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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es un problema grave de salud, no solo en nuestro pais, sino en el mundo entero,
la gente recurre a medidas alternativas para su control y mejoramiento de la calidad de vida, una de ellas es
la medicina tradicional. En México, existen alrededor de 300 especies de plantas que se utilizan para el
control de este padecimiento, entre las cuales se encuentra 7ecoma stans (“tronadora, trompeta, flor
amarilla, entre otros nombres comunes que le dan en su lugar de origen.”). Existe un amplio consumo y
comercializacion de la especie y sus preparados; por esto es importante evaluar la genotoxicidad de los
extractos y/o diferentes modalidades en que se administra esta planta medicinal a la poblacién. En el
presente se evalu6 el efecto genotdxico inducido por la tintura comercial de 7ecoma stans obtenida del
jardin de plantas Medicinales de San Cristébal de las Casas, Chiapas, México. Se empled el ensayo de
micronucleos (MN) en linfocitos humanos, que permite valorar la induccién de dafio genético ya que estos
se producen cuando se desprende un fragmento de ADN durante la mitosis y no se incorpora correctamente
al nucleo debido a diferentes factores como radiacién y/o sustancias genotoxicas. Las muestras de sangre
periférica se obtuvieron por medio de venopuncion, con tubos vacutainer con heparina; se separaron por el
método de obtencién de fracciones sanguineas nucleadas y se sembraron en medio de cultivo cultivo RPMI
1640 suplementado. La poblacion de estudio consistié de cuatro pacientes (dos hombres y dos mujeres
sanos). Los cultivos se expusieron a diferentes concentraciones de 7ecoma stans (0.06 ml/ml, 0.045 ml/ml,
0.03 ml/ml, 0.0225 mi/ml, 0.015 ml/ml). Como testigo negativo se empleé el solvente (agua) y como
control positivo mitomicina C [0.04 ml/ml]. 44 horas después de la siembra se adiciond Citocalasina-B
[4.5 pg/ml] y a las 72 horas se realizd la cosecha de las muestras con fijador Carnoy, se hicieron las
preparaciones que se tifieron con Giemsa y se observaron al microscopio éptico a 40X. Los resultados
muestran que no hay diferencias significativas en la frecuencia de micronucleos en las células binucleadas ni
en el indice de proliferacién celular (CBPI) con respecto a los controles negativos. Es importante resaltar
gue las concentraciones de 0.06 y 0.045 ml/ml fueron toéxicas para los linfocitos, mientras que en la de
0.03 ml/ml hubo una recuperacion celular completa; por lo que se concluye que la tintura de 7ecoma stans,
bajo las condiciones de este estudio, no muestra un efecto genotoxico ni citostatico, por lo que su uso como

medicina alternativa para el tratameniento de la diabetes, no representa un factor de riesgo al consumidor.

Palabras clave: 7ecoma stans, micronicleos, cromatografia de capa fina, diabetes mellitus, genotoxicidad.



Estudio genotoxico de la tintura de Tecoma stans en linfocitos humanos in vitro

I INTRODUCCION

1.1 Diabetes

Al ingerir alimentos, el organismo los transforma en glucosa (azlcar) y la sangre se encarga de
transportarla a las células para convertirla en la energia necesaria para poder llevar a cabo todas las
actividades del cuerpo; la insulina es una hormona producida por el pancreas, que ayuda a que la glucosa
penetre en las células, y controla el nivel de azlcar en la sangre; cuando la insulina es poca o deficiente, las
células no absorben la glucosa adecuadamente y por lo tanto aumenta su concentracién en la sangre
(Fig. 1) (Hernandez y Callejas, 2006).

Reducida secrecion Reducida sensibilidad
de insulina en la célula blanco

Efectos por disminucion
de insulina Disminucion de la
disponibilidad de

glucosa en células

Hiperglicemia

Incremento de
glucosa en el Derrame de glucosa en

tejido fluido |a orina - glucosuria o
. = . Meuronas carecen Cambio en

de energia metabolismo
; de grasa
Agua sigue a la
icremento de glucosa por osmaosis
riesgo de infeccion

Produccion de
cuerpos cetdnicos Pérdida de peso

Poliuria Polidipsia

Hiperlipidemia

Enfermedades Calculos biliares

cardiovasculares

Enfermedades

cardiacas Retinopatia

Ulceras v gangrena Darfio hepatico

Fig. 1 Efectos causados por la deficiencia de Insulina (Modificado de Web F)

La diabetes mellitus (DM) en la préactica se define como cualquier trastorno que eleve la glucosa plasmatica
después del ayuno (Islas y Revilla, 2004). Esta es una enfermedad determinada genéticamente en la que el
paciente sufre alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las proteinas, junto con una
deficiencia relativa o absoluta en la secrecidn de insulina y con grados variables de resistencia a ésta; se

caracteriza por hiperglucemia en ayunas, complicaciones microangiopaticas, en especial renales y oculares,
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asi como macroangiopatia con afeccion en las arterias coronarias, enfermedad vascular periférica y

neuropatia (Islas y Revilla, 2004).

La DM se subdivide en 4 grupos diferentes, aunque hay dos formas clinicas principales de la enfermedad:
tipo | o DM dependiente de insulina (IDDM) que aparece temprano y se agrava rapidamente y tipo Il o DM
no dependiente de insulina (NIDDM), es de desarrollo lento y menos grave y, a menudo desapercibida
(Nelson y Cox, 2001) (Tabla I).

Tabla I: Variaciones de diabetes mellitus (Tomado de Islas y Revilla, 2004, Strachan y Read, 2006 y
Hernandez et al., 1998).

DM gestacional

IDDM (tipo I) NIDDM (tipo I1) DJIM (tipo I11) .
(tipo 1V)
S ) Inicio en la madurez S ) Edad superior a los 30
Inicio juvenil Inicio juvenil
(> 40 afios) anos

Entre el 0.5y 16%; en

0.4% de la poblacion 6% de la poblacion los paises occidentales se
Britanica Estadounidense Rara presenta en el 5% de los
embarazos
Por lo general Por lo general controlable Dieta, si resulta
Requiere insulina controlable con con hipoglicemiantes insuficiente se usa
hipoglicemiantes orales orales insulinoterapia®
Asociacién potente con
Ausencia de obesidad obesidad Ausencia de obesidad Ausencia de obesidad

1 Aunque la utilizacion de hipoglicemiantes orales esta contraindicada en la gestacion.

1.2 Etnobotdnica

La etnobotanica es el estudio cientifico de las interrelaciones que se establecen entre grupos culturales o
etnias y el entorno vegetal a través del tiempo y en diferentes medios climaticos (Fig. 2). De estas
interrelaciones surge el aprendizaje de los beneficios que las plantas proporcionan como alimento, o por sus
propiedades curativas (Miranda et al/, 2005). Actualmente sabemos que el uso de las plantas se ha
diversificado extensamente por su actividad antitumoral, antimicrobiana, inmunolégica, anticonceptiva,

contra padecimientos hepaticos, gastrointestinales e hipoglicemiantes entre otras (Miranda et a/., 2005).
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LINEA DE TIEMPO DE LA ETNOBOTANICA

A .. Paleclitco medic, cueva Shanidar, en las montaias Zagros, restos fisiles de neandertales colocados @

cuidadosarrenits con restos de diferentes flores con propedades medicinales W
3000 A, ., medcina Ayurveda, ibro Rig Veda, perteneciente a los ibros sagrades del Brahmanismo, en la

__"'II'JmI be o leo de o) hest ficingd r

Z800 &, C., documento esorito sobre plantas medicinales, perteneciente a los Sumencos, ubicados al sur L
- 'dehsrinsﬁ;riir frates %~

i o 2700 A. C,, Tratado "Pen Tsao", atribuide al emperador chino Shen Hung, donde se clasifican 365 hierbas é

con aphcaciones medicinales

) s 1550 A. C,, "Papiro de Ebers”, perteneciente a los egipcios, encontrado &n una tumba de Assasif, con
aplicaciones de una larga lista de plantas medicinales

» 60-377 A. C., Isla de Cos, actualmente Grecia, Hipdcrates de Cos, sistematizo grupos de medicamentos en
donde usaba vegetales y minerales para prepararios

4090 O, C., "de materia Medica®, Dioscdndes, medico griege, estudio lss propledades de 600 plantss y
—t—t actuadmente existe una revision de su obra en castellanc, llamada “Fantas medicinales: El Discores
renovads” del farmacéuticn lerdano Dr. Pio Font Cuer

e 130-200 D, C., " Do Simpdicibus meadicinis” por Claudio Galeno

E0-1037 0. C., Bl meédico Tbn Sina o Avicena publico el libno " Allancon 7 A5 Los Roles de la
=t Medicina ) sobre plantas medicinales, ha sido raducds a vanes diomas y odavia se puede enconirar an
algunas biblictecas

1008-1074 D, C., El rmedico arabe Thn Wafed esonibes "El lbro de Ll almohada”®, o cual contenia recetas
con plantss medicnales segin la radicsdn srabe

 —

5 X111 la escuels de Saleno publico su obra llamada ™ Regimen Sanitelis Salarmitatunt” sobre las

1" virtudes medicinales de las plantas

= o En &l auge de las civilizaciones Maxica, Maya e Inca se tenian unas extensas farmacopeas, de plantas -
con proposiios curatves
o

1511 D C., e publico en Barmcelona ko "concorgis Pharmacapolarirm | que es la primera frmacopea

1T temioal de mundo

1552 0. €, Martin de la Cruz, medioo aztecs que asistia en o Colegio de la Santa Cruz en Tlateolco g

e B5CTIGO 8 libro ™ Libafuscle medicnalbus indorur herbis”, el cual se conoceria 4 siglos después como i 3
Cidece Badiano y describe & uso medicinal de 150 plantas ongnanas de Méxco h

£
=
1

5. XI¥ se pracocan los primesnss analiss quincos de esencias y oires principics activos de las plantas,

o nace la Brmacoquimica v 2= afsla la morfina a partir del opio ___,i}"'

Fig. 2 Linea de tiempo de la Etnobotanica (Modificado de Marinoff, 2006 y Barquero, 2007)
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En México, segun algunos estudios realizados, existen alrededor de 300 especies de plantas que se utilizan
para el control de la DM, entre las cuales se encuentra 7ecoma stans, como auxiliar en el tratamiento de
este padecimiento (Alarcon-Aguilara et al,, 1998; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Cervantes y Valdés,
1990; Corral et al., 2002; Costantino et al, 2003; Hernandez-Galicia et al., 2002; Hernandez y Calleja,
2006; Jezewski y Poss 2002; Miranda et al., 2005; Pérez y Vargas, 2006; Poss et al., 2003; Satyavati et al.,
1989; Shapiro y Gong, 2002).

