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Resumen

RESUMEN

Se determiné el potencial genotéxico del extracto acuoso de Capraria biflora L.
mediante el ensayo de micronicleos transplacentarios. Esta especie podria constituir
una terapia alternativa y/o complementaria en el tratamiento de procesos inflamatorios.
Se le han realizado estudios tradicionales de genotoxicidad pero su actividad en un
sistema de mayor acierto al riesgo genotoéxico no ha sido explorada. Se disefiaron cinco
grupos experimentales de madres gestantes de la linea BALB/c/Cenp., un control
positivo con ciclofosfamida (50 mg/Kg), un control negativo con agua destilada (10
ml/Kg) y tres grupos a las dosis de 400, 800 y 1600 mg/Kg del extracto, los cuales
fueron tratados los dias 14, 15 y 16 de la gestacién. Al efectuar la cesarea fueron
tomados cinco fetos por madre los que constituyeron los grupos del seis al 10 de la
investigacion. Fueron determinados la frecuencia de eritrocitos micronucleados, los
indices de genotoxicidad y citotoxicidad en la médula 6sea de las madres y el higado de
los fetos, mientras que en la sangre periférica de ambos solo se determiné el indice de
genotoxicidad mediante la presencia de reticulocitos micronucleados. La sustancia en
estudio no mostré genotoxicidad ni citotoxicidad, no aumentd significativamente la
frecuencia de células con micronulcleos en médula ésea de las madres ni en higado
fetal, ni la frecuencia de reticulocitos micronucleados en sangre periférica (p< 0,05). Los
resultados demostraron que el extracto acuoso obtenido de las hojas de Capraria biflora
L. no es genotéxico en el ensayo aplicado segun las dosis evaluadas y el modelo

seleccionado.

Palabras Claves: Capraria biflora L, genotoxicidad, micronucleos, médula ésea, sangre

periférica, higado fetal.



Abstract

ABSTRACT

The genotoxic potential of aqueous extract obtained from the leaves of Capraria biflora L.
was determined in the transplacental micronucleus test. This species could be used as an
alternative therapy and/or as a complimentary treatment for inflammatory processes. This
plant has been studied in a genotoxicity traditional test but their activity in a system of
more success to the genotoxic risk has not been explored. Mothers' mice pregnhant of the
line BALB/c/Cenp. were designed in five experimental groups, a positive control with
cyclophosphamide (50 mg/Kg), a negative control with distilled water (10 ml/Kg) and three
groups with the extract under evaluation (400, 800 y 1600 mg/Kg), which were treated the
days 14, 15 and 16 of the gestation. Five fetuses were taken by mother after caesarean.
These fetuses constituted the groups from the six to ten of the research. The frequency of
micronucleated bone marrow cells, the genotoxicity and citotoxic indexes were determined
in the bone marrow of the mothers and the liver of the fetuses, while in peripheral blood
alone the genotoxicity index was determined by presence of micronucleated reticulocytes.
The aqueous extract didn't show genotoxicity neither citotoxic activity. It didn't increase the
frequency of cells significantly with micronucleus in the mothers' bone marrow neither in
fetal liver, the frequency of micronucleated reticulocytes in peripheral blood (p<0.05). The
results demonstrated that the aqueous extract obtained from the leaves of Capraria biflora
L. is not genotoxic in the test applied according to the evaluated doses and the selected

model.

Key words: Capraria biflora L., genotoxicity, micronucleus, bone marrow, peripheral

blood, fetal liver.
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Introduccién

CAPITULO 1. INTRODUCCION

En muchas ocasiones para curar determinadas patologias que afectan la salud, se ha
tenido que recurrir a ciertos procedimientos terapéuticos que se apartan de la medicina
convencional. En la actualidad esta alternativa médica experimenta un auge cada vez
MAas creciente; sin embargo, éstas no son absolutamente nuevas, casi en su totalidad son
los resultados de técnicas y procedimientos usados tradicionalmente. La medicina natural
cobra cada vez mas defensores y ejecutores, debido fundamentalmente a las formas
naturales de curacién y a la carencia de efectos secundarios de estas terapias. Por lo
tanto, surgen iniciativas cientificas de establecer un tratamiento fitoterapéutico que
involucre: la seleccioén, dosificacion, via de administraciébn y recomendaciones para el

paciente acerca de la alternativa natural (Rodriguez et al., 2014).

Este significativo aumento en la utilizacion de los vegetales, que constituyen una
importante alternativa terapéutica, obedece no solo a los cambios culturales de muchos
pueblos, sino también fundamentalmente al elevado costo de los farmacos. Los productos
de plantas son menos potentes y en general, causan menos reacciones adversas que los
productos farmacéuticos sintéticos. Pero no se debe olvidar que los extractos o los
fitocomplejos estan constituidos por varias moléculas bioactivas, algunas potencialmente
téxicas, donde la concentracién podria ser crucial, de ahi que los estudios toxicolégicos
preclinicos son imprescindibles para respaldar y asegurar cientificamente su efectividad e
inocuidad (Vivo et al., 2012).

Hoy en dia, la mayoria de los paises desarrollados, han creado leyes y regulaciones para
controlar el proceso de produccion y distribuciobn de medicinas, vacunas, aditivos
alimentarios, pesticidas, productos quimicos industriales y otras sustancias con potencial
toxicoldgico. Tales regulaciones casi siempre prescriben un régimen de evaluacion
toxicoldgica para generar informacion que permita a los toxicologos determinar si los
beneficios de una sustancia particular sobrepasan sus riesgos a la salud humana y al
medio ambiente (Silbergeld, 2012; Wang et al., 2015).
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Para ello se evaltan los fArmacos en ensayos de una sola exposicion o toxicidad aguda, a
dosis repetidas que van desde la exposicion de 28 dias hasta 1 afio en roedores, ensayos
de genotoxicidad que incluye estudios in vitro e in vivo, estudios de inmunotoxicologia y
por ultimo la toxicologia de la reproduccién. Ademas se han incluido nuevos ensayos de
toxicologia especial los cuales se utilizan en dependencia del efecto farmacoldgico de la
droga que se investiga (Gamez et al., 2012; Wang et al., 2015).

En el ambito internacional, la evaluacién genotéxica de nuevos medicamentos es un
requisito de caracter obligatorio y aunque no existe un consenso generalizado sobre qué
tipos y cantidad de ensayos de genotoxicidad deben realizarse, existen criterios
coincidentes para clasificar en genotdxicos o no, los productos quimicos, de acuerdo a los

resultados obtenidos mediante dichos ensayos (CECMED, 2012).

La especie Capraria biflora L. (Schrophulareaceae) es una planta recomendada en
afecciones que involucran episodios dolorosos o mediados por inflamacion. Esta actividad
farmacoldgica fue comprobada en un extracto acuoso obtenido de sus hojas a diferentes
dosificaciones (200, 400 y 800 mg/Kg) tanto en modelos de inflamacion aguda (edema
plantar por carragenina, migracién leucocitaria) como crénica mediante la induccién de
granulomas por discos de algodén. Dosis similares fueron evaluadas en modelos de
Ulcera por etanol e indometacina, asi como en modelos de analgesia mostrando actividad
a las dosis ensayadas (Vicet, 2009; Valido, 2011).

En la composicion quimica de la planta se comprobd la presencia de compuestos
reductores, saponinas, compuestos fendlicos, taninos, aminoacidos y flavonoides siendo
estos Ultimos los responsables de la mayoria de las atribuciones realizadas en los

estudios farmacoldgicos (Vicet, 2009).

También se realizaron estudios de toxicidad aguda a dosis limite del extracto acuoso,
concluyendo que no produce efectos toxicos en ratas Wistar a un nivel de dosis de 2000
mg/Kg por via oral (Acosta et al., 2003). En este sentido se demostré cientificamente que
este mismo extracto administrado durante 28 dias, no evidenciaba efectos toxicos en
ratas de la linea Sprague Dawley (Canto, 2013). Los dultimos estudios realizados

mostraron que la administracion oral durante 14 dias no evidencié efecto genotoxico en
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eritrocitos de médula 6sea (MO), ni de reticulocitos en sangre periférica, de ratones
BALB/c/Cenp. (Cathrina, 2015).

Es conocido que la mayoria de las formas reactivas de las sustancias que provocan
rupturas cromosémicas o dafian el aparato del huso son metabolitos producidos en los
tejidos expuestos, se precisa que alcancen altas concentraciones del producto o del
metabolito a este nivel para poder expresar el efecto, sin embargo la capacidad
metabdlica de la medula 6sea suele ser limitada; lo que implica que aquellos productos
que necesiten metabolizacion para ejercer su efecto o que los metabolitos derivados no
sobrevivan en circulacion generen falsos negativos en el ensayo de MO. Debido a estas
limitaciones surgio la necesidad de realizar estudios con sistemas metabdlicos con mayor

acierto al riesgo genotoxico (Dominguez et al., 2009).

Tomando en consideracion estos aspectos se propone el siguiente problema cientifico:

No existen investigaciones reportadas que evallen el potencial genotéxico del extracto
acuoso de las hojas de C. biflora, en ensayos de microndcleos transplacentarios con

vistas a ampliar su perfil toxicolégico.

Este trabajo cientifico parte de la hipétesis de que: La administracion oral del extracto
acuoso de las hojas de C. biflora, los dias 14, 15 y 16 de la gestacién, no muestra
genotoxicidad en el ensayo de micronucleos transplacentarios a la dosis de 400, 800 y
1600 mg/Kg en ratones BALB/c/Cenp.

Para comprobar dicha hip6tesis se plantea el siguiente objetivo general:

Evaluar el potencial genotéxico del extracto acuoso de Capraria biflora L. mediante el

ensayo de micronucleos transplacentarios en ratones BALB/c/Cenp.

A partir de este objetivo general se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar el potencial genotoxico del extracto acuoso de C. biflora en médula
Osea materna.
2. Determinar el potencial genotoxico del extracto acuoso de C. biflora en higado

fetal.
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3. Determinar el potencial genotéxico del extracto acuoso de C. biflora en sangre

periférica materna y fetal.
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CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Toxicologia. Generalidades

En la actualidad, la mayoria de los paises desarrollados, han creado leyes y regulaciones
para controlar el proceso de produccion y distribucion de medicinas, vacunas, aditivos
alimentarios, pesticidas, productos quimicos industriales y otras sustancias con potencial
toxicologico (Silbergeld, 2012). Tales regulaciones casi siempre prescriben un régimen de
evaluacioén toxicoldgica para generar informacion que permita a los toxicélogos determinar
si los beneficios de una sustancia particular sobrepasan sus riesgos a la salud humana y

al medio ambiente (Caieme, 2016).

La toxicologia se define como el estudio de los efectos adversos de agentes quimicos,
fisicos o biolégicos en organismos vivos y ecosistemas y esta basado en el principio del
siglo XVI que cualquier sustancia puede ser toxica si es consumida en cantidad suficiente
(Repetto y Repetto, 2009). Una de las misiones principales de la toxicologia es identificar
el efecto o grupos de efectos importantes con miras a prevenir enfermedades irreversibles
o debilitadoras (Gamez y Mas, 2007).

2.2. Genotoxicologia

La Toxicologia genética tuvo sus inicios en el afio 1927, cuando Miuller reporta la
capacidad de los rayos X para inducir mutaciones en Drosophila mellanogaster. Luego
Averbach en 1942 descubre las propiedades mutagénicas del gas mostaza, lo que
permitié concebir una mejor definicién para el concepto de mutagénesis. La sociedad de
mutagénesis ambiental es fundada en 1969, y en este mismo afio es reconocida la

toxicologia genética, como disciplina cientifica (Shayne, 2007; Cathrina, 2015).

En décadas posteriores la denominada tecnologia del ADN recombinante ofrecio
metodologias que han resultado fundamentales en el conocimiento directo de la
estructura y configuracion del genoma, la identificacion de genes especificos, la
determinacion de las alteraciones generadas en la informacion genética y su relacién con

la induccién del cancer y otras enfermedades de base genética (Silbergeld, 2012).
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La genotoxicidad puede definirse como la capacidad para causar dafio al material
genético, incluyendo tanto al ADN como a aquellos componentes celulares que estan
relacionados con las funciones y el proceder de los cromosomas dentro de la propia
célula (AETOX, 2014; Arias, 2015). Existe una gran gama de ensayos genotoxicos a
utilizar de forma estratégica y sensata segun las propiedades del producto a evaluar y las
condiciones de equipamiento. De esta forma se podra dar una valoracion real y veraz a

los resultados obtenidos (Arrebola, 2014).

En la actualidad no existe un unico test de mutagénesis capaz de proporcionar por si solo
informacién realmente relevante sobre la actividad del compuesto en estudio. Es
imprescindible la realizacién de una bateria de pruebas en las que se combinan test in
vitro, sensibles a mutaciones que afectan incluso a un solo par de bases y que, ademas,
permitan adquirir un cierto conocimiento sobre los mecanismos de accion, junto con otros
in vivo, realizados en condiciones mas realistas que, a pesar de su menor sensibilidad y
de ser en general de realizacion mas engorrosa, permiten integrar determinados factores
gue no son suficientemente considerados al utilizar sistemas experimentales procariotas o

bien de un nivel de organizacién inferior al del individuo (Repetto y Repetto, 2009).

