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Resumen

RESUMEN

El cuachalalate se encuentra dentro de las especies mas utilizadas en la medicina
tradicional mexicana, su corteza se emplea para curar mas de 30 enfermedades
diferentes.

Los 4cidos anacardicos son los compuestos que més recientemente se aislaron del
cuachalalate, por tal razén son pocos los trabajos encontrados acerca de ellos. Los
acidos anacardicos se han aislado de diferentes plantas y en éstas se han

identificado varias actividades entre las que se pueden destacar la antimicrobiana

y la anticancerigena.

En este trabajo se realiz6 un estudio toxicologico para determinar si el acido 6-
nonadecil salicilico y su éster metilico son genotoxicos y citotoxicos. Para esto, se
eligi6 la prueba de micronucleos en sangre periférica de ratones de la cepa CD1. Se
probaron 4 dosis dnicas por via oral por compuesto, estas dosis fueron: 0.75
mg/Kg, 2.5mg/Kg, 5 mg/Kg y 10 mg/Kg. Los controles que se usaron fueron;
como control positivo la ifosfamida 60 mg/Kg y como control negativo el vehiculo
para los compuestos que se utiliz6 (aceite de maiz). Se tomaron cuatro muestras
de sangre periférica de la cola a cada uno de los animales a las 0, 24, 48, 72 horas

post-administracion, con éstas se realizaron los frotis y el posterior analisis

microscépico.

Los resultados obtenidos mostraron que el 4cido 6-nonadecil saliclico es un
compuesto que no presenté genotoxicidad, pero si citotoxicidad especialmente a la
dosis de 10 mg/kg donde se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la relacion de EPC/ENC con respecto al control a partir de las 24
horas y con las demas dosis a partir de las 72 horas. En cuanto al acido 6-
metilnonadecil salicilico se encontr6 que no es genotéxico ni citotoxico ya que no
present6 diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de EPCMN y
en la relacién EPC/ENC con respecto al control.
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INTRODUCCION
Capitulo 1. La herbolaria

1.1 Antecedentes hist6ricos de la herbolaria

Desde los tiempos mas remotos el hombre se ha interesado afanosamente en
encontrar el medio de aliviar sus dolencias y curar sus enfermedades, tomando
sabiamente la alternativa de recurrir a la naturaleza. (Juscafresa, 1995)

El registro histérico mas antiguo le pertenece a los egipcios. Es aqui donde
comienza la historia cuando llega a este mundo Imhotep, considerado en vida un
sabio de la medicina y dios de la misma después de muerto. Este médico us6 la
herbolaria de manera sistemitica y se le considera el primero porque existe
documentacién de ello en papiros que describen la curacién de cuarenta y ocho
casos clfnicos con plantas medicinales (Herbolaria en México, 2004).

La historia continia en la Grecia antigua donde el uso de las plantas fue
ampliamente difundido por griegos y romanos entre los cuales Hipocrates y
Galeno son los més reconocidos y considerados por la historia como padres de la
medicina occidental, estos médicos usaron la herbolaria como medio para
reestablecer la salud de los enfermos y sus ensefianzas rigieron el mundo de la
medicina hasta la edad media. La herbolaria pas6 de los griegos a los romanos y de
éstos a los paises que surgieron después como Espafia, a este pafs llega la
influencia de Asia menor con la dominacion musulmana y con ella los
conocimientos mas confiables sobre ciencia en el mundo de esa época ya que los
musulmanes en ese momento recapitulaban los métodos grecolatinos para acceder
al conocimiento de las cosas y entre ellas la herbolaria. La medicina se ve altamente
influenciada por dos médicos musulmanes Razis y Avicena, estos médicos
retomaron los conocimientos de Hipocrates y Galeno, adhiriendo a ellos los

8



Introduccion

conocimientos propios del pueblo Arabe y lo difundieron al mundo

contemporaneo de su época.

Por su parte en la América precolombina existfa una historia herbolaria de por lo
menos 3,500 afios y que segun diferentes autores a la fecha podria tener entre 4,000

y 5,000 afios de antigiiedad (Herbolaria en México, 2004).

Con la llegada de los esparfioles a América se produjo un cambio radical entre los
habitantes del nuevo continente. La fusion de estas dos culturas terminé con las
barreras que habfan separado durante siglos no so6lo a los pueblos de Europa y
América, sino también a otras formas de vida como plantas, animales y microbios,
lo que gener6 darfios irreparables a la ecologia del Continente Americano. Sin
embargo, este encuentro fue benéfico para los europeos, considerando que los
habitantes colonizados ya contaban con una antigua y vasta tradicién herbolaria
basada en el conocimiento empirico de las propiedades y aplicaciones de las
plantas medicinales. Los espafioles quedaron tan fascinados con esta riqueza
botanica que de inmediato llevaron a las cortes europeas noticias sobre la

abundancia de las plantas y sus beneficios.

Con estas referencias, Fray Bernardino de Sahagiin llegé a México pocos afios
después, aprendi6 la lengua mexicana y reunié datos proporcionados por algunos
médicos de Tlatelolco para después escribir la Historia general de las cosas de la

Nueva Espafia (Huerta, 2002).

Por su parte, Martin de la Cruz, primer médico titulado en el Colegio de la Santa
Cruz en Santiago Tlatelolco y Juan Badiano un joven alumno, también se
interesaron en el tema, en 1552 escribieron un tratado en lengua ndhuatl, donde

se plasmo el conocimiento sobre plantas curativas y otros medicamentos. Este libro
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fue redescubierto hasta el siglo XX y llamado Codice de la Cruz-Badiano (Rosas,
2000; Huerta, 2002).

Conforme se fue formando la cultura mestiza esta drea se desarticul6 pero jamas
desapareci6, de esta forma el conocimiento terapéutico de las plantas tom6 dos
destinos, el primero pasa a formar parte de la teoria de los principios activos que
con el tiempo y una compleja historia forma parte de la medicina al6pata u
ortodoxa y la otra pas6é a formar parte de la cultura comin y es conocida como

herbolaria tradicional.

Una vez que el mestizaje nos dio identidad nacional a todo lo largo y ancho de
México, la tradicion herbolaria pasé a formar parte del conocimiento popular y
éste se alberg6 en los campesinos e indigenas que conocfan las plantas silvestres y
sus propiedades terapéuticas, mientras que las mujeres en la casa conocian las
propiedades de las plantas que cultivaban en el huerto familiar, generalmente
ubicado en la parte posterior de la casa, en el habian vegetales curativos y

comestibles.

De este modo, transcurrieron casi trescientos afios cultivando una importante
cultura herbolaria que se trasmitia de generacién en generacion de forma verbal
hasta que se produjeron importantes y masivas migraciones a las ciudades con lo
que las gentes del campo trajeron ese conocimiento a las ciudades (Herbolaria en

Meéxico, 2004; Martinez, 1967).
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1.2 La herbolaria actual

Con todo esto, la herbolaria, como se conoce a la préctica terapéutica que utiliza
plantas medicinales, continda vigente y tiene gran arraigo en nuestro pais. Las
plantas medicinales atun constituyen el recurso mas conocido y accesible para
grandes nicleos de la poblacién mexicana. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) reconoce el valor de esta practica terapéutica y le otorga gran importancia

en los esquemas o sistemas publicos para la salud (Maldonado, 1985).

Actualmente se han registrado en México alrededor de 4 000 especies con atributos
medicinales (15% de la flora total). Este numero coincide con lo informado en
varias regiones del mundo por especialistas en la materia, quienes consideran que
una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se
calcula que en México, y en todo el mundo, la validacién quimica-farmacolégica y

biomédica s6lo se ha llevado a cabo en 5% de estas especies.

Segin las estimaciones mas recientes, alrededor de 15% de la riqueza floristica
mundial (37 000 especies), posee virtudes curativas, por lo que cabe esperar nuevos
y extraordinarios descubrimientos de sustancias que coadyuven a resolver las

principales enfermedades que aquejan a la humanidad (Huerta, 2002).
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Capitulo 2. El cuachalalate

2.1 Taxonomia y descripcion de la especie

El cuachalalate es una especie vegetal muy usada en la actualidad en México, las
primeras referencias del uso de esta corteza son del siglo XVI y posteriormente en

el siglo XX en la obra de Maximo Martinez en 1944. Pero es a partir de hace treinta

afios que su uso se ha intensificado.

Amphipterygium adstringens es conocido comunmente como cuachalalate,
cuachalala, cuauchalald, matixeran (Michoacan), volador (Puebla)chalalate,
coachalalate, cuachalalatl (Distrito Federal), maceran, pacueco, cuachinal4
(Oaxaca). La palabra cuachalalate viene del nahuatl Kojchalalaljtli, koj-kuautli-
arbol; chalalajtli-chala-chichalaca-guajolote silvestre (Zamora, 2003).

Anteriormente se consideraba al cuachalalate dentro de la familia Julianiacea
(Ferndndez, 2003), en 2004 se realiza una reclasificacion debido a que se
encontraron 4cidos anacardicos en la corteza y pasa a formar parte de la familia de
las Anacardiaceas (Missouri, 2004).