1.3 Tecoma stans

1.3.1 Descripcidn

Es un arbol pequefio, siempre verde, que puede alcanzar alturas
de 6 a 20 metros y diametro de 0.25 mts, tiene una ramificacion
desde el medio del tallo y copa irregular. La corteza es de color
blancuzco a gris claro, es fibrosa, tiene lenticelas, hojas
opuestas imparinnadas con apice de punta larga y base de
punta corta; las flores estan ordenadas por racimos terminales
cortos y tienen varias flores amarillas atractivas, que tienen
forma de trompeta; los frutos son capsulas cilindricas

(Diagnostico y Programa de manejo, El Orito, 2001) (Fig.3).

Fig. 3 Tecoma stans

Reino.. Plantae
Phylum. Spermatophyta
Subphylum Magnoliophytina
Subclase. Asteridas
Orden.: Escrofulariales
Familia: Bignoniaceae

Nombre cientifico: Tecoma stans (L.) Juss-exHBK

Las especies de la familia Bignoniaceae, son neotropicales, y son usadas en la practica médica por las
culturas indigenas de Sudamérica (Alguacil et al., 1999). El conocimiento de la farmacobotanica de especies

de Tecoma es poco conocido. Pero aun asi se sabe de la actividad narcética y anestésica de flores y hojas



Estudio genotdxico de la tintura de Tecoma stans en linfocitos humanos in vitro

de 7ecoma stans (L.) Juss., asi como la actividad diurética e hipoglicemiante tomado como infusién (Alguacil
et al., 1999).

Segun un estudio Farmacognéstico realizado a Tecoma stans de acuerdo con Norma Ramal de salud publica
No. 309 (Cuba), el estudio macromorfoldgico caracterizé las hojas en compuestas, imparinnadas, pecioladas
de 5-13 foliolos, principalmente de 7-9, foliolos lanceolados, agudos o acuminados en el 4pice y estrechados
o cuneados en la base, con bordes aserrados y nervios algo pilosos, mientras que en las caracteristicas
micromorfolégicas, se observd en el corte transversal de la hoja, cuticula gruesa: una capa de células en la
epidermis del haz, una capa de parénquima en empalizada, parénquima lagunar laxo y una capa de células
epidérmicas en el envés, estomas hundidos y tricomas dendriticos unicelulares; en el caso de epidermis
adaxial no se encontraron estomas ni pelos, mientras en la cara abaxial se presentaron estomas rodeados

de 6 células y abundantes bases de pelos de forma caracteristica (Corral et al., 2002).

1.3.2 Sinonimias (tomado de Web Ay Web E)

Bignonia frutecens Millere ex DC.,
Bignonia incisa Hort ex DC.,
Bignonia stans L.,
Gelseminum stans (L.) Kuntze,
Stenolobium incisum Rose & Standl.,
Stenolobium quinquefjugum Loes.,
Stenolobium stans (L.)Seemann,
Stenolobium stans var. apiifolium (Hort. ex DC.) Seem.,
Stenolobium stans var. multijugum Fr.,
Stenolobium stans var. pinnatum Seem.,
Tecoma incisa Sweet,

Tecoma stans var. apiifolia Hort. ex DC.,

Tecoma tronadora (Loes.) Johnst.
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NOMBRES COMUNES DE Tecoma stans (Martinez, 2000; Ospina y Pinzon, 1995; Cervantes y Valdés, 1990;

Satyavati et al., 1989; Corral et al., 2002; Web A; Web B)

Argentina Guaranguay

Bolivia Toco-toc

Colombia Roble Amarillo, Chirlobirlo
Costa Rica Candelillo, Carboncillo

Ecuador Cholan

El Salvador

Tagualashte, Tatche, Tasto, Flor de San Sebastian, Marchucha,

Flor Amarilla, San Andres

Estados Unidos

Yellow Trumpet-Flower

Guatemala Chacté, Timboco, Timboque, San Andres
Honduras Sardinillo
Chiapas Batilimi, Matilimi, Candox

<

X M

(¢}

Distrito Federal

Nextamalxochitl (7. ndhuati)

Durango

Corneta amarilla, Trompeta

Guerrero

Hierba de San Nicolas, Hoja de Bafio, Nixtamalxochitl, Yucuc Il

(/. mixteco)

Michoacéan, Guanajuato, Jalisco

Retama, K'aptzarukua (/. purhépecha) Capzarucua, Istamasuchil,

Kameri
Morelos Huiztonxochitl, 1zontontli (/. ndhuatl), Estoncle, Iztontli, Huiztontl
Nuevo Ledn Mifiona

Tulasuchil, Lipa-gundoflei, (/. chontal), Guiabiche, Guie-bacana,
Oaxaca Guie-bichi, Trompeta, (/. zapoteca), Trovador
Puebla Ichcuetl, Mixtontze, Ixontli, Xochimitl

Quintana Roo

X-K'anlol (/. maya)

San Luis Potos{

Borla de San Pedro, Hierba de San Pedro, Flor de San Pedro,

San Pedro, San Diego huits (/. tenek)

Sinaloa Gloria
Sonora Caballito
Tamaulipas San Pedro
Veracruz Mazorca
Xk™anlol, Xkantol, X-cantul (7. maya), Kanlool, K'aanool Che’,
Yucatén
Xk'aan Lool Ché
o Tronador, Retama, Lluvia de oro, Campanas amarillas, Palo de Arco,
tros

Canlol, Tronadora, Alacrancillo, Angel, Bignonia, Canario, Escandor,
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Hierba de Bafio, Hoja de San Pedro, Iscandor, Moco de C6cono,
Ojo de Santa Lucia, Pichiche, Sanguinaria, Sadco, Trompeta tronador,

Trueno y Truena Fuerte

Nicaragua Chilca, Flor Amarilla, Sardinillo

Panama Copete

Puerto Rico Ruibarba

Venezuela Fresnillo

India Pila kaner

Cuba Sauco amarillo, Corneta Amarilla, Flor Amarilla, Flor de San Pedro

1.3.3 Distribucion

Se distribuye principalmente en zonas a nivel del mar y hasta los 1.500 mts. Desde el Suroeste de Estados

Unidos hasta Bolivia, Argentina, Brasil y las Antillas (Martinez, 2000) (Fig. 4).

{
AMERI! t&,

Fig. 4 Distribucién en América de 7ecoma stans.
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1.3.4 Habitat

Se encuentra en areas alteradas, a orillas de las carreteras, sobre faldas de las serranias, barrancas y sitios
pedregosos, en climas preferencialmente templado himedo y subhiimedo, trépico humedo y subhimedo;
en bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio y perennifolio, matorral xerdéfilo, pastizal y bosques
espinoso, mesofilo de montafa, de encino, de pino y mixto de pino-encino; florece de julio a noviembre

(Web A; Web E).

1.3.5 Usos terapéuticos

Se utiliza como diaforético, diurético contra la diabetes, contra dolores reumaticos, es estimulante e
hipoglicémiante (Martinez, 2000). También se utiliza contra malestares estomacales, como dolor de
estbmago, disenteria, bilis y empacho, atonia intestinal y problemas del higado, enfermedades
gastrointestinales, como gastritis, mala digestién y pirosis, enfermedades hepaticas, respiratorias y
ginecoldgicas, como regla retrasada, es auxiliar en el parto y para dar bafios después de éste, también
ayuda a la estimulacién de apetito en enfermedades como anorexia, anemia y desnutricién de los nifios; es
antihelmintico, antisifilitico, contra dolor de muelas, se utiliza para curar llagas y enfermedades cutaneas,
como viruela o urticaria; igualmente como antidoto de la irritacién por hiedra y contra el piquete de alacran;
ademas, se le usa para purificar la sangre, bajar temperatura corporal “calentura”, asi como en la fiebre
amarilla; es vigorizante, calma las alteraciones nerviosas, para los ataques e infecciones; como
desinflamatorio en golpes; se emplea como analgésico y como ténico en la “borrachera”, es util para el

asma y la tos y el exceso de &cido urico (Corral et al., 2002; Web E).

1.3.6 Forma de preparacion

En infusién.

Indicada en caso de:

a) Diabetes: Se prepara con las hojas o la flor, se toma sin azlcar y en ayunas (Diagnéstico y
Programa de manejo, El Orito, 2001; Jezewski y Poss, 2002; Web A).

b) “Borrachera” y en el postparto: Se prepara una infusién con yemas de trueno (7ecoma stans) y
canela, se endulza con piloncillo, se deja hervir hasta que quede la cantidad de una taza, y se toma

en ayunas durante tres mafianas (Web E).

11



Estudio genotdxico de la tintura de Tecoma stans en linfocitos humanos in vitro

En decoccidn.

Se recomienda para:

a) Dolores del cuerpo o reumadticos.: Se cuece un pufiado de hojas en agua y se entibia y se hace un
bafio, por nueve dias (Martinez, 2000). Se recomienda hacer una decoccion a la cual se le agregue
rosa de castilla y viuxita.

b) Empacho y para disenteria sélo se le afiade tapacola (Waltheria americana) (Web E).

c) Trastornos ginecobstétricos como regla retrasada, es auxiliar en el parto y después de éste: Se

mezcla con “hoja del cancer” u “hoja negra” (Web E).

En gotas.
Se recomienda para:

a) Gastritis: Se toman 15 gotas directo, 3 veces al dia por 10 dias.

b) Diabetes: Se toman 15 gotas 3 veces al dia hasta normalizar.
No consumir picante, puerco, refresco, café ni licor. De preferencia tomar antes de cada alimento para un
mejor resultado (Tintura comercial, obtenida en el jardin de plantas medicinales de San Cristébal de las

Casas, Chiapas).

