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RESUMEN

Las plantas con propiedades curativas han sido por muchos afios parte elemental en la salud
de las personas. Se estima que entre el 70 y 80 % de la poblacién que habita en paises en
desarrollo depende de este recurso terapéutico como alternativa para la cura de sus
enfermedades. Esta tendencia ha ido en aumento a nivel global (Dominguez y Cruz, 2014).

La OMS define a las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos principios activos
pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos. Este conocimiento popular
estad basado en la eficacia, es decir, se acepta y adopta lo que se ve que sirve, lo demas cae
en desuso; sin embargo, un problema de la fitoterapia popular es la dificultad de llevar un control
sobre la dosis y la calidad del producto, lo cual puede propiciar riesgos y dafios a la salud
(Schlaepfer, 2010).

El desarrollo de plantas con uso terapéutico ha generado la necesidad de evaluar su potencial
téxico y genotbxico en modelos experimentales. El tipo y disefio de estos estudios estara en
dependencia de las caracteristicas y destino final del producto, pero en la generalidad de los
casos, el objetivo debe ser la demostracion de las potencialidades toxicas por administracién
Unica (toxicologia aguda), administraciones repetidas (subcronica) y estudios especiales de
genotoxicidad, toxicologia de la reproduccion y la fertilidad, llegando incluso en muchos casos
a ser necesario la evaluacion de su potencial carcinogénico (Gamez, 2007).

La genotoxicidad es la capacidad relativa de un agente de ocasionar dafio en el material
genético, originando efectos biol6gicos adversos, este dafio puede ser evaluado por diferentes
técnicas citogenéticas y moleculares, entre ellas la prueba de microntcleos ya que ha sido
considerada como una metodologia Gtil para evaluar dicho dafio. Este se basa en la deteccion
y cuantificacion de cuerpos citoplasmaticos semejantes al nucleo celular, cuyo origen se deriva
de cromosomas, o fragmentos de éstos, que no se integran al nlcleo durante la metafase, lo
cual puede suceder de manera espontanea o por la accion de agentes genotéxicos.

En México se han establecido clinicas donde se integran la medicina tradicional con la alépata.
El 90% de la poblacion mexicana recurre a las plantas medicinales para el tratamiento empirico
de varias enfermedades. Astragalus membranaceus es una planta medicinal importante
utilizada cominmente en muchas formulaciones a base de hierbas, en la practica de la
medicina tradicional china (MTC) sus raices asi como sus hojas son utilizadas en mas de 20
diferentes enfermedades, para tratar una amplia variedad de enfermedades y trastornos
corporales. Entre sus aplicaciones clinicas diversificadas, destaca el uso potencial de esta
planta y de sus componentes quimicos en el tratamiento de enfermedades inflamatorias y el
cancer.

En el presente trabajo de investigacion se realizaron estudios citotdxicos y genotéxicos en el
gue se utilizaron dos ampolletas de distintos lotes de produccién del extracto de Astragalus
membranaceus, esto con la finalidad de evaluar y comparar si existe dafio genotoxico en un
estudio agudo y subcrénico, y comprobar si sus caracteristicas fisicas (color, olor, aspecto)
influyen en sus propiedades, mediante la prueba de micronucleos (MN) empleando como
sistema bioldgico, sangre periférica de ratones de la cepa CD1. En el cual para cuantificar el
efecto genotdxico se determind el ndmero de eritrocitos policromaticos micronucleados
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(EPCMN) en 1000 eritrocitos policromaticos por ratén (EPC), para evaluar el efecto citotoxico,
se establecio la relacion de EPC en 1000 eritrocitos por raton.

Se administrd para el lote A, cuatro concentraciones diferentes 0.01ml, 0.02ml, 0.04ml y 0.06
ml, realizando para cada una, frotis sanguineos por triplicado a los tiempos 0, 24, 48y 72 horas
para el estudio agudo y concentraciones de 0.01ml, 0.02ml, 0.04ml con lecturas a 0, 48, 120,
192, 264 y 366 horas para el estudio subcrénico durante un periodo de quince dias.

Para el lote B, dosis de 0.01ml, 0.02ml 0.04 ml para ambos estudios y con las lecturas
correspondientes de cada uno, utilizado un lote control positivo al cual se le administré metil
metano sulfonato (MMS) con una concentracién de 50mg/kg para el estudio agudo y 30mg/kg
para un estudio subcrénico.

El andlisis descriptivo se realizé de manera independiente para cada lote y estudio, consistié
en identificar las dosis en las que se presenta mayor efecto citotdxico y genotoxico.

Los resultados que muestra el estudio agudo, a las dosis manejadas en administracion Unica
via intraperitoneal, Astragalus membranaceus no presenta genotoxicidad y citotoxicidad en
ratones CD1.

En cuanto al estudio subcrénico, en las dosis manejadas en administracion diaria por 15 dias
via intraperitoneal, Astragalus membranaceus no presenta genotoxicidad y citotoxicidad en
ratones de la misma cepa.

Los parametros evaluados para el Metil Metano Sulfonato (MMS) se observdé en ambos,
diferencias estadisticas altamente significativas en relacién al control negativo en ambas
concentraciones 50 mg/kg para el estudio agudo y 30 mg/kg para un estudio subcrénico, lo que
indica que esta sustancia posee un alto indice de citotoxicidad y genotoxicidad.

La importancia de realizar este trabajo radica en el reconocimiento cultural y fitoquimico de la
medicina tradicional, que aportara elementos para el aprovechamiento de este recurso. Dadas
las condiciones de la cobertura de salud, la medicina tradicional es una alternativa viable que
representa al mismo tiempo una herramienta para el equipo de salud y para los usuarios.



I. INTRODUCCION

1.- MEDICINA TRADICIONAL Y COMPLEMENTARIA (MTC)

La medicina tradicional es el conjunto de conocimientos, aptitudes, y practicas basados en
teorias, creencias y experiencias indigenas, de las diferentes culturas, sean o no explicables,
usados para el mantenimiento de la salud, asi como la prevencion, el diagnéstico, la mejora y
el tratamiento de enfermedades fisicas y mentales (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

La Medicina complementaria y/o alternativa es un término que se usa para productos y
practicas médicas que se considera no pertenecen a la atencion médica convencional, la
medicina alternativa se usa en vez de los tratamientos médicos convencionales, la medicina
integrativa combina la medicina convencional con practicas de la medicina complementaria y
alternativa que han sido mas prometedoras (Instituto Nacional del Cancer, 2015)

Este tipo de medicina es utilizada ampliamente en todo el mundo, en febrero de 2013 la
directora general de la OMS Dra. Margaret Chan declaré que “las medicinas tradicionales de
calidad, seguridad y eficacia comprobada, contribuyen a asegurar el acceso de todas las
personas a la atencién de salud” ya que para muchas personas representa la principal fuente
de atencion sanitaria y muchas veces la Unica (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

La estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2014-2023, ayudara a las autoridades
sanitarias a encontrar soluciones que propicien una visibn mas amplia respecto del
mejoramiento de la salud y la autonomia de los pacientes; ademas de impulsar la integracion
global de dicha préactica en los sistemas de salud. Dicha estrategia tiene dos objetivos
principales:
e Prestar apoyo a los Estados Miembros para que aprovechen la posible contribucién de
la MTC a la salud, el bienestar y la atencidn de salud centrada en las personas.
e Promover la utilizacion segura y eficaz de la MTC mediante la reglamentaciéon de
productos practicas y profesionales (OMS, 2013).

2. MEDICINA TRADICIONAL CHINA

La medicina tradicional china es un reflejo de la cultura que la ha originado, se basa en dos
grandes corrientes:

e Confucianismo: Originado por Kong Fu Zi y tiene como base que tanto la familia como
el cuerpo humano son intocables y sagrados por lo cual el respeto al cuerpo no permite
estudios en cadaveres, ni cirugias y utiliza otras vias de estudio.

e Taoismo: Originado por Lao Tse, esta filosofia entiende al cuerpo, la salud y la
enfermedad en torno a la naturaleza, y describe al Tao como dos fuerzas
complementarias y opuestas conocidas como el Yin y el Yang (al yin pertenecen los
organos que son corazon, higado, bazo, pulmén y rifidon y al yang las visceras que son
intestino delgado, vesicula biliar, estbmago, intestino grueso, vejiga y sanjiao) (Giralt,
2002).



Ademas de estas corrientes se utilizan otras teorias como:

La teoria de los cinco elementos: Sostiene que la naturaleza esta constituida por cinco
substancias que tienen distintas propiedades: agua (frio y himeda), fuego (calentar),
tierra (producir y cambiar), madera (crecer y desarrollarse) y metal (purificar y ser
sélido); el desarrollo y los cambios de toda cosa o fenbmeno son los resultados del
movimiento continuo, la intergeneracion y la interdominancia de los cinco elementos.
Partiendo de esta consideracion los antiguos médicos chinos relacionan l6gicamente la
fisiologia y patologia de las visceras, érganos Yy tejidos del cuerpo humano con los
factores del medio ambiente que tienen que ver con la vida de la humanidad; estos son
clasificados en cinco categorias, tomando a los cinco elementos como base y de
acuerdo con sus diferentes propiedades funciones y formas, esta clasificacion se

presentan en el siguiente cuadro:

Figura 1: Clasificacion del cuerpo humano y la naturaleza con respecto alos cinco elementos.

Cinco
Naturaleza elementos Cuerpo humano
Orienta- ]Sabores |Colores :[Pact ores |Creci- |Estacion Organos | Visceras Organos Tejidos | Emocio-
tacion |ambien- |miento v de cinco nes
itales desarrollo sentidos
] | S I | I
Este Agrio  [Verde | Viento  |Germi- |Prima- | Madera |Higado | Vesicu- | Ojos Tendén | Ira
i nacién | vera la biliar
Sur Amargo |Rojo Calor de |Creci- Verano | Fuego [Corazon | Intestino| Lengua |Vasos Alegria
verano |miento i delgado
Centro Dulce  |Amarillo | Humedad |Transfor- | Verano | Tierra |Bazo Estd- Boca Miusculo | Ansiedad
macion | tardio mago (carne) (obsesion)
(Estio)
Oeste Picante |Blanco |Sequedad |Cosecha | Otofio | Metal Pulmén | Intestino | Nariz Piel v Tristeza
| grueso vello
Norte Salado  [Negro |Frio Almace- | Invierno| Agua  [Rifion Vejiga | Oido Huesos | Panico
namiento (oreja) v miedo
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Figura 2. Relaciones de intergeneracion, interdominancia y contradominancia entre los 5
elementos: Madera, Fuego, Tierra, Metal y Agua (MINGDE.Y.).

e La teoria de los canales y colaterales: Los canales y colaterales constituyen una
intrincada red de vias sin sustrato anatémico reconocido, que sirven para la circulacion
del Qi (fluido sutil que promueve la vida y las funciones organicas), sangre y liquidos
corporales; los canales son las vias principales y los colaterales son las vias
complementarias. Se describen 12 canales principales divididos en 4 grupos de tres: 3
Canales Yang que circulan por el brazo, nacen en la mano terminan en la cabeza, 3
Canales Yin que circulan por el brazo, nacen en el térax y terminan en la mano, 3
Canales Yang que circulan por la pierna, nacen en la cabeza y terminan en el piéy 3
Canales Yin que circulan por la pierna, nacen en el pié y terminan en el térax; los seis
canales Yang conectan con visceras (I.D, estbmago |.G, vejiga, vesicula biliar y sanjiao)
y seis canales Yin que conectan con 6rganos (pulmén, bazo, corazoén rifién, higado y
pericardio) (Diaz, 2011).
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Figura 3. Canales principales JingMai (Torres D. M. 2013).

Al tomar en cuenta estos aspectos se realiza un diagndéstico al paciente, ya sea por anamnesis
o historia clinica la cual se realiza como en la medicina convencional, exploraciéon del paciente,
exploracion de la lengua ya que esta indica la situacién energética del paciente, se observa el
color, movimientos, forma, entre otros y el pulso por medio de la palpacion de la arteria radial
en ambas mufiecas y en diferentes posiciones (Giralt S.I., 2002).

