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RESUMEN

Antecedentes: La infusibn de Agastache mexicana subsp mexicana conocida
como toronjil morado, es recomendada en la medicina herbolaria para el
tratamiento de la ansiedad. Estudios quimicos han evidenciado que los glicésidos
de flavonas son los principios activos del toronjil y que tienen accion sobre el
sistema nervioso central. El intenso uso de esta especie en la medicina tradicional,
en adicion a su alta actividad biolégica, hace necesario realizar la determinacion
de su actividad citotoxica y genotoxica, de ahi la importancia del presente trabajo.

Objetivo: Realizar las evaluaciones genotoxicas y citotdxicas del extracto acuoso
y del 7-O-B-D-glucopirandsido de la acacetina (tilianina) obtenidos de la especie A.
mexicana subsp mexicana en sangre periférica de ratones CD1 mediante el
ensayo cometa alcalino y micronucleos.

Método: Se realizd el aislamiento de los metabolitos secundarios a partir del
extracto metandlico y la obtencion del extracto acuoso liofilizado. Para el ensayo
cometa se tomaron muestras de sangre periférica de la cola de raton CD1 a los
que se inyectaron por via intraperitoneal (IP) 100, 200 y 1000 mg/Kg del extracto
acuoso, ciclofosfamida 40 mg/Kg (como testigo positivo) y 20, 80 y 320 mg/Kg de
tilianina. Las muestras se tomaron a las 0, 24, 48 y 72 h. Posteriormente se
determind la frecuencia de células con dafio al ADN en 100 células. Para el
ensayo con micronudcleos se cuantificd la frecuencia de eritrocitos policrométicos
micronucleados (EPC-MN) en 1000 eritrocitos policromaticos (EPC). La viabilidad
celular se determind con la técnica de exclusiéon con azul de tripano.

Resultados: La evaluacion genotoxica mediante el ensayo cometa alcalino in vivo
del extracto acuoso asi como de la tilianina indican que ambos son genotdxicos al
inducir dafio al ADN; sin embargo, los resultados en el ensayo con micronucleos
indican que el extracto acuoso y la tilianina no causan dafio a nivel cromosoémico a
las dosis evaluadas.

Conclusidon: Con base en los resultados obtenidos podemos decir que el ensayo
cometa alcalino de la tilianina y del extracto acuoso indican un incremento del
efecto genotdxico dependiente de la dosis, sin embargo el ensayo con
micronucleos indica que no hay un dafio al no haber un incremento
estadisticamente significativo en la cantidad de EPC-MN, los resultados nos hacen
suponer que existe un mecanismo de reparacion de dafio oxidativo en el ADN por
lo tanto el dafio es reversible.



I. INTRODUCCION

En México, el uso de las llamadas plantas medicinales forma parte esencial
de las estrategias generadas por la sociedad para la procuracion de la salud. La
importancia de estas especies vegetales se refleja en el hecho de que son usadas
por un gran segmento de la sociedad, no solo en el medio rural sino también en
zonas urbanas y semiurbanas. Esta practica se remonta desde tiempos
prehispanicos, y es resultado tanto de la considerable diversidad biolégica del
pais, asi como de la composicion pluriétnica de su poblacion y de la necesidad de

recursos accesibles frente a muy diversos padecimientos.

La infusion preparada con las especies Agastache mexicana subsp
mexicana (toronjil morado), A. mexicana subsp xolocotziana (toronjil blanco) y
Dracocephalum moldavica (toronjil azul) es conocida como remedio de los tres
toronjiles y se recomienda ampliamente en la medicina herbolaria, para el

tratamiento de la ansiedad.

Tomando en cuenta lo anterior nuestro grupo de trabajo, realizé el estudio
fitoquimico de los toronjiles morado y blanco. Los resultados indicaron que estas
especies diferian en la composicién quimica de sus componentes liposolubles. Sin
embargo, mostraron una gran similitud en sus componentes polares

predominando varios derivados glicosidicos de la 5,7,4 -trihidroxi flavona.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion han demostrado que
algunas flavonas inciden sobre receptores GABA, explicando de esta manera la

posible accion de los toronjiles en el sistema nervioso central.

En particular, los resultados demostraron que la especie Agastache
mexicana subsp mexicana biosintetiza principalmente flavonoides del tipo
acacetina, salvigenina y derivados de la glucosil acacetina, como la tilianina

(7-O-B-D-glucopiranésido de la acacetina) y pilosina.



Los resultados de nuestras evaluaciones biolégicas indicaron que la tilianina
posee propiedades antiinflamatorias en el modelo de edema inducido por TPA en
la oreja del ratén. Se conoce que este tipo de flavonoides no solo presentan
actividad analgésica, antiinflamatoria, sino que también son activas en el sistema
nervioso central. No obstante, a pesar del uso frecuente de esta especie, las
actividades genotbxica y citotoxica tanto del extracto acuoso asi como de los
metabolitos secundarios del toronjil morado no han sido evaluadas. Tomando en
cuenta lo anterior se decidio evaluar las propiedades genotoxica y citotoxica del
extracto acuoso de A. mexicana subsp mexicana asi como de la tilianina su

principal metabolito secundario.



IIl. MARCO TEORICO

2.1  Descripcion de la especie Agastache mexicana subsp mexicana

El género Agastache (Lamiaceae) se constituye por alrededor de 20
especies distribuidas en Asia y Norte América, de las cuales 12 son endémicas de
México. Una de ellas el Agastache mexicana se divide a su vez en dos
subespecies: A. mexicana subsp mexicana (toronjil morado) y A. mexicana subsp

xolocotziana (toronjil blanco). 12

Agastache mexicana subsp mexicana es una hierba de unos 40 a 60 cm.
Sus tallos son cuadrados. Sus hojas tienen forma de lanza y en su parte inferior
son mas anchas que en la superior, los bordes de las hojas son dentados y con
pelos por el envés. Tiene flores en racimos terminales, en nimero de 5 hasta 20,
con forma tubular, de color rojo vivo o rojo-morado y sus frutos son de color café. 2

Figura Il.1

Figurall.1  Flores de A. mexicana subsp mexicana




En la medicina tradicional, esta especie conocida como toronjil morado, se
usa frecuentemente para tratar el “espanto”, como ocurre en los estados de

México, Hidalgo, Michoacan, Morelos y Puebla. 3
2.2  Usos Etnobotanicos del Toronjil Morado

En el transcurso del tiempo el uso del toronjil ha variado, es utilizado como
remedio para heridas, para tratar purulencias infectadas y para curar la soriasis.
Normalmente se utiliza mezclada con otras plantas medicinales.

Actualmente, infusiones de toronjil morado solo o en combinacion con el
toronijil blanco son ampliamente utilizadas para el tratamiento de los “nervios” o
para curar el “espanto”. La infusion con toronjil morado, toronjil blanco y toronjil
azul conocida como el remedio de los “tres toronjiles” tiene un amplio uso en la
medicina tradicional mexicana como inductor del suefio, tranquilizante nervioso,

para tratar el insomnio, padecimientos gastrointestinales y cardiovasculares.

Se recomienda usar de preferencia la planta fresca, tomando de 2 a 4 g por

120 mL de agua de infusién, esta se usa como estomaquico y antiespasmadico. 4

El toronjil morado (A. mexicana subsp mexicana) es uno de los ejemplos
mas claros de uso y remedio en la medicina tradicional como un recurso primario
para la cura de padecimientos relacionados con el sistema nervioso central (SNC)

debido a sus propiedades sedantes. ®
2.3  Composicion Quimica

En un estudio comparativo sobre la composicion quimica de A. mexicana
subsp mexicana y otras especies se identificaron sus metabolitos secundarios. En

el Cuadro 1.1 se muestran los mas abundantes para esta especie.


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/termino.php?l=1&t=espanto

Cuadro II.1 Composicién quimica de A. mexicana subsp mexicanat!

