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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion es probar la hipbtesis de que la
accion anticancerigeno del cuachalalate se ejerce a través de la induccion de
apoptosis. Para tal fin se eligi6 la técnica de electroforesis unicelular en gel de
agarosa (ensayo cometa) ya que esie ensayo de genoloxicidad evalia la
utilizaron ratones machos de la cepa CD1 que se distribuyeron en cuatro lotes
de cinco animales cada uno. Al primer lote, se administré via intraperitoneal
500 mg/Kg de pertxido de hidrbgeno como sustancia inductora de dafio al ADN
y causante del efecto apopibtico; el segundo lote recibid la misma dosis de
peroxido de hidrégeno pero fue administrado a los 30 minutos posteriores con
un exiracto hexanico de cuachalalate via oral a dosis de 1000 mg/Kg. Se cont6
ademas con un testigo negalivo que recibi6 el vehiculo del exdracio (aceite de
maiz) y por Gltimo el lote cuatro que recibié sélo el extracto de cuachalalate. A
las 24 horas se tomé una muesira de sangre periférica de la cola de cada
animal para la realizacion del ensayo de electroforesis unicelular en gel de
agarosa; el cual consistié en preparar una suspension celular en agarosa de
bajo punto de fusién y colocaria en portacbjetos esmerilados previamente
embebidos en agarosa normal. Estas preparaciones se sumergieron en
solucion de kisis ( Tris, NaOH, DMSO, Triton x-100) durante 24 horas término
en el cual se dejaron en reposo durante 20 min. (unwinding) en la solucion de
electroforesis para posteriomente la realizacion de ésta bajo las siguientes
condiciones 25 min., 25 V y 300 mA. Después de la neulralizacion las muestras
se tifieron con bromuro de etidio. El dafio al ADN se evalué en 130 células por
cada raton midiendo el didmetro celular y la longitud del cometa. Ademas se
determiné fa viabilidad celular con azul de Tripan de cada una de las
preparaciones.

Los resultados de fa viabilidad mostraron que no hubo diferencia
estadistica significativa entre los lotes con respecto al control negativo, con
excepcion del lote de animales que recibieron la combinacion de sustancias, ya
que la viabilidad resulté ser menor. Dicho efecto indica que existe un efecto
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sinérgico citotoxico entre el peroxido de hidrégeno y el extractode cuachalalate.
En relacién al efecto de inhibicion del dafo al ADN inducido por el peroxido de
hidrégeno, el extracto de cuachalalate mostré una ligera accién antigenotixica
(14.3%) debido quiza a que el daio producido por el peréxido fue muy leve.
Ademas se observd que sélo en el grupo tratado con la combinacion se
presentaron cometas de tipo apoptdtico, que aunque estuvieron en porcentaje
muy bajo (2.3%) hacen que no se descarle la posibiidad de que este
mecanismo esie implicado en la accién anticancerigena del cuachalalate.



CAPITULO | INTRODUCCION

1.1 HERBOLARIA

Desde la mas remota antigliedad, los hombres han utilizado las plantas
como remedio para sus dolencias. Todas las civilizaciones se han valido de
ellas para aliviar el sufrimiento y, en muchos casos, para curar enfermedades.

La herbolaria, como se conoce a la practica terapéutica que utiliza
plantas medicinales tiene gran arraigo en nuestro pals. Las plantas medicinales
constituyen un recurso muy conocido y accesible para grandes poblaciones. La
Organizacién Mundial de la Salud ha reconocido el valor de esta practica
terapéutica y otorga gran importancia para la salud publica ( Betancourt, 2001).

La antigua fitoterapia, renovada por la ciencia modema, conserva, hoy
como ayer, su poder curativo, sobre todo en afecciones crénicas, en
enfermedades degenerativas y en numerosas enfermedades metabdlicas
provocadas por el estilo de vida que nos impone la sociedad moderna.

Dentro de una planta pueden coexistir varios principios activos que
pueden tener accion distinta a la que tendrian de manera separada. Entre estos
componentes existen interacciones que producen potenciacién o antagonismo,
que da como resultado una accién conjunta.

Las moléculas que guardan estos principios activos al entrar en contacto
con otras moléculas de un organismo, mediante el desplazamiento de iones
energéticos, producen reacciones en su comportamiento quimico, lo que
consiste en una reaccién bioquimica a nivel subatémico y microcelular pero con
efectos para todo el metabolismo.

En efecto: los alcaloides, los gluctsidos y otras biomoléculas actian
sobre las grandes funciones del organismo: la circulacién, la respiracion, efc., o
bien, sobre el sistema nervioso y su accion en general en todo el organismo.



Ademas de sus biomoléculas y compuestos energéticos, las plantas
contienen sales minerales que también ejercen una accién energética, y mas
activa que si se emplearan las mismas sales obtenidas por procedimientos
quimicos.

Esa diferente accibn, se debe a que los iones de esas sales se
encuentran en la planta viva en estados coloidales, con consistencia gelatinosa
y cargas eléctricas que provocan equilibrios faciimente disociables, que al ser
introducidos en otro organismo reaccionan de una manera semejante a la de
los fermentos, es decir, no s6lo por accion quimica sino bioldgica, son
"moléculas vivas” (Fitoterapia, 2001).

Por otro lado, algunos de las especies vegetales se han utilizado en el
tratamiento del cancer por que algunas producen sustancias antimitoticas
capaces de detener el crecimiento de tumores malignos. Entre las plantas
capaces de detener un efecto anticancerigeno estan: la zanahoria, ya que
tienen una cantidad elevada de caroteno, este es un antioxidante ya que es un
precursor de la vitamina A, es capaz de ayudar en la inmunidad celular , lo cual
hace a las células mas resistentes a la formaciéon de tumores, ademas es un
agente anti-radicales libres siendo (til en el tratamiento de diferentes tipos de
canceres, otra propiedad es la de protector del organismo del dafo producido
por rayos ultravioleta.

Otra planta es el ajo, cuyo principio activo es la alicina, y
secundariamente contiene vitamina A, la cual ayuda a la prevencion del cancer
de estébmago; la cebolla, colabora a prevenir el cancer del intestino, ya que
regula la flora intestinal y evita los procesos de putrefaccion. La col, la cual
contiene caroteno que es preventivo del cancer, la equinacea posee
propiedades inmunoestimulantes aumentando las defensas inespecificas y
activando la produccién de leucocitos (Plantas que curan, 2000 ).

El valor de las plantas medicinales estd dada por sus componentes
quimicos, generalmente sus metabolitos secundarios que producen diversos



efectos fisiolégicos. Los remedios a base de plantas medicinales presentan una
ventaja extra con respecto a los tratamientos quimicos. Los principios activos
en las plantas se encuentran equilibrados bioldgicamente por la presencia de
sustancias complementarias, que en forma general, no se acumulan en el
organismo, y los efectos secundarios son limitados ( Plantas que curan, 2000).