Una vez que se tiene el diagnéstico, se da un tratamiento basado en las distintas ramas que
maneja este tipo de medicina, los cuales pueden ser:

e Acupuntura: Esta técnica se basa en la red de canales en el cuerpo con puntos de
acupuntura (mas de 1000), situados sobre la piel y los tejidos mas profundos, la puncién
sobre estos puntos modula la fisiologia del cuerpo. Las estructuras anatomicas y las
funciones fisiolégicas de los puntos de acupuntura, no han demostrado equivalentes en
la ciencia biomédica moderna, pero la neurociencia moderna y los ensayos clinicos
muestran un alto potencial terapéutico en el tratamiento del dolor cronico. Emplea
agujas metalicas muy finas y pulidas de diferentes longitudes y calibres, dependiendo
la zona que se vaya a puntuar. En una sesion normal se emplean de 10 a 12 agujas,
realizando movimientos de vaivén y de rotacion hasta que los tejidos impiden seguir
rotando (Cobos R.R, 2013).
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Moxibustién: Es una terapia que se basa en la estimulacion de puntos de acupuntura
por medio del calor, este es generado por una moxa que es un papel de madera que
contiene en el interior Artemisia vulgaris la cual esta seca y prensada y se genera el
calor sin producir una llama. Las pequefias moxas pueden ser importadas desde China,
pero también pueden sustituirse por cualquier otra forma de calor; algunos datos
afirman que la moxibustion con Artemisia genera exactamente el mismo efecto que el
calentamiento de los puntos con laser y que en las practicas algunas veces es utilizado
el fuego de un encendedor, una vela, un cigarrillo, entre otros (Baccettl, 2015).
Ventosas: Método empleado para tratar enfermedades que producen una estasis
sanguineo local, en este se usa un pequefio recipiente, en el cual se genera un vacio
por medio del fuego; en la actualidad se utilizan recipientes de vidrio 0 bambu. Existen
5 tipos de ventosas: 1) sencilla: en esta se coloca la ventosa en el sitio elegido hasta
gue aparezca la equimosis, 2) con sangria: se realiza una puncién con aguja gruesa o
varias filiformes y al retirarlas se realiza la ventosa con la que se produce un pequefio
sangrado, en este caso puede dejarse que se forme la equimosis o no, 3) con
acupuntura: se coloca la aguja en un punto haciendo las maniobras de tonificacién, se
coloca la ventosa sobre la aguja sin que se toquen, 4) rapida: se coloca la ventosa y tan
pronto se produce la succién se retira y 5) movil: se coloca algo de grasa en la piel o en
la boquilla de la ventosa, una vez colocada la ventosa el terapeuta la mueve arriba,
abajo o a los costados hasta que toda la zona se vuelve rojiza o equimética (Ramon
N.H, 2014).

Tui Na: Tiene una historia de mas de 2000 afios, la principal teoria del masaje chino es
el sistema meridiano en el cual se utilizan técnicas que involucran la mano y brazo para
estimular los puntos de acupuntura, la fuerza utilizada durante el masaje en el principal
factor estimulante, esto permite que la energia fluya mas armoniosamente permitiendo
gue el cuerpo se cure naturalmente; en adultos se da para tratar enfermedades éseas
y musculares y en niflos para influir directamente en los puntos de acupuntura
(Qingguang Z, 2016).

Fitoterapia: Véase capitulo 2.1.

Dietoterapia: Adaptacion de la alimentacion a las distintas alteraciones metabdlicas y/o
digestivas producidas por la enfermedad y se realiza a través del uso equilibrado y
metdodico de los alimentos. La nutricion del enfermo puede alterarse por distintas causas
es por eso que cada enfermo requiere un régimen prescrito individualmente que
considere las alteraciones causadas por la enfermedad, a la vez que tenga en cuenta
las caracteristicas fisioldgicas; por ello la dietoterapia tiene como finalidad la curacién
del organismo enfermo y no solo de una enfermedad determinada (Gattas V.).

Tai Chi y/o Qi Gong: Fue creado principalmente como un estilo de combate del arte
marcial que implica equilibrio, fuerza, flexibilidad, velocidad, coordinacién y agilidad, con
el tiempo ha evolucionado en una forma de ejercicio que contiene gracia, atencion plena
y suavidad que puede ser practicado por personas de todas las edades. Un gran nimero
de estudios ha demostrado efectos benéficos de esta técnica sobre el bienestar fisico y
psicologico tanto en las personas de la tercera edad, asi como en los pacientes con
enfermedad de Parkinson, pero recientemente se ha prestado mas atencién como
beneficia a los pacientes con esclerosis multiple (Zou L. 2017).
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2.1 FITOTERAPIA

Las plantas medicinales proveen una gran cantidad de nuevas oportunidades terapéuticas, ya
sea para prevenir o aliviar enfermedades, el término fitoterapico se refiere a los medicamentos
obtenidos por la extraccion u otros procedimientos quimicos o fisicos de plantas medicinales,
estos medicamentos se encuentran en las farmacopeas oficiales de distintos paises. La
mayoria de los fitoterdpicos son administrados dentro de la medicina alternativa o tradicional y
algunas veces la convencional. Sin embargo a finales de los afios noventa un gran nimero de
productos herbales que no son farmacéuticos, pero que tienen un beneficio para la salud por
su gran auge y requerimiento, son llamados suplementos alimenticios, las normas que los
regulan hacen dificil distinguir entre hierbas medicinales y suplementos alimenticios botanicos,
ademas de que muchos de estos no cuentan con las pruebas necesarias para poder decir que
no causen algun dafio al ADN (Biagi, 2016).

Una encuesta realizada por la Fundacion Salud y Naturaleza creada por los Laboratorios Soria
Natural muestra que el 14% de los consumidores de la medicina alternativa conocen la
fitoterapia y es la segunda mas aplicada solo después de la nutricién y dietoterapia; asi como
también menciona que la comercializacién de productos de plantas medicinales en Espafia se
lleva de entre un 50 a 60% de venta libre; la mayoria de los consumidores acude a la medicina
tradicional por consejo familiar, pero también se expresa que dependiendo el tipo de molestia
es que acuden a la medicina tradicional o la medicina convencional. Cabe mencionar que el
mercado correspondiente a la fitoterapia se encuentra muy concentrado en un tipo de productos
y/o empresas, aunque hay mas de 200 géneros botanicos, la mayoria de las ventas solo se
concentra en unos 20 productos de alrededor de 95; de estos productos solo 605 cuentan con
un registro especial de planta medicinal, de los cuales casi la mitad corresponden para tratar
afecciones del sistema digestivo (Fundacion Salud y Naturaleza, 2007).

2.2 FITOTERAPIA CHINA

El desarrollo de medicamentos bajo la estrategia oriental no se ha limitado a la utilizacion de
principios activos obtenidos de la planta, cuyo uso en la medicina tradicional se encontraba
documentado, sino que también incluye la valoracién de plantas en uso por la poblacién actual.
Esto ha dado como resultado el reconocimiento de plantas medicinales nuevas para tratar
distintas sintomatologias; ademas, también se estudio el valor terapéutico de combinaciones
de plantas medicinales de tradicibn popular, mediante estudios clinicos y posteriores
investigaciones quimicas y farmacoldgicas. Gracias a este constante trabajo en la farmacopea
de la republica popular china ha incluido las monografias que describen la fuente o las
sustancias usadas. Prescripciones, métodos de preparacion, identificacion, examen,
extraccion, los efectos y las indicaciones, asi como métodos principales de uso, dosificacion y
precauciones de las plantas (Llopis C. 2016).
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3. Astragalus membranaceus

Astragalus membranaceus es una planta perenne de 16 a 36 pulgadas de alto, es nativa del
norte y este de China, Mongolia y Corea, tiene tallos peludos con hojas compuestas de 12 a 18
pares de foliolos, la raiz es la parte medicinal de la planta y estas se cultivan a los 4-7 afios de
edad, disponible en tintura, capsulas y tabletas, pueden estar estandarizadas o no, en forma
inyectable solo disponibles en Asia para uso hospitalario y tdpica. Entre los componentes
principales del Astragalus membranaceus se encuentran flavonoides, saponinas y
polisacaridos, existen otros componentes con actividad biolégica como esteroles, lignanos,
cumarinas y acidos fendlicos, asi como también tres grupos de compuestos toxicos de
fitoconstituyentes alcaloides de indolizidine, compuestos nitrados alifaticos derivados de hierro
y selenio (Bratkov, V.M, 2016).

Hasta el afio 2016 se han investigado mas de 100 especies de Astragalus. Su uso
contemporaneo de Astragalus membranaceus se centra principalmente en su utilizaciébn como
inmunomodulador, anti-oxidante, y anti-inflamatoria, asi como los efectos contra el cancer
(Ehrlich S. D, 2015).

Figura 4. Astragalus membranaceus (Magic garden, 2016).

Figura 5. Raiz de Astragalus membranaceus (Health blogs, 2011).
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3.1 COMPONENTES PRINCIPALES DE Astragalus membranaceus

(Hui-Lin Wang, 2017).
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3.2 USOS MEDICINALES DE Astragalus membranaceus

Es una planta muy utilizada en la MTCh debido a sus propiedades, en combinacién con otras
sustancias contribuye a fortalecer el cuerpo contra diversas enfermedades fisicas, emocionales
y mentales como:

Resfriados e influenza: Astragalus siempre se ha caracterizado por ser una planta
utilizada para resfriados y gripe ya sea solo o en combinacion, es rica en polisacaridos,
flavonoides, minerales y aminoacidos; estudios en animales demostraron que la
administracion del extracto de la raiz de A. membranaceus a ratones con encefalitis
japonesa, aumentaron sus tasas de supervivencia de un 30 a 40% en comparacion con
el grupo control, esto se le atribuye a un aumento de la actividad fagocitica; En otro
ensayo, doble ciego controlado con placebo los participantes tomaron oralmente
extractos de Echinacea purpurea, Astragalus membranaceus y Glycyrrhiza glabra por
separado y una combinacion de ambos, dos veces al dia durante 7 dias, de estas
hierbas Astragalus demostrd la mayor activacion y proliferacién de células inmunitarias,
en particular de CD8, CD4 y células T, en comparacion con el placebo y la combinacién
solo mostré un efecto aditivo en la activacion pero no en la proliferacion (Roxas M,
2007).

Diabetes: Se ha estudiado en casos de Nefropatia diabética, se realizé un estudio por
Li M y colaboradores, en este se revela que Astragalus muestra un efecto protector
renal significativo y una mejora en el estado sistémico (nivel de albumina sérica)
comparados con el grupo control, para esto se utilizaron 25 ensayos controlados
aleatorios y semi-aleatorios, los cuales abarcan 1804 pacientes tratados y 849 controles
(Li M, 2011).

Fatiga y falta de apetito por quimioterapias: Al revisarse 17 estudios en los que se utiliza
guimioterapia basada en platino de forma aleatoria los cuales representan 1552
pacientes, se observa que cuando a esta se le adiciona un tratamiento con Astragalus
hay un aumento significativo de supervivencia del paciente, asi mismo un aumento del
estado de rendimiento, por otra parte los efectos secundarios como son anemia,
neutropenia, trombocitopenia, fatiga, falta de apetito, nduseas y vomitos fueron
significativamente mas frecuentes cuando se utiliz6 solo la quimioterapia a comparacion
de cuando se utiliza de forma conjunto con Astragalus (Wang S.F, 2016).

Enfermedades cardiovasculares: Un estudio realizado durante tres meses por Cheng Y
y colaboradores sefiala que los polisacaridos de Astragalus membranaceus reduce en
un 45.8% el colesterol total plasmatico en ratones con hipercolesterolemia, ademas de
los triglicéridos en un 30%, el colesterol de la fraccion de lipoproteina de baja densidad
en un 47.4% comparable con la simvastatina, farmaco que se utiliza para reducir los
niveles de colesterol y triglicéridos, ademas de que también se redujeron colesterol y
triglicéridos en el higado, incremento la excrecion de acido biliar fecal y la excrecion de
esteroles neutros, inhibié la absorcién de colesterol y en contraste incremento la sintesis
de colesterol hepatico y la actividad de HMG-CoAreductasa (Cheng Y, 2011).

