedades medicinales y que
s6lo el 5% cuenta con validacidbn quimica, farmacoldgica, biomédica y
toxicoldgicas (Sanchez, A. 2000). Pese a esto la disponibilidad de las plantas
medicinales se encuentra en riesgo por la destruccion de sus entornos naturales,
asi como la pérdida del conocimiento tradicional de su uso (Bermudez, A. &
Veldzquez, D. 2005).

1.2 Bacopa procumbens

Bacopa procumbens (Mill) Greenm, pertenece a la familia Scrophulariaceae, la
cual tiene una distribucion cosmopolita y alberga 269 géneros y alrededor 5100
especies. El género Bacopa cuenta con 60 especies distribuidas principalmente en
el continente americano, de las cuales la especie procumbens fue descrita por Mill
y Greenm en Scrophulariaceae Bacopa procumbens Greenm en 1907 (IPNI.
2005).

En estudios recientes se ha demostrado que esta planta también conocida como

“Metatera” tiene un efecto cicatrizante, asociado principalmente a procesos de

proliferacion, adhesién y migracion celular (Hidalgo, O. 2010).

10
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1.2.1 Clasificacién taxondmica

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Scrophulariales
Familia: Scrophulariaceae
Género: Bacopa
Especie: Bacopa
procumbens (Figura 1
y 2) (Mill) Greenm
(Heike, V. 2009).

1.2.2 Sinonimias y nombres comunes

Los sinénimos reportados para esta especie son:

Bacopa chamaedryoides (Kunth) Cook & Coll, Bacopa chamaedryoides (Kunth)
Wettst, Bacopa chamaidryoides Wettst, Bacopa dianthera (Sw) Descole & Borsini,
Bacopa montevidensis (Spreng) Hert. & Melchior, Bacopa peduncularis (Benth)
Standl, Bacopa procumbens var peduncularis (Benth) Fernald, Bacopa
procumbens var schottii Greenm, Erinus procumbens Mill, Gratiola repens Sessé &
Moc, Herpestis caprarioides Kunth, Herpestis chamaedryoides Kunth, Herpestis
chamaedryoides var peduncularis (Benth) Gray, Herpestis colubrina Kunth,
Herpestis flagellaris Cham & Schltdl, Herpestis montevidensis Spreng, Herpestis
peduncularis Benth, Herpestis procumbens (Mill) Urb, Herpestis vandellioides
Kunth, Lindernia dianthera (Sw), Mecardonia dianthera (Sw) Pennell, Mecardonia
montevidensis (Spreng) Pennell, Mecardonia peduncularis (Benth) Small,
Mercadonia procumbens(Mill) Small, Mecardonia tenuis Small, Mecardonia

vandellioides (Kunth) Pennell, Mecardonia viridis Small, Moniera dianthera (Sw)
11
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Millsp, Monniera chamaedryoides var peduncularis (Benth) Mohr, Monniera
dianthera (Sw)Millsp, Monniera dianthera Millps, Monniera montevidensis (Spreng)
Kuntze, Monniera procumbens (Mill) Kuntze, Monniera procumbens var flagellaris
(Cham & Schltdl) Kuntze, Monniera procumbens var montevidensis (Spreng)
Kuntze, Pagesia dianthera (Sw) Pennell, Pagesia peduncularis (Benth) Pennell,

Pagesia procumbens (Mill) Pennell y Pagesia vandellioides (Spreng) Pennell.

De las anteriores el mas utilizado es Mecardonia procumbens (Mill) Greenm
(Trépicos, 2016).

Los nombres comunes de esta planta pueden depender de la region en la que se
encuentre. En Tabasco es conocida como Escabiosa y Flucion, en Veracruz como
Chotecte y Quina, en San Luis Potosi como Huitzii a Kiicha, Tsakam
wichab (tenek); Nayarit: Quita manchas de la cara y en Hidalgo como Metatera
(Biblioteca Digital de Medicina Tradicional Mexicana, 2009). En maya se le nombra
Xcanlum, Xnocac, Xakan-lum, X-mok'aak y Xaaxkoch; mientras que en inglés es
llamada Waterhyssop y Baby jump-up. Otros nombres que también recibe son:

Hierba te, Trencilla, Esperanza, Hoja de quebranto y Violetilla (Heike, V. 2009).

1.2.3 Identificacién y descripcién

Es una hierba perenne que al secarse se ennegrece. Sus tallos miden de 4-30 cm
de largo, son procumbentes, glabros y ramificados desde la base. Las hojas llegan
a medir de 7-25 mm de largo y de 3-16 mm de ancho, son opuestas, ovadas-
lanceoladas, pecioladas, con margenes aserrados, la base es redondeada y el
apice es agudo. Sus pedunculos miden 1 cm de largo y son bractioles. Tiene
inflorescencia solitaria y axilar. El caliz tiene 5 sépalos desiguales que llegan a
medir de 5- 9.5mm de largo y 3- 6 mm de ancho, es glabro e imbricado. La corola
es bilabiada y llega a medir de 6- 12 mm de largo, es escariosa, tiene 4 I6bulos

amarillos y 4 estambres. El fruto es una cépsula oblonga de hasta 1 cm de largo y

12
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semillas cilindricas y reticuladas. (Hughey, M. 2011) (Hidalgo, O. 2010) (Trépico.
2016).

Figura 1. Bacopa procumbens (Costea, M. & Garcia, 1. 2013).

Figura 2. Flor de Bacopa procumbens fresca (izquierda) y seca (derecha) (Costea, M. & Garecia, 1. 2013)

13
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1.2.4 Distribucién y habitat

Esta especie se distribuye desde el sur de Estados Unidos a Sudamérica, es
originaria de México y cuenta con una distribucion secundaria en Asia (Figura 3).
Habita climas semisecos y himedos entre 200 a 3850 msnm. Esta asociada
principalmente a pastizales y matorrales xerofilos, aunque también se encuentra
en bosques, selvas tropicales y como planta ruderal (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009) (Heike, V. 2009) (Hidalgo, O. 2010)
(Hughey, M. 2011) (ATRP 2010).

Figura 3. Distribucion de Bacopa procumbens (Hughey, M. 2011).