Toronjil Morado (A. mexicana subsp mexicana)

Principales metabolitos secundarios no polares

Metil chavicol

Acido ursélico

Acido maslinico

Acido corosélico

5-hidroxi-7,4‘ dimetil flavona (Acacetina)

5-hidroxi-6,7,4’-trimetoxi flavona
(Salvigenina)




Principales metabolitos secundarios polares

7-O-B-D-glucopirandsido de la acacetina
(Tilianina)

(2-acetil)-7-O-B-D-glucopirandsido de la
acacetina

Las especies pertenecientes a la familia Lamiaceae se caracteriza entre
otras cosas, por la abundante presencia de metabolitos secundarios de tipo
flavonoide, los cuales son utiles como marcadores quimiotaxondmicos en la
clasificacion de esta familia. Ademas estos metabolitos secundarios poseen
diversas actividades farmacolégicas entre las que se cuentan, por su importancia,

sus efectos sobre el Sistema Nervioso Central (SNC).6

Los flavonoides son los metabolitos secundarios mayoritarios en los
extractos polares de la especie A. mexicana subsp mexicana, estos son
compuestos polifendlicos que constituyen un extenso grupo. Las principales sub-
clases de flavonoides son flavonas, flavonoles, flavan-3-ol, antocianidina,

flavanonas e isoflavonas (Figura I1.2).
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Figura ll.2  Principales tipos de Flavonoides

El esqueleto base de los flavonoides puede tener numerosos sustituyentes,

la mayoria de los flavonoides existen naturalmente como glicésidos.

Los flavonoides son responsables de la mayoria de los colores rojos, azules
y amarillos que se observan en las flores. Numerosos flavonoides se han logrado
aislar y purificar mediante técnicas cromatogréficas, tales como cromatografia en
columna en gel de silice y elucion con disolventes tales como cloroformo, acetona
y metanol.’



2.4  Flavonoides con Actividad Biologica

Debido a sus caracteristicas estructurales varios de estos metabolitos
secundarios poseen diferentes propiedades biologicas. En general los flavonoides
tienen propiedades antinflamatorias, antioxidantes, antialergénicas,
hepatoprotectora, antimicrobiana, antiviral y actividad anticancerosa. Asi mismo,
ha sido demostrado en estudios in vitro, que estos metabolitos secundarios tienen

actividad en sistemas enziméaticos. 8

Numerosos estudios sugieren que la actividad antiinflamatoria de los
flavonoides se debe a su capacidad de modular especies reactivas de oxigeno
(ROS) producidas por fagocitos. Los fagocitos pueden generar altos niveles de
ROS en sitios de inflamacién que contribuyen a una lesion tisular local, esto puede

llevar al desarrollo de condiciones de inflamacion cronica. °

Ferriola (1989) demostré que la quercetina y luteolina (Figura 11.3) fueron los
flavonoides més activos al inhibir la enzima protein cinasa C (PKC), la cual esta
involucrada en procesos tales como formacion de tumores, mitogénesis y

procesos inflamatorios entre otros.

OH
OH

HO © HO o]

| o

OH OH

Kaempferol Quercetina

Figura II.3  Estructura quimica del kaempferol y quercetina, flavonoides

con actividad bioldgica



La quercetina tiene actividades antioxidantes, antitumorales, y propiedades
antiinflamatorias, la cual ha sido estudiada ampliamente como agente

quimiopreventivo en varios modelos de cancer.

Estudios recientes han demostrado que la quercetina, a dosis bajas inhibe
la proliferacion celular por apoptosis y/o detencion del ciclo celular pero a dosis

altas tiene un efecto genotéxico al inducir dafio al ADN. 19

2.5 Actividad Biolégica del 7-O-B-D-glucopirandsido de la acacetina

(Tilianina)

Se ha demostrado que la flavona tilianina tiene actividad sobre el SNC,
manifestando un efecto sedante en dos modelos experimentales con ratones: el
modelo de tiempo de suefio, inducido por pentobarbital, asi como en el modelo del
tablero con perforaciones.

Este mismo estudio indica que la tilianina tiene un efecto inhibitorio similar
al ejercido por GABA, principal neurotransmisor inhibitorio del SNC, el cual sirve
para disminuir la actividad nerviosa en el cerebro. Adicionalmente se demostré
que la tilianina incrementd la actividad inhibitoria en hipotalamo, lo cual supone

que esta ligada a la sintesis o recaptura de GABA. °

Otro estudio, en ratas Wistar, demostré6 que la tilianina indujo
significativamente (p<0.05) la vaso relajacion a concentraciones de 0.002 uM en
anillos de aorta previamente contraidos con noradrenalina (0.1 uM), efecto
mediado por la liberacion de 6xido nitrico (NO) y la apertura de canales de potasio
(K.

Adicionalmente, la administracion por via oral de tilianina (50 mg/Kg) en
ratas SHR (hipertensas) exhibe un decremento significativo en la presion sistolica

y diastélica (p<0.05), lo que demuestra su efecto antihipertensivo. 1

10



No obstante del extendido uso del toronjil morado en la herbolaria
tradicional, no se han estudiado los efectos genotoxico y citotéxico in vivo del
extracto acuoso de A. mexicana subsp mexicana; asi como de la flavona 7-O-f3-D-
glucopiranésido de la acacetina, principal metabolito secundario del extracto
acuoso de ésta especie. En la Figura I1.4 se muestra la estructura quimica del 7-O-

B-D-glucopiranésido de la acacetina.

Figurall.4  Estructura quimica del 7-O-B-D-glucopirandsido de la

acacetina (tilianina)

2.6  Genotoxicidad

El estudio del dafio al ADN es una parte esencial para evaluar los efectos
mutagenos de sustancias quimicas, radiaciones y otros factores fisicos y

bioldgicos.

Existen varias pruebas tanto in vitro como in vivo que permiten evaluar los
efectos tdéxicos de compuestos quimicos, sus riesgos y consecuencias para el

organismo. 12

11



2.7  Electroforesis Unicelular Alcalina (Ensayo Cometa)

El ensayo cometa o electroforesis unicelular fue introducido originalmente
por Ostling y Johanson en 1984 como una técnica micro-electroforética para
visualizar el dafio del ADN en células individuales obtenidas de biopsias en
pacientes con cancer sometidos a terapia con radiacion. Las células suspendidas
en un gel de agarosa sobre un portaobjetos, formando un microgel que
posteriormente sumergieron en una solucién para romper las células y poder
visualizar los nucleos, los geles se sometieron a una electroforesis neutra, para
evidenciar la fragmentacion de la cadena doble de ADN y posteriormente se
tiferon con bromuro de etidio para observar los nucleos.

Las imagenes obtenidas de estos nucleos fueron llamadas “cometas” por su
semejanza a estos. En 1988, Singh et al. mejoraron la técnica introduciendo una
electroforesis alcalina (pH>13), que a diferencia de la neutra mejora el
desenrollamiento del ADN y la separacion de proteinas asociadas, incrementando
la movilidad y visualizacion de los fragmentos de ADN, debido a esto se pueden
observar rupturas de cadena sencilla y doble; lesiones en los sitios sensibles al
alcali y en sitios de reparacion retardada del ADN; ofreciendo mayor sensibilidad
para detectar agentes genotéxicos.

La version alcalina (pH>13) de la electroforesis en el ensayo cometa, fue
considerada la mejor y aceptada por el panel Internacional Workshop on
Genotoxicity Test Procedures como el ensayo de genotoxicidad mas sensible, en
comparacién con otros y recientemente se ha usado esta técnica para detectar
apoptosis y diferenciarla de la necrosis. 13 14

En la Figura I11.5 se observan células que han sufrido dafio al ADN mediante

la técnica Cometa.

12



Figura II.5 Células con dafio al ADN mediante la técnica Cometa.

13



2.8  Ensayo con Micronucleos

El ensayo de micronicleos es una herramienta béasica para evaluar la
habilidad de algunos agentes para inducir dafio estructural o numérico a los
cromosomas, ambos tipos de dafio estan asociados con la aparicion y progresion

de tumores. 1°

Los micronucleos son pequefias estructuras similares al ndcleo principal
gque se encuentran presentes en el citoplasma. Ellos son formados por
cromosomas o0 fragmentos de cromosomas que no fueron incorporados hacia

algunos de los nucleos de las células hijas durante la mitosis o meiosis.

Esto ocurre debido a que estos cromosomas o fragmentos perdieron su
conexion al centrémero o bien no pudieron ser atraidos por el huso, en
consecuencia no pudieron alinearse correctamente durante la metafase y por ende

no fueron segregados hacia alguno de los polos durante la anafase.

En la telofase, el material cromosdmico perdido puede ser encapsulado en
una membrana nuclear y, después de la citocinesis, aparecen como pequefias

estructuras redondeadas en algunas de las células hijas.

Los micronucleos estan presentes en bajas frecuencias (aproximadamente
1-10 por millén de células) en la mayoria de los tipos celulares. Debido a que son
visibles y relativamente féciles de contar en células interfasicas, estos pueden ser

usados ampliamente para el monitoreo de dafio cromosémico.