16



Alergias estacionales: Un ensayo realizado por Matkovit en 2010, investigo la eficacia y
seguridad de A. membranaceus en el tratamiento de pacientes con rinitis alérgica
estacional; para este estudio se utiliz6 Lectranal que es un complejo obtenido de A.
membranaceus, la férmula se encuentra registrada en Croacia. El estudio fue disefiado
en 6 semanas con 48 pacientes adultos con rinitis alérgica estacional de moderada a
severa, en los que, a un grupo de pacientes se les administré la férmula, en cambio a
otros, se les administrd un placebo. La eficacia del tratamiento fue evaluada por la
medicién del cambio de los sintomas, la calidad de vida del paciente, la medicion de
IgE e 1gG en suero especifica, eosindfilos nasales y evaluacion fisica global de los
pacientes; en comparacion con el placebo, Lectranal disminuy6 la intensidad de la
rinorrea mientras que otros sintomas no difirieron, los investigadores y los pacientes
juzgaron el tratamiento con Astragalus como mas eficaz, debido a que los cambios
dentro de los sintomas y la calidad de vida de los pacientes mejoro significativamente
con el Lectranal; sin embargo se sugiere hacer un estudio mas grande y multicéntrico
(Matkovic Z. 2010).

Cancer: Se ha exhibido acciones antitumorales en pacientes con melanoma por el uso
de Astragalus; en un estudio se evalud in vivo e in vitro las acciones de Astragalus y la
combinacién de Astragalus con Pterostilbeno, en el cual la viabilidad celular se evalué
con el ensayo MTT, los nucleosomas liberados y la actividad de caspasa fueron
medidos por el ensayo inmunoabsorbente enzima- ligando, asi mismo se midi6 la
inhibicién del crecimiento in vivo e in vitro; de acuerdo al andlisis estadistico se reflejé
una inhibicién de la proliferacion celular con Astragalus y la combinacion de Astragalus-
Pterostilbeno dependiendo del tiempo y la concentracion asi mismo la actividad de la
apoptosis y de la caspasa 3/7 aumento por ambos tratamientos; la inhibicion del
crecimiento del melanoma se dio de un 36.5 a 62.3% mediante la induccion de la
apoptosis, lo cual estos datos sugieren que la combinacién de Astragalus-Pterostilbeno
aumenta la eficacia antitumoral (Yan X, 2014). También se ha realizado un estudio con
las células de leucemia U937 en el cual la capacidad de proliferacién celular se midioé
con el ensayo MTT, para la apoptosis se utilizé la citometria de flujo y los cambios
morfolégicos se observaron con microscopio de fluorescencia por tincion Hoechst
33258 y la expresion de ARNm de C-myc y p27 en las células se detecté mediante RT-
PCR,; los resultados del experimento indican que se dio una inhibicién de la proliferacion
celular en el grupo tratado contra el grupo control, también se indujo a la apoptosis de
las células U937 y la tasa de apoptosis alcanz6 un aumento de 63+4 con un tratamiento
de 1000ug/ml, ademas de que disminuye el nivel de expresion de C-myc y aument6 la
expresion de p27, lo cual concluy6 que a la concentracion de 1000ug/ml de Astragalus
se produce la apoptosis de la linea celular de leucemia U937 in vitro (Jia X, 2013).

3.2 EVALUACION TOXICOLOGICA DE Astragalus membranaceus

Generalmente se le considera un medicamento seguro, no se ha reportado, in vivo o in vitro,
ninguna incidencia de intoxicacion asociada, al uso de la raiz o de sus componentes principales.
Existen estudios que sustentan la DL50 del extracto es de 40 g/kg via intraperitoneal en ratas,
sin embargo se han administrado dosis de 100 g/kg via oral sin efectos adversos, también se
reporta administracion via intraperitoneal 0.5 g/kg/dia durante un mes, cabe mencionar que no
se observan cambios en la ingesta de alimento, comportamiento, o la produccion de orina o
heces.
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Recientemente se realizé un estudio subcrénico sobre la toxicidad del extracto de A.
membranaceus, el cual contenia mayoritariamente polisacaridos y saponinas para evaluar el
rango de dosis de seguridad en la aplicacion clinica, dando como resultado una dosis de 5.7-
39.9 g/kg de peso en ratas y 2.85- 19.95 g/kg en perros, lo cual equivale de 70 a 35 veces la
dosis en humanos respectivamente (Aayeung K.K, 2016).

4. METIL METANOSULFONATO (MMS)

El metil metano sulfonato o éster metilico metanosulfénico como también se le conoce, es un
reactivo con férmula molecular C;HsOsS y peso de 110.13g/mol, comercialmente se encuentra
en estado liquido de color amarillo claro y no presenta olor, no se tiene datos de punto de
fusién, congelacion y reactividad, presenta un punto de ebullicién de 202-203°C, tiene una
densidad relativa de 1.3g/cm3 es estable bajo las condiciones de almacenamiento
recomendadas por el laboratorio que lo fabrica, es incompatible con agentes oxidantes fuertes,
bases y &cidos fuertes; presenta una DLso via oral en ratas de 225 mg/kg; en humanos tiene
una toxicidad aguda oral categoria 3, es decir que es téxico en caso de ingestién, provoca
irritacion cutanea e irritacion ocular grave, irrita las vias respiratorias, y es posible agente
carcinogénico en humanos (Sigma Aldrich, 2016).

\\ 7/

HaC™ > ~OCHs

Figura 6: Estructura de metilmetanosulfonato (Sigma- Aldrich, 2016).

4.1 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

En pacientes con cancer la dosis terapéutica oscilaban entre 2.8 y 800 mg/kg de peso corporal
por un periodo de hasta 350 dias, sin embargo condujo a efectos toxicos gastrointestinales y
hepéticos (Kumar V. 2011).

4.2 MECANISMO DE ACCION

El MMS se ha utilizado durante muchos afios para inducir mutagénesis y en experimentaciones
de recombinacion; el MMS modifica tanto a la guanina 7-metil guanina y adenina 3-metil
adenina, provocando bloques de emparejamiento y replicacién, respectivamente. La
sensibilidad de las células al MMS también aumenta significativamente, cuando otras vias de
reparacion de ADN estan comprometidas. En Saccharomyces cerevisiae, las células
deficientes de recombinacion homologa (HR) son sensibles al MMS. La HR suele estar
involucrada en la reparacion de rupturas de doble cadena del ADN (DSB) en esta especie, lo
gue implica que el MMS de alguna manera induce DSB in vivo. Sin embargo, el mecanismo a
través del cual MMS induce DSB no ha sido demostrado. Pero existe evidencia que las DSB,
no se da por el tratamiento con MMS, sino como consecuencia de la preparacion de la muestra
(Lundin C. 2005).
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5. GENOTOXICIDAD

La genotoxicidad es una caracteristica de los toxicos quimicos, fisicos o biologicos, dando
como resultado el dafio al ADN, ya sea por mutaciones, deleciones, intercambios del material
cromosdémico y rotura de cadenas, esto conduce a apoptosis, carcinogénesis o alteracion del
fenotipo (Akthar M.F. 2016).

5.1 PRUEBAS DE GENOTOXICIDAD

Las pruebas de genotoxicidad evidencian las alteraciones cromosémicas, directa o
indirectamente, causadas por agentes fisicos, quimicos o bioldgicos, dichas pruebas son un
requisito fundamental para la evaluacion mutagénica de algun producto por lo general quimico.
A continuacion se presentan las mas utilizadas:

Ensayo de micronucleos (MN): Descrito en el punto 6.1.

Prueba de Alteraciones Cromosémicas (AC): Se trata de un test in vitro para detectar
alteraciones cromosomicas, fundamentalmente, alteraciones del tipo estructural, ya que
el disefio experimental esta concebido para analizar metafases de la primera division
mitotica tras el tratamiento y se puede realizar con lineas celulares de crecimiento
indefinido ya establecidas o con cultivo primario de linfocitos obtenidos a partir de
sangre periférica. También esta técnica puede utilizarse como un signo de advertencia
temprana para el desarrollo de céancer, debido a la evidencia de correlacion de dafio
genotdxico con las etapas tempranas de cancer en humanos ha sido consolidada en
estudios de cohorte y se ha confirmado que la deteccion de un aumento de la frecuencia
de AC, relacionado con la exposicion a agentes genotéxicos puede ser utilizado para
estimar el riesgo carcinogénico (Bello G.J. 2001; Ascarrunz M. E. 2006).

Intercambio de Croméatides Hermanas (ICH): Consiste en la obtencion de cromosomas
con cromatides quimicamente diferentes, mediante la incorporacion in vitro de una base
analoga a la timidina 5-bromodeoxi-uridina (BrdU), y representa el intercambio de los
productos de la replicacion del ADN en loci cromosémicos homdlogos. Esta prueba
muestra alta resolucion en la evaluacion del dafio crénico, ademas de que es rapida y
tiene potencial para evaluar cualquier poblacién celular eucariota (Navarrete C.
Ascarrunz M. E. 2006).

Ensayo Cometa: Se utiliza para detectar dafios al ADN producidos por un rompimiento
simple o doble en la cadena y por dafio oxidativo inducido. Este ensayo se basa en la
fragilidad que tienen los sitios dafiados, al ser sometidos a un pH superior a 13 y su
comportamiento en una electroforesis; los fragmentos de ADN producto de la accién de
la sustancia a probar, afectados por el pH alcalino, migran a una velocidad diferente del
resto del material nuclear, por lo cual se forma una cola del “cometa” y mientras mas
grande sea la cola, mayor es el dafio ocasionado al material genético. Esta prueba
permite el andlisis de datos individuales y el uso de muestras celulares extremadamente
pequefias (Hernandez G. C ; Ascarrunz M. E. 2006).
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5.2 IMPORTANCIA DE LA EVALUACION GENOTOXICA

La evaluacién genotoxica es de caracter obligatorio a nivel internacional para compuestos de
nueva sintesis y fitofarmacos, la diversidad de efectos nocivos a los que esta expuesto ADN
son imposibles de detectar a través de un Unico sistema de ensayo, la gran cantidad de
mutaciones que pueden originarse no serdn abarcadas por un ensayo aislado, y si asi lo fuera
ofreceria un ensayo poco preciso; por este motivo, es imprescindible utilizar un grupo de
ensayos in vivo e in vitro, que permitan una correcta exploracion del efecto genotdxico de la
sustancia de interés, para poder predecir con certeza los efectos que pueda tener esta
(Arencibia A. D. 2003).

6. MICRONUCLEOS

El microndcleo fue reconocido en el final del siglo 19, cuando Howell-Jolly y encontraron
pequefias inclusiones en la sangre tomada de gatos y ratas. Las pequefias inclusiones,
llamados Cuerpos de Howell-Jolly, también se observan en los eritrocitos de la sangre periférica
de pacientes con anemia grave. Estos son la primera descripcion de la propia microndcleos
(Hayashi, 2016).

Los MN son cuerpos pequefos, extranucleares que se originan a partir de fragmentos
acéntricos o cromosomas enteros que normalmente se pierden desde el nucleo de la célula
durante la mitosis Estos fragmentos de cromosomas rodeados de membrana nuclear son
conocidos como MN, que son morfolégicamente similar a nicleo normal, pero de menor
tamafio, de ahi su nombre de “Micronucleos” (Kang, 2013).

La Frecuencia de micronucleos no siempre es facil de interpretar debido a que los micronicleos
pueden originarse por muchos mecanismos. Entre ellos, pérdida mitotica de fragmentos
acéntricos que es considerado el mecanismo clasico, donde cualquier fragmento cromosoémico
gue no posea centrémero no podra integrarse a un nlcleo, pues carece del elemento
indispensable para orientarse en el huso acromético. Después de la telofase, los cromosomas
normales, asi como los fragmentos que posean centrdmero, daran origen a los nicleos de las
células hijas regulares. Los elementos rezagados quedaran incluidos en el citoplasma de las
células hijas y una considerable proporcién es transformada en uno o varios nucleos
secundarios, que como regla, son mucho mas pequefios que el nacleo principal y de ahi su
nombre de micronucleo (Kang, 2013, Martinez, 2010).