1.2.5 Usos y formas de usos

En la medicina tradicional el uso de B. procumbens es destinado para diversos
fines dependiendo de las localidades de las que se trate. En Tabasco se bebe el
cocimiento de toda la planta para quitar la fatiga del cuerpo; el mismo remedio es
utilizado en Veracruz como antimalérico, en desérdenes biliares y contra la
anemia, por otro lado, para bajar la calentura se emplea un preparado con alcohol
o aguardiente; en Guanajuato se realiza una coccidén de toda la planta para su
aplicacion oftdlmica; en Nayarit con la finalidad de quitar las manchas de la cara
es colocado sobre estas el agua previamente refrigerada con la hoja, flor y fruto;
en Hidalgo se hierve la planta completa y la infusién se bebe como agua de tiempo
con la finalidad de cicatrizar todo tipo de heridas. Otros usos que se le dan a esta

planta son para el tratamiento de erupciones, sabafiones, en el bafo para las
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parturientas y antiséptico (Molina, J. 2013) (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

De las propiedades anteriores solo se ha validado el efecto cicatrizante de esta
especie (Hidalgo, O. 2010).

1.2.6 Fitoquimica

Las investigaciones acerca de la fitoquimica de B. procumbens se han realizado
en la planta completa (raiz, tallo, hojas, flores y semillas) identificando saponinas,
como los procumbadsidos A y B; flavonoides, como la diosmina y linarin; azlcares,
como la A-D glucosa, B-D- glucosa, manitol, arbutina, sucrosa, 3’-hidroxi-4’-
metoxiscutellareina-7-O-D-glucopirandsido, 4-hidroxifenil-6’-(3”,4"-
dihidroxicinamoil)-O-D-glucopiranosido y 4-hidroxifenill-6’-hidroxicinamoil)-O-D-
glucopiranésido.

Ademas de triterpenos, como el lupeol y fitoesteroles, como el B-sitoesterol, B-

sisterol-B-D-glucésido.

De los compuestos anteriores se ha demostrado que el lupeol, diosmina y los B-
sitoesteroles, poseen un efecto cicatrizante (Hidalgo, O. 2010) (Pathak, S. et.al.
2005).

1.3 Técnica de micronucleos

Con el objeto de evaluar la interaccion y/o el efecto mutagénico potencial sobre el
DNA que distintos xenobioticos pueden ejercer, se utilizan biomarcadores (Lopez,
M. et. al. 2009). En sentido amplio, un biomarcador es un parametro en el
organismo, sobre sus componentes celulares, bioquimicos, procesos, estructuras
o funciones, los cuales son medibles en una muestra biolégica tras la exposicion al
agente (Martinez, M. 2009).
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Las pruebas de evaluacion genotoxica son diversas, pueden ser in vivo 0 in vitro y
cada una de ellas se enfoca en distintos tipos de dafios al DNA (Paniagua, L.
2010). Los ensayos aprobados oficialmente por la OCDE, son: el ensayo de
mutacion inversa en bacterias, intercambio de croméatides hermanas, micronucleos
y aberraciones cromosomicas (Hun, S. et.al. 2013). Ademas, el ensayo de
micronucleos (MN) ha sido recomendado por la “Internacional Conference on
Harmonization (ICH) of Genotoxic Guidelines”, “Environmental Protection Agency
(EPA)”, “Food and Drug Administration (FDA)” y la “Internacional Agency for
Research on Cancer (IARC)” (Ramos, J. 2016). El propésito de esta prueba es
identificar las sustancias que ocasionan lesiones citogenéticas, originadas por

clastogénesis o aneuploidogénesis (OCDE, 2014).

1.3.1 Definicion

Los micronucleos son pequefios cuerpos de cromatina que aparecen en el
citoplasma por la condensacion de cromatides o cromosomas completos o
fragmentos acéntricos formados a partir de un rezago anafasico o una ruptura
durante la division celular (Dominguez, M. 2005) (Zaizuhana, 2006) (Hun, S. et.al.
2013) (Torres, O. et.al. 2014).

1.3.2 Antecedentes

El primero en encontrar micronucleos (MN) en un frotis sanguineo fue Howell en
1891, posteriormente, fue descrito por Jolly como pequefios restos nucleares de
forma redonda o almendrada con un diametro entre 0.4p — 1.6p y de apariencia
picnotica igual a la del nucleo. Por esta razon en hematologia son conocidos como

cuerpos de Howell- Jolly (Rocha, 2008).

Mas tarde, Evans y colaboradores (1959) utilizaron la frecuencia de micronucleos
como una medida de dafio citogenético al exponer células de Vicia faba a
neutrones rapidos y rayos gamma en presencia y ausencia de oxigeno,

encontraron que las croméatides, cromosomas e isocromatides rotas, dan origen a
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la aparicion de fragmentos acéntricos en la mitosis y éstos son excluidos del
nucleo principal, apareciendo en la siguiente interfase como microndcleos
(Dominguez, 2005).

En 1975 y 1976 Schmid y Heddle, respectivamente, determinaron que la
frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) era un
indicador de dafio citogenético en médula 6sea de roedores. Posteriormente,
McGregor y colaboradores en 1980 utilizaron EPCMN de sangre periférica como

marcador de dafo citogenético (Dominguez, 2005; Zalacain, et.al. 2005).

Fue en 1999 cuando el ensayo de micronucleos fue considerado un biomarcador
efectivo de dafio al DNA, fue validado a nivel mundial y se cre6 el programa
internacional de micronucleos humanos (HUMN: Human Micronucleus Project),
disefiado por Michael Fenech y Stefano Bonassi, con la finalidad de recopilar la

informacion obtenida por este ensayo (Zalacain, 2005).

En la actualidad es uno de los ensayo mas recomendado por diversas agencias
que estudian dafios al DNA, y es utilizado en una gran variedad de sistemas para
pruebas in vivo e in vitro (Tweats et al., 2007).

1.3.3 Fundamento

La formacion de MN se da en células en proliferacion; en la eritropoyesis, los
proeritroblastos localizados en los d&rganos hematopoyéticos comienzan a
proliferar y diferenciarse dando lugar a eritroblastos baséfilos y posteriormente
eritroblastos policromaticos, todos los anteriores tienen capacidad mitética (Figura
4). Durante la anafase un agente puede producir MN por dos causas, las cuales se
esquematizan en la Figura 5. La primera y mas comun es por la formacion de
fragmentos acéntricos que no logran ser incluidos en los nucleos hijos al finalizar
la telofase (dafio clastdogeno), dichos fragmentos se originan por la ruptura de

cadena doble o sencilla que no ha sido reparada o su reparacion es incompleta
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debido a que la carga de dafio en el DNA supera la capacidad de reparacién de la
célula dentro de un marco de tiempo especifico. Algunos mecanismos asociados a
errores de reparacion se deben al dafio de genes y enzimas involucrados en las
vias de reparacion; por ejemplo, defectos en los genes BRCAl1 y BRCA2 afectan
la reparacion por recombinacion homéloga originando una reparacion incompleta o
una reparacion nula si las enzimas que participan en la via de unién de extremos
no homologos son defectuosas. La segunda causa es que el agente provoque un
dafio a nivel de las proteinas involucradas directa o indirectamente en la
segregacion de cromosomas, esto incluye inhibicibn en el ensamble o
desensamble de microtdbulos, remocién de cinetocoros, dafios al centriolo,
centromero inactivado, hipometilacion de secuencias repetidas en DNA
centromérico o pericentromérico y fallo en genes “check point” en la anafase (dafio
aneuploidégeno) (Fenech et al., 2003) (Fenech, M. et. al. 2011).