2.2.1. Metabolismo de los agentes genotdxicos

En realidad, la gran mayoria de los agentes genotdxicos son inertes en los seres vivos. Es
a través de las enzimas metabdlicas que las genotoxinas son biotransformadas a
productos mas reactivos, o0 electrofilicos, capaces de interactuar con diversas
macromoléculas celulares, tales como las proteinas y los acidos nucleicos. Los
procariontes son incapaces de bioactivar promutagenos, y entre los eucariontes existen
diferencias importantes en cuanto a la capacidad metabdlica; ya que cada especie
despleg6 durante la evolucién un grupo particular de enzimas para neutralizar los efectos

nocivos de las toxinas naturales de origen vegetal (Brown, 2008).

En los eucariontes existen diferencias importantes en cuanto a la capacidad metabdlica;
ya que cada especie evolucioné de una manera particular. De hecho, las enzimas
metabdlicas muestran diferencias considerables en los diferentes 6rganos del individuo,
entre los individuos de la misma especie y entre las diferentes especies. La actividad

enzimatica varia en el individuo dependiendo de la edad, el sexo, factores nutricionales,
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niveles hormonales y otros factores bioldgicos (Tirunilai, 2012; Stuart, 2013). De hecho,
las enzimas metabdlicas muestran diferencias considerables en los diferentes 6rganos del
individuo, entre los individuos de la misma especie y entre las diferentes especies. La
actividad enzimética varia en el individuo dependiendo de la edad, el sexo, factores
nutricionales, niveles hormonales y otros factores biolégicos (Brown, 2008)

Los productos reactivos generados a través del metabolismo interactian con el acido
desoxirribonucleico, produciéndose lesiones premutagénicas, o aductos, que en muchos
casos se fijan y producen mutaciones puntuales en el AND , tales como sustituciones de
bases, transiciones y transversiones, o0 bien mutaciones de corrimiento de marco de
lectura. Sin embargo, en muchos casos, las lesiones premutagénicas son eficientemente
reparadas por enzimas que funcionan en los organismos para mantener la integridad y

fidelidad de los acidos nucleicos (Cooper y Chen, 2012; Dricu, 2012).

Los mecanismos de reparacion pueden funcionar antes o después de la replicacion del
ADN. Su eficiencia varia, ya que pueden reparar eficientemente, es decir, sin errores,
situacion que se presenta cuando la exposicidn a agentes genotoxicos es baja; o bien
reparar de manera ineficiente, promoviendo errores en el ADN, lo que depende de la
saturacion del primer mecanismo y que generalmente ocurre cuando hay exposiciones
altas (Cooper y Chen, 2012; Dricu, 2012). Sin embargo, ambos mecanismos se ven
afectados por numerosas variables ademas de la exposicion. Dependen también de la
estructura quimica del mutageno, del tipo de aducto formado y de la cantidad de dafio
inducido (Mishra, 2012).

2.2.2. Ensayos de genotoxicidad

Los estudios genotdxicos in vitro garantizan la deteccion del potencial mutagénico de
numerosos compuestos. Dentro de estos estudios se destacan el ensayo de Ames, el de
aberraciones cromosémicas en cultivos de linfocitos de sangre periférica humana, el
ensayo de la fraccion microsomal de higado de rata y el ensayo cometa (Silva et al.,
2015). Cada uno se encarga de detectar compuestos que causan mutaciones génicas por
dislocamiento del marco de lectura o por sustitucion de pares de bases del ADN, detectar
los agentes que pueden provocar cambios en la estructura de los cromosomas, asi como

sustancias promutagénicas y dafios al ADN en células individuales, mostrando las
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rupturas de cadena vy sitios labiles al alcali en el ADN, al cuantificar su migracién (Li y
Chen, 2014; Yang et al., 2016). Estos ensayos emplean como modelos experimentales
microorganismos, células y 6rganos aislados, cultivos primarios y lineas celulares (Mishra,
2012; Akyil y Konuk, 2015).

Aun los ensayos in vivo siguen siendo de gran utilidad y hasta el momento no se han
podido sustituir por métodos alternativos en la toxicologia experimental, no obstante se
deben destacar el avance de técnicas que cada dia van encaminadas a realizar un uso
racional de los animales en las investigaciones, dentro de estas se destacan el principio
de las “3R”, llamadas refinamiento, reduccion y reemplazo (Abilev y Glaser, 2013). Dentro
de los ensayos in vivo mas utilizados se encuentra el ensayo cometa, el cual permite
definir si una sustancia dada es capaz de alterar la estructura primaria en el ADN (Ruiz et
al., 2016; Kasamoto et al., 2017). Otro ensayo, quizds el mas clasico lo constituye el de
micronucleos en MO donde se determina el dafio a nivel de cromosomas (Lebaron et al.,
2013).

Ademas se utiliza el ensayo de aberraciones cromosémicas en células hematopoyéticas
de roedores; pero en poca medida por lo costoso que suelen ser los reactivos y las
técnicas aun mas especializadas que el de microndcleos. Por Ultimo el ensayo de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide, el cual se efectia a través del andlisis de
anomalias que se pueden presentar en la cabeza de los espermatozoides de los animales

gue se usen como patron (OECD, 2014).

2.2.3 Estrategias regulatorias en los ensayos de genotoxicidad
Los estudios mutagénicos y genotdxicos en la toxicologia experimental, se realizan

cuando ya se han realizado todos los estudios de toxicidad aguda potencial del producto a
evaluar en dos especies y por al menos dos vias, la que se propone para Ssu uso en
humanos y otra que por lo general es la via intraperitoneal (Gopala et al., 2016). Las
autoridades regulatorias como la ICH (Conferencia Internacional sobre la Armonizacion),
OECD (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo) y EPA (Agencia para la
Proteccion del Ambiente en Estados Unidos), exigen un ensayo in vitro que determine
dafio a nivel de genes y un ensayo in vivo que determine dafo a nivel de los cromosomas
(OECD, 2014). En los farmacos que se van a administrar por largos periodos de tiempo

en el humano sea de forma preventiva o profilactica, se deben realizar estudios de
7
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carcinogénesis y al estar estrechamente relacionados estos dos tipos de evaluaciones, ya
que por lo general la mayoria de las sustancias que son genotoxicas constituyen una
fuente importante de sustancias cancerigenas, es necesario que se determine y evalué el

dafio a todos los niveles (Mishra, 2012).

Por lo general en los estudios de genotoxicidad in vivo se utilizan sustancias mutagénicas
conocidas. Entre las mas utilizadas se encuentra la ciclofosfamida (CF) y la bleomicina
(BL). La primera es un agente alquilante que forma monoaductos y enlaces cruzados
entre cadenas como consecuencia de la aparicién de rupturas (efecto de los mecanismos
de reparacion). La segunda induce labilidad y ruptura de la estructura del ADN, al
interactuar con el oxigeno y el hierro, produciendo radicales libres (Arencibia et al., 20123;
Pereira et al., 2016).

2.2.4. Ensayos de micronucleos

Los micronucleos (MN) fueron utilizados por primera vez por H.J. Evans, para cuantificar
el dafio cromosémico en las puntas de las raices del haba, Vicia faba L.
Subsecuentemente, el ensayo in vivo fue desarrollado independientemente por W.
Schmid y J.A. Heddle y sus colegas. La primera propuesta del uso de los micronicleos en
cultivos de células fue por Countryman y Heddle en 1976, en cultivos de linfocitos
humanos. Mas tarde fue mejorado por Fenech y Morley en 1985 al desarrollar la técnica
del bloqueo de la citocinesis (CBMN: cytokinesis-block micronucleus), en la que hacen
uso del agente quimico citocalasina-B que impide la citocinesis celular (Fenech y Morley,
1985).

El afio 1999 fue crucial para el ensayo de MN ya que la técnica fue validada a nivel
mundial y considerada como un biomarcador efectivo de dafio en el ADN; desde entonces
ha sido ampliamente utilizada como marcador de dafio genotoxico (Torres y Zavala, 2013;
Mellado et al., 2017; Polychronis et al., 2017). La prueba se realiza en diferentes tipos
celulares: eritrocitos policrométicos de la MO, cultivos de linfocitos de sangre periférica,
eritrocitos jévenes y maduros de la sangre periférica, queratinocitos, células de la mucosa
bucal, hepatocitos de rata, células germinales y células de descamacion de la vagina de la

rata, entre otros (Arias, 2015; Bjorn et al., 2016; Fucic et al., 2017).
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El ensayo de MN y de aberraciones cromosdmicas es incluido actualmente dentro de la
bateria de estudios toxicoldgicos obligatorios exigidos por las agencias reguladoras.
Ambos ensayos son facilmente reproducibles y brindan clara informacion sobre la
proliferacion celular en MO (Arencibia et al., 2011b), ademas permite registrar in vivo la
capacidad de las sustancias quimicas de inducir rupturas cromosomicas o interferir la
migracion de los cromosomas metafasicos durante la mitosis de células somaticas
(Arencibia et al., 2011c).

Estos ensayos tienen por objeto determinar las sustancias que ocasionan lesiones
citogenéticas que dan lugar a la formacién de MN con fragmentos de cromosomas 0
cromosomas enteros retardados (Arencibia et al., 2003a). La deteccibn de MN en
eritrocitos jovenes (reticulocitos) de la sangre periférica es una técnica que ofrece varias
ventajas con respecto al analisis de la frecuencia de MN en MO: es mas econdmica,
sencilla y rapida, al mismo tiempo que analiza el mismo tipo de células. Este ensayo no es
recomendado para su aplicacion en ratas y humanos debido a la actividad del bazo en la

eliminacion de los eritrocitos micronucleados (Arencibia et al., 2011a).

Formacion de micronucleos

Los microndcleos son masas de cromatina que forman pequefios nlcleos generalmente
redondos u ovalados visibles al microscopio 6éptico. Tienen un didmetro aproximado de
0,4 a 1,6 micras y son conocidos como cuerpos de Howell-Jolly en el campo de la
hematologia. Se originan a partir de fragmentos cromosémicos 0 cromosomas enteros
gue durante el proceso de division celular quedan retrasados en la fase de segregacion
cromosomica (anafase), debido a errores durante la replicacién, la posterior division del
ADN, roturas cromosémicas o efectos propios de la radiaciéon y sustancias genotoxicas,
es asi que no terminan siendo incorporados al nicleo de la célula hija. Estos cromosomas
o fragmentos cromosOmicos son visibles en el citoplasma bajo la apariencia de un
pequefio nucleo, de ahi su denominacién “micronicleo” (Matheus y Bolafios, 2014;
Valdivieso, 2016).
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Figura 1. Formacién de micronuicleos en el curso de la division celular (Lobo y Bolafios,
2014).

Cuando los eritroblastos de la MO se transforman en eritrocitos policrométicos, el nucleo
principal es expulsado y el micronlcleo, caso de haberse formado, puede permanecer en
el citoplasma, que de lo contrario quedaria enucleado. Resulta mas facil visualizar los
micronucleos en estas células, pues carecen de nucleo principal. EI aumento de la
frecuencia de micronlcleos en los eritrocitos policrométicos de animales tratados es
indicativo de la existencia de lesiones cromosdmicas inducidas (Fig. 1) (Lebaron et al.,
2013).

Micronucleos transplacentarios
El ensayo de MN transplacentarios ha sido utilizado por varios investigadores para

demostrar la intima relacion entre el dafio cromosémico causado en el higado fetal y el
efecto teratogénico causado por sustancias mutagénicas como la CF , a partir de la
hipotesis planteada por Porter y Singh en el afio 1998 de que el efecto clastogénico
podria tener una expresion en el dafio estructural cuando se administra la sustancia

durante la prefiez (Arencibia et al., 2011a).

Este ensayo ha sido desarrollado con el objetivo de evaluar el potencial genotéxico en la
descendencia y demostrar la capacidad de un agente de causar dafios cromosdémicos
durante el periodo prenatal. Ademas realiza el registro de aberraciones cromosomicas,
demostrando si una sustancia determinada puede ser clastogénica o aneugénica en el

feto, a través de la exposicion materna (Arencibia et al., 2003a).

2.3. Ciclo estral, apareamiento y gestaciéon de ratones BALB/c/Cenp.
El ciclo estral (proestro, estro, metaestro y diestro) dura de 4 a 6 dias con un estro (o celo)

de aproximadamente 8-12 horas. Durante el estro, las hembras estan receptivas y
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aceptan la monta del macho. El proestro y estro culminan en la ovulacién y constituyen la
face de liberacion de estrogenos, mientras que el metaestro y el diestro (o pseudoprefiez
o prefiez) conforman la fase progestacional o luteal. Otro rasgo particular de las hembras,
es la capacidad de entrar en estro dentro de las 24 horas posterior al parto. Este
fendbmeno se conoce como estro posparto y permite a la hembra quedar prefiada
inmediatamente, aumentando su ya enorme prolificidad (Benavides y Guénet, 2003).