20



METAFASE ANAFASE

@wa00%%o
VAT N @O @ S
ey Y 0 9

/ CLASTOGENICIDAD

/ MEDULA OSEA

AGENTE INDUCTOR

\ DE ANEUPLOIDIA

o
44 f‘s @‘ 8080 08

\ \ll( R()\l C l EOS

O|~0
N7 é@_ & O O @
@ 2% o0

MEDULA OSEA

Figura. 7. Mecanismo de formacién de microntcleos (DOMINGUEZ, 2005).

6.1 ENSAYO DE MICRONUCLEOS

La aparicion de MN se considera que es un buen indicador de los efectos clastogénico y / o
aneugénicos. El ensayo de MN en médula ésea y eritrocitos en sangre periférica se convirtio
en uno de los mejores ensayos citogenéticos in vivo en el campo de la genética toxicoldgica,
sin embargo, solo pueden ser expresados en células que completaron divisién nuclear y no es
aplicable para otro tipo de células ni para ser usadas en ensayos in vitro (Fenech, 2000).

Los MN solo se utilizaron por primera vez para cuantificar el dafio cromosdémico y ahora son
reconocidos como uno de los ensayos mas exitosos y confiables, ya que brinda un enfoque
alternativo y mas simple para evaluar el dafio cromosémico (Martinez, 2010).

En comparaciéon con otros ensayos de genotoxicidad, el ensayo de MN brinda rapidez y
facilidad en la etapa de andlisis de datos. Asi mismo, no tiene necesidad de células en
metafase, y muestra células identificables con un microscopio 6ptico, debido a que cada célula
tiene solo una division nuclear (Kang, 2013).

6.2 CRITERIOS PARA IDENTIFICAR MICRONUCLEOS

Mediante estudios se han formulado criterios para la identificacion de estructuras donde
incluyen los MN, que tratan sobre las caracteristicas necesarias para ser reconocidos como tal
y permitan un recuento fiable y objetivo a partir de criterios de seleccion de las 40 células
binucleadas (BN) y de los MN, definidos con base en los criterios para la identificacion de
micronucleos (Fenech, 2000; Fenech et al., 2003; Zalacain 2005).
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e EIl diametro de MN debe tener una medida entre 1/16-1/3 del diametro del nucleo
principal) menos de una mitad del nucleo principal)

o No refractarios

¢ Intensidad de tincién similar a el nucleo principal

¢ No unidos a el nucleo de la célula de origen pero no superponerse con ély su membrana
debe verse con claridad (Fenech, 2000; Fenech et al., 2003).

6.3 TECNICA DE MICRONUCLEOS EN SANGRE PERIFERICA

Hayashi (2000) formularon los procedimientos del ensayo de genotoxicidad, asi como también
la realizaciébn de propuestas para el disefio de protocolos en ensayos de micronucleos,
considerando repeticién de tratamientos e integracion de pruebas toxicolégicas. Estos autores
proponen que es aceptable la evaluacion de la induccién de microndcleos, la frecuencia de
micronucleos en eritrocitos de medula ésea y de sangre periférica, ademas de los intervalos de
induccién y de aplicacién de tratamientos.

De acuerdo con MacGregor (1990), el tiempo de vida de un eritrocito en ratén es de 30 dias y
considera que el ciclo celular es de 10 a 20 horas, el lapso que transcurre de la division a la
enucleacion es de 6 horas y el tiempo de los eritrocitos policromaticos (EPC) en medula 6sea
es de 24 horas (Dominguez, 2005).

En sangre periférica, se utilizan al menos dos muestras (48 y 72 h) después de una
administracion Unica. Para el estudio de un tratamiento mas largo, una muestra de 48 h de la
administracién es aceptable (Hayashi, 2000).

La sangre periférica de raton es obtenida de la vena, de la cola o de otro vaso sanguineo
apropiado. Las células hematicas se someten inmediatamente a una tincién supravital o se
extienden en frotis y posteriormente se tifien con colorantes especificos de ADN o con
colorantes convencionales como Giemsa (FDA, 2013).

Para cada animal se determina la relacién de los eritrocitos inmaduros y el total de los eritrocitos
(Inmaduros + maduros), en un recuento de al menos 2000 eritrocitos si se trata de médula 6sea
y de 1000 si se trata de sangre periférica (Gutiérrez, 2015).

7. CITOTOXICIDAD

La evaluacion de la citotoxicidad es una prueba preliminar que puede ser util para definir mejor
las concentraciones usadas en el experimento, para poder decir si hay citotoxicidad o citostasis
se requiere del indice de replicacion, sin embargo existen otros marcadores para la
citotoxicidad o la citostasis como son: integridad celular, apoptosis, necrosis, conteo en
metafase, puentes nucleoplasmicos (OCDE, 2014). En la prueba de micronlcleos en sangre,
la proporcién de eritrocitos policromaticos/normocrémicos entre los individuos tratados y los
testigos provee de un indice de citotoxicidad, este no debe ser menor o mayor al 20% con
respecto al valor del control (Rocha E.Y, 2008).
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8. ESTUDIO AGUDO

El analisis de eritrocitos inmaduros tanto en médula 6sea como en sangre periférica es
aceptable en aquellas especies en las que el bazo no elimina eritrocitos micronucleados. En
ratones, los eritrocitos maduros son poblaciones celulares aceptadas para un analisis de MN
cuando la exposicién al agente ha durado cuatro semanas 0 mas. La visualizacion del
micronucleo se ve facilitada en este tipo de células porque carecen de nucleo (Krishna,
2000).

El estudio de toxicidad aguda, evalta el grado de toxicidad inducida por la droga sujeta a
estudio como resultado de la administracion de altas dosis, ya sea por la administracion
Unica o repetida en un intervalo no mayor de 24 horas, brindando informacién sobre la
toxicidad intrinseca del producto y el posible riesgo que conlleva su exposicién aguda.
Ademas, aporta valiosa informacion para la seleccion de los niveles de dosis a emplear en
los estudios subcrénicos. Durante muchos afios, la toxicologia aguda era sinénimo de
busqueda de la dosis letal media (DL50), la cual causa la muerte del 50 % de los animales.
Este método dejo de ser requisito para el registro de medicamentos a finales del 2002
(Gamez R, 2007).

En este estudio se monitorea la presencia de MN en eritrocitos inmaduros o policroméaticos
(EPC), esto se debe a que son células jovenes (reticulocitos) recientemente liberados a la
circulacion y presentan una coloracion mezclada de basofilia y eosinofilia, presentando una
coloracién azul-violeta, misma que se debe a la presencia de &cido ribonucleico en el
momento de su diapédesis hacia la circulacién por la falta de aproximadamente 20% del
contenido final de hemoglobina, por lo que aln conservan parte de aparato ribosémico para
terminar la sintesis y construir una célula madura; generalmente poseen un tamafio un poco
mayor que los eritrocitos maduros o normocromicos (ENC), que presentan una coloracion
rosada, y proceden de normoblastos que pierden su nlcleo antes de que la
hemoglobinizacion del protoplasma sea completa. Generalmente, un aumento en el nimero
de EPCs con respecto a los valores normales, indica una eritropoyesis aumentada. Debido
a que son células producidas y liberadas durante el tiempo de estudio, constituyen la manera
mas eficaz de evaluar con ellas la afeccion de la actividad medular, asi como la capacidad
clastogénica de los compuestos de corto tiempo (Dominguez, 2005).

La presencia de MN en EPC se basa en lo siguiente: en la anafase del ciclo celular, cualquier
fragmento cromosémico que no posea centrdmero no podrd integrarse a un nacleo por
carecer del elemento indispensable para orientarse en el huso acromético. Después de la
telofase, los cromosomas normales, asi como los fragmentos que poseen centrémeros, dan
origen a los nacleos de las células hijas; sin embargo, los elementos rezagados que pueden
ser fragmentados (por un agente clastogénico) o cromosomas completos (por un agente
anéugeno) quedan incluidos en el citoplasma de las células hijas y una proporcion de ellos
se transforma en uno o varios nucleos secundarios conocidos como micronucleos (Rocha,
2008).
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Figura 8. Formacién de micronutcleos (Rocha, 2008).

9. ESTUDIO SUBCRONICO

La toxicidad subcrénica, refiere a los efectos adversos por toxicidad acumulativa de la sustancia
administrada o sus metabolitos, los cuales ocurren por la administracion del agente durante un
periodo de tiempo que oscilan de 15 dias hasta 4 semanas.

La administracion de la dosis, se realiza diariamente con el objetivo de determinar potencial
toxicologico de la sustancia luego de una prolongada y repetida administracion.

El estudio subcrénico no es capaz de detectar aquellos efectos que se manifiestan tras un
mayor periodo de latencia; sin embargo, brinda una valiosa informacion sobre los érganos
dianas, y constituye la base para la seleccion de los niveles de dosis a evaluar en los estudios
cronicos (Gamez R, 2007).
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. JUSTIFICACION

En la dltima década ha renacido en todo el mundo el interés por el uso de la medicina
tradicional. Los efectos de los extractos de plantas como uso terapéutico sobre organismos, se
han estudiado y proyectado en muchas investigaciones a lo largo del tiempo, y son
considerados de suma importancia en los estudios de descubrimiento de farmacos, lo que
permite apoyar el tratamiento de enfermedades que afectan al ser humano y evitar asi posibles
reacciones adversas

El estudio de los componentes de las plantas medicinales se centra en las sustancias que
ejercen una accién farmacoldgica en los seres vivos. Astragalus membranaceus es una planta
con flores Fabéaceas registrada en la farmacopea como un inmunomodulador de varias vias de
sefializacion de cancer, se relacionan con las moléculas de transcripcion especificos durante
la proteccién contra la inflamacién gastrointestinal y cancer. Es un componente clave de la
mayoria de las formulas tradicionales chinas y ha generado una perspectiva importante en
tratamientos. Una publicacion reciente de Wei et al. (2011) ha identificado a Astragalus m. como
la medicina herbal prescrita con mayor frecuencia para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo 1y 2 en China.

Sin embargo, en muchos casos se desconoce el alcance de su toxicidad pudiendo ser
perjudicial para nuestra salud. La evaluacion del riesgo de estos productos generados a partir
de plantas, conlleva la realizacibn de pruebas que comprenden ensayos genotdxicos y
citotéxicos por lo que la técnica de MN en sangre periférica aporta informacion valiosa para los
estudios que aun falta por realizar para corroborar la inocuidad del efecto de la planta.

. HIPOTESIS

Si Astragalus membranaceus genera un efecto genotodxico y/o citotoxico, éste se reflejara en
un aumento de micronucleos en EPC y/o ENC, como también se observara alterado el indice
de EPC/ENC.

IV. OBJETIVOS

e Determinar la genotoxicidad de Astragalus membranaceus en un estudio agudo y
subcrénico mediante el ensayo de micronucleos en ratones CD1.

e Determinar la citotoxicidad de Astragalus membranaceus mediante la relacion de
eritrocitos policrométicos/eritrocitos normocromicos (EPC/1000 eritrocitos) en sangre
periférica en ratones CD1.

e Determinar la genotoxicidad y citotoxicidad del Metilmetanosulfonato mediante el
ensayo de micronucleos en ratones CD1 en un estudio agudo y subcronico.
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V. DIAGRAMA DE FLUJO

Inicio

T

Distribucidn japonesa de 80
ratones macho CD1

v
Alimentacién con nutricubos y
agua purficada

v

o SR S

AQUAD | —  Sub-crénico
» I Control positivo,
Control positivo, " adminisrirracién
administracién Lotes con dosis de . - Lotes con dosis de
de MMS 01, .02, .04y .06mi W”m"'"'i’?“'m’“ ™ o 02y 0im de MMS
50mg/kg durante ' . 30mg/kg ;
dos dias durante 15dias
S Se realiza en una Administs un”“' “"’;
R durante un periodo
0 via intraperitoneal 0 15 dias via 0
intraperitoneal

Realizar frolis sanguineos I

' . , 48, 120, 192,
| Tincidn Giemsa 0

| |

Lecturay observacion
microscopica con inmersion

v

Reportar resultados

v

Fin

Disposicion de residuos

R1: Inactivacioén, neutralizar a pH basico, almacenar en recipiente rigido

R2: Inactivacion y basurero municipal

R3: Las agujas se colocaron en el contenedor rojo RPBI de acuerdo a la Norma oficial
087.NOM-087-ECOL-SSA1-2001-RPBI

R4: Neutralizar hasta pH béasico, desechar a la tarja
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VI. MATERIAL Y METODOS

Material biolégico

Se trabajaron 80 ratones macho de 30 £+ 5 g de peso de la cepa CD1 los cuales proporciond el
bioterio de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional, estos se
mantuvieron en las mismas condiciones ambientales (luz, temperatura y héabitat) con libre
acceso de agua y alimento durante todo el desarrollo experimental.