1.3.7 Compuestos quimicos y principios activos

Algunos autores han reportado alrededor de 60 compuestos quimicos en 7ecoma Stans, aunque no se
conoce la actividad especifica de algunos de ellos: Acido antranilico (inhibidor de la insulinasa,
insulinoténico), Beta-sitosterol (hipoglicemiante), Cumarina (antidiurético), Tecomina (hipoglicemiante),
Tecostanina (hipoglicemiante), Triptofano (hipoglicemiante, inhibidor de la insulinasa, insulinoténico)
inhibidor a-glucosidasa o inhibidor de la amilasa, (Bianco et al., 1981; Corral et al., 2002; Costantino et al.,
2003; Gonzalez, 2004; Hernandez-Galicia et al., 2002; Lins y Felicio, 1993; Ospina y Pinzon, 1995; Pérez y
Vargas, 2006; Taha, 1954; Web D; Aguilar-Santamaria et a/., 2009).

Se ha visto que la presencia de ciertos metabolitos secundarios, alcaloides y flavonoides, en el extracto de
Tecoma stans son los responsables de la accion farmacolégica hipoglicemiante (Corral et al., 2002; De la
Paz et al., 2003). En el estudio realizado de acuerdo con Norma Ramal de salud publica No. 309 (Cuba), los
cambios cualitativos de coloracién fueron positivos por la presencia de un precipitado naranja para
alcaloides y rojo intenso para flavonoides en la fase amilica; por cromatografia en capa delgada se conocio

la presencia de apigenina (Corral et al., 2002).

12



Estudio genotdxico de la tintura de Tecoma stans en linfocitos humanos in vitro

1.4 Estudios realizados en animales

En un estudio realizado por el IMEPLAM en 1980, se ensayaron diferentes extractos de 7ecoma stans en
ratas y conejos normales, asi como en animales sometidos a la extirpacién parcial del pancreas y en ratas
con diabetes inducida con estreptozotina; los resultados indicaron que el efecto hipoglicemico fue suave en
los animales normales, mientras que en aquellos a los que se les indujo la diabetes la accion de 7ecoma fue

mas evidente (Gonzalez, 2004).

En un ensayo realizado a perros normales administrando intravenosamente 7ecoma stans se observd una
respuesta temprana de hiperglicemia, seguida de una disminucién lenta de los valores de glucosa en sangre

acompafiada de hipertrigliceridemia (Costantino et a/., 2003).

La CONABIO (Web A) considera a 7Tecoma stans como planta venenosa para el ganado bovino y caprino,

ademas de que se utiliza como insecticida contra el gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda).

Pocos estudios se han realizado con respecto a la genotoxicidad de 7ecoma stans, entre los biomarcadores
que se pueden realizar para observar si un compuesto provoca efectos genotdxicos es el de micronicleos

(MN).

1.5 Biomarcadores

Los biomarcadores son cambios bioquimicos, fisiolégicos o morfolégicos medibles que se producen en un
sistema biologico y se interpretan como reflejo o marcador de la exposicibn a un agente toxico

(Martinez-Valenzuela y Gbmez-Arroyo 2007). Los biomarcadores se pueden clasificar en:

a) Exposicion: los cuales miden la concentracion del xenobiético o de sus metabolitos en los fluidos
bioldgicos.

b) Efecto: que determinan los cambios fisioldgicos, bioguimicos, genéticos o moleculares que ocurren
en las células o en los tejidos.

c) Susceptibilidad: donde se implica una interaccién especial del xenobiotico con las caracteristicas

genéticas del individuo (Ostrosky y Gonsebatt, 2006).

Las pruebas para la induccion de dafio genético se han llevado a cabo para diferentes modelos, aunque los
estudios de biomonitoreo humano de ensayos citogenéticos son los mas comunmente utilizados, entre los
cuales se encuentran Aberraciones Cromosomicas (AC), Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH) y

micronucleos (MN) entre otros (Pastor et al., 2001).
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1.5.1 Prueba de micronucleos (MN)

El uso del ensayo de MN para evaluar el dafio cromosdmico inducido por clastdgenos o aneugenos sobre
cultivos de linfocitos humanos fue propuesto por Countryman y Heddle en 1976, cuyo Unico requisito era la
eleccion de tipos celulares con gran actividad mitdtica por ejemplo linfocitos y eritrocitos de sangre
periférica, aunque también se pueden utilizar células uroteliales y exfoliativas de las mucosas nasales y
bucales y técnicamente también es posible utilizar medula 6sea y algunos otros tejidos internos, pero su
adquisicion requiere procedimientos invasivos por lo cual no se usa cominmente (Zalacain et al., 2005,
Tucker y Preston, 1996). Aunque en 1975 Schimd utilizaba ya el ensayo de MN para analizar diferentes
compuestos aplicados a mamiferos pequefios produciendo un efecto de rompimiento cromosdmico en las

células (Fig. 5).
ORIGEN DE LOS MICRONUCLEOS

Elmdqanm Aneugenog
b, - Ciclo .
-; Celular
Micreniclas
Micleo
€ Citoplasma

Fig. 5 Origen de Micronlcleos (Modificado de Marcos, 2006).

En 1984, el andlisis fue mejorado por Fenech y Morley, al frenar la citocinesis en células que ya pasaron por

un ciclo celular (CBMN: cytokinesis-block micronucleus) (Fig. 6).

\7/

Milsls . “ % Anafase
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Con cliocalasina -B bll1 cliocalasina -B
a) Célula Binucleada b) Célubs Mononucleackhs
Fig. 6 Formacion de Micronucleos: a) En una célula binucleada con Citocalasina-B y 14

b) Células mononucleadas (Tomado de Zalacain et a/., 2005).
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Las células son tratadas con Citocalasina-B (aislada del hongo Helmithosporum dematoideum) agente
inhibidor de ensamblaje de los microfilamentos, que inhibe la citocinesis durante la mitosis de manera que
las células que han llevado a cabo un solo ciclo de divisibn pueden ser identificadas por su aspecto

binucleado (Di Giorgio, 2001 y Zalacain et al., 2005) (Fig. 7).

Téenica de blogues de |a citocinesis

Resultados citolégicos Resultades genotéxicos

. . P&Mﬁuw

MH en Células

Pusnins

* Pusnies dicéniricos
en cdulas

Proporcitn de células
mononudesdss,

Fig. 7 Se muestran algunos resultados que se pueden esperar en la

- -n-eliar_u:'h:ﬂ.iﬁm

técnica de bloqueo de la citocinesis (Modificado de Fenech, 1997).
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En 1999 el ensayo de MN fue validado a nivel mundial y considerado como un biomarcador efectivo para
detectar dafio en el ADN (agentes clastdgenos y aneuploiddgenos) para la validacién se cred un programa
internacional de MN humanos (HUMN: Human MicroNucleus Project), disefiado por Michael Fenech y
colaboradores en 1999 con el fin de recopilar las frecuencias basales de MN obtenidas en diferentes

laboratorios y poblaciones del mundo (Norppa, 1993; Zalacain et a/., 2005).

1.5.1.1 Ventajas del ensayo de micronidcleos

Una de las razones por las que se prefiere este ensayo sobre algunos otros es por su facilidad y rapidez
comparado con otros ensayos como por ejemplo el de aberraciones cromosémicas. Algunas de las ventajas
que tiene es que el conteo celular es muy facil; los efectos producidos por algin agente solo son
considerados en células con division mitética; tiene un gran poder estadistico porque se pueden analizar
muchas células; y sin mucho esfuerzo. Se puede obtener informacion utilizando anticinetocoros y pruebas
de hibridacion /n situ con varias pruebas de DNA, ademas es muy poco probable obtener un resultado falso-
positivo porque los MN solo ocurren en la division celular y son considerados en la estimacion del porcentaje
de células con aberraciones cromos@micas, también permite explotar otros parametros: en la cinética de la
divisién celular, puentes, etc. y puede ser usado en ensayos /17 vivo O in vitro en una gran variedad de

células (Fenech, 1997; Lucero et al., 1999; Miller et al., 1997).

1.5.1.2 Mecanismos de formacion de micronidcleos

Durante la division celular el ADN contenido en el nicleo se replica y divide equitativamente dando lugar a
dos células hijas idénticas; este proceso puede producirse de manera errénea, debido a errores durante la
replicacion y posterior divisién del ADN, a roturas cromosémicas y al efecto de la radiacién y/o de sustancias
genotoxicas, produciéndose pérdida cromosémica y haciendo que el reparto del material genético no sea
equitativo (Zalacain et al., 2005). Cuando esto ocurre el material genético que se desprende y no se
incorpora correctamente al ndcleo de la célula hija, origina un nuevo nicleo de menor tamafio denominado
micronucleo (MN), visible al microscopio éptico. (Zalacain et al., 2005). ElI micronucleo, puede derivar de

cromosomas enteros o fragmentos cromosomicos acéntricos (Fenech, 1997) (Fig.8).
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=

Fig. 8 (a) (b) y (c) células binucleadas portadoras de microndcleos; tanto las

células como los micronicleos cumplen los criterios de seleccion definidos por el
comité internacional de microntcleos humanos; (d) (e) y (f) distintos estadios de
células en vias de apoptosis; (g) (h) e (i) células con distintos indices de division
nuclear; (g) células mononucleadas; (h) célula trinucleada portadora de
microndcleos: (i) célula tetranucleada portadora de microndcleos, (j) célula

mononucleada con micronuicleos. (Tomado de Zalacain et a/., 2005).

1.5.1.3 Factores de variabilidad

Existen algunos factores que pueden afectar la variabilidad en el nimero de microntcleos (MN) en la

frecuencia basal, entre estos se encuentran:

a) Edad, a mayor edad mayor nimero de MN, el promedio de edad en donde se ve reflejado es a los

35 afios en promedio.

b) Genero, las mujeres presentan una mayor frecuencia en el nimero basal de MN, un déficit de folato

y vitamina B12 también aumentan la frecuencia de MN. La menopausia y el desarrollo de

osteoporosis también pueden aumentar la frecuencia de MN (Zalacain et al., 2005).
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Por otro lado también existen factores que pueden ayudar a reducir el nimero de MN, como el consumo

regular en la dieta de agentes antioxidantes, como la vitamina E, vitamina C, B-caroteno, ginseng y algunas

infusiones (Zalacain et al., 2005) (Tabla II).

Tabla I1: Factores modificadores del nimero de micronucleos en cultivos de células humanas (modificado

de Zalacain et al., 2005).