En las condiciones del laboratorio, las hembras de ratdon son usadas como reproductoras
entre las 6-8 semanas, dependiendo de las lineas y genotipos. Sabiendo que la duracion
del ciclo estral en las hembras es de 4-5 dias podemos inferir que, en un momento
determinado al azar, una de cada cuatro hembras estara en celo, y por lo tanto receptiva
para la copula. En el laboratorio con un ciclo de luz/oscuridad estandar (12 horas luz/12
horas oscuridad), el celo se produce generalmente luego de la medianoche (Benavides y
Guénet, 2003). Segun los autores también se puede ver influenciado por el eje

hipotalamo-hipéfisis (Zufiga et al., 2001).

En los ratones el esperma del macho coagula dentro de la vagina bajo la forma de un
“tapon vaginal” relativamente duro (semejante a miga de pan masticada), que persiste
unas 6 a 12 horas. Este tapén esta formado por una mezcla de secreciones de las
glandulas sexuales accesorias del macho, principalmente las glandulas coagulantes
(Zufiga et al., 2001) y secreciones vaginales. Debido a este tapén vaginal (a diferencia de
otros mamiferos), la hembra del raton puede ser fecundada sélo por un macho. La
presencia del tapon vaginal es un detalle de manejo esencial para los trabajos que
requieran la confirmacién (y el célculo del tiempo) de la prefiez, por lo cual es
recomendable controlar las hembras bien temprano a la mafana siguiente de la monta. El
raton es una especie politoca (ovulacion mdaltiple) y por lo tanto porta varios fetos en la
misma gestacién. El eventual aborto de uno de los fetos no impide la llegada a término de
los otros; lo que constituye una ventaja evolutiva. La gestacion dura entre 18,5 y 19,5 dias
en las hembras primiparas, y entre 19 y 21 en las multiparas, dependiendo del estado
fisiolégico y la constitucion genética de la hembra y del nimero de crias que esté

gestando (Benavides y Guénet, 2003).

11
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La mayoria de los nacimientos se producen en las horas de oscuridad segun algunos
autores, mientras que otros sefialan que no hay relacion entre el inicio del parto y el ciclo
luminico. El primer feto por lo general sale del cuerno derecho, y el resto es expulsado al
azar (Zufiga, 1999). Los ratones paren en general entre 4 y 8 crias, pero no es raro que
en el laboratorio den a luz sélo un par de crias (Benavides y Guénet, 2003).

2.4. Higado en la etapa fetal

2.4.1. Formacion y funciones del higado
El higado es el principal érgano responsable de sintetizar proteinas del sistema

complemento. Ademas, contiene un gran numero de células fagociticas las cuales
ingieren bacterias de la sangre mientras ésta pasa por el citado 6rgano. En los primeros
dias de la gestacion ya se considera el higado como un 6rgano diferenciado. Primero se
forma el diverticulo hepatico o esbozo hepético, consiste en cordones celulares de
proliferacion rdpida que se introducen en el septum transversum, es decir, la placa
mesodérmica entre la cavidad pericardiaca y el pediculo del saco vitelino (Sadler y
Langman, 2007).

Luego los cordones hepaticos epiteliales siguen introduciéndose en el septum, la
comunicacion entre el diverticulo hepatico y el intestino anterior (duodeno) disminuye de
calibre, formandose de tal manera el conducto colédoco. Este produce una pequefa
evaginaciéon ventral que dara origen a la vesicula biliar y al conducto cistico. Durante el
desarrollo ulterior los cordones hepéaticos epiteliales se entremezclan con la venas
onfalomesentéricas y umbilicales para formar los sinusoides hepdaticos. Los cordones
hepaticos se diferencian en el parénquima y forman el revestimiento de los conductos
biliares. Las células hematopoyética, células de Kupffer, y las células del tejido conectivo

derivan del mesodermo del septum transversum (Sadler y Langman, 2007).

En el feto, la sangre oxigenada de la placenta llega a través de la vena umbilical y pasa
en gran parte por el conducto venoso al interior del corazon “shunteando” al higado; este
disefio biolégico, deja al higado en un ambiente relativamente hipdxico, permitiendo que
el sensor de oxigeno hepatico influya en la produccién de eritropoyesis. Luego el
conducto venoso comienza a estrecharse, enviando cantidades crecientes de sangre

oxigenada al higado, de lo que se concluyé que la constriccion del conducto venoso se
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correlaciona cronolégicamente con el cambio de sitio de la produccion de eritropoyesis; de

hepatica a renal (Delabaere y Gallot, 2016).

2.4.2. Metabolismo

En los fetos varios procesos metabdlicos son inmaduros, en parte por la persistencia de
un patrén fetal en la actividad de varios procesos enzimaticos. El metabolismo del higado
fetal se dedica sobre todo a la produccion de proteinas requeridas para el crecimiento.
Cerca del momento del nacimiento, las principales funciones son producir y almacenar
nutrientes esenciales, excretar bilis y establecer los procesos de eliminacion. La
adaptacion extrauterina exige la sintesis de enzimas nuevas (Sadler y Langman, 2007).
Dentro del hepatocito, las actividades metabdlicas y sintéticas se hallan contenidas en el
interior de numerosos organulos celulares. La oxidacion y el metabolismo de diversos
tipos de sustratos, la oxidacién de los acidos grasos, los procesos fundamentales de la
gluconeogénesis y el almacenamiento y la liberacion de la energia se producen en las

mitocondrias (Roskams y Desmet, 2008).

En el higado es donde se metabolizan la mayor parte de los xenobiéticos, dando lugar a
metabolitos, en ocasiones mas téxicos que la sustancia de partida. Debido a su mision
como via primaria de destoxificacion, el higado actia protegiendo a otros 6rganos,

aungue ello le provoque su propio dafio (Matheus y Bolafios, 2014).

2.4.3. Hematopoyesis

El higado es el principal 6rgano hemopoyético durante el periodo embrionario; eritroide
primero, granulocitico y megacariocitico después. Una vez que el diverticulo hepatico
emerge a partir del tubo intestinal en desarrollo, las células hemopoyéticas migran alli
desde el saco vitelino y proliferan formando islotes sanguineos, constituyendo el
comienzo de la segunda etapa o fase hepatica de la hemopoyesis que en la rata se
extiende aproximadamente desde la mitad del periodo gestacional comenzando a decaer
a partir del dia 17 de gestacion. La funcion de las células hemopoyéticas durante esa
etapa sera, no sélo expandirse y diferenciar en los distintos linajes hemopoyéticos, sino
también contribuir a la maduracion de los compartimientos epiteliales del higado,

emitiendo sefales especificas en este sentido (Torres, 2014).
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La eritropoyetina es una glucoproteina acidica, con un peso molecular estimado en
34,000 daltons (Escalante et al., 1996), comienza en la vida fetal del ratén en los primeros
dias de la gestacion, ocurre predominantemente en el higado del feto y luego aumenta la
produccion en MO en forma progresiva, llegando a ser exclusiva en este érgano al
término. La actividad eritropoyética es regulada principalmente por el mecanismo de
“feedback” que involucra la tensién de O, tisular. Durante la vida fetal, el higado es el sitio
predominante para la formacién de eritropoyetina. Luego del nacimiento se desvia al rifién
(Torres, 2014).

En la actualidad se cree que el lugar serian las células del intersticio peritubular renal
(CEFEN, 2000). En el ser humano, los eritrocitos son producidos por el saco vitelino en el
primer trimestre; por el higado en el segundo trimestre como también en el bazo y los
ganglios linfaticos en menor cantidad; por la MO en el tercer trimestre y después del
nacimiento. Similar sucede en ratones de la linea BALB/c/Cenp. pero con un tiempo
diferente (Valdivieso, 2016).

En la Ultima etapa de la vida fetal, el higado es el érgano hemopoyético por excelencia,
los eritroblastos hepaticos después del dia 16 de la gestacion sufren cuatro divisiones y
las dos ultimas ocupan alrededor de 12 horas. Las células postmitéticas se desarrollan
por cinco horas hasta que se completa la enucleacion y el eritroblasto policromatéfilo
permanece en el higado cinco horas, antes de pasar a circulacion contiene el ARN por 15
horas aproximadamente. Como la salida diaria de eritrocitos jovenes del higado es
alrededor del 60 % del numero que existe en circulacion fetal, la frecuencia de eritrocitos
policrométicos micronucleados en la sangre sera aproximadamente 60 % de la frecuencia
pico en el higado fetal (Torres, 2014). Cerca del nacimiento las células hepaticas alcanzan
su madurez y adquieren un estado quiescente, mientras que la hemopoyesis es exportada
a la MO y otros ¢érganos linfoides, agotando los nichos hemopoyéticos hepaticos
(Valdivieso, 2016).

2.5. Plantas medicinales
El hombre utiliza las plantas con propdsitos medicinales desde tiempos prehistoricos y

aun hoy tienen un papel clave en el mantenimiento de la salud de la mayor parte de la

poblacion mundial, pese a los avances de la medicina moderna. Se estima que en el
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mundo se utilizan cerca de 10000 especies vegetales con fines medicinales, la mayor

parte en sistemas de medicina tradicional (Martinez et al., 2014).

Aungue los conocimientos ancestrales con fines terapéuticos de las plantas han sido de
vital importancia a lo largo de la historia, no podemos limitarnos a la sabiduria popular ya
que la validacion cientifica de ciertas propiedades de las plantas medicinales es una
necesidad (Quintana, 2012). Los extractos de las plantas superiores constituyen mezclas
complejas que contienen un gran numero de sustancias con propiedades mutagénicas y
carcinogénicas, y su uso constante ha sido correlacionado con la ocurrencia de
enfermedades en las poblaciones, de ahi el peligro potencial que encierra el consumo
indiscriminado de farmacos de origen vegetal, debido a los escasos datos que se poseen
sobre la accion mutagénica de las plantas medicinales consumidas por la poblacién
(Remigio et al., 2001).

2.6. Especie Capraria biflora L.

La especie C. biflora, es usada como te de hierbas. Varios autores la consideran analoga
al te de China y es la Unica de su género a la que se le confieren usos medicinales
(Ideker, 1996; Canto, 2013). Esta planta se conoce en Cuba por varios hombres tales
como escabiosa o esclaviosa, maguiro o maguira viuda (Roig, 1988). Es conocida por
otros nombres en otros paises del area tales como Puerto Rico, México, Venezuela y
Estados Unidos de América. Y esos nombres incluyen claudisa, coat-weed, fregosa,

escobo entre otros (Morais et al., 1995).

2.6.1. Descripcién botéanica
Capraria biflora (Fig. 2) es un subarbusto o hierba perenne, erecta, con tallos de 0,40 a 2

m de altura. Posee un tallo ramificado desde la base y méas arriba, ramas alternas, los
tallos hirsutos (pelos largos, erectos y mas o menos tiesos), ocasionalmente glabros (sin
pelos) pero siempre con pelos escasos en las ramas jovenes, de 3 a 5 mm de diametro en

la seccion media (Duran, 2006).

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophta
Orden: Scrophulariales

Familia: Scrophulariaceae

15



Revision Bibliografica

Género: Capraria
Especie: C. biflora L.

Esta planta presenta hojas alternas espatuladas (con forma de espatula) a lanceoladas
(con forma de lanza), de 1,4 a 12 cm de largo por 0,3 a 3,2 cm de ancho, el margen
serrado (dientes agudos dirigidos hacia el 4pice) a lo largo de la parte media superior, con
3 nervios principales emergiendo cerca de la base, sumergidos en el haz, resaltados en el
enveés, la base cuneada (méargenes rectos o concavos que forman un angulo de 45 a 90°),
el 4pice acuminado (margenes rectos o convexos que terminan en un angulo menor de
45°), glabras o moderadamente hirsutas, con glandulas inconspicuas y sésiles. Presenta
una inflorescencia axilar, de 1 a 3 flores por axila; los pedicelos (soporte de la flor en la
inflorescencia) de 5 a 17 mm de largo por 0,3 a 0,4 mm de ancho, glabros o glandular-
pubescentes (D"Arcy, 1979).

Figura 2. Especie Capraria biflora, perteneciente a la familia Scrophulariaceae (Duran,
2006).

Posee flores blancas, perfectas (hermafroditas), ligeramente zigomorficas (con un eje de
simetria) a casi regulares, de 10 a 13 mm de largo en antesis (al abrir), cédliz 5 veces
lobulado, los I6bulos lanceolados, de 3 a 5,3 mm de largo por 0,7 a 0,8 mm de ancho,
libres m&s o menos hasta la base, el 4pice acuminado, glabros a pubescentes, ciliados;
corola bilabiada, tubular-campanulada, el tubo de la corola blanco, el 4pice con manchas

purpura en la seccion ventral interna, con tricomas vilosos (pelos largos, suaves y
16
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curvados) a lo largo de la parte ventral de la garganta, de 5 a 10 mm de largo; 5 pétalos,
extendidos, ovados (forma de huevo) a oblongos, el apice agudo, los extremos
encorvados hacia atras después de la antesis, los I6bulos de 4,5 a 6 mm de largo por 2 a
3,2 mm de ancho; estambres 4 a 5, didinamos (con dos pares desiguales), el par posterior
exserto (que sale) aproximadamente de 0,5 a 0,8 mm pasando el tubo, opuestos a los
l6bulos de la corola, los filamentos glabros, las anteras dorsifijas (antera unida en la
espalda al filamento), de 0,8 a 1 mm de largo por 0,4 a 0,7 mm de ancho; ovario supero
(las estructuras florales se encuentran insertas por debajo del ovario), ovoide, de 1,8 a 3
mm de largo por 1 a 1,5 mm de ancho, glabro, el estilo incluido, de 2,5 a 4 mm de largo
por 0,1 a 0,2 mm de ancho, glabro a esparcidamente piloso, el estigma elipsoide, entero
(Duran, 2006).