Esta prueba es ampliamente usada y la eleccion de los modelos que se
utilizan basicamente depende de la informaciéon que uno desee obtener de un

sistema determinado. 16: 17
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2.9 Viabilidad Celular

Los métodos por exclusion con colorantes son tradicionalmente usados
para la evaluacion de la viabilidad celular. Asi el uso del azul de tripano es uno de
los mas comunes. El azul de tripano (azul Diamina, azul Niagara, azul vital) es un
colorante derivado de la toluidina que posee la capacidad de tefir tejidos y células
muertas. Su nombre se deriva de su capacidad para matar a los Tripanosomas.
Este colorante es uno de varios empleados para evaluar la viabilidad de células
por exclusion de captacion, ya que no puede penetrar y tefiir a las células vivas
con membranas integras. El azul de tripano no es necesario para realizar conteos
simples de células pero si es imprescindible para diferenciar entre las células
muertas (con disrupcion membranal) de las vivas con membranas integras. En
este procedimiento, una suspension de células mononucleares (CMN) es
mezclada con una solucion al 0.4% de azul de tripano antes de ser observadas
bajo el microscopio 8. La Figura Il.7 muestra un ejemplo de la tinciéon con azul de

tripano.

Figura 1.7  Viabilidad celular.
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El amplio uso de las plantas medicinales en el tratamiento de diferentes
enfermedades y considerando la complejidad y su inherente variacion bioldgica
hace necesario evaluar su seguridad, eficacia y calidad.

En diferentes poblaciones de México, las plantas comunmente utilizadas
para padecimientos como hipertension y enfermedades relacionadas son el toronijil
morado (A. mexicana subsp mexicana), esta especie se ha estudiado desde el
punto de vista farmacologico (Galindo, 1982; Contreras, 1987), quimiotaxonémico
(Espiritu, 1991; Estrada, 2004) y fitoquimico (Aguirre, 2003). Sin embargo, son
pocos los estudios realizados para evaluar la actividad biolégica tanto de la
especie como de sus metabolitos secundarios polares. Por lo tanto es de gran

importancia determinar su posible potencial mutagénico.
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.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la medicina tradicional mexicana el uso de plantas medicinales en forma
de infusiones o emplastos es una practica muy extendida y la persistencia en el
uso de especies medicinales en comunidades rurales o urbanas debe ser

considerada una buena evidencia de su eficacia. 1°

El empleo de los toronjiles para diversas enfermedades es conocido desde
la época prehispanica, actualmente estas plantas son empleadas en el tratamiento
de desérdenes como el insomnio, nervios, impresiones, Susto O por sus

propiedades tranquilizantes.

Nuestro grupo ha demostrado que la especie Agastache mexicana subsp
mexicana tiene metabolitos secundarios principalmente flavonoides del tipo
acacetina, salvigenina, algunos de estos metabolitos polares son derivados de la
glucosil acacetina como el 7-O-B-D-glucopirandsido de la acacetina (tilianina) y
pilosina, los cuales presentan actividad analgésica, antiinflamatoria y accion en el
sistema nervioso central . Sin embargo no se saben sus posibles efectos
genotoxicos y citotoxicos, de ahi planteamos la siguiente pregunta de

investigacion:

¢El extracto acuso de A. mexicana subsp mexicana y del 7-O-B-D-
glucopiranésido de la acacetina (tilianina) aislado de esta especie presentaran
propiedades citotéxicas y genotéxicas en los modelos de microndcleos y

electroforesis unicelular alcalina?
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IV. HIPOTESIS

Se ha demostrado que algunos flavonoides antidepresivos biosintetizados
por especies medicinales no solo poseen efecto antigenotéxico y no son
citotoxicos, por lo tanto suponemos que el glucosido antidepresivo tilianina, aislado
de A. mexicana subsp mexicana asi como algunos de sus extractos no

presentaran actividades citotoxicas y genotoéxicas.
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V. OBJETIVOS

5.1  Objetivo General

Evaluar las actividades genotoxicas y citotoxicas del extracto acuoso y del
7-O-B-D-glucopiranosido de la acacetina (tilianina) obtenidos de la especie A.
mexicana subsp mexicana (toronjil morado) mediante el modelo con micronucleos

y electroforesis unicelular alcalina (cometa).

5.2  Objetivos Particulares

e Purificar e identificar el 7-O-B-D-glucopiranosido de la acacetina (tilianina) a

partir del extracto metandlico.

e Evaluar la actividad genotoxica del extracto acuoso y de la tilianina en el

modelo cometa alcalino y microndcleos en sangre periférica de raton CD1.

e Evaluar la actividad citotdxica del extracto acuoso y de la tilianina mediante

el método de exclusion con azul de tripano.
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6.1

6.2

6.3

VI. MATERIAL Y METODOS

Disefio (Tipo de Estudio)

Experimental

Universo (Poblacion o Muestra)

100 Ratones Macho CD1

Variables

6.3.1 Variables Independientes

/
Vehiculo

Tratamiento < Control Positivo (+)

Extracto acuoso de A. mexicana subsp mexicana

Tilianina

6.3.2 Variables Dependientes

o Citotoxicidad: Medida por el ensayo de tincién por exclusién con azul de

tripano.

e Genotoxicidad: Evaluando la cantidad eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPC-MN) mediante el ensayo con micronucleos y la
fragmentacion del ADN por la técnica de electroforesis unicelular alcalina
(cometa).
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6.4

6.5

Materiales

Se utilizaron columnas cromatograficas de vidrio (6.5 cm de diametro x 60

cm de largo, 2 cm de diametro x 25 cm de largo)

La identificacion y la pureza de los compuestos se llevé a cabo por medio
de cromatografia en capa fina (CCF) utilizando cromatofolios de aluminio
cubiertos de silice DC Fertigplatten Sil G-200, UV (Merck), de 0.2 mm de

espesor

En la cromatografia en columna (CC) se utiliz6 como fase estacionaria gel
de silice 60 Ahigram Sil G, kiesel, malla 70-230, (Merck), con indicador de
fluorescencia UV 254.

Portaobjetos esmerilado (Fisher, EUA)

Portaobjetos pulidos (Lauka)

Reactivos

Como revelador se empleo una disolucién de sulfato cérico al 1 % en acido

sulfarico 2 N

Agua destilada

Agua desionizada

Agarosa de bajo punto de fusién (LMPA 0.5 % Gibco)
Agarosa normal (1 %, Gibco)

Na2 EDTA

Tritén 1% X-100
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6.6

DMSO

Naranja de Acridina (Sigma)
Azul de tripano (0.4 %, Sigma)
Bromuro de etidio

Genoxal ® (Ciclofosfamida, Baxter)

Equipos

Las partes aéreas de la planta se molieron en una licuadora industrial
marca Philips 3000.

La evaporacion de los disolventes se realiz6 en un rotavapor Buchi 110.

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fischer Jones y no

estan corregidos.
Lampara de luz UV de 254 y 365 nm (Cole Parmer 9815 series Lamps).
Equipo de liofilizacion.

Los espectros de Infrarrojo (IR) fueron realizados en un espectrofotometro
FT-IR Nicolet Magna 750.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H (RMN-H) y 3C

(RMN-13C) fueron realizados en un aparato Varian Unity.

El analisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR) se llevo a
cabo en un equipo HP series 1100, con una columna Synergi polar-RP y

detector de arreglo de diodos.
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Camara de electroforesis horizontal (Bioselect) utilizada para el ensayo

cometa alcalino.

Microscopio de fluorescencia (Axiostar Plus Zeiss fluorescent), equipado
con filtro de excitacion de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm, para
llevar a cabo las lecturas de las muestras en el ensayo cometa y en el

ensayo con micronucleos.
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6.7 Diagrama de Flujo del Estudio Quimico.

Colecta del material vegetal en Ozumba
Edo. de México, identificada por los
botanicos Bye y Linares, un ejemplar fue
depositado el Herbario MEXU

Extracto acuoso (10g de peso seco en 90 mL de Maceracion de la planta con disolventes de
agua en ebullicién por 5 minutos) diferentes polaridades
Extracto
R Extracto ACOEt Hexanico Extracto Metandlico
Liofilizacion del extracto acuoso
2a Extraccién con la. Extraccion con
AcOEt AcOEt

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
GENOTOXICA Y CITOTOXICA IN

VIVO Extraccion con
MeOH

CC eluida con Hx-AcOEt

Fracciones 29-39 7-O-3-D- Fracciones 13-22 (2-acetil)-7-O-3-
glucopirandsido de la D-glucopiranésido de la acacetina
acacetina (tilianina)
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6.7.1 Estudio Quimico
6.7.2. Colecta del Material Vegetal.