Actualmente sabemos con exactitud la composicion de algunas plantas
de modo que podemos utilizarlas de manera racional. Sin embargo, solo se ha
estudiado el 5%. Un ejemplo de ellas son: el ginseng que es un estimulante del
sistema nerviosos central (SNC) tiene accion antiestrés, tonico cardiaco; la
manzanilla, esta tiene accién analgésica; la valeriana, tiene accién
tranquilizante e hipnética; el jengibre, que es un antiulceroso, estimulante de la
digestion, por mencionar algunas. El conocimiento de las sustancias activas de
las plantas y el resultado que proporcionan a la investigacion farmacéutica y
clinica pemmiten deducir sus aplicaciones medicinales.

Las propiedades de las plantas no solo son curativas sino que una de las
grandes virtudes que poseen es la capacidad de regular los procesos vitales y
prevenir enfermedades. El buen uso de las plantas medicinales dentro de un
conjunto de habitos de vida sana, puede evitar que las debilidades de nuestro
organismo y la predisposicidbn a padecer ciertas dolencias evolucionen hasta
convertirse en enfermedades declaradas (Herbolaria, 2002).



1.2 CUACHALALATE

En México Amphipterygium adstringens es conocida como:
cuachalalate, cuachalala, chalate. EI nombre de cuachalalate proviene del
ndhuatl cuachalalat que significa arbol de la chachalaca que hace referencia a
la chalalaca, un ave de nombre cientifico Ortalis poliocephala ( Alvarez, 1998 ).

Amphipterygium adstringens es un arbol didico de aproximadamente 5-
10 metros de altura y 40 cm de diametro, con el tronco torcido, de corteza color
moreno grisaceo o gris plomizo con grandes escamas, con hojas expuestas,
oblongas u oblongo-lanceladas de 6 a 15 cm, agrupadas en las puntas de las
ramas en un nimero de 3 a 5, en el haz son de color verde opaco y en el envés
verde grisdceo Este arbol se localiza en el Pacifico desde Nayarit hasta
Oaxaca y Puebla, Morelos y el Estado de México. (Martinez, 1991).

Del arbol del cuachalalate se utiliza principalmente la corteza, se realizan
infusiones acuosas 0 metandlicas principaimente. La gente le atribuye un gran
nimero de propiedades curativas desde la época prehispanica como son: el
tratamiento de Ulceras, dolor de muelas, inflamacion de rifidn, granos, varices,
ulceras varicosas, calentura, paludismo, caida de ovarios y matriz, tiene efecto
analgésico contra el dolor de espalda, cabeza, cintura y ademas es
antidiabético ( Betancourt, 2001). Pero, no fue sino hasta la década de los
aflos 60 que se inician las investigaciones formales sobre sus efectos
terapéuticos.

En 1962 Gonzélez y col. estudiaron la posible accién antitumoral del
cuachalalate al someter a ratones con adenocarcinoma mamarnio a
tratamientos con extractos metanélicos, donde se encontré la inhibicion del
adenocarcinoma hasta en un 90 %.



En 1999 Olivera y col. prueban el efecto antiinflamatorio al usar el acido
«-hidroximasticadienénico en diferentes modelos. El valor maximo del efecto
se encuentra 3 hrs después de la administracion de 10 mg/Kg al registrarse un
93% de inhibicién de edema gastrico.

En 2001 Femandez y Navarrete evalian la accidon cicatrizante de la
corteza, donde observa una recuperacion del tejido de un 80% de tal manera
que el cuachalalate puede utilizarse con fines estéticos pues no deja cicatriz en
el tejido, aun cuando no se aumenta la cicatrizacion.

Estudios realizados por Navarrete en 1982 permitieron el aislamiento y
caracterizacion de dos principales activos: el 4cido  3a-
dihidroximasticadienoénico y el acido masticadienonico. La investigacion
consisti6 en realizar extracciones con hexano y acetona a reflujo, a los
productos obtenidos se les realizaron cromatografia y su identificacion fue por
medio de resonancia magnética nuclear, infrarrojo y espectrometria de masas.

Con estos descubrimientos se han realizado investigaciones
sobre la fitoquimica de la planta, donde se han identificado el 3a y 3-epi-
masticadienonico, isomasticadienonico y epi-oleanolico, compuestos fendlicos,
acido 6-heptadecilsalicilico, 6-nonadecilsalicilico y 6-penadecilsalicilico; y el
esterol pB-sitosterol. Ademas se han aislado los friterpenos: acido
instiopolindsico(Dominguez y col.,1983), aleandlico, masticadientnico, 3a
masticadienonico ademas de una mezcla de acidos anacardicos ( Navarrete,
1982). Figura 1. En las hojas se han identificado el acido cuachalaldlico.
Ademas de fenoles de cadena larga descubiertos por Mata y col, en 1991.
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Figura 1. Estructuras quimicas de los compuestos de Amphiptherygium
adstringens (Rosas, 2000).



Los componentes principales de la corteza son el 4acido
masticadienonico y en segundo término el acido a -hidroximasticadienoénico,
cabe mencionar, que la cantidad de los compuestos depende del sexo de la
planta presentandose una mayor proporcion en plantas femeninas que en las
masculinas, asi mismo estos compuestos dependen de la época del afio en
que se cosecha habiendo una mayor concentracion de acido masticadienonico
en el mes de febrero y acido a -hidroximasticadienénico se presenta en
mayor concentracion en noviembre mientras que la mezcla de estos acidos
tiene su mejor cantidad en el mes de febrero ( Olivera y col., 1999 ).

Los triterpenoides son compuestos (ésteres libres, gluctsidos) formados
por la unién de 6 unidades de isopropeno. Los triterpenoides naturales tienen
30 atomos de carbono y una estructura que deriva de las 6 unidades de
isopropeno.

Los triterpenos de Amphipterygium adstringens son tetraciclicos los
cuales se dividen en subgrupos segin las variaciones de su esqueleto de los
principales podemos mencionar los siguientes: Damarano-Eufano, Escualeno,
Fusidano-Lanostano ( Barton y Seoane, 1956). Figura 2

El efecto anticancerigeno del cuachalalate se le atribuye a una saponina
del tipo esteroidal denominada sarsagenina. Gonzalez y colaboradores en
1962 encontraron a dicha saponina en la corteza del cuachalalate, sugiriendo el
efecto anticarcinégeno, sin embargo, en la actualidad se ha demostrado que
hay un efror en la identificacion donde se descubrid que se confunde a la
saponina con un triterpeno (Olivera y col., 1999).



Escualeno
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Damorano-cuTano Fusidano-Lanostanc
Lupano Oleanano
Ursano Hopano
Serratano

Figura 2. Estructuras bésicas de los triterpenos (Rosas, 2000 ).
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Al estar presentes como componentes mayoritarios en los extractos de
cuachalalate , los acidos masticos son algunos de los principales candidatos
para estudiar como las sustancias anticancerigenas presentes en la corteza del
cuachalalate.