Procedimiento para los estudios de micronucleos en eritrocitos policromaticos vy
normocrémicos de sangre periférica

Se utilizaron 80 ratones machos CD1, que fueron pesados, marcados.
Ampolletas de Astragalus membranaceus

Se utilizaron dos ampolletas del estracto de Astragalus m. provenientes de diferentes lotes de
produccion, ambas fueron brindadas por la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia del
Instituto Politécnico Nacional; elaboradas por los laboratorios DaliPharmaceutical Co. LTD:

e Ampolleta A: Color café oscuro y apariencia turbia

e Ampolleta B: Color amarillo, apariencia translicida

Preparacion de las dosis de Astragalus membranaceus

Las dosis se eligieron con base a la administracion diaria en humanos (2 ampolletas de 10 mL
en personas con un peso promedio de 70kg) se realiz6 la posologia correspondiente en ratones
CD1 de peso 30 = 5 g con el fin de obtener las dosis a emplear. El resultado se muestra a
continuacion:

Tabla no.1 Distribucion de lotes para Astragalus membranaceus

Ensayo Dosis en ml de Ampolleta A | Dosis en ml de Ampolleta B
0.01 0.01
Agudo 0.02 0.02
0.04 0.04
0.06
0.01 0.01
Subcronico 0.02 0.02
0.04 0.04

Ambas ampolletas se disolvieron en agua inyectable que se utiliz6 como vehiculo para su
administracion.
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Preparacion de MetilMetanosulfonato
La preparacién de la dosis de MMS, se realizé basandose en la literatura.

Tabla no. 2 Distribucion de lotes para controles

Ensayo Control negativo Control positivo
Dosis de 50mg/ kg
Agudo Sin administracion
Sin administracién Dosis de 30mg/kg
Subcronico

Posterior al pesaje de los ratones, se realizd la distribucién japonesa, la cual consiste en
acomodar de manera descendente los pesos de los animales, de acuerdo con el nUmero de
lotes se ordenan de izquierda a derecha, logrando una homogeneidad de los pesos en cada
uno de los lotes. Tanto A. membranaceus como el MMS se administraron por via
intraperitoneal.

Una vez distribuidos los lotes, se tom6 a todos los animales una muestra de sangre, con el fin
de obtener frotis de tiempo cero (To), que corresponde a la muestra basal.

Se aplicé tépicamente lidocaina en la porcion terminal de la cola de los 80 ratones; se cortd
una pequefia porcion de la cola, se depositd6 una gota de sangre en un portaobjetos
previamente desengrasado y limpio e inmediatamente se procedié a la realizacién de frotis, el
extendido del mismo debe ser uniforme y por triplicado. Se aplicé violeta de genciana después
de realizar el corte para prevenir infecciones. La extension de la gota se realizé con ayuda de
otro portaobjetos colocando en un angulo de 45° del primero. Con un solo movimiento se corre
la gota, para que el extendido sea uniforme. La preparacion se seca al aire libre.

Las laminillas obtenidas y rotuladas se fijaron con metanol absoluto en la campana de
extraccion, sumergiendo cada laminilla durante 3 minutos, posteriormente se dej6é secar. Una
vez secas, se realiz0 la tincién utilizando colorante de Giemsa en buffer de fosfatos de pH 6.8
(1:10) en un vaso copplin por un periodo aproximado de 12 minutos, se enjuagaron con agua
destilada y se dejaron secar al aire libre.

La administracion intraperitoneal de Astragalus m. consiste en sujetar el ratdén, enredando la
cola en el dedo mefiique de la mano derecha y sujetando con indice y pulgar de la misma mano
la cabeza del ratén para inmovilizarlo.
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Se coloco el ratén inmovilizado en un angulo de 45° boca arriba para poder introducir la aguja
con la cual se administro la dosis de la tabla no. 1.

En los dias de administracion de Astragalus m. se tomé muestra en estudio agudo 0, 24, 48 y
72 horas después de la administracion, y 0, 48, 120, 192, 264 y 336 horas para el estudio
subcronico.

La administracién de MMS en el estudio agudo fue de 50mg/kg durante dos dias, para el estudio
subcronico se realizé una administracion diaria de 30mg/kg durante un periodo de 15 dias.

En primera instancia las laminillas obtenidas se analizaron a 40X en regiones donde las células
se observaron separadas, intactas y bien tefiidas. En estas regiones se utiliz6 el objetivo de
100X con aceite de inmersién y se contabilizaron 1000 ENC y 1000 EPC, asi también, los
micronucleos para obtener el indice de genotoxicidad y citotoxicidad.

El color de las células debe ser de rojo a rosa en eritrocitos maduros o normocrémicos (ENC)
y azulado para las formas inmaduras o policrométicos (EPC). Los micronucleos en los EPCs
se presentan como cuerpos de inclusién de color azul-violeta; son redondos, con un diametro
aproximado de 1/20 a 1/15 del eritrocito y no son refringentes.

Analisis estadistico
Se evallan dos parametros:

-Efecto genotdxico: Cuantificacién de 1000 eritrocitos policrométicos por ratén, observando
cuantos de ellos contiene micronucleos (EPCMN)

# EPCMN
EPC contados

Frecuencia EPCMN=

-Efecto citotoxico: Cuantificar la relacion de eritrocitos policromaticos y eritrocitos
normocrémicos (EPC/ENC) en 1000 eritrocitos por ratén

# EPC
100
EPC + ENC

% EPC’'S=

El andlisis descriptivo de los resultados se realiz6 con las pruebas de ANOVA vy las
comparaciones multiples de Tukey en el Programa GraphPad InStat.

29



VII. RESULTADOS

ESTUDIO AGUDO
e Ampolleta A:

En la tabla 3 se muestran los resultados del andlisis descriptivo perteneciente a la frecuencia
de EPC/1000 ENC en las muestras de sangre periférica de ratén con los distintos tratamientos
realizados, a los diferentes tiempos de muestreo; asimismo, se muestra la gréfica 1
correspondiente a dicha tabla.

Tabla 3. Frecuencia de EPC/1000 eritrocitos en sangre periféricade raton CD1, de los tratamientos
a distintos tiempos. Ampolleta A de A. membranaceus, estudio agudo.

Tiempo Tratamiento Media Error estandar
MMS 42.6 1.12
Control - 35.8 2.39
O 0.01 ml 496 6.93
0.02 ml 55.2 2.22
0.04 ml 47.8 3.82
0.06 ml 41 5.89
MMS 26.6 3.01
Control - 38.2 2.67
24 Horas 0.01 ml 46 4.90
0.02 ml 45.8 5.25
0.04 ml 35.6 1.28
0.06 ml 35 3.80
MMS 18.2 3.45
Control - 38.8 2.20
S REES 0.01 ml 38.2 471
0.02 ml 35.6 3.35
0.04 ml 23 2.82
0.06 ml 21.2 2.74
MMS 11.8 1.80
Control - 35.2 2.92
72 Horas
0.01 ml 35.8 5.24
0.02 ml 32.2 3.41
0.04 ml 33.4 4.52
0.06 ml 27.6 244
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Grafica 1. Frecuencia de EPC/1000 eritrocitos en sangre periférica de ratéon CD1 a diferentes
tiempos y tratamientos. Ampolleta A de A. membranaceus, ensayo agudo.

En los tiempos 24, 48 y 72 horas se puede apreciar una diferencia significativa *** con un
P<0.001 entre el MMS con los demas tratamientos aplicados; asi mismo se puede observar
una disminucién de EPC a las 48 horas entre las dosis de 0.02 mL y 0.04 mL ** con un P<0.01
con respecto al control negativo. Tratamiento descriptivo. Comparacion multiple de Tukey

En la Tabla 4 se presentan los resultados del andlisis descriptivo de la frecuencia de

EPCMN/1000 eritrocitos de las muestras obtenidas de sangre periférica de raton con los
tratamientos, en los diferentes tiempos de muestreo; a continuacion se presenta la gréfica 2.
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Tabla 4. Frecuencia de EPCMN/1000 EPC en sangre periférica de raton CD1, de los tratamientos

a distintos tiempos. Ampolleta A de A. membranaceus, estudio agudo.

Tiempo Tratamiento Media Error estandar
MMS 0.2 0.20
Control - 0.0 0.00
0 Horas 0.01 ml 0.0 0.00
0.02 ml 0.0 0.00
0.04 ml 0.0 0.00
0.06 ml 0.2 0.20
MMS 2.8 0.58
Control - 0.0 0.00
24 Horas 0.01 ml 0.2 0.20
0.02 ml 0.6 0.40
0.04 ml 1.2 0.20
0.06 ml 0.8 0.48
MMS 4.2 1.02
Control - 0.2 0.20
48 Horas 0.01 ml 0.0 0.00
0.02 ml 0.4 0.24
0.04 ml 0.8 0.37
0.06 ml 0.0 0.00
MMS 5.0 0.83
79 Horas Control - 0.4 0.24
0.01 ml 0.4 0.24
0.02 ml 0.0 0.00
0.04 ml 0.0 0.00
0.06 ml 0.0 0.00
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Grafica 2. Frecuencia de EPCMN/ 1000 EPC en sangre periféricade ratdn CD1 a diferentes tiempos
y tratamientos. Ampolleta A de A. membranaceus estudio agudo.

Se observa a las 24, 48 y 78 horas ***existe una diferencia entre el MMS y todos los
tratamientos, con un P<0.001. Tratamiento descriptivo. Comparacién mdltiple de Tukey.

e Ampolleta B:
En la tabla 5 se muestran los resultados del andlisis descriptivo perteneciente a la frecuencia
de EPC/1000 ENC en las muestras de sangre periférica de ratén con los tratamientos, en los

diferentes tiempos de muestreo; se presenta a continuacion la gréafica 3 correspondiente a dicha
tabla.
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Tabla 5. Frecuencia de EPC/1000 eritrocitos en sangre periférica de raton CD1, de los diferentes
tratamientos a distintos tiempos. Ampolleta B de A. membranaceus, ensayo agudo.

Tiempo Tratamiento Media Error estandar
MMS 42.6 1.12
Control - 35.8 2.39
0 Horas 0.01 ml 54.2 6.83
0.02 ml 38.8 4.39
0.04 ml 43.8 4.99
MMS 26.6 3.01
Control - 38.2 2.67
24 Horas 0.01 ml 51.2 5.18
0.02 ml 44.2 3.38
0.04 ml 36.8 6.13
MMS 18.2 3.45
Control - 38.8 2.20
48 Horas 0.01 ml 41.8 2.72
0.02 ml 38.6 2.54
0.04 ml 324 6.52
MMS 11.8 1.80
Control - 35.2 2.92
72 Horas
0.01 ml 46.2 4.49
0.02 ml 35.0 4.57
0.04 ml 35.8 6.65
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Grafica 3. Frecuencia de EPC/ 1000 eritrocitos en sangre periférica de raton CD1 a diferentes
tiempos y tratamientos. Ampolleta B de A. membranaceus, estudio agudo.

En 0 horas hay una diferencia entre los datos del tratamiento de 0.01ml. En 24y 48 y 72 horas
se puede apreciar que *** existe una disminucion de EPC pertenecientes al tratamiento con
MMS con un P<0.05; y los demas grupos. Tratamiento descriptivo Comparacion multiple de
Tukey

En la Tabla 6 se muestran los resultados del andlisis descriptivo de la frecuencia de

EPCMN/1000 EPC de las muestras de sangre periférica de raton con los tratamientos en los
diferentes tiempos de muestreo; asimismo se presenta la grafica 4 correspondiente.
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Tabla 6. Frecuencia de EPCMN/1000 EPC en sangre periférica de ratén CD1, de los tratamientos

a distintos tiempos. Ampolleta B de A. membranaceus, estudio agudo.