Es un arbol con el tronco bajo, generalmente torcido, muy ramificado, con ramas
ascendentes y torcidas, de ramificacion simpodial, copa amplia y aplanada, de 8 a
12 m de altura aproximadamente y didmetro méaximo de 40 cm. La corteza externa
es de aspecto muy 4spero y variable, con grandes proyecciones suberificadas que
dan la apariencia apostillada en algunas é4reas y lisas en otras, de color moreno
griséceo o gris plomizo. La corteza interna es de color café rojizo claro y de textura
fibrosa; la corteza es muy compacta y dura, con 5 mm de grosor total en las areas
lisas. El arbol tiene hojas dispuestas en espiral, tienen flores masculinas en
paniculas aglomeras y flores femeninas solitarias en las axilas. El cuachalalate

florece de marzo a junio y empieza a fructificar en mayo y junio. El fruto madura

del mes de noviembre a enero (Zamora, 2003)

12
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Figura 1. Arbol del cuachalalate.
Epoca de lluvias (Ortiz, 2004). Epoca de secas (Foto cortesia de Rosas)

eSS L

Figura 2. Corteza del cuachalalate.

In situ (Foto cortesia de Rosas). Para su venta
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2.2 Distribucioén geografica de la especie

Se encuentra distribuido en varios estados de la Republica Mexicana, entre los que
se encuentran Jalisco, Morelos, Puebla, Michoacan, Guerrero y Oaxaca. Habita en
climas calidos, semicédlidos y templados. Se desarrolla en bosque tropical
subcaducifolio y caducifolio, matorral xerofilo, bosque espinoso, meséfilo de

montafia y pino-encino (Solares y Galvez, 2002; Fernandez 2003).

v

Figura 3. Distribucion geografica del cuachalalate (Missouri, 2004).

2.3 Usos en la medicina tradicional

El cuachalalate es usado cominmente en la Repiblica Mexicana; su corteza se
expende en la mayoria de los mercados entre los que destaca el mercado de Sonora
en el Distrito Federal, debido a que se le atribuyen diversas propiedades curativas.
Utilizado principalmente como cocimiento, para tratar ulceras, cancer de
estébmago, gastritis y ciertas lesiones cutineas. Otra forma de preparacién para el
tratamiento de tlceras consiste en remojar la corteza hasta que el agua tome color
para administrarla como agua de uso. Para las heridas se bebe su cocimiento o se
aplica en polvo sobre ellas o se macera en agua y con esta se lava la lesion. Los
granos se curan mediante la aplicacién de la goma blanca o resina de la corteza; las

rozaduras de los bebés se lavan una vez diariamente por cinco dias. Se utiliza
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también en infecciones vaginales, fiebre puerperal, flujo de mujeres, frio,
inflamacion, caida de la matriz y ovarios. Se usa también en malestares digestivos,
dolor de estémago, infecciéon o inflamacién intestinal, para limpiar el estémago,
para el higado, para la vesicula, contra tifoidea y en problemas bucales como dolor
de muelas, para endurecer las encias, estomatitis y casos de fuegos en la boca

(Martinez, 1967; Hoffmann, 1992; Juscafresca, 1995)

Se emplea en afecciones respiratorias como tos, amigdalitis, resfriados,
tuberculosis y otras enfermedades pulmonares. Se utiliza también para
inflamacién del rifién, para la circulaciéon sanguinea, para vérices y tlceras
varicosas, tiene efecto analgésico para dolor de cintura, cabeza, espalda, pulmones,
hernia, reuma o punzadas. Otras aplicaciones medicinales son: fiebres
intermitentes, paludismo, manchas en piel, gangrena y como antidiabético
(Navarrete, 1982; Mata et al., 1991; Rosas, 2000; Fernandez, 2003; Martinez y Flores
2003).

Dentro de las publicaciones importantes acerca de los usos del cuachalalate, cabe
mencionar que existen algunas patentes registradas en Japon, en las cuales se
reporta la realizacién de productos preparados con esta planta. Una de estas
patentes se refiere a un tonico para el cabello, cuyo efecto principal es detener y
evitar la caida del cabello con namero de patente JP 11349452 . En otra patente del
cuachalalate se reporta la preparacién de una composicion herbal, en la que se
emplea el cuachalalate en combinacién con otra planta del género Equisetum,
preparados en bolsas para té, ttil para el tratamiento de las hemorroides. También
se reportan otras patentes de lociones y cremas en las que se hace uso del
cuachalalate (nimero de patente JP 2000169497), pero, ninguna de éstas se han
registrado en México (Ferndndez, 2003)
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2.4 Investigacion fitoquimica y de las propiedades medicinales

Las investigaciones del cuachalalate en el ambito fitoquimico se han realizado
principalmente en la corteza del arbol, ya que es la parte de la planta que se

emplea para ejercer su efecto terapéutico (Olivera et al., 1999).

De dicha corteza, se han identificado a la sarsapogenina (Gonzélez y Delgado,
1962) y se han aislado e identificado varios acidos triterpénicos como el 4cido
masticadienénico; el 4cido instipolinacico (Dominguez et al, 1983); el acido
cuachalalico (Watson, 1987); el 4cido 3-o-hidroximasticadienénico (Navarrete,

1982); el acido epi-oleandlico, el 4cido 3-epi-hidroximasticadienénico,

isomasticadienénico,

el 4cido

15a-
dihidroxidammara-12, 24-dieno; 4cidos alquilfenolicos y aldehidos alquilfen6licos
(Navarrete et al., 1989; Mata et al., 1991); el 4cido 6-pentadecil salicilico, acido 6-

heptadecil salicilico y el 4cido 6-nonadecil salicilico (Navarrete et al., 1989) (Figura
4).

p-sitosterol, el  triterpeno  27-acetoxi-3a,

Olivera y colaboradores (1991) encontraron que de acuerdo al sexo y la temporada

se encuentran distintas composiciones de triterpenos en la corteza de Cuachalalate
(Tabla1y2).

Tabla 1. Acumulacién de compuestos presentes en el cuachalalate en relacién al sexo de Ia

planta (% en peso seco).

Sexo Compuestol | Compuesto 2 | Compuesto 3 | Compuesto 4
Femenino 1.717 0.780 0172 0.251
Masculino 2.329 0.912 0.368 0.056

Compuesto 1: 4cido masticadienénico; compuesto 2: 4cido 3-o-hidroximasticadienénico;
compuesto 3: mezcla de acido masticadienénico/ isomasticadienénico; compuesto 4: dcido
3-o-hidroximasticadien6nico / una mezcla de compuestos desconocidos.
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Acido masticadienénico Acido 3-a-hidroximasticadienonico

Acido 3-epi-oleantlico pB-sitosterol

Acido instipolinacico Acido isomasticadien6nico

Fig. 4 Estructuras para los compuestos extraidos de Amphipterygium adstringens (Rosas,

2000).
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Tabla 2. Acumulacién de compuestos presentes en el cuachalalate en relacién con la

temporada (% en peso seco)

Mes Compuesto1l | Compuesto2 | Compuesto 3 | Compuesto 4
Noviembre 1311 0.891 0.358 0.00
Febrero 1.883 0.183 0172 0.243
Mayo 0.852 0.617 0.009 0.064

Compuesto 1: dcido masticadien6nico; compuesto 2: 4cido 3-a-hidroximasticadienénico;
compuesto 3: mezcla de acido masticadienénico/ isomasticadienénico; compuesto 4: 4cido
3-o-hidroximasticadienénico / una mezcla de compuestos desconocidos.

De los compuestos aislados de la corteza del cuachalalate se ha demostrado que los
compuestos triterpénicos como el acido 3-o-hidroximasticadienénico, el acido
masticadienénico, B-sitosterol y el acido 3- epi-oleandlico; poseen el efecto
gastroprotector. El compuesto con mayor actividad fue el 4cido 3- epi-oleandlico,
seguido por el 4cido 3-o-hidroximasticadienénico,

B-sitosterol y 4cido

masticadienénico (Benitez, 1998; Navarrete et al., 1998).

Los &cidos 3-o-hidroximasticadienénico y masticadienénico ejercieron un efecto
hipocolesterolémico en una dosis de 17 mg/kg. El colesterol sangufneo se midi6 24
horas después de la inyeccion y se obtuvo un decremento promedio de 34 mg/100

mL y 19 mg/100 mL, 45 y 27 por ciento respectivamente (Navarrete, 1982).

En otro estudio se demostr6 la actividad antitumoral de los extractos metan6licos
de la corteza en ensayo in vivo en ratones con adenocarcinoma mamario

produciendo un 54 por ciento de disminucién del tumor comparado contra el

control (Gonzalez et al., 1962).
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Mediante estudios experimentales, se ha comprobado la actividad antiulcerosa de
los extractos acuosos de la corteza, la cual no se relaciona con el efecto antagonista

de los receptores H> de la histamina (Fernandez, 2003).

