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1. RESUMEN.

Amphipterygium adstringens, también conocido como cuachalalate es una especie
que se utiliza en la medicina tradicional mexicana, principalmente para el
tratamiento de Ulcera gastrica y cancer de estdmago, de su corteza se han aislado
diferentes compuestos entre los que encontramos a los acidos anacardicos, para
los cuales, en la literatura se ha informado que poseen actividad biolégica diversa;
son agentes citotdxicos, poseen actividad antibacterial y genoprotectora, son
inhibidores de enzimas y actian como desacopladores de electrones. En el
presente trabajo se evalu6 el efecto del acido 6-nonadecil salicilico sobre la

actividad citotoxica y el dafio genético producido por ifosfamida.

El acido 6-nonadecil salicilico mostr6 un sinergismo con la ifosfamida en la
actividad citotoxica. Se observo que todas las dosis evaluadas del acido 6-
nonadecil salicilico presentan una reduccion significativa en la frecuencia de

eritrocitos policromaticos a partir de las 48 h y hasta las 72 horas.

La frecuencia de microndcleos presentes cuando se administrd el acido 6-
nonadecil salicilico junto con la ifosfamida fue mayor que la frecuencia de
micronucleos que produce el agente antineoplasico, por lo que el &acido 6-

nonadecil salicilico no protege contra el dafio genético producido por la ifosfamida.

Staciliad de Estudios Qduperiores Saragoas 1
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2. INTRODUCCION.
2.1. Plantas medicinales en México.

Los paises latinoamericanos poseen gran parte de la biodiversidad del mundo.
Solamente Brasil posee cerca del 20-22% de todas las plantas y microorganismos
existentes. Sin embargo, se estima que no mas de 25,000 especies de plantas
han sido objeto de alguna clase de investigacién cientifica. Los paises
latinoamericanos tienen docenas de miles de especies de plantas, y también son
muy ricos en animales, microorganismos y recursos marinos. A pesar de la
riqueza de recursos, estos paises nunca han usado apropiadamente su gran
biodiversidad en beneficio de su propio desarrollo. Ademas, en funcién de la
incontrolable explotacién, muchas de las areas biodiversamente relevantes de
estos paises comienzan a reducirse afio a afio, y animales importantes y especies
de plantas desaparecen. A pesar de los muchos esfuerzos individuales de los
gobiernos para preservar la biodiversidad para futuras generaciones, los
conocimientos tradicionales, especialmente aquéllos que derivan de medicina
tradicional como los conocimientos indigenas, también desaparecen.
Verdaderamente, considerables esfuerzos y fundaciones seran necesarios para
preservar convenientemente la biodiversidad. El total de publicaciones sobre
plantas medicinales en los paises latinoamericanos durante los ultimos 25 afios se
ubica de la siguiente manera: Brasil 3722 (41.6%), México 1781 (19.9%),
Argentina 1741 (19.5%), Chile 573 (6.4%), Venezuela 394 (4.4%), Colombia 265
(2.9%), Pert 214 (2.4%), Cuba 182 (2%) y Uruguay 69 (0.8%) (Calixto, 2005).

El uso de plantas con propiedades medicinales para el tratamiento, cura y
prevencion de enfermedades es uno de los métodos medicinales mas antiguos
conocidos en la historia. A principios de la década de 1990, la Organizacion
Mundial de la Salud declar6 que 65-80% de la poblacién de los paises en
desarrollo depende de las plantas medicinales como la Unica forma de atencién
basica de salud (Akerele, 1993).

Universidad N acional Autdnoma de Méwico 2
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Las plantas medicinales son un elemento importante de los sistemas médicos
indigenas en México. Estos recursos son usualmente considerados como parte de
una cultura de conocimientos tradicional. La mayoria de los estudios sobre plantas
medicinales se centran en el papel de éstas dentro de una cultura, es decir, un

grupo étnico (Heinrich et al., 1998).

Uno de los numerosos objetivos de la etnobotanica médica es la seleccion de
especies de plantas culturalmente importantes para fomentar la evaluacion de su

actividad farmacoldgica.

Los conocimientos de las plantas medicinales son una parte de la antigua cultura y
aun son utilizados por los habitantes de México. Durante un estudio etnobotanico
en tres comunidades mayas, fueron documentadas 360 plantas medicinales y

1828 reportes sobre sus usos (Ankli et al., 2002).

En México, el uso de plantas medicinales para tratar diferentes desordenes esta
ampliamente difundido. Sin embargo, la mayoria de las especies de estas plantas
no han sido investigadas desde un punto de vista farmacolégico para demostrar

sus propiedades terapéuticas (Velazquez et al., 2006).

Staciliad de Estudios Qduperiores Saragoas 3
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3. ANTECEDENTES.
3.1. Cuachalalate.

Amphipterygium adstringens comunmente conocido como cuachalalate es una
planta endémica de México y pertenece a la familia Anacardiaceae
(Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht (syn Juliana adstringens
Schlecht) Julianiaceae. Olivera-Ortega et al., 1999). En las zonas nahuas del
altiplano central se conoce bajos los nombres de: cuauchalalate, cuauchalala. En
Michoacan con los de: matixeran, maceran, pacueco. En Oaxaca se le conoce
como cuachinala y en Puebla la gente lo conoce como volador. La misma especie
de cuachalalate se conoce, con las sinonimias Juliana adstringens Schlechter y
Hypoterygium adstringens Schlechter (Rojas, 2001).

El cuachalalate es un &rbol que crece hasta una altura de 6 metros o mas; tiene
un tronco torcido y corteza de color gris marron; al final de cada ramilla hay un
manojo de hojas compuestas de cinco hojuelas sésiles, aserradas, con dientecillos
redondeados, casi todas abovedadas, en el anverso son verde opaco y en el
reverso verde grisaceo; el fruto consiste en nueces alongadas, abultadas, aladas
de 2.5 a 5 cm de largo y de color verde palido, es una planta resinosa medicinal
comunmente usada en México (Rojas, 2001). Algunas personas la atribuyen
propiedades curativas tales como cicatrizacion, reduccién del colesterol,
antiinflamatoria, antibiético, para disolver célculos renales, eliminar célicos vy fiebre,

cancer del tracto digestivo y Ulceras gastricas (Olivera-Ortega et al., 1999).

Amphipterygium adstringens vegeta en la selva baja caducifolia de los estados de
Michoacan, Guerrero, Puebla y Oaxaca. En general, la especie existe en tierra
caliente, en los climas semitropicales y templados, en elevaciones a partir de 100
metros a 3 mil metros sobre el nivel del mar, desde el bosque espinoso seco,
caducifolio, y subcaducifolio, de matorral xerdfilo, hasta los encinales de montafia
(bosques mesodfilos de montafia predominantemente latifoliados), se encuentra

con mayor frecuencia en el primero (Rojas, 2001).

Universidad N acional Autdnoma de Méwico 4
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En el Estado de Morelos, el cuachalalate se puede encontrar con frecuencia en la
selva baja caducifolia. Se le ha encontrado en el "Cafion de los Lobos", en la
Sierra de Huautla, en los alrededores de Xoxocotla, en los municipios de
Yautepec, Yecapixtla, Miacatlan, Coatlan, Puente de Ixtla, Amacuzac,

Tlaquiltenango, Tlaltizapan y Jojutla, entre otros (Rojas, 2001).

3.2. Estudios quimicos y farmacoldgicos de cuachalalate.

En México se ha realizado la mayor parte de la investigacién quimica sobre esta
planta. La mayoria de los estudios hacen alusién a la composicion quimica de la
corteza del tallo de esta especie, en ella, se han identificado triterpenos, esteroles,

compuestos fenolicos y carbohidratos (Rosas, 2005).