Tiempo Tratamiento Media Error estandar
MMS 0.2 0.20
Control - 0.0 0.00
0 Horas 0.01 ml 0.0 0.00
0.02 ml 0.0 0.00
0.04 ml 0.0 0.00
MMS 2.8 0.58
Control - 0.0 0.00
24 Horas 0.01 ml 0.4 0.24
0.02 ml 0.8 0.37
0.04 ml 0.8 0.58
MMS 4.2 1.02
Control - 0.4 0.24
48 Horas 0.01 ml 0.6 0.24
0.02 ml 0.4 0.24
0.04 ml 0.4 0.24
MMS 5 0.83
Control - 0.4 0.24
72 Horas
0.01 ml 0.6 0.24
0.02 ml 1.0 0.31
0.04 ml 0.8 0.37

36



7
6 E . 3
EE 2 .[

S

o MMS
4 M Control -

MOO1ml
3

H0o02ml
2 M 0.04ml
1
o | . ‘

O horas 24 horas 48 horas 72 horas

Grafica 4: Frecuencia EPCMN/ 1000 EPC en sangre periférica de ratén CD1 a diferentes tiempos
y tratamientos. Ampolleta B de A. membranaceus, estudio agudo.

A las 24 horas ** existe diferencia entre el MMS y los demas tratamientos, con un P<0.01.
Alas 48y 72 horas *** existe un aumento de EPCMN con el MMS, con un P<0.001. Tratamiento
descriptivo. Comparacién mdltiple de Tukey.

Comparacion entre lotes Ay B.

Se comparé tanto la frecuencia EPC/ENC, asi como la frecuencia EPCMN/EPC de las dos
ampolletas (A y B), para analizar si hay alguna diferencia entre ellos, ya que a pesar de que
ambos ampolletas son producidas por el mismo laboratorio, ho cuentan con las mismas
caracteristicas fisicas (color, olor, aspecto). Se realiz6 un andlisis descriptivo ANOVA y la
prueba de Tukey de comparacién multiple. A continuacion se muestran las gréaficas 5y 6 que
se obtuvieron.

50

E 0 horas LA

H 0O horas LB

E 24 horas LA

EPC/ENC

H 24 horas LB

48 horas LA

A8 horas LB
72 horas LA

72 horas LB

MRS

TRATAMNMIENTO

Gréfica 5. Comparacion de la frecuencia EPC/ 1000 eritrocitos de los lotes manejados para MMS.
Estudio agudo.
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Se observa una diferencia en la disminucién de los EPC como transcurre el tiempo del

tratamiento comenzando con un promedio de 43 EPC y terminando en 12 EPC.
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H O horas LA
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B 24 horas LA
H 24 horas LB
H 48 horas LA
48 horas LB
M 72 horas LA
M 72 horas LB

Grafica 6. Comparacion de la frecuencia de EPC/ 1000 eritrocitos del grupo control. Estudio

Agudo.

En el grupo control no se observan diferencias considerables, se encuentran entre 35 a 40 EPC

en promedio durante todo el tiempo de experimentacion.

70

60 T

50

40 -

EPC/ENC

20 A

10 A

0.01ml

TRATAMIENTO

H 0 horas LA
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H 48 horas LB
6 72 horas LA

B 72 horas LB

Gréfica 7. Comparacion de la frecuencia de EPC/ 1000 eritrocitos de los grupos tratados a 0.01mL

de ambas ampolletas. Estudio Agudo.

No se observan diferencias entre ambas ampolletas a una concentracion de 0.01mL, ya que se

observa una cantidad de EPC similar a la distinta toma de muestra.
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Grafica 8. Comparacién de la frecuencia de EPC/1000 eritrocitos de los grupos tratados a 0.02 mL

de ambas ampolletas. Estudio Agudo.

En O horas el grupo de la ampolleta A, tiene una mayor cantidad de EPC, por lo cual se
considera que hay una diferencia significativa respecto a este grupo con un P<0.01, sin
embargo en el resto del experimento ambas ampolletas tienen comportamiento similar.
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M 24 horas LB
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M 72horasLB

Grafica 9. Comparacion de la frecuencia de EPC/ 1000 eritrocitos de grupos tratados a 0.04 ml de

ambas ampolletas. Estudio Agudo.

A las 48 horas de la ampolleta A presenta una disminucion de los EPC con un P<0.01, mientras

gue en los otros tiempos de muestra se comportan de forma similar.
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Grafica 10. Comparacion de lafrecuencia EPCMN/ 1000 EPC de grupos tratados con MMS. Ensayo

Agudo.

Se observa que conforme trascurre el tiempo, se presenta un aumento de microndcleos,
creando una diferencia altamente significativa.
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B 72 horas LB

Grafica 11. Comparacion de lafrecuencia EPCMN/ 1000 EPC de los grupos control. Estudio Agudo
No se muestra diferencias a las diversas horas de tomas de muestra, ya que no se alcanza a

un micronucleo en promedio.
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Grafica 12. Comparacion de la frecuencia EPCMN/ 1000 EPC de los grupos con un tratamiento de
0.01 mL con ambas ampolletas. Estudio Agudo.
No se muestran diferencias significativas, si hay presencia de micronucleos pero no rebasa el

indice normal.
14
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. |
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Gréfica 13. Comparacion de la frecuencia EPCMN/ 1000 EPC de los grupos con tratamiento de
0.02 mL en ambas ampolletas. Estudio Agudo.
No hay diferencias significativas. Ambas ampolletas tienen el mismo comportamiento.
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Grafica 14. Comparacion de la frecuencia EPCMN/ 1000 EPC de los grupos tratados a 0.04 mL con

ambas ampolletas. Estudio Agudo.

No se presentan diferencias durante las tomas de muestra
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ESTUDIO SUBCRONICO

e |ote A:

En la tabla 7 se observa los resultados del analisis descriptivo de la frecuencia de EPC/1000
ENC de sangre periférica de ratdén con los distintos tratamientos realizados, a los diferentes

tiempos de muestreo; a continuacion, se muestra la gréfica correspondiente a dicha tabla.

Tabla 7. Frecuencia de EPC/1000 eritrocitos en sangre periférica de ratbn CD1 en diferentes
tiempos y tratamientos. Ampolleta A de A. membranaceus, estudio subcrénico.

Tiempo Tratamiento Media Error estandar
0 horas MMS 37.2 1.11
Control - 324 2.52
0.01 mL 27.2 3.44
0.02 mL 26.6 1.63
0.04 mL 27.0 3.11
48 horas MMS 24.8 3.42
Control - 37.6 2.01
0.01 mL 41.6 7.01
0.02 mL 29.0 4.62
0.04 mL 27.4 4.63
120 horas MMS 28.2 3.87
Control - 37.8 1.49
0.01 mL 53.0 10.08
0.02 mL 41.2 10.76
0.04 mL 41.2 9.45
192 horas MMS 24.4 2.99
Control - 37.4 2.06
0.01 mL 35.2 3.45
0.02 mL 34.2 5.82
0.04 mL 30.6 4.22
264 horas MMS 23.0 2.77
Control - 39.0 6.09
0.01 mL 39.2 2.33
0.02 mL 38.4 2.96
0.04 mL 37.2 7.92
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366 horas MMS 18.0 2.00
Control - 35.2 3.61
0.01 mL 42.2 2.47
0.02 mL 41.6 7.16
0.04 mL 38.0 5.07
70
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Grafica 15. Frecuencia de EPC/1000 eritrocitos en sangre periférica de raton CD1 a diferentes
tiempos y tratamientos. Ampolleta A de A. membranaceus, ensayo subcroénico.

A las 120 y 336 horas se puede apreciar una diferencia significativa * en el tratamiento de 0.01
mL con respecto al control negativo con un P< 0.05; de igual forma a las 192, 264 y 336 horas
hay diferencia significativa entre el MMS y el control negativo, con P<0.01. Tratamiento
descriptivo Comparacion multiple de Tukey.

En la tabla 8 se muestran los resultados del andlisis descriptivo de la relacion EPCMN/ 1000

EPC, con los distintos tratamientos empleados a los diferentes tiempos de toma de muestra,
se presentan en la gréafica no. 16.
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Tabla 8. Frecuencia de EPCMN/1000 EPC en sangre periférica de ratdn CD1 en diferentes tiempos

y tratamientos. Ampolleta A de A. membranaceus, estudio subcrénico.

Tiempo Tratamiento Media Error estandar
0 horas MMS 0.4 0.24
Control - 0.2 0.20
0.01 mL 0.6 0.24
0.02 mL 0.2 0.20
0.04 mL 0.2 0.20
48 horas MMS 0.2 0.20
Control - 0.2 0.20
0.01 mL 0.0 0.00
0.02 mL 0.0 0.00
0.04 mL 0.0 0.00
120 horas MMS 8.8 1.35
Control - 0.4 0.24
0.01 mL 1.0 0.54
0.02 mL 1.2 0.73
0.04 mL 1.2 0.48
192 horas MMS 7.8 1.02
Control - 14 0.24
0.01 mL 1.2 0.58
0.02 mL 1.2 0.37
0.04 mL 1.4 0.40
264 horas MMS 11.8 1.90
Control - 1.0 0.31
0.01 mL 1.6 0.24
0.02 mL 1.6 0.40
0.04 mL 1.8 0.37
366 horas MMS 31.2 222
Control - 14 0.22
0.01 mL 2.2 0.37
0.02 mL 1.4 0.40
0.04 mL 2.6 0.40
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Grafica 16. Frecuencia de EPCMN/1000 ENC en sangre periférica de raton CD1 a diferentes
tiempos y tratamientos. Ampolleta A A de A. membranaceus, ensayo subcrénico.

Se observa que a partir de las 120 horas existe una diferencia significativa, entre el MMS y los

tratamientos con un P<0.001. Comparacion multiple de Tukey.

En la tabla 9 se presentan los resultados obtenidos del analisis descriptivo de los frotis de la
sangre periférica de raton con los tratamientos y tiempos de toma de muestra, del lote B, asi
como la gréfica 17 correspondiente a dicha tabla.
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Tabla 9. Frecuencia de EPC/1000 eritrocitos en sangre periférica de raton CD1 a diferentes
tiempos y tratamientos. Ampolleta B de A. membranaceus, estudio subcrénico.

Tiempo Tratamiento Media Error estandar
0 horas MMS 37.2 111
Control - 324 2.52
0.01 mL 48.6 13.93
0.02 mL 38.2 11.27
0.04 mL 28.0 251
48 horas MMS 24.8 3.42
Control - 37.6 2.01
0.01 mL 49.2 11.65
0.02 mL 44.8 17.68
0.04 mL 26.6 4.73
120 horas MMS 28.2 3.87
Control - 37.8 1.49
0.01 mL 34.4 6.62
0.02 mL 41.8 6.15
0.04 mL 34.4 5.81
192 horas MMS 24.4 2.99
Control - 37.4 2.06
0.01 mL 38.8 2.41
0.02 mL 34.2 6.63.188
0.04 mL 29.0 3.13
264 horas MMS 23.0 2.77
Control - 39.0 6.09
0.01 mL 46.2 5.25
0.02 mL 42.2 9.33
0.04 mL 31.6 7
366 horas MMS 18.0 2.00
Control - 35.2 3.61
0.01 mL 42.4 2.94
0.02 mL 47.0 5.68
0.04 mL 35.6 4.64
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Gréfica 17. Frecuencia de EPC/1000 eritrocitos en sangre periférica de ratén CD1 a
diferentes tiempos y tratamientos. Ampolleta B de A. membranaceus, ensayo
subcroénico.

En la gréfica se muestra una diferencia significativa entre el lote con tratamiento de 0.01 mL y
el control negativo en las horas 0y 48. Con valor de P<0.01.** Por otra parte se observa también
la diferencia por el MMS con respecto al control negativo a las 48, 120, 192, 264 y 336.*** con
un P<0.001. Comparacion multiple de Tukey.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del andlisis descriptivo de la frecuencia

EPCMN/ 1000 EPC a diferentes tiempos y tratamientos del lote B asi como su gréfica 18
correspondiente.
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Tabla 10. Frecuencia de EPCMN/1000 EPC en sangre periférica de raton CD1, en diferentes
tiempos y tratamientos. Ampolleta B de A. membranaceus, estudio subcrdnico.