El cocimiento de la corteza y de extracto de acetato de etilo administrados en ratas
por via oral e intraperitonial ejercieron un efecto antiulcerogastrico inhibiendo la
secrecién de jugo gastrico estomacal y contribuyendo a la méas rapida cicatrizacion

del epitelio y de la mucosa gastrica (Rosas, 2000).

Ademas se ha estudiado sus propiedades para actuar como filtro solar. El extracto
se comporta como un filtro solar de minima proteccién, teniendo su rango de
absorcion de 255 a 320 nm. Cumple asi mismo, con varias propiedades deseables
en los filtros solares, como son: absorber la radiacion UV en la zona deseada,
estabilidad quimica, caracteristicas fisicoquimicas apropiadas para su
procesamiento tecnol6gico, es insipido y en solucién hidroalcoholica tiene un olor

agradable (Arroyo, 1996).

En un estudio reciente se prob6 la actividad antinflamatoria de la corteza del
cuachalalate en donde se utilizaron dos extractos uno acuoso y el otro hexanico,
esto se realiz6 en dos modelos agudos inflamatorios observandose que en el
modelo en donde se induce un edema en la pata de rat6n el extracto acuoso
presenta un inhibicién de un 73.5% y en el extracto hexéanico de 14.4%. En el
segundo modelo donde se induce un edema en la oreja de ratén, se observa que el
extracto hexéanico posee un actividad dosis dependiente mientras que el extracto

acuoso no presenta tal efecto (Oviedo et al., 2004).
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Capitulo 3. Los acidos anacardicos

3.1 Los metabolitos primarios y secundarios

Todas la células vegetales realizan procesos metabélicos comunes que conducen a
la formacién de compuestos como los aztcares simples, aminoacidos, nucle6tidos,
acidos grasos y polimeros derivados de ellos, esenciales para la vida celular y, en
general de la planta. Estos procesos constituyen, en su conjunto, el metabolismo
primario, y los compuestos indicados se denominan metabolitos primarios.
Ademés de estos procesos metabolicos primarios, en las plantas se pueden
desarrollar otras rutas que conducen a la formacién de compuestos usualmente
peculiares de ciertos grupos taxonémicos. Estas rutas constituyen el metabolismo
secundario (Fig. 5) y sus productos se denominan metabolitos secundarios (Azcén

y Tal6n, 2000).

Metgbolifmo CO,+ H,0 Proteinas
Primario l NlHS
P
- ¢ -d . i l’
Polisacaridose--._______ Azucares simples SN
l Aminoécidos
Graskas Acetil CoA Aromaticos
Acidos .
Grasos Aminoacidos
Aliféaticos
N
¥ / 1
Poh.cétldos 1 . 2 < ¥ » Fenoles 3
Metabolismo Terpenos Alcaloides
Secundario

Figura 5. Relaciones entre el metabolismo primario y secundario de las plantas. 1: ruta del
acetato - malonato, 2: ruta del acetato - mevalonato, 3: ruta del 4cido siquimico (Azcén y
Tal6n, 2000).
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Los metabolitos secundarios de las plantas se habian considerado sustancias de
desecho para el vegetal, carentes de una funcién fisiologica definida. En la
actualidad, se conoce que, si bien los denominados compuestos secundarios no
tienen como los metabolitos primarios una importancia directa para la célula
productora, sf pueden tener una significancia para el organismo productor como
un todo. Muchos metabolitos secundarios estdn implicados en relaciones
ecologicas, es decir, de la planta productora con los otros organismos de su medio
natural. Ejemplos de ello son los pigmentos de las flores que atraen a los insectos
polinizadores y los compuestos que inhiben el crecimiento de otros organismos
que protegen a la planta productora de infecciones o de los depredadores. Otros
compuestos formados en las rutas del metabolismo secundario tienen importancia
fisiol6gica ya que sirven como sefiales que integran la diferenciacién celular y el
metabolismo en diferentes partes del organismo vegetal multicelular (Azcén y

Talon, 2000).

Los tres principales grupos de metabolitos secundarios vegetales son: los terpenos,

los fenoles y los alcaloides.

ALCALOIDES

Entre las substancias quimicas producidas por las plantas se encuentra un extenso
grupo de compuestos muy diversos a los que se les ha llamado, en forma genérica,
alcaloides, debido a que la gran mayoria de ellos son de naturaleza basica. Dicho
nombre se deriva del término &lcalis-vegetal, primera denominacién que se le di6 a
este tipo de compuestos hace dos siglos. No es facil hacer una definicién de los
alcaloides, debido a la gran heterogeneidad que existe entre ellos y de hecho, las
Unicas caracteristicas comunes que poseen todos ellos son las siguientes: contienen
nitrégeno en su estructura, son de naturaleza bésica en su gran mayoria y poseen

una marcada actividad fisiolégica (Maldonado, 1985).
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Existe una relacién directa entre la complejidad de estructura quimica del alcaloide
y su distribucién en el reino vegetal; asf la gramina, un alcaloide de estructura
simple, esta mucho més ampliamente distribuido que la estricnina, un alcaloide

muy complejo que solo se encuentra en algunas especies de Strychnos (Valencia,

1995; Azc6n y Talon, 2000).

Figura 6. Estructura de la gramina

TERPENOS

En el reino de las plantas, especialmente en aquellas que contienen clorofila, se
encuentra un grupo de compuestos de diversas estructuras llamados terpenos;
todos tienen un origen biosintético comun formados por la unién de dos o mas

unidades de isopreno, o bien, existen como una variacién de esta misma unidad
(Valencia, 1995).

CH,

H,C=C —CH==CH,

Figura 7. Estructura del isopreno

Los isoprenoides se clasifican, segiin el niimero de unidades de isopreno de que se

componen en:

< Los monoterpenos (2 unidades de isopreno) presentan funciones oxigenadas,
como aldehidos o alcoholes. Como ejemplos se pueden destacar: limoneno,

mentol, timol y alcanfor. Todos ellos con accién antiséptica y expectorante.
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Muchos compuestos se acumulan en estructuras vegetales especificas y

constituyen las esencias naturales que se utilizan en cosmética y perfumeria.

Figura 8. Estructura del limoneno

¢ Los sesquiterpenos (3 unidades de isopreno), ademas de componentes de
esencias como el farnesol, se encuentran entre otros compuestos, la

fitohormona é4cido abscisico y feromonas.

Figura 9. Estructura del 4cido abscisico

X3

<

Los diterpenos (4 unidades de isopreno) de relevancia fisiolégica son los acidos
resinicos abiotico constituyentes de las resinas localizadas en depositos o
canales de las gimnospermas. Un ejemplo tipico es el caso del taxol, compuesto
obtenido a partir de las cortezas de tejo americano (Taxus brevifolia)y que ha
mostrado una elevada eficacia en el tratamiento de algunos tipos de canceres
(Kuclinsk, 2000).

% Los triterpenos (6 unidades de isopreno) en general son compuestos policiclicos
y estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Triterpenos y esteroides
desempefian importantes funciones fisiologicas en las plantas y algunos tienen

un gran interés farmacolégico.
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Entre las saponinas triterpénicas destacan los ginsentsidos aislados de Panax

ginseng, utilizados ampliamente en medicina por su accién estimulante y

antiasténica.

Los esteroides vegetales mas universales son campesterol, estigmaterol y sitosterol.
Respecto a la funcién que tienen estos compuestos en la planta, es similar a la de
los esteroides de los animales: son constituyentes de membranas biologicas y
presentan accién hormonal. Ademas de los esteroides indicados, de distribucion
general en los vegetales, las plantas presentan otro grupo de esteroides de
distribucién més restringida y caracteristica de determinadas familias y géneros.
Dentro de este grupo de esteroides figuran las saponinas esteroideas y los

gluc6sidos cardioténicos de gran interés en la industria farmacéutica (Salisburg,
1994).

Figura 10. Estructura del p-sitosterol

La saponina esterofdica més utilizada con este fin es la diosgenina, aislada de
varias eépecies del género dioscorea. También estas saponinas son ampliamente
utilizadas como expectorantes, antiinflamatorios, antifangicos y antibacterianos.

Los glucosidos cardioténicos mas importantes para la industria son la digoxina y la
digitoxina, aisladas de especies del género Digitalis. En medicina estos compuestos

se utilizan principalmente como cardioténicos, farmacos irremplazables en el
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tratamiento de la insuficiencia cardiaca y algunas arritmias. La digoxina es uno de
los 10 productos naturales mas prescritos actualmente (Azcon y Tal6n, 2000).

Los triterpenos del cuachalalate son triterpenoides tetraciclicos, que forman un
numeroso grupo de productos naturales, los cuales se dividen en varios subgrupos
de acuerdo con algunas variaciones del esqueleto. Los principales son los
siguientes: escualeno, fusidano - lanostano, damarano - eufano, en el cual se
encuentran los 4cidos masticadienénicos e iso -~ masticadienénico del cuachalalate

(Rosas, 2000).