Los triterpenoides presentes en la especie son los acidos cuachalalaico, 3a-y 3-
epimasticadienénico, isomasticadiendnico,  epi-oleandlico, instipolinasico,
oleandlico, masticadiendnico y 3a-hidroximasticadiendnico; entre los compuestos
fendlicos estan los acidos anacardicos: acidos 6-heptadecil-salicilico, 6-nonadecil-
salicilico y 6-pentadecil-salicilico. También se han aislado B-sitosterol, una mezcla
de &cidos anarcardicos y aldehidos fendlicos (Argueta et al., 1994; Navarrete et
al., 1989; Olivera-Ortega et al., 1999). En 1998, Benitez informé la presencia de
sacarosa y en el 2004 Makino y colaboradores informaron que del extracto
etandlico de la corteza de esta especie aislaron 5 nuevos triterpenos tipo
tirucalano, los cuales fueron identificados como: acido 3a-hidroxi-6-oxo-7,24Z-
tirucaladien-26-oico, acido 3,7-dioxo-8,24Z- tirucaladien-26-oico, acido 3a-hidroxi-
7-0x0-8,24Z-tirucaladien-26-oico, acido 7,11-dioxo-3a-hidroxi-8,24Z-tirucaladien-
26-oico y é&cido 3,8-dioxo-7bhidroxi- 7,9-cicro7,8 seco-24Z-tirucaladien-26-oico
(Rosas, 2005).

Estudios farmacologicos sobre esta especie han mostrado que los extractos de
metanol y hexano presentan actividad antiulcerosa e hipocolesterolémica

respectivamente (Rosas, 2005).
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En una recopilacién que hacen Argueta y colaboradores (1994), se informa que
una investigacion realizada in vivo utilizando ratas demostrd que la administracion
subcutanea del extracto hexanico de la corteza en una dosis de 100 mg/kg de
peso indujo un efecto hipocolesterolemiante significativo, disminuyendo los niveles
de colesterol en un 31%, asimismo, el cocimiento de la corteza y un extracto de
acetato de etilo (AcOEt) administrados en ratas por via oral e intraperitonial
ejercieron un efecto antiulcerogastrico inhibiendo la secrecion de jugo gastrico
estomacal y contribuyendo a la mas rapida cicatrizacion del epitelio y de la

mucosa gastrica.

Los acidos masticadiendnico y 3a-hidroximasticadiendnico ejercieron un efecto
hipocolesterolémico en ratas Wistar, al administrarse por via subcutanea en una
dosis de 17 mg/kg. El colesterol sanguineo se midié 24 h después de la inyeccién
y se obtuvo un decremento promedio de 34 mg/100 mL y 19 mg/100 mL, 45y
27%, respectivamente (Navarrete, 1982).

También se ha demostrado la actividad antitumoral de los extractos metandlicos
de la corteza en ensayos in vivo en ratones con adenocarcinoma mamario
(Gonzaélez et al., 1962).

El acido masticadiendnico, 3a-hidroximasticadiendnico, 3-epi-oleandlico y [-
sitosterol en dosis de 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 y 100 mg/kg ejercieron un efecto
gastroprotector. El compuesto con mayor actividad fue &cido 3-epi-oleandlico,
seguido por el acido 3a-hidroximasticadiendénico, B-sitosterol y acido

masticadiendnico (Benitez, 1998).

Giner-Larza y colaboradores (2002) evaluaron la citotoxicidad de los &cidos
masticadiendnico y 3a-hidroximasticadienonico en un ensayo in vitro. Los
resultados demostraron que el &cido masticadienénico es citotoxico a
concentraciones de 100 y 30 puM. También observaron que el acido 3a-
hidroximasticadienonico no fue activo y que éste suprime completamente la

produccion de luecotrienos B4 de los leucocitos polimorfonucleares (LPMN).

Universidad N acional Autdnoma de Méwico 6
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Martinez y Flores (2003) informaron que el extracto hexanico al ser evaluado en
ratones de la cepa CD1 a dosis de 500, 1000 y 1500 mg/kg disminuye la
frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados producidos por ifosfamida;
es decir ejerce un efecto antigenotéxico, La dosis de 1500 inhibié la formacién de
micronucleos en 90%, también observaron que el extracto a las mismas
concentraciones no aumenta la frecuencia de micronucleos en eritrocitos

policromaticos (es decir no induce dafio cromosémico).

Oviedo-Chavez y colaboradores (2004) informaron sobre la actividad anti-
inflamatoria de los extractos acuoso y hexanico, al evaluarla utilizando dos
modelos agudos inflamatorios. Observaron que en el modelo en el cual se induce
un edema en la pata de ratdn, el extracto acuoso presenta una inhibiciébn de un
73.5% y el extracto hexanico de 14.4%. En el segundo modelo, en el cual se
induce un edema en la oreja de raton, se observéd que el extracto hexanico posee
una actividad dosis dependiente, mientras que el extracto acuoso no presenta tal

efecto.

3.3. Acidos anacardicos.

Los acidos anacérdicos han sido aislados no solo en los miembros de la familia
Anacardiaceae (por ejemplo Anacardium occidentale) sino también en especies de
otras familias incluyendo Ginkgo biloba (Ginkgoceae). Este tipo de compuestos
poseen diversas propiedades bioldgicas, se ha descrito que son citotoxicos,
antibacteriales (los acidos anacéardicos exhiben una potente actividad sobre
bacterias Gram positivas), son agentes inhibidores de enzimas (ej. disminuyen la
produccion de fosfatidilinositol, especificamente inhibiendo a la fosfolipasa C, una
enzima que esta asociada con la progresion tumoral) y desacopladores de
electrones (ej. exhiben un efecto desacoplador de electrones en la fosforilacion
oxidativa en mitocondrias de higado de rata; el efecto es muy similar a un

desacoplador bien conocido como lo es 2,4-dinitrofenol) (Rosas et al., 2006).

Staciliad de Estudios Qduperiores Saragoas 7
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3.4. Acido 6-nonadecil salicilico.

El acido 6-nonadecil salicilico (A6NDS, Fig. 1) se ha aislado del extracto hexanico
de la corteza de Amphipterygium adstringens. Existen pocos trabajos acerca de la
actividad biolégica de este compuesto; en el 2006 Rosas y colaboradores
informaron por primera vez que dicho compuesto es citotoxico (siendo mas activo
en la linea de cancer de colén HCT15) y no tiene efectos genotdxicos (no produce
dafio cromosdémico, dafio que esta asociado con la apariciébn y progresion de
tumores), asi mismo sugieren que posee actividad genoprotectora (Se observo
gue a dosis de 10 mg/kg disminuyé la frecuencia en la relacion de eritrocitos
policromaticos y eritrocitos normocrémicos [EPC/ENC], y eritrocitos policromaticos
micronucleados [EPC:-MN]).

En 1989, Navarrete y colaboradores informaron que la mezcla de los ésteres
metilicos de los acidos 6-nonadecil salicilico, 6-heptadecil salicilico y 6-pentadecil
salicilico no fue téxica a Artemia salina (CLsg > 1000 ppm). Mas recientemente
Castillo-Juérez y colaboradores (2007) informaron que los acidos anacardicos de

cuachalalate poseen actividad anti-Helicobacter pylori.

COOH

HO

Fig. 1. Estructura quimica del acido 6-nonadecil salicilico

3.5. Céancer.

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por crecimiento celular

descontrolado. El cancer es causado tanto por factores externos (agentes

Universidad N acional Autdnoma de Méwico 8
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infecciosos bacterianos o virales, sustancias quimicas y exposicion a la radiacion)
como por factores internos (mutaciones heredadas, desequilibrio hormonal,
condiciones que afectan el sistema inmunolégico, y las mutaciones que se
producen a partir del metabolismo, es decir, mutaciones aleatorias en la sintesis
de las proteinas celulares como consecuencia de la inestabilidad genémica en las
células transformadas (Parslow et al.,, 2002)). Estos factores causales pueden
actuar juntos o0 en secuencia para iniciar o promover el carcinogénesis. Diez afios
0 mas pasan a menudo entre la exposicién a los factores externos y el cancer
detectable. El cancer es tratado con cirugia, radiacién, quimioterapia, terapia

hormonal (American Cancer Society, 2009).

En los tejidos normales, las tasas de crecimiento de nuevas células y la muerte de
células viejas se mantienen en balance. El cancer se origina por una pérdida de
control del crecimiento normal o de la pérdida de una habilidad de la célula de
someterse a un proceso natural conocido como "apoptosis” (mecanismo mediante

el cual las células viejas o dafiadas normalmente se autodestruyen).

El aumento gradual en el nimero de células con capacidad para dividirse crea una
masa creciente de tejido conocido como un "tumor" o "neoplasia". Los tumores
malignos son tumores capaces de diseminarse por invasion y por metéstasis. La
invasion se refiere a la migracion y penetracion directas de las células cancerosas
en los tejidos vecinos. La metastasis se refiere a la habilidad de las células
cancerosas para penetrar dentro de los vasos linfaticos y sanguineos, diseminarse
por el torrente sanguineo y finalmente invadir los tejidos normales en otras partes

del cuerpo.