Tiempo Tratamiento Media Error estandar
0 horas MMS 0.4 0.24
Control - 0.0 0.00
0.01 mL 0.4 0.24
0.02 mL 1.0 0.31
0.04 mL 0.8 0.37
48 horas MMS 0.2 0.20
Control - 0.4 0.24
0.01 mL 0.6 0.40
0.02 mL 0.2 0.20
0.04 mL 0.4 0.24
120 horas MMS 8.8 1.35
Control - 0.8 0.20
0.01 mL 0.8 0.20
0.02 mL 0.4 0.24
0.04 mL 1.0 0.54
192 horas MMS 7.8 1.02
Control - 1.0 0.31
0.01 mL 1.0 0.31
0.02 mL 0.6 0.40
0.04 mL 1.8 0.37
264 ho MMS 11.8 1.9
Control - 14 0.50
0.01 mL 0.6 0.24
0.02 mL 2.0 0.94
0.04 mL 0.6 0.24
366 horas MMS 31.2 2.22
Control - 24 0.24
0.01 mL 1.2 0.37
0.02 mL 3.0 0.31
0.04 mL 2.6 0.92
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Grafica 18. Frecuencia de EPCMN/1000 EPC en sangre periférica de raton CD1 a diferentes
tiempos y tratamientos. Ampolleta B de A. membranaceus, ensayo subcrénico.
Como se puede observar existe una diferencias significativa entre el MMS y los tratamientos***

desde las 120 horas con un P<0.001. Comparacién multiple de Tukey.

Comparacion de los lotes Ay B en el estudio subcronico

De la misma forma que se realizé en el estudio agudo, también se comparé entre ampolletas
del estudio subcroénico, tanto de la frecuencia EPC/ 1000 eritrocitos y EPCMN/ EPC; realizando
un ANOVA y una prueba de Tukey de comparacion mdltiple.
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Gréfica 19. Comparacioén de la frecuencia EPC/ 1000 eritrocitos de MMS. Estudio
Se observa una disminucion de los EPC con respecto pasa el tiempo

subcrénico.
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Gréfica 20. Comparacion de la frecuencia EPC / 1000 eritrocitos del grupo control. Estudio

subcroénico.

No se muestran diferencias significativas.
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Grafica 21. Comparacion de la frecuencia EPC/ 1000 eritrocitos de los grupos con tratamiento a

0.01mL, de ambas ampolletas. Estudio subcrénico

En O horas existe una diferencia con un P< 0.001, a las 120 horas hay una diferencia

perteneciente a la ampolleta B
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Grafica 22. Comparacién de la frecuencia EPC/ 1000 eritrocitos de los grupos tratados a 0.02mL,
para ambas ampolletas. Estudio subcroénico.
La ampolleta A presenta una diferencia tanto a las 0 y las 48 horas con un P<0.05.
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Grafica 23. Comparacion de la frecuencia de EPC/ 1000 eritrocitos de los grupos tratados con

0.04mL, de ambas ampolletas. Estudio subcrénico.

Se observa un aumento a las 120 horas de parte de la ampolleta A, sin embargo este aumento

no proporciona una diferencia que se pueda tomar como significativa.
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Gréfica 24. Comparacion de la frecuencia EPCMN/ 1000 EPC del tratamiento con MMS. Estudio

subcrénico.

Se presenta un aumento de EPCMN con respecto al tiempo, este aumento es tan grande que

genera una diferencia altamente significativa con respecto a los deméas grupos.
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Grafica 25. Comparacion de la frecuencia de EPCMN/ 1000 EPC del grupo control. Estudio

Subcrénico.

No se observan diferencias significativas
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Gréfica 26. Comparacion de la frecuencia EPCMN/ 1000 EPC de los grupos tratados con 0.01ml

de ambas ampolletas.

Se observan diferencias, sin embargo estas diferencias se encuentran dentro del rango

establecido.
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Grafica 27. Comparacion de la frecuencia EPCMN/ 1000 EPC de los grupos tratados a 0.02ml de
ambas ampolletas. Estudio subcrdnico.

Existen diferencias, sin embargo estas no se toman como significativas.
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Gréfica 28. Comparacion de la frecuencia EPCMN/ 1000 EPC de los grupos con tratamiento de

0.04mL para ambas ampolletas.

No se muestra diferencias de forma significativa.
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Figura 9. Microfotografia de MN presente en EPC, observacion de diferentes tipos de eritrocitos

gue se presentan en frotis sanguineo de sangre periférica de raton CD1, objetivo 100X en
inmersiéon, tomada en el Laboratorio L-521 de la FESC - Campo 1.

MN

N

Figura 10. Microfotografia de micronucleo en frotis sanguineo de sangre periférica de ratén
CD1. Objetivo 100X en inmersién, tomada en el laboratorio L- 521 de la FESC- Campo 1.
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VIII. DISCUSION

La medicina tradicional china es un importante recurso que ha estado vigente durante miles de
afios y ha permitido mejorar la salud y calidad de vida de muchas personas. En 1998 la
Secretaria de Salud en México reconocié a los “medicamentos herbolarios” como oficiales,
siempre y cuando cumplan con los criterios establecidos para acreditarse como tal.

En la fitoterapia, Astragalus membranaceus es una de las plantas que tiene un gran auge por
la cantidad de metabolitos que contiene, el extracto obtenido de esta planta es utilizado para
diversas afecciones que aquejan al ser humano; basado en la literatura no se conocen las
reacciones adversas que esta presenta (Sinclair S. N.D), sin embargo, de acuerdo a los
pacientes que lo consumen en la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia del IPN en casos
se llega a presentar diarrea y dolor de estébmago.

La evaluacion genotdxica y/o citotoxica de los productos pertenecientes a la medicina
alternativa o tradicional son de gran importancia ya que son algunos de los criterios que se
debe cumplir para ser acreditado; muchos de estos productos son prescritos o se utilizan como
suplementos alimenticios sin tener una adecuada dosificacion, no obstante, la mayoria de éstos
no cuentan con dicha evaluacion, por lo cual no se tiene conocimiento de si pueden causar un
dafio al material genético.

La prueba de micronucleos es la mas utilizada para evaluar este tipo de dafio, ya que permite
detectar dafios clastogénicos (que rompen los cromosomas), como aneuploidogénicos (que
pueden afectar el huso mitético), pudiéndose diferenciar ambos por el tamafio de los MN vy
presencia de centromero; esta prueba se puede realizar en gran nimero de especies, se utilizd
al ratbn como modelo bioldgico, debido a que su manipulacion es sencilla, se tiene las
condiciones ambientales para esta especie, la muestra es sencilla de obtener, ademas un
estudio realizado con 35 especies de mamiferos refiere que el raton es el animal que presenta
una mayor frecuencia de eritrocitos micronucleados con respecto a las demas (Bafiales M.L,
2009; Cedano D. A, 2012).

La prueba in vivo de micronucleos en sangre periférica de raton tiene la ventaja de ser mas
sencilla y menos invasiva, tiene un menor costo, se puede utilizar tanto para estudios agudos
y sub cronicos; ademas de que los efectos que se producen in vitro no necesariamente se
producen también in vivo o se producen en niveles diferentes (Diaz C. A, 2013).

El objetivo de la evaluacion de los estudios debe ser la demostracion de las potencialidades
toxicas por administracion Unica (toxicidad aguda), administraciones repetidas (subcrénica), asi
como estudios especiales de genotoxicidad. La evaluacion de la toxicidad aguda se realiza
para sefialar los efectos de una o de varias dosis administradas en 24 horas, pudiendo aparecer
sus efectos en pocas horas o dias.

La evaluacion de la técnica de micronudcleos en sangre periférica de ratones CD1 se efectud
para determinar la capacidad genotdxica y citotdéxica de Astragalus m., los resultados
demostraron que la frecuencia de EPC MN no mostré diferencias descriptivamente
significativas con respecto al control negativo, lo que sugiere que el compuesto no es
genotdxico
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La prueba de toxicidad subcrénica evalla la capacidad genotoéxica y citotéxica que pudiera
provocar ambas ampolletas de Astragalus m. a través de la prueba de microndcleos en sangre
periférica de ratones de cepa CD1 como parte de la bateria de pruebas preclinicas que deben
realizarse para poder perfilarlos como tratamiento.

El MMS es considerado uno de los carcindgenos reactivos al ADN, en ratas se reporta dafio al
tejido del sistema nervioso. Con respecto a las concentraciones que se utilizaron en la
experimentacion, se bas6 en un estudio que realizaron Muto y colaboradores en 2015, en el
cual probaron distintas dosis de MMS comparando la cantidad de micronicleos que inducian y
las reacciones adversas que estas producian, de acuerdo a esto se utilizé en el estudio agudo
una dosis de 50mg/kg/dia durante dos dias seguidos, mientras que para el estudio subcrénico
se opté una dosis de 30mg/kg/dia en un periodo de 15 dias, estas se aplicaron por via
intraperitoneal.

Como se menciona en la metodologia, se utilizaron dos tipos de ampolletas del extracto de
Astragalus membranaceus, ambas las produce el mismo laboratorio, sin embargo, las dos
tienen caracteristicas fisicas distintas (color, olor, aspecto), ademas los pacientes de la Escuela
Nacional de Medicina y Homeopatia presentaron efectos adversos como diarrea, nauseas y
dolor de estbmago al consumir la ampolleta de apariencia oscura.

Las dosis que se administraron en el ensayo para ambas ampolletas se basaron en las dosis
gue prescribe la institucion mencionada anteriormente que es de 2 ampolletas de 10 ml/dia
para una persona con un peso de 70kg, la concentracion que se administra en ratones de 30 a
25 g de peso es de 0.01ml, sin embargo para realizar la experimentacion se incluyeron 2
concentraciones mas para ambas ampolletas de 0.02ml y 0.04ml; adicionalmente se incluy6
una dosis en la ampolleta en la que se presentaban las reacciones adversas que fue de 0.06ml,
esto con el fin de ver si a una mayor concentracion se presenta algin efecto adverso.

En el estudio agudo se obtuvieron muestras a las 0, 24, 48 y 72 horas, por otra parte en el
estudio subcroénico las tomas de muestra fueron a las 0, 48, 120, 192, 264 y 336 horas; se
realiz6 de esta manera debido a que los eritrocitos policromaticos aparecen en la circulacion
en un periodo de 24 a 48 horas, esto indica con certeza que los eritrocitos policroméaticos
micronucleados son originados por la exposicion el agente que se prueba; se debe de tener en
cuenta que estudios indican que los roedores tiene un nuimero espontaneo de eritrocitos
micronucleados a causa de que el sistema reticulo endotelial es inmaduro y disminuyen al
aumentar la edad (Cedano D. A, 2012).

De acuerdo con los resultados en la gréafica 1 se puede percibir que la ampolleta A en el ensayo
agudo existe una diferencia significativa entre el control y el MMS lo cual indica que produce
citotoxicidad, con respecto a los grupos de las diferentes dosis, se observa diferencia a la hora
0, sin embargo, esta diferencia no se toma en cuenta para indicar una citotoxicidad, ya que
desde el inicio de la experimentacion y conforme fueron tomadas las muestras a las 24, 48 y
72 horas, no mostraron diferencia significativa con respecto al control, para determinar la
citotoxicidad se examina el indice EPC/ENC, y este no debe ser menor o mayor al 20% con
respecto al valor del control. (Rocha E.Y, 2008)
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En la gréfica 2 solo existe una diferencia significativa de todos los grupos de estudio y el MMS,
debido a que este fue el que méas microndcleos indujo, cabe mencionar que la produccion de
estos no es suficiente para decir que la ampolleta A en el estudio agudo produce un cierto grado
de genotoxicidad, en un frotis normal hay de 0 a 3 micronucleos en 1000 células, y en el grupo
de con tratamiento de MMS hay solo un promedio de 5 micronucleos lo cual no sefiala un grado
de dafio al material genético.