Sus frutos son de forma capsular (fruto seco, simple que abre al madurar), eliptico y
ovoide, verde, de 4,5 a 6 mm de largo por 3 a 4 mm de ancho, punteado-glandular, la
dehiscencia loculicida (por medio de cavidades donde se alojan las semillas), la placenta
en forma de clavija, el caliz persistente, glabro; semillas numerosas, oblongas, pardas, de

0,5 a 0,8 mm de largo por 0,3 a 0,4 mm de ancho, finamente reticuladas (Duran, 2006).

2.6.2. Composicion quimica

Algunos investigadores han aislado una sustancia denominada biflorina de las raices de la
planta, que se identificO como una naftoquinona, con actividad antimicrobiana frente a
bacterias gram positivas y otros gérmenes (Gongalves De Lima et al., 1962). Otros
investigadores reportaron la presencia de compuestos tipo taninos, en abundancia en los
extractos acuosos de la planta, aunque no son informadas las caracteristicas

estructurales de los mismos (Morais et al., 1995).

En el extracto acuoso de las hojas de C. biflora se comprobo la presencia de compuestos
reductores, saponinas, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos y aminoacidos.
Mediante las técnicas cromatograficas y espectroscopicas empleadas fueron
identificadas por primera vez la presencia de naringenina, manitol, derivados metoxilados
de apigenina y luteolina, el &cido 7-O-B apigeninglucurénido y feoforbide. La
cromatografia gaseosa de la fraccion cloroférmica permitio la identificacion, de los acidos

palmiticos, ladrico y hendecanoico (Vicet, 2009).
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2.6.3. Usos tradicionales de Capraria biflora

Las hojas de C. biflora son usadas para aliviar algunos desordenes dérmicos, como
escabiosis y escozor. También se refiere su uso en el tratamiento de dolor de oido,
hemorroides, reumatismo y procesos inflamatorios (Scofield, 2002). En Yucatén se usa
para sangrado de la nariz, reflujo blanco y granos de la piel (Duno, 2010). Recientemente
en un estudio etnoboténico realizado en el municipio Santa Clara, Villa Clara sobre el uso
tradicional de las plantas medicinales como antiinflamatorias y/o gastroprotectoras se
pudo conocer el valor cultural que se le atribuye a la especie C. biflora como
antiinflamatoria por la poblacién de esta localidad (Machado, 2013).

2.6.4. Estudios farmacoldgicos previos
Las primeras investigaciones se desarrollaron por Gongalves de Lima en 1954 y 1958, al

y evaluar la actividad antimicrobiana frente a bacterias gram positivas y otros gérmenes
de un principio activo denominada biflorina aislada a partir de las raices de la planta
(Gongalves De Lima et al, 1962). Se desarrollaron otras investigaciones con esta
molécula que permitieron verificar la actividad citotdxica y el potencial antioxidante de la
biflorina tanto in vitro como in vivo. Se demostr6 ademas que esta molécula es capaz de
incrementar la respuesta lograda por el 5-fluorouracilo (5-FU) inoculado en modelos de
tumores, lo cual demostré6 que la biflorina actia como un agente inmunoadyuvante

(Vasconcellos et al., 2007).

En estudios realizados se comprob6, a través de técnicas experimentales el efecto
analgésico (test de contorsiones y plato caliente) del extracto acuoso obtenido a partir de
las hojas de C. biflora. Adicionalmente se evalué los efectos antiinflamatorio agudo
(edema plantar por carragenina, peritonitis inducida por carragenina y evaluacién de la
migracion leucocitaria en embriones de Danio rerio. Estos experimentos demostraron que
el extracto posee una potente actividad antiinflamatoria a dosis de 200 mg/Kg de peso por
via intraperitoneal y 400 mg/Kg via oral, asi como una moderada actividad analgésica a
dosis de 200 mg/Kg de peso al comparar con los farmacos de referencia utilizados (Vicet,
2009).

Valido (2011), evalud la actividad antiinflamatoria crénica y gastroprotectora del extracto
acuoso de las hojas de esta planta, mediante varios modelos de experimentacion. El

efecto antiinflamatorio se comprob6 mediante el modelo experimental de granulomas
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inducidos por discos de algoddén, concluyendo que posee actividad a todas las dosis
estudiadas 200, 400 y 1600 mg/Kg. Para comprobar la actividad gastroprotectora se
emplearon las técnicas de Ulcera gastrica inducida por etanol absoluto y por
indometacina; con el primer modelo se obtuvo actividad grastroprotectora a todas las
dosis estudiadas, con porcentajes de inhibicion similares a la atropina, mientras que con
el modelo de Ulcera por indometacina, resulté que las dosis mas activas fueron las de 400
y 800 mg/Kg, con porcentajes de inhibiciobn comparables a la ranitidina.

2.6.5. Estudios toxicolégicos previos

Se realiz6 un estudio de toxicidad limite a dosis Unica con objetivo de evaluar el posible
grado de toxicidad del extracto acuoso de C. biflora. El ensayo se realiz6 segun las
regulaciones de la Organizacion para la Cooperacion Econdmica y para el Desarrollo
(OECD, 2014), a través del test de dosis limite a un nivel de dosis de 2000 mg/Kg por via
oral (CYTED., 2002). El ensayo preliminar concluyé que no se observé afectaciones en
los animales tanto por el peso vivo y el andlisis macroscopico de los 6rganos lo que
muestra que no existia evidencias de ningun signo de toxicidad ni mortalidad en los

grupos tratados (Vicet, 2009).

En 2013 se realizé un trabajo con el objetivo de evaluar la toxicidad por dosis repetida (28
dias) del extracto acuoso de las hojas de esta planta en ratas de la linea Sprague Dawley
administrando por via oral en las dosis de 400, 800 y 1600 mg/Kg de peso vivo. El ensayo
concluyo que el extracto acuoso de las hojas de C. biflora no evidenciaba efectos toxicos
en los animales (Canto, 2013). Recientemente Cathrina (2015) evalu6 el potencial
genotoéxico in vivo del extracto acuoso de las hojas de C. biflora empleando una dosis de
800 mg/Kg en ratones de la linea BALB/c/Cenp., mediante los modelos de MO y sangre
periférica. Los resultados obtenidos le permitieron demostrar el bajo potencial genotoxico

del extracto en los modelos seleccionados.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX) adscrita a la
Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara, y en el Departamento de Farmacia de la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), en el periodo comprendido entre

septiembre de 2016 y marzo de 2017.

3.1. Modelo biolégico. Caracterizacién

Se utilizaron 37 ratones (25 hembras y 12 machos) consanguineos de la linea
BALB/c/Cenp., agnotobioticos del tipo heteroxénicos libres de patdégenos especificos
(specific pathogen free, SPF) de 6-8 semanas de edad y con un intervalo de peso inicial
de 20 + 2 g. Esta especie es ampliamente utilizada en técnicas de farmacologia y
toxicologia experimental por la facilidad de su manipulacién, su facil manutencién, la
reproducibilidad de los resultados obtenidos en los estandares establecidos
internacionalmente, asi como la amplia base de datos farmaco- toxicol6gicos con que se

cuenta de las lineas producidas en Cuba (Arencibia et al., 2009a).

El modelo biolégico fue suministrado por el Centro Nacional de Produccién de Animales
de Laboratorio (CENPALAB), con su correspondiente certificado de calidad genética e
higiénico sanitaria (Anexo 1). Al ser recepcionados en el UTEX se procedié segun el
Diagrama de Flujo propuesto por la Unidad de Garantia y la Calidad (UGC) para las

investigaciones experimentales.

Los animales fueron inspeccionados para comprobar el estado de salud general, se
seleccionaron al azar, el 10% del total recibido, incluyendo los animales moribundos. A los
seleccionados se le realiz6 una inspeccién clinica y examenes de hemoquimica,
hematologia y patologia. Se tomaron aleatoriamente muestras de heces fecales y orina
para evaluacion parasitolégica. El proceso de cuarentena se extendid por 7 dias. La
alimentacion consistié en Dieta completa concentrada férmula: ALYco® EMO 1002 y EAO
1004, ciclo I, lote 0652017 (Anexo 2). Se le suministré6 agua apta para consumo humano.

El acceso a ambos fue a libre demanda.
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Al finalizar la semana de cuarentena los animales que presentaron un estado de salud
general aceptable y certificados como saludables fueron asignados a los grupos del
experimento de forma aleatoria, estos fueron alojados en cajas T- 2 a razon de 5
animales/caja, con cama de viruta. Al determinar el dia cero de la prefiez, fueron alojadas

a razon de una hembra por caja.

Se empleo el método de ponche en la oreja para la identificacion de los modelo biol6gicos
y las cajas donde se alojaron se identificaron mediante tarjetas, donde se mostraba:
namero del protocolo, nimero de la caja, grupo de tratamiento, niumero del animal, sexo,
especie, linea. Durante todo el estudio los parametros ambientales fueron monitoreados
mediante un medidor de temperatura y humedad relativa. La temperatura de la sala se
mantuvo entre los 20 + 2 ° C, la humedad relativa entre 50-70 % vy el fotoperiodo de 12

horas de luz y 12 horas de oscuridad.

3.2. Procesamiento del material vegetal

3.2.1. Recoleccion

La recoleccion del material vegetal se realiz6 en areas aledafias al rio Arimao en el
municipio de Manicaragua, provincia Villa Clara, entre los meses de noviembre de 2016 y
febrero de 2017. Ejemplares de la planta fueron identificados con muestras patrén bajo el
namero ULV-08132, del Herbario “Dr. Alberto Alonso Triana” del jardin botanico de la
UCLV.

3.2.2. Secado y molinado

El secado (Estufa Binder USA) y el molinado (Molino IKA WERKE, Alemania) de las hojas
de C. biflora fueron realizados segun la técnica utilizada por Vicet (2009). ElI material
vegetal resultante se almacené en bolsas de polietileno en una desecadora protegida de

la luz y la humedad, hasta el momento de su utilizacion.

3.2.3. Obtencion del extracto

Para la obtencion del extracto acuoso, 50 g del material vegetal seco y molinado fueron
sometidos a un proceso de extraccion soélido-liquido (por reflujo) en medio acuoso (Vicet,
2009). Se prepar6 una solucion que garantizé las dosis de ensayo, sobre la base de los

sélidos totales.
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Figura 3. Método por reflujo para la obtencién del extracto acuoso de Capraria biflora.

3.3. Evaluacion del potencial genotéxico
Los ensayos realizados en la investigacion fueron regidos bajos las regulaciones descritas
por las leyes de la OECD del 2014, especificamente la guia 474 (ensayo de micronucleos

en eritrocitos de mamiferos)

El apareamiento se realizé por trios (2 hembras y un macho) segun el plantel reproductivo
propuesto por Benavides yGuénet (2003). El dia cero de la gestacion se diagnostico por la
presencia del tapdén vaginal para luego conformar los grupos experimentales (5
animales/grupo). Como control negativo se utilizo la sustancia vehiculo del extracto que
fue el agua destilada. Como control positivo se administré la CF (Lote: PCYDKBA401) la

cual es ampliamente empleada en estudios de genotoxicidad.

Grupo 1- Control negativo con agua destilada 10 mL/Kg
Grupo 2- Control positivo con ciclofosfamida (CF) 50 mg/Kg
Grupo 3- Extracto de C. biflora 400 mg/Kg

Grupo 4- Extracto de C. biflora 800 mg/Kg

Grupo 5- Extracto de C. biflora 1600 mg/Kg
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Las administraciones fueron realizadas en la mafiana para no interferir en el ciclo
circadiano de los animales de experimentacion. El extracto acuoso fue administrado por
via oral, en los dias 14, 15 y 16 de la gestacion mediante canulas de administracion
intragéstrica, mientras que la CF fue administrada por via intraperitoneal el dia 16 de la
gestacion. (Sainz, 2001).

Las cesareas se realizaron 48 horas después de la ultima administracion y fueron
seleccionados 5 neonatos por madre gestada para el disefio de cinco grupos (del 6 al 10)
de 25 neonatos cada uno. Ademas, se tomaron las muestras de sangre periférica y MO
para el caso de las madres y de sangre periférica e higado fetal para el caso de los fetos
(Arencibia et al., 2009b).