Incremento

Factores

Edad (>edad >MN)

Genero (hombres > mujeres)

Presencia de homaocisteina plasmatica

Déficit de folato y vitamina B12

Procesos fisioldgicos (menopausia y osteoporosis)

Drogas citostaticas (tratamientos antitumorales)

Alcohol

Exposicién a agentes toxicos a diario

Agentes antioxidantes

VitaminaEy C

B-caroteno

Infusiones de Ginseng e infusién
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11 JUSTIFICACION

Segun la OMS la diabetes mellitus (DM) ocupa el 7° lugar de muertes en el mundo para ambos sexos,
mientras que para hombres ocupa el 11° lugar y en mujeres el 7° (Becker et al., 2006). Y en México es una
de las principales causas de muerte. Hace veinticinco afios se registraron 10 mil muertes por diabetes
mellitus, lo cual representaba 2.4% del total, ubicandose en el 10° lugar (Lozano et al., 2002). En el 2005
ocup6 el 1° lugar con un total de 67,070 muertes esto es el 13.6% de la mortalidad general registrada en el

pais (pagina Web B).

La DM es un problema grave de salud para la poblacion, la gente recurre a medidas alternativas para su
control y mejoramiento de la calidad de vida, una de ellas es la medicina tradicional. El uso de plantas
medicinales, es milenario, entre otras plantas con efecto hipoglicemiante se utiliza a 7ecoma stans (De la
Paz et al., 2003). Por lo que es importante probar que la tintura comercial de 7ecoma stans, proveniente del
jardin de plantas medicinales de San Crist6bal de las Casas, Chiapas, no produce alteraciones secundarias,

como: mutaciones, alteraciones en el DNA y/o cambios en la segregacion cromosomica.
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111 HIPOTESIS

Si la tintura de Tecoma stans incrementa la frecuencia de micronuicleos en células binucleadas y/o modifica
el indice de proliferacién con respecto al control negativo en la prueba de micronicleos entonces 7ecoma

Stans es genotoxico y/o citotdxico.

IV OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto citotoxico y genotdxico de la tintura de 7ecoma stans en linfocitos humanos por medio

de la prueba de microntcleos (MN).

4.1.1 Objetivos particulares

1. Mediante cromatografia de placa fina (CCF) comparar el extracto de las hojas y tallos de 7ecoma stans,
con sus presentaciones comerciales de la especie (tintura y sobre con planta seca y molida para
infusion), obtenidos en el jardin de plantas medicinales de San Cristobal de las Casas, Chiapas, México,
para corroborar que los preparados provienen de dicha especie.

2. Determinar la presencia de flavonoides y alcaloides en hojas y tallos de 7ecoma stans.

3. Evaluar el efecto genotéxico inducido por la tintura de 7ecoma stans en el ensayo de micronucleos en
linfocitos humanos.

4. Determinar si la tintura de 7ecoma stans modifica la cinética de proliferacion en linfocitos humanos /n

vitro.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Estudio fitoguimico

El estudio de las sustancias de origen natural que poseen una virtud medicinal se conoce como
farmacognosia, y el efecto que ocasionan esas sustancias en el organismo se estudia en farmacologia.
La fitoquimica permite detectar y posteriormente identificar los principios activos responsables de las

propiedades atribuidas a las plantas (Alonso, 2008) (Fig. 9).
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Fig. 9 Estudio fitoquimico de 7ecoma stans.

5.1.1 Obtencién de Tecoma stans (Fig. 9a)
Se utiliz6 Tecoma stans obtenida del jardin de plantas Medicinales de San Cristobal de las Casas, Chiapas,

México, esta se obtuvo en tres presentaciones: un Kg de esta previamente deshidratada (hojas y tallos),

13g de la planta deshidratada ya pulverizada y en extracto hidroalcohélico (tintura comercial).
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5.1.2 Preparacion de los extractos

La planta (presentacion de un Kg) se tritur6 lo mas posible hasta obtener un polvo fino. Se obtuvieron 903g

de planta molida.

Se realizd una infusion, con 1g de la planta en polvo en 20ml de agua hirviendo. Posteriormente se
concentrd la infusién en un rotaevaporador (BUCHI) y bafio (BOEKEL) (Fig. 10) a una temperatura de

+96°C con presidn reducida y 40 rpm, y se espero hasta reducir su volumen a 5ml aproximadamente.

5.1.3 Cromatografia en capa fina (CCF) de los extractos

En dos placas de silica gel (60F,s,) de 2 x 6cm (I 'y II) se colocaron 3 muestras:

e Infusion de Tecoma stans planta ya pulverizada (1.3g/100 ml de agua).

e Infusion de Tecoma stans tallo y hojas
(1g/20ml de agua).

e Extracto de 7ecoma stans (tintura comercial).

Se hicieron otras dos placas para la infusion (III y IV), solo que

esta vez solo se utilizaron dos muestras:

e Infusion de T7ecoma stans planta ya pulverizada
(1.3g/100ml de agua).

e Infusion de Tecoma stans tallo y hojas

| ol

(1g/20ml de agua). Fig. 10 Rotaevaporador

Para la aplicacion de los extractos en la placa se utilizd un capilar previamente punteado se tomd un poco
de la muestra y se puso en el nimero correspondiente en la linea de origen, esto hasta saturar el punto,

dejando secar entre gota y gota (Fig. 11).

Para el corrimiento, la placa con las 3 muestras se introdujo en una camara cromatografica, en donde se
colocd el eluyente (5ml), en este caso se utilizd etanol para correr una de las placas (I) vy
Butanol: Acido Acético: Agua (6:1:3) para la otra (II), y una vez que la cdmara se saturd de vapores del
eluyente se introdujo la placa intentando no salpicarla con el eluyente, se tapd la camara y cuando el

eluyente llegd hasta el frente de la placa se retir6 y se dejé secar (Fig. 12).
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Fig. 12 Camara cromatogréfica.

Fig. 11 Placa de silica gel.

De las placas con dos muestras una se corrié en Butanol: Acido Acético: Agua (5:1:4) (Ill), y la otra se

corrié en metanol (1V).

5.1.3.1 Revelado

Cuando la placa se secd se observd en una lampara de luz UV a 254nm (onda corta) y a 365nm
(onda larga), estas hacen que fluorezcan las muestras o compuestos que se ven solo si absorben ese tipo

de luz, se fueron marcando las manchas con un lapiz (Figs. 13 y 14).

Después con ayuda de un aspersor de cristal y una bomba de aire se rocia la placa con una disolucion de
Sulfato Cérico dentro de la campana de extraccion, esto hasta que la placa este completamente amarilla;
posteriormente la placa se colocé sobre una plancha caliente a 95°C hasta que revele las manchas de los
compuestos organicos presentes, pudiéndose ver incluso aquellos que no se hayan detectado en UV, y se

retira de la plancha hasta que las manchas queden en un fondo blanco (Fig. 15).

23



Estudio genotoxico de la tintura de Tecoma stans en linfocitos humanos in vitro

L]
Fig. 13 Revelado con Fig. 14 Revelado con Fig. 15 revelado Sulfato
luz UV 254nm luz UV 365nm cérico

5.1.4 Extraccion con Hexano (Fig. 9b)
Para la extraccion con Hexano se pesaron 5g de la planta y se le agregaron 40ml de Hexano en un frasco
de cristal, se puso a agitar a 1000 rpm durante 24 horas. Se filtré la 7ecoma recuperando el filtrado en un

matraz, para su posterior destilaciéon a presién reducida.

La planta molida extraida con Hexano se puso dentro de la campana de extraccidon para secarlo y esto

usarlo en la siguiente extraccion con un disolvente mas polar.

El liquido obtenido se pone en el rotaevaporador a 55°C y 40 rpm y se hace la destilacion hasta disminuir el

volumen del extracto. Se realizaron cuatro placas de Hexano con dos muestras:

1. Extraccion con Hexano planta ya pulverizada (1.3g/100 ml de agua).

2. Extraccién con Hexano tallo y hojas (1g/20ml de agua).

Se corre una placa con Hexano, otra placa con Hexano: AcOEt (9:1), otra placa Hexano: AcOEt (8:2) y la

ultima placa Hexano: AcOEt (7:3) y se revelan en luz UV y con Sulfato cérico.

Se pesé el vial del extracto de Hexano una vez que se puso en una camara de vacio hasta evaporar, y por

diferencia de peso se saco el peso del extracto.
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5.1.5 Extraccion con Acetato de Etilo (AcOEt) (Fig. 9b)
Para la extraccion con AcOEt se uso el macerado que se habia puesto a secar de la extraccién anterior, y se
siguié el mismo procedimiento, el liquido obtenido se puso en el rotaevaporador a 65°C y 40 rpm hasta

disminuir el volimen del extracto y se realiz6 una placa con dos muestras:

1. Extraccién con AcOEt planta ya pulverizada (1.39/100ml de agua).
2. Extraccién con AcOEt tallo y hojas (19/20ml de agua).

Se corre la placa en una camara de cromatografia con Hexano: AcOEt (7:3) y se revela en luz UV y con

Sulfato cérico.

Se peso el extracto de AcOEt.

5.1.6 Extraccion con Metanol (Fig. 9b)
Para la extraccion con Metanol se uso el macerado que se habia puesto a secar de la extraccion de AcOEt, y
se siguid el mismo procedimiento, el liquido obtenido se puso en el rotaevaporador a 60°C y 40 rpm hasta

disminuir a aceites y se realizaron cinco placas con dos muestras:

1. Extraccion con Metanol planta ya pulverizada (1.3g/100ml de agua).

2. Extraccién con Metanol tallo y hojas (19/20ml de agua).

Se corrieron las placas en una camara de cromatografia, la  primera con

Butanol: Acido Acético: Agua (5:1:4), la placa dos se corrié con AcOEt: Metanol (5:5).

La tercera placa se corri6 en AcOEt y sobre este corrimiento se corrié en AcOEt: Metanol (8:2) y sobre este

se corrio en AcOEt: Metanol (7:3).

La cuarta placa se corri6 en AcOEt: Metanol (9:1), la quinta placa se corri6 en

Butanol: Acido Acético: Agua (6:0.5:2.5) y todas se revelaron en luz UV y con Sulfato cérico

Se realizé una placa en donde se hizo una cromatografia comparativa de los extractos de metanol con las

infusiones y se aplic6:

1. Infusidn de 7ecoma stans planta ya pulverizada (1.3g/100ml de agua).
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2. Infusién de Tecoma stans tallo y hojas (1g/20ml de agua).
3. Extraccién con Metanol planta ya pulverizada (1.3g/100ml de agua).