* Los tetraterpenos (7 unidades de isopreno) sin funciones oxigenadas forman el
grupo de los carotenos, mientras que los que poseen oxigeno en su molécula
constituyen el grupo de las xantofilas; ambos grupos de compuestos constituyen
los carotenoides. Carotenos y xantofilas se presentan en las hojas de todas las
plantas y también en flores y frutos, localizados en los plastos. Se han descubierto
mas de 400 carotenoides diferentes en la naturaleza, sf bien s6lo unos pocos se

encuentran en una especie dada.

Figura 11. Estructura del a-caroteno

* Los politerpenos (més de 8 unidades de isopreno) pueden llegar a presentar un
grado de polimerizacién muy elevado, como es el del caucho de 3000 - 6000 restos
de isopreno. La mayor parte del caucho comercial se obtiene del latex de la planta

tropical Hevea brasiliensis, miembro de la familia Euphorbiaceae (Salisburg, 1994).
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FENOLES

Los fenoles son compuestos de estructura aromatica con uno o varios grupos
hidroxilo. El compuesto basico es el fenol, pero la mayoria de estos compuestos
son polifenoles. Entre los polifenoles vegetales, de los que actualmente se conocen
mas de 8000, figuran las quinonas fendlicas, las cumarinas, los lignanos y los
flavonoides. Estos tltimos compuestos forman el grupo méas numeroso, un
flavonoide tipico es la quercetina. Ademas de las estructuras monoméricas y

diméricas existen importantes grupos polimeros fenélicos, como los taninos
(Azco6n y Talon, 2000).

La actividad fisiologica de los compuestos fenolicos de las plantas es muy diversa.
Algunos de ellos pueden actuar en la fisiologia interna de las plantas que los
contienen, otros pueden tener importancia en la ecologia, algunos intervienen en el
transporte electrénico fotosintético y en la regulacién de algunas enzimas. Hay
compuestos fenélicos inhibidores de la germinacién de semillas, del proceso de
transporte de las membranas y de algunos tipos de hormonas de crecimiento. Los
fenoles que absorben la luz ultravioleta pueden desemperiar algun tipo de funcion,
al guiar a los insectos que realizan la polinizacion a las flores que los contienen.
Hay constituyentes fenélicos que son repelentes o toxicos a los herbivoros,
mientras que otros afectan la reproduccién de los roedores; la fuerte accién
irritante de la hiedra venenosa y de otros miembros de las Anacardidceas se debe a
la presencia de orto-difenoles con largas cadenas insaturadas. Irritantes similares
pero menos poderoso se encuentran en los frutos de Ginkgo biloba y en la raiz de

ginger (Valencia, 1995).

Existen fenoles simples como el fenol, el catecol y el floroglucinol. Existen también
derivados con cadenas laterales de uno, dos o tres carbonos, representados entre
otros compuestos, por el 4cido salicilico, el 4cido p-hidroxifenilacético y el acido

cafefnico, un 4cido hidroxicinamico ubicuo en las células de las plantas superiores.
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El 4cido salicilico es un efectivo agente alelopatico, por ejemplo en Quercus falcata.
Un derivado de este compuesto, el 4cido acetilsalicilico, es ampliamente utilizado
en medicina como analgésico {Azcon y Tal6n, 2000).

OH

(X

COH

Figura 12. Estructura del 4cido salicilico

Otro grupo que se encuentra dentro de los fenoles son los lipidos fenélicos estos se
dividen en dos grupos los de cadena larga, en la cual la cadena es un isoprenoide y
que derivan biogenéticamente del mevalonato y los no isoprenoides o de origen

policétido con cadenas no ramificadas como los 4cidos anacardicos.
3.2 Los acidos anacardicos en la naturaleza

La biosintesis de los 4cidos anacardicos no ha sido descrita en su totalidad,
inicialmente se proponia que se obtenian a partir de una condensacién de Claisen y
que el precursor era un policétido, pero en la actualidad se sabe que los 4cidos

anacardicos derivan de los 4cidos grasos.

Principalmente los acidos anacéardicos se han aislado de especies de la familia
Anacardiaceae. Una de las especies mas estudiada es Anacardium occidentale. Sin
embargo, también se encuentran en otras especies como se muestra en la siguiente

tabla (Tyman, 1979).
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Tabla 3. Familias que contienen 4cidos anacardicos (Tyman, 1979).

Familia Origen Componentes Formula
Botanico Mayoritarios
Anacardium Acidos *Acido 6-pentadecilsalicilico
occidentale anacérdicos (Cis) *Acido 6-[8'(Z)-pentadecil-salicilico
*Acido 6-[8'(2),11°(Z)-pentadecadienil]-
salicilico
*Acido 6-[8'(Z),11'(Z),14 -pentadecatrienil]-
salicilico
Anacardium Acido * Acido 6-undecilsalicilico
Anacardiacae giganteum anagigéantico
Hancock
Pentaspadon Acido * Acido 6-[8"(Zyheptadecenil] salicilico
motleyic pelandjauico * Acido 6-[8'(Z),11'(Z)-heptadecadienil]
Hook salicilico
Pentaspadon Acido
officinalis pelandjauico
Holmes
Gymnospermae Ginkgo biloba Acido ginkgolico Acido 6-tetradecil salicilico
Acido
ginkgolinico
Compositae Chrysanthemum Fructescina y * 6- metil hexa-2,4-dinil Salicilato
frutescens dimetil * 6- metil penta-2,4-dinil Salicilato
fructescina
Lichens Sphaerophorin Acido
cetrarig microfilinico
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3.3 Propiedades biol6gicas de los acidos anacardicos

Como grupo quimico los acidos anacardicos se han detectado en muchas especies
vegetales pero las propiedades biol6gicas han sido poco estudiadas, estos acidos
han sido utilizados en la industria automotriz y de pinturas. Sin embargo
actualmente se han venido descubriendo diversas propiedades biol6gicas, que

recientemente se estan explotando en el 4rea clinica.

Kubo y colaboradores (1993-a) detectaron una potente actividad antibacteriana en
una seleccion de 12 microorganismos sobre todo contra las bacterias Gram
positivas como Streptococcus mutans, Brevibacterium ammoniagenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Propionibacterium acnes, los 4cidos anacérdicos usados
fueron aislados de Anacardium occidentale, ademas de que se usaron derivados de
éstos y se enconir6 que al disminuir el numero de dobles enlaces en la cadena,
también decrece la actividad antibacterial contra las bacterias Gram-positiva a

excepcion de Propionibacterium acnes.

Muroi y colaboradores (2004) sefialaron un efecto sinérgico entre acidos
anacérdicos y meticilina para el Staphylococcus aureus resistente a meticilina. El
efecto sinérgico decrece cuando se incrementa el nimero de dobles enlaces en la

cadena alquilica.

Por otro lado, también se ha reportado la inhibicién de la sintesis de ADN por
parte del acido anacardico al inhibir a la ADN p polimerasa, también aumenta la

potencia de agentes anticancerigenos como la bleomicina y el cis-platino (Chen et

al., 1998).

Una de las propiedades biolégicas de los acidos anacéardicos es la inhibicién de la
sintesis de prostaglandinas, tirosina, y lipooxigenasa (Paramashivappa et al., 2001).
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Toyomizu y colaboradores (2000) comprueban el efecto como desacopladores de
electrones de cuatro acidos anacérdicos: 4cido 6-pentadecilsalicilico, 4cido 6-[8°(z)-
pentadecil]-salicilico, 4cido 6-[87(z),11°(z)-pentadecadienil}-salicilico y &cido 6-
[87(2),11°(z), 14 -pentadecatrienil]-salicilico en la fosforilacién oxidativa en la

mitocondria del higado de rata.

Masuoka y Kubo (2003) hacen una investigacion sobre la enzima xantina oxidasa.
Ellos observan que el 4cido 6-[8°(Z2),11°(Z),14 -pentadecatrienil]-salicilico se une al

sitio alostérico cercano a la unién con la xantina siendo una inhibicién reversible y

no competitiva.

Entre las propiedades biologicas que se les ha encontrado a los 4cidos anacardicos

son las citotoxicas que diversos autores han aprovechado para el combate a las

células cancerosas.

Kubo y colaboradores (1993-b) aislan del jugo de la manzana de Anacardium
occidentale tres acidos anacérdicos: Acido 6-[8'(Z)-pentadecil]-salicilico, Acido 6-
[8°(Z),11"(Z)-pentadecadienil]-salicilico y Acido 6-18°(2)11°(Z),14"-
pentadecatrienil]-salicilico con accioén citotoxica contra células de carcinoma

mamario BT-20 y una moderada actividad citotoxica en células de carcinoma del

epitelio de la cérvix.