Grupo 6- Fetos provenientes de las madres del grupo 1
Grupo 7- Fetos provenientes de las madres del grupo 2
Grupo 8- Fetos provenientes de las madres del grupo 3
Grupo 9- Fetos provenientes de las madres del grupo 4

Grupo 10- Fetos provenientes de las madres del grupo 5

Se realizaron dos observaciones diarias, una en el horario de la mafiana, comprendido
entre las 8:30 y las 10:30 horas y en la tarde, entre las 15:00 y 16:00 horas. Este
procedimiento se basé en la deteccion de lesiones, asi como las posibles afectaciones
respiratorias, del sistema nervioso, sistema cardiovascular, gastrointestinal, el estado de
la piel, el pelo, la coloracion de las mucosas y de los ojos segun recomendaciones de las

entidades regulatorias (Arencibia et al., 2011c).

3.3.1. Ensayo de micronucleos en eritrocitos de médula 6sea de madres
Un fémur de cada madre fue extraido y la cavidad medular se lavé gentiimente por flujo

introduciendo una aguja con jeringuilla cargada con 5mL de suero bovino fetal (SBF). La
médula asi obtenida se centrifugd a 1000 (rpm) por espacio de 10 min y tras eliminar el
sobrenadante se realizé un frotis del boton celular en laminas portaobjetos. Después de
montadas las laminas (minimo: 2/animal) se mantuvieron 24 h a temperatura ambiente
para su secado y posterior fijacion en metanol absoluto durante 5 min, para luego

establecer una tincion en giemsa al 5% durante 12-15 min.
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Las ldminas se codificaron y el analisis se realizé por dos observadores independientes “a
ciegas”, utilizando un microscopio Olympus BH-2 (100x con lente de inmersion) (Tice et
al., 2000; OECD, 2014). Se contabilizé la presencia de eritrocitos policrométicos (EPC) y
normocromaticos (ENC) en 2000 células/animal para calcular el indice de citotoxicidad
dado por la relaciébn de EPC/ENC de la poblacién total de eritrocitos. Se contabilizé la
cantidad de EPC portadores de micronucleos en base a 1000 eritrocitos por lamina (2000
x animal) (Arencibia et al., 2011c).

3.3.2. Ensayo de micronlcleos en higado fetal

Se realiz6 una ligera incision en la cavidad abdominal del feto y este se extrajo en su
totalidad. Luego se emple6é un mortero estéril que contenia entre 4-5 ml de SBF y
utilizando una malla metalica se procedié a la maceracién, el contenido resultante fue
centrifugado a 1000 (rpm) por 10 minutos y tras eliminar el sobrenadante se realiz6 un
frotis del botdén celular en laminas porta objetos. Las laminas (minimo: 2/ feto) se
mantuvieron durante 24 horas a temperatura ambiente para su secado. Posteriormente
se procedié a su fijacién en metanol absoluto por 5 minutos y se realizé una tincién en
giemsa al 5% durante 12-15 minutos (Arencibia et al., 2011c). Para la codificacién y el
analisis de los EN, EP, indice de genotoxicidad y citotoxicidad se procedié similar a la

tecnica de médula 6sea.

3.3.3. Ensayo de micronucleos en sangre periférica de roedores

Previamente fueron preparadas las laminas con una solucién de naranja de acridina a una
concentracion de 1 mg/mL. Se tomaron 10 pl de la solucién y se extendieron con una
varilla de cristal sobre la lamina previamente calentada a 70°C. Estas fueron secadas a
temperatura ambiente y almacenadas en un lugar seco para su posterior empleo (Hayashi
et al., 1993).

En las madres al finalizar la cesarea y en los fetos, posterior a esta, se obtuvo la sangre
periférica por el procedimiento del tijereteado de la cola. Fueron tomaros 5 pl y colocados
sobre la lamina previamente preparada con naranja de acridina. Ilgualmente fueron
montadas dos laminas por animal, las cuales fueron codificadas. El analisis se realiz6 por
dos observadores independientes. Fue registrada la frecuencia de los reticulocitos con
micronucleos (MNRETS) sobre la base de 1000 reticulocitos por ldminas (2 000 x animal).

La lectura se realiz6 en un microscopio de fluorescencia con la combinacion de un filtro
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azul excitador de 480 nm vy un filtro barrera amarillo-naranja 515 nm y evaluada con un
aumento total de 400x (Arias, 2015).

En los analisis estadisticos se utilizé el paquete de programas estadisticos SPSS para
Windows version 22 del 2013. Primero se realiz6 un analisis descriptivo de los datos para
conocer su naturaleza y sus principales tendencias. Para ello se calcularon las principales
medidas de tendencia central y de dispersion de los grupos de dosis. Luego se realizd un
andlisis de la normalidad de los datos utilizando el test de ShapiroWilk, el cual arrojé como
resultado que los datos no se distribuian normalmente, por lo que se procedié a la
utilizaciéon de pruebas no paramétricas en el analisis de los datos. Luego se compararon
las frecuencias de eritocitos y reticulocitos micronucleados, los indices de genotoxicidad y
citotoxicidad entre los grupos de dosis. Para ello se utilizaron el test no paramétrico de
Kruskal Wallis para el andlisis de varianzas de los diferentes grupos y luego el test de

Mann Whitney para localizar las diferencias entre las parejas de grupos.

3.4. Aspectos éticos de lainvestigacion

Los datos obtenidos en el experimento fueron recogidos en las planillas disefiadas con
este fin y archivados junto al protocolo y proyecto de investigacion en la Unidad de
Garantia de la Calidad (UGC) de la UTEX. Los estudios fueron conducidos teniendo en
cuenta las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).Todas las actividades se ejecutaron
segun lo establecido por los Procedimientos Normativos Operacionales (PNO) y sujetos a
las inspecciones programadas por la UGC del UTEX para controlar la correcta ejecucion
de los experimentos (Anexo 3). Los animales fueron eutanasiados mediante la técnica de
dislocacion cervical con previa atmésfera de éter segun establece la Unién Europea, el
Consejo Canadiense del Cuidado de Animales (UE, 2007; CCAC, 2010).

Se cumplieron las normas de bioética y bioseguridad relacionadas con la experimentacion
animal (Duefias, 2000). El personal involucrado en el estudio cont6 con la calificacion y
experiencia necesarias en el manejo y cuidado del animal de laboratorio. Se cumplieron
los requisitos reflejados en el Manual de Bioseguridad de la UTEX, dando lugar a la
correcta manipulacion de las muestras y desechos bioldgicos, el eficiente uso de los
implementos de seguridad para el investigador, asi como la ejecucion de las pruebas en
lugares idéneos, que garanticen no solo la calidad de la investigacion, sino también la

proteccion del personal y del medio ambiente.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Modelo bioldgico
Segun un estudio realizado en el Instituto Finlay de la Habana, Cuba, la linea de ratones

BALB/c/Cenp. difiere significativamente de las demés lineas evaluadas en estudios de
genotoxicidad en cuanto a su sensibilidad. En esta se observaron los resultados més
bajos del indice de citotoxicidad y genotoxicidad, a la par de responder de forma
aceptable a la CF. Igualmente (Arencibia et al., 2011a) reporta los indices endégenos mas
bajos de dafio al ADN empleando las técnicas de micronicleos y aberraciones
cromosdémicas. Estos estudios demostraron la estabilidad de esta linea con respecto a
otras evaluadas siendo esta la mas propicia para emplear como biomedelo en el ensayo

de micronucleos, cuando es utilizada la CF como control positivo (Arencibia et al., 2012b).

Por otra parte las guias OECD exigen la utilizaciéon de roedores para los ensayos de
genotoxicidad, y refieren la ciclofosfamida dentro de los controles que deben ser
empleados. Todo lo anterior sustenta la eleccion de esta linea de ratones y el control
seleccionado para el desarrollo de la investigacion. El mismo biomodelo ha sido empleado
por (Arencibia et al., 2011a; Arias, 2015; Cathrina, 2015).

4.2. Procesamiento del material vegetal

4.2.1. Recoleccién

Para la recoleccion de material vegetal con fines farmacéuticos debe asegurarse la
identidad de la droga; que debe ser recolectada e identificada por un personal experto y
capacitado. En el presente trabajo, se realiz0, la identificaciébn taxonémica del material
vegetal por un especialista en la tematica, como criterio seguro de su identidad botanica,
observandose una total correspondencia con las caracteristicas del material recogido en
herbario y con la descripcion botanica establecida en la literatura (D" Arcy, 1979; Martinez
et al., 2014), (Fig. 4).
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A B

Figura 4. Caracteristicas macromorfolégicas de Capraria biflora (A: Material vegetal
recolectado); (B: C. biflora tomado de: (D"Arcy, 1979)).

La recoleccion de drogas provenientes de plantas cultivadas asegura una fuente natural
valiosa para la obtencion de productos de calidad, lo que no siempre se logra en el caso
de las drogas obtenidas de plantas silvestres. En la droga que nos ocupa la recoleccion
del material se realizé de forma manual, pues es la técnica que se aconseja para plantas
silvestres. Se realiz6 en horas tempranas de la mafiana, tomando las partes aéreas y
procurando dejar ramas suficientes para garantizar el normal desarrollo de la planta y asi
un uso sostenible de este recurso natural. El lavado cuidadoso con agua potable garantiz

la limpieza del material vegetal (Vicet, 2009).

4.2.2. Secado y molinado

El secado mediante calor artificial permitié eliminar suficiente cantidad de humedad como
para favorecer la conservacion de la calidad de la droga y prevenir el deterioro de la
misma, ya sea por enmohecimiento, accion de enzimas y/o bacterias y posibles
alteraciones quimicas por este concepto. Esta operacion resulta ventajosa pues
adicionalmente a que se fijan los constituyentes, se facilitan los procesos de trituracion
necesarios para obtener una forma mas conveniente para su comercializacion y

almacenamiento (Cathrina, 2015).
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4.2.3 Obtencion del extracto

Se obtuvo un extracto acuoso (Fig. 5) por el método de reflujo, con similares
caracteristicas organolépticas (color pardo rojizo intenso, transparente, sin particulas en
suspension y olor caracteristico aromatico y un pH ligeramente basico) a las reportadas
por (Vicet, 2009; Valido, 2011; Canto, 2013; Cathrina, 2015) en sus respectivas

investigaciones.

Figura 5. Extracto acuoso obtenido de las hojas de C. biflora por el método de reflujo.

4.3 Evaluacion del potencial genotoxico

En el estudio no se reportaron muertes ni alteraciones en los signos clinicos. No se
evidenciaron sintomas de afecciones del sistema respiratorio, del sistema nervioso, del
sistema cardiovascular ni del gastrointestinal. No se detectaron lesiones en la piel,
cambios de coloracién en las mucosas y 0jos, nhi piloerecciéon. Resultados similares fueron
obtenidos en las investigaciones de (Vicet, 2009; Valido, 2011; Canto (2013)) donde no se
reportd ningun caso de aparicion de signos de toxicidad en la evaluacion clinica de los
animales tratados con extracto acuoso de C. biflora a dosis de 2000 mg/Kg (dosis fija) y
400, 800 y 1600 mg/Kg (dosis repetida).

4.3.1 Ensayo de micronucleos transplacentarios en médula 6sea materna e higado
fetal

El ensayo de micronucleos en MO de roedores estd incluido actualmente dentro de la
bateria de estudios toxicoldgicos obligatorios exigidos por las agencias reguladoras, tales

como la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo y la agencia estadounidense

30



Resultados y Discusion

para la Proteccion del Medio Ambiente. Es facilmente reproducible y brinda informacion

clara sobre la proliferacion celular en MO (Arencibia et al., 2011c).

En la MO existe una misma célula madre para todas las células sanguineas, ya que esta
es pluripotencial y da origen a células madres comprometidas con la linea celular linfoide,
denominada (unidad formadora de colonias linfoides) y otras comprometidas con las
lineas celulares mieloides (unidad formadora de colonias mieloides). Esta Ultima es la que
tiene como descendientes a células madres para cada tipo de células sanguineas, en el
caso de la linea eritrocitaria esta célula madre recibe el nombre de hemocitoblasto (Cueto
et al., 2015; Valdivieso, 2016). Los eritrocitos maduros, Illamados eritrocitos
normocromaticos (ENC) experimentan un color rosa-naranja ante esta tensién debido a la

desaparicién gradual de dicho ARN (Norppa y Falck, 2003).

Una de las primeras variables que se emplea para la determinacién del potencial
genotoxico es el numero de eritocitos policromaticos micronucleados en 2000 células,
como indicador de dafio genotoxico. La Tabla | muestra los resultados de la frecuencia de
aparicion de microndcleos en 2000 células por animal, en MO de madres que fueron

administradas con el extracto acuoso de C. biflora, asi como los dos grupos controles.

Como se puede apreciar el grupo control negativo mostré la menor frecuencia de MN,
resultado esperado ya que el agua destilada no presenta una actividad genotoxica,
(aunque esta reportado que posee una taza de MN expontdneos segun la especie),
seguido de las dosis en estudio, cuya frecuencia de MN aumenté segun se incrementaron
las dosis. Como era de esperar el control positivo mostré la mayor frecuencia de la tabla,

ya que la CF es un genotéxico conocido.
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Tabla |: Frecuencia de eritrocitos micronucleados e indice de genotoxicidad (%) en
médula 6ésea de madres administradas con extracto acuoso de C. biflora.