La diferenciacion continua de eritroblastos policrométicos a eritroblastos
ortocromatico, en el cual no se realiza mitosis y se lleva a cabo la expulsién del
nacleo 6 horas después de la ultima mitosis, en caso de que el agente
administrado se comporte como un agente aneugénico o clastogeno el
microndcleos no sera expulsado y seguira presente en el citoplasma de la
siguiente fase de maduracion, recibiendo el nombre de eritrocito policromaticos
micronucleados (EPCMN) vy eritrocito policromatico (EPC), reticulocito o eritrocito
inmaduro en caso de no contar con restos de DNA en su citoplasma. El EPC o
EPCMN pueden pasar de médula 6sea a sangre periférica por medio de la
diapédesis cumpliendo un tiempo de vida media de 12-24 hrs en ambos
compartimentos; sus caracteristicas tintoriales y morfolégicas facilitan su
identificacion, pues cuenta con un mayor tamafo, restos de RNA, ribosomas y
vestigios del aparato de Golgi para continuar con la sintesis de aproximadamente
el 20% de hemoglobina, esto hace que sea basofilico y que los colorantes, como
Giemsa, le den una tonalidad azul- morada y al microndcleo morado; ademas, por
ser la etapa que recientemente han salido a sangre periférica se utiliza como
marcador para evaluar las exposiciones agudas. Cuando el EPC o EPCMN ha

completado la hemoglobinizacion del protoplasma pasa a eritrocito, eritrocito
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normocromico (ENC), eritrocito maduro o ENCMN y adquiere caracteristicas
acidofilas, por lo cual los colorantes antes mencionados le dan una tonalidad de
anaranjado- rosa y el micronicleo morado. En esta dltima etapa es donde se
evallan exposiciones crénicas, puesto que el tiempo de vida media de los ENC en
roedores es de 20- 30 dias (Herndndez, C. 2012) (Hernandez, B. 2012)
(Mavorunin, et. al. 1990) (Herndndez, L. 2015) (Gomez, A. 2012).

Figura 4. Mecanismo de formacion de micronicleos en médula 6sea inducida por agentes aneugénicos y
clastéogeno (Dominguez, M. 2005).
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1.3.4 Caracteristicas de los micronucleos

Los MN son cuerpos intracitoplasmaticos de forma redonda, con un diametro
aproximado de 1/20 a %% de un eritrocito, no refringen la luz por lo cual son
facilmente distinguidos de precipitado de colorantes y se tifien de la misma

intensidad que el nucleo (Figura 6) (Fenech, et.al. 2003).

Figura 4. Frotis de sangre periférica con ENC, EPC (esquina superior izquierda) y EPCMN (flecha)
(Gomez, P. 2015).

1.3.5 Sistemas de ensayo

Los sistemas generalmente utilizados para evaluar MN in vitro son linfocitos
humanos, utilizando citocalasina B y queratinocitos, células CHO, L5178Y, TK®,
CHL y V79 sin citocalasina B. Ademas ha sido reportado el uso de células HepG2
y células embrionarias de hamster Sirio; sin embargo no han sido estandarizadas
(Kirsch-Volders, M. 2011).

Los ensayos in vivo en mamiferos tienen la ventaja de considerar el metabolismo,

farmacocinética y la reparaciéon del DNA; asi mismo, resultan Utiles para la
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investigacion adicional de la genotoxicidad detectada por un sistema in vitro
(OCDE, 2014). La prueba de micronucleos in vivo requiere de células en
proliferacion y su andlisis se puede realizar en estas mismas 0 en sus fases de
maduracion. Pueden ser células anucleadas, como los eritrocitos o células
nucleadas, como espermatogonias, mieloblastos, mielocitos, células de exfoliacién
de la mucosa oral, nasal, hepatocitos, células de descamacion renal, epitelio del
cuello uterino, vejiga, esofago, bazo, colon, piel y células pulmonares (Torres, O.
et.al. 2014) (Hernandez, B. 2012).

El uso de sangre periférica se recomienda en animales donde el bazo no elimine
eritrocitos micronucleados, generalmente ratones, mientras que para médula 6sea
se utilizan ratas o ratones. Las cepas de laboratorio mas utilizadas en ratones son:
BALB /c, C57BL /6, CD -1, ddy , MNRI y negro Suizos; mientras que en ratas
son: F344 , Dakota del Sur y Wistar (FDA, 2000) (Hernandez, L. 2015)(Hun, S.
et.al. 2013). El ensayo puede ser realizado de tres maneras (OCDE 2014):

e Tratar a los animales con la sustancia de ensayo una vez, tomando al
menos dos muestras; para médula ésea el muestreo es de 24-48 hrs
después del tratamiento en grupos independientes de animales, en sangre
periférica se inicia de 36-72 hrs después del tratamiento en el mismo grupo
de animales.

e Administrar dos tratamientos en intervalos de 24 hrs; las muestras deben
ser recogidas de 18-24 hrs después de la ultima administracion para
médula 6sea y de 36-48 hrs después de la Gltima administracion en sangre
periférica.

e Administracion de tres o mas tratamientos en intervalos de 24 hrs; las
muestras de medula 6sea deben recogerse a mas tardar 24 hrs después de
la ultima administracion y en sangre periférica deben no debe exceder de

las 40 hrs después del ultimo tratamiento.

La obtencion de sangre periférica puede ser de un vaso sanguineo (por ejemplo,

la punta de la cola de un ratdn), puncion cardiaca o de grandes vasos después del
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sacrificio de los animales, para médula ésea se obtienen el fémur o la tibia

inmediatamente después de la eutanasia.