De acuerdo a la gréfica 3 donde se examinan las frecuencias EPC/ 1000 eritrocitos de la
ampolleta B en el estudio agudo se observa que a las 0 horas hay una diferencia entre el grupo
de la dosis de 0.01ml con respecto del control, sin embargo, esta diferencia se mantiene hasta
el finalizar las tomas de muestra, mientras que, también se muestra una diferencia entre el
MMS y el control una vez iniciado el tratamiento por lo cual se puede decir que este presenta
un grado de citotoxicidad, de acuerdo a lo mencionado anteriormente por Rocha y
colaboradores.

En la gréfica 4 al igual que en la gréafica 2 solo se muestra una diferencia entre el MMS vy el
control, pero esta diferencia no es suficiente para indicar que el MMS genera un dafio
genotoéxico a la dosis que se manejé en el estudio agudo, tampoco se puede decir que las dosis
de Astragalus generan dicho dafio, ya que sus valores entran dentro de lo establecido como
normal.

Ademas de los andlisis de las frecuencias EPC/1000 eritrocitos y EPCMN/1000 EPC, se realiz6
una comparacion de ambos, correspondientes a las ampolletas Ay B, ya que se ha mencionado
anteriormente, se quiere comprobar que si por presentar diferentes caracteristicas fisicas (olor,
color, textura) también cambian sus propiedades y generan cierto dafio como los efectos
adversos antes descritos, dafios genotéxicos o citotéxicos; dicha comparacién de éstas se
realizé por la prueba descriptiva de comparacién multiple.

De acuerdo a las gréaficas 5 y 6 no se observan diferencias ya que para las ampolletas se
manejaron los mismos grupos de MMS y control. En las grafica 7, se compara la dosis de
0.01mly se observan diferencias entre ambas ampolletas, sin embargo ninguna es significativa.
En la grafica 8 no se muestran diferencias significativas por lo cual no hay diferencia entre las
ampolletas a la dosis de 0.02ml, por ultimo en la gréfica 9 donde se analiza la dosis de 0.04
mL, a las 48 horas se presenta una disminucion en los EPC en la ampolleta A con respecto con
la B, en 72 horas no se observa tal diferencia, por lo cual se puede atribuir este resultado no
es dado por el tratamiento, sino por un error experimental.

Al comparar la genotoxicidad en la gréfica 10 y 11 se analiza el MMS y el Control presentan
igual comportamiento en ambas ampolletas, como se mencioné anteriormente se utilizaron los
mismos grupos para A y B; en la dosis de 0.01, 0.02 y 0.04 mL que se representan en las
graficas 12, 13 y 14, no se muestran diferencias significativas entre ambas ampolletas, dado
que, el valor de micronucleos obtenido durante la experimentacion para las dosis de Astragalus
entra dentro del rango normal que es de 0 a 3 micronucleos.

En el caso del estudio subcrdnico en la grafica 15 se representan los resultados de la ampolleta
A; alas 120 horas hay una diferencia significativa entre la dosis de 0.01 y el control la cual se
estabiliza a las 192 y 264 horas, no obstante, a las 336 vuelve a surgir la diferencia, por lo cual
en este caso puede decirse que presenta una citotoxicidad a esta dosis, con respecto a dosis

59



mayores no hay tal diferencia, por esta razén se atribuye a errores experimentales y no a la
accion que genera el extracto; por otra parte el MMS genera diferencia a las 192, 264 y 336
horas misma que va en aumento, por ello se puede deber a la accién de la dosis administrada
del mutdgeno y que este si genera dafio citotoxico.

En la grafica 16, se representa la relacion EPCMN/ 1000 EPC correspondiente a los resultados
obtenidos con la ampolleta A, se observa una diferencia muy marcada entre el MMS y los otros
grupos de tratamiento incluido el control, en este caso la diferencia es muy grande, se puede
decir que el MMS a la concentracién de 30 mg/ kg de peso, administrado diariamente si genera
genotoxicidad puesto que el promedio més alto obtenido es de 32 micronucleos, este valor es
mas del doble de lo permitido o considerado como normal.

De acuerdo con la ampolleta B, como se puede visualizar en la grafica 17 se presenta una
citotoxicidad dada por el MMS, ya que la disminucién de EPC va en aumento conforme pasa el
tiempo de muestreo; por otra parte hay diferencia por parte del grupo con dosis de 0.01 mL a
las 0 y 48 horas, sin embargo esta diferencia no se puede atribuir a la accién que lleva el
extracto de Astragalus, dado que no se observa una disminucién o un aumento de los EPC a
las siguientes horas de muestreo, ademas, como menciona Cedano y colaboradores en 2012,
los EPC aparecen el circulacién de entre 24 y 48 horas, a lo cual si se debiera a la accién de la
dosis se veria un aumento a las 48 horas después, lo cual no se lleva a cabo.

Referente al tema de genotoxicidad de la ampolleta B, solo se muestra este tipo de dafio por
accion del MMS, se presenta un aumento significativo en el nimero de microndcleos en EPC,
mientras que en las dosis de Astragalus el nivel de micronucleos que presentaron los grupos
esta dentro de los limites establecidos y no hay diferencia con respecto del control.

Al igual que en estudio agudo se realizé una comparacion entre ambas ampolletas con elfin de
conocer si existe diferencias significativas entre ellas, se utiliz6 Tukey de comparacién multiple
con un P< 0.05.

En las gréaficas pertenecientes al control y al MMS para la frecuencia EPC/ 1000 eritrocitos se
utilizaron los mismos datos para ambas ampolletas, por esta razén que las graficas se observan
sin ninguna diferencia; en la dosis de 0.0lmL a las 0 horas la ampolleta A presenta una
diferencia, esta no se debe al tratamiento, ya que al principio de la experimentacion, a las 120
horas se presenta diferencia entre la ampolleta A con respecto de la B, esto también se atribuye
a errores experimentales, tal diferencia no se presenta a tomas de muestra posteriores. En la
dosis de 0.02mL hay diferencia a las 0 horas de la ampolleta A con respecto a la B, a las 48
horas se presenta una diferencia entre ambas ampolletas, tal resultado puede deberse a el
comportamiento del grupo desde las 0 horas, y no por la accion del tratamiento. Por ultimo a la
dosis de 0.04 ml existe una variacion de los EPC a las 120 horas, sin embargo esta no es
significativa para la experimentacion.

En la grafica 24 se observa el MMS genera su efecto de genotoxicidad con respecto al tiempo
de exposicién al agente, dado que la cantidad de micronucleos va aumentando conforme va
pasando el tiempo; mientras que en las graficas 25, 26, 27 y 28, se puede decir que no hay
diferencias debido a que estos valores son menores a 3 micronuicleos.
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El MMS genera tanto como genotoxicidad como citotoxicidad a la dosis de 30mg/ k/ dia, por
otra parte las dosis manejadas de Astragalus membranaceus no generan genotoxicidad ni
citotoxicidad en ambos ensayos, no obstante, existe evidencia como la que presenta Bratkov y
colaboradores en 2016, en la cual mencionan que la formononetina, de una isoflavona que
esta presente en Astragalus inhibe el crecimiento de células con cancer de colon HCT116,
ademas de que se observo la activacion de la apoptosis, ademas de que los flavonoides
extraidos de la raiz de esta planta y calicosina inhiben la proliferacion de eritroleucemia
humana, adicionalmente concluyeron que también estos flavonoides podrian reducir de forma
significativa el nimero de micronucleos inducidos por ciclofosfamida y mutagénesis génica in
vitro.

Otro estudio realizado por Chul Park y su equipo, probaron un extracto de la raiz y de las hojas
de esta planta y demostraron que Astragalus carece de potencial mutagénico y/o clastogénico,
por medio de tres tipos de ensayo, como son la prueba de Ames, el ensayo de micronicleos y
la prueba de aberraciones cromosémicas, asi aseguran que las partes aéreas de Astragalus
membranaceus y no solo la raiz seran lo suficientemente seguras para utilizarlas como material
alimenticio y suplemento dietético.

Bajo los estudios mencionados vy los resultados obtenidos en ambos ensayos de toxicidad,
Astragalus membranaceus no presenta ningun tipo de dafio genotéxico o citotdxico, por lo cual
se apoya a la utilizacién de la ampolleta con fines terapéuticos

IX. CONCLUSIONES

e EIl estudio agudo, a las concentraciones manejadas en administraciébn Unica via
intraperitoneal, Astragalus membranaceus tanto en la ampolleta A como en la ampolleta
B no presenta genotoxicidad y citotoxicidad en ratones CD1.

e El estudio subcrénico, en las concentraciones manejadas en administraciéon diaria por
15 dias via intraperitoneal, Astragalus membranaceus en la ampolleta A como en la
ampolleta B, no presenta genotoxicidad y citotoxicidad en ratones CD1.

e En el estudio agudo el Metil Metanosulfonato solo presenta citotoxicidad a una
concentracion de 50 mg/kg/ en un periodo de 2 dias seguidos en ratones CD1.

e En el estudio subcrénico, MetilMetanosulfonato presenta genotoxicidad y citotoxicidad
a una concentracion de 30 mg/kg/ en un periodo de 15 dias seguidos en ratones CD1.
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X. GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico, es una macromolécula que normalmente esta formada por
una doble hélice de nucledtidos unidas por puentes de hidrégeno.

Anafase: Fase de la mitosis y la meiosis en la que los cromosomas duplicados son separados
hacia cada polo de la célula.

Anamnesis: Conjunto de datos que se recogen en la historia clinica del paciente.

Aneuploidégeno: Agente capaz de producir en la célula que uno o mas cromosomas
completos de un conjunto normal falten o se presenten mas de una vez.

Apoptosis: Via de muerte celular programada por el mismo organismo.

Carcinogénesis: Proceso por el cual se produce el cancer, consta de tres etapas: iniciacion,
promocion y progresion.

Cinetocoro: Estructura proteica situada sobre los cromosomas, en la cual se anclan los
microtubulos del huso mitético durante los procesos de division celular.

Clastogénico: Agentes fisicos o quimicos que son capaces de inducir roturas cromosomicas.

Cromatides: Cualquiera de los dos filamentos idénticos de ADN que se observan en los
cromosomas durante la division celular.

Cromosoma: estructuras que se encuentran en el nucleo de las células que transportan
fragmentos largos de ADN.

Delecién: Anomalia estructural cromosémica que consiste en la pérdida de un fragmento de
ADN.

Dosis: Cantidad del principio activo de un medicamento.

Fitoterapia: Tratamiento médico basado en el uso de plantas y sustancias vegetales.

Huso mitético: Aparato microtubular en forma de huso, formado durante la division celular
cuya funcién es posibilitar la migracién y la correcta separacion de los cromosomas en la

meiosis o0 de las cromatides en la mitosis.

in vitro: Estudio realizado en el exterior de un organismo vivo, que se realiza dentro de un
laboratorio.

in vivo: Experimentacion hecha dentro de un organismo vivo.

Medicina: Ciencia dedicada al enfermedades que afectan al ser humano, tratamiento y
prevencién de estas.
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Metafase: Fase de la mitosis en la cual la membrana celular desaparece y los cromosomas se
sitan en el plano ecuatorial de la célula.

Microtubulos: Componente del citoesqueleto que tienen las funciones de disposicion espacial
de determinados organulos, formar un sistema de railes para la comunicacibn mediante
vesiculas o macromoléculas entre compartimentos celulares, son imprescindibles para la
division celular puesto que forman el huso mitético, ayudan en el desplazamiento celular,
permiten la polarizacién de ciertos tipos celulares y son esenciales para la estructura y funcion
de los cilios y de los flagelos.

Mitosis: Serie de eventos que se suceden en una célula en division.

Mutacion: Cualquier cambio en la secuencia de nucle6tidos del ADN.

Nocivo: Que hace dafio.

Perenne: Planta que vive durante mas de dos afios, florece y produce semillas mas de una vez
en su vida.

Quimioterapia: Tratamiento del cAncer que usa farmacos para destruir células cancerosas.
Replicacion: Mecanismo que permite al ADN duplicarse.

Recombinacion homoéloga: Proceso fundamental en la célula, que permite la reorganizacion
de genes dentro y entre cromosomas, participa en la reparacion del DNA, asegura la

segregacion de los cromosomas en la division.

Toxicidad: Medida usada para medir el grado tdéxico o venenoso de algunos elementos.
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