Grupo N M.N/2000 +DE gemﬁcgga d
Control negativo 5 3,8* 0,60 0,19
Control positivo 5 49,4*** 0,55 2,47
Dosis 400mg/Kg 5 5,8* 0,45 0,29
Dosis 800mg/Kg 5 10,8** 0,46 0,54

Dosis 1600mg/Kg 5 15,8** 0,50 0,79

*Diferentes cantidades de asteriscos muestran diferencias significativas p<0,05. Test Kruskal-Wallis entre los
grupos de experimentacion y test Mann-Whitney entre parejas de grupos.

Es interesante destacar que para la dosis de 400 mg/Kg la frecuencia de aparicion de MN
representa el 36.8% de la mayor dosis empleada, mientras que esta Ultima representa el
31.8% del control positivo. De lo que se puede deducir que la frecuencia de aparicién de
MN aunque pudiera haber aumentado de forma significativa al aumentar las
concentraciones del extracto, la mayor dosis representa menos del 50% del control

positivo empleado.

Al analizar la significacion en el test de varianza de Kruskal-Wallis (Anexo 5), este
demostré que existian diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0,01
altamente significativa). Al analizar el test de Mann — Whitney (Anexo 6) encontramos que
todos los grupos se diferencian significativamente del control negativo (asteriscos marcan
diferencias significativas al 5%), excepto la dosis de 400 mg/Kg para un (p< 0.05), sin
embargo esta dosis mostr6 diferencias con las de 800 mg/Kg y 1600 mg/Kg mientras que
entre estas Ultimas existieron diferencias entre ellas para un (p< 0.05). Ademas se pudo

apreciar que los grupos se diferenciaron estadisticamente del control positivo empleado.

Otra variable muy relacionada con la frecuencia de aparicion de MN es el indice de
genotoxicidad el cual no es mas que la frecuencia de MN observados en 2000 células,
expresado en porcentaje, de lo que se puede deducir que cuando una sustancia muestra
menores valores en la frecuencia de MN observados menor sera este indice. En este
sentido la Tabla I, muestra los valores del indice de genotoxicidad para cada uno de los
grupos de las madres. Como se puede apreciar el menor indice corresponde al control
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negativo seguido de las dosis en estudio. En correspondencia con la frecuencia de MN el
mayor indice fue alcanzado por el control positivo con un valor de 2,47. Estos resultados
se encuentran insertados en (Fig.10) del (Anexo 10) del documento.

Como se puede apreciar los indices de genotoxicidad de las dosis en estudio (0,29%,
0,54% y 0,79%) ordenados en orden creciente de dosis y el control negativo (0,19%), se
mantuvieron por debajo de un 1%. Aunque este valor no es referativo para la valoracion
de la genotoxicidad, investigaciones reportadas donde han sido evaluadas sustancias con
igual indice (1%) o menor, como en el caso de las dosis en estudio, han sido relacionadas
con un bajo potencial genotéxico (Arrebola, 2014; Arias, 2015).

Resultados similares fueron obtenidos por (Lagarto et al., 2014) el cual realizé pruebas de
genotoxicidad empleando los extractos hidroalcohdlico y acuoso de Momordica charantia
L., usando ratones NMRI/Cenp. Estos no mostraron un aumento significativo en la
frecuencia de eritrocitos micronucleados, y se obtuvo un indice de genotoxicidad de 0,3 %
para una dosis de 100 mg/Kg de peso. Por otra parte Arias (2015) logr6é valores
semejantes a los que se presentan en nuestro estudio, usando una fraccion butandlica de
Agave brittoniana T. subsp. Brachypus en ratones de la linea BALB/c/Cenp., aunque los
porcientos de genotoxicidad mostrados por esta planta fueron més elevados (0,4 para la
dosis de 1 mg/Kg y 0,7 para la dosis de de 5 mg/Kg) que los exhibidos por el extracto
acuoso de C. Biflora.

El higado fetal en la etapa de gestacién representa un blanco atractivo para la exploracién
del comportamiento genotdxico pues convergen en un solo 6rgano dos funciones de vital
importancia, el metabolismo (el cual en los dias 15 y 16 de la gestacion es superior al de
la médula) y la hematopoyesis.
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Figura 6. Botdn celular obtenido tras centrifugacion de una muestra de higado fetal del

control positivo.

Es valido destacar que aunque la tincién es la misma que en la MO, el botdn celular
formado después del proceso de centrifugacion fue més denso por lo que se pudo realizar
un proceso de extension de mayor calidad para la posterior lectura de los eritrocitos. (Fig.
6).

A continuacién se muestra en la tabla Il la frecuencia de eritrocitos micronucleados asi
como el indice de genotoxicidad obtenidos mediante la administracion de C. biflora. El
analisis de varianza de Kruskal-Wallis (Anexo 5) demostré que existian diferencias

significativas entre los grupos experimentales (p<0,01 altamente significativa).

Tabla II: Frecuencia de eritrocitos micronucleados e indice de genotoxicidad (%) en

higado de fetos cuyas madres fueron administradas con extracto de acuoso de Capraria

biflora.
Grupo N M.N/2000 +DE indice de
genotoxicidad
Control negativo 25 6,52* 0,51 0,33
Control positivo 25 59,52 x+* 0,51 2,97
Dosis 400 mg/Kg 25 10,24* 1,01 0,51
Dosis 800 mg/Kg 25 15,64** 0,49 0,78
Dosis 1600 mg/Kg 25 19,44%** 0,82 0,92

*Diferentes cantidades de asteriscos muestran diferencias significativas p<0,05. Test Kruskal-Wallis entre los
grupos de experimentacion y test Mann-Whitney entre parejas de grupos.

Al analizar el test de Mann — Whitney (Anexo 7), encontramos que todos los grupos se
diferencian significativamente del control negativo excepto la dosis de 400 mg/Kg para un
p< 0.05, sin embargo esta dosis mostré diferencias con las de 800 mg/Kg y 1600 mg/Kg y
a su vez la dosis de 800 mg/Kg presenté diferencias estadisticas con la dosis 1600 mg/Kg

de peso vivo para un p< 0.05. También se pudo apreciar que los grupos se diferenciaron

34



Resultados y Discusion

estadisticamente del control positivo empleado en la investigacion. Estos resultados se

encuentran insertados en (Fig.13), (Anexo 10) del documento.

Es valido destacar que, aunque el indice de genotoxicidad aumenta al incrementarse las
dosis estas tienden a los valores del control negativo empleado. En este mismo sentido se
debe sefalar que aunque se mantiene un comportamiento similar en los dos sistemas
ensayados (MO e higado fetal) los valores en el higado son superiores a los mostrados en
la médula, incluso las dosis de 800 mg/Kg y 1600 mg/Kg se difrencian significativamente,
esto demuestra la mayor suceptibilidad de los tejidos fetales, para corroborar el
comportamiento de los ensayos tradicionales.

Es interesante que algunos mutagenos y carcinégenos no reaccionan directamente, sino
que necesitan ser metabolizados a intermediarios electrofilicos. El principal sitio de
metabolismo es la fraccion microsomal de los hepatocitos, por presentar sistemas
enzimaticos de activacién o detoxificacion. Sin embargo, sustancias quimicas tales como
las Nitrosaminas y el Benceno que generan metabolitos de vida corta, no son muy activos
en el ensayo de MN en MO, aun cuando muestran propiedades mutagénicas marcadas in

vitro una vez que han sufrido activacion metabdlica (Sainz, 2001).

Los resultados negativos observados en el ensayo de MN con metabolitos de vida corta
se deben probablemente a la inactivacion inmediata del metabolismo reactivo en el sitio
de produccién (hepatocito) y asi se imposibilita que el mismo, por la via de circulacion
sanguinea alcance la MO donde pudiera inducir MN en los EPC examinados. Ademas, el
tejido diana del ensayo de MN, es la MO, ya que exhibe baja actividad metabdlica, de esta
forma promutdgenos y procancerigenos pueden dar falsos negativos, cuando son
evaluadas por la MO del animal adulto. Debido a estas limitaciones fue preciso
implementar ensayos con sistemas metabdlicos mas eficaces y que la poblacién

examinada fuera mas sensible (Sainz, 2001).

Resultados similares con respecto al indice de genotoxiciad en higado fetal fueron
obtenidos por (Arencibia et al., 2011a) con ratones de la linea BALB/c/Cenp. empleando
el agua destilada como control negativo. Por otro lado Arencibia et al. (2003b) demostro la

baja frecuencia espontanea de eritrocitos en higado fetal (indices de genotoxicidad y
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citotoxicidad) usando como biomodelo ratones NMRI/Cenp., destacando la sensibilidad de

los tejidos fetales a la accién de la CF.

Estudios realizados con la CF demuestran una intima relacion con el dafio cromosémico
causado en el higado fetal (Dominguez y Friman, 2000). La CF es un citostatico potente
gue pertenece al grupo de los alquilantes de base. Su uso como control positivo ha sido
ampliamente evaluado en los ensayos de genotoxicidad y mutagenicidad (Abdella, 2012).

Los agentes aneuploidogénicos (como colchicina, vincristina y vinblastina), se
caracterizan por bloquear la polimerizacion de microtabulos durante la formacién del huso
mitGtico; originando de esta manera el rezago de cromosomas completos, que no se
incluyen en los nucleos hijos. Mientras que los agentes clastogénicos, como son las
radiaciones y algunos medicamentos antineoplasicos (como la CF, la arabinosa-c, el
busulfan y el metotrexate), actian como analogos de base. Por lo tanto se intercalan en el
ADN, e inhiben su sintesis y ocasionan posteriormente un debilitamiento de enlace entre

las bases, lo que termina por producir una fractura cromosomica (Diaz et al., 2012).

La CF es el control positivo de eleccion pues posee grupos quimicos que tienen la
propiedad de unirse en forma covalente con elementos nucleofilicos de las células,
reemplazando un atomo de hidrégeno por un grupo alquilo en la molécula del ADN.
Generalmente en el nitrégeno 7 de la guanina. Se considera bifuncional debido a que
posee dos radicales activos que reaccionan con grupos intracadena formando puentes
con el filamento molecular helicoidal que determina la muerte celular. La actividad de la
CF es maxima durante la replicacion celular, cuando parte del ADN no esta apareado y es
mas susceptible a la alquilacion. Es por ello que es mas dafiina al ADN durante la fase de
division celular, pues es cuando los cromosomas de la célula estin méas expuestos a la
accion de agentes externos, por lo cual se analizan las células en metafase. Se trata de
que las células analizadas confluyan todas en una fase puntual de la division celular, en el
caso de la mayoria de los estudios realizados es en metafase (Arencibia y Arrebola, 2014;
Arrebola, 2014).

Remigio et al. (2001) realiz6 un estudio de genotoxicidad con extractos de 6 plantas

donde utiliz6 40 mg/Kg de CF como control positivo en ratones de la linea NMRI/Cenp. y
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obtuvo un indice de genotoxicidad de 1,88 %. Por otra parte Segovia et al. (2016) utiliz el
extracto acuoso de las hojas de Luehea divaricata, en este estudio se utilizaron 50 mg/Kg
de CF como control positivo en ratones Swiss albinos y presentd un indice de
genotoxicidad de 3,03 %, similar al obtenido en nuestra investigacion (2,97 %).

La principal importancia que tiene el test de microndcleos transplacentarios es que
representa un ensayo de confirmacién para aquellos casos en que los ensayos
tradicionales de MO y sangre periférica den negativos o exista alguna duda sobre su
comportamiento. En estudios anteriores fue evaluado el potencial genotéxico en MO y
sangre periférica a la dosis de 800 mg/Kg en ratones de la linea BALB/c/Cenp. Fueron
obtenidos valores de indice de genotoxicidad de 2,98 para hembras, similares a los
resultados obtenidos en la presente investigacién , por lo que podemos inferir que el
extracto acuoso empleado mantiene un comportamiento similar en el higado de los fetos,
lo que se puede traducir en la ausencia de una actividad genotoxica a nivel de

cromosomas (Cathrina, 2015).

4.3.2 indice de citotoxicidad

Cuando existe la presencia de un agente xenobidtico, éste induce un efecto citotoxico
sobre las células nucleadas precursoras de la MO, causando muerte celular o reduccion
de la division celular, produciendo un descenso en la formacién de EPC modificando la
relacion entre EPC/ ENC conocido como indice de citotoxicidad medular (Smith, 1996;
Cathrina, 2015). Por tanto, un menor valor en el indice de citotoxicidad indica un mayor
efecto citotoxico, debido a que el indice de citotoxicidad es inverso al indice de

genotoxicidad.