Itokawa y colaboradores (1987) aisla siete fenoles de cadenas largas de Ginkgo
biloba L. Tres de ellos presentan una actividad antitumoral contra sarcoma 180 en
ratones en una dosis de 40 mg/kg, estos compuestos son un &4cido anacirdico
(&cido 6-pentadecil salicilico), bilobol y cardanol. El efecto antitumoral es
reportado para el 4&cido anacéardico (+ +), el bilobol (+ + +} y cardol (+ + +).
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Dos afios después Itokawa y colaboradores (1989) encuentran una actividad
antitumoral contra el sarcoma 180 y leucemia linfocitica P-388 en fenoles de
cadena larga de Ginkgo biloba L. Ellos utilizan nuevamente el 4cido 6-pentadecil
salicilico y sefialan que éste no presenta actividad en leucemia linfocitica P-388 a

una dosis de 100 mg/ kg.

Rea y colaboradores (2003) afslan de una planta medicinal llamada Ozoroa insignis
los 4cidos anacardicos: acido 6-pentadecilsalicilico y 4cido 6-(8-Z-pentadecenil)
salicilico siendo los responsables de la actividad citot6xica de esta planta. Esto
efecto prob6 en un estudio de la actividad citot6xica en carcinona hepatocelular
Hep G2, adenocarcinoma mamario MDA-MB-231, adenocarcinoma mamario
MCF7, melanoma humano SK-MEL-28, Hs 578T carcinoma mamario ductal y

carcinoma primario de vejiga 5637.
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3.4 Los acidos anacardicos del cuachalalate

Para el Cuachalalate Navarrete y colaboradores (1989) aislan tres acidos
anacardicos, estos son: el acido 6-pentadecil salicflico, el acido 6-heptadecil
saliclico y el 4cido 6-nonadecil salicilico (Fig 13). Estos &cidos se separaron como
ésteres metilicos y se encontr6 que la mezcla de éstos no es toxica para Artemia
salina (LCs0>1000ppm)

En un estudio reciente se descubri6 que los acidos anacardicos extraidos del
cuachalalate poseen una actividad citotoxica importante sobre varias lineas

celulares de cancer humano (Rosas et al, 2004).

COOH
HO

Acido 6-(nonadecil) salicilico

COOH
HO

Acido 6-(pentadecil) salicilico

COOH
HO

Acido 6-(heptadecil) salicflico

Figura 13 Estructuras propuestas para los 4cidos anacardicos del cuachalalate
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Capitulo 4. Los Microntcleos

4.1 Definicién y antecedente del ensayo de micronticleos

Los microndcleos son fragmentos intracitoplasmaticos de cromatina que se
encuentran separados del nucleo principal y que se forman a partir de la ruptura
de fragmentos cromos6micos acéntricos o bien por aquellos cromosomas que
sufren un rezago anafasico, lo cual se traduce en la aparicion de un pequerio
nucleo en células anucleadas como los eritrocitos o bien en el citoplasma de
nucleadas como linfocitos o espermatogonias (Hernandez, 1996; Speit y Henderson

2004).

La existencia de micronicleos ya ha sido reconocida durante muchos afios, su
asociacion con dafio cromosomico fue estudiada en trabajos del campo de la
radiacion en donde se menciona su frecuencia. El primer intento serio del uso de la
frecuencia de microntcleos como monitor de dafio citogenético aparece reportado
por Evans en 1959. El utiliz6 la frecuencia de micronticleos como una medida de
daiio citogenético inducido en la punta de la raiz de las habas por neutrones
rapidos y rayos gamma en presencia y ausencia de oxigeno, encontrando que las
cromatides, cromosomas e isocromatides rotas, dan origen a la aparicién de
fragmentos acéntricos en la mitosis y estos fragmentos son excluidos del nucleo

principal apareciendo en la siguiente interfase como micronticleos.

En un estudio in vitro, se informa que los aspectos de correlacién de las células
microndcleadas correspondfan con los esperados del andlisis de metafases para
aberraciones en linfocitos humanos cultivados e irradiados con rayos X (Fenech,

2000; Miranda et al., 2004).
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Fue en los afos de 1966 y 1970 cuando Schroeder recomend¢ el uso de frotis de
médula ésea para detectar dafio in vivo de mutidgenos quimicos, demostrando la

presencia de microntcleos en las células de dicha médula en relacién con dafio

citogenético.

Aproximadamente a principios de 1970, Schmid y Heddle iniciaron estudios para
determinar que parametros podfan servir como los mas ttiles indicadores de dafio
citogenético en médula 6sea in vivo. Este trabajo condujo a la conclusién de que la
incidencia de EPC micronucleados era particularmente un indice til de dafio

citogenético de médula ésea in vivo (Schmid, 1975).

En el afio de 1980 MacGregor y colaboradores, realizaron experimentos para
observar la frecuencia de microndcleos en sangre periférica y probar que ésta

podria ser utilizada como un indicador de dafio citogenético en eritroblastos

(Calder6n y Ramirez, 1992)

4.2 Sistemas de ensayo

El ensayo in vivo de microntucleos en mamiferos esta especialmente indicado para
evaluar el riesgo mutagénico, ya que permite tomar en consideracion factores del
metabolismo in vivo, de la farmacocinética y de los procesos de reparacion del
ADN, si bien dichos factores pueden variar segun la especie, el tejido y el aspecto
genético considerado. Los ensayos in vivo también resultan utiles para profundizar
en el estudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitro (FDA,
2003).

Esta prueba se puede realizar en una gran variedad de células tanto in vivo (en
médula 6sea, sangre periférica y células fetales de higado) como in vitro utilizando
células tanto de animales como humanas por ejemplo, se ha reportado esta prueba
en hepatocitos de rata en células de hamster chino V79 e incluso linfocitos

humanos y queratinocitos (Hernandez, 1996).
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El ensayo puede realizarse de dos maneras:

a) Se administra la sustancia de prueba a los animales en una sola ocasién. Se

extraen muestras de la médula 6sea o de sangre periférica al menos dos veces.

b) Si se efecttan dos o mé4s administraciones a intervalos de 24 horas, ha de
tomarse una muestra transcurridas de 18 a 24 horas desde la altima administracién
si se trata de médula 6sea y de 36 a 48 horas desde la tltima administracién en el

caso de la sangre periférica (FDA, 2003).

En el estudio agudo se monitorea la presencia de micronucleos en eritrocitos
policromaticos, esto se debe a que éstas son células jévenes (reticulocitos)
recientemente liberadas a la circulacién que presentan una coloracién mezclada de
basofilia y eosinofilia por lo que presentan un tinte azulado viol4ceo, son
generalmente un poco mayores que los eritrocitos normocroémicos y proceden de
normoblastos que pierden su ntcleo antes de que la hemoglobinizacién del
protoplasma sea completa; generalmente un aumento en su nimero con respecto a
los valores normales indica una eritropoyesis aumentada. La coloracién azulada
que presentan los EPC es por la presencia de acido ribonucleico en el momento de
su diapedesis hacia la circulacién y por la falta de aproximadamente 20% del
contenido final de hemoglobina, por lo que atun conservan parte del aparato
ribosémico para terminar la sintesis y constituir de esta manera una célula madura.
Debido a que son células producidas y liberadas durante el tiempo de estudio
constituyen la manera més eficaz de evaluar en ellas la afeccién de la actividad
medular asi como la capacidad clastégena de los compuestos en corto tiempo

(Hernéndez, 1996; Kirsch-Volders et al., 1997).
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De acuerdo con Mac Gregor el tiempo de vida de un eritrocito en raton es de 30
dias y considera que el ciclo celular es de 10 a 20 horas. El lapso que transcurre de
la division a la enucleacion es de 6 horas y el tiempo de los EPC en médula 6sea es

de 24 horas (Hernandez, 1996).

Si se emplea médula 6sea, se recomienda el uso de ratones o ratas, pero también
pueden utilizarse otras especies de mamiferos adecuadas. Si se emplea sangre
periférica, se recomienda el uso de ratones. Deben usarse animales jévenes y sanos
de cepas utilizadas habitualmente en laboratorio. La variacion del peso de los
animales al empezar el estudio debe ser minima y no exceder de + 20 % del peso

medio de cada sexo ( Hayashi et al., 2000).

Las células de médula 6sea suelen tomarse del fémur o la tibia, de los animales
recién sacrificados, se preparan y se tifien segiin métodos establecidos. La sangre
periférica se extrae de la vena caudal o de otro vaso sanguineo adecuado. Las
células hemaéticas se someten inmediatamente a una tincién supravital o se
extienden en frotis y luego se tifien. Si se emplea un colorante especifico del ADN
(por ejemplo, naranja de acridina o Hoechst 33258 maés pironina-Y) pueden evitarse
algunos de los artefactos que aparecen cuando se utiliza un colorante que no es
especifico6 del ADN, pero no por ello han de descartarse los colorantes
convencionales (coloracién de Giemsa, etc.). También pueden utilizarse otros
sistemas (por ejemplo, columnas de celulosa para eliminar las células nucleadas),
siempre que se tenga constancia de que resultan adecuados para la preparacion de

micronucleos en laboratorio (Salamone et al., 1980).