Estos hallazgos fueron el motivo por el cual nuestro laboratorio realizé
el primer protocolo para evaluar la accién antigenotéxica del cuachalalate en
contra del dafio citogenético producido por un agente alquilante del ADN como
lo es la ifosfamida (IFF) (Martinez y Flores, 2003). En dicho estudio se
utilizaron ratones que fueron tratados con ifosfamida a dosis de 50 mg/Kg y
posteriormente recibieron por via oral el extracto de cuachalalate a las dosis de
500, 1000 y 1500 mg/Kg. Se conté ademas con los lotes control del mutageno
y del extracto solo. Se tomaron muestras de sangre de la cola de cada uno de
los ratones a las 0, 24, 48 y 72 hrs después de la administracion y se realizaron
los frotis y se determinaron la frecuencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCM) de un total de 1000 EPC. El nimero de micronticleos
(MN) inducidos por la ifosfamida se consider6 como el 100% de
clastogenicidad, partiendo de este hecho, se determiné que el extracto produjo
una inhibicion de MN hasta un 90% con la dosis mas alta indicando con esto
una accién genoprotectora. Por ofro lado, la citotoxicidad que fue evaluada con
el indice de EPC por 1000 eritrocitos, mostré un efecto no citotoxico; pero en
combinacion con el mutageno se presenta un efecto sinérgico que se refleja en
el hecho que la citotoxicidad es mayor que la observada con la ifosfamida sola.

De aqui surgen tres hipédtesis para la explicacion de este efecto:

% La primera es que el, extracto induzca una reparacién, y por
tanto, la célula ocupa tiempo en repararse y el proceso de
division celular se ve retrasado y por eso se observan pocas
células micronucieadas y disminuyen los EPC.

% La segunda, puede ser que el extracto actie sobre la
biotransformacion de la ifosfamida, haciendo mas rapida su
farmacocinética, asi que los metabolitos que son la forma activa
del farmaco actuarian de forma més rdpida produciendo un



efecto citotoéxico mas rapido y pasajero, esto explicaria por que el
nimero de microniicleos estd disminuido ya que al pasar
rapidamente no alcanza a dafiar a la célula, pero no explicaria la
disminucién de EPC.

La tercera es que exista un mecanismo por el cual, el

cuachalalate induzca a las células dafiadas a una muerte celular
programada o apoptosis.
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1.3 ANTECEDENTES Y DEFINICION DE APOPTOSIS

La apoptosis es un proceso intrinseco que conduce al “suicidio™ celular,
manteniendo la homeostasis tisular, eliminando células dafiadas a través de
un conjunto de modificaciones morfoldgicas y quimicas bien definidas (Lodish y
Berk, 2001)

La apoptosis es un fenémeno bioldgico fundamental, permanente,
dindmico e interactivo, cuya funcion es necesaria para evitar la sobre
produccion celular. Es un proceso ordenado y “silencioso’que no produce
reaccion tisular y por ello dificil de captar (Tamayo, 1997).

La apoptosis puede estar frenada, en equilibrio o estimulada. Por
ejemplo, esta frenada durante el desamollo de espermatogonias, en los
pliegues intestinales, durante la lactancia en el periodo preparatorio cuando el
tejido mamario aumenta la masa muscular. Esta estimulada cuando existen
células envejecidas, mutadas, neoplasicas 0 no neoplasicas, alteradas por
téxicos y las que estan en procesos de metamorfosis o atresia (Yun-Bol y,col.
1997).

En la apoptosis el proceso afecta a determinadas células, no
necesariamente contiguas y no a todas en un drea tisular. La membrana celular
no se destruye, lo que impide el escape al espacio extracelular de su
contenido, resultando un proceso silencioso, sin inflamaciéon. En el citoplasma
se produce granulacién fina, con conservacion de algunos organelos, en
especial las mitocondrias que tienen un papel interactivo importante.

A nivel celular la cromatina se condensa agrupada en varios sectores
formando cuerpos apoptéticos. La membrana celular se recoge sobre las
eminencias globulifoomes que forman los elementos deteriorados del
citoplasma y nlicleo. Finalmente, los fagocitos captan a la célula en su totalidad
impidiendo que se produzca alarma en el resto del tejido (Olive, 1995)
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La apoptosis es una forma de muerte celular programada, en la que el
nucleo sufre condensacion y fragmentacion, la membrana plasmatica muestra
vesiculacion y gemacion y la célula muerta es fagocitada sin liberar su
contenido, esto contrasta con la necrosis, en que las membrana nuclear y
plasmdtica se rompen y liberan su contenido celular, siendo esto responsable
de una reaccion inflamatoria local ( Abbas, 2000 ).Figura 3 y 4
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Figura 3 Esquema de la cascada de apoptosis (Apoptosis, 2003 )

Los disparadores de la muerte celular programada pueden ser diferentes sustancias que
atacan a las células produciendo dos mecanismos de defensa: si la membrana celular se
hincha y sufre rompimiento desencadena una serie de procesos moleculares que dan
origen a las necrosis; en cambio si la membrana queda intacta se activa la cascada de
caspasas produciendo el fenémeno de apoptosis.
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Figura 4. Esquema de la diferencia entre apoptosis y necrosis. ( Abbas, 2000)
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Dado que la apoptosis actia como oponente de la mitosis, es muy
importante su relacion con el ciclo celular. En el ciclo celular hay cuatro fases:
mitosis (M), fase de control celular (G1), sintesis de ADN (S) y fase de control
(G2). La apoptosis puede iniciarse en el tercio final de G1 para impedir que la
célula dafiada ingrese a la fase de sintesis de manera que las mutaciones no
se produzcan durante la réplica de DNA ingresando asi a la especie y en la
fase de G2 para impedir que las células que no hayan Hegado a la madurez
entren en mitosis.

En el control del ciclo celular tienen un papel muy importante dos grupos
de proteinas, la cdk (cinasas dependientes de ciclinas) s6lo se activan cuando
se unene a ciclinas. Las cidinas A y B se sintetizan por genes especificos
durante la interfase y después son degradadas por enzimas proteoliticas al
finalizar cada mitosis. La sintesis de estos complejos es constante por que son
inestables. De ahi que el nivel de ellos varia de acuerdo al momento evolutivo
de las fases a que estin asignadas. Asi en el avance de la fase G1 a la de
sintesis actia la ciclina D asociada a las kinasas ciclinodependientes 2, 4y 6
(cdk 2, 4, 6). En la segunda mitad de G1 aumenta la presencia de ciclina E con
la kinasa ciclinodependiente 2. En la fase de sintesis actGa la ciclina A cdk 2 y
en la fase G2, Ia cidina B con cdk 2. En la fase G1 se han podido determinar
dos puntos importantes: GO (en la mitad de la fase) donde el ciclo puede
detenerse, la célula bloquea su crecimiento; pero se mantiene metabdlicamente
activa y un punto de restriccion en que se puede detener el ciclo para corregir
defectos celulares ( en especial en su ADN ), lo que si no se consigue induce el
mecanismo de muerte celular. En la fase G2 también existen elementos de
deteccion de inmadurez celular que inducen la apoptosis cuando la célula no
esta capacitada para entrar a mitosis.
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1.3.1Biologia molecular de la Apoptosis

En su modelo mas simple, las etapas de la Apoptosis pueden ser

consideradas como: iniciacién, regulacion genética y mecanismos efectores.