En este sentido fueron calculados los indices de citotoxicidad para los grupos
experimentales. En la (Fig. 7) se muestran los resultados luego de aplicar la relacion
EPC/ENC. EIl andlisis de varianza de Kruskal-Wallis (Anexo 5) demostr6 que existian
diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0,01 altamente significativa).
Los resultados mostrados por el test de Mann-Whitney (Anexo 6) evidenciaron diferencias
significativas entre parejas de grupos para (p<0,05). La informacion estadistica con la
media y desviaciobn estandart se encuentra en la Tabla V del (Anexo 8) de este

documento.
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Como se puede observar el mayor indice de citotoxicidad corresponde al control negativo
con un valor de 1,27 lo cual evidencia la ausencia de efecto citotoxico que presenta el
agua destilada, no asi para el caso del control positivo que muestra una disminucion de
dicho indice con un valor de 0,85. Es interesante destacar que las dosis de 400 y 800
mg/Kg no muestran diferencias con el control negativo empleado, aunque si lo hacen con
la dosis de 1600 mg/Kg para un (p<0,05). El indice EPC/ENC, indicador de la proliferacion
celular en la MO, fue estadisticamente diferente (p<0,05) en los grupos tratados con el
extracto y el control positivo, lo que indica ausencia de efecto citotdxico del tratamiento a
todas las dosis del estudio, por lo que se puede afirmar que el extracto no interfiere
negativamente en la division celular. Resultados similares fueron reportados por Gutiérrez

et al. (2005) donde se utilizé la linea BALB/c/Cenp. como biomodelo en el ensayo.
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Figura 7. indice de citotoxicidad en Médula Osea de las madres.
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En la investigacion realizada por Arencibia et al. (2003b) se emplearon ratones
MINR/Cenp., a los que les fueron administrados dos sustancias vehiculos para luego
determinar el indice de citotoxicidad. Estas sustancias mostraron indices de (1,22 y 1,26)
similares a los de la nuestra investigacion (1,27) lo cual valida los resultados mostrados
por nuestro control negativo. Cathrina (2015) evalué el efecto citotoxico al administrar 800
mg/Kg de extracto acuoso de C. biflora en ratones de la linea BALB/c/Cenp. La
investigadora obtuvo un indice de 1,40 para las hembras, muy similar a los resultados

obtenidos en nuestra investigacion, lo que corrobora el comportamiento del extracto.
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Figura 8. Indice de citotoxicidad en higado en fetos cuyas madres fueron administradas

con extracto acuoso de Capraria biflora.

Al analizar los resultados que presentan en la (Fig. 8) los grupos de los fetos, el mayor
indice de citotoxicidad (menor efecto citotdxico) corresponde a los fetos cuyas madres
fueron administradas con agua destilada mostrando un valor de 1,09. Para el caso de los
fetos cuyas madres fueron administradas con CF se evidencio el mayor efecto citotoxico

(menor indice de citotoxicidad) con un valor de 0,40.
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El andlisis de varianza de Kruskal-Wallis (Anexo 5) demostré que existian diferencias
significativas entre los grupos experimentales (p<0,01 altamente significativa). El test de
Mann-Whitney (Anexo 6) mostré que existen diferencias significativas entre parejas de
grupos (p<0,05). Los resultados de genotoxicidad y citotoxicidad obtenidos en células
hepéticas de fetos fueron mayores a los obtenidos en las madres. Estos resultados
refuerzan la teoria de que los tejidos fetales son méas suceptibles a la accion de los
mutagenos en los dias 16 y 17 de la gestacion. Esto se debe a que en el higado existen
mecanismos de detoxificacion, los cuales en la mayoria de los casos permiten una alta
capacidad metabolizadora de los xenobibticos, estos procesos son practicamente
inmaduros en los fetos de ratones permitiendo de esta forma comprobar con mayor grado

de exactitud el dafio genotdxico al nivel evaluado (Arencibia et al., 2012a).

En principio, el conjunto de enzimas de los eucariontes hidroliza, oxida y reduce
compuestos extrafios, reacciones que se llevan a cabo en el sistema de citocromos P-450
que se encuentran en el citoesqueleto y en el reticulo endoplasmico de las células con
ndcleo. Los productos intermedios asi generados en ocasiones se conjugan con
proteinas, formandose compuestos altamente reactivos. En las células existen numerosas
enzimas que activan a los promutagenos, pero también otras enzimas que desintoxican e
inactivan a los productos intermedios: el equilibrio entre estas dos funciones celulares es
el que en dltima instancia determina el potencial genotoxico del promutdgeno (Tirunilai,
2012; Stuart, 2013).

4.3.3 Ensayo de micronucleos transplacentarios en sangre periférica de madres y
neonatos

En el mundo de la toxicologia genética es conocido que una sola prueba no puede
detectar con exactitud o predecir confiablemente los efectos genotoxicos de una sustancia
en el ser humano; debido a esta razén es importante contar con alternativas para su
evaluacion. La prueba de MN en RETs de sangre periférica, constituye una solucion
viable para comprobar los resultados obtenidos en MO e higado fetal con vistas a
corroborar los resultados mostrados en los anteriores sistemas de ensayos (Zuhiga-
Gonzélez, 2014).

En primer lugar se diferencia en proeritoblasto, que es la primera célula de la linea
eritropoyética reconocible. Los proeritoblastos se dividen y diferencian y dan lugar al
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eritoblasto |, que es un eritoblasto basofilo y donde comienza la sintesis de hemoglobina.
El eritrocito | se vuelve a dividir y diferenciar y se transforma en eritroblasto Il que aun es
basofilo y donde continla la sintesis de hemoglobina y aun presenta un nacleo definido.
Por lo tanto el eritoblasto Il se divide y diferencia y da lugar al policromatofilo. El
policromatofilo ya contiene una gran cantidad de hemoglobina, ndcleo reducido y no se
divide, solo se diferencia dando Ilugar al acidéfilo o normoblasto (eritoblasto
ortocromatico). Por lo tanto tiene mucha hemoglobina con nudcleo reducido y poco
definido, después se vuelve a diferenciar y se transforma en un reticulocito que es
considerado un glébulo rojo inmaduro porque ya no tiene nuicleo, solo unos filamentos de
cromatina y su hemoglobina es la de un glébulo rojo. El reticulocito sale a la sangre y se

transforma en un glébulo rojo maduro que circula por sangre (Valdivieso, 2016).

Los reticulocitos en sangre periférica se pudieron observar con una fluorescencia roja
debido a la presencia de ARN ribosomal en los mismos, mientras que las células
nucleadas normales mostraron una fluorescencia parda oscura. Ademas, los MN se

vieron con una coloracién fluorescente verde-amarilla (Fig. 9).

Figura 9. Micronucleos en médula 6ésea de madres y neonatos teflido con naranja de
acridina; (A), (B), (C) y (D) Micronucleos.

En la tabla Il y IV se puede observar el comportamiento con respecto a la frecuencia de
RETs con MN en la sangre periférica materna y fetal de los cinco grupos experimentales.
El analisis de varianza de Kruskal-Wallis (Anexo 5) demostr6 que existian diferencias
significativas entre los grupos experimentales (p<0,01 altamente significativa) para los dos

ensayos.
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Al analizar el test de Mann — Whitney (Anexo 6), encontramos igualmente que, todos los
grupos se diferencian significativamente del control negativo, para un (p< 0.05), excepto la
dosis de 400 mg/Kg para un (p< 0.05). Sin embargo las dosis de 800 mg/Kg y 1600 mg/Kg
no se diferencian en sangre periférica materna mientras que si lo hacen en sangre
periférica fetal para un (p< 0.05). También se pudo apreciar que los grupos del estudio se
diferenciaron estadisticamente del control positivo empleado. Estos resultados corroboran
el comportamiento mostrado en la MO e higado fetal.

Tabla lll: Frecuencia de MN en sangre periférica de madres administradas con extracto

acuoso de Capraria biflora.

Grupo N M.N/2000 +DE indice de
genotoxicidad
Control negativo 5 5,75* 0,56 0,29
Control positivo 5 50,80*** 1,10 2,54
Dosis 400 mg/Kg 5 8,80* 1,10 0,44
Dosis 800 mg/Kg 5 11,60** 0,90 0,58
Dosis 1600 mg/Kg 5 15,80** 0,45 0,79

*Diferentes cantidades de asteriscos muestran diferencias significativas p<0,05. Test Kruskal-Wallis entre los
grupos de experimentacion y test Mann-Whitney entre parejas de grupos.

Estos resultados se encuentran insertados en las (Fig.12 y 13) de los (Anexo 12 y 13) del

documento respectivamente.

Tabla IV: Frecuencia de M.N en sangre periférica de higado fetal cuyas madres fueron

administradas con extracto acuoso de Capraria biflora.

Grupo N M.N/2000 +DE indice de
genotoxicidad

Control negativo 25 7,36* 0,95 0,37
Control positivo 25 54,88**** 0,73 2,74
Dosis 400 mg/Kg 25 10.36* 1,35 0,52
Dosis 800 mg/Kg 25 14.24* 1,27 0,71
Dosis 1600 mg/Kg 25 18.56*** 0,92 0,93

*Diferentes cantidades de asteriscos muestran diferencias significativas p<0,05. Test Kruskal-Wallis entre los
grupos de experimentacion y test Mann-Whitney entre parejas de grupos.
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Similares resultados fueron obtenidos por (Diaz et al., 2012) al igual que Lobo yBolafios
(2014), en evaluaciones realizadas con el fin de comprobar el indice de genotoxicidad en

sangre periférica mediante la prueba de MN.

La similitud de los resultados obtenidos entre los grupos administrados con el extracto
y el control negativo, sugieren que C. biflora no tiene efecto citotéxico ni genotdxico en
las condiciones evaluadas, a la dosis y el modelo seleccionado. El proceso de
evaluacion regulatoria del riesgo puede ser dividido en 3 fases que son; identificacion
del peligro, estimacion de la vulnerabilidad y caracterizacién del riesgo (Repetto y
Repetto, 2009).

Es importante comentar que la ausencia de efecto mutagénico y citotéxico del extracto
acuoso de C. biflora observado en este estudio no se relaciona con una inadecuada
exposicion a la sustancia ensayo, ya que las dosis por via orales de este producto entre
100 y 800 mg/Kg, inferiores a las utilizadas en el presente estudio, han producido efectos
farmacologicos importantes (Vicet, 2009; Valido, 2011). Ademas se utilizé6 una dosis de
1600 mg/Kg (el doble de la ultima dosis empleada en farmacologia) por debajo de 2000
mg/Kg (dosis fija) pero muy cercana a esta, en un esquema de dosis repetida (14, 15y 16
de la gestacion) por tanto, el empleo de esta dosis durante mas tiempo descarta que la

exposicion de la sustancia haya sido insuficiente.

Hasta el momento la planta no tiene reportado ningun estudio de toxicologia en el cual se
halla reportado actividad téxica a ninguna de las dosis estudiadas ni con ningin modelo
biolégico empleado (Vicet, 2009; Canto, 2013; Cathrina, 2015). Aunque en nuestro
estudio el extracto acuoso de C. biflora no haya resultado téxica a nivel de cromosomas,
se deben realizar otros estudios como el Test de Ames asi como otros ensayos donde se
evalle el potencial genotoxico a diferentes niveles en el material genético. De esta forma
se contaria con una valoracibn mas amplia sobre el perfil toxicologico de la planta con

vistas a su preformulacién como fitomedicamento y posible inclusién en ensayos clinicos.
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4.4 Aspectos éticos de la investigacion

Las visitas realizadas por la Unidad de la Garantia de la Calidad comprobaron que los
animales sujetos a la investigacion no se encontraban en condiciones de estrés, pues se
mantuvieron con una conducta exploratoria normal. Esta reportado que esta variable
pudiera provocar alteraciones en los resultados de la investigacion. Por otra parte se
comprobd el cumplimiento de los PNO establecidos para cada ensayo. Las auditorias por
parte de la comision de bioseguridad fueron favorables comprobandose el uso de la ropa
sanitaria y guantes en las salas experimentales.
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CONCLUSIONES

1. La administracion oral del extracto acuoso de Capraria biflora en madres durante
los dias 14, 15y 16 de la gestacion, no mostré efecto genotéxico en MO.

2. La administracion oral del extracto acuoso de Capraria biflora durante los dias 14,
15y 16 de la gestacion, no mostr6 efecto genotéxico en higados de neonatos.

3. La administracion oral del extracto acuoso de Capraria biflora durante los dias 14,
15 y 16 en ratones gestantes no mostro efecto genotoxico en sangre periférica de

neonatos y madres.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios in vitro con preferencia el test de AMES donde se analice
mutaciones puntuales en células procariotas (dafio a los genes).
2. Realizar estudios de reproduccion especificamente en el segmento |l

(teratogénesis).
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Anexo 1. Certificado de calidad genética e higiénico sanitaria de ratones BALB/c/Cenp.

Direccion de Asequramiento de la Calidad
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Folio: Ao 4 oo
CERTIFICADO DE CALIDAD GENETICA DE ROEDORES SPF
Especie Banco Genético Colonia Expansion | Colonia Produccion Linea Lote Total de cajas
Raton - - - BALB/c/Cenp| 414040917 2
Machos [Hembras| Total Peso Edad Centro de destino Fecha Expedicion Hora
40 | 60 |400 | 90-950 | 8-9aem F.e.H. Sslle Cloro- 49/03/33 | 34:05
d Origen de la linea

Los progenitores fueron importados del Laboratorio Charles River, Italia, para la produccion de la linea BALB/c/Cenp.