Para cada animal, se determina la relacién entre los eritrocitos inmaduros y el total
de eritrocitos (inmaduros + maduros) en un recuento de al menos 200 eritrocitos si
se trata de médula 6sea y de 1000 si se trata de sangre periférica. Antes de
analizarlos al microscopio, se codifican independientemente todos los portaobjetos,
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incluidos los controles positivos y negativos. Se determinaré la cantidad de
eritrocitos inmaduros micronucleados en un minimo de 2000 eritrocitos inmaduros
por animal. Puede obtenerse méas informacion contando los eritrocitos maduros
con microntcleos. En el analisis de los portaobjetos la proporcién de eritrocitos
inmaduros respecto al total de eritrocitos no debe ser inferior al 20 % del valor del
control. Si los animales han sido tratados de forma continua durante cuatro
semanas 0 m4s, también puede determinarse la cantidad de microntcleos en un
minimo de 2000 eritrocitos maduros por animal. Pueden emplearse sistemas de
andlisis automatizados (andlisis de la imagen o citometria de flujo continuo de
suspensiones celulares) en lugar del recuento manual, siempre dque estén

debidamente justificados y validados (Krishna, 2000; FDA, 2003).
4.3 Ventajas y desventajas del ensayo de micronticleos

El incremento en el uso del ensayo de micronicleos proviene de las ventajas
principales como su velocidad de analisis y simplicidad. Sin embargo no son las
tnicas. Los micronicleos pueden ser observados durante todo el ciclo celular y el
ndamero de células contables es relativamente ilimitado; el parametro contado es
reconocido facilmente hasta por personal con poca experiencia en citogenética; no
se requiere un cariotipo favorable; el micronicleo formado durante la divisién
celular persiste al menos a través de la siguiente interfase de modo que el tiempo
de muestreo es menos critico; no se requiere el uso de algtn otro agente quimico
ademas de aquel que estd bajo prueba, como por ejemplo, agentes huso
bloqueadores necesarios en otras técnicas citogenéticas y la significancia de

microntcleos es comparativamente clara ( Schmid, 1975).

La prueba de micronucleos en sangre periférica tiene mayores ventajas que la
realizada en médula 6sea, ya que una pequefia gota de sangre proporciona miles

de células contables, se pueden obtener muestras repetidas fécilmente de un
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mismo animal, evitando la necesidad de sacrificarlo. La tdnica preparaciéon

necesaria consiste en un frotis directamente de sangre.

También es mas fécil el conteo en preparaciones de sangre periférica que en las de
medula 6sea. Los micronicleos son de facil distincién porque ellos son los tnicos
tefiidos dentro de una célula anucleada como el eritrocito. Hay también menos
éantidad de material basofilico extrafio sobre la laminilla que en el caso de médula

6sea (Tsuchimoto y Matter, 1979; Hernandez, 1996).

La principal limitacién del uso de la prueba de microntcleos para identificar dafio
citogenético es que no detecta la diferencia entre los agentes que rompen

cromosomas de los que causan rezago anafasico (Calderén y Ramirez, 1992).
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Figura 14.- Representacién esquemdtica del mecanismo de formacién de microntucleos en eritroblastos de médula ¢sea resultando en
la formacién de fragmentos cromosémicos acéntricos y/o cromosomas rezagados (Marquez, 2002).



Justificacion

JUSTIFICACION

La propiedad genoprotectora del extracto de cuachalalate observada en un estudio
previo con la prueba de micronucleos despert6 el interés de continuar con otros
estudios que caractericen mejor dicha accion, ya que de esto dependera el posible
uso de la planta de cuachalalate como un anticancerigeno.

Dentro de estos estudios se encuentran los relacionados a determinar a los
principios activos de los cuales depende la antigenotoxicidad de la corteza de
cuachalalate. Por ello en el presente estudio se realizar la evaluacion genotoxica
de uno de estos componentes que previamente ha mostrado una accién citot6xica.
Ademés el estudio se extiende a un derivado semisintético con el cual se pretende
comprobar que modificaciones en la estructura del compuesto alteran su actividad
biol6gica. Los resultados de este estudio permitirdn ir caracterizando cada vez

mejor las propiedades farmacologicas de esta planta medicinal.



Objetivos

OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la actividad genotoxica del 4cido 6-nonadecil salicilico y de su éster
metilico a diferentes concentraciones en un ensayo in vivo en sangre periférica de
ratones CD1 con la prueba de microntcleos para caracterizar la accion biolégica

de estos compuestos presentes en cuachalalate.

PARTICULARES

. Determinar la actividad genot6xica mediante la frecuencia de micronucleos
en ratones CD1 tratados a diferentes concentraciones con el acido 6-nonadecil
salicflico y determinar asi mismo, la actividad citotoxica por medio del fndice de

EPC/ENC

. Determinar la actividad genoto6xica mediante la frecuencia de micronucleos
en ratones CD1 tratados a diferentes concentraciones con el acido 6-metilnonadecil
salicflico y determinar asf mismo, la actividad citotoxica por medio del indice de

EPC/ENC

" Comparar el efecto producido por el 4cido 6-nonadecil salicilico con el 4cido

6-metilnonadecil salicflico tanto en la actividad genot6xica como en la citot6xica
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Esquema experimental

DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

Pesar, marcar y distribuir

a los animales
Realizar frotis sanguineo (to) .
Acido 6-nonadecil salicilico
Admini los
compuestos de prucba
‘ Acido 6-metilnonadecil salicilico

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6

Aceite IFF 0.75 25 50 10
demaiz 60 mg/Ke mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg

I

Realizar frotis a las 24, 48, 72
horas después del tratamiento

|

Fijar los frotis en metanol por 3
minutos y tefiir con Giemsa pH
6.8 por 20 minutos

|

Examen microscopico
* 1000 eritrocitos totales determinando la
relacion EPC/ENC
* 1000 EPC determinando ¢l niimero de
ellos que presentan micronicleos

|

Analisis fistico de
los resultados
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MATERIAL Y METODOS

El material biolégico consistié en 50 ratones macho del bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala de 20 + 5 g de peso, de la cepa CD1, los cuales se
mantuvieron bajo las mismas condiciones ambientales (temperatura, luz y habitat)

y con libre acceso de agua y alimento durante el desarrollo experimental.

Procedimiento para el estudio de micronticleos en eritrocitos policromaticos de
sangre periférica:

Se utilizaron 50 ratones CD1 los cuales fueron pesados, marcados y distribuidos
conforme a las tablas 4,5 y 6.

Los compuestos que se utilizaron fueron el 4cido 6-nonadecil salicflico que es un
polvo blanco con punto de fusién de 50°C, soluble en disolventes polares e
insoluble en hexano, su férmula quimica es CasHa7O3 y su peso molecular es de
407 g/mol y el 4cido 6-metilnonadecil salicilico que es un derivado semisintético
que se obtuvo de hacer reaccionar al 4cido 6-metilnonadecil salicflico con un
diazometano y que se presenté como un aceite de color amarillo. Ambos

compuestos se disolvieron en aceite de maiz que sirvi6 como vehiculo para su

administracién.

Tabla 4. Distribucién de los lotes para el 4cido 6-nonadecil salicilico

Lote Solucién Administrada
1 0.75 mg/kg de acido 6-nonadecil salicilico
2 2.5 mg/kg de acido 6-nonadecil salicilico
3 5.0 mg/kg de acido 6-nonadecil salicflico
4 10.0 mg/kg de 4cido 6-nonadecil salicilico

43



Material y Métodos
p  _____ — — ]

Tabla 5. Distribucién de los lotes para el 4cido 6-metilnonadecil salicflico

Lote Solucién Administrada
1 0.75 mg/kg de acido 6-metilnonadecil salicilico
2 2.5 mg/kg de acido 6-metilnonadecil salicflico
3 5.0 mg/kg de acido 6-metilnonadecil salicilico
4 10.0 mg/kg de 4cido 6-metilnonadecil salicilico

Tabla 6. Distribucién de los lotes para los controles

1 Aceite de maiz 0.3 mL (negativo)

2 60 mg/ kg ifosfamida (positivo)

Una vez distribuidos se les tomé a todos los animales una muestra de sangre para
obtener los frotis del tiempo cero (t), la primera obtencién de éstos se realizé de la

siguiente manera:

La primera muestra correspondera a la basal de microntcleos. Para ésto se tom6
una muestra de sangre periférica de ratén obtenida por un corte de la porcién
terminal de la cola. Se deposito una gota en un portaobjetos previamente
desengrasado y limpio. La extensién de la gota se realiz6 con la ayuda de otro
portaobjetos colocado en un dngulo de 45° del primero. Se disminuye el é4ngulo
entre los portaobjetos y con un solo movimiento se corre la gota, el extendido debe

ser uniforme. La preparacion se seca al aire.