Figura 5
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Continuamente una célula esta expuesta a multiples activadores
opuestos de muerte y supervivencia. A la fecha se conocen algunos de los
eventos moleculares que controlan este balance de sefiales. Se conocen
también multiples activadores de la apoptosis, tales como la supresiéon de
factores de crecimiento ( IL-1 ), dafio al DNA ( radiaciones y, UV, y agentes
genotéxicos en general ), la unidn de ligandos como FasL y el factor de
necrosis tumoral ( TNF ), a sus receptores Fas y TNFR, aplicacion de agentes
quimioterapeuticos, etc. ( Berke, 1995)

Aunque estos factores inician una cascada de eventos que finaliza en
muerte celular por apoptosis, éstos difieren en la duracion de intervalo de
tiempo entre la exposicion al activador y el momento de los primeros signos de
apoptosis o también Hamada fase de activacion. La duracion de esta fase
depende del tipo celular, tipo del activador y condiciones de crecimiento de la
célula (Martin y Green, 1995).

Los diferentes mecanismos de activacion parecen converger en la
activacion de una cascada proteolitica que involucra un grupo de cistein-
proteasas pertenecientes a la gran familia de las caspasas. En otras palabras,
la mayoria de los cambios visibles que caracterizan a la muerte celular
programada son causados principalmente por un grupo de caspasas. (Martin y
Green, 1995).

La activacibn de caspasas origina la ruptura de proteinas celulares tal
como la matriz nuclear, el citoesqueleto, y la polimerasa poli-ADP-ibosa, ya
sea directamente o a través de la activacion de ofras proteasa celulares como
las calpainas o proteosomas (Grim y col., 1996 ). Adicionalmente en esta etapa
del proceso apotdtico el fosfolipido fosfatidiiserina ( PS ) se trasloca hadcia la
cara externa de la membrana celular ( van Engeland y col., 1996 ).
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Se piensa que la simetria lipidica de la membrana plasmatica en células
viables es mantenida por las Hlamadas flipasas, proteinas membranales que
facilitan el traslado de moléculas lipidicas de una cara de la membrana a ofra.
Esta actividad de traslocacién ahora parece ser omnipresente y contribuye
significativamente a la simefria PS en la membrana de tipos celulares
nucieados y anucleados (Hinggins, 1994).

Asi pues, ademas de la actividad de las flipasa que mantienen a la PS
asimétricamente en la cara interna de la membrana las células también poseen
la capacidad de traslocar a la PS a al cara externa de la membrana plasmética.
( Dizz y Schrort, 1996 ).

1.3.2 Métodos de deteccién de apoptosis

El nimero de métodos disefiados para identificar, cuantificar y
caracterizar el fenémeno apopiético también va en aumento, dichos ensayos
pueden medir uno o varios eventos apoptéticos (Wyllie y col., 1998)

< Fragmentacion del DNA en poblaciones o en células individuales, en las
cuales el DNA apoptético se rompe en piezas o partes de diferente
longitud. Ejemplo: ensayo cometa, marca o tincion enzimatica TUNEL.

< Alteraciones en la membrana citoplasmética. Ejemplos: tincién con
anexina V. En las células apoptéticas la fosfatidilserina se trasiada del
lado intracelular a lado extraceiular de la membrana (cambios en la
simetria de la membrana) y por otra parte la pérdida de integridad de la
misma da lugar a cambios en su permeabilidad.

% Actividad de proteasas: Miden la actividad de las caspasas. Ejemplo:
catepsinas.

<+ Cambios en la mitocondria: liberacion del citocromo C y liberacion del
factor inductor de apoptosis (AIF) de la mitocondria, medicion de la
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dimension ATP: ADP, tinciones mitocondriales, cambios en el potencial
membranal.

< Proteccién de proteinas relacionadas con la apoptosis: Ejemplos: anti-
Fas, anti-Bcl-2, anti-b53, entre otros.

Dado que el interés de la presente investigacion es conocer el mecanismo
por el cual el cuachalalate ejerce su accién anticancerigeno, se eligio la técnica
de evaluacién genotéxica como lo es el ensayo de electroforesis unicelular en
gel 0 ensayo cometa ya que es un método que evalia la fragmentacion del
ADN.
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1.4 ENSAYO COMETA

El ensayo de electroforesis unicelular o ensayo cometa es una técnica
rapida, simple y sensible para la medicion y analisis de la ruptura de ADN en
células de mamiferos (Olive y col., 1994 )

Las rupturas de cadena sencilla son cominmente medidas por
proceimientos a pHs altos, elusion y desenrollamiento alcalino asi como la
sedimentacion alcalina. Lo importante es que cuando existe una ruptura de
cadena sencilla puede ser detectada a pHs alcalinos, cuando se utiliza pHs
neutros se pone de manifiesto rupturas de cadena doble originadas por
radiaciones. Las moléculas de ADN de células eucariotas son condensadas de
50-100cm de largo a nicleos de 5-10pm de diametro, las rupturas de cadena
sencilla liberan el enroliamiento e inducen un relajamiento estructural del ADN
que es detectado y medido por el andlisis de las propiedades de sedimentacion
del material genético (McKelvey-Martin y col., 1993; Vrzoc y Petras, 1996 ).