4. Extraccion con Metanol tallo y hojas (1g/20ml de agua).

Esta placa se corrié en Butanol: Acido Acético: Agua (6:1:3), se revel6 en luz UV y Sulfato cérico.

Se peso el extracto de Metanol.

5.1.7 Extraccion de flavonoides (Fig. 9d)

Para la extraccion de los flavonoides se utilizo HClI 2M ya que este rompe (hidroliza) la unién de aquellos

flavonoides que estén unidos a otra molécula (azucares).

Se pesaron 30g de 7ecoma stans y se depositaron en un vaso de precipitados de 1L y se le agregd
aproximadamente 700ml de HCI 2M (hasta que la planta quedara cubierta). Se prepar6 un bafio maria y se
metio el vaso con la planta tapado con una caja petri de cristal, de tal forma que los vapores del vaso se

condensaran se dejo por una hora manteniendo el agua a 95°C.

Se realiz6 una filtracion con vacio en un matraz kitasato y un embudo biichner, el matraz se conecto al
vacio y sobre el filtro se puso un circulo de papel filtro, se fue filtrando la planta que se puso en contacto

con el HCI.

Cuando todo el filtrado se recupero se hizo una extraccion liquido-liquido
con AcOEt (Fig. 16). Se extrae de la fase acuosa agregando 100ml de
AcOEt por cada 150ml del filtrado, esto se realizd 3 veces. La fase de
AcOEt se seca con Sulfato de Sodio Anhidro que después se retira por

filtracion.

El AcOEt se elimina con el rotaevaporador a 60°C y 40 rpm, el extracto
seco de la hidrdlisis soluble en AcOEt obtenido se disuelve en
Butanol (BuOH). La fase acuosa de la extraccion liquido-liquido se

desecho; y la planta se dejo secar.

Esto se realiza asi, ya que los flavonoides al ser solubles en AcOEt se

recuperan con este solvente.

Fig. 16 Separacion de fases.
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Se peso el extracto de flavonoides.

Una muestra del extracto de AcOEt se aplicé en una placa y se corrié con Hexano: AcOEt (5:5).

Los flavonoides se revelan en una camara de vapores de amoniaco, en donde se observan en amarillo o

verde.

Se corrié la misma placa en AcOEt y se meti6 a la cAmara de vapores de amoniaco, después se revelo con

FeCl; al 5% (revela fenoles, Anexo I).

La planta que se dejo secar se puso en un frasco de 4 L, ambar de cristal, con AcOEt recuperado de
extracciones, esto por 24 horas. A esta extraccion se le hizo un lavado con Hexano y se fue recuperando, se

retird la planta y el extracto que quedo en el frasco se disolvié con Etanol al 96%.

Se hizo una placa con el extracto del lavado con Hexano y se corrio en Hexano: AcOEt (8:2), esto para
corroborar que ya no hubiera flavonoides en la fraccion menos polar, se observé con luz UV 365nm y con
vapores de amoniaco, posteriormente se dividié la placa a la mitad a lo largo y a una parte se le aplico

Sulfato Cérico y a la otra mitad FeCls.

Se realizaron dos placas una en silica gel y la otra en celulosa, con las siguientes muestras:

1. Quercetina (flavonoide)
2. Extraccién con AcOEt (flavonoides) tallo y hojas.

3. Rutina (flavonoide)

Se corrieron en Butanol: Acido Acético: Agua (4:1:5), y se revelaron con vapores de amoniaco y con FeCls.

Se hicieron ocho placas en silica gel con la extraccién de AcOEt (flavonoides) tallo y hojas:

e La primera se corrié en AcOEt: Acido Férmico: Acido Acético: Agua (10:1:1:2).

e La segunda placa se corrié en Metanol: AcOEt (5:5).

e La tercera se corrid en Butanol: Agua (7:3).

e La cuarta placa se corrié en AcOEt: Metanol (9:1).

e La quinta placa se corrié en AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:1).

e La sexta placa se corrio en AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:1.5).

e La séptima placa se corrié en AcOEt: Hexano (8:2) y sobre esta se corrio en AcOEt.

e La octava placa se corrié en Butanol: Acido Acético: Agua (6:0.5:2.5).
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Todas se revelaron con luz UV a 365nm, vapores de amoniaco y FeCls.

Se hicieron dos placas en celulosa con la fase AcOEt (flavonoides):

e La primera se corrié en AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:1).

¢ La segunda placa se corrié en AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:1.5).

Se revelaron con luz UV a 365nm, vapores de amoniaco y FeCls,

Se hizo una placa de dos dimensiones (10 x 13 cm); se aplica el extracto de AcOEt (flavonoides) en dos

puntos y se corre en AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:1.5) hasta que corra 9.5cm aproximadamente (Fig. 17):

3em
A Sale corme hasla sgul
9E i Fig. 17 Primera dimensién 1D
I ] 0% cm

—t —

05 em Fem 0 & Edmh

Una vez que corrid se rota 90° la placa y se aplican los estandares de flavonoides, en este caso:

Quercitina
Luteolina
Rutina

Acido Clorogénico

i A WD

Miricetina

Y se corren en el mismo eluyente (AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:1.5)) solo 9 cm aproximadamente (Fig.
18).
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Fig. 18 Segunda dimensién 2D

Una vez que corrid se observa en luz UV a 365nm y se revela con vapores de amoniaco y FeCl; (Fig. 19).
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Fig. 19 Resultado
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Se realizd otra placa de dos dimensiones de la extraccion de AcOEt la cual se corri6 en

AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:2), a esta se aplican mas estandares:

N o v bk~ wDN=

Quercitina

Luteolina

Rutina

Acido Clorogénico

Miricetina

Acido Cumarico

Cumarina
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Se revel6 con luz UV a 365nm, vapores de amoniaco y el corrimiento 1D, se revela con FeCl; y todo lo

demas con AICl; al 1% (Anexo I).

5.1.8 Extraccion de alcaloides (Fig. 9c)

En un vaso de precipitados se colocaron 245g de planta en 1L de Hidroxido de Sodio al 5%, se dejé por
10 minutos y se enjuag6 con 500ml de Hidroxido de Sodio, y después se hizo la extraccion liquido-liquido
con Eter, y la fase Eter se seco con Sulfato de Sodio. Se eliminé el éter a 37°C y a 35 rpm, se dejo hasta

sequedad.
Se dejoé reposar unos dias la extraccién y se pudo observar que el extracto obtenido se conforma de un

liquido oleoso que se separd por decantacion del sélido formado, el cual fue disuelto en dos pasos: el

primero con AcOEt y el segundo con AcOEt: Metanol (9:1); obteniendo (Fig. 20).

Eter recu perado Extraccion de alcaloides

Reposo

Aceitoso

(fase 3)

Soluble en AcOEL:
Metanol (9:1)

Solido que solubilizo

en AcOEt (fase 1)

(fase 2)

Fig. 20 Formacién de fases de alcaloides.

Se hizo una placa de silica gel donde se corrieron las 3 fracciones en un eluyente Metanol: AcOEt (9:1) y
después sobre esta se corrié en Metanol: AcOEt (7:3), se observé en luz UV 254nm y 365nm y se reveld con
reactivo de Draggendorf (Anexo 1). Los alcaloides revelan en anaranjado y se observan reacciones de

precipitacion originadas por los &cidos de metales pesados.

Se hizo otra placa en donde se aplicaron las 3 fracciones y se corrié en Metanol: AcOEt (5:5), se revel6 en

luz UV corta y larga y con reactivo de Draggendorf.
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De acuerdo a los resultados obtenidos se decidié hacer una prueba de la fraccion 3: colocando en una caja
petri una gota de Acido Silicotungstico (Anexo 1) y sobre este una gota de la fraccion 3, y en otro lado de la

caja se colocd una gota de reactivo de Draggendorf y sobre este una gota de la misma fraccién.

Se obtuvo el peso de la fraccion 3.

5.2 Estudio genotéxico

5.2.1 Poblacién de estudio

Cuatro individuos sanos de origen mexicano (2 hombres y 2 mujeres) entre 20 y 35 afios de edad.

5.2.1.1 Criterios de inclusion

¢ Individuos sanos.

¢ No estén bajo tratamiento médico.

e No fumen, que no ingieran alguna droga ni alcohol, etc.
e Ayuno de 12 horas.

e Sin ingerir alimentos con mucha grasa por lo menos 24 horas.
5.2.1.2 Criterios de eliminacion

e Que requieran estar bajo un tratamiento médico prolongado.

e Problemas en el momento de la toma de muestra durante el estudio.

e Que la muestra de sangre contenga grasa.

A todos los individuos se les proporcioné informacion de la investigacion que se va a realizar con la muestra

de sangre y posteriormente firmaron la carta de consentimiento (Anexo I1).
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5.2.2 Concentracion de la extracto hidroalcohdlico (tintura comercial) y controles
Se analizaran 5 concentraciones de la tintura de 7ecoma stans (0.06ml/ml, 0.045ml/ml, 0.03ml/ml,
0.0225mi/ml, 0.015ml/ml) obtenida del jardin de plantas Medicinales de San Cristébal de las Casas, Chiapas.
México (Medicamento para la diabetes).
Se corrieron simultdneamente los controles negativo (agua) y positivo (Mitomicina C). Para cada

experimento se realizardn por lo menos dos repeticiones.

5.2.3 Técnica de microndcleos

5.2.3.1 Obtencién de la muestra

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron el RS A
usando el sistema BD vacutainer de toma multiple i s
(Morén, 2001) (Fig. 21).
Fig. 21 Sistema BD vacutainer (tomado de Moran, 2001).
1.- Limpiar con una torunda con alcohol el area de donde se obtendra la sangre (venas superficiales del
brazo, parte posterior del codo).
2.-Se obtuvieron 18ml de sangre periférica por venopuncién, con un tubo vacutainer estéril con
anticoagulante heparina sédica, 86 us points) de 6ml de capacidad cada tubo (3 tubos vacutainer) (Fig. 22).

3.- Las muestras fueron rotuladas y posteriormente procesadas para la técnica de micronucleos.

Fig. 22 toma de muestra (tomado de Moran, 2001).
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5.2.3.2 Siembra de los linfocitos

La muestra se separ6 por el método de obtencidn de las fracciones sanguineas con el fin de obtener la capa

leucocitica (fraccion de células nucleadas) para lo cual:

1.-La muestra de sangre se centrifugé a 1500 rpm por 30 minutos.