Las muestras pueden ser analizadas por microscopia Optica utilizando una tincion
supravital directa o se extienden en un frotis, se fijan y tifien con colorantes
convencionales (como Giemsa) o colorantes DNA especificos (como naranja de
acridina, Hoechst 33258 mas pironina-Y) que tienen la ventaja de eliminar los
artefactos generados por colorantes no especificos de DNA. Ademas, se puede
utilizar microscopia de fluorescencia para el andlisis de muestras tratadas con
anticuerpos anti-cinetocoros o sondas pancentroméricas por FISH, con la finalidad
de detectar el centrémero y con ello la naturaleza del agente (aneugénico o
clastégeno). El andlisis por citometria de flujo se realiza utilizando marcadores
CD71 y marcadores de DNA; también se ha reportado el uso de columnas de
celulosa para eliminar células nucleadas y su uso se recomienda siempre y
cuando sea debidamente justificado (Serrano, G. 2011) (OCDE, 2014) (Sun, J. et.
al. 1999).

Para el estudio se analizardn minimo 5 animales por grupo, incluyendo un grupo
para control positivo, control negativo y grupos donde se administre el agente de
prueba a diferentes concentraciones. Los animales deben ser jovenes, sanos y la
variacion en el peso no debe exceder +/- 20% del peso medio. La proporcion de
EPC se determinara para cada animal en un recuento de al menos 500 eritrocitos
totales (ENC+EPC) en médula 6sea y 2000 eritrocitos totales en sangre periférica,
con lo que se evaluara la citotoxicidad del agente administrado, la cual no debera
ser menor del 20% con respecto al control negativo. La genotoxicidad del
compuesto se determina contando la cantidad de EPCMN en al menos 4000 EPC
por animal (OCDE, 2014).
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1.3.6 Ventajas y desventajas

El ensayo de MN in vivo utilizando sangre periférica se caracteriza por su
simplicidad, fiabilidad, sensibilidad y rapidez; ya que la obtencion de la muestra es
facil, puede obtenerse en repetidas ocasiones del mismo animal sin necesidad de
sacrificarlo, con tan solo una gota de sangre se tiene una gran cantidad de células
analizables, el MN formado durante la division celular persiste hasta la destruccion
del eritrocito, el parametro contado es reconocido facilmente por personal con
poca experiencia en citogenética, no requiere de un cariotipo favorable y no se
requiere de ningun otro agente quimico mas que el de prueba (Dominguez, M.
2005) (Hernandez, L. 2015).

Las principales limitaciones del ensayo es que no detecta la diferencia entre los
agentes que rompen cromosomas de los que causan rezago anafasico, ni los
cromosomas involucrados. Ademas, la prueba no detecta agentes que no
producen pérdidas de material genético o rezago anafasico, y tampoco es util en
poblaciones celulares que no se dividen. (Hayashi et al., 2000) (Zadiga, G. et.al.
2006)
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2. JUSTIFICACION

En la actualidad las enfermedades que carecen de tratamientos satisfactorios van
en aumento, esta creciente problematica depende de varios factores, entre los que
se destaca el uso de medicamentos poco efectivos y que inducen reacciones
adversas. Por lo anterior la validacion de los efectos terapéuticos y el estudio
toxicoldgico de las plantas ha ido incrementado en los udltimos afios, pues la
ciencia ha podido disefiar (a partir del descubrimiento de nuevos compuestos)
medicamentos y modelos de estructuras quimicas para tratar diversos tipos de
padecimientos.

Las investigaciones realizadas en la ENMyH del IPN demostraron el efecto
cicatrizante de Bacopa procumbens mill (Grenm). Pues, al utilizar una fraccion
acuosa, cloroférmica y n- hexénica del extracto acuoetandlico en ensayos con
MTT y analisis de la proteina PCNA, se observa un aumento en la proliferacion de
fibroblastos; ademas, la fraccion acuosa induce un efecto de adhesion de
fibroblastos a la fibronectina y migracion celular por el ensayo de "herida" por
rayadura, asi como el incremento en la expresion de a-SMA que ayuda a la
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblasto, los cuales promueven el cierre y
contraccion de la herida. Lo anterior muestra una gran importancia meédica, pues a
pesar de contar con medicamentos para esta accion, los efectos secundarios de
los mismos son importantes (Hidalgo, O. 2010).

Teniendo como antecedentes las investigaciones de Hidalgo, O. en 2010 se
propone investigar la genotoxicidad y citotoxicidad del extracto acuoetandlico de
Bacopa procumbens por la técnica de micronicleos in vivo para conocer el efecto

sobre el material genético y la seguridad de su uso terapéutico.

Para llevar a cabo lo anterior se propone determinar su actividad genotoxica y
citotoxica por la técnica de microndcleos in vivo en ratones de la cepa CD1,
utilizando dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg del extracto acuoetandlico de B.
procumbens.
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3. HIPOTESIS

Si el extracto de Bacopa procumbens presenta actividad genotdxica y/o citotoxica
en un estudio agudo por la técnica de microndcleos in vivo; entonces, la frecuencia

de EPCMN se vera aumentada y la relacion de EPC/ ENC sera modificada.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad genotoxica y citotoxica del extracto de Bacopa procumbens en
un estudio agudo utilizando dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg en ratones de la cepa
CD1 por la técnica de micronucleos in vivo con la finalidad de conocer los efectos

genotoxicos de la planta por esta técnica.
4.2 Objetivos particulares

e Determinar la actividad genotéxica del extracto de Bacopa procumbens a
las dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg a través de la frecuencia de eritrocitos

policromaticos micronucleados en sangre periférica de ratones CD1.

e Determinar la actividad citotoxica del extracto de Bacopa procumbens a las
dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg a través de la frecuencia de eritrocitos
policromaticos y eritrocitos hormocrémicos en sangre periférica de ratones
CD1.

e Establecer las concentraciones de Metilmetanosulfonato para su uso como
control positivo en la técnica de micronucleos in vivo en ratones machos de

la cepa CD1.
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5. DIAGRAMA EXPERIMENTAL

50mg/Kg de B.
procumbens
(B50)

100mgz/Kg de B. 200mg/Kg de B. 0.3 mLde
procumbens procumbens SSF estéril
(B100) (B200)

40 mg/Kg de
MMS (CA+)

100 mg/Kg
de MMS
(CB+)

Cronometrar y tomar frotis sanguineos a
las 24, 43 y 72 horas después del
tratamiento

Fijar en metanol absoluto 3 min. ¥ tefiir
con Giemsa 12 min.