Varios ensayos han sido desamollados para medir rupturas de ADN y
cada una tiene sus particulares ventajas y desventajas. EL ensayo cometa es
una técnica valiosa que permite la deteccion de diferencias intraceiulares en el
dafio de ADN y reparacion en cualquier poblacién celular que pueda ser
obtenida de una suspension unicelular, esto requiere de pequefias cantidades
de células (de 1 a 10000 células) y los resultados pueden ser obtenidos en un
solo dia ( Olive y col.,1994 )

Se ha demostrado que la sensibilidad para detectar el dafo en células
analizadas en el ensayo cometa es comparable a la sensibilidad de ofros
métodos que miden el daito promedio a la poblacion celular (McKelvey-Martin y
col., 1993 ).
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Los investigadores Rydberg y Johanson realizaron la primera
cuantificacion del dafio al ADN en células Onicas, embebidas en agarosa sobre
un portaobjetos y lisado bajo condiciones alcalinas con posterior neutralizacion,
las células fueron teflidas con naranja de acridina y la extension del dafo del
ADN fue cuantificado por la proporcion de una tonalidad verde que indicaba
ADN de cadena doble a una tonalidad roja indicativo de ADN de cadena
sencilla con fluorescencia usando un fotobmetro. En 1984, Ostling y Johanson
perfeccionaron la sensibilidad para detectar dafio en el ADN en células unicas
por el desarrolio de una técnica electroforética en microgel. Las células fueron
embebidas en agarosa sobre un portacbjetos y fueron lisadas por detergentes
y sales a altas concentraciones. También la electroforesis fue realizada bajo
condiciones neutras a 5 Vicm. Los nicleos tefiidos con naranja de acridina
tenian una cauda mas fluorescente que comrespondia al dafio al ADN
provocado por las dosis de rayos X. Ostiing y Johanson detectan que el ADN
que sale del nicleo puede ser detectado en dosis tan bajas como 5 Gy que
ponen de manifiesto mdaﬂocdrmpouﬂerteazowmpnmdoblespor
célula.

La técnica adaptada de electroforesis unicelular es la de Singh y col,
(1998) en Ia cual el procedimiento anterior es modificado para realizar la
electroforesis a pHs altos, de esta manera los sitios alcaliHabiles y los
fragmentos rotos son detectados con la tincion con bromuro de etidio, se
observa que en los nlicleos de células dafiadas la extension del ADN es mayor
y tiene una migracion hacia el anodo. Cada célula dafiada tiene apariencia de
un cometa con una fluorescencia brillante en la cabeza y una cauda en la cual
el largo y la fluorescencia estan relacionadas con las rupturas de ADN inducido
por el agente en prueba. Se puede apreciar que fa cauda consiste de una serie
de fragmentos en un alto orden estructural. Las células sin dafio aparecen
como nlcleos intactos (cabeza del cometa) sin cauda. (McKelvey-Martin y col.,
1993).

Desde la publicacion de Singh y col ( 1998 ) donde describieron el
ensayo de electroforesis unicelular alcalino, varios laboratorios han realizado
esta técnica en su forma original 0 con algunas modificaciones, pero
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basicamente es: preparacion de portaobjetos, se coloca una base de agarosa
de punto de fusion normal, para posteriormente colocar una capa de agarosa
de bajo punto de fusion con una suspension celular y finalmente una tercera
capa de agarosa de bajo punto de fusion, estas laminas son colocadas en una
solucion de lisis para posteriomente comrer una electroforesis bajo las
siguientes condiciones pH > a 13 a 25 V y 300 mA durante 30 minutos,
después se neutralizan para finalmente ser tefiidas con bromuro de etidio y ser
analizadas al microscopio de fiuorescencia (McKelvey-Martin y col., 1993).

Algunos investigadores, sin embargo, han encontrado que el largo de
la cauda es constante sobre un rango de frecuencias de rupturas de 1-14x10'"
Daltons, pero que la intensidad de la fluorescencia en la cauda incrementa
marcadamente con el incremento en la frecuencia de rupturas.

Los tipos de mutacién efectuada por los agentes de prueba seran
mostrados dependiendo el pH de la electroforesis, a pH de 12.6 no pueden ser
detectados sitios alcali-labiles, en este estudio utiizaremos pH de 13 debido a
que el ensayo cometa es usado para la deteccién de mutidgenos que inducen
rupturas de cadena sencilla, sitios dlcali-idbies o entrecruzamientos de ADN.
Los resultados demuestran que las condiciones alcalinas son un importante
factor para detectar el efecto genoldxico de los quimicos ( Youchi y col, 1997) .

En la presentaciéon y andlisis de los datos del ensayo cometa han sido
debatidas dos cuestiones: la primera ;cual es la mejor forma de medir ka cauda
del ADN fragmentado? Y la segunda ;se puede distinguir la cauda que emana
una célula muerta de una cauda que muestira una célula donde el ADN ha sido
dafiado directamente por un genotdxico?. Para la primera pregunta se sabe
que la mejor forma de medir el dafio es obteniendo el momentum de la cauda y
para la segunda pregunta se ha encontrada en (a bibliografia que las células
muertas no muestran cometa debido a que existe una previa degradacion de
ADN por kisosomas (Ashby, 1995).
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Este ensayo cometa ha sido usado en estudios in vitro e in vivo para
evaluar dafio y reparacién al ADN inducido, por varios agentes en diversas
células de mamiferos (Ofive y col., 1994). Se han estudiado diferentes tipos de
sustancias mutagénicas con el ensayo cometa, un ejempio de ello es el
metilmetanosulfonato y la dietiinitrosamina donde la produccion de células
apopidlicas dependen del tiempo de exposicion al mutigeno y el érgano
estudiado (Miyamae y col., 1998).

Si las rupturas cromos6micas son debidas a un proceso apoptético, los
Figura 6, de lo condrario si el dafio es genotdxico los cometas se presentan
como se muestra en la figwa 7.

Figura 6. Imagen de una célula en apoptosis utilizando ensayo cometa



Figura 7. Imagen de una célula con daiio genotéxico utilizando el ensayo
cometa
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1.5 PEROXIDO DE HIDROGENO

Para evaluar la accibn antigenotbxica del extracto de cuachalalate se
requiere de una sustancia refo, ésta debe ser un agente que produzca
fragmentacion de ADN y que haya sido probada anteriormente como agente
apoptético. Por tal razén eleimos al perixido de hidrégeno.

El perxido de hidrogeno tiene un peso molecular de 34.014 g/mol, es
un liquido incoloro muy inestable, soluble en agua a todas as proporciones.
Los cuatro atomos se encuentran enftazados covalentemente mediante una
estructura no polar (Figura 8). Sus propiedades fisicas son: punto de fusiin de
44° C; temperahwa de ebulicibn 150.2° C; densidad a 25° C 1.44gfcm;
viscosidad a 20° C 1.245mPas; calor especifico a 25° C 0.628 cal/g; constante
de disociacién a 20° C 1.78x10™* con fuerza iénica de cero.

W Ongens

@ Hidrogeno

Figura 8 Estructura molecular del peroxido de hidrogeno (H.0.).

El perxido de hidrigeno puede reaccionar directamente o después de
haberse disociado en radicales Bbres. En muchos casos el mecanismo de
reaccion es extremadamente complejo y puede proceder por catilisis o puede
depender del medio donde se reafiza la reaccién (Barcelo, 1982).
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El mecanismo de accion del peroxido de hidrégeno puede explicarse
por medio de la foormacién de radicales libres. Por esta razén el peréxido de
hidrégeno tiene gran capacidad antiséptica y de amplio espectro contra
bacteria, hongos, virus y esporas cuando se utiliza de manera adecuada.