El cancer no se considera como una enfermedad que se hereda debido a que la
mayoria de los casos de cancer, quiza el 80 a 90 por ciento, ocurren en personas
sin historia familiar de la enfermedad. Sin embargo, la probabilidad de que una
persona desarrolle cancer puede ser influida por la herencia de ciertos tipos de
alteraciones genéticas. Las mutaciones heredadas pueden influir en el riesgo de

una persona de desarrollar muchos tipos de cancer, pero se piensa que estas
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condiciones hereditarias estan involucradas en sélo un 10 por ciento 6 menos de

todos los casos de cancer.

Los genes pueden mutar (transformarse) de diferentes formas. La forma mas
sencilla de mutacién implica un cambio en una base individual a lo largo de la
secuencia de bases de un gen en patrticular. En otros casos, se pueden agregar o
eliminar una o0 mas bases. Y algunas veces, grandes segmentos de una molécula

de ADN se repiten, se eliminan o se traslocan accidentalmente.

Un grupo de genes implicados en el desarrollo del cancer son los genes dafiados,
conocidos como "oncogenes". Los oncogenes son los genes cuya presencia en
cierta forma o cuya sobreactividad, o ambas, pueden estimular el desarrollo del
cancer. Cuando aparecen oncogenes en las células normales, ellos pueden
contribuir al desarrollo del cancer dando instrucciones a las células para que
produzcan proteinas que estimulen la division y el crecimiento excesivos de

células.

Al producir versiones o cantidades anormales de proteinas de control del
crecimiento celular, los oncogenes hacen que el mecanismo de sefialamiento del
crecimiento de la célula se vuelva hiperactivo. Una célula cancerosa puede
contener uno 0 mas oncogenes, lo cual significa que uno o mas componentes en

este mecanismo seran anormales.

Un segundo grupo de genes implicados en el cancer son los "genes supresores de
tumor". Estos, son genes normales cuya ausencia puede conducir al cancer. En
otras palabras, si una célula pierde un par de genes supresores de tumor o si son
inactivados por mutacion, su falta de funcionamiento puede permitir que el cancer
se desarrolle. Los genes supresores de tumor son una familia de genes normales
gue ordenan a las células producir proteinas que restringen el crecimiento y la
division celulares. Ya que los genes supresores de tumor codifican las proteinas
gue disminuyen el crecimiento y la division celulares, la pérdida de estas proteinas
permite que la célula crezca y se divida de forma incontrolada. Un gen supresor de

tumor en particular codifica la proteina conocida como "p53" la cual puede
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provocar la muerte celular programada (apoptosis). En células que han sufrido
dafio en su ADN, la proteina p53 actua como un "freno" que detiene el crecimiento
y la divisién de las células. Si no se puede reparar el dafo, la proteina p53, con el
tiempo, iniciara la apoptosis, previniendo asi el crecimiento descontrolado de las

células genéticamente dafiadas.

Los "genes reparadores de ADN" son la tercera clase de genes implicados en el
cancer. Estos, codifican proteinas cuya funciébn normal es corregir errores que
surgen cuando las células duplican su ADN antes de dividirse. Las mutaciones en
los genes reparadores de ADN pueden conducir al fracaso en la reparacion de

ADN, lo cual a su vez permite que mutaciones subsecuentes se acumulen.

El cancer puede empezar debido a la acumulacién de mutaciones que incluyen a
oncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores de ADN, las
mutaciones también se observan en los genes que activan y desactivan a los
carcindégenos y en los genes que gobiernan el ciclo celular, la senescencia celular
(o "envejecimiento"), muerte celular (apoptosis), sefalamiento celular vy
diferenciacion celular. Ademas se pueden desarrollar otras mutaciones, las cuales

le permiten al cancer invadir y metastatizarse a otras partes del cuerpo.
El cancer puede originarse casi en cualquier parte del cuerpo.

e Los carcinomas, los tipos mas comunes de cancer, se originan de las
células de los epitelios. Los canceres de pulmén, de seno (mama) y de
colon son los mas frecuentes de este tipo.

e Los sarcomas son canceres gque se originan de células que se encuentran
en los tejidos de soporte del cuerpo, como por ejemplo, hueso, cartilago,
tejido adiposo, tejido conectivo y musculo.

e Los linfomas son canceres que se originan en los ganglios linfaticos y en
los tejidos del sistema inmunoldgico del cuerpo.

e Las leucemias son canceres de las células inmaduras de la sangre que

crecen en la médula 6sea y que tienen la tendencia a acumularse en
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grandes cantidades en el torrente sanguineo (National Cancer Institute,
2010).
3.5.1. Segundos canceres primarios.

Warren y Gates definieron en 1932 que un Segundo Céancer Primario (SCP) es
aguel producido al menos con 2 cm de distancia al tumor primario, con al menos 5
afos de diferencia en el tiempo entre uno y otro, que no debe ser una metastasis
del primero y ambos deben tener confirmacién histolégica. Aunque la idea original
se relacionaba con canceres primarios de la cavidad oral y orofaringe, el concepto
de los SCP se ha modificado y expandido a todo tipo de histologias, ubicaciones y
relaciones temporales entre el primer y segundo cancer primario, siendo hoy en
dia un concepto muy amplio. En la actualidad el término se emplea para hacer
referencia a los canceres ocurridos en sobrevivientes de cancer, asociados a las
propias terapias oncologicas o debido a la persistente exposicion a factores de
riesgo o carcindbgenos como tabaco, alcohol, carcinégenos ambientales o a la
presencia de alteraciones génicas o de la funcién inmune que se relacionan con la
aparicion de SCP, llegando a ser muy frecuentes, hasta un 16% de la incidencia
total de cancer segun datos de la SEER (Surveillance, Epidemiology and End
Results). Debido a la deteccion precoz del cancer y a la mejora en las terapias
oncoldgicas se ha producido una mayor sobrevida, por tanto, el riesgo de SCP se
ha elevado, este hecho, sumado al envejecimiento de la poblacion, incrementa el
namero de pacientes sobrevivientes de cancer, asi la sobrevida a 5 afios esperada
para adultos tratados por cancer es superior a un 62% y mejora de un afio a otro
(Burgos et al., 2009).

3.6. Quimioterapia e ifosfamida.

La capacidad de la quimioterapia para destruir las células cancerosas depende de
su capacidad para detener la division celular. Usualmente, los farmacos actian
dafiando el ARN o ADN que indica a la célula como realizar una copia de si misma

en la division. Si las células no pueden dividirse, mueren. Cuanto mas rapido se
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dividan las células, habra méas probabilidades de que la quimioterapia destruya las
células y el tumor reduzca su tamafio. Ademas, estos farmacos inducen a la

muerte celular programada (apoptosis) (Hamilton, 2010).

La quimioterapia es muy efectiva para destruir las células que se dividen
rapidamente. Desafortunadamente, la quimioterapia no reconoce la diferencia
entre las células cancerosas y las células normales. Las células "normales"
volveran a crecer y ser saludables pero, mientras tanto, se presentan efectos
secundarios. Las células "normales" afectadas con mayor frecuencia por la
guimioterapia son las células sanguineas, las que se encuentran en la boca, el
estbmago y el intestino, asi como en los foliculos pilosos; lo que provoca
recuentos sanguineos bajos, afecciones bucales, nduseas, diarrea y/o pérdida del
cabello. Diferentes farmacos pueden afectar distintas partes del cuerpo (Hamilton,
2010).

Los farmacos que destruyen las células so6lo durante la divisibn se denominan
especificos al ciclo celular. Los farmacos de quimioterapia que destruyen a las
células cancerosas durante la fase de reposo se denominan no especificos al ciclo
celular. La programacion de la quimioterapia se realiza sobre la base del tipo de
células, la velocidad con que se dividen y el momento en que un farmaco
determinado probablemente sea eficaz. Es por esta razon que la quimioterapia

normalmente se administra en ciclos (Hamilton, 2010).