Analisis microscopico y estadistico

Figura 5. Diagrama experimental
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biologico

Se emplearon 25 ratones machos de la cepa CD1, con un peso de 20+/- 5g,
provenientes del bioterio de la FES lztacala, UNAM. Los ratones fueron
aclimatados en el bioterio de posgrado de la FES-C Campo 1, donde se
mantuvieron bajo las mismas condiciones ambientales (temperatura y habitat), con
fotoperiodo de 12 horas luz/ 12 horas de oscuridad y bajo una dieta a base de

alimento comprimido (Nutri-cubos Purina™®) y agua a libre acceso.

Para el estudio los ratones fueron marcados por el cédigo de punto y barras (1-30)
y se distribuyeron en 6 lotes con 5 ratones cada uno. La administracién de los
tratamientos se realiz6 de acuerdo a las dosis reportadas en la tabla 1.

Tabla 1. Especificaciones de la administracion de compuestos en los diferentes lotes.

MMS 40 mg/Kg
intraperitoneal

MMS 100 mg/ Kg via
intraperitoneal

Solucién inyectable 0.3 mL Via intraperitoneal

Bacopa procumbens 50 mg/kg via
intraperitoneal

Bacopa procumbens 100 mg/kg via
intraperitoneal

Bacopa procumbens 200 mg/kg via
intraperitoneal
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6.2 Justificacion de las dosis administradas
6.2.1 Dosis de MMS

Las dosis administradas de MMS se basaron en los resultados reportados en
diferentes estudios en los cuales se observa genotoxicidad a las concentraciones

manejadas.

El uso de 40 mg/Kg de MMS como control positivo para la técnica de microndcleos
in vivo ha sido reportado en numerosos estudios, entre ellos, los realizados por
Angeloni, M. en 2010, Munari, C. y colaboradores en 2014 y Leandro, L. y
colaboradores en 2013, en los cuales se ocupan distintas cepas de ratones para

ensayos agudos y se obtiene un incremento de la frecuencia de EPCMN.

Por otro lado, los estudios realizados por Branda, R. y colaboradores en 2007 y
Vrzoc, M. y Petras, M. en 1997, utilizan dosis de 100 mg/Kg de MMS en ratones
para ensayos agudos de microndcleos y se sugieren el uso de esta dosis por

inducir un incremento de MN en EPC.

6.2.2 Dosis de Bacopa procumbens

Las determinaciones de las dosis administradas en este ensayo se basaron en los
antecedentes directos de la ENMyH del IPN, donde se utilizaron 160 mg/mL del
extracto de B. procumbens en hidrogel para estudiar el efecto cicatrizante
comprobado de manera in vitro en cultivos de la linea celular 3T3 de fibroblastos
de raton (Hidalgo, O. 2010).

Los estudios toxicoldgicos in vivo y la validacién de las propiedades medicinales
(en roedores) con plantas de su familia (Scrophulariaceae) también han sido
consideradas para establecer las dosis utilizadas, sobre todo los realizados con
Bacopa monnieri, debido a su similitud fitoquimica y encontrarse disponibles una

mayor cantidad de investigaciones.
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Entre los estudios realizados con B. monnieri destacan los de Vijayan, V. y
colaboradores en 2007 y los de Mannan, A. y colaboradores en 2015 que
menciona el uso de dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg del extracto de B. monnieri sin
observar la induccion de microndcleos o signos de dafio a los animales de

laboratorio al evaluar las propiedades de esta planta.

Los estudios de la toxicidad de B. monnieri realizados por Sireeratawong, S. vy
colaboradores en 2016 muestran que un estudio agudo a dosis de 5000 mg/Kg
(monitoreando parametros toxicoldgicos durante 14 dias post-administracion) y en
un estudio crénico administrando dosis de 30, 60, 300 y 1500 mg/Kg via oral por
270 dias no se induce ningun tipo de toxicidad en ratas Sprague- Dawley.
Ademas, en 2007 también se descartaba sus efectos tdxicos en los estudios
realizados por Joshua, J. y colaboradores utilizando dosis de 2400 mg/Kg en un
estudio agudo y 85, 210 y 500 mg/Kg en un estudio crénico via oral.

Otros estudios genotoxicolégicos realizados en plantas de su familia, son el
realizado por Langeswaran, K. y colaboradores en 2012, donde se muestra el
efecto antimutageno y hepatoprotector de Scoparia dulcis a dosis de 500 mg/Kg

contra el dafio hepético producido por N-Nitrosodietilamina.

6.3 Obtencidon del extracto

El extracto de Bacopa procumbens fue extraido y proporcionado por la seccién de
Estudios de Posgrado e Investigacion de la Escuela Nacional de Medicina y
Homeopatia del IPN a cargo del Dr. Guillermo Pérez Ishiwara, contando con

financiamiento por parte de esta seccion para el desarrollo de este estudio.

6.5 Tratamientos

El MMS (Sigma Aldrich™?) y el extracto de B. procumbens se disolvieron en agua

inyectable estéril, de acuerdo a las concentraciones indicadas en la tabla 1. Una
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vez preparadas las soluciones fueron administradas via intraperitoneal en un

volumen aproximado de 0.3 ml por ratén.

6.6 Administracion de tratamientos y tiempos de muestreo

Se realiz6 un muestreo antes de administrar los tratamientos indicados en la tabla
1, considerando como tiempo 0 dicho muestreo, posteriormente se muestreo a las

24, 48 y 72 horas posteriores a la administracion, como se indica a continuacion.

& Toma de frotis sanguineo

Figura 8. Muestreo y administracion de tratamientos.

6.7 Obtencion de muestray preparaciéon de laminillas

Se aplicé anestésico local (Lidocaina Vademecum™?) en la porcién terminal de la
cola del ratdén y se realizé un pequefio corte de la punta. Una gota de la sangre
obtenida se colocé directamente sobre un portaobjetos limpio y desengrasado, con
ayuda de otro portaobjetos se realiz6 un extendido en un angulo de 45° y se corrié
en un angulo de 30° por la superficie del primer portaobjetos de un solo
movimiento, después de secar al aire se fijaron con metanol absoluto durante 3
minutos y se tifieron con Giemsa (Sigma“®) durante 12 minutos. La obtencién de

laminillas se realiz6 por triplicado para cada raton (Dominguez, M. 2005).