Las flores de Agastache mexicana subsp mexicana se colectaron en San
José Tlacotitlan Ozumba, Estado de México en agosto del afio 2009. Un ejemplar
se depositd en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la Universidad

Nacional Autonoma de México, la Figura VI.1 Muestra las partes aéreas de A.
mexicana subsp mexicana.

Figura VI.1 Partes aéreas de A. mexicana subsp mexicana

6.7.3 Obtencioén del Extracto Acuoso

10 g de flores secas y molidas se colocaron en 90 mL de agua destilada en
ebullicién durante 5 minutos. La infusion obtenida se dejé enfriar, se filtr6 a vacio y
se liofilizé obteniéndose 4.5 g de extracto seco.
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6.7.4 Obtencion del Extracto de Metanol

Flores secas y molidas (500 g) fueron extraidas via maceracion con MeOH
durante un periodo de 72 h, al término de este tiempo se evapor6 el disolvente a
presion reducida obteniendo un total de 50.57 g del extracto respectivo

equivalente al 10% de rendimiento.

6.7.5 Aislamiento e Identificacion del (2-acetil)-7-O-B-D-glucopirandsido de

la acacetina y del 7-O-B-D-glucopirandsido de la acacetina (Tilianina).

Con el fin de eliminar los compuestos de polaridad intermedia, el extracto
metanolico se extrajo tres veces con acetato de etilo (AcOEt). La parte insoluble
en AcOEt se lavo con metanol (MeOH), obteniéndose una solucion y un residuo
sélido. La evaporacion del disolvente de la solucién permitié obtener 20.89 g de un
sélido amorfo (SA) como se muestra en la Figura VI.2. La separacion del SA se
llevé a cabo mediante una cromatografia en columna (CC) utilizando gel de silice
como fase estacionaria y eluida con mezclas de disolventes de polaridad
ascendente, iniciando con una mezcla de hexano-AcOEt (1:2) e incrementando
consecutivamente la polaridad hasta llegar al 100% de MeOH como se observa en
el Cuadro VI.1
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Figura V1.2 Evaporacién de disolventes

Cuadro V1.1 Fraccionamiento de la CC del extracto de metanol de la especie A.

mexicana subsp mexicana.

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES
Hexano - AcOEt 1:2 1-69
AcOEt 100 70-76
AcOEt — MeOH 9:1 77—-112
AcOEt - MeOH 1:1 113 -141
MeOH 100 142 - 172

De las fracciones 13 a 28, eluidas con hexano:AcOEt (1:2) se obtuvo el (2-
acetil)-7-O-B-D-glucopiranésido de la acacetina y de las fracciones 29 a 54,

eluidas con la misma mezcla de disolventes se obtuvo la tilianina.
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La purificacion de los compuestos aislados se realizé mediante la

precipitacion con disolventes de diferentes polaridades.

La identificacion del (2-acetil)-7-O-B-D-glucopiranésido de la acacetina y de
la tilianina, se logrd por la comparaciéon de sus datos fisicos y espectroscopicos

con aquellos publicados para estos metabolitos secundarios.

La presencia de la tilianina y el (2-acetil)-7-O-B-D-glucopiranésido de la
acacetina en el extracto acuoso se determiné por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (CLAR). En la Figura V1.3 se muestran los compuestos aislados de A.

mexicana subsp mexicana asi como el extracto acuoso liofilizado.

Figura V1.3 Aislamiento de los metabolitos secundarios de A. mexicana subsp

mexicana
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6.8 Diagrama de Flujo del Estudio Biolégico

Ratones Macho CD1

Administracion de los tratamientos (Tx)

GRUPO I-llI GRUPO IV-VI GRUPO VII GRUPO Vil GRUPO IX
Extracto Acuoso Tilianina Ciclofosfamida (CP) Vehiculo Sin Tx

Obtencién de Sangre Periférica de la cola
de ratén al tiempo 0 cada 24 h por 3 dias

ENSAYO COMETA MICRONUCLEOS VIABILIDAD CELULAR
Preparacion de geles con Preparacion de frotis
linfocitos en portaobjetos 10 pL de sangre

periférica en 10 uL de
azul de tripano

Los geles se colocaron en Fijacion con MeOH
solucién de lisis por 24 h absoluto por 5 min
Cuantificacién del % de células
vivas en 100 células con
microscopio foténico a 40X
Electroforesis con Tincién con naranja
amortiguador alcalino de acridina por 5 min
Tincién de ndcleos con Frecuencia de EPC-MN en 1000 EPC
Bromuro de Etidio en microscopio de Fluorescencia a 100X

Determinacion de células con dafio y longitud de sus caudas
en 100 células en microscopio de fluorescencia a 40X
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6.8.1 Estudio Bioldgico

6.8.2 Animales y Dosificacion

Para la evaluacion de las actividades genotoxicas y citotoxicas del extracto
acuoso de A. mexicana subsp mexicana y de la tiliania se utilizaron ratones
machos de la cepa CD1 de aproximadamente dos meses de edad con un rango
de peso de 20-30 g, los cuales fueron divididos en grupos de 5 animales como se

muestra en la Figura V1.4. A cada grupo se le administraron diferentes dosis.

Las dosis administradas del extracto acuoso fueron 100, 200 y 1000 mg/Kg
mientras que para la tilianina se administraron dosis de 20, 80 y 320 mg/Kg de
peso corporal, ambos por via intraperitoneal (IP). Se utilizé solucion fisiolégica
(NaCl 0.9%), como vehiculo en el extracto acuoso y Tween al 1% como vehiculo
en la administracion de la tilianina. Como control positivo se uso ciclofosfamida
(CP) a una dosis de 40 mg/Kg como se muestra en el esquema de dosificacién en

el Cuadro VI.2 y en la Figura VI.5.

Figura V1.4 Identificacién de ratones CD1 por grupos.
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Cuadro V1.2 Esquema de dosificacion y agrupamiento de

tratamiento.

ratones CD1 para cada

Tratamiento

(n:%;rrlgggr?es) DSl EAE
I 100 Extracto Acuoso
Il 200 Extracto Acuoso
[l 1000 Extracto Acuoso
\Y% 20 Tilianina
Vv 80 Tilianina
Vi 320 Tilianina
VIi 40 CP Control (+)
VIII - Tween 1% (Vehiculo)
IX Testigo (-) -

Los ratones se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura

(20 £ 2°C), humedad relativa (40-60%) y fotoperiodo (12 h luz: 12 h obscuridad)
con libre acceso a agua y dieta comercial ad libitum. Todos los ratones utilizados

fueron tratados de acuerdo a las guias de uso de animales de laboratorio. 2°
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Figura VI.5 Administracion del extracto acuoso y de la tilianina.

Para la evaluacion de la actividad genotdxica con el ensayo cometa y
micronucleos se tomaron las muestras de sangre periférica de raton CD1

simultdneamente. Figura V1.6

Figura V1.6 Muestras de sangre periférica de raton CD1
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6.8.3 Ensayo Cometa Alcalino
Se realiz6 el ensayo cometa alcalino de la siguiente manera:

e Se tomaron 5 uL de sangre periférica mas 75 uL de agarosa de bajo punto
de fusién (LMPA 0.5 % Gibco) a 37 °C.

e Se colocaron en un portaobjetos esmerilado (Fisher, EUA) con una
monocapa de agarosa normal (1 %, Gibco) (por duplicado).

e Los portaobjetos se dejaron solidificar a 4 °C por 5 min, después los geles
fueron sumergidos en una solucion fresca de lisis final fria (2.5 M NaCl, 100
mM NazEDTA, 1 % Triton X-100 y 10 % DMSO, 10 mM Tris, ajustada a
pH=10) por 1 h.

e Posteriormente, los geles fueron transferidos a una cémara de
electroforesis horizontal (Bioselect) con amortiguador alcalino frio (300 mM
NaOH, 1mM EDTA, pH=13), por 20 min para desenrollar el ADN y se aplico
una corriente de 25 V, 300 mA por 20 min.

e Los portaobjetos fueron lavados tres veces con amortiguador neutralizante
(0.4 M Tris a pH 7.5) por 5 min, se fijjaron en metanol absoluto frio por 10
min, fueron secados al aire en oscuridad y guardados en una caja negra

para posteriormente ser analizados.

e Los geles de todos los lotes experimentales, fueron tefiidos con bromuro de
etidio (20 pg/mL) para examinar el dafio sobre el ADN con un objetivo
micrométrico a 40X en 100 células por lamina para determinar la frecuencia
de células con cometa y la longitud de sus caudas (Figura VI.7) en un
microscopio de fluorescencia (Axiostar Plus Zeiss fluorescent), equipado

con filtro de excitacion de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm. 2% 22
23
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Figura V1.7 Daiio al ADN (fragmentacidn) en sangre periférica de ratén
CD1 inducido por el extracto acuoso de A. mexicana subsp

mexicana.