En el Cuadro 1 se resumen los diversos tipos de farmacos utilizados en el

tratamiento de enfermedades neoplasicas.
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Cuadro 1. Quimioterapéuticos Uutiles en enfermedades neoplasicas (tomado y
modificado de Chabner et al., 2006).

CLASE

TIPO DE FARMACO

Farmacos alquilantes

Mostazas nitrogenadas
Etileniminas y metilmelaminas
Derivado de metilhidrazina
Alquilsulfonatos

Nitrosoureas

Triazenos

Complejos de coordinacion de platino

Antimetabolitos

Anélogos del acido félico
Anélogos de la pirimidina

Anélogos de la purina e inhibidores relacionados

Productos naturales

Alcaloides de la vinca
Taxanos
Epipodofilotoxinas
Camptotecinas
Antibioticos
Antracenedionas

Enzimas

Farmacos diversos

Ureas sustituidas

Agentes de diferenciacion

Inhibidores de la proteincinasa de tirosina
Inhibidores de proteosoma

Modificadores de la respuesta biolégica

Anticuerpos
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Cuadro 1. Quimioterapéuticos Uutiles en enfermedades neoplasicas (tomado y

modificado de Chabner et al., 2006) (continuacion).

CLASE TIPO DE FARMACO

e Supresores adrenocorticales

e Adrenocorticoesteroides

e Progestagenos

e Estrégenos

Hormonas y e Antiestrogenos

antagonistas ¢ Inhibidores de aromatasa

e Androgenos

e Antiandrégenos

e Analogos de la hormona liberadora de

gonadotropina

Los farmacos alquilantes quimioterapéuticos tienen en comun la propiedad de
convertirse en electrofilos potentes a través de la formacién de intermedios del ion
carbono o complejos de transicion relacionados. Estos intermedios reactivos
forman enlaces covalentes por alquilacion de varias moléculas nucleofilicas, como
los grupos fosfato, amino, sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo e imidazol. Sus efectos
guimioterapéuticos y citotoxicos se relacionan directamente con la alquilacion del
ADN. El &tomo de nitrdgeno 7 de la guanina es particularmente susceptible a la
formacion de un enlace covalente con farmacos alquilantes bifuncionales y bien
puede representar el objetivo principal que determina sus efectos biologicos. Otros
atomos en las bases purina y pirimidina del ADN, incluyendo N1 y N3 en la
adenina, N3 en la citosina y O6 en la guanina, reaccionan para formar enlaces con
estos agentes, igual que los grupos amino y sulfhidrilo de las proteinas (Chabner
et al., 2006).

En la fig. 2 se ilustran las posibles acciones de los farmacos alquilantes en ADN

con la mecloretamina (mostaza nitrogenada).
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Fig. 2. Mecanismo de accion de farmacos alquilantes (Chabner et al., 2006)

Las acciones farmacol6gicas mas importantes de los farmacos alquilantes son las
gue alteran la sintesis de ADN y la division celular. La capacidad de estos
farmacos de interferir con la integridad y funcién del ADN e inducir muerte celular
en tejidos que proliferan con rapidez proporciona la base para sus propiedades

terapéuticas y toxicas.

Si bien ciertos farmacos alquilantes pueden tener efectos perjudiciales en tejidos
con indices mitéticos normalmente bajos (p. €j., higado, rifidn y linfocitos maduros)
estos tejidos con frecuencia se afectan en un periodo tardio. Los efectos agudos
se manifiestan principalmente contra tejidos que proliferan con rapidez. La
letalidad de la alquilacion del ADN depende del reconocimiento del aducto
(complejo de inclusion), la formacion de roturas en la cadena de ADN por enzimas

reparadoras y una respuesta apoptoética intacta. Aun no se caracteriza bien el
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mecanismo real de la muerte celular relacionada con la alquilacion del acido

desoxirribonucleico (Chabner et al., 2006).

En células que no se dividen, el dafio del ADN activa un punto de control que
depende de la presencia de un gen p53 normal. Las células bloqueadas asi en la
interfase G1/S reparan la alquilacion del ADN o sufren apoptosis. Las células
malignas que carecen de p53 o cuando éste estd mutado no pueden suspender la
progresion del ciclo celular, no sufren apoptosis y muestran resistencia a estos

medicamentos (Chabner et al., 2006).

La ifosfamida esta quimicamente relacionada con la mostaza nitrogenada y posee
una estructura quimica similar a la de la ciclofosfamida (Fig. 3); es un farmaco de
guimioterapia anticanceroso ("antineoplasico" o "citotoxico") administrado en el
coctel de farmacos indicado en el tratamiento de cancer. Este medicamento se
clasifica como "agente alquilante". Los agentes alquilantes son mas activos en la
fase de reposo celular. Estos farmacos no son especificos al ciclo celular
(Chabner et al., 2006).

O<,7° cH,—CH,—Cl o
ol s
NHCH,CH,ClI
QNH “CH,—CH,—Cl Q/N\ a=a
CH,CH,CI
CICLOFOSFAMIDA IFOSFAMIDA

Fig. 3. Estructura quimica de ciclofosfamida e ifosfamida (Chabner et al., 2006)

La ifosfamida es una oxazafosforina, similar a la ciclofosfamida. Esta ultima tiene
dos grupos cloretilo en el &tomo de nitrégeno exociclico, en tanto que uno de los
dos grupos cloretilo de la ifosfamida se encuentra en el nitrogeno fosfamida ciclico
del anillo oxazafosforina. La ifosfamida es activada en el higado por CYP3A4. La
activacion de la ifosfamida prosigue mas lentamente con mayor produccion de
metabolitos desclorados y cloroacetaldehido. Probablemente, estas diferencias en
el metabolismo explican las dosis mas altas de ifosfamida necesarias para
alcanzar efectos toxicos equivalentes, la mayor neurotoxicidad de la ifosfamida y
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las posibles diferencias en el espectro antitumoral de los dos farmacos (Chabner
et al., 2006).

La ifosfamida se utiliza en el tratamiento de: Cancer testicular recurrente y tumores
de células germinales, sarcomas (de tejido blando, sarcoma osteogénico, sarcoma
de Ewing), linfoma no Hodgkin, enfermedad de Hodgkin, cancer de pulmon de
células pequefias y no pequefas, cancer vesical, cancer de cabeza y cuello y
cancer de cuello uterino (Hamilton, 2010).

3.7. Evaluacién de dafio genético.

La toxicologia genética se encarga del estudio de efectos adversos en los
procesos hereditarios. Estudios de toxicologia genética han dado nacimiento a
numerosos procedimientos de prueba, tanto in vitro como in vivo, disefiados para
evaluar los efectos de compuestos quimicos en mecanismos genéticos y el
consecuente riesgo para organismos, incluyendo humanos (Krishna y Hayashi,
2000).

Los ensayos in vivo son especialmente pertinentes para evaluar el riesgo de
genotoxicidad, ya que permiten tomar en consideracion factores del metabolismo,
farmacocinética y los procesos de reparacion del ADN y también son utiles para
una mayor investigacion de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in
vitro de genotoxicidad (Krishna y Hayashi, 2000).

La correlacion entre mutagenicidad y carcinogenicidad es cada dia mas aceptada;
se ha demostrado que 157 de los 175 carcindégenos conocidos también son
mutagenos (Zuaiiga y Gémez, 2006).

Una de las pruebas que se emplean para evaluar el dafio genético es la prueba de
microndcleos. La prueba de micronucleos fue desarrollada por W. Schmid en
1975, quien originalmente la propuso para practicarse en la medula 6sea del raton;
posteriormente, la técnica se ha instrumentado en una gran variedad de tejidos y
especies, y en la actualidad se le utiliza ampliamente (Krishna y Hayashi, 2000;
Zufiga y GOmez, 2006).
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Los micronucleos son fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que
espontdneamente o0 por causa de agentes clastdgenos (que rompen
cromosomas), o aneuploidégenos (que dafian el huso mitético), quedan fuera del
nucleo durante la mitosis. Los microndcleos son conocidos en el campo de la
hematologia como cuerpos de Howell-Jolly y su forma es generalmente redonda o
almendrada, con un diametro que varia desde 0.4 a 1.6 micras. Su formacion se
basa en que, en la anafase cualquier fragmento cromosémico o cromosoma
completo que no posea centromero o que sufra dafio en el huso mitético, no podra
integrarse a un nucleo por carecer de alguno de estos elementos. Después de la
telofase, los cromosomas normales, asi como los fragmentos que posean
centromeros, dan origen a los nucleos de las células hijas; sin embargo, los
elementos rezagados quedan incluidos en el citoplasma de las células hijas, y una
proporcion de ellos se transforma en uno o varios nucleos secundarios. Tales
nacleos son mucho mas pequefios que el nucleo principal, y de ahi su nombre de
“‘micronucleos” (Fig. 4). Para la realizacion de la prueba de micronucleos es
indispensable utilizar un tejido en constante division (Zufiiga y Gomez, 2006).