2. Por medio de una pipeta Pasteur estéril se recupero la capa de células nucleadas (Fig. 23).

3.-La muestra de células nucleadas se distribuyd en siete tubos de centrifuga estériles de 10 ml de
capacidad, con fondo conico en los cuales se agregé 4ml de medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
0.2ml de fitohemaglutinina (forma M) (Gibco), 0,25ml de Penicilina-streptomicina (Gibco).

4.-Los cultivos se incubaron a 37 °C por 24 horas.

i

Plasma

v

v

Capa leucocitica

v

Glébulos rojos

S,

Fig. 23 Obtencion de fracciones sanguineas por centrifugacion.

5.2.3.3 Tratamiento

Pasadas las primeras 24 horas después de la siembra se realiz6 el tratamiento de los cultivos:

Para la tintura de 7ecoma stans se utilizaron cinco de los tubos de cultivo para las diferentes
concentraciones de la tintura (0.06ml/ml, 0.045ml/ml, 0.03ml/ml, 0.0225ml/ml, 0.015ml/ml).

A un tubo de cultivo se le agregdé 0.04ml/ml de Mitomicina C. [80ng/ml] (Sigma), como control positivo y

otro cultivo se le agregé agua como control negativo.

Los cultivos se incubaron a 37 °C por 24 horas.
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5.2.3.3.1 Blogueo de la citocinesis

A las 44 horas después de la siembra a todos los cultivos celulares se les agregé 0.04ml/ml de
Citocalasina-B [4.5ug/ml] y se dejaron incubar hasta que los cultivos completaron las 72 horas de

incubacién a 37° C.

5.12.3.4 Cosecha

1.- Se sacaron los cultivos de la incubadora y se centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos, se descart6 el
sobrenadante y se resuspendio el botén celular.

2.- Posteriormente se prefijaron los cultivos con un ml de fijador Carnoy (3 partes de metanol (Merck) y una
parte de Acido Acético glacial (Sigma)).

3.- Se centrifugé a 1500 rpm por 10 minutos.

4.-Se retiro el sobrenadante y se resuspendio el boton celular.

5.- Se agregaron 5 ml de fijador y se centrifugo los cultivos a 1500 rpm durante 10 minutos.

6.- Se retird6 nuevamente el sobrenadante y se resuspendio el boton celular.

7.- Se agregaron 5ml de fijador y centrifugé a 1500 rpm durante 10 minutos, se guardaron en el

refrigerador hasta realizar las preparaciones.

5.2.3.5 Elaboracion de las preparaciones

1.- Con ayuda de una pipeta Pasteur se retir6 el sobrenadante y se resuspendio el boton celular.

2.- Se gotearon de 3 a 4 gotas en un portaobjetos limpio y seco, y se dejo secar al aire.
Tincion. Las preparaciones se tifieron en una solucion de 5ml Giemsa (Merck) y 45ml de buffer Gurr durante

5 minutos; al concluir el tiempo se enjuagaron en agua, se dejaron secar y se observaron al microscopio

optico a 40X.
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Analisis al microscopio: Las preparaciones se analizaron en un microscopio éptico a 40X (Axiostar, Zeiss), en

campo claro y los parametros que se observaron son:

A) Genotoxicidad
Se analizaron 2000 células binucleadas y se obtuvo la frecuencia de micronucleos.
Ademas se registraron el nimero de micronicleos en células Mono, BN, Tri y

Tretanucleadas y la presencia de puentes.

B) Citotoxicidad (CBPI)
Se cuantific6 el numero de células mononucleadas (M;), binucleadas (M,),
trinucleadas (M3) y tretanucleadas (M,;) para obtener el indice de proliferacién de

citocinesis bloqueada (CBPI):

M; + 2M; + 3M3 + 4M, + 5M;5

CBPI =
N

N = Numero total de células
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Criterios de lectura de las células binucleadas y micronucleos (tomado de Zalacain et al., 2005).

MICRONUCLEOS (Fig. 25)

CELULAS BINUCLEADAS (Fig. 24)

El citoplasma debe distinguirse claramente (a)

El diametro oscila entre 1/16-1/3 de la media del

diametro del ndcleo principal (a)

Membrana citoplasmatica y nuclear intactas (b)

No refractarios (b)

Ndcleos con similar grado de condensacion de

cromatina (c)

Intensidad de tincién similar a los ndcleos principales o

superior (¢)

Igual tamafio, forma (ovalados) y patrén de

tincién (d)

Forma similar a los nucleos de la célula binucleada (d)

Pueden tocarse pero no solaparse (e)

Pueden estar unidos por puentes nucleoplasmaticos (e)

Ninguno de los nicleos debe encontrarse en

etapas de apoptosis

Pueden tocar los nucleos de la células binucleadas pero

no solaparse con ellos (f)

%

Fig. 24 Células binucleadas (a-f)
(Tomado de Fenech et al., 1999).

Fig. 25 Células binucleadas tipicas con 1, 2, 3 y 6
micronucleos (a-d); (e) micronicleo que forma un puente
entre ambos nucleos y (f) microndcleo cerca de uno de
los ndcleos de las célula (Tomado de Fenech et al.,
1999).
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VI ANALISIS ESTADISTICO

Para la frecuencia de microndcleos (MN) en las células binucleadas (BN) se empleé el estadistico de prueba

Z de proporciones con un o de 0.05.

Para el indice de Proliferacion de Citocinesis Bloqueada (CBPI), se analizaron las diferencias a través de la

prueba de t para muestras pequefias con un o de 0.05.

Para saber si la distribucion de MN es dependiente de la concentracion y del sexo de la persona, se realizé

una prueba de independencia y? con un o de 0.05.
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V11 RESULTADOS

7.1 Estudio fitoquimico

En la extraccidn de extractos se encontré glucésidos, fenoles, flavonoides y terpenos, como componentes de
Tecoma stans, en una concentracion de 11.7gr de tallo y hoja en 100ml de agua, hervida por 6 minutos

realizado en el laboratorio de Quimica, Facultad de Ciencias, UNAM, por la QA Verdnica Mufioz Ocotero.

La extraccion realizada con Hexano tuvo un rendimiento total 0.0847g, y en la cromatografia de placa fina
que se realizé para este extracto se encontr6 que el mejor eluyente fue Hexano: AcOEt (8:2),

posteriormente se revelaron en 254nm y 365nm y con sulfato cérico (Figs. 26, 27 y 28).

&3

Fig. 26 Hexano UV 254nm. Fig.27 Hexano UV 365nm. Fig. 28 Hexano revelado
sulfato cérico.

Para la extraccion con AcOEt, tuvo un rendimiento de 0.133g y se realiz6 una placa que se corrié con
Hexano: AcOEt (7:3), ya que desde el principio quedaron bien definidas las bandas, posteriormente se

reveld en luz de 254nm y 365nm, asi como Sulfato Cérico (Figs. 29, 30 y 31).
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t a- .H‘.
Fig. 29 AcOEt UV 254nm Fig. 30 AcOEt UV 365nm. Fig. 31 AcOEt Revelado
Sulfato Cérico.

En la extraccion con metanol el rendimiento fue de 0.8835g y se encontré6 que el mejor eluyente fue
Butanol: Acido Acético: Agua (6:1:3), tanto para infusiones, como para el extracto metandlico, y

posteriormente se revelé con luz de 254nm y 365nm asi como en Sulfato Cérico (Figs. 32, 33 y 34).

A

Fig. 32 Metanol UV a 254nm. Fig. 33 Metanol UV 365nm. Fig. 34 Metanol revelado
Sulfato Cérico

Flavonoides

El rendimiento de flavonoides fue de 1.8176g, el mejor eluyente para estos fue

AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:1.5), la cual se revelé con vapores de amoniaco y luz de 254nm y 365nm, asi
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como FeCls;, también se corrié una placa del lavado con Hexano, se revelé con luz UV 365nm y con vapores
de amoniaco y no hubo cambio, posteriormente se dividi6 la placa a la mitad a lo largo y a una parte se le
aplico Sulfato Cérico y a la otra mitad FeCls;, no hubo cambio, asi que se descartan flavonoides en esta

fraccion.

También se realiz6 la placa de dos dimensiones para la cual se observé un mejor corrimiento en
AcOEt: Metanol: Hexano (9:1:2), también se revel6 en luz de 254nm y la dimensién 1D se revela con FeClzy

todo lo demas con AICI; (Figs. 35, 36, 37 y 38).

Fig. 35 Flavonoides onda UV 365nm. Fig. 36 Flavonoides revelado con vapores de

amoniaco, onda UV 365nm.

ENOT /06528 1652

Fig. 37 Revelado con FeCl; y AICI;,

Fig. 38 Revelado con AICl; onda UV 365nm.

Alcaloides

Se hicieron placas de capa fina para la cromatografia y en estas se puede observar una banda mucho mas
consistente en la fraccion 3, asi que, se hizo una prueba confirmativa de esta colocando en una caja petri
una gota de Acido Silicottingstico y sobre este una gota de la fraccion 3, y en otro lado de la caja se coloco
una gota de reactivo de Draggendorf y sobre este una gota de la misma fraccion, en ambos caso se observé

presencia de alcaloides (Figs. 39, 40, 41 y 42). El rendimiento de esta fraccion fue de 12.79g.
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(i

i 1 2 3 1 2 3
Fig. 39 Alcaloides luz Fig. 40 Alcaloides luz ~ Fig. 41 Alcaloides revelados con
UV 254nm. UV 365nm. reactivo de Draggendorf.

Reactivo de Draggendorf
(formacién de un sélido
naranja)

Acido Silicottngstico
(formacién de un sélido
blanco)

/)

200 /NG /PE 17

Fig. 42 Prueba de alcaloides
fraccion 3
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7.2 Estudio genotdxico

Tabla 111: Distribucion de la frecuencia de micronudcleos (MN) y puentes en linfocitos humanos en células
binucleadas (BN).