6.8.4 Ensayo con Micronucleos

e Previo a la administracién de los compuestos a evaluar, se realizd un frotis

sanguineo, por corte de la porcién terminal de la cola del ratén.

e Los compuestos se administraron via intraperitoneal y a continuacion se

hicieron frotis por duplicado cada 24 h por 3 dias.

e Se coloco una gota de sangre sobre un portaobjetos y se extendidé con
ayuda de otro porta objetos. Las laminillas se fijaron con metanol durante

cinco minutos y fueron secadas al aire.

e Transcurrido este tiempo se tifieron con Naranja de Acridina preparada en
una solucién amortiguadora de fosfato pH 6.8, a una concentracion final de

125 pug/mL durante 5 min.
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Posteriormente, se hicieron 2 lavados con solucion amortiguadora de

fosfatos cada uno de 5 min con agitacidén constante, dejando secar al aire.

Las laminillas se observaron al microscopio de fluorescencia a 100X
(Figura VI.8) para determinar la frecuencia de eritrocitos policrométicos
micronucleados (EPC-MN) en 1000 eritrocitos policromaticos (EPC), lo
que permitié evaluar la genotoxicidad. 24 25 26

Figura V1.8 MN/EPC en sangre periférica de ratén CD1.
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6.8.5 Viabilidad Celular

La viabilidad celular fue analizada de acuerdo con la técnica de tincion por
exclusion con Azul tripano de Altmann et al. 1993. Se mezcld 10 pl de sangre
periférica de ratbn CD1 mas 10 pl de azul tripano (0.4%, Sigma), después se
cuantifico el porcentaje de células vivas en 100 células consecutivas, por
duplicado para cada grupo experimental incluyendo el testigo, con un microscopio

fotdnico a 40 X como se muestra en la Figura V1.9.

Figura V1.9 Viabilidad celular en sangre periférica de raton CD1.
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VIl. RESULTADOS Y ANALISIS

7.1 Estudio Quimico

Del extracto de metanol de las flores de Agastache mexicana subsp
mexicana se aislaron los glicésidos de flavonas 7-O-B-D-glucopiradsido de la
acacetina (tilianina) y el (2-acetil)-7-O-B-D-glucopirandsido de la acacetina. Ambos
glucésidos se caracterizaron, por la comparacion de sus datos fisicos y

espectroscopicos con aquellos publicados para estos metabolitos secundarios.

7.1.1 Obtencién de Extractos y Aislamiento de los Glucosidos de Flavonoide

El extracto acuoso liofilizado se obtuvo a partir de 90 g de planta seca. Los
glucésidos tilianina y el (2-acetil)-7-O-B-D-glucopiranésido de la acacetina se

obtuvieron a partir de 50.57 g del extracto de metanol del toronjil morado.

Los resultados experimentales muestran un rendimiento de 1.0043% para la
tilianina y 0.296% para (2-acetil)-7-O-p-D-glucopiranosido de la acacetina. Estos

rendimientos concuerdan con estudios previos de la especie 4.

En el Cuadro VII.1 se muestran los rendimientos en mg, el peso molecular
(g/mol), la descripcién y puntos de fusién de la tilianina y el (2-acetil)-7-O-p-D-
glucopirandsido de la acacetina; asi como del extracto acuoso, obtenidos de la

especie A. mexicana subsp mexicana.

La Identificacion de la tilianina y el (2-acetil)-7-O-p-D-glucopirandsido de la
acacetina se llevé a cabo mediante la comparacién de sus datos fisicos y

espectroscopicos con los informados en la literatura.
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Cuadro VII.1 Compuestos aislados de A. mexicana subsp mexicana. Rendimientos

y puntos de fusién

Tilianina (2-acetil)-7-O-B-D- Extracto
glucopirandsido de la Acuoso
acacetina
Rendimiento 1.0043 0.296 -
(%)
Cantidad (mg) 209.8 60.0 4500
Peso Molecular 446 488 -
(g/mol)
Pf. ("°C) 236-237 238-240 -
Descripcion Solido color Salido color amarillo Solido color café
amarillo (Liofilizado)

7.1.2 Elucidacion Estructural de la Tilianina.

El espectro IR de la tilianina (Espectro 1, ANEXO) muestra una banda
caracteristica para grupos hidroxilo a 3434 cm™, en 2923 cm™ se observa una
banda correspondiente a enlaces C-H y en 1657 cm™ una banda tipica de un
carbonilo a-B insaturado y a 1607 cm™ una banda que pertenece a una doble

ligadura.

En el espectro de RMN-'H de este compuesto (Cuadro VII.2, Espectro 2) se
observa en 12.91 ppm un singulete asignado al grupo hidroxilo en el C-5. El
desplazamiento a campo bajo se debe a que éste proton esta formando un enlace
de hidrégeno con el carbonilo del C-4 de la estructura base del flavonoide.

En aproximadamente 7.12 ppm se localiza una sefial doble (J = 9.0 Hz) que
corresponde a los protones aromaticos H-3’ y H-5’, mientras que en 8.6 ppm (J =
9.0 Hz) se localizan los protones aromaticos H-2’' y H-6’, las cuales forman parte

de un sistema AA'BB’.
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A 5 6.96 se observa un singulete que corresponde al proton vinilico H-3,
mientras en & 3.85 una sefal que corresponde al metilo del grupo metoxilo (O-

CHs) en C-4 presente en la molécula.

En la regidon de 5.4-3.2 ppm se observa un conjunto de sefales las cuales
fueron asignadas a los hidrégenos del anillo de glucosa en la posicién 7 del nicleo

flavonoide.

Cuadro VII.2 Desplazamiento quimico de RMN *H de la Tilianina.

S(ppm)  INTEGRACION MULTIPLICIDAD  J (Hz)

H
H-3 6.96 1H S -
H-3’y H-5’ 7.12 2H d 9.0
H-2'y H-6' 8.06 2H d 9.0
H (OH) 12.91 1H s ;
H-6 6.45 1H d 1.8
H-8 6.75 1H d 1.8
Me-4’ 3.85 3H s ;
H-glucosa 5.4-3.2 11H m -

DMSO-d6, TMS, 200 MHz.

OH O

Figura VII.1 Estructura quimica de la Tilianina.
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7.1.3 Elucidacién Estructural del (2-acetil)-7-O-p-D-glucopirandsido de la

acacetina.

En el espectro de IR del (2-acetil)-7-O-B-D-glucopirandsido de la acacetina
(Espectro 3, ANEXO) se observa una banda a 3283 cm™ correspondiente a un
grupo hidroxilo, en 1750 cm™ una banda caracteristica de un grupo acetato, en
1666 cm una banda tipica de carbonilos a-p insaturado y a 1604 cm- una banda

gue corresponde a dobles enlaces.

El espectro de RMN-'H (Espectro 4) del (2-acetil)-7-O-B-D-glucopiranésido
de la acacetina muestra un singulete que integra para 1H a 6.96 ppm que

corresponde al H-3 del anillo C del nucleo flavonoide.

A campos bajos se encuentra nuevamente un sistema AA'BB’ el cual
corresponde a los protones aromaticos H-3' y H-5" en 7.11 ppm (J = 9.0 Hz), asi

como en 8.08 ppm (J = 9.0 Hz) los para H-2’ y H-6'.

Se observa una sefial a 6 6.81 (J = 2.2 Hz) designada a H-8yen 6 6.41 (J =
2.0) para el H-6.

Al igual gque la tilianina, en la regién de 5.5-3.2 ppm se observa un conjunto
de sefales, las cuales fueron asignadas a los hidrégenos del anillo de glucosa en
la posicion 7 del nucleo flavonoide. En & 2.2 se encuentra un singulete que integra
para 3H, el cual fue asignado a los protones del grupo acetato de la posicidén 2” en
el anillo de la glucosa el cual se corroboré por su espectro de IR, concluyéndose
qgue el solido aislado corresponde a la flavona (2-acetil)-7-O-B-D-glucopiranosido

de la acacetina segun lo reportado por Estrada-Reyes (2004) 1.

El Cuadro VII.3 muestran el desplazamiento quimico del (2-acetil)-7-O-3-D-
glucopiranésido de la acacetina aislado de A. mexicana subsp mexicana. Figura
VII.2.
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Cuadro VII.3 Desplazamiento quimico de RMN *'H del (2-acetil)-7-O-B-D-

glucopiranésido de la acacetina.