En el ensayo de micronucleos in vivo, la relacion eritrocitos policromaticos y
eritrocitos normocromicos (EPC/ ENC) entre los animales de laboratorio tratados
con el agente y los animales de control del vehiculo, proporciona un indice de
citotoxicidad y la genotoxicidad esta dada por un aumento en el niamero de
micronucleos en los eritrocitos policromaticos (Krishna y Hayashi, 2000).

Dentro de las ventajas de la técnica de micronicleos se incluyen la facilidad y
rapidez, la posibilidad de probar un sdélo quimico, la abundancia de células
analizables en diferentes periodos del ciclo celular (Zafiiga y Gémez, 2006).
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Fig. 4. Proceso de eritropoyesis in vivo y formacion de microntcleos (MN) en los eritrocitos (Krishna y Hayashi, 2000).
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4. JUSTIFICACION.

Los acidos anacardicos son compuestos para los cuales en la literatura se ha
informado que poseen actividad biologica diversa; son agentes citotoxicos,
poseen actividad antibacterial, son inhibidores de enzimas y actian como
desacopladores de electrones. Rosas y colaboradores (2006) han sugerido que
poseen actividad genoprotectora. Por lo cual en esta investigacion se pretende
evaluar su efecto sobre el dafio genético producido por ifosfamida, un agente
antineoplésico administrado en el coctel de farmacos indicado en el tratamiento de
cancer (cancer testicular recurrente y tumores de células germinales,
principalmente) (PLM Refermed, 2009).

5. HIPOTESIS.

Se ha sugerido que el acido 6-nonadecil salicilico (A6NDS) posee actividad
genoprotectora, por lo cual al ser administrado junto con ifosfamida podria
disminuir la frecuencia de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPC-MN)
producidos por la ifosfamida (agente antineoplasico que induce un aumento en el
namero de EPC-MN).
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6. OBJETIVOS.

General:

v' Evaluar el efecto del acido 6-nonadecil salicilico sobre el dafio genético

producido por ifosfamida

Particulares:

v Evaluar el efecto del acido 6-nonadecil salicilico sobre la citotoxicidad

producida por ifosfamida en sangre periférica de raton

v' Evaluar el efecto del acido 6-nonadecil salicilico sobre el dafio genético

producido por ifosfamida en sangre periférica de raton
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7. MATERIALES Y METODO.
7.1. Recolecta de material bioldgico.

Zona de recolecta: el material vegetal se recolecté en mayo del 2002, en una
zona que se localiza en una selva mediana caducifolia. Geograficamente se ubica

en el Candn del Zopilote en el estado de Guerrero, México.

El descortezamiento se realizd en arboles sanos a una profundidad de 6 a 8 mm
sin dafar el cambium vascular en una superficie de 5 a 20% alrededor del tallo. El
material se colocé en bolsas de plastico para su transporte al laboratorio. Se
recolectaron también ejemplares para herbario, los cuales se depositaron en el
Herbario-Hortorio del Colegio de Postgraduados (CHAPA, C. Catalan 687).

7.2. Obtencidén del compuesto.
Preparacion del extracto.

El A6NDS se aislé del extracto hexanico de la corteza de Amphipterygium
adstringens siguiendo la metodologia propuesta por Rosas et al. (2006). El
compuesto se identific6 por comparacion de sus constantes fisicas vy
espectroscopicas (punto de fusién, la resonancia magnética nuclear (*H) y

espectrometria de masas) con las reportadas en la literatura.

7.3. Evaluacion de la actividad genotoéxica.

Para la prueba se utilizaron 30 ratones machos de la Cepa CD1, los cuales se
adquirieron en el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores lztacala de la
UNAM.

Los ratones se distribuyeron al azar en 6 grupos de 5 ratones cada uno y los

tratamientos que recibieron cada uno se enlistan a continuacion:
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Grupo 1: Control negativo (0.3 mL aceite de maiz)
Grupo 2: Control positivo (ifosfamida 60 mg/kg)
Grupo 3: A6NDS 0.75 mg/kg + ifosfamida 60 mg/kg
Grupo 4: A6NDS 2.5 mg/kg + ifosfamida 60 mg/kg
Grupo 5: A6NDS 5.0 mg/kg + ifosfamida 60 mg/kg
Grupo 6: A6NDS 10.0 mg/kg + ifosfamida 60 mg/kg

Las dosis fueron seleccionadas de acuerdo a la Clsg (2.3-5.1 mg/kg) obtenida con
el ensayo de la sulforodamina B en cinco lineas de cancer humano (Rosas et al.,
2006). El A6NDS se administré en 0.3 mL aceite de maiz.

Animales: todos los ratones utilizados en los experimentos se trataron de acuerdo
a las guias de uso de animales de laboratorio. Los ratones se mantuvieron en
cajas de plastico, bajo condiciones controladas de temperatura (20 + 2 °C),
humedad relativa (40 — 60%) y fotoperiodo (12 h luz: 12 h oscuridad), agua y dieta

comercial ad libitum.

Prueba de micronucleos: previo a la administracién de los compuestos a evaluar,
se realiz6 un frotis sanguineo, por corte de la porcion terminal de la cola del raton
(lectura basal). EI compuesto (A6NDS) se administré via oral y 30 minutos
después se administré la ifosfamida disuelta en solucién fisiologica por via
intraperitoneal. Después de la administracion se hicieron frotis por triplicado a las
24, 48 y 72 h. La administracion se hizo via oral ya que el cuachalalate se utiliza

en la medicina tradicional mexicana como una infusién (10-14g /L).
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Toma de muestra para los frotis: los frotis se hicieron con sangre periférica
obtenida por un corte en la porcion terminal de la cola del raton. Se coloco una
gota de sangre sobre un portaobjetos y se extendié con ayuda de otro porta

objetos.

Fijacion y tincion: las laminillas se fijaron con metanol absoluto durante cinco
minutos y fueron secadas al aire. Transcurrido este tiempo se tifieron con Giemsa
en una solucion amortiguadora de fosfato con pH 6.8, durante 20 minutos.

Posteriormente se lavaron con agua corriente y se dejaron secar al aire.

La Giemsa se preparo en solucion de buffer: agua: Giemsa en proporcion 1: 6: 1.

Evaluacion: las laminillas se observaron al microscopio, se determind la
frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPC-MN) en 2000
eritrocitos policromaticos (EPC), lo que permitié evaluar la genotoxicidad. También
se determind la frecuencia de eritrocitos policromaticos Yy eritrocitos
normocrémicos (EPC/ENC), en 2000 eritrocitos, esta relacion permitio evaluar la

citotoxicidad.

Andlisis estadistico: se realizé un analisis de varianza (ANOVA) multifactorial y
una prueba comparacién de Tukey, utilizando el programa Statgraphics Centurion
XV (ver. 15.0.04). El nivel de significancia en todos los analisis fue de P<0.05. Los
factores de variacion fueron el tiempo y las dosis, las variables dependientes
fueron las relaciones EPC/ENC y EPC-MN/2000 EPC.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos tras la administracién oral del acido 6-nonadecil salicilico
(ABNDS) en las diferentes dosis evaluadas a ratones macho CD1 se muestran en
el Cuadro 2.

Cuadro 2. Frecuencia de eritrocitos policromaticos y eritrocitos policromaticos

micronucleados (EPC-MN) en ratones CD1 tratados via oral con el acido 6-

nonadecil salicilico e ifosfamida (A6NDS + IFF).