Micronucleos (MN)

% MN Puentes %0 Puentes

MUESTRAS [mI/ml]

1 Masculino (31 afos)
MMC 2337 112 2449 4.57 9 0.37
Control 2300 19 2319 0.82 0 0.00
2008 34 2042 1.67 14 0.69
2032 10 2042 0.49 1 0.05
2021 35 2056 1.70 6 0.29

2 Masculino (28 anos)
MMC 2044 166 2210 7.51 10 0.45
Control 2080 22 2102 1.05 3 0.14
2036 7 2043 0.34 3 0.15
2044 10 2054 0.49 3 0.15
2155 12 2167 0.55 1 0.05

3 Femenino (34 afos)
MMC 2006 79 2085 3.79 8 0.38
Control 2141 16 2157 0.74 2 0.09
2063 13 2076 0.63 3 0.14
2224 4 2228 0.18 1 0.04
2007 16 2023 0.79 3 0.15

4 Femenino (22 afios)
MMC 2031 73 2104 3.47 7 0.33
Control 2008 7 2015 0.35 3 0.15
2006 8 2014 0.40 2 0.10
2017 10 2027 0.49 1 0.05
2016 4 2020 0.20 4 0.20
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Tabla 1V Distribucién de células de acuerdo al nimero de nucleos e indice de Proliferacion de Citocinesis
Bloqueada (CBPI).

MUESTRAS Distribucion de células (26) de acuerdo al nimero de nucleos Total % de
de CBPI
[mI/ml] células BN
Mono (%0) BN (%) Tri (%0) Tetra (%) Penta (%)
1 Masculino (31 afios)
MMC . 93 3.503 2449 92.2 9 0.34 100 3.77 4 0.151 2655 92.24 2.05
Control 162 6.311 2319 90.3 11 0.43 61 2.38 14 0.545 2567 90.34  2.01
- 553 21.16 2042 78.1 6 0.23 12 0.46 0 0 2613 78.15 1.80
IS
8 67 3.165 2042 96.5 4 0.189 4 0.19 0 0 2117 96.46 1.97
(]
= 1053 33.86 2056 66.1 1 0.03 0 0.00 0 0 3110 66.11 1.66
2 Masculino (28 afios)
MMC 0.04 212 8.607 2210 89.73 3 0.122 38 1.543 0 0 2463 89.73 1.95

Control (agua) 152 6.465 2102 89.41 20 0.851 76 3.233 1 0.043 2351 89.41 2.01

& 0.015 669 24.64 2043 75.25 0 0 3 0.11 0 0 2715 75.25 1.76
g 0.0225 85 3.968 2054 95.89 1 0.047 2 0.093 0 0 2142 95.89 1.96
e 0.03 332 13.25 2167 86.51 5 0.2 1 0.04 0 0 2505 86.51 1.87

3 Femenino (34 afios)
MMC 0.04 77 3.409 2085 92.3 3 0,13 94 4.161 0 0 2259 92.30 2.05
Control (agua) 56 2.365 2157 91.09 3 0,13 152 6.419 0 0 2368 91.09 2.11
© 0.015 37 1.719 2076  96.42 0 0 40 1.858 0 0 2153 96.42 2.02
g 0.0225 130 5.511 2228 94.45 1 0,04 0 0 0 0 2359 94.45 1.95
e 0.03 200 8.997 2023 91 0 0 0 0 0 0 2223 91.00 1.91

4 Femenino (22 afos)
MMC 0.04 20 0.894 2104 94.05 4 0.179 107 4.783 2 0.089 2237 94.05 2.09
Control (agua) 21 0.939 2015 90.08 10 0.447 191 8.538 0 0 2237 90.08 2.17
& 0.015 16 0.757 2014 95.27 2 0.095 82 3.879 0 0 2114 95.27 2.07
g 0.0225 32 1.547 2027 98.02 2 0.097 7 0.338 0 0 2068 98.02 1.99
e 0.03 27 1.319 2020 98.68 O 0 0 0 0 0 2047 98,68 1.99

Mono: Mononucleada, BN: Binucleada, Tri: Trinucleada, Tetra: Tetranucleada, Penta: Pentanucleada.
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Tabla V Distribucion de microntcleos (MN) en linfocitos humanos de acuerdo al nimero de nudcleos en

células.

Distribucién de MN de acuerdo al
MUESTRAS numero de nucleos en las células Total Total de MN/

[mI/ml] U o (< J\Y, [\ células células
Mono BN Tri Tetra

1 Masculino (31 afos)
MMC 0.04 3 112 1 10 126 2655 0.047
Control (agua) 4 19 0 0 23 2567 0.009
0.015 15 34 0 0 49 2613 0.019
0.0225 6 10 0 0 16 2117 0.008
0.03 21 35 0 0 56 3110 0.018

2 Masculino (28 afnos)
MMC 0.04 27 166 1 2 196 2463 0.080
Control (agua) 3 22 3 0 28 2351 0.012
0.015 8 7 0 0 15 2715 0.006
0.0225 3 10 0 0 13 2142 0.006
0.03 7 12 0 0 19 2505 0.008

3 Femenino (34 afos)
MMC 0.04 3 79 0 1 83 2259 0.037
Control (agua) 1 16 1 2 20 2368 0.008
0.015 1 13 0 0 14 2153 0,007

0.0225 3 4 0 0 7 2359 0.00297

0.03 6 16 0 0 22 2223 0.010

4 Femenino (22 afios)
MMC 0.04 1 73 0 2 76 2237 0.034
Control (agua) 2 7 1 5 15 2237 0.007
0.015 0 8 0 0 8 2114 0.004
0.0225 1 10 0 0 11 2068 0.005
0.03 0 4 0 0 4 2047 0.002

MN: Microndcleos, Mono: Mononucleada, BN: Binucleada, Tri: Trinucleada, Tetra: Tetranucleada, Penta: Pentanucleada.
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Tabla VI Distribucién de micronicleos (MN) en linfocitos humanos de acuerdo al nimero de nicleos en

células en la concentracion [0.045 ml/ml].

Total No

Total Total [\ [\V4

Individuos N de total de Puentes
de MN de BN células

células MN/BN

1 Masculino
(31 anos)

2 Masc~ullno 7 7 14 317 7 172 0.044 6 1.53
(28 afnos)

3 Femenino
(34 afos)

101 0.102

6 1 7 161 1 27 0.04435 9 1.16

4 Femenino
(22 afos)
MN: micronucleos, Mono: Mononucleada, BN: Binucleadas, CBPI: indice de proliferacion de citocinesis bloqueada.

0 1 1 46 1 2 0.022 0 1.02

Tabla VII Distribucion de células de acuerdo al nUmero de nucleos en células en la concentracion
[0.045 mI/ml].

__ Distribucion de células (%0) de acuerdo al numero de nucleos Total de
Individuos

células
Mono (%20) BN (%20) Tri (%20) Tetra (%0)

1 Masculino
(31 afios)

291

74.05

2 Masculino

145 45.74 172 54.26 0 0 0 0 317
(28 anos)
3 Femenino
~ 134 83.23 27 16.77 0 0 0 0 161
(34 afos)
4 Femenino 44 9565 2 4348 0 0 0 0 46

(22 afos)
MN: Micronudcleos, Mono: Mononucleada, BN: Binucleada, Tri: Trinucleada, Tetra: Tetranucleada, Penta: Pentanucleada.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el estadistico de prueba Z de proporciones, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la comparacién de las diferentes concentraciones; lo que indica
que todas las concentraciones [0.03, 0.0225, 0.015 ml/ml] son iguales en relacion al efecto que se produce,
en el control negativo (agua), por lo tanto a las concentraciones bajo la metodologia planteada no se

encontré un efecto genotoxico.

Para el Indice de Proliferacion de Citocinesis Bloqueada (CBPI), se utilizd la prueba de t para muestras
pequefas, en donde tampoco se encontrd diferencia estadisticamente significativa, en la comparacién de las
diferentes concentraciones [0.03, 0.0225, 0.015 ml/ml] y el control positivo (MMC) contra el control
negativo (agua), por lo cual bajo las condiciones de este estudio tampoco se encuentra un efecto

citostatico.

Para observar si existen diferencias entre la concentracion de 7ecomay el sexo de los individuos se utilizé
prueba de independencia y?, la cual no mostré diferencias estadisticamente significativas, esto es que la
presencia de MN, no depende del sexo, ni de la concentracion de la tintura, bajo la metodologia realizada en
este estudio. Es importante resaltar que el intervalo de edad de los individuos (20 a 35 afios) no fue un

factor que influye en la presencia de MN.
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VI DISCUSION

Tecoma stans es ampliamente usada por los mexicanos como alternativa o complemento para el
tratamiento de la diabetes, varios estudios han reportado actividades antidiabéticas en extractos de esta
planta, por ejemplo: decrecimiento en la rapida glicemia, asi como en el area baja la curva en un test de
tolerancia a la glucosa, también se observo una reduccién en el colesterol en plasma y una prevencion en la

pérdida de peso en ratas tratadas con estreptozotocina (Aguilar-Santamaria et a/., 2009).

8.1 Estudio fitoquimico

En el estudio fitoquimico realizado en el laboratorio de Quimica de la Facultad de Ciencias, UNAM, por la
QA Veronica Mufioz, se determind la presencia de glucésidos, fenoles, flavonoides y terpenos, y aunque en
este estudio no se encontré la presencia de alcaloides, en un estudio realizado posteriormente se detect6 la
presencia de estos, debido, tal vez, a como menciona Costantino et al. (2003) que la composicion de los
alcaloides de T7ecoma stans depende del lugar donde crece; asi como, las condiciones ambientales y el
tiempo que se tiene almacenada, ya que estos pueden eliminarse por completo o disminuir a una cantidad
minima dificil de detectar la presencia de estos. Segun libros de plantas medicinales es conveniente colectar
las plantas medicinales silvestres cuando estan en pleno crecimiento y sean abundantes, pero si la
abundancia llega al amontonamiento, pueden alterarse las sustancias curativas; es posible que el poder
medicinal de una misma especie varie segun la regiéon donde se crezca, la etapa de crecimiento en que se
encuentre y la época del afio en que se colecte, por eso los farmacélogos no recomiendan recolectar las

plantas para automedicarse (Reader”s Digest, 1987).

Se puede decir que las muestras de las hojas y la tintura obtenidas del jardin de plantas medicinales de San
Cristobal de las Casas, Chiapas provienen de la misma especie: 7ecoma stans, esto se observd por que el
bandeo de los extractos de Hexano, Metanol y AcOEt, asi como, el de las infusiones es muy parecido

(Figs. 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 y 34).