La administracién oral del acido 6-nonadecil salicilico y del acido 6-metilnonadecil

salicflico se realiz6 mediante una sonda epigéstrica metéalica adaptada a una
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jeringa plastica para insulina. La técnica consiste en sujetar al ratén tomandolo de
la piel a la altura del cuello para posteriormente asegurarlo tomando la cola y
curvandolo un poco para inmovilizarlo, se coloca en posicién vertical y se le
introduce la sonda en la cavidad oral hasta llegar al es6fago vertiendo el contenido

de la jeringa, esto con el fin de evitar pérdidas durante la administracion ya que es

una dosis dnica.

A las 24, 48, 72 hrs. postadministracion, se realiz6 un frotis sanguineo a cada raton
por triplicado.

Las laminillas obtenidas se fijaron con metanol absoluto durante 3 min y se secaron
al aire. Se realiz6 la tincién empleando colorante de Giemsa en buffer fosfatos de
pH 68 ya que la afinidad quimica o selectiva que posee nos permite la
visualizaci6n clara de las células asf como de los micronicleos contenidos en ellas.
Para ello cada laminilla de prueba se observara en el microscopio, seleccionando
las mejores laminillas. Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de tincién se

procedera a tefiir por inmersion en un vaso Copplin

Las laminillas obtenidas fueron analizadas primero a 40 X por regjones en donde
las células estén bien separadas, intactas y perfectamente tefiidas. Estas regiones
fueron localizadas  generalmente en la zona cerrada al final del frotis.
Posteriormente las laminillas se observaron con el objetivo de inmersi6n; el tefiido
de las células debe de ser rojo a rosa en eritrocitos maduros (normocrémicos) y
azulado para las formas inmaduras (policrométicos). Los microndcleos en los EPC
se presentan como cuerpos de inclusién de color azul -violeta, son redondos con

un didmetro aproximado de 1/20 a 1/15 del eritrocito, no refringentes.
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Anilisis estadistico

El procedimiento de rutina consisti6 en la evaluacién de dos parametros:
- Efecto genottxico: Cuantificacién de 1000 eritrocitos policrométicos por ratén
observando cuantos de ellos contienen MN (EPCMN)

EPC MN X1000
frecuencia EPC MN = - -
EPC contados
- Efecto citotoxico: Cuantificar la relacion de eritrocitos policrométicos y eritrocitos

normocroémicos (EPC/ENC) en 1000 eritrocitos por raton.

EPC X100

% EPC=
EPC + ENC

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 con las pruebas de ANOVA y las

de comparaciones multiples de Tukey-Kramer con un a=0.05 en el programa

Instat 2 version 1993.
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RESULTADOS

En la figura 15 se presentan los resultados de la frecuencia de EPCMN en sangre
periférica de ratén en el estudio que se le realiz6 al 4cido 6-nonadecil salicilico.
Como se puede observar, el control y los grupos experimentales se mantienen en
un intervalo de EPCMN de 0.4 hasta 2.2, estos valores estdn dentro del namero de
microntcleos basales que presenta la cepa CD1 (Calder6n y Ramirez, 1992). En el
inicio de la experimentacion (tp) se observé que los ratones de todos los lotes no
presentaban diferencias estadisticamente significativas y se encontraron dentro de
un rango de 1.2 a 1.8 MN. A las 24 horas se observ6 un decremento de EPCMN en
la dosis de 10 mg/kg y se mantuvo por debajo de uno. En el tiempo de 48 horas
todas las dosis y el control tienen un pequefio decremento. A las 72 horas las dosis
usadas se comportan de manera similar como al tiempo 0 y al realizar el analisis

de varianza no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 15. Frecuencia de EPCMN en 1000 EPC en el estudio del 4cido 6-nonadecil
salicilico. Las barras representan el promedio de EPCMN de 5 animales tratados,
y las lineas el error estandar.

No hubo diferencias estadisticamente significativas (ANOVA) p < 0.05.
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En ]a figura 16 se presentan los resultados de la relacion de EPC con respecto a
ENC en sangre periférica de ratén para el 4cido 6-nonadecil salicilico. Aqui se
observé que en el Hempo 0, tanto el control como los grupos experimentales se
mantienen en un rango estrecho entre 39 y 51 lo cual indica que no hubo
diferencias estadisticamente significativas y que los animales que se encontraban
en iguales condiciones. A las 24 horas la tnica dosis que muestra una disminucién
en la relacion EPC/ENC fue la de 10 mg/kg . En el tiempo de 48 horas las dosis de
0.75, 2.5, 5, 10 mg/kg y el control varian relativamente de forma similar siendo
nuevamente la dosis de 10 mg/kg la que muestra diferencias estadfsticamente
significativas. Y por dltimo los cuatro lotes experimentales a las 72 horas son
estadfsticamente significativos en comparacién con el control a las 0 horas, esto es,

se reduce la frecuencia de EPC.
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Figura 16. Frecuencia de la relacién de eritrocitos policromaticos y eritrocitos
normocrémicos (EPC/ENC) en 1000 eritrocitos en el estudio del dcido 6-
nonadecil salicilico.

Las barras representan el promedio de EPC/ENC de 5 animales tratados, las
lineas representan el error estandar

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo

Prueba de de Tukey-Kramer de comparacién multiple p < 0.05.
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O

En la figura 17 se presentan los resultados de la frecuencia de EPCMN en sangre
periférica de rat6n para el estudio realizado al 4cido 6-metil nonadecil salicilico.
En el tiempo 0, el control tuvo un nimero mayor de microntcleos que los grupos
experimentales, sin embargo se encuentran dentro del valor de los microntcleos
que presenta la cepa de ratones CD1. A las 24 y 48 horas se observé como el
namero de microndcleos va aumentando paulatinamente en los Iotes
administrados sin alcanzar al control y a las 72 horas las dosis de 0.75, 25 y 5
mg/kg se mantienen de manera similar al control mientras que la dosis de 10 no
muestran cambios con respecto al control. Al realizar las pruebas estadisticas como
el analisis de varianza y la prueba de Tukey-Kramer de comparacién miiltiple no
se encontr6 variacién estadisticamente significativa ni entre el tiempo ni la dosis,

ya que todos los valores se encuentran dentro del nimero de microntcleos que

presenta la cepa CD1.
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Figura 17. Frecuencia de EPCMN en 1000 EPC en el estudio del acido 6-
metilnonadecil salicflico. Las barras representan el promedio de EPCMN de 5
animales tratados, y las lineas el error estindar

No hubo diferencias estadisticamente significativas (ANOVA) p < 0.05.




Resultados

En la figura 18 se presentan los resultados de la relacién de EPC con respecto a
ENC en sangre periférica de rat6n para el acido 6-metil nonadecil salicilico. Se
puede observar como en el tiempo 0 los lotes no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. En el tiempo de 24 horas los grupos experimentales
tienen un decremento siendo la dosis de 10 mg/kg la que present6 el decremento
estadisticamente significativo. A las 48 horas se observé como el control tiene un
decremento en comparacioén con la dosis de 0.75 que present6 un incremento. En el
tiempo de 72 horas el control y las dosis de 2.5, 5 y 10 tienen un incremento. Al
realizar el analisis de varianza y la prueba de Tukey-Kramer de comparacién miltiple
se encontr6 que s6lo a las 24 horas con la dosis de 10 mg/kg hay diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control.
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Figura 18. Frecuencia de la relacién de eritrocitos policromaticos y eritrocitos
normocrémicos (EPC/ENC) en 1000 eritrocitos en el estudio del acido 6-metil
nonadecil salicilico. Las barras representan el promedio de EPC/ENC de 5
animales tratados, y las lineas el error estAndar

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo

Prueba de de Tukey-Kramer de comparacion mualtiple p < 0.05.
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Figura 19. La flecha sefiala MN en EPC caracteristicos encontrados en el control
positivo

¥b

Figura 20. La flecha (a) scfiala EPC y Ia flecha (b) sefiala ENC
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DISCUSION

El valor de las plantas medicinales estd dado por sus constituyentes quimicos,
generalmente los metabolitos secundarios como los alcaloides, terpenoides,
glicésidos, flavonoides y lignanos que producen efectos fisiol6gicos. El inventario
quimico y Ia evaluacién farmacol6gica de las plantas medicinales mexicanas son
todavia mas incompletos que el inventario taxon6mico (Rosas, 2000).

La mayoria de los trabajos reportados en la literatura utilizan al cuachalalate como
extracto ya sea acuoso, metandlico o hexinico. Pocos articulos han reportado el
efecto farmacolégico o toxicologico de los metabolitos que se pueden extraer del
cuachalalate.

En el presente trabajo se desarroll6 una investigacion sobre el efecto genotoxico y
citotoxico de uno de los metabolitos extraidos del cuachalalate, el &cido 6-
nonadecil salicflico y de su éster metilico obtenido por sfntesis quimica.

El 4cido 6-nonadecil salicilico es uno de los 4cidos anacardicos extraidos
recientemente del cuachalalate, ésta fue una de las razones por la cual el
cuachalalate ahora pertenece a la familia de las Anacardiaceas (Missouri, 2004). La
biosintesis de los 4cidos anacardicos no ha sido descrita en su totalidad, pero en la
actualidad se sabe que los 4cidos anacardicos derivan de los acidos grasos (Tyman,
1979).