TIEMPO (h) DOSIS (mg/kg) MN/2000 EPC EPC/2000 eritrocitos

0 248+295  115+21.92
0.75 21.8+4.5 127 + 18.66
0 2.5 17.8+1.8 84.4 +7.58
5 19.8+3.29  77.6+4.38
10 30.8+2.43  113.8+14.48
60(IFF) 28.6+8.82  139+16.34
0 23 +4.47 65+ 7.81
0.75 54.8+7.61*  82.2+10.51
24 2.5 50.4 +4.73*  80.6 +7.58
5 36.2+391  85.4+14.84
10 36.8+3.65  79+88
60(IFF) 50.6 + 5.6* 123.8 + 20.7*
0 20.2+4.48  93+9.31
0.75 78 +13.14%  31.2+3.7%
48 2.5 72.2+8.26%  47.6 +4.88*
5 67.6 +7.13*  40.6+5.21*
10 53.6 + 1.8* 35.4 + 3.69%
60(IFF) 42.8+274  64+578*
0 21+45 86.2 + 13.72
0.75 44.6 £10.23 17 +3.63*
72 2.5 142+1.82  37+6.42*
5 10.4+3.28  34.2+287*
10 18 + 4.49 23.4 +3.20%
60(IFF) 20 + 6.47 38.6 + 9.31*

Se muestra la media + error estandar, los valores marcados con * indican diferencias significativas
(p < 0.05) con respecto al control negativo (seguido de Tukey). Los valores marcados con ° indican
diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a ifosfamida (IFF) (seguido de Tukey).
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8.1. Actividad citot6xica

I CONTROL NEGATIVO
[ IFOSFAMIDA (IFF)

I 0.75 mg/kg ABNDS + IFF
[C12.5 mg/kg ABNDS + IFF
[ 5.0 mg/kg ABNDS + IFF
[_110.0 mg/kg ABNDS + IFF

160
150
140
130
120
110
100

©
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o

0
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Gréfica 1. Efecto del ABNDS + IFF en la frecuencia de eritrocitos policromaticos en 2000 eritrocitos
de ratén a 0 h.

En la grafica 1 se puede observar que a tiempo cero de observaciéon (basal) no
hay diferencia estadistica significativa entre los grupos de estudio para la actividad

citotdxica.
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I CONTROL NEGATIVO
160 - [ IFOSFAMIDA (IFF)
I 0.75 mg/kg ABNDS + IFF
[C12.5 mg/kg A6NDS + IFF
[ 5.0 mg/kg ABNDS + IFF
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Gréfica 2. Efecto del ABNDS + IFF en la frecuencia de eritrocitos policromaticos en 2000 eritrocitos
de raton a 24 h. Los valores marcados con * indican diferencias significativas (p < 0.05) con
respecto al control negativo (seguido de Tukey).

La grafica 2 muestra que IFF ejerce un efecto citotdxico a partir de las 24 h y su
frecuencia se ubica en 123.8 EPC/2000 eritrocitos, el A6NDS + IFF a una dosis de
0.75 mg/kg muestra una frecuencia de 82.2 EPC/2000 eritrocitos al mismo tiempo,
es decir que el ABNDS + IFF presenta una actividad citotoxica mayor que cuando
solo se administra IFF; a dosis de 2.5, 5y 10 mg/kg del A6GNDS + IFF se observa

esta misma tendencia.

Se ha informado que a las 24 h el A6NDS a dosis de 0.75, 2.5, 5y 10 mg/kg es
citotoxico y muestra frecuencias de 76.8, 96.8, 84.4 y 51.2 EPC/2000 eritrocitos
respectivamente (Rosas y colaboradores, 2006). Al comparar estos valores con
los informados en el presente trabajo (grafica 2), se puede ver que cuando se

administra el AGNDS es mas citotoxico que cuando se administra el AGNDS + IFF.
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I CONTROL NEGATIVO

160 = IFOSFAMIDA (IFF)

150 ] Il 0.75 mg/kg A6NDS + IFF

1401 [ 2.5 mg/kg AGNDS + IFF
B 5.0 mg/kg ABNDS + IFF

130 [ 10.0 mg/kg A6NDS + IFF
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Grafica 3. Efecto del AGNDS + IFF en la frecuencia de eritrocitos policrométicos en 2000 eritrocitos
de ratdn a 48 h. Los valores marcados con * indican diferencias significativas (p < 0.05) con
respecto al control negativo (seguido de Tukey). Los valores marcados con ° indican diferencias
significativas (p < 0.05) con respecto a ifosfamida (IFF) (seguido de Tukey).

A las 48 h la actividad citotoxica de la IFF muestra una frecuencia de 64 EPC/2000
eritrocitos, a este mismo tiempo el A6NDS + IFF a una dosis de 0.75 mg/kg
muestra una frecuencia de 31.2 EPC/2000 eritrocitos y presenta diferencia
estadistica significativa con respecto a la IFF, es decir que la actividad citotoxica
es mayor que cuando se administra IFF sola (gréafica 3); a dosis de 10 mg/kg del

ABNDS + IFF se observa esta misma tendencia.

A dosis de 2.5 y 5 mg/kg no se presenta diferencia estadistica significativa con
respecto a IFF a las 48 h por lo que el AGNDS + IFF matiene una citotoxicidad

similar a la mostrada por IFF.

Rosas y colaboradores (2006) informaron que a las 48 h a una dosis de 0.75, 2.5,
5y 10 mg/kg el A6BNDS es citotoxico y muestra frecuencias de 84.4, 62, 76.8 y 42
EPC/2000 eritrocitos respectivamente, si se comparan estos valores con los
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resultados aqui obtenidos a este mismo tiempo (gréfica 3), es claro que cuando se
administran el AGNDS + IFF son mas citotoxicos que al administrar el compuesto
solo, por lo cual se puede decir que el A6NDS potencializa la actividad citotoxica
de la IFF (grafica 3).

I CONTROL NEGATIVO
160 = IFOSFAMIDA (IFF)
I 0.75 mg/kg ABNDS + IFF

150 [12.5 mg/kg A6NDS + IFF
140 [ 5.0 mg/kg A6NDS + IFF
130 [_110.0 mg/kg ABNDS + IFF

FRECUENCIA DE EPC /2000 ERITROCITOS

72
TIEMPO (h)

Gréfica 4. Efecto del ABNDS + IFF en la frecuencia de eritrocitos policromaticos en 2000 eritrocitos
de raton a 72 h. Los valores marcados con * indican diferencias significativas (p < 0.05) con
respecto al control negativo (seguido de Tukey).

En la gréfica 4 se observa que la frecuencia de EPC/2000 eritrocitos de IFF y del
A6NDS +IFF no presentan diferencia estadistica significativa por lo que podria

decirse que su actividad citotdxica es similar.

Para el AGNDS se ha informado que la 72 h de haber sido administrado a dosis de
0.75, 2.5, 5y 10 mg/kg es citotdéxico y muestra frecuencias de 54.4, 60.8, 58.4 y
57.2 EPC/2000 eritrocitos respectivamente (Rosas y colaboradores, 2006) por lo
cual, comparando estos valores con los informados en el presente trabajo (gréafica
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4), se puede observar que al administrarse el A6GNDS + IFF son mas citotoxicos

gue al administrar el compuesto solo (grafica 4).

Es a las 48 h cuando el A6NDS + IFF presentan el mayor efecto sinérgico
mostrando diferencia estadistica significativa tanto con el control negativo como
con IFF. A este mismo tiempo se observo que la dosis de 0.75 mg/kg de AGNDS +
IFF presenta un mayor efecto sinérgico que las deméas dosis administradas, este
mismo efecto de potenciaciéon es similar al que presentan los medicamentos
homeopaticos, los cuales mientras mas diluidos se administran, mas potentes son
(Homeopatia general, 2011). Las dosis de 2.5, 5y 10 mg/kg del A6NDS + IFF
presentan un efecto dosisdependiente, es decir, cuanto mas aumenta la dosis,

mayores son los efectos citotoxicos.

En 1989, Itokawa y colaboradores, reportaron que mientras mas largas sean las
cadenas de los acidos anacardicos se muestra una mayor actividad citotoxica, en
los resultados del presente estudio, el AGNDS + IFF exhibié una mayor actividad
citotoxica que IFF, esto concuerda con lo informado por Sung y colaboradores
(2008) quienes al administrar el acido 6-pentadecilsalicilico junto con cisplatino y
doxorrubicina (agentes antineoplasicos) observaron que aumenta el porcentaje de
células muertas por apoptosis y que es dicho acido anacérdico el que induce los
efectos apoptéticos en cultivos celulares.