Una vez obtenidas las laminillas de las 72 horas los ratones fueron sacrificados

por dislocacién cervical y dispuestos al bioterio de la FES-C.
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6.8 Analisis de micronucleos

El andlisis de las laminillas se realizd6 en un microscopio Optico (Leica), donde la
tincion de los eritrocitos que se observd con Giemsa, permitié diferenciar a los
ENC de los EPC, ya que estos ultimos se tifieron de color azul- morado debido a
la presencia de RNA - ribosomal y los ENC de rosa por la presencia de
hemoglobina; ademas, los MN fueron faciimente identificables debido a sus
caracteristicas; tales como, su forma redonda, que no refringen la luz y se tifien de

morado. Los parametros evaluados fueron los siguientes:

e Evaluacion de la actividad genotoxica (AG): Se realizd el conteo de 2000
EPC por ratén observando cuantos de ellos presentaban MN (EPCMN).
AG= EPCMN/ 2000EPC X100

Un aumento en la AG nos indica la capacidad del compuesto para inducir la

formacion de MN, ya sea por accion clastogénica o aneugénica.

e Evaluacion de la actividad citotoxica (AC): Se contaron 2000 eritrocitos
totales (ENC + EPC) y se determiné la cantidad de EPC en estos.
AC= EPC/ 2000 eritrocitos totales

Una disminucién en la AC nos indica una eritropoyesis disminuida debido a la
cantidad de dafios provocada sobre el DNA durante la division celular de las fases
de proliferacion (OCDE, 2014).

Un aumento en la relacion de EPC/ENC se debe a la capacidad del agente para

inducir un aumento en la eritropoyesis.

6.9 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 con el programa Graph Pad
InStata versiéon 3.10, utilizando la prueba de ANOVA y las comparaciones
multiples de Tukey-Kramer, donde se consideraron resultados estadisticamente

significativos cuando p<0.05
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7. RESULTADOS

7.1 Actividad genotoxica del extracto de B. procumbens

Como se puede observar en la tabla 2 y grafica 1 al tiempo 0 se contaba con un
promedio de 0-0.6 MN en todos los lotes, valores que se mantienen de manera
similar (0-0.8) en el control negativo a los diferentes tiempos de muestreo. A las 24
después de administrar los compuestos se puede apreciar leves incrementos y
decrementos en los lotes administrados con B. procumbens, los cuales no son
significativos. En cuanto al control positivo tanto a 40 y a 100 mg/Kg se observa un
aumento desde las 24 horas alcanzando su maxima frecuencia de EPCMN a las
48 horas para posteriormente descender a las 72 horas, siendo estos incrementos

estadisticamente significativos a la dosis de 100mg/ Kg a las 24 y 48 horas.
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Grafica 1. Genotoxicidad del extracto de B. procumbens

significativa con respecto al control negativo por la prueba de Tukey-Kramer en comparacion miltiple p<0.05
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Tabla 2. Genotoxicidad del extracto de B. procumbens

24 hrs 48 hrs 72 hrs

Extracto de B. 50mg/ Kg i.p. 0+/-0 0.4 +/-0.2449 0.6+/-0.4 0.4 +/- 0.2449
procumbens
Extracto de B. 100 mg/Kg i.p. 5 0.2+/-0.2 0.2 +/-0.2 0+/-0 1.2 +/- 0.3742
procumbens
Extracto de B. 200 mg/Kg i.p. 5 0+/-0 0.4 +/-0.2449 0.4 +/-0.2449 0.6 +/- 0.2449
procumbens
0.3 mL i.p. 5 04 +/- 0+/-0 0.2+/-0.2 0.6 +/- 0.2449
0.2449
I MMS 40 mg/ Kg i.p. 5 0.2+/-0.2 0.4 +/-0.2449 1 +/-0.4472 0.4 +/- 0.2449
MMS 100 mg/Kg i.p. 5 04 +/- 6 +/-0.5447 8.6 +/-0.2449 24 +/-0.4
0.2449

EPCMN Eritrocitos Policroméaticos Micronucleados; EE: Error estandar; hrs: hora de muestreo; i.p.: via intraperitoneal; MMS: Metil
metanosulfonato; SSF: Solucion Salina Fisiologica.
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7.2 Actividad citotoxica del extracto de B. procumbens

En la tabla 3 y grafica 2 se puede observar que la relacion de EPC/ENC oscila de
35.3- 54 antes de administrar los compuestos (t0) y se mantiene similar (31-
51EPC) en todos los tiempos de muestreo para el control negativo. En cuanto a
los lotes administrados con B. procumbens se dan aumentos y decrementos no
significativos comparando los demas lotes a diferentes tiempo; sin embargo, el lote
B200 a las 24 y 48 horas tiene una diferencia estadisticamente significativa con el
lote CB(+) a las 72 horas. El control positivo tiene un comportamiento similar a la
dosis de 40 y 100 mg/ Kg alcanzando a las 48 horas su maxima frecuencia de
EPC/ENC (43 y 57) para descender a valores inferiores al inicial a las 72 horas (31

y 28 respectivamente).
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Grafica 2. Citotoxicidad del extracto de B. procumbens

Las barras representan el promedio de EPCMN/ EPC de 5 animales tratados, las lineas representan el error estindar. * Diferencias estadisticamente
significativa con respecto a los controles por la prueba de Tukey-Kramer en comparacion miltiple p<0.05
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Tabla 3. Citotoxicidad del extracto de B. procumbens

0 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs

Extracto de B. 50mg/ Kgi.p. 40+/-4.701 52.6+/-5.706 42.6+/-9.652  46.4+/-6.668
procumbens
Extracto de B. 100 mg/Kg i.p. 5  50.2+/-4.329  49.4+/-9.464 36+/-4.637 52.2+/-6.8
procumbens
Extracto de B. 200 mg/Kg i.p. 5 51.4+4/-5.896  64.8+/- 62.6+/-1.536  55.4+/-7.652
procumbens 13.067
. SSF 0.3mL i.p. 5  43.6+/-2.542  46.6+/-5.68  36.4+/-3.816  35+/-4.147
I MMS 40 mg/ Kg i.p. 5  44.2+/-3.904  45.6+/-5.202 47.6+/-4.411  35.8+/-4.341
I MMS 100 mg/Kg i.p. 5  40.4+/-4.792  46.6+/-5.715 52.2+/-5.616  31.2+/-3.693

EPC: Eritrocitos Policromaticos; ENC: Eritrocitos Normocrémico; SE: Error estindar; hrs: hora de muestreo; i.p.: via intraperitoneal; MMS: Metil
metanosulfonato; SSF: Solucion Salina Fisiologica.
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8. DISCUSION

Como se ha mencionado anteriormente, el estudio de las propiedades medicinales
de las plantas para fines terapéuticos 0 modelos de estructuras quimicas sigue
siendo de gran importancia, pues se estima que existen cerca de 4000 especies y
que solo el 5% cuenta con validacion quimica, farmacoldgica y toxicolégica
(Sanchez, A. 2000).