R e o e e

Caracteristicas zootécnicas y control de la Colonia de Produccion

Los animales importados fueron inspeccionados en el momento de la recepcidn y son mantenidos en condiciones
controladas para su reproduccién con un sistema de apareamiento que permite garantizar las caracteristicas de esta
linea de ratén consanguineo. Se mantiene una periédica confirmacion de los rasgos fenctipicos de esta linea por medio
de inspecciones clinicas sistematicas, ademas se analizan los parametros zootécnicos para evaluar el comportamiento
reproductivo y productivo. Para preservar la integridad genética de cada linea son eliminados de las colonias aquellos
ratones que les detectan nuevas caracteristicas que indiquen la aparicién de nuevas mutaciones

DISTRIBUCION GENES COLOR DE LA CAPA* Fecha 31-08-16 ;
Locus . a b c ‘d i
Alelos AA bb cc DD ,

Control e Ipspeccion Genética del Banco Genético

Los bancos genéticos mantenidos en condiciones controladas (SPF) con un Sistema de apareamiento que permite garantizar las
caracteristicas de esta linea de raton consanguineo son inspeccionados genéticamentepara confirmar los rasgos y caracteristicas
genéticas de la linea. Los aspectos inspeccionados son: Identificacion de reproductores y animales para reemplazo, control del
Pedigree y las generaciones, aplicacion del sistema de apareamiento establecido, seleccién de animales para el reemplazo, inspeccion |
de las tarjetas de cria y registros de control genético, entre otros. E

INSPECCION GENETICA Fecha 11/08/16
Resumen conclusivo

T~

Todos los aspectos inspeccionados mostraron un adecuado comportamiento en la linea, lo que demuestra que en todos
los aspectos relacionados con el manejo genético existe un medioambiente equilibrado que garantiza el mantenimiento
de las caracteristicas y de la calidad genética de la misma. i

* Basado en los resultados del control genético, establecido en el Plan de Control de la Calidad y que es efectuado por la Especialista
de Genética del CENPALAB.

La frecuencia del monitoreo genético es de 1 ario y los resultados del mi: n vélidos por igual periodo de tiempo.
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Anexo 2. Certificado de calidad de la férmula del alimento.

Direccion de Aseguramiento de la Calidad (& =
folio- * ~- 0109 Grupo de Aseguramiento de Ia Calidad

i 7 /CENPALAB

G ANIMALES DE LAUOHAYORID

CERTIFICADO DE CALIDAD DE ROEDORES SPF. Salud y Zootecnia

Hem|

bl
| 10 | 60|00 [0-254 | Bt |

Los ammales enel momento de Ia expedicién se encuentran clinicamente sanos, sus caracteristicas morfoldgicas,
fisiolégicas y reproductivas se corresponden con la especificacién de calidad de este producto. Proceden de una
colonia con ambiente controlado y mantenidos en un sistema de produccién intensivo aprobados para la linea, la
alimentacion se realiza con alimentos concentrados férmulas ALYeo® EMO 1002 y EAO 1004 esterilizable a razon
de 3.40 a 6 g diarios. Dicha produccién se encuentra bajo las BPP y un Sistema de Gestion de la Calidad que
garantiza el estado higiénico sanitario de los animales que se expiden.

Salmonella sp. Cult Sen ] 21710114 Strsptacoccus pneumoniae Cult/ Sero X

Streptococcus B hemolitico Cult Sert X 18/07/1¢| Pasteurella pneumotropica. Cult/ ELISA X 18/07/16]
Bordetella bronchiseptica Cult/ ELISA X 09/12/1§ Clostridium piliformis Insp. Clinica X 01/02/16|
Corynebacterium kutscheri Cultivo 21/10/1¢ Leptospira sp ELISA X 06/06/16]
Helicobacter sp Cultivo 01/02/1¢{ Cytrobacter freundii Cultivo X 01/02/16
Streptobacillus moniliformis Cultivo Mycoplasma pulmonis Cult/ ELISA X 19/04/16
Dermatofitos Insp. Clinica/Cultiv

Fecha:  18/10/16

Endoparasitos DIR/FLOT

Examen macroscoépico:

Toxoplasma gondii ELISA
Ectoparasitos INSPECCION

m" E i e E ummm"“" E;;:n o o 5 o i £
Virus de la Hepatitis (MHV) ELISA/IFA X ELISA/IFA X 07/11/1
Reovirus Reo Tipo 3 (REO 3) IFA X ELISA/IFA X 07/111
Encefalomielitis (TEMV) IFA X IFA X 21/041
Pneumonia del ratén (PVM) ELISA/IFA X ELISA/IFA X 21/04/16|
Virus diminuto del ratén (MVM) ELISA/IFA X IFA X 21/04/16}
Rotavirus (EDIM) ELISA/IFA X Test LDH Plasma X =
Ectromelia ELISA/IFA X IFA X 21/04/1§)
Hantaan IFA IFA X -

*

Segun lo certificado por la Direccion de Ase tr ional parala Produccién de
Animales de Laboratorio, de acuerdo al cronograma de monitoreo de Ios roedo Sfiados y mantenidos en
sistemas protegidos y que consta en los expedientes de la Iinea archivados en la Direci %de Calidad.
Documento de referencia “Recomendac _ Smicrob ldomara Roedores méntenidos y
criados en condiciones controladas”. i :
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Anexos

Anexo 3. Aval de la Unidad de Garantia de la Calidad de la UTEX.




Anexo 4. Test de normalidad.

Tests of Normality

Anexos

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
GruposDosis Madres Statistic df Sig. Statistic df Sig.
MedMN  Citrl - 473 5 .001 .552 5 .000
Ctrl + .367 5 .026 .684 5 .006
Dosis 400 mg/Kg 473 5 .001 .552 5 .000
Dosis 800 mg/Kg 473 5 .001 .552 5 .000
Dosis 1600 mg/Kg 473 5 .001 .552 5 .000

a. Lilliefors Significance Correction




Anexo 5. Test de Kruskal-Walllis.

Anexos

Ranks

GruposDosis Madres Mean Rank

MedMN Ctrl - 5 3.00
Ctrl + 5 23.00
Dosis 400 mg/Kg 5 8.00
Dosis 800 mg/Kg 5 13.00
Dosis 1600 mg/Kg 5 18.00
Total 25

Medgindex Ctrl - 5 3.00
Ctrl + 5 23.00
Dosis 400 mg/Kg 5 8.00
Dosis 800 mg/Kg 5 13.00
Dosis 1600 mg/Kg 5 18.00
Total 25

Medcitoindex Ctrl - 5 23.00
Ctrl + 5 3.00
Dosis 400 mg/Kg 5 18.00
Dosis 800 mg/Kg 5 13.00
Dosis 1600 mg/Kg 5 8.00
Total 25

SanMN Ctrl - 5 3.00
Ctrl + 5 23.00
Dosis 400 mg/Kg 5 8.20
Dosis 800 mg/Kg 5 12.80
Dosis 1600 mg/Kg 5 18.00
Total 25

Sangindex Ctrl - 5 3.00
Ctrl + 5 23.00
Dosis 400 mg/Kg 5 8.20
Dosis 800 mg/Kg 5 12.80
Dosis 1600 mg/Kg 5 18.00
Total 25




Test StatisticsaP

Anexos

MedMN Medgindex Medcitoindex SanMN Sangindex
Chi-Square 23.483 23.483 23.319 23.239 23.239
Df 4 4 4 4 4
Asymp. Sig. .000 .000 .000 .000 .000
Mont  Sig. .000¢ .000¢ .000¢ .000¢ .000¢
e 99% Confidence Interval Lower Bound .000 .000 .000 .000 .000
(S:izrllo Upper Bound 000 000 000 000 000

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Grupos Dosis Madres

c. Based on 10000 sampled tables with starting seed 2000000.




Anexo 6. Test de Mann-Whitney en madres en estudio.

Anexos

Report
GruposDosis Madres MedMN Medgindex Medcitoindex SanMN Sangindex
Ctrl - Mean 3.80 .1900 1.2748 5.60 .2800
N 5 5 5 5 5
Std. Deviation 447 .02236 .00217 .548 .02739
Ctrl + Mean 49.40 2.4700 .8457 50.80 2.5400
N 5 5 5 5 5
Std. Deviation .548 .02739 .00093 1.095 .05477
Dosis 400 mg/Kg Mean 5.80 .2900 1.2584 8.80 .4400
N 5 5 5 5 5
Std. Deviation A47 .02236 .00140 1.095 .05477
Dosis 800 mg/Kg Mean 10.80 .5400 1.2452 11.60 .5800
N 5 5 5 5 5
Std. Deviation 447 .02236 .00113 .894 .04472
Dosis 1600 mg/Kg Mean 15.80 .7900 1.2232 15.80 .7900
N 5 5 5 5 5
Std. Deviation A47 .02236 .00135 A47 .02236
Total Mean 17.12 .8560 1.1694 18.52 .9260
N 25 25 25 25 25
Std. Deviation 17.018 .85090 16611 16.843 .84214




Anexo 7. Test de Mann-Whitney de neonatos en estudio.

Anexos

Report
GruposDosisNeonatos HigMN Higgindex Higcitoindex HigSanMN HigSangindex
Ctrl - Mean 6.52 .3260 1.1000 7.360 .3680
N 25 25 25 25 25
Std. Deviation .510 .02550 .00000 .9522 .04761
Ctrl + Mean 59.52 2.9760 .4000 54.880 2.7440
N 25 25 25 25 25
Std. Deviation .510 .02550 .00000 7257 .03629
Dosis 400 mg/Kg Mean 10.24 5120 1.0768 10.360 .5180
N 25 25 25 25 25
Std. Deviation 1.012 .05058 .00476 1.3503 .06752
Dosis 800 mg/Kg Mean 15.64 .7820 1.0600 14.240 .7120
N 25 25 25 25 25
Std. Deviation 490 .02449 .00000 1.2675 .06338
Dosis 1600 mg/Kg Mean 19.44 .9720 1.0600 18.560 .9280
N 25 25 25 25 25
Std. Deviation .821 .04103 .00000 .9165 .04583
Total Mean 22.27 1.1136 .9394 21.080 1.0540
N 125 125 125 125 125
Std. Deviation 19.233 .96163 27117 17.4146 .87073

Leyenda para las tablas de resultados estadisticos:

MedMN: Frecuencia de MN en médula 6sea de madres en estudio

Medgindex: indice de genotoxicidad en médula 6sea de madres en estudio

Medcitoindex: indice de citotoxicidad en médula 6sea de madres en estudio

SanMN: Frecuencia de MN en sangre periférica de madres en estudio

Sangindex: indice de genotoxicidad en sangre periférica de madres en estudio

HigMN: Frecuencia de MN en higado de fetos

Higgindex: indice de genotoxicidad en higado de fetos

Higcitoindex: indice de citotoxicidad en higado de fetos

HigSanMN: Frecuencia de MN en sangre periférica de fetos

HigSangindex: indice de genotoxicidad en sangre periférica de fetos




Anexos

Anexo 8.

Tabla V: Eritrocitos policromaticos y normocromaticos. indice de citotoxicidad en médula

O0sea de madres.

Grupos Numero EP EN EP/EN +DE
(citotoxicidad)

Control negativo 5 1120,8 £0,10 879,2 +0,20 1,27* 0,005
Control positivo 5 916,4 +0,40 1083,6 +0,50 0,84*** 0,010
Dosis 400mg/Kg 5 1114,4 +0,20 885,6 +0,20 1,25* 0,005
Dosis 800mg/Kg 5 1109,2 +0,20 890,8 +0,20 1,24* 0,005
Dosis 1600mg/Kg 5 1100,4 +0,30 899,6 +0,40 1,22** 0,010

*Diferentes cantidades de asteriscos muestran diferencias significativas p<0,05. Test Kruskal-Wallis entre los
grupos de experimentacion y test Mann-Whitney entre parejas de grupos.



Anexo 9.

Anexos

Tabla VI: Eritrocitos policromatico y normocromaticos. indice de citotoxicidad en higado

fetal de neonatos.

Grupos N EP EN EP/EN +DE
(citotoxicidad)

Control negativo 25 1046,88 +0,20 953,12 +0,20 1,09* 0,005

Control positivo 25 571,88 0,50 1428,12+0,60 0,40%*** 0,020

Dosis 400 mg/Kg 25 1036,40 £0,30 963,60 +0,30 1,07* 0,010

Dosis 800 mg/Kg 25 1029,36 +0,30 970,64 +0,30 1,06* 0,005

Dosis 1600 mg/Kg 25 1022,96 +0,20 967,04 £0,10 1,05%* 0,005

*Diferentes cantidades de asteriscos muestran diferencias significativas p<0,05. Test Kruskal-Wallis entre los

grupos de experimentacion y test Mann-Whitney entre parejas de grupos.
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Anexo 10.
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Figura 10. indice de genotoxicidad en médula 6sea de madres administradas con extracto

acuoso de Capraria biflora.
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Anexo 11.
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Figura 11. indice de genotoxicidad en higado de fetos cuyas madres fueron
administradas con extracto acuoso de Capraria biflora.
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Anexo 12.
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Figura 12. indice de genotoxicidad en sangre periférica de madres administradas con

extracto acuoso de Capraria biflora.
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Anexo 13.
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Figura 13. indice de genotoxicidad en sangre periférica de fetos cuyas madres fueron

administradas con extracto acuoso de Capraria biflora.