Por otro lado los resultados del analisis indican que todas las dosis evaluadas
presentan una reduccion significativa en la frecuencia de EPC a partir de las 48 h
y hasta las 72 h concordando con lo reportado por Rosas et al. (2006), quienes
informaron que el A6NDS exhibe actividad citotoxica; e Itokawa et al. (1987)
quienes informan que los acidos anacardicos obtenidos de G. biloba mostraron

actividad antitumoral al evaluarse en Sarcoma 180 de raton.
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8.2. Actividad genotdxica

[ CONTROL NEGATIVO
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] I 0.75 mg/kg A6NDS + IFF
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Gréafica 5. Efecto del ABNDS + IFF en la frecuencia de micronicleos en 2000 eritrocitos
policromaticos de raton a 0 h.

En la grafica 5 se puede observar que a tiempo cero de observaciéon (basal) no
hay diferencia estadistica significativa entre los grupos de estudio para la actividad

genotoxica.
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I 0.75 mg/kg ABNDS + IFF
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[110.0 mg/kg ABNDS + IFF

Gréfica 6. Efecto del A6BNDS + IFF en la frecuencia de micronUcleos
en 2000 eritrocitos policrométicos de ratén a 24 h. Los valores
marcados con * indican diferencias significativas (p < 0.05) con

respecto al control negativo (seguido de Tukey).
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Gréfica 7. Efecto del A6NDS + IFF en la frecuencia de micronicleos
en 2000 eritrocitos policrométicos de ratébn a 48 h. Los valores
marcados con * indican diferencias significativas (p < 0.05) con
respecto al control negativo (seguido de Tukey). Los valores
marcados con ° indican diferencias significativas (p < 0.05) con

respecto a ifosfamida (IFF) (seguido de Tukey).
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La IFF presentd actividad genotoxica a las 24 h y 48 h con frecuencias de 50.6 y
42.8 MN/ 2000 EPC respectivamente, a estos mismos tiempos, el AGNDS +IFF a
una dosis de 0.75 mg/kg muestra frecuencias de 54.8 y 78 MN/2000 EPC
respectivamente y mostrando diferencia estadistica significativa con respecto a la
IFF a las 48 h, es decir que la actividad genotdxica es mayor que cuando se
administra la IFF sola (grafica 6 y 7). A dosis de 2.5, 5y 10 mg/kg del AGNDS +
IFF se observa que el efecto genotoxico producido es inversamente
dosisdependiente teniendo mayor efecto a las 48 h, esto es que a dosis mas
pequefas el efecto genotoxico es mayor. Asimismo podria decirse que presenta

un efecto de potenciacion similar a los medicamentos homeopaticos.

Se ha informado que el A6NDS no presenta actividad genotéxica a dosis de 0.75,
25y 5 mg/kg y que a dosis de 10 mg/kg presenta actividad genoprotectora
mostrando frecuencias de 4, 3.2, 4 y 0.8 MN/2000 EPC respectivamente a las 24
h, y a las 48 h mostrando frecuencias de 2, 2, 2.4 y 0.8 MN/2000 EPC
respectivamente (Rosas y colaboradores, 2006). Al comparar estos valores con
los informados en el presente trabajo (grafica 6 y 7), se puede ver que se
potencializa el dafio genético producido por la IFF cuando se administran el
A6NDS + IFF.

Las diferentes dosis administradas de A6NDS + IFF mostraron un comportamiento
dosis dependiente inverso, es decir que la dosis de 0.75 mg/kg mostré6 un mayor
efecto genotéxico llegando a presentar diferencia estadisticamente significativa

tanto con el control negativo como con IFF.
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[ CONTROL NEGATIVO
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: I 0.75 mg/kg ABNDS + IFF
90 - [12.5 mg/kg A6NDS + IFF
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Gréafica 8. Efecto del A6NDS + IFF en la frecuencia de microntcleos en 2000 eritrocitos
policrométicos de ratén a 72 h.

A las 72 h no hay diferencia estadistica significativa entre los tratamientos (grafica
8).

Rosas y colaboradores (2006) informaron que una dosis de 10 mg/kg el AGNDS es
genoprotector a partir de la 24 y hasta las 72 h, resultados que contrastan con los
observados en esta investigacion, debido a que a ninguna de las dosis ni tiempos
evaluados se observa efecto genoprotector, por el contrario se observa que al

administrar el AGNDS + IFF se potenzializa la actividad genotédxica (grafica 8).
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Existen pocos trabajos sobre el efecto de los acidos anacardicos sobre el dafio
genético y son aun menos los trabajos que evallan los efectos genotoxicos
producidos sobre agentes antineoplasicos por lo que es dificil hacer una

comparacion con los resultados obtenidos en el presente trabajo.

La administracion de A6NDS + IFF a las diferentes dosis y tiempos de evaluacion
mostraron frecuencias de EPC-MN superiores a las frecuencias del control

negativo y de la IFF.

En la literatura se informa que el extracto hexanico presenta efectos
genoprotectores a dosis de 1500 mg/kg inhibiendo la formacion de micronucleos
producidos por ifosfamida en un 90% (Martinez y Flores, 2003), al realizar las
pruebas de un solo compuesto como lo es el AGNDS y observar que la frecuencia
de micronucleos que se presenta es mayor que la ifosfamida, podemos pensar
gue tal vez sea otro compuesto presente en el extracto hexanico el que produce

dicho efecto genoprotector.

Hoy en dia, la necesidad de nuevos agentes antitumorales aun existe, debido a
gue estos se utilizan por largo tiempo y a los indeseables efectos secundarios.
Parece que las plantas consumidas por el hombre puede ser una buena fuente de
nuevos agentes antitumorales, con esto en mente, se han analizado nuevos
agentes de plantas que se han consumido continuamente por muchas personas
durante muchos afios (Kubo et al., 1993). Por lo que es necesario continuar con

los estudios de los demas compuestos presentes en el extracto hexanico.
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9. CONCLUSIONES.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que:

El acido 6-nonadecil salicilico potencializa la actividad citotoxica de ifosfamida en

la sangre periferica de ratones de la cepa CD1.

La frecuencia de micronucleos presentes cuando se administra el acido 6-
nonadecil salicilico junto con la ifosfamida es mayor que la frecuencia de EPC-MN
gue produce el agente antineoplasico, por lo que el acido 6-nonadecil salicilico no

protege contra el dafio genético producido por la ifosfamida.
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10. SUGERENCIAS.

Realizar una prueba de dosis Unicas seguido de dosis de mantenimiento para
evaluar el efecto del acido 6-nonadecil salicilico sobre la actividad genotoxica de la
ifosfamida.

Determinar la DLsy del acido 6-nonadecil salicilico y realizar el experimento con
dosis establecidas en base a la DLsg.

Evaluar la actividad citotéxica y genotéxica de los demas compuestos presentes
en el extracto hexanico del cuachalalate.
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12. ANEXOS.

Frecuencias de eritrocitos policromaticos (EPC) y eritrocitos policromaticos

micronucleados (EPC-MN) en ratones tratados oralmente con el acido 6-

nonadecil salicilico (Rosas et al., 2006).