H 3(ppm) INTEGRACION MULTIPLICIDAD J (Hz)
6.96 1H s -
H-3
H-3'y H-5’ 7.11 2H d 9.0
H-2'y H-6’ 8.08 2H d 9.0
H (OH) 12.93 1H s ;
H-6 6.41 2H d 2.0
H-8 6.81 2H d 2.2
Me-4’ 3.85 3H s -
H-glucosa 5.4-3.0 11H m -
Me-2” 2.029 3H S -

DMSO-d6, TMS, 200 MHz.

7
H ° H
o:< 6
CH,

Figura VII.2 Estructura quimica del (2-acetil)-7-O-B-D-glucopiranésido de la

|
OH 0]

acacetina
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7.1.4 Andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

El analisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) del
extracto acuoso permitio determinar la presencia de la tilianina y del (2-acetil)-7-O-
B-D-glucopiranésido de la acacetina en este extracto. (Cromatograma 1, Anexo).
La fase movil fue una mezcla de disolventes MeOH:H20 en una proporcion inicial
10/90 y final en una proporciéon 100/0. El tiempo de corrida fue de 50 min a una

longitud de onda de 254 nm.

En el Cuadro VII.4 se muestran los resultados obtenidos en el analisis por
CLAR de la tilianina y del (2-acetil)-7-O-p-D-glucopiranésido de la acacetina. Para
la tilianina (Cromatograma 2) se obtuvo un tiempo de retencién de 39.928 min. El
glucésido (2-acetil)-7-O-B-D-glucopiranosido de la acacetina presentd un tiempo
de retencion de 39.934 min (Cromatograma 3). Sin embargo, cuando se co-
inyectaron las dos flavonas el tiempo de retencibn fue de 40.46 min
(Cromatograma 4). Este mismo resultado se observd en el analisis del extracto
acuoso. Por lo tanto se propone que ambos compuestos estan presentes en el
extracto acuoso y que poseen el mismo tiempo de retencién. Esta propuesta esta
apoyada por el hecho de que en esta especie se ha logrado el aislamiento de

ambas flavonas.

Cuadro VII.4 CLAR del Extracto acuoso y de la tilianina y del (2-acetil)-7-O-p-D-

glucopiranésido de la acacetina obtenidos de A. mexicana subsp

mexicana
COMPUESTO TIEMPO DE RETENCION % AREA
(min)
Tilianina 39.928 67.7354
(2-acetil)-7-O-p-D- 39.934 83.0246
glucopiranésido de la
acacetina
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A partir del analisis quimico que permitié la preparacion e identificacion de
los compuestos aislados, se procedio a la evaluacion de los efectos genotdxicos y
citotéxicos del extracto acuoso, asi como de la tilianina en sangre periférica de
raton CD1 in vivo mediante el ensayo cometa alcalino, micronucleos y tincion por

exclusion con azul tripano respectivamente.

7.2 Estudio Bioldgico

7.2.1 Evaluacién Genotéxica del Extracto Acuoso Mediante el Ensayo con

Micronucleos.

El ensayo con micronucleos in vivo ha sido ampliamente usado para
detectar genotoxicidad. La evaluacién por induccién de microndcleos es la primera
de una serie de pruebas para la evaluacion de genotoxicidad y es recomendada

por agencias regulatorias alrededor del mundo. 2/

El extracto acuoso de A. mexicana subsp mexicana no muestra un efecto
genotoxico en el ensayo con micronicleos al no haber diferencias
estadisticamente significativas en eritrocitos policrométicos micronucleados (EPC-
MN/1000 eritrocitos) con respecto al tiempo 0 en muestras de sangre periférica de
ratbn CD1 en las diferentes dosis administradas a los diferentes tiempos de

muestreo. Los resultados se muestran en el Cuadro VII.5.

Sin embargo, se observa un incremento en la frecuencia de EPC-MN al
aumentar la dosis administrada (efecto dosis dependiente). Asi mismo,
encontramos un aumento en la frecuencia de EPC-MN en los diferentes tiempos
de muestreo a excepcion de las 72 h donde empieza a disminuir la frecuencia de
micronucleos. El farmaco de referencia (CP) tiene el mismo comportamiento que

se observa para el extracto acuoso.
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Cuadro VII.5 Efecto del extracto acuoso de A. mexicana subsp mexicana en la
frecuencia de EPC-MN en 1000 eritrocitos policrométicos en sangre
periférica de ratdbn CD1 para la evaluacién de genotoxicidad a

diferentes dosis.

Tratamiento DIl Tiempo de muestreo (h)

(mg/Kg)

0 24 48 72

Extracto Acuoso 100 0.6 £0.24 0.4 £0.40 0.4 £0.40 1.0+ 054

200 08+037 10+031 24+081 1.2+0.58

1000 05+028 2.0+089 1.0+x044 04+0.24

CP 40 02+020 14+0.74 26+0.60* 1.0+0.63

Andlisis de Varianza (ANOVA) con p<0.05 y la prueba de comparaciéon Multiple Newman-Keuls
Datos representados como Promedio + EE;
EE: error estadistico; CP: Ciclofosfamida (testigo positivo)

7.2.2 Evaluacion Genotdéxica del Extracto Acuoso Mediante el Ensayo

Cometa

El ensayo cometa alcalino, es un ensayo molecular sensible, para medir el
dafio al ADN de cadena doble y/o sencilla a nivel de genoma en células
eucariotas. Este ensayo detecta sitios alcali-labiles, los cuales indican puntos de
reparacion incompleta del ADN y cambios en las conformaciones cromosémicas
estructurales.?® Esta técnica se basa en que el ADN fragmentado adquiere una
carga neta que le permite migrar hacia el dnodo de un campo eléctrico y
dependiendo del tamafio de los fragmentos sus velocidades seran diferentes, de
esta manera se puede observar los nucleos no dafiados como un circulo brillante,

mientras que las células dafiadas forman la figura de un cometa. 2°
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Los resultados de los tratamientos con el extracto acuoso de A. mexicana
subsp mexicana en ratones CD1 administrados IP muestran que a dosis de 100 y
200 mg/Kg (PC) hay un efecto genotéxico evidenciado por el incremento en el
promedio de la frecuencia de nudcleos con relacién al tiempo 0. En dosis de 1000
mg/Kg (PC) se observa una disminucién de células con cometa con respecto al

tiempo O.

De acuerdo al andlisis estadistico a las 24, 48 y 72 h después de la
administracion del extracto no hay un efecto genotéxico en dosis de 10 y 1000
mg/Kg (PC) con respecto al tiempo 0, sin embargo en dosis de 100 y 200 mg/Kg
es evidente el efecto genotéxico al haber diferencias estadisticamente

significativas con respecto al tiempo 0 (P<0.001). Cuadro VII.6

Cuadro VII.6 Frecuencia promedio de nucleos con cometa (%) en sangre periférica
de ratébn CD1 previa administracion intraperitoneal a diferentes dosis

del extracto acuoso de A. mexicana subsp mexicana

Tratamiento Dosis Tiempo de muestreo (h)
(mg/Kg)
0 24 48 72

Sin Tx - 2+ 0.50 1+0.00 2+0.00 2+0.00
Extracto Acuoso 100 3+1.10 8 + 0.00* 14 + 0.60* 18 + 0.37*
200 3+1.20 12 +1.60* 24 + 3.0* 21 +1.12*

1000 4 +0.10 9+1.0 11+ 3.6 9+1.10
CP 40 4 +0.53 27 +2.83* 35+ 2.08* 22 +2.46*

Andlisis de Varianza (ANOVA) con p<0.001 y la prueba de comparacion Multiple Newman-Keuls
Datos representados como Promedio + EE;
EE: error estadistico; CP: Ciclofosfamida (testigo positivo)

La sensibilidad del ensayo con microgeles se puede optimizar modificando

los tiempos de des enrollamiento del ADN y de la electroforesis. Las condiciones
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para aumentar la sensibilidad en este ensayo pueden variar dependiendo del

compuesto de prueba y las células usadas.

La longitud de la cauda del cometa ha sido sugerida para la evaluacién del
dafio al ADN, se ha demostrado que este pardmetro es mas sensible y puede
proporcionar informacion adicional que ayuda a definir una respuesta positiva
cuando la genotoxicidad del compuesto es desconocida. La longitud en la
migracion del ADN es repetible y no depende del procesamiento de la imagen que

pueda variar con el tipo de sistema utilizado. %

El Cuadro VII.7 muestra los resultados de la longitud promedio (um) de
células con cometa (fragmentacién) en la evaluacidn genotdéxica del extracto
acuoso en el ensayo cometa alcalino a diferentes dosis y a diferentes tiempos de

muestreo.