Las dosis a las que se expusieron los animales en el presente estudio se designaron
tomando en consideracién por un lado, el contenido de 4cidos anacéardicos
presente en el extracto de cuachalalate y por otro el estudio preliminar sobre la
citotoxicidad de estos compuestos realizado por Rosas y colaboradores en el 2004
(ver mas adelante).
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La evaluacion de la técnica de microndacleos en sangre periférica de ratones CD1 se
efectu6 para determinar la capacidad genotoéxica y citotoxica del acido 6-nonadecil
salicilico, los resultados demostraron que la frecuencia de EPC MN no mostré
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo, lo que

sugiere que el compuesto no es genotoéxico.

Tanto el control como los grupos experimentales se mantuvieron dentro de los
valores de EPC MN de la cepa utilizada que son de 1 a 3 MN. En la dosis mas
grande que es la de 10 mg/kg observamos un comportamiento muy singular ya
que a partir de las 24 horas hay un disminucién notoria con respecto al control
negativo y se mantiene entre 0.4 -0.6 EPC MN. Por consecuencia, esto implica que
el 4cido 6- nonadecil salicilico es un compuesto que no ocasiona dafio al material

genético.

Estos resultados son congruentes con los reportados por Martinez y Flores (2003)
quienes evaluaron la genotoxicidad del extracto hexéanico del cuachalalate con la
prueba de micronucleos en un modelo similar al presente y concluyeron que el
extracto no es genotoxico a dosis hasta 1500 mg/kg via oral ya que no se

incremento la frecuencia de EPC MN.

Con respeto a la citotoxicidad, ésta se evalu6 cuantificando la relacion de
EPC/ENC. El 4cido 6- nonadecil salicilico presenté diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control negativo observando particularmente que la
dosis mayor que fue la de 10 mg/kg. Esta presenta en los tres tiempos una
disminucién estadisticamente significativas con respecto al control en la relacion
de EPC/ENC ya que se mantiene en un intervalo de 21-30. Con ello podemos
decir que la dosis con la mayor cantidad de 4cido 6-nonadecil salicilico fue
citotoxica, esto no coincide con lo reportado por Martinez y Flores (2003) quienes

concluyeron que el extracto hexdnico per se no es citotéxico, sin embargo hay que
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mencionar que la mezcla de acidos anacardicos que se encuentran en el extracto es
muy pequefia comparada con los demés compuestos que contiene el cuachalalate,
por ejemplo el extracto hexanico contiene un 23.14% de la mezcla de acidos
anacardicos y de esta el acido 6-nonadecil salicilico se encuentra en un 2.6% lo que
nos dice que la cantidad presente de este 4cido es muy pequefia.

Por otro lado la citotoxicidad del 4cido 6-nonadecil salicflico solo y en las
concentraciones usadas, coincide con el estudio in vitro realizado por Rosas y
Soto (Rosas et al, 2004) donde demostraron un efecto citotéxico muy importante
de este 4cido anacardico usando dosis que van de 2 hasta 6 mg/ml en diferentes
lineas celulares cancerigenas. Los resultados a las 72 horas muestran que las cuatro
dosis presentan diferencias estadisticamente significativas ya que tienen un
decremento en la relacién de EPC/ENC muy similar y significativo con respecto al
control negativo, esto nos dice que la citotoxicidad esta en funcién del tiempo ya
que a partir de las 72 horas todas las dosis muestran un efecto citotéxico que se
puede corroborar con el estudio in vitro de Rosas y colaboradores donde a partir
de 2 mg/ml se observa el efecto citotoxico. Como se puede observar la dosis que
present6 mas diferencias estadisticamente es la de 10 mg/kg. En esta dosis
podemos asociar el hecho de que al disminuir el nimero de micronicleos y de
igual forma la relacion EPC/ENC se puede pensar que el posible efecto que esta
ejerciendo el compuesto es citostatico ya que para poder observar EPC MN las
células se tienen que dividir y por tanto al ver disminufda la relacién de EPC/ENC

nos podria indicar una posible supresion de la eritropoyesis.

Una posible explicacion para el efecto que ejerce la dosis de 10 mg/kg, seria
relacionando los resultados obtenidos con lo reportado por Chen y colaboradores
(1998), donde sefialan que los 4cidos anac4rdicos inhiben a la ADN polimerasa p.
Como sabemos esta enzima es utilizada en la reparacién de ADN, al inhibirla la
célula no podria reparar los dafio producidos por algunos compuestos y la células
terminarfa por morir.
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Para el 4cido 6-metil nonadecil salicilico se encontré6 que éste, al igual que su
precursor, no es genotdxico, ya que no mostr6 diferencias estadfsticamente
significativas con respecto al control negativo. Aqui cabe mencionar que los
valores de EPCMN que se encuentran dentro de un intervalo de 1 -1.6 EPCMN del
control se encuentran un poco mas elevados que las dosis usadas que se
encuentran en un intervalo de 0.25 - 1.75, ésto se puede deber a que en la
experimentacion se manejaron por separado, inicialmente los lotes que
corresponden al 4cido 6- nonadecil salicilico y el control negativo y posteriormente
los lotes del acido 6- metilnonadecil salicilico, sin embargo no hay que pasar por
alto que tanto el control como el 4cido 6- metil nonadecil salicilico se mantienen en
el rango normal de EPC MN que presenta la cepa usada y que esta diferencia se
pudo deber tnicamente a las distintas camadas de ratones utilizadas y no a la
actividad del compuesto o del control, lo que es corroborado estadisticamente con

las pruebas utilizadas.

Con respecto a la citotoxicidad del 4cido 6-metilnonadecil salicflico se encontr6 que
solo tiene diferencias estadisticamente significativas en la relacion de EPC/ENC
en la dosis de 10 mg/kg a las 24 horas lo cual no refleja un efecto citotoxico
importante. Mientras que las demas dosis a los diferentes tiempos se comportan de
manera muy similar al control negativo y esto se podria relacionar con el trabajo
realizado por Navarrete y colaboradores (1989) donde afslan del cuachalalate una
mezcla de 4cidos anacardicos pero en forma de ésteres metilicos y estos no

presentan toxicidad sobre un organismo acuatico muy sensible, como lo es Artemia

salina (LCs0>1000ppm).

En cuanto a la comparacién de los efectos producidos por el 4cido 6-nonadecil
salicflico y su éster metilico podemos decir que ambos compuestos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de EPC MN lo que nos

dice que no son genotoxicos. Por otro lado se esperaba que el acido 6-
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metilnonadecil salicflico, el cual tiene una modificacién quimica con respecto al
acido 6-nonadecil salicilico no mostrara accién citotoxica por las razones
anteriormente expuestas y esto se comprob6 ya que no hubo diferencia
estadisticamente significativas con respecto al control en la relacién de EPC/ENC

por lo tanto es un compuesto que no presenta citotoxicidad a diferencia del 4cido

6-nonadecil salicilico que sf fue citotéxico.

Con todo esto podemos decir que el 4cido 6-nonadecil salicflico es un compuesto
que se podria perfilar como un auxiliar en el tratamiento de céncer, ya que no es
genotoxico y presenta una citotoxicidad en la dosis de 10mg/Kg. Es importante
que en el futuro se sigan realizando estudios de este acido para poder determinar
el mecanismo de citotoxicidad por el cual actia. Ademas de seguir en la
investigacién de los compuestos del cuachalalate para poder conocer sus
propiedades asi como el efecto que producen cada uno de ellos y poder determinar
de una forma mas eficaz y precisa cuales son los metabolitos que poseen la

actividad anticancerigena ya sea de forma individual o en conjunto.
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CONCLUSIONES

El 4cido 6 -nonadecil salicilico no incremento la frecuencia de EPC MN a las dosis
de 0.75, 2.5,5, 10 mg/kg, lo que indica que este acido no es genotoxico.

En la relacién de EPC / ENC se obtuvo una disminucién a partir de las 24 horas
en la dosis de 10 mg/kg y posteriormente a las 72 horas en las cuatro dosis lo que

nos indica que el acido 6-nonadecil salicilico result6 ser un compuesto citotéxico

dependiente del tiempo y la dosis.

El 4cido 6-metilnonadecil salicflico no es un compuesto genotéxico, ya que no

increment¢ la frecuencia de EPC MN a las dosis de 0.75, 2.5, 5, 10 mg/kg.

El 4cido 6-metilnonadecil salicilico no es un compuesto citot6xico, ya que no

alter6 la relacién de EPC /ENC a las dosis de 0.75, 2.5, 5, 10 mg/kg.

En la comparacién de los dos compuestos se puede decir que ninguno de los dos es

genotoxico y que el 4cido 6-nonadecil salicilico es un compuesto citotéxico a

diferencia de su éster mettlico.
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