En cuanto a los fenoles, se puede decir que por lo menos hay 9 presentes, ya sea flavonoides o no, de los
cuales gracias a los estandares utilizados se puede inferir que Quercitina, Luteolina, Acido Clorogénico,
Rutina o algun derivado de estos esta presente (Figs. 35, 36, 37 y 38), aunque Corral y colaboradores,
(2002), en su estudio fitoquimico encontraron apigenina, aunque este solo tiene un efecto ansiolitico sin
provocar relajacion muscular, también es antiespasmédico y antiinflamatorio. Para saber que flavonoide
estd presente se requiere un mayor numero de estandares, para compararlos con el perfil cromatografico de
la fase AcOEt.
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Con respecto a los alcaloides observamos presencia de estos, Unicamente en la fraccién 3 (Figs. 39, 40, 41
y 42) que es la que se presenta con mayor intensidad. Se podria inferir que los alcaloides presentes en
Tecoma stans son responsables del efecto hipoglicemiante como lo reporta L. Costantino y colaboradores
(2003) en donde se identifica a Tecomina y Tecostanina y se atribuye dicha actividad a estos dos alcaloides.
Aungue en un estudio publicado por Aguilar-Santamaria y colaboradores (2009) observaron que el extracto
de Tecoma stans posee por lo menos cuatro actividades relacionadas con antidiabetes, incluyendo la
inhibicion de a-glucosidasa y anti-hiperglicemia postprandial, y efectos hipotrigliceridémicos, y se dice que el
inhibidor a-glucosidasa o inhibidor de la amilasa ha sido reportado en varias plantas con actividades

antidiabéticas, clinicamente este es empleado como adyuvante en pacientes con diabetes.

Para un analisis méas detallado de los compuestos que se encuentran presentes en 7ecoma Stans como
flavonoides y alcaloides se necesitan mas estudios, ya que no fue posible debido a que no era el objetivo

del trabajo.

8.2 Estudio genotdxico de la tintura de Tecoma stans

El estudio cientifico de 7ecoma stans fue iniciado en el Instituto Médico Nacional a finales del siglo pasado
en donde se realizaron investigaciones en ranas, palomas y perros a los que se les administré el cocimiento
de la planta pero no se observaron resultados evidentes a su accién antidiabética (Web E). Aunque autores
como Satyavati er al. (1989), De la Paz et al. (2003), Costantino (2003), Gonzalez (2004), reportan a
Tecoma stans entre las plantas con actividades hipoglicemiantes probada en modelos animales. En cuanto a
efectos producidos en el hombre se administré a pacientes de diabéticos en el Instituto Medico Nacional, en
los cuales no se logro observar efectividad de el extracto, aunque si se observdé mejoria en el estado de
salud general de los pacientes (Web E). La Biblioteca Digital de Medicina Tradicional Mexicana (2009) refiere
que hasta el momento no hay estudios sobre la toxicidad de la planta, y hace hincapié en que es un aspecto
fundamental para definir la seguridad en el uso medicinal, ya que en el caso de la diabetes el uso debe ser

continuo y por periodos muy largos de tiempo.

Con base a estos antecedentes se realiz6 un estudio genotoxico (ensayo de microntcleos) en el laboratorio

de genética de la Facultad de Ciencias en la UNAM.

La presencia de microntcleos (MN) es un indicador de rompimiento de cromosomas o de rezago anafésico
los cuales se forman espontaneamente después de la exposicién a agentes genotoxicos; en este estudio se
utilizé dicho ensayo en la cual se utilizaron 5 concentraciones de la tintura [0.06, 0.045, 0.03, 0.0225,

0.015 ml/ml]. Sin embargo en la mas alta [0.06mlI/ml] no se encontré crecimiento celular y en la
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[0.045 ml/ml] fue imposible contar con un ndimero adecuado de células binucleadas para el estudio de
genotoxicidad ya que el nimero maximo de células binucleadas encontradas en esta concentracion fue de
172 células (Tabla VII). También se encontré6 que en las células mononucleadas de esta misma
concentracion, existe incremento de MN preexistentes y el Indice de Proliferacion (CBPI) fue menor que el

control negativo lo que indica que existe un efecto citostatico (Tabla VI).

Con respecto a lo anterior se puede inferir que entre la concentracién [0.045ml/mlI] y la concentracién
[0.03 mI/mI] se encuentra la LDsg, por lo cual los resultados de genotoxicidad son a partir de la

concentracién [0.03ml/ml] en donde se recupera el CBPI en todos los individuos (Tabla 1V).

Los resultados de genotoxicidad de la tintura de T7ecoma stans muestran que no hay diferencias
significativas con un a= 0.5 entre las diferentes concentraciones [0.03, 0.0225, 0.015miI/ml] con su

respectivo control negativo en cada individuo.

Para el CBPI se observo que tanto las concentraciones [0.03, 0.0225, 0.015ml/ml] de la tintura de 7ecoma

stansy los controles (agua y Mitomicina-C) no se ve afectada la cinética de proliferacién.

Ademas no se encontr6 diferencias significativas (o= 0.05) entre los sexos; aunque el individuo masculinol
se encontré un incremento de MN con respecto al control (agua) en las concentraciones [0.03 y

0.015 ml/ml] pero no fue significativo.

Para Mitomicina-C (MMC) que es el control positivo en todos los individuos se observd un incremento
significativo de MN por células binucleadas (BN) de 3.47-7.51% con respecto a su control (agua) que va de

0.35-1.05%, lo que permite demostrar que si existe una induccion de MN por el agente clastogenico.

Con respecto a la presencia de puentes se encontraron en las diferentes concentraciones [0.03, 0.0225,
0.015 ml/ml] de Tecoma stans, los cuales no son significativos con respecto a sus controles (agua) excepto
con el control positivo MMC, la presencia de puentes son producto de intercambios entre cromosomas y de

cromosomas dicéntricos.
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IX CONCLUSIONES

Los perfiles cromatograficos obtenidos corroboran que 7ecoma stans es la especie fuente para la obtencién
de la muestra comercial de la tintura proveniente de San Cristébal de las Casas, Chiapas, para el
tratamiento de la diabetes mellitus. En el estudio fitoquimico se logré obtener una fraccion de flavonoides
(flavonoles y flavonas) y otra de alcaloides, cuyas caracteristicas fisicoquimicas corresponden a las citadas

en la literatura para esta especie.

En cuanto al estudio genotdéxico realizado en linfocitos humanos no se encontré6 aumento en la presencia de
MN con respecto al control negativo (agua). Tampoco se observé una modificacion en la cinética de

proliferacion en los linfocitos humanos /n7 vitro en las concentraciones [0.03, 0.0225, 0.015 ml/ml].

Se encontrd que entre las concentraciones [0.045 mI/ml] y [0.03 mI/ml] se encuentra LDsp.

La presencia de alcaloides y flavonoides en 7ecoma stans probablemente se relacionan con las propiedades
medicinales de la especie; su consumo local como auxiliar en el tratamiento de diabetes mellitus, no

representa un riesgo para el consumidor ya que, bajo las condiciones de este estudio, no mostré un efecto

genotoxico ni citostatico.
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X1 ANEXO | Reveladores para cromatografia

Se utiliza para flavonoides y otros fenoles

11.1 Disolucidn de FeCl; (pagina Web C)

Solucién al 5% de Cloruro férrico en EtOH al 96%

11.2 Disolucidn de AICI; (pagina Web C)

Solucién al 1% de Cloruro de aluminio en EtOH al 96%

11.3 Reactivo de Draggendorf (pagina Web C)

Este se utiliza para alcaloides y otros compuestos nitrogenados.

Solucion a: 1.7 g. de Nitrato basico de Bismuto disuelto en una mezcla de 10 ml. de Acido Acético y 40 ml.

de agua.

Solucién b: 8 g. de Yoduro de Potasio en 20 ml. de agua.

Solucién Stock: volimenes iguales de a y b se mezclan (por separado a y b pueden ser almacenadas por

largo tiempo en oscuridad).

Reactivo: 1 ml. de stock se mezcla con 2 ml. de Acido Acético y 10 ml. de agua antes de usarlo.

11.4 Acido-Silicotingstico

Se disuelven5 g de Acido Silico Tungstico en el Acido Sulfirico (H,SO,) 6N para formar 100 ml de solucion.
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XII ANEXO II Carta de consentimiento y obtencion de informacion por paciente

CONSENTIMIENTO PARA USAR SANGRE HUMANA, FLUIDOS
CORPORALES Y TEJIDOS DONADOS PARA INVESTIGACION

(Adaptado segun la guia para obtener el consentimiento informado para el uso de tejidos, células y fluidos
humanos para investigacién, OMS)

Doy mi consentimiento para usar mi espécimen de (ej. Sangre, orina, etc...) para el
siguiente proyecto de investigacion.

Nombre del proyecto: Estudio genotdxico de la tintura de Tecoma stans en linfocitos humanos in
vitro

Si cualquier parte de mi espécimen tiene alguna sobra después de que se haya completado este proyecto
de investigacion:

SI NO

Deseo que estas sobras sean destruidas inmediatamente

0]

Doy permiso para que estas sobras del espécimen sean utilizados para una investigacion futura con la
condicién de que no sean usada para los siguientes tipos de investigacion:

NOTA: La sobra de la muestra de sangre para el estudio de MN se eliminan después de 96 hrs. de tomar la
muestra.

Nombre:

Firma: Fecha:
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Laboratorio de Genética Ee ¥ o
Facultad de Ciencias UNAM V.'
S

Apellido paterno: Apellido materno: Nombre:

Ocupacion:

Empresa o Facultad:

Estado Civil:

Direccion Particular:

Teléfono trabajo:

Teléfono casa:

E- mail:

Edad:

Sexo:

Estatura: cm Peso: Kg

Medicamentos que actualmente esta tomando:

Padecimiento actual:

1. ¢Toma café? Si No

Si toma, ¢Cuantas tazas al dia?

2. ¢Toma Té? Si No

Si toma, ¢Cuantas tazas al dia?

3. Ingiere bebidas alcohdlicas? Si No

Si Toma ¢éCon que frecuencia?

4. ¢Fuma? Si No

Si fuma, ¢Cuantos cigarrillos al dia?

Si no fuma, ¢Ha fumado en alguna época de su vida? Si No

Cuando fumaba. ¢Cudntos cigarrillos al dia?

¢Cuando dejo de fumar?

5. ¢Qué come normalmente?

Desayuno

Almuerzo

Comida

Cena

6. ¢Toma alguna droga? Si No

Si Toma ¢éCon que frecuencia?

7. éToma algun antidepresivo? Si No

Si Toma ¢éCon que frecuencia? 0
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