El peréxido de hidrogeno es uno de los compuestos quimicos
a su accién suave esta sustituyendo al doro en el blanqueo de textiles, ademas
se uliliza en el blanqueo de pelo, seda, lino, lana, algod6én, ray6n, lana,
gelatinas, ceras ( Kirk, 1995).

El oxigeno molecular tiene poca capacidad de oxidar otros compuestos
quimicos y para ello debe convertirse primero en una forma activa del axigeno.
Existen varias formas de oxigeno activo, se denominan radicales libres de
oxigeno. Uno de los mas importantes es el radical libre supertido O®, y otro es
el radical per6xido en forma de perdxido de hidrégeno (H20,).

Los radicales libres son moléculas inestables que perdieron un
electron y son muy reactivas. Su misién es la de remover el electron que
les hace faita de las moléculas que estin a su alrededor para obtener su
estabiidad. La molécula atacada, que perdi6 un electron, se convierte
entonces en un radical libre y de esta manera se inicia una reaccion en
cadena que dafiarA muchas células y puede ser indefinida si los
antioxidantes no intervienen (Envejecimiento, 2003).

Los radicales libres producen dafio al tomar electrones de los lipidos
y proteinas de la membrana celular, que entonces no podrd cumplir sus
funciones como el intercambio de nutrientes y descartar los materiales de
deshecho celular, haciendo imposible el proceso de regeneracion y
reproduccion celular. En el interior de la célula, los radicales libres atacan
el DNA impidiendo a la célula su reproduccion. Figura 9
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ESPECIES REACTIVAS

NO°

Oxigeno Anién
Molecular Superéxido Peroxinitrito \
NO*
ROOO° H.0,
Radical peréxido Peréxido de
Hidrégeno
NITROSACION
DE PROTEINAS

v

OXIDACION DE PROTEINAS _,OX. DE PROTEINAS

OH"
PEROX, —  Radical
OXIDATIVA Hidroxilo OXIDACION DE ADN

Figura 9 Mecanismos de dafio al ADN producido por radicales
libres(Envejecimiento,2003)
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Cualquier molécula que se encuentre en su vecindad inmediata se
vera afectada y se transformard, a su vez, en un radical libre, lo que desata
una reaccion en cadena. Cuando tales especies activas se producen en la
membrana celular, predomina la reaccion en cadena de |la
lipoperoxidacion, proceso por el cual se oxidan, es decir, ceden sus
electrones a los radicales las moléculas de acidos grasos, principales
componentes de las membranas celulares.

El dafio provocado al ADN por los radicales libres conduce a mutaciones
y pérdidas en el control celular. EL dafo que se observa en el material genético
es la alteracion de bases, cortes de una hebra, infercambio de cromdtidas
hermanas y entrecruzamineto de ADN proteinas.

Las especies reactivas del oxigeno reaccionan con el ADN, oxidando el
esqueleto azucar-fosfato y las bases. La reaccién con los azicares conduce a
la fragmentacion del azicar, a la pérdida de una base con parte del residuo del
azicar que ain permanece unido y al corte de la cadena (Larousse, 1998).

El efecto oxidativo que se produce sobre las bases nitrogenadas del
ADN tiene por consecuencia que: la guanina se oxide a 8-hidroxiguanina; la
adenina a 8-hidroxiadenina y la timina se transforma a timina glicol (Wu y col.,
2003). Estos estados quimicamente modificados podrian traer como resultado
el apareamiento erroneo de las bases y por lo tanto eventos mutacionales.

No se han realizado estudios del perfxido de hidrogeno como agente
genotéxico o apopidlico in vivo; sin embargo se conoce que su principal accén
téxica y genotdxica es a fravés de la produccion de radicales libres. Se ha
reportado también que la DLsy en rata es de 2.5 g/Kg (Schumb y col.,, 2000)

Las investigaciones del per6xido de hidrégeno donde se documenta su
accién t6xica y genotdxica se han realizado en sistemas in vitro. Algunos de los
antecedentes son los estudios realizados por Singh y col., en 1998, donde se
establece la utiidad del ensayo cometa como prueba de anigenotoicidad. En
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estas investigaciones se utiliza al peroxido de hidrogeno a una concentracion
de 200 pM, este estudio se realiza sobre linfocitos humanos para establecer y
estandarizar un control positivo para este ensayo.

Wang y col (1997) han realizado estudios de deteccion de rompimiento
de hebras individuales de ADN sobre cultivos de linfocitos humanos, ratones y
ratas, inducidos por el peréxido de hidrégeno utilizando el ensayo cometa, en
esta investigacion se demuestra que la fragmentacion del matenal genético
puede ser detectada con dicha técnica y que existen diferencias en la
respuesta genotéxica de cada especie.

Con la finalidad de estudiar la induccion de apoptosis, cultivos primarios
de hepatocitos de ratén se expusieron a una concentracion de 3 pM de
peréxido de hidrogeno; en esta investigacion se observé que la viabilidad
celular se redujo y se presentd la fragmentacion de ADN; este fenmeno se
present6 desde la primera hora y se prolongé hasta las 24 horas (Kanno y
sistema de hepatocitos in vitro, pero esta vez adicionando N-acetilcisteina
como antioxidante antes de aplicar pertxido de hidrégeno, observando que la
citotoxicidad y el dafio al material genético se reduce (Kanno y col., 1999).
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la capacidad apoptética de un extracto de cuachalalate en sangre
periférica de ratones de cepa CD1 por la técnica de ensayo cometa para
evidenciar los posibles mecanismos que se llevan a cabo.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

& Evaluar la produccién de cometas inducidos por el peroxido de
hidrégeno al administrar una dosis de 500 mg/Kg a ratones CD1
para establecer un control positivo.

& Evaluar la produccién de cometas en ratones CD1 tratados con el
extracto de cuachalalate a dosis de 1000 mg/Kg para establecer
el dafio producido por el extracto al material genético.

& Determinar la frecuencia de cometas cuando se administra una
combinacién de peréxido de hidrégeno con un exiracto de
cuachalalate para establecer si existe un evento apoptdtico.
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CAPITULO 3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material Biologico

Se utilizaron 20 ratones de la cepa CD1 del bioterio de los laboratorios Bimex
de 25 g cada de los cuales se distribuyeron en 4 lotes de 5 animales cada uno

3.2 METODOS

3.2.1 Extraccién del cuachalalate

1.- Para la extraccién de cuachalalate, se pesaron 130g de corteza que se
colocaron en un matraz bola y se Hevaron a refiujo con dos porciones de 500 ml
de hexano durante una hora.