Un ejemplo de lo antes mencionado es B. procumbens, la cual es utilizada a lo
largo de la Republica Mexicana contra una gran variedad de padecimientos
reportados por la medicina tradicional mexicana; sin embargo, solo se cuentan con
2 estudios de su fitoquimica y 1 estudio en el cual se comprueba de manera in

vitro sus propiedades cicatrizantes.

La investigacion de Hidalgo, O. en 2010 en la seccion de posgrados de la ENMyH
del IPN comprob6 que la fraccion acuosa del extracto acuoetandlico de B.
procumbens presentaba un efecto cicatrizante en la linea 3T3 de fibroblastos de
ratén, asociado a eventos de proliferacién, migracion y adhesion; debido a estos
antecedentes previos se decidid6 evaluar su actividad genotdxica y citotOxica,
puesto que las investigaciones genotoxicolégicas son un paso importante para
evaluar los riesgos y beneficios de su uso y consumo para la salud humana
(Hidalgo, O. 2010; OCDE, 2014).

En este trabajo se realizdé un estudio agudo de la técnica de microndcleos in vivo
para evaluar la actividad genotdxica y citotoxica del extracto acuoetandlico de B.
procumbens a dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg en ratones macho CD1. Las dosis
utilizadas fueron establecidas a partir de los estudios realizados en plantas de la
familia Scrophulariaceae y los antecedentes directos de las investigaciones del
IPN (Hidalgo, O. 2010).

Los resultados del ensayo demostraron que la frecuencia de EPCMN a diferentes
dosis del extracto (50, 100 y 200 mg/Kg) no muestran diferencias estadisticamente

significativas con respecto al lote del control negativo. Como se puede apreciar en
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la gréfica 1 y tabla 2 el nimero de EPCMN tanto para el control negativo como los
grupos experimentales se mantuvo dentro de un intervalo de 0 a 1.5 EPCMN,
valores que se encuentran dentro del rango normal reportado para la cepa CD1 (1
a 3 MN) (Dominguez, M. 2005), ademas se puede apreciar que los grupos
experimentales son estadisticamente significativos al compararlos con el control
positivo a la dosis de 100 mg/Kg a las 24 y 48 hrs, lo cual nos indica que el
extracto acuoetandlico de B. procumbens no genera dafio clastogénico o

aneugénico a las dosis manejadas por la técnica de microndcleos in vivo.

Los resultados encontrados concuerdan con los estudios genotoxicolégicos
realizados en algunas de las plantas de su familia, como: Verbascum thapsus,
Calceolaria chelidonioides, Bacopa monnieri, Limosella aquatica, Linaria
genistifolia, entre otras, en los cuales no solo se descarta su genotoxicidad sino
gue también se menciona los efectos anticancerigeno y antioxidantes de algunas
de ellas, propiedades de gran importancia para uso medicinal, investigacion y
busqueda de nuevos modelos de estructuras quimicas con actividad
anticancerigenas y antioxidante (Escobar, F. et.al. 2011; Falcéo, D. et.al. 2009;
Vishnoi, S., & Agarwal, R.; Deb, D. et.al. 2008).

Tanto el extracto de B. procumbens como el MMS fueron resuspendidos en SSF,
debido a sus caracteristicas hidrosolubles. Por esta razén se decidié utilizar SSF
como control negativo, ademas que su administracion no modifica los valores
normales de MN y/o EPC, motivos que lo hacen un buen control negativo de
acuerdo a los lineamientos establecidos por la OCDE para esta técnica (OCDE,
2014).

En estudios realizados por Hernandez, B. en 2012 y Garcia, G. en 2014 se
muestra que la relacion de EPCMN/EPC en ratones de la cepa CD1 tratados con
SSFvade 0a24y0 a l.7, respectivamente, valores que concuerdan con los
resultados obtenidos para el lote tratado con SSF (gréfica 1 y tabla 2).

Por otro lado, el control positivo utilizado fue el MMS, su uso para la técnica de

micronucleos in vivo es recomendado por la OCDE debido a su comportamiento
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clastogénico, por esta razén, su costo y facilidad de adquisicién frente a otros

mutagenos fue el de eleccion en este estudio.

El MMS es un agente alquilante que genera dafio al DNA por la metilacion de los
nitrogenos de las bases (via SN 2) formando en mayor proporcion 7-metilguanina;
un aducto incapaz de bloquear la sintesis de DNA, sin embargo, la inestabilidad
del enlace glicosil puede provocar sitios apurinicos. Otra metilacion formada es 3-
metiladenina (3MeA) y un pequefio porcentaje de O6-metilguanina y O4-
metiltimina; las dos dUltimas lesiones provocan transiciones en las bases
nitrogenadas causando un desapareamiento del DNA, mientras que 3MeA
bloquea la replicacion y genera la acumulacion de sitios apurinicos debido a su
reparacion por la via NER (Hryciw T. et al, 2002).

La capacidad clastogénica del MMS es atribuida a los sitios apurinicos (Hryciw T.
et al, 2002). Su DL50 en ratones es de 290 mg/Kg, se distribuye rapidamente en
todo el cuerpo incluido el sistema nervioso central y se elimina dentro de las

primeras 30 horas en orina (34%) y por via inhalatoria (27%) (Pubchem. 2004).

Como se observa en la grafica 1 y tabla 2 a la dosis de 40mg/Kg de MMS no se
obtiene una inducciéon de MN significativa, por lo cual se aumenté la dosis a 100
mg/ Kg donde se obtuvo un incremento desde las 24 hrs (6.54 EPCMN) y a las 48
hrs alcanza la maxima induccién de MN (8.84 EPCMN), siendo ambos tiempos
estadisticamente significativos con el lote del control negativo y los grupos

experimentales, indicando su actividad genotodxica.

Los estudios realizados por Leandro, L. y colaboradores en 2013 muestran que al
administrar MMS a 40mg/kg se induce un maximo de 52 EPCMN, por otro lado
Vrzoc, M. y Petras, M. en 1997 reportan que a 100mg/kg de MMS se obtienen un
pico maximo de 42 EPCMN; en ambos estudios se cont6 un total de 2000 EPC y
se puede apreciar que el incremento se da a las 48 hrs, tiempo de muestreo que
concuerda con la maxima induccion de MN en este ensayo; sin embargo, como se
puede observar en el apartado anterior los resultados de la frecuencia de MN no

concuerdan con los obtenidos en este estudio, estas diferencias pueden ser
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atribuibles a las diferentes cepas de roedores utilizadas en cada estudio y a las

condiciones bajo las cuales se mantuvieron los animales de experimentacion.