Treatment Time of analysis (hours after the Daose (mg/kg) MNPCEs/1000 PCEs® PCEs/MNCEs % 1000
administration of drug) erythrocytes®
0.75 1.8 £0.73 434 £ 06
2.5 1.6 £ 0.67 484 + 6.3
0 5.0 1.2 £0.37 476423
10 1.2 £ 0.58 396 £ 50
60 (IFF) 14 +0.24 51.6 £ 4.8
0.75 20£ 054 BAL30
2.5 1.6 £ 0.67 484 £ 6.3
24 5.0 20£ 054 422429
10 04 +0.24 256+ 50
6NDSA (administered 60 (IFF) 4.0 £ 0.54 444409
in 0.3mL corn oil) 0.75 1.0 £ 0.31 422+ 4.1
2.5 1.0 £ 0.44 3.0+ 3.1
48 5.0 1.2 £0.54 3R4432
10 04 +0.24 200419
60 (IFF) 6.6 £+ 0.24 43.04 212
0.75 1.0 4+ 0.77 72417
2.5 224+ 0.58 304 + 6.4°
72 5.0 1.2 £ 0.54 202473
10 0.4 +0.24 286+ 16"
60 (IFF) 4.8 +0.20 422415

Los valores marcados con * son significativamente diferentes (p <0,05) con respecto a su control

negativo.
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Preparacion de la solucién amortiguadora de fosfatos 0.3 M, pH 6.8 para la
tincion con Giemsa

(proporcion 3A:2B)

Solucién A: 40.827 g de KH2POa4 se disuelven en 1000 mL de agua destilada.
Solucion B: 42.588 g de Na2HPOas se disuelven en 1000 mL de agua destilada.
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Andlisis estadistico. Statgraphics Centurion XV version 15.0.04

One-Way ANOVA - Citotoxicidad by Concentracidén (Tiempo=0)
Analysis Summary

Dependent variable: Citotoxicidad

Factor: Concentracién

Selection variable: Tiempo=0

Number of observations: 30

Number of levels: 6

Summary Statistics for Citotoxicidad

Concentracién Count Average Variance Standard deviation Standard error
0 5 115.0 2404.5 49.0357 21.9294
0.75 5 127.0 1742.0 41.7373 18.6655
2.5 5 84.4 287.3 16.9499 7.58024
5 5 77.6 96.3 9.81326 4.38862
10 5 113.8 1049.7 32.3991 14.4893
60 5 139.0 1336.0 36.5513 16.3463
Total 30 109.467 1449.22 38.0687 6.95035

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Concentracién Count Mean Homogeneous Groups
5 5 77.6 X
2.5 5 84.4 X
10 5 113.8 X
0 5 115.0 X
0.75 5 127.0 X
60 5 139.0 X
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One-Way ANOVA - Citotoxicidad by Concentracién (Tiempo=24)
Analysis Summary

Dependent variable: Citotoxicidad

Factor: Concentracién

Selection variable: Tiempo=24

Number of observations: 30

Number of levels: 6

Summary Statistics for Citotoxicidad

Concentracidén Count Average Variance Standard deviation Standard error
0 5 65.0 305.5 17.4786 7.81665

0.75 5 82.2 552.7 23.5096 10.5138

2.5 5 80.6 287.3 16.9499 7.58024

5 5 85.4 1102.3 33.2009 14.8479

10 5 79.0 387.5 19.685 8.80341

60 5 123.8 2143.7 46.3001 20.706

Total 30 86.0 997.586 31.5846 5.76653

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Concentracién Count Mean Homogeneous Groups
0 5 65.0 X
10 5 79.0 XX
2.5 5 80.6 XX
0.75 5 82.2 XX
5 5 85.4 XX
60 5 123.8 X
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One-Way ANOVA - Citotoxicidad by Concentracién (Tiempo=48)
Analysis Summary

Dependent variable: Citotoxicidad

Factor: Concentracién

Selection variable: Tiempo=48

Number of observations: 30
Number of levels: 6

Summary Statistics for Citotoxicidad

Concentracién Count Average Variance Standard deviation Standard error
0 5 93.0 433.5 20.8207 9.31128

0.75 5 31.2 68.7 8.28855 3.70675

2.5 5 47.6 119.3 10.9225 4.88467

5 5 40.6 135.8 11.6533 5.21153

10 5 35.4 68.3 8.26438 3.69594

60 5 64.0 167.5 12.9422 5.78792

Total 30 51.9667 599.482 24.4843 4.4702

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Concentracién Count Mean Homogeneous Groups
0.75 5 31.2 X

10 5 35.4 X

5 5 40.6 XX

2.5 5 47.6 XX

60 5 64.0 X

0 5 93.0 X

Staciliad de Zstudios Qduperiores Earagoas



SSrend stramce Harcelo. SSidloga:

One-Way ANOVA - Citotoxicidad by Concentracién (Tiempo=72)
Analysis Summary

Dependent variable: Citotoxicidad

Factor: Concentracién

Selection variable: Tiempo=72

Number of observations: 30
Number of levels: 6

Summary Statistics for Citotoxicidad

Concentracién Count Average Variance Standard deviation Standard error
0 5 86.2 941.7 30.6871 13.7237

0.75 5 17.0 66.0 8.12404 3.63318

2.5 5 37.0 206.5 14.3701 6.42651

5 5 34.2 41.2 6.41872 2.87054

10 5 23.4 54.3 7.36885 3.29545

60 5 38.6 433.8 20.8279 9.3145

Total 30 39.4 754.524 27.4686 5.01506

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Concentracién Count Mean Homogeneous Groups
0.75 5 17.0 X
10 5 23.4 X
5 5 34.2 X
2.5 5 37.0 X
60 5 38.6 X
0 5 86.2 X
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One-Way ANOVA - Genotoxicidad by Concentracién (Tiempo=0)
Analysis Summary

Dependent variable: Genotoxicidad

Factor: Concentracién

Selection variable: Tiempo=0

Number of observations: 30

Number of levels: 6

Summary Statistics for Genotoxicidad

Concentracidén Count Average Variance Standard deviation Standard error
0 5 24.8 43.7 6.6106 2.95635

0.75 5 21.8 101.7 10.0846 4.50999

2.5 5 17.8 16.2 4.02492 1.8

5 5 19.8 54.2 7.36206 3.29242

10 5 30.8 29.7 5.44977 2.43721

60 5 28.6 389.3 19.7307 8.82383

Total 30 23.9333 109.789 10.478 1.91301

Method: 95.0 percent Tukey HSD
Concentracién Count Mean Homogeneous Groups
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One-Way ANOVA - Genotoxicidad by Concentracién (Tiempo=24)
Analysis Summary

Dependent variable: Genotoxicidad

Factor: Concentracién

Selection variable: Tiempo=24

Number of observations: 30

Number of levels: 6

Summary Statistics for Genotoxicidad

Concentracidén Count Average Variance Standard deviation Standard error
0 5 23.0 100.0 10.0 4.47214

0.75 5 54.8 289.7 17.0206 7.61183

2.5 5 50.4 112.3 10.5972 4.7392

5 5 36.2 76.7 8.75785 3.91663

10 5 36.8 66.7 8.16701 3.6524

60 5 50.6 157.3 12.5419 5.60892

Total 30 41.9667 236.585 15.3813 2.80823

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Concentracién Count Mean Homogeneous Groups
0 5 23.0 X
5 5 36.2 XX
10 5 36.8 XX
2.5 5 50.4 X
60 5 50.6 X
0.75 5 54.8 X
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One-Way ANOVA - Genotoxicidad by Concentracién (Tiempo=48)
Analysis Summary

Dependent variable: Genotoxicidad

Factor: Concentracién

Selection variable: Tiempo=48

Number of observations: 30

Number of levels: 6

Summary Statistics for Genotoxicidad

Concentracidén Count Average Variance Standard deviation Standard error
0 5 20.2 100.7 10.0349 4.48776
0.75 5 78.0 864.5 29.4024 13.1491
2.5 5 72.2 341.7 18.4851 8.2668
5 5 67.6 254.8 15.9625 7.13863
10 5 53.6 16.3 4.03733 1.80555
60 5 42.8 37.7 6.14003 2.74591
Total 30 55.7333 626.685 25.0337 4.5705

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Concentracién Count Mean Homogeneous Groups
0 5 20.2 X

60 5 42.8 XX

10 5 53.6 XX

5 5 67.6 XX

2.5 5 72.2 XX

0.75 5 78.0 X
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One-Way ANOVA - Genotoxicidad by Concentracién (Tiempo=72)
Analysis Summary

Dependent variable: Genotoxicidad

Factor: Concentracién

Selection variable: Tiempo=72

Number of observations: 30

Number of levels: 6

Summary Statistics for Genotoxicidad

Concentracidén Count Average Variance Standard deviation Standard error
0 5 21.0 101.5 10.0747 4.50555
0.75 5 44 .6 523.3 22.8758 10.2303
2.5 5 14.2 16.7 4.08656 1.82757
5 5 10.4 53.8 7.33485 3.28024
10 5 18.0 101.0 10.0499 4.49444
60 5 20.0 209.5 14.4741 6.47302
Total 30 21.3667 263.689 16.2385 2.96473

Method: 95.0 percent Tukey HSD

Concentracién Count Mean Homogeneous Groups
5 5 10.4 X
2.5 5 14.2 X
10 5 18.0 X
60 5 20.0 XX
0 5 21.0 XX
0.75 5 44.6 X
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