2.- Por decantacion se reunieron las porciones de hexano y se colocaron en un
matraz bola, posteriormente se elimind el disolvente en un rotavapor. El
producto se colochd en frascos viales. El disolvente residual se disolvio a vacio
por un lapso de cuatro horas y se determind el rendimiento. El producto se
someti6 a liofilizacion pero no se obtuvieron resuitados favorables por lo que el
extracto se utitiz6 tal como se obtuvo.

30



3.2.2 Identificacion del producto

1.- Se procedié a la identificacion del extracto realizando una cromatografia en
capa fina, utilizando como fase inmévil una placa de silica gel y como fase
moévil una solucion 1:1 de hexano y acetato de etilo.

2.- Se compararon los commimientos con los del acido masticadiendnico y 3
ahidroximasticadiendnico en su forma pura (Martinez y Flores, 2003)

+ Toma de la muestra

Para realizar la prueba de ensayo cometa los ratones se dividieron en 4 lotes
de cinco ratones cada uno y se les adminisiraron los tratamientos come se
menciona a continuacion:

Lote 1 Aceite de maiz

Lote 2 Per6xido de hidrogeno en dosis de 500 mg / Kg.

Lote 3 Extracto de cuachalalate en dosis de 1000 mg / Kg

Lote 4 Per6xido de hidrégeno dosis 500 mg / Kg. + Extracto de cuachalalate en
dosis de 1000 mg / Kg

El per6xido de hidrégeno se administré por via intraperitoneal y media hora
después se administré por via oral el extracto disuelio en aceite de maiz.

24 tws después de la administracion de los tratamiento a cada organismo se le
realiz6 la toma de muestra cortando la parte terminal de la cola y tomaron 15 pd
de sangre y se mezclaron con 0.01 mi de heparina contenida en tubos de
eppendorf de 1 mi.
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Viabilidad celular

Una vez obtenida una muestra, se realiz6 la cuenta viable ( % de viabilidad
celular), colocando 0.1 mi de la suspension celular en un tubo de ensaye
que contenia 0.9 mi de azul de tripan, se agitd, se dej6 reposar 5 min. Y se
cargo el hemocitdmetro.

A. Preparacion de laminillas

1. Se prepar6 una camara con solucion de lisis pH 10 ( NaCl, EDTA,
tris, NaOH, Triton X-100 y DMSO )

2. Se colocaron 150 pl de agarosa normal por la parte esmerilada
del portaobjetos y las laminillas se depositaron sobre paquetes
congelantes.

3. Se resuspendieron 5 pl de sangre en 75 pl de agarosa de bajo
punto de fusién 0.5 % a 37 ° C y se colocaron como capa sobre
4. -Se dej6 solidificar la agarosa y después se removieron los cubre

objetos y se colocaron las laminilias verticalmente en la solucion de
kisis fria; colocando los vasos Kopplin a 4°C durante 24 hrs.
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B.-Cormrimiento de electroforesis

« Se retiraron los portaobjetos de la solucién de lisis y se colocaron
en la camara de electroforesis.

e Se Hend la camara con el buffer de electroforesis pH 13, recién
preparado que cubrid los portaobietos y se dejaron en estas
condiciones durante 20 min.

+ Se cormid la electroforesis durante 25 min. a 25V y 300 mA.

¢ Una vez terminada la electroforesis se levantaron suavemente los
portaobjetos de la cAmara y se gotearon hasta cubrirdos con buffer

C.-Tincién de las preparaciones

e Se adicionaron 50 pl de bromuro de etidio y se montaron con
cubre objetos.

D.-Evaluacion del dafio al ADN

e Las observaciones se realizaron usando un microscopio de
fiuorescencia equipado con un filtro de excitacion de 515-560 nm
y un filtro de barrera de 590 nm, usando el objetivo de 40 X.

e Las evaluaciones se realizaron en 130 células por cada raton,

a.) Medida del didmetro del niicleo celular.
b.) Medida de la longitud de la imagen celular
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> Anilisis estadistico.

En el analisis celular microscopico se midié la longitud y el diametro de cada
una de las 130 células por cada raton tratado, cada uno de ellos, fueron
tratados estadisticamente con la prueba de ANOVA, en la que se realizé un
analisis de varianzas y la posterior comparacion miltipie con a= 0.05 entre los
promedios de los grupos experimentales.

> Porcentaje de inhibicién

Se calculo de la siguiente manera:
100 - % de dafio genético
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CAPITULO 4 RESULTADOS

Viabilidad celular

En los tratamientos experimentales se obtuvo una viabilidad celular aceptable

durante todo el proceso de exposicion a cada uno de los agentes. Figura 10
Los resuitados se muesiran en la tabla 1 donde la viabilidad se estim6

utilizando la siguiente formula:

% de viabilidad = (células vivasicélulas muertas) 100

Tabia 1. Porcentaje de la viabilidad celular de sangre periférica de ratones con

los diferentes tratamientos.

H,0; Combinacién | aceite de maiz Extracto

89 89 92 92

90 89 91 93

91 88 92 92

90 89 91 91

90 89 90 91
XtD.E. 90 £ 0.707 89+ 0.44* 91+0.83 92+0.83

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al aceite de maiz con
la prueba de ANOVA y con comparacion multiple Tuckey-Kramer o= 0.05
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% CELULAR

i

CONTROL NEGATIVO EXTRACTO CONTROL POSITIVO COMBINACION
TRATAMIENTO

Figura 10 Gréfico de la viabilidad celular en sangre periférica de ratfn con los
diferentes tratamientos

p<0.001



En la tabla 2 se observa los promedios celulares de la relacion longitud /
didmetro, estos resultados muestran el dafo genotoxico que originan los
diferentes tratamientos en los organismos. Figura 11, estos resultados se
obtienen dividiendo la longitud de la célula entre el didmetro de la misma. Se
encontraron un 2.3 % de células propias de apoptosis como se muestra en la
figura 13.

Tabla 2. Promedio de los valores obienidos de la relacion longitud/didmetro de
células de sangre periférica de ratén con los diferentes tratamientos

H2O; |combinacion| aceite de | Extracto
maiz
1.2 1.2 1.0 1.0
13 12 1.0 1.0
13 1.2 1.0 1.0
1.3 1.2 10 1.0
1.2 13 1.0 1.0
X+D.E. |1.34£005*| 1.2+004* | 100 1.0+0

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al aceite de maiz con
la prueba de ANOVA y con comparacion multiple Tuckey-Kramer a= 0.05
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Figura 11 Gréifico de los promedios de la relacién longitud/didmetro utilizando ensayo

cometa

* Diferencia estadisticamente significativa p< 0.001
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En la grafica que muesira la figura 12 se observa que tanto el control
negativo como el exiracto tienen una poblacion celular del 100% que se
distribuye en un rango de dafio al ADN de 1.0-1.10 lo que indica que las células
no presentan dafio genotdxico; el grupo tratado con el perbxido de hidrégeno
muesira el mayor efecto genotixico ya que un 58% de células se encuentran
entre 1.11-1.30 y otro 42% de células se encuentran dentro de 14-15
longitud/didgmetro. Por otro lado, aunque el valor promedio de la
longitudidiametro del lote que recibi6é la combinacion de sustancias se
diferencia del anterior por 0.1, la distribucion de las células con dafio al ADN es

diferente ya que 76% se encuentra en 1.1-1.10 y 24% con mayor dafio entre
1415

Figura 12 Grifico de la frecuencia de cometas en la relacién longitud/didmetro con el
ensayo cometa
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Figura 13. Célnla apoptética originada por la combinacién de peréxido de hidrégeno y el
extracto de cnachalalate utilizando el ensayo cometa