A la dosis de 100 mg/Kg de MMS se obtiene una buena induccion de EPCMN,
siendo a esta dosis un buen agente genotéxico para el ensayo de microndcleos in
vivo de acuerdo a los lineamientos de la OCDE. Los mutadgenos comunmente
utilizados para esta técnica en el laboratorio L-521 de citogenética toxicologica de
la FESC- C1 son la Ifosfamida (IF) y la Mitomicina C (MMC).

Los resultados de la genotoxicidad de estos compuestos son reportados por
Hernandez, C. en 2012, para la mitomicina C (60 mg/Kg), donde se menciona que
a las 48 horas se induce su maxima frecuencia de EPCMN/2000EPC en un
promedio de 20.8, después de este tiempo se da un decremento que persiste
después de las 72 horas. Por otro lado, Hernandez, B. en 2012 reporta que la
Ifosfamida induce su maxima genotoxicidad a las 48 horas, encontrando alrededor
de 8.25 EPCMN/1000EPC. Comparando los resultados obtenidos con los
mutagenos anteriores en la cepa CD1 se puede apreciar que la capacidad
clastogénica del MMS es menor que la inducida con MMC e IF; sin embargo, su
costo y facilidad de adquisicion siguen representando una ventaja contra estos

otros agentes genotoxicos.

En cuanto a la citotoxicidad se puede apreciar (en la gréfica 2 y tabla 3) que el
control negativo tiene un intervalo que va de 30.9 a 52.28 EPC, comparando la
relacion de EPC/ ENC con los grupos experimentales, se puede observar que
para las 3 dosis utilizadas (50, 100 y 200 mg/Kg) se aumenta ligeramente esta
relacion; sin embargo, estos aumentos son significativos solo a la dosis de 200
mg/ Kg a las 24 hrs con los controles positivo y negativo de las 72 hrs, lo cual nos
indica que el extracto acuoetandlico de B. procumbens no es citotoxico a estas
dosis y por esta técnica, contrario a esto muestran un aumento en la relacion de

EPC/ ENC dependiente de la dosis y el tiempo.

Los resultados del estudio citotdxico se relacionan con lo reportado en la medicina

tradicional mexicana, pues en Veracruz se bebe el cocimiento de toda la planta
42



Discusion

como tratamiento para la anemia (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009); sin embargo, esta propiedad carece de estudios cientificos que

la validen.

Comparando la fitoquimica de B. procumbens con plantas en las cuales ha sido
comprobado su actividad anti-anémica, se destaca la presencia de flavonoides,
saponinas y taninos (Hidalgo, O. 2010), metabolitos que pueden estar asociados a
este efecto de manera independiente o en conjunto, ya que en estudios realizados
por Abere, T. y colaboradores en 2015, se atribuye el efecto antipolimerizante para
combatir la anemia falciforme del extracto de Scoparia dulcis a las saponinas y
flavonoides. Por otro lado, Ekpenyong, C. y colaboradores en 2015 mencionan
qgue los taninos, saponinas, alcaloides y flovonoides presentes en Cymbopogon
citratus tienen la capacidad de aumentar significativamente los niveles de
hematocrito, hemoglobina y eritrocitos en voluntarios humanos (Ekpenyong, C.,
Daniel, N., & Antai, A. B. 2015; Abere, T., Okoye, C., Agoreyo, F., Eze, G,,
Jesuorobo, R., Egharevba, C., & Aimator, P. 2015).

En cuanto a la citotoxicidad de los controles utilizados, en la grafica 2 y tabla 3 se
puede apreciar que el control negativo se mantuvo de 30.8 a 52.28, valores
similares a los reportados por Carvente, M. en 2014 y Hernandez, B. en 2012, en
los cuales se ocupa como control negativo SSF via intraperitoneal en la cepa CD1
y se obtiene de 31.1 a 74.0 y 43.4 a 66.4 EPC, respectivamente. En cuanto al
control positivo a la dosis de 40 y 100 mg/ Kg no se obtiene citotoxicidad, pues,
aunque se induce una leve disminucién en la relacibn de EPC/ ENC, no es

estadisticamente significativa al compararla con el control negativo.

En los estudios realizados por Munari, C. y colaboradores en 2014 se obtiene un
porcentaje de 0.09+/- 0.03 EPC/ENC, valores similares a los del control negativo
(0.09+/-0.04). Ademas, Angeloni, M. y colaboradores en 2011 obtuvieron 231.8+/-
7.73 EPC/ ENC para el lote tratado con 40mg/Kg de MMS y 230.6+/- 4.51
ECPC/ENC en el lote del control negativo. Estos estudios indican que el MMS

induce una citotoxicidad baja, lo cual coincide con los resultados encontrados en
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este estudio y representan una ventaja puesto que nos permiten realizar de
manera sencilla el conteo de EPCMN, EPC y ENC.

El resultado de este ensayo pone de manifiesto que el extracto acuoetandlico de
B. procumbens no es genotdxico ni citotoxico a la dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg
por la técnica de micronucleos in vivo; sin embargo, es de vital importancia realizar
pruebas adicionales que evallen otros tipos de dafio al DNA para su posterior uso
y comercializacion, asi como estudios que permitan validar o descartar sus demas

propiedades medicinales reportadas en la medicina tradicional.
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9. CONCLUSIONES

El extracto de B. procumbens no aumenté la frecuencia de EPCMN en un estudio
agudo de la técnica de microndcleos in vivo a dosis de 50, 100 y 200 mg/ Kg en
ratones de la cepa CD1, lo que nos indica que, a dichas concentraciones,

condiciones y por esta técnica no es genotoxico.

La relacion de EPC/ ENC a la dosis de 50 y 100 mg/Kg no mostré diferencias
significativas con el control negativo, por otro lado, se obtuvo un aumento en la
relacion EPC/ ENC a dosis de 200 mg/ Kg, lo cual nos indica que el extracto de B.
procumbens no es citotoxico a estas concentraciones por la técnica de

micronucleos in vivo en ratones de la cepa CD1.

En cuanto al control positivo (MMS) se observa una buena induccion genotoxica a
100 mg/Kg; sin embargo, la citotoxicidad inducida por este compuesto es baja a
esta dosis. Esto nos indica que es buen agente genotoxico de acuerdo a los
lineamientos de la OCDE para el ensayo de micronucleos in vivo.
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