Estos resultados indican que en todas las dosis hay un incremento
significativo (P<0.001) con respecto al Grupo donde no fue administrado ningun
tratamiento en cuanto a la fragmentacion de células con cometa, este incremento
es conforme se aumenta la dosis administrada, siendo mayor la fragmentacion a
dosis de 1000mg/kg (PC).
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Cuadro VII.7 Longitud promedio de la cauda del cometa (um) de células de sangre

periférica de raton CD1 previa administracion del extracto acuoso de

A. mexicana subsp mexicana

Tratamiento Dosis Tiempo de muestreo (h)
(mg/Kg)
0 24 48 72
Sin Tx - 13.25+1.2 11.80+0.96 13.01+0.96 10.24+1.81
Extracto Acuoso 100 11.72+0.8 27.68+2.80* 37.50+2.87* 35.26%5.4*
200 13.85+0.7 30.58+2.74* 36.36+3.23* 37.70%4.3*
1000 13.18+0.1 30.71+.2.4* 42.31+3.33* 61.50+5.24*
CP 40 13.76+0.9 31.39+1.67* 49.23+4.27* 36.20+3.64*

Andlisis de Varianza (ANOVA) con p<0.001 y la prueba de comparacion Multiple Newman-Keuls

Datos representados como Promedio * EE;
EE: error estadistico; CP: Ciclofosfamida (testigo positivo)
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7.2.3 Evaluacion Genotdoxica de la Tilianina Mediante el

Micronucleos.

La evaluacion genotdxica de la tilianina aislada del extracto metandlico de
A. mexicana subsp mexicana mediante el ensayo con micronucleos (Cuadro VII.8)
indica que no hay efecto genotoxico de la tilianina administrada via IP a ratones

CD1, al no haber diferencias estadisticamente significativas en EPC-MN/1000

eritrocitos con respecto al grupo control (P<0.05).

Cuadro VII.8 Frecuencia de eritrocitos EPC-MN en 1000 EPC en sangre periférica

de raton CD1 previa administracion de la tilianina aislada de A.

mexicana subsp mexicana

Ensayo con

Tratamiento Dosis Tiempo de muestreo (h)
(mg/kg)
0 24 48 72

Vehiculo - 0.8+058 0.2+020 06+0.24 0.8+0.37
Tilianina 20 02+0.20 06024 06+0.24 04%0.24
80 0.6+040 08x+037 08+058 14+0.24

360 0.8+037 12+0.73 10+031 0.8=%0.37

CP 40 02+020 14+074 26+0.60* 1.0+0.63

Andlisis de Varianza (ANOVA) con p<0.05 y la prueba de comparacion Multiple Newman-Keuls
Datos representados como Promedio * EE;
EE: error estadistico; CP: Ciclofosfamida (testigo positivo); Vehiculo (DMSO 5%+Tween 1%)
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7.2.4 Evaluacion Genotoxica de la Tilianina Mediante el Ensayo Cometa.

Los resultados de la evaluacién genotéxica de la tilianina mediante el

ensayo cometa alcalino, indican que es genotéxica a todas las dosis administradas

evidenciado al haber un incremento significativo (P<0.001) en la frecuencia de

células con dafio con respecto al grupo de ratones a los que no se administro

ningun tratamiento (Cuadro VII.9). Nuestros resultados indican que a dosis de 20 y

80 mg/Kg (PC) de la tilianina es mayor el dafio que a dosis de 320 mg/Kg (PC).

Cuadro VII.9 Frecuencia de células con cometa (%) de la tilianina aislada de

A. mexicana subsp mexicana

Tratamiento Dosis

Tiempo de muestreo (h)

(mg/kg)
0 24 48 72

Control - 2+0.5 2+0.0 2 +0.0 2+ 0.0
Tilianina 20 3+05 12 + 0.8* 46 *+ 3.4* 19 +4.3*
80 4+05 24 +1.2* 36 + 3.0* 28+2.7*
320 4+1.0 23 +£1.9* 36 £ 2.5* 26 +£2.4*
CP 40 4+05 27+ 2.8* 35+2.1* 22 +2.5*

Vehiculo - 3+0.0 3+0.7 4+0.3 3+0.3

Andlisis de Varianza (ANOVA) con p<0.001 y la prueba de comparacion Multiple Newman-Keuls

Datos representados como Promedio * EE;

EE: error estadistico; CP: Ciclofosfamida (testigo positivo); Vehiculo (DMSO 5%-+Tween 1%)
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De acuerdo a la longitud promedio de células con dafo, los resultados

indican un aumento estadisticamente significativo (P<0.001) en las caudas de los

cometas (fragmentacién del ADN) en todas las dosis administradas de la tilianina

en todos los tiempos de muestreo, los resultados se muestran en el Cuadro VII.10

Cuadro VII.10 Longitud promedio de la cauda del cometa (um) de células de

sangre previa administracion de la tilianina aislada de A. mexicana

subsp mexicana

Tratamiento Dosis

Tiempo de muestreo (h)

(mg/Kg)

0 24 48 72
Sin TX - 13.25+#1.2 11.80+0.96  13.01+0.96 10.24+1.81
Tilianina 20  11.80+0.0 24.85+2.36* 34.56+1.77*  39.96+1.22*
80  12.03+1.8 33.84#0.65* 35.52+0.48*  37.68+1.90*
320 12.97+#0.2 28.63+1.4*  34.08+1.00*  43.68+2.31*
CP 40  13.76+0.9 31.39+1.67* 49.23+4.27*  36.20+3.64*
Vehiculo - 11.5240.9 13.43+1.31  10.57+1.98 11.97+1.67

Andlisis de Varianza (ANOVA) con p<0.001 y la prueba de comparacion Multiple Newman-Keuls

Datos representados como Promedio + EE;

EE: error estadistico; CP: Ciclofosfamida (testigo positivo); Vehiculo (DMSO 5%-+Tween 1%)
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Los resultados obtenidos indican que el ensayo cometa alcalino es mas
sensible en la deteccion del dafio al ADN causado por el Extracto Acuoso y la
tilianina, la razén de esto puede ser atribuida en parte por el tipo de dafio que

causan estos compuestos.

El ensayo cometa requiere de la fragmentacion del ADN causado por un
agente mutageno para tomar la forma de un cometa, por el contrario, el ensayo
con micronucleos no solo involucra diferentes mecanismos que resultan en un
dafio al ADN, también involucra diferentes tipos de células. El ensayo con
micronucleos detecta dafio a los precursores de eritrocitos en medula ésea,

mientras que el ensayo cometa alcalino incluye solamente linfocitos maduros.

Los micronucleos son fragmentos de cromosomas que no fueron incorporados
hacia algunos de los polos de las células hijas por lo que estos permanecen en las

células afectadas. 2°

La evaluacion de la induccion de MN en eritrocitos de sangre periférica,
aunque no es tan sensible como el ensayo cometa alcalino, puede indicar dafio

genotoxico muy alto.

Da Silva explica la baja genotoxicidad de los flavonoides debido a que estos
se encuentran en su forma natural como glicosidos y es probable que estos no
sean directamente absorbidos. Por lo tanto su absorcién depende de la accion de

las glicosidasas digestivas. 2’

Aunado a lo anterior, en los metabolitos secundarios presentes en la dieta
hay que considerar su metabolismo. Por ejemplo, la ausencia de genotoxicidad de
la quercetina a dosis bajas después de su administracion sugiere que esta es
rapidamente metabolizada. Esta hipétesis, la cual esta de acuerdo con los datos
de algunos autores, se basa en que después de ingerir quercetina en un breve

periodo de tiempo, las concentraciones plasmaticas vuelven a sus niveles basales.
31
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Sin embargo los aglicones de flavonoides pueden resultar bioldgicamente
activos sin importar el residuo de azlcar que acompafa a los glicosidos. Por
ejemplo, el dafo al ADN inducido por la quercetina a dosis altas puede ocurrir por
mas de un mecanismo. Diversos estudios han demostrado la genotoxicidad de
esta flavona en varios ensayos a corto plazo sin embargo no hay resultados

consistentes en relacion a su carcinogénesis. 32 33

Sahu y Gray (1996) explican que la genotoxicidad de la quercetina es el
resultado de la produccion de especies reactivas de oxigeno por ciclo redox. La
qguercetina y otros compuestos polifenélicos dan lugar al anién superéxido por
auto-oxidacion, que a su vez conduce a la formacién de H202 y subsecuentemente
el dafio al ADN. 34 35

De esta forma podemos explicar que tanto el extracto acuoso como la
tilianina inducen dafio al ADN solo en la prueba Cometa pero no en la de
microndcleos ademas esta el hecho de que al ser metabolizados en el organismo

el dafio se ve disminuido en los ultimos tiempos de muestreo.
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7.2.5 Viabilidad Celular del Extracto Acuoso

La viabilidad celular del extracto acuoso en sangre periférica de raton CD1
indica que el extracto es citotoxico a las dosis de 100, 200 y 1000 mg/Kg de peso
corporal evidenciado al haber una diferencia significativa (P<0.001) con respecto
al grupo que no se administrd tratamiento. Los resultados se muestran en el
Cuadro VII.11.