CAPITULO 5 DISCUSION

En el presente estudio el exiracto de cuachalalate por si solo no ejerce
un efecto citotoxico ya que presenta un 92% de células vivas y no presenta una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo, el
grupo tratado con el peréxido de hidrégeno tampoco presenta un efecto
citotéxico al presentar un 90.5% de células vivas, estos resultados son
similares a los obtenidos por Roser y col., que en 2001 demostraron que el
peréxido de hidrégeno es un agemte ligeramente citotéxico, pero estos
resuitados pueden justificarse ya que emplearon una dosis muy baja para
lograr una viabilidad aceptable para la realizacion del ensayo cometa. Sin
embargo, el grupo tratado con la combinacidn se presenta una tendencia
sugiere un efecto de potenciacion.

Lo mismo ocurre en el trabajo realizado por Martinez y Flores (2003) ya
que al administrar un agente alquiante como mutageno no obtmvieron
resultados estadisticamente significativos con el lote testigo negativo, en
relacion a la frecuencia de EPC por lo cual se conduye que el exdracto no es
citotdxaco per se. Asi mismo, en el grupo tratado con la combinacion del
exiracto con la ifosfamida, observaron una fendencia citoliwica, esto puede
indicar un efecto sinérgico, asi pues, dos agentes mutagénicos (perdxido de
hidrégeno e ifosfamida) con mecanismos de accidn genotdxica diferente
presentan el mismo efecto de potenciacion citot6xica.
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En lo que respecta al estudio de electroforesis unicelular en gel el
extracto no presenté ninguna célula con cometas por lo que indica que el
extracto no es un agente que origine un dafio al material genético. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Martinez y Flores que
encontraron que el cuachalalate per se no induce la produccion de
micronticieos en EPC de raton a dosis de 500, 1000 y 1500 mg/Kg.

El peréxido de hidrégeno si presenté un dafio al material genéico, ya
que en la relacion longitud-didmetro se observa una diferencia estadistica
significativa con respecto al testigo negativo, esto representa que es un agenie
genotoxico, sin embargo estos resultados no pueden ser comparados con
trabajos previos ya que no se han encontrado referencias donde se ulilice al
per6xido de hidrégeno in vivo, pero comparados con el trabajo realizado por
Olive y col., en 1994 donde reportan que en las caudas obienidas in vitro se
presentan valores de longitud-didmetro mayores a las obtenidas en el presente
estudio, algo similar ocurre en el estudio realizado por Vizoc, en 1996 donde se
obtuvieron resultados de 7.10 micrometros. Una posible explicacién seria que
por la presencia de antioddantes exdgenos y enddgenos, por ejemplo,
exégenamente el alimento que consumieron los animales tratados contiene
antioxidantes, y por otro lado, los organismos poseen mecanismos
antioxidantes enzimaticos; ambos actiian interrumpiendo la reaccion en cadena
que originan los radicales libres (Kanno y col, 1999). Esto explicaria por que el
tamafio de los cometas obtenidos in vivo es significativamente menor a los
reportados en sistemas in vilro.
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Los resultados obtenidos en el grupo fratado con el peréxido de
hidrégeno y el extracto de cuachalalate mostraron una disminucion en la
relacion longitud/diametro teniendo asi un 14.3% de inhibicion, por lo que
podemos decir que el exiracto de cuachalalate, fue un discreto agente
antigenotéxico. Comparando estos resultados con los obtenidos por Martinez y
Flores en 2003, los cuales indicaron que el extracto disminuy6 el nimero de
micronticleos inducidos por la ifosfamida hasta en un 80% en la dosis de 1500
mg/Kg. Podemos suponer que la gran diferencia en la capacidad inhibitoria de
dafio al ADN en realidad se debe a que el agente que utilizamos como control
positivo, 0 sea el peréxido de hidrogeno, no induce el suficiente dafio para
evidenciar la capacidad antigenottaca del exdracio de cuachalalate

Por otro lado, al analizar el dafo al material genético, s6lo en el grupo
tratado con la combinacibn de compuestos se enconiraron células con
caracieristicas propias de la apoptosis (Figura 13) en un bajo porcentaje que
fue del 2.3%. Roser y col, en 2001 encontraron que al ulilizar un agente
inductor nato de apoptosis, este origind menos del 37% de células apoptéticas,
por lo que nuestros resultados no descartan ka posibilidad de que se lieve a
cabo un mecanismo de apoplosis por parte del extracto, sin embargo, dejan
duda sobre el efecto e incluso podrian estar presentes olfros mecanismos
diferentes de proteccion celular.
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Una posible explicacion de estos resultados seria que el mecanismo de
apoptosis que produce fragmentos de ADN caracteristicos de 180 pares de
bases de longitud, los cuales son los que dan la forma caracteristica de
“lagnma” a los cometas, se presenté en muy pocas células, debido a que el
dafio producido por el per6xido de hidrégeno in vivo fué muy leve. De tal
manera si existen pocas células dafiadas y los cometas formados sélo exhiben
caudas pequefias y caracleristicas de genotmxicidad y por lo tanto el exdracto
de cuachalalate no ejerce sobre estas accion apoptoética.

Sin embargo, para poder evidenciar un evento apopidlico se pueden
realizar técnicas especificas para poner en evidencia al fenémeno apoptético.



CAPITULO 6 CONCLUSIONES

@ El peroxido de hidrégeno presentd un 100% de células con cometas
sin embargo se comporté como un agente ligeramente genotoxico a
dosis de 500 mg/Kg

@ El extracto de cuachalalate no presenta produccién de cometas, lo
que indica que los componentes del extracto no originan dafio
genotoxico.

@ La viabilidad celular disminuyé en el grupo tratado con la
combinacion de extracto y peréxido de hidrégeno lo que indica que
hay un efecto sinérgico, donde quizd este involucrado algin
componente contenido en el cuachalalate.

& Solamente en el grupo tratado con la combinacién extracto-peréxido
de hidrégeno se observd un 2.3% de células con cometas
caracteristicos de la apoptosis, lo cual es un porcentaje bajo, sin
embargo por ello no se descarta la accidn apopiética como
mecanismo anticancerigeno del extracto de cuachalalate.
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