Cuadro VII.11 Andlisis de viabilidad celular en sangre periférica de raton CD1 del

extracto acuoso de A. mexicana subsp mexicana

Tratamiento Dosis Tiempo de muestreo (h)
(mg/Kg)
24 48 72
Sin Tx - 96.00+1.00 96.50+0.55 97.50+0.50
CP 40 86.66+0.88* 90.00+0.57* 96.00+0.57
Extracto Acuoso 100 84.33+1.20* 89.33+1.20* 96.33+0.66
200 86.00+1.15* 89.66+0.88* 96.33+0.66
1000 88.60+0.88* 89.00+0.57* 96.33+0.33

Andlisis de Varianza (ANOVA) con p<0.001 y la prueba de comparacion Multiple Newman-Keuls

Datos representados como Promedio * EE;

EE: error estadistico; CP: Ciclofosfamida (testigo positivo)
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7.2.6 Viabilidad Celular de la Tilianina

Los resultados en el ensayo de viabilidad con azul de tripano indican que el

la tilianina administrada a diferentes dosis es citotdxica al haber una diferencia

significativa (P<0.001) con respecto al grupo donde no se administré ningln

tratamiento como se observa en el Cuadro VIl.11

Cuadro VII.12 Andlisis de viabilidad celular en sangre periférica de raton CD1 de la

tilianina aislada de A. mexicana subsp mexicana

Tratamiento Dosis Tiempo de muestreo (h)
(mg/Kg)
24 48 72

Control - 96.00+1.00 96.50+0.55 97.50+0.50
Vehiculo - 87.66+1.20 90.66+0.66 97.33+0.33
CP 40 86.66+0.88* 90.00+0.57* 96.00+0.57
Tilianina 20 82.00+1.58* 89.00+0.44* 97.60+1.40
80 84.60+1.20* 90.20+0.37* 96.00+0.31

320 85.40+0.74* 91.00+0.33* 96.66%0.50

Andlisis de Varianza (ANOVA) con p<0.001 y la prueba de comparacion Multiple Newman-Keuls

Datos representados como Promedio + EE;

EE: error estadistico; CP: Ciclofosfamida (testigo positivo); Vehiculo (DMSO 5%-+Tween 1%)
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Estos datos indican que hay un efecto en la viabilidad celular del extracto
acuoso y de la tilianina en sangre periférica de ratones CD1 al haber una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control, sin
embargo, el porcentaje de células vivas es muy alto para poder considerar ambos

compuestos citotoxicos.

Esto concuerda con el estudio realizado en 2009 por nuestro grupo de
trabajo donde se report6 la baja citotoxicidad de la tilianina y el (2-acetil)-7-O-B-D-
glucopiranésido de la acacetina en diferentes lineas de cancer humano y su poca
probabilidad de ser utilizados como agentes citotoxicos. La tilianina mostré a una
dosis de 50 uM una inhibicion de proliferacién de 56.17 % y 64.71 % para las
lineas de sistema nervioso central (U-251) y prostata (PC-3) respectivamente. Por
otro lado, el (2-acetil)-7-O-B-D-glucopiranésido de la acacetina mostré un
decremento notable en sus propiedades citotdxicas, observdndose como el mayor
valor de inhibicidn solamente 39.24 % en la linea de préstata.

A pesar de que estos resultados son de pruebas in vitro, no deja de llamar
la atencidn que la presencia de un solo residuo de acetato en la posicion 2 de la
glucosa en el (2-acetil)-7-O-p-D-glucopiranosido de la acacetina, en contraste con
la tilianina, es determinante para que el derivado acetilado disminuya su inhibicion
de proliferacion de la lineas de cancer humano ensayadas comparada con la
tilianina. 4

Adicionalmente se realizé la evaluacion de la inhibicién de la proliferacion
celular del extracto acuoso de A. mexicana subsp mexicana mediante el método
de sulforrodamina B utilizando como farmaco de referencia el cisplatino en

diferentes células de cancer humano.

De acuerdo a los resultados que se muestran en el Cuadro VII.13, el
extracto acuoso manifiesta una mayor capacidad citotoxica en las lineas celulares
de cancer humano HCT-15 y MCF-7, con un porcentaje de inhibicion de

proliferacion de 51.1% y 36.0% respectivamente, sin embargo no es lo
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suficientemente citotoxico para poder ser utilizado como un posible agente

anticanceroso.

Cuadro VII.13 Porcentaje de inhibicion de la proliferaciéon celular del extracto

acuoso de Agastache mexicana subsp mexicana a una

concentracion de 50 ug/mL en DMSO

U251 PC-3 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

Extracto 10.79 6.52 51.1 36.0 15.27
acuoso

U251= glia de SNC, PC-3= préstata, HCT-15= colon, MCF-7= mama, SKLU-1=
adenocarcinoma de pulmon.
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VIIl. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

A partir del extracto de metanol de la especie A. mexicana subsp mexicana
se logréo el aislamiento de las flavonas 7-O-B-D glucopiranésido de

acacetina (tilianina) y el 7-O-B-D-(2-acetil) glucopirandsido de acacetina.

La identificacion estructural de ambas flavonas se logré6 mediante la
comparacion de sus datos fisicos y espectroscépicos con los informados en

la literatura.
Se logré la obtencion del Extracto Acuoso liofilizado.

Mediante CLAR se determiné la presencia del 7-O--D glucopirandsido de
la acacetina (tilianina) y el 7-O-B-D-(2-acetil) glucopirandsido de la

acacetina en el extracto acuoso de la especie A. mexicana subsp mexicana.

De acuerdo a los objetivos se realizé la evaluacién genotodxica y citotoxica in
vivo mediante el ensayo cometa alcalino y el ensayo con micronucleos del
extracto acuoso asi como del 7-O-B-D glucopirandsido de la acacetina

(tilianina).

El ensayo cometa indica que tanto el extracto acuoso como el 7-O--D
glucopiranésido de la acacetina (tilianina) son genotoéxicos al inducir dafio al
ADN observado por la frecuencia de células con cometa y la longitud de sus

caudas.

Los resultados en el ensayo con micronucleos muestran que tanto el
extracto acuoso como el 7-O-B-D glucopirandsido de acacetina (tilianina)
no causan dafo a nivel cromosomico a las dosis evaluadas en los

diferentes tiempos de muestreo.
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¢ La viabilidad en sangre periférica de raton CD1 administrados IP a
diferentes dosis con el extracto acuoso y el 7-O-B-D glucopiranésido de
acacetina (tilianina) muestra una disminucion significativa hasta ocasionar

muerte celular.

¢ La evaluacion de la inhibicion de la proliferacion celular del extracto acuoso
de A. mexicana subsp mexicana mostré una mayor capacidad citotoxica en

las lineas celulares de cancer humano HCT-15 y MCF-7.

¢ Los resultados obtenidos confirman la hipotesis planteada al demostrar que
el 7-O-B-D glucopirandsido de la acacetina (tilianina), aislada de A.
mexicana subsp mexicana asi como el extracto acuoso no presentan
actividades citotoxicas y genotoxicas, dichos resultados nos hacen suponer
que existe un mecanismo de reparacion de dafio oxidativo en el ADN por lo
tanto el dafio es reversible.
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XIll.  ANEXO

Espectrol. IR de la Tilianina
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Espectro 2. RMN-'H de la Tilianina.
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Espectro 3. IR del (2-acetil)- 7-O-p-D-glucopiranésido de la acacetina.
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Espectro 4. RMN-H del (2-acetil)- 7-O-B-D-glucopirandsido de la acacetina.
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Cromatograma 1. CLAR del Extracto Acuoso.
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Cromatograma 3. CLAR del (2-acetil)-7-O-pB-D-glucopiranésido de la

